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RESUMO

A obesidade esta associada ao risco de diabetes tipo 2, hipertensdo, doencas coronarias,
cerebrovasculares, osteoartrite, apneia do sono e certos tipos de cancer, além do risco de
desenvolver depressédo, infertilidade, problemas na gravidez e anomalia dos hormonios
reprodutivos. Atualmente, a disponibilidade a precos baixos de alimentos gordurosos e o
consumo de agucar, contribui para 0 aumento da taxa de obesidade, por vezes associados
aos sedentarismo. A Organizacdo Mundial da Saide (OMS) estimou que em 2016, mais
de 1,9 bilhdo de adultos estavam acima do peso; dentre estes, 650 milhdes eram
considerados obesos. A lipase pancreatica (LP) é uma enzima de fundamental
importancia para hidrélise de triacilglicerideos sendo responsavel pela hidrolise de 50 a
70% da gordura presente nos alimentos. O Orlistat € um dos poucos medicamentos
antiobesidade que reduz a absorcédo de gordura em até 30% através da inibicao da lipase
pancredtica e gastrica, bloqueando a hidrolise dos triacilglicerdis com subsequente
excrecdo de gordura. Diante dos efeitos adversos e da auséncia por medicamentos
antiobesidade, esta tese buscou desenvolver novos prototipos inibidores de lipase a partir
do arcabouco estrutural de guanilhidrazonas (AGH) e tiossemicarbazonas (TSC). Dentre
0s 22 compostos AGH avaliados biologicamente, apresentaram potencial de inibigédo
frente a atividade catalitica da lipase de candida rugosa, a maior atividade antilipase foi
(E)-2-(3,4-dicolorobenzilideno)hidrazina-1-carboximida, apresentando 1Cso de 11,16puM
e comportamento cinético de inibicdo competitiva. Contudo, através da técnica de
screning virtual, foram avaliados um total de 144 compostos, dentre estes, a estrutura
inédita  planejada  (9E,12E)-N-((2-((E)-3,4-diclorobenzilideno)hidrazina)(imino)oct
Adeca-9,12-dienamida, apresentou pontuacdo encaixe de 73,59. A analise de docking
molecular mostrou apenas interagfes hidrofobicas na regido do substrato sugerindo
comportamento cinético de inibicdo competitiva. Por fim, este trabalho apresenta uma
nova possibilidade de desenvolvimento de protétipos com  arcabouco
farmacologicamente aceito, propondo estruturas inéditas, contribuindo para a busca de
um candidato eficaz, seletivo e seguro no tratamento da obesidade.

Palavras-chave: Obesidade. Medicamentos antiobesidade. Lipase pancreética.
Inibidores de lipase. Guanilhidrazonas. Tiossemicarbazonas.



ABSTRACT

Obesity is associated with the risk of type 2 diabetes, hypertension, coronary, cerebrovascular
diseases, osteoarthritis, sleep apnea and certain types of cancer, in addition to the risk of
developing depression, infertility, pregnancy problems and anomaly of reproductive hormones.
Currently, the low prices of fatty foods and sugar consumption, contributes to the growth of the
obesity rate, sometimes associated with sedentary lifestyle. The World Health Organization
(WHO) reported that in 2016, more than 1.9 billion adults were overweight; among these, 650
million were obese. Pancreatic lipase (LP) is an enzyme of fundamental importance for
hydrolysis of triacylglycerides and is responsible for the hydrolysis of 50 to 70% of the fat
present in food. Orlistat is one of the few anti-obesity drugs that reduces fat absorption up to
30% by inhibiting pancreatic and gastric lipase, blocking the hydrolysis of triacylglycerols and
subsequent excretion of fat. In point of view of the adverse effects and the absence of anti-
obesity drugs, this thesis search to develop new lipase inhibitors prototypes based on the
structural framework of guanylhydrazones (AGH) and thiosemicarbazones (TSC). Among the
22 biologically evaluated AGH compounds, the highest antilipase activity was (E)-2-(3,4-
dicolorobenzylidene)hydrazine-1-carboximide with an 1Cso of 11.16uM and kinetic behavior
of competitive inhibition. However, a total of 144 compounds were evaluated using the virtual
screening technique, among them, the unprecedented planned structure (9E,12E)-N-((2-((E)-
3,4-dichlorobenzylidene) hydrazine)(imino)methyl)octadeca-9,12-dienamide, with a fit score
of 73.59, the molecular docking analysis showed only hydrophobic interactions in the substrate
binding site, suggesting a kinetic behavior of competitive inhibition. Finally, this work presents
a new possibility of developing prototypes with a pharmacologically accepted framework,
proposing novel structures, contributing to the search for a effective, selective and safe
candidate in the treatment of obesity.

Keywords: Obesity. Anti-obesity drugs. Pancreatic lipase. Lipase inhibitors.
Guanylhydrazones. Thiosemicarbazones.
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1 INTRODUCAO

A obesidade é um problema de salde publica que afeta paises desenvolvidos e em
desenvolvimento. Esta € caracterizada por aumentos anormais no tamanho dos adipocitos; a
obesidade também esta associada a varios distlrbios patoldgicos (HOON et al. 2012). E uma
condigdo complexa que possui muitos fatores contribuintes, incluindo genéticos, ambientais,
sociais, psicologicos e outros, alguns dos quais estdo fora do controle do individuo (DOWNEY
etal. 2008). Recentemente, a Organiza¢do Mundial da Saude (OMS) informou que a taxa global
de obesidade quase triplicou desde 1975. Em 2016, mais de 1,9 bilh&o de adultos estavam acima
do peso; entre estes, 650 milhdes eram obesos. No mesmo ano, 41 milhdes de criangas menores
de cinco anos e 340 milhdes de criancas e adolescentes entre 5 e 19 anos estavam com sobrepeso
ou obesidade (WHO, 2019).

Atualmente, a obesidade ¢ definida pelo indice de massa corporal (IMC). No entanto,
este ndo deve ser considerado como o principal fator (DOWNEY et al. 2008). O IMC é
calculado usando altura e peso, e os pacientes sdo classificados como baixo peso, peso normal,
sobrepeso ou obesidade; o tltimo é definido como IMC maior ou igual a 30 kg/m? (Tabela 1)
(WONG et al. 2013). Excecdes saudaveis raras incluem atletas treinados que podem atingir
IMC acima de 30 (HAN et al. 2006). De acordo com a American College of Physicians (Escola
Americana de Médicos) nos Estados Unidos da América, a terapia farmacoldgica é uma
alternativa para pacientes obesos que falharam em alcancar perda de peso adequada apenas por

meios ndo farmacoldgicos, incluindo dieta e exercicio fisico (HOON et al. 2012).

Tabela 1 - Classificacdo de IMC (kg/m?)

Classificagdo IMC (kg/m?)
Abaixo do Peso <185
Peso Normal 18,5-24,9
Sobrepeso 25-29,9
Obesidade (Classe 1) 30-34,9
Obesidade (Classe 2) 35-39,9
Obesidade Extrema (Classe 3) > 40

Fonte: AUTOR, 2021. Adaptado de WONG, 2013
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Estudos constataram consistentemente que a atividade fisica reduz ou elimina os riscos
associados a obesidade. O estilo de vida sedentario que acompanha a obesidade promove 0
desenvolvimento de doencas crénicas, morbidades e mortalidade (DOWNEY et al., 2008;
O’DONOVAN et al., 2009). Pessoas obesas sdo predispostas a varias doengas, mediadas
principalmente pelo acimulo de gordura no tecido adiposo visceral (PORTER et al. 2009).

Embora a perda de peso seja um resultado importante no tratamento, um dos principais
objetivos do manejo da obesidade, é o controle dos fatores de risco cardiovascular e metabdlico.
(PI-SUNYER, 2015; GLANTD, 2011). Um estudo de 10 anos com homens e mulheres de IMC
equivalente a 30kg/m? foi comparado com aqueles de IMC normal, relatando aumento
significante da gravidade de pacientes com comorbidades associadas. A Sociedade da
Obesidade concluiu que a obesidade causa comprometimento funcional e reducdo da qualidade
de vida, considerada doenca grave de alto indice de mortalidade (PI-SUNYER, 2015).

Os medicamentos para o tratamento da obesidade teve seu inicio na década de 1920 com
0 hormonio da tireoide sintético, quando administrados por pacientes eutireoidianos obesos, no
qual apresentavam efeitos colaterais significativos associados ao hipertireoidismo (COLMAN,
2005). Atualmente, a farmacoterapia antiobesidade é considerada como adjuvante da dieta e
modificacdo comportamental para facilitar a perda de peso ou promover manutengéo de peso a
longo prazo. Varios agentes de emagrecimento aprovados pela FDA (Food and Drug
Administration) para controle de peso, foram suspensos devido a falta de eficacia e seguranca
(UMASHANKER, 2016; KUMAR, 2015)

O tratamento de pacientes obesos através do mecanismo molecular baseado na inibic&o
da lipase pancreética e gastrica, atualmente apresenta eficiéncia na reducdo de gordura em
proporcao signigicativa, principalmente em pacientes que desenvolveram comorbidades
(BORGSTROM et al., 1988; CURRAN et al., 2004). Este medicamento, aprovado em 1998
para uso a longo prazo, chamado Orlistat®, atua reduzindo a absorcdo de gordura em até 30%,
através do mecanismo de inibicao das lipases, apresentando efeitos adversos toleraveis devido
aos niveis reduzidos de vitaminas A, D, E e betacaroteno que sdo administrados juntamente
com suplementos multivitaminicos (GLANTD, 2011).

Desta forma, a escacez de medicamentos antiobesidade apresenta um novo desafio para
pesquisadores que trabalham no desenvolvimento de novos agentes terapeuticos. A partir deste
fato, o presente trabalho mostra uma compilacéo da literatura de compostos inibidores de lipase:
derivados inddlicos, ésteres, derivados tiazélicos, derivados imidazolicos, compostos fenolicos,
saponinas, terpenos, panciclinas e perciquininas, apresentando perpectivas atuais do potencial

de acdo de estruturas sintéticas e de fontes naturais. Por fim, este trabalho trds uma nova
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contribuicdo para o meio centifico nesta direcdo, revelando um arcabouco estrutural inédito
para inibidores de lipase. As classes de moléculas de AGH e TSC apresentam uma estrutura
quimica versétil para a adicdo de diversos substituintes, e alto potencial de inibi¢do, sendo
assim, o planejamento racional destas estruturas permitiram corroborar para o banco de dados

de candidatos promissores a farmacos antiobesidade.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1  Obesidade e Doencas Associadas

A obesidade esté associada ao risco de diabetes tipo 2, hipertensdo, doencgas coronarias
e cerebrovasculares, osteoartrite, apneia do sono e certos tipos de cancer (PORTER et al., 2009;
BLACKBURN et al., 1980). A obesidade também pode estar associada a depresséo,
infertilidade, problemas relacionados a gravidez e anomalias relacionadas aos hormdnios
reprodutivos (BLACKBURN et al.1980).

Durante uma década, um estudo envolvendo pacientes obesos de ambos 0s sexos
revelou um risco aumentado de diabetes, calculos biliares e hipertensdo em mulheres, enquanto
que nos homens os resultados mostraram um risco aumentado de doengas cardiacas e derrame,
bem como diabetes, célculos biliares e hipertensao (PI-SUNYER, 2009). Atualmente, a maioria
dos institutos médicos em todo o mundo reconhece a perda de peso e as atividades fisicas como
os melhores métodos de prevencdo e tratamento da obesidade (HOON et al., 2012; Pl et al.
2009).

A perda de peso de aproximadamente 5% do peso corporal inicial, pode levar a
melhorias na pressdo sanguinea, concentragdes séricas de lipidios, aumento da sensibilidade a
insulina e melhora dos niveis de glicose. A perda de peso também esta associada a uma reducéo
significativa no risco de diabetes (PI-SUNYER et al. 2009). Em um estudo randomizado
envolvendo pacientes com diabetes tipo 2, os pacientes perderam uma média de 8,6% do peso
corporal em 12 meses, resultando em perda de peso clinicamente significativa associada ao
melhor controle do diabetes e reducdo dos fatores de risco para doencas cardiovasculares
(GLANDT et al., 2011)

2.2 A Obesidade na Atual Pandemia

Recentemente, um nUmero crescente de artigos cientificos estdo sendo publicados
correlacionando a obesidade com a atual pandemia do novo Coronavirus (COVID-19), no qual
0s sintomas do virus sdo agravados em pacientes de sobrepeso ou obesidade. Tal fatalidade
relacionado a infeccdo por virus, foi relatado em 2009 com o virus influenza HIN1, foi
registrado uma porcentagem significativa de entradas a hosptiais e mortalidade devido a
obesidade dos pacientes, estimado em cerca de 151.700 a 575.400 mortes (HUSSAIN et al.;

2020). Pacientes com obesidade classe 3 (IMC > 40) apresentaram maior risco de morte, estes
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pacientes devem ser cuidadosamente monitorados, administrando agentes antivirais de forma
rapida (LOUIE et al.,2010).

Atualmente, 0 novo virus esta rapidamente espalhando-se pelo mundo, causando alta
morbidade e mortalidade. Este surto foi declarado oficialmente pela OMS como uma pandemia
que representa um enorme desafio para o sistema de saude global e a economia (RITTER et al.,
2020). COVID-19 ja emergiu afetando quase 35 milhdes de pessoas em 30 de setembro de
2020, onde o maior nimero de casos confirmados foi na India, EUA e Brasil
(JAYAWARDENA et al., 2020). Conforme os dados da OMS de 12 de fevereiro de 2021 foram
confirmados no mundo 107.423.526 casos confirmados de COVID-19 e 2.360.280 mortes. O
6rgdo afirma que algumas vacinas candidatas contra a COVID-19 receberam autorizacao para
uso emergencial em alguns paises, como o Brasil, no enteanto as medidas preventivas ainda séo
necessarias para controlar a pandemia e diminuir os impactos na satde, economia e sociedade
(https://www.paho.org/pt/covid19).

Este problema de saude publica global se torna desastroso quando associado a uma
grande epidemia, a obesidade. O aumento dramatico na prevaléncia da obesidade representa
outro desafio global urgente, no qual nas Gltimas décadas, se tornou uma grande epidemia na
maioria dos paises industrializados. A porcentagem de criancas e adultos com sobrepeso
dobrou, e até triplicou em adolescentes nas ultimas trés décadas (RITTER et al., 2020)
Consequentemente, estd bem documentado que a obesidade esta associada a um risco
aumentado bem como a piora em doengas infecciosas com aumento de complicacGes,
hospitalizacdo prolongada, e doencas criticas elevadas (RITTER et al., 2020)

Contudo, existe uma limitacdo para discusséo a respeito de pacientes obesos portadores
do virus, pois uma parte dos protocolos seguidos em hospitais ndo registram dados de peso
corporal e altura que sdo usados para estimar a massa do tecido adiposo por céalculo do IMC
(STEFAN et al., 2020). Além disso, variacdes de dados sdo possivelmente atribuiveis a
diferencas nas unidades de saude e fatores de risco, como sexo, idade, doencas crénicas e outras
condicdes de saude subjacentes (JAYAWARDENA et al., 2020). No entanto, apenas foi
possivel relatar casos isolados com baixo nimero de poupulacéo, relacionando as comorbidades
causadas pela obesidade e os desafios encontrados em pacientes obesos.

Em 23 de marco de 2020, pacientes diagnotiscados com COVID-19 na regido de Seattle
(EUA) tiveram os dados de IMC corretamente registrados, permitindo o estudo descritivo.
Foram registrados uma pequena amostra de 24 pacientes (63% homens): 3 pacientes com IMC
normal, 7 com sobrepeso, 13 com obesidade e 1 sem dados de IMC. Embora as analises
estatisticas tenham pequeno numero de populacgéo, foi possivel observar que 85% dos pacientes
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com obesidade necessitaram ventilacdo mecanica e 62% dos pacientes com obesidade
morreram. Enquanto que pacientes ndo obesos 64% nao necessitaram de ventilagdo mecanica
e 36% morreram (BHATRAJU et al., 2020).

Em geral, diversos relatos de pacientes com COVID-19, exigem suporte respiratorio
avancado, principalmente obesos pois acomete os volumes pulmonares, funcGes e expancoes.
Em Lille na Franca, foram apresentados dados de 124 pacientes com COVID-19, a necessidade
de ventilagdo mecanica invasiva foi associado a obesidade classe 2 e 3 (IMC > 35kg/m?) como
fator independente de outras comorbidades. Acredita-se que os parametros que comprometem
0 paciente inclua problemas respiratorios, aumento da resisténcia das vias aéreas, baixa forca
muscular respiratoria e volume dos pulmdes (HUSSAIN, et al, 2020). Em Shenzhen na China,
foi relatado pacientes com pneumonia grave portadores de COVID-19 associado ao sobrepeso
e a obesidade, cerca de 86% e 142% maior que pacientes de peso normal, respectivamente
(BHATRAJU et al., 2020).

Além de causas respiratorias, as comorbidades causadas pela obesidade também sédo
evidenciadas em diversos casos. O Centro de Controle de Doengas (CCD) dos Estados Unidos
registraram em seu Relatério Semanal de Morbidez e Mortalidade que no periodo de 1 a 30 de
margo de 2020, 12% de 1.482 pacientes hospitalizados com COVID-19 tinham uma ou mais
condi¢des subjacentes: hipertensdo (49,7%), obesidade (48,3%), doenca pulmonar cronica
(34,6%), diabetes mellitus (28,3%) e doencas cardiovasculares (27,8%) (FINER et al., 2020).
Estudos na China mostraram que chineses portadores de comorbidades acima de 65 anos foram
afetados gravemente, a maior taxa de letalidade foi encontrada para doencas cardiovasculares
(10,5%), diabetes mellitus, (7,3%), seguido por doencas respiratdrias cronicas (6,3%),
hipertensdo (6,0%) e cancer (5,6%), sendo as trés primeiras associadas a doencas metabolicas
causadas pela obesidade (STEFAN et al., 2020). Um estudo realizado entre marco e junho de
2020 descreveu a associacdo da obesidade e comorbidades para pacientes com COVID-19,
foram 417 amostras de pacientes internados no hospital Al Kuwait em Emirados arabes (Dubai),
constatando a hipertensdo como a comorbidade mais significativamente associada a obesidade
e maior fator de risco para pacientes portadores do virus (HEIALY et al., 2020).

Deste modo, a obesidade é um fator importante a ser considerado pelo desenvolvimento
de comorbidades, como também por atuar prejudicialmente em funcdes fisioldgicas e
metabolicas, sendo mais uma adversidade a ser enfrentada por hospitais e 6rgaos de satde. Uma
analise de internacdes no hospital académico de Nova York mostrou que entre 4.103 pacientes
com COVID-19, a idade avancada foi o principal fator de hospitalizagdo seguido de obesidade
extrema (IMC > 40 kg/m?) independente de outra variavel (BHATRAJU et al., 2020). Apesar
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de estudos recentes e apresentando limitacGes, os resultados sdo notaveis no que abrange a
relacdo da obesidade, as comorbidades e os virus COVID-19, no qual pacientes obesos afetam-
se ainda mais apenas pelo fator obesidade, sem outras variaveis de desenvolvimento de
comorbidade. Por outro lado, o isolamento social adotado pela OMS como o melhor recurso
para desacelarar o nimeros de contagio pelo virus, contribui para o sedentarismo, considerado

como um dos parametros do desenvolviemnto de sobrepeso e obesidade.

2.3 Os Riscos do Tratamento Antiobesidade

Atualmente, a urbanizacdo na maior parte do mundo levou a mudangas nos habitos
alimentares da sociedade (POPKIN et al., 2001; HEALTH et al., 2004). O aumento no consumo
de alimentos gordurosos, juntamente com uma diminui¢cdo no consumo de cereais e fibras,
contribuiu para o aumento das taxas de obesidade, em alguns casos associados a estilos de vida
sedentarios (ABETE et al., 2006). Nas ultimas décadas, produtos alimentares ricos em agucar
e gordura se tornaram mais disponiveis com precos baixos e sabores atraentes. A gordura é 0
macronutriente mais denso e abundante em termos de energia, comparado aos carboidratos e
proteinas (SCHAUWEN et al., 2000). Influéncias ambientais, incluindo estilos de vida
sedentarios e consumo de dietas ricas em calorias, causam um desequilibrio entre gasto e
consumo de energia (ABETE et al., 2006).

A predisposi¢do genética da obesidade envolve a ingestdo e a redugdo do gasto de
energia, as quais podem ocorrer por taxas reduzidas de metabolismo basal, oxidacdo de
macronutrientes, adipogénese alterada, desvios da ingestdo de alimentos, perfil hormonal e
termogénese (MARTI et al., 2004). Apesar de fatores genéticos desempenharem um papel
essencial, fatores psicolégicos, sociais e ambientais sdo pardmetros mais comuns responsaveis
pela atual epidemia de obesidade (KEMPER et al., 2004).

Em geral, as dietas hiperlipidicas desempenham um papel crucial na prevaléncia da
obesidade, interrompendo o balanco energético acumulado da gordura; isso tem implicacOes
para a saude publica na forma de expectativa de vida reduzida (HEALTH et al., 2004;
SCHAUWEN et al., 2000). Portanto, abordagens nutricionais que envolvem o controle da
ingestdo de lipidios, proteinas e carboidratos sdo estratégias frequentemente usadas para
controlar a obesidade (ABETE, et al., 2006).

A cirurgia bariatrica tem sido Util no tratamento da obesidade morbida. Chakhtoura e
colaboradores (CHAKHTOURA et al., 2017) investigaram a perda média de peso em 22.904

pacientes submetidos a cirurgia bariatrica; os autores relataram uma melhora de 61% no
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diabetes, hiperlipidemia, hipertenséo e apneia obstrutiva do sono e uma diminuigdo no risco de
morte prematura. No entanto, a cirurgia bariatrica causa varias complicagdes. Bikram e
colaboradores (BAL et al., 2012) relataram deficiéncias de vitaminas em um estudo de 318
pacientes seguidos por 12 meses apos a cirurgia: deficiéncia de vitamina A (11%), vitamina C
(34,6%), vitamina D (7%), tiamina (18,3%), riboflavina (13,6%), vitamina B6 (17,6%) e
vitamina B12 (3,6%).

Algumas terapias farmacoldgicas sdo recomendadas antes e apds a cirurgia, dependendo
dos efeitos colaterais dos medicamentos e do perfil de tolerancia do paciente. Essas terapias
podem ser desenvolvidas de varias maneiras, como inibicdo da lipase, supressao da ingestéo de
alimentos, estimulacdo do gasto de energia, inibicdo da diferenciacdo de adipdcitos e regulacao
do metabolismo lipidico (HOON et al., 2012; SNOW et al., 2005).

As drogas anti-obesidade auxiliam as intervengdes no estilo de vida, facilitando a perda
de peso e promovendo a manutencao do peso a longo prazo (ABETE, 2006; UMASHANKER,
2016). Para pacientes com obesidade severa (classe 111), varios medicamentos, além da cirurgia,
podem ser considerados, aumentando os riscos gerados pelos efeitos adversos dos
medicamentos, somados a fraqueza pds-cirirgica (UMASHANKER et al., 2016). Os
medicamentos sdo tipicamente caracterizados por efeitos colaterais no sistema gastrointestinal,
rins, sistema nervoso central e cardiovascular. Como resultado, varios medicamentos anti-
obesidade foram retirados do mercado (por exemplo, sibutramina, rimonabant e fentermina) ou
suspensos devido ao seu perfil de seguranca duvidoso, somente o0 medicamento orlistat, baseado
no mecanismo molecular de inibi¢do das lipases, permaneceu em uso a longo prazo, apesar da
eficacia moderada (KUMAR et al., 2015).

A lipase pancreéatica (LP) € uma enzima de fundamental importancia para a digestdo
eficiente de triacilglicerideos. Apds a ingestao de alimentos, a lipase gastrica atua no estbmago
e é responsavel pela hidrélise de 15 a 20% dos lipidios da dieta (LOWE et al., 2002). A digestéo
dos lipidios no intestino é concluida pela mistura com suco pancreéatico, onde a LP tem um
desempenho superior em relacéo a hidrdlise de triacilglicerideos de cadeia longa e é responsavel
pela hidrolise de 50 a 70% da gordura presente na comida (LOWE et al., 2002; GARZA et al.,
2011). Essa digestdo eficiente de gordura é o resultado da formacdo de micelas com sais
biliares, em que as propriedades das particulas da emulsdo criam uma interface lipidica-agua
que gera o ambiente mais favoravel para a acdo da LP (GARZA, et al., 2011; ALOWE et al.,
1994). Estudos com triacetina demonstraram que ocorre um aumento abrupto da atividade
catalitica da LP em ambientes lipideo-agua, principalmente apds a formacdo de micelas
(ALOWE et al., 1994).
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2.4 Lipase como Alvo Terapéutico da Obesidade

Em 1998, a FDA (Food and Drug Administration) aprovou orlistat, comercializado
como Xenical® para terapia anti-obesidade. Este medicamento reduz a absor¢do de gordura em
até 30% atraves da inibicao do seu alvo terapéutico, a lipase pancreatica e gastrica, possuindo

um valor de ICso de 0,34 uM por meio de um modo de agéo irreverssivel (WEILBEL et al.,
1987; BORGSTROM et al., 1988; FDA, 2019). O orlistat liga-se covalentemente ao Ser153 no

sitio ativo da lipase, bloqueando a hidrdlise dos triacilglicerdis com subsequente excrecao de
gordura nas fezes, bloqueando assim 1/3 da absorcdo de gordura (HENNESS et al., 2006;
CURRAN et al., 2004) (Figura 1).

O principio ativo do orlistat é a tetrahidrolipstatina, derivado hidrogenado da lipstatina
que tem origem microbiana produzida por Streptomyces toxytricini, isolada pela primeira vez
por método fermentativo pelos cientistas da empresa Hoffman-LaRoche. A lipstatina é
caracterizada por atividade inibidora irreversivel seletiva e potente contra a lipase pancreatica,
com um ICso de 0,14 uM (WEIBEL et al., 1987; HADVARY et al., 1986). Nos primeiros
experimentos, o rendimento de lipstatina foi de 47,17 ug/g (PENG et al. 2008) mas ap6s
aprimoramento dos métodos de producdo e obtencdo de lipstatina, os pesquisadores foram
capazes de obter concentragdes mais altas, variando de 885 a 4208 pg/mL (PENG et al., 2008;
ZHU et al., 2014). Recentemente, foi isolado lipstatina a partir de Streptomyces virginiae,
segundo com a norma taxondémica atual, ambas as espécies bacterianas pertencem ao cluster

fenotipico Streptomyces lavendulae (SLADIC et al., 2014).
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Figura 1 - Esquema de digestdo de triacilglicerol (TG) na regido do duodeno. A) Mecanismonatural
de digestdo de gordura. B) Mecanismo de acdo do Orlistat na digestdo de gordura.
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FONTE: Autor, 2020. Figura elaborada utilizando-se o Microsoft Office 2020°.

A estrutura da lipstatina contém uma B-lactona, duas cadeias alquil C6 e C13 lineares

em comprimento. A cadeia lateral C13 contém duas insaturagdes isoladas e um grupo hidroxil

esterificado em N-formil leucina, sendo esta a Unica por¢éo diferenciada em tetrahidrolipstatina

(KUMAR et al., 2012; HOCHULI et al., 1987) (Figura 2). A p-lactona presente na estrutura

da lipstatina esta associada a atividade inibidora irreversivel da lipase (WEIBEL EK et al.,

1987). A abertura da B-lactona resultou em perda quase total da atividade, sugerindo que esta €

uma estrutura essencial para a inibicéo irreversivel da lipase pancreatica (STALDER et al.,

1992: BORGSTROM et al.,

1988). Experimentos em ratos demonstraram sua especificidade

quando testados contra outras enzimas, fosfolipase e tripsina, onde ndo mostrou inibicdo de até
200 uM de concentracdo (WEIBEL et al., 1987; KUMAR et al., 2015).
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Figura 2 - Estrutura molecular de Orlistat e Lipstatina

Orlistat Lipstatina

FONTE: Autor, 2020. Figura elaborada utilizando-se o software ChemDraw 17°.

Orlistat tem eficacia comprovada quando comercialiado a 120 mg e € administrado em
combinagdo com uma dieta hipocaldrica para diminuir o ganho de peso apos o tratamento. Por
mais de 20 anos, ele foi estudado sobre seus efeitos adversos, incluindo diarréia, fezes oleosas,
dispepsia, dor abdominal, manchas fecais, esteatorréia e efeitos toxicos no figado (KUMAR et
al., 2015; HARTMANN et al., 1993). Outro efeito adverso da administracdo de orlistat é a
absorc¢éo reduzida das vitaminas A, D, E e B-caroteno, devido a funcédo da lipase de transportar
proteinas lipossollveis. Portanto, quando prescrito, a suplementacdo com multivitaminas é
recomendada para a reducdo desses efeitos adversos (GLANDT et al., 2011). Além disso, 0
orlistat fornece perda significativa de peso, manutencdo e melhora do perfil lipidico. Também
promove o controle dos niveis glicémicos em pacientes com diabetes mellitus tipo 2
(HOLLANDER et al., 1988; PADWAL et al., 2007). Um dos fatores de risco para o diabetes
mellitus tipo 2 é a obesidade, e a perda de peso estd associada a reducdo dos fatores de risco
para doencgas cardiovasculares, bem como ao melhor controle dos niveis glicémicos
(HOLLANDER PA et al., 1998). Recentemente, a FDA e a EMA (Agéncia Europeia de
Medicamentos) aprovaram orlistat de 60 mg (Alli®), que ndo requer receita médica, porém,
com eficiéncia duvidosa (FDA, 2019; EMA, 2019; ANDERSON et al., 2007; GLANDT et al.,
2011).

A retirada de medicamentos anti-obesidade pelas agéncias reguladoras tem sido
atribuida aos seus efeitos adversos exasperantes, pertencentes principalmente a medicamentos
que atuam no sistema nervoso central. Muitos medicamentos que atuam no SNC (Sistema
Nervoso Central) foram retirados do mercado devido a sua cardiotoxicidade, além dos

liberadores de neurotransmissores que causam a fadiga e dependéncia (HEALTH et al., 2004).
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Dessa forma, o mercado anti-obesidade criou uma tendéncia a expandir-se para uma
variedade de inibidores da lipase pancreatica que ja existem como outras drogas em potencial
em varias fases do desenvolvimento da droga. Assim, a via de inibicdo da lipase pancreatica
tornou-se um mercado em constante crescimento para medicamentos anti-obesidade em todo o
mundo, onde as taxas de faturamento tém aumentado desde a sua aprovacao pelo FDA. Em
2003, o Xenical® ja era comercializado em 93 paises e com 16 milhdes de individuos tratados
(ROCHE et al., 2019). Na Inglaterra, de 1998 a 2005, houve um aumento de 36 vezes no
namero de prescrigdes.

Em 2005, as vendas do Orlistat atingiram US$ 450 milhGes em todo o mundo, com 0s
Estados Unidos respondendo por 20% do consumo (BRAY et al., 2007). A Roche informou
que ganhou US $ 197 milhdes com as vendas do Xenical® no primeiro semestre de 2009 e, em
julho, mais de 35 milhdes de pessoas haviam comprado o medicamento (TAYLOR et al., 2010).
A GSK também informou que ganhou US $ 125 milhdes com as vendas do Alli® no segundo
semestre de 2009 (RICHWINE L et al., 2019). Ja em 2011, o Alli® gerou uma receita de US $
154 milhdes (HIRSCHLER B et al., 2019).

Esta demanda aumentou a necessidade do desenvolvimento de novos medicamentos
com efeitos adversos aceitaveis. Atualmente, o mercado aponta para um novo medicamento
chamado cetilistat. O cetilistate inibe a lipase pancreatica, com um valor de ICso de 5,95 nM. E
a molécula concorrente mais proxima do mercado Orlistat. Inicialmente, a Alizyme® (Reino
Unido) desenvolveu o Cetilistat, mas atualmente esta sendo desenvolvido pela Takeda® (Japao)
e Norgine® (Amsterdd) (YAMADA Y et al 2008).

Em um ensaio clinico de fase Il de 12 semanas, 612 pacientes diabéticos obesos com
IMC de 28 a 45 kg/m? foram incluidos. Quando comparado com o placebo, o Cetilistat (120
mg e 80 mg) proporcionou perda de peso superior (4,32 kg e 3,85 kg) versus 2,86 kg de placebo.
A perda de peso promovida pelo Orlistat (3,78 kg) foi semelhante a perda de peso promovida
pelo Cetilistat. Nos grupos tratados com Orlistat e placebo, houve um nimero mais significativo
de interrupges devido a efeitos adversos gastrointestinais (KOPELMAN P et al., 2009). Os
ensaios clinicos de fase Il em pacientes obesos com diabetes mellitus 2 e dislipidemia
resultaram na aprovacao do Cetilistat em setembro de 2013 no Jap&o para a terapia de pacientes
obesos com diabetes mellitus tipo 2 e dislipidemia (HAINER V et al., 2014). O Cetilistat é
comercializado como Oblean® 120 mg, porém ainda s&o necessarios resultados experimentais
para demonstrar sua eficacia no tratamento anti-obesidade (PMDA, 2019; NORGINE et al.,
2013)
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2.5 Funcéo e Estrutura de Lipases

2.5.1 Versatilidade estrutural e comportamento cinético

As lipases (E.C.3.1.1.3) estdo presentes em quase todos organismos vivos (bactérias,
leveduras, fungos, plantas, animais, etc.). Essas enzimas foram extensivamente estudadas em
sua diversidade bioquimica e propriedades fisioldgicas; revelando a funcdo de hidrélise de TG,
transporte de proteinas lipossoltveis e afinidade de catéalise por uma gama de substratos com
diferentes grupos ésteres carboxilicos (WHO et al., 2019; WONG et al., 2016; HAN et al.,
2006; O’ DONOVAN G et al., 2009).

O transporte de vitaminas lipossoliveis e a absor¢do da gordura pelos enterdcitos
intestinais fazem parte da funcéo das lipases. O ambiente agua-lipideo séo regides de facil
interacdo das lipases com emulsdes e substratos agregados de natureza anfipatica (ALOWE et
al., 1994; PETERSEN et al., 2001). A formacéo de acidos graxos livres e monoacilglicerideos
pela hidrolise de triacilglicerideos para absorcdo da gordura sdo possiveis devido a estrutura
vesatil das lipases (ALOWE et al., 1994).

Winkler et al (1990) revelaram por estruturas tridimensionais a ativacao interfacial pela
presenca de uma alca anfipatica que cobre a fenda do sitio catalitico, sugerido por Brzozowski
et al (1991) como uma ativacgdo pelo rearranjo conformacional da alca na interface lipideo-agua
que torna o sitio ativo acessivel ao substrato. A semelhanca no padrdo de dobramento das
lipases, envolve um dominio N-terminal contendo a regido do sitio ativo e o dominio C-terminal
que contem a alca para a ativacédo interfacial realizada naturalmente pela colipase, um cofator
fisiolégico que controla o acesso a triade catalitica (Ser153, Aspl77 e His263) no sitio ativo
(BELLE et al., 2007; LOOKENE et al., 1993).

A orientacdo superficial do acesso ao sitio ativo por substratos e/ou inibidores, é
facilitado por matrizes estéricas dos residuos de aminoacidos externos, usando um campo de
forca gerado pelo reconhecimento molecular que se estende de 10 a 15 A. A disponibilidade do
sitio ativo no N-terminal permite 0 acesso a triade catalitica responsavel pelo mecanismo de
hidrolise dos triacilglicerideos (BELLE et al., 2007). A formacdo do complexo
triacilglicerideo-lipase (TG-lipase) forma um intermediério hemiacetal tetraédrico que permite
a hidrdlise da ligacao éster e a liberagdo de diacilglicerideo; a 4gua presente reage com a serina
acilada, expulsando o acido graxo da fenda do sitio ativo (PETERSEN et al., 2001) (Figura 3).
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Figura 3 - Mecanismo de hidrélise de triacilglicerideos catalisada por Lipase. A triade catalitica
representada em preto, residuos do bolso oxianion em azul e o substrato em vermelho. A) Ataque

nucleofilico da hidroxila da serina no carbono carbonilico da ligacdo éster suscetivel.
B) Intermediario tetraédrico. C) Intermediario acil-enzima e ataque nucleofilico da agua. D)

Intermediério tetraédrico. E) Produto e enzima livre.
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FONTE: Autor, 2020. Figura elaborada utilizando-se o software ChemDraw 17® (Adaptado de RIBEIRO, 2011;
MENESES, 2015)

A pesquisa por inibidores de lipase enfoca caracteristicas estruturais afipaticas que sdo
grupos essenciais para interacdo na regido C-terminal presente na interface lipideo-agua
promovendo a abertura da alca (SRIDHAR et al., 2017). Grupamentos ésteres nas moléculas

sdo estratégias amplamente usadas para a ligacédo na regido N-terminal através do residuo serina

no sitio ativo. Em geral, o desenho racional desses inibidores estd relacionado

preferencialmente a mimetizacdo de substratos fisioldgicos que sdo comumente moléculas

anfipaticas (MAGRIOTI et al., 2004; VU et al., 2018).
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2.5.2 Avancos no desenvolvimento de inibidores de lipase
2.5.2.1 Inibidores sintéticos e naturais

Os inibidores de lipase sdo encontrados em produtos naturais e sintéticos, uma grande
parcela destes compostos bioativos apresenta séries miméticas de cofatores e substratos
fisiolégicos da lipase. Sdo esperados que estes substituintes sejam capazes de realizar
principalmente interacGes hidrofébicas com caracteristicas anfipaticas para orientacéo ideal ao
sitio de ativacdo interfacial localizado na regido C-terminal, bem como através do mecanismo

iniciador da hidrolise na serina presente no sitio catalitico.

Derivados indélicos

Buduma et al. (2016) (BUDUMA et al., 2016) realizaram uma investigagdo sobre a
atividade antiobesidade dos bisindéis sintéticos (Figura 4. a) inibindo a lipase do pancreas
suino tipo Il, encontrando ICso de até 14,89 uM. A substituicdo de grupos funcionais ligados a
heterociclos também foi evidenciado por Sridar et al (2017) em carbazois (Figura 4. b)
representando uma classe importante de alcaloides indolicos. Foi identificado oxoacetoamidas
ligadas ao carbozol com potencial atividade inibitoria da lipase pancreética (pancreas suino tipo
I1). A mimetizacdo de grupo ésteres por acetoamidas com grupos carbonil reativos, trabalha na
hipdtese de eletrolifilos reativos no sitio ativo de interacdo com a serina responsavel pela
catalise. Neste estudo, a substituicdo do metoxifenil no carbazol apresentou alto potencial
inibitorio onde foi encontrado o grupo 3,4-dimetoxifenil com ICso promissor de 6,31 pM. Em
2019 (SRIDHAR et al., 2019) o mesmo autor relatou atividade antilipase quando o grupo
carbazol foi substituido por um nicleo indol. Os composto com substituinte 3,4,5-

trimethoxyphenyl apresentou 1Csg de 4,92 uM.
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Figura 4 - Derivados inddlicos com atividade antilipase: a) Bisindol ; b) Carbazois.
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FONTE: Autor, 2020. Figura elaborada utilizando-se o software ChemDraw 17®

Esteres

Em 2018, Sankar e colaboradores (SANKAR et al., 2018) mostraram uma série de
potentes ésteres fenacilicos inibidores da LP. Todos os compostos testados apresentaram bons
resultados de inibicdo com valores de 1Cso variando de 1 a 3 uM. O composto exibiu o potencial
méaximo de inibicdo desta série substituida pelo grupo bromo, apresentou ICso de 0,9 uM
(Figura 5). O estudo sugere uma estrutura farmacoforica de ésteres fenacilicos com potencial

promissor para inibicdo na regido do sitio catalitico
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Figura 5 - Ester fenacilico com atividade antilipase
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FONTE: Autor, 2020. Figura elaborada utilizando-se o software ChemDraw 17°.

Derivados tiazélicos

Tiazolidinonas apresentaram atividade antilipase pancreatica. Sridar e colaboradores
(2017) apresentaram uma serie p-nitrobenzila com alto potencial de inibicdo com valores de
ICs0 menor que 10 uM. O composto com substituinte para-cloro no anel aromatico apresentou
ICso de 4,81, sendo considerado o inibidor mais potente desta série. Alem disso, estudos de
docking molecular confirmaram a sobreposicdo com orlistat no mesmo sitio de ligacéo
apresentando semelhanca de rotacdo do farmacoforo e proximidade do aminoécido Serl52 no

sitio catalitico (Figura 6).

Figura 6 -Tiazolidinona com atividade antilipase
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FONTE: Autor, 2020. Figura elaborada utilizando-se o software ChemDraw 17°.
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Derivados imidazolicos

Compostos derivados do benzimidazol, inibidores da sintese de RNA viral, mostraram
forte atividade inibidora da LP com valores de ICso de 1 a 6 uM. O composto com substituintes
fldor e piperazina, € o composto mais ativo da série, mostrando um valor de ICso de 0,98 uM
(Figura 7). Os estudos in silico indicaram a afinidade para a mesma regido do substrato
fisiologico, embora ndo seja mais eficiente em comparagdo com Orlistat, a previsdo das
propriedades de ADME (Absor¢do, Distribuicdo, Metabolismo e Eliminacdo) mostrou
propriedades farmacéuticas na faixa de 95%, podendo ser usada para consumo humano
(MENTESE et al., 2017).

Figura 7 - Benzimidazol com atividade antilipase.
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FONTE: Autor, 2020. Figura elaborada utilizando-se o software ChemDraw 17€.

Compostos fendlicos

Estes compostos foram encontrados com efeitos inibitorios frente a LP, principalmente
encontradas a partir de fontes naturais tais como sementes, folhas, frutos, cascas, caules, etc.
Deste modo, os extratos com potencial antilipase apresentaram satisfatério resultado dose-
resposta, sendo otimizados com o isolamento do composto fenodlico, a literatura relata
moléculas como acido clorogénico, acido cafeico, acido quercetina, &cido quinico, &cido
catequinico, estilbenos e broussononas, apresentando candidatos no desenvolvimento de

inibidores de lipase.
Acido clorogénico (ACG)

ACG e seus isdmeros foram relatados por Karar e colaboradores (KARAR, 2016; CAO,

2020) com propriedades bioldgicas antioxidantes, bactericidas, anti-inflamatorios, além de ser
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eficaz na preservacdo de certos tipos de alimento como frango congelado e péssego (SUN et
al.; 2020; JIAO et al.; 2019, CAO et al.; 2020). Recentemente, ACG mostrou boa eficiéncia na
inibicdo da lipoxigenase, enzima responsavel pela oxidacao de lipideo, porém o mecanismo de
acdo ainda ndo esta elucidado (CAO et al., 2019). Recentemente, Cao e colaboradores (CAO
et al., 2020) analisaram a atividade inibitdria da lipase enddgena e da lipoxigenase em carne de
peixes, afim de compreender o mecanismo e as intera¢6es envolvidas na inibicdo. O resultados
apontaram inibicdo crescente com a adicdo de ACG, apresentando valores de I1Cso de 0,58
mg/mL para lipase e 0,32 mg/mL para lipoxigenase. Os estudos cinéticos caracterizaram o tipo
de inibicdo reversivel para lipase, enquanto que o grafico duplo reciproco (Lineweaver-Burk)
apresentou feicdo de um grupo de linhas retas intersectando o ponto de origem Y, sendo
determinado pelos parametros da constante de Michaelis-Mentem (Km) com valores crescentes
e a velocidade maxima (Vmax) com valores constante, desta forma, indicando que CGA e o

substrato in vitro competem pela ligagdo ao sitio catalitico (CAO et al., 2020).

Acido Cafeico

Outros compostos polifendlicos similares apresentando atividade antilipase, s&o
encontrados no café e caracterizadas pela presenca do éster cafeico e do acido quinico. As
caracteristicas bioativas desta classe de compostos foram atribuidas a inibicdo da atividade da
lipase pancreética pelo &cido cafeoilquininico e seus isdbmeros, dentre eles isdmeros de ACG.
Hu et al (2015) analisou compostos fendlicos extraidos do café, encontrando atividade
promissora em seis acidos cafeoilquinico com destaque para um isdmero de CGA. O &cido
isoclorogénico apresentou maior potencial dentre os acidos testados com ICso de 0,252 uM,
enquanto a feicdo do gréfico cinético Lineweaver-Burk mostrou intersec¢do das retas em um
Unico ponto em Y, juntamente com dos dados de Kv e Vmax que caracterizaram comportamento
competitivo para os seis compostos, sendo validado também pelo estudo in silico que formou

complexo com o sitio ativo proximo a Ser153, local da atividade catalitica (Figura 8).
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Figura 8 - Acido Isoclorogénico com atividade antilipase.
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FONTE: Autor, 2020. Figura elaborada utilizando-se o software ChemDraw 17°.

Catequina e Quercetina

O isolamento de compostos derivados de produtos naturais com atividade antilipase tem
se destacado também em catequintas e quercetinas. Yuda et al (2012) relatou atividade
inibitdria in vitro de extratos provenientes dos residuos das folhas de cha preto (Camellia
sinensis). O isolamento dos compostos apontou uma estrutura derivada da catequina com alto
destaque dentre as moléculas presente no extrato de C. sinensis, a estrutura promissora chamada
(-) galato de epigalocatequina apresentou ICso de 0,081 uM frente a LP (Figura 9. a). (YUDA
et al., 2012). Por outro lado, estruturas andlogas como as quercetinas também apresentam
afinidade pelo ambiente fisioldgico e pela estrutura das lipases. Uma planta oriental de nome
cientifico Filipendula kamtschatica j& utilizada culturalmente para o tratamento de eczema,
urticaria e diarreia, foi encontrado potencial de inibicdo de 95% da atividade da lipase em
concentracdo de 2,5 mg/mL. Posteriormente, experimentos com o extrato hidroalcolico de F.
Kamtschatica, foi possivel isolar um composto derivado da quercetina apresentando o maior
destaque na acdo antilipase dentre os compostos. O acido isolado (O-cafeoil-4-O-galoil-L-

trednico) apresentou valor de 1Cso de 26 uM frente a LP (Figura 9. b).
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Figura 9 - Compostos polifendlicos derivados da catequina a) e quercetina b) com atividadeantilipase.
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FONTE: Autor, 2020. Figura elaborada utilizando-se o software ChemDraw 17°.

Estilbenos

Outra fonte de polifenol também encontrado no cultivo de uvas para a produgdo de
vinho, sucos e frutas, sdo provenientes da familia de videiras Vitaceae de aproximadamente 60
espécies. Estas videiras sdo distribuidas na América do Norte, Asia e Europa, apresentando
forte potencial antioxidante (ROSSETO, 2002; SEFC, 2003; CRESPAN, 2004; THIS, 2004).
Uma das espécies desta familia chamada Vitis vinifera, sdo ricos em polifendis e contém os
metabdlitos secundarios derivados de estibenos que sdo uma classe de compostos contendo
unidades resveratrol polimerizadas. A base da estrutura de estilbenos é formada por duas
porcdes fenil ligadas por uma ponte de etileno a uma terceira porcao fenil. Estas estruturas ja
foram relatadas com efeitos biol6gicos anticancer, antibacteriano, anti-inflamatério e
antiobesidade (PENG, 2008). Contudo, nas analises de mensuracdo da atividade catalitica de
lipases, foi encontrado potencial de inibicéo a partir do extrato aquoso da raiz de V. Vinifera. O
composto isolado de maior destaque (Wilsonol C) apresentou ICso de 6,7 uM para o alvo da LP
no tratamento da obesidade (KIM, 2013) (Figura 10).
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Figura 10 - Estilbenos com atividade antilipase
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FONTE: Autor, 2020. Figura elaborada utilizando-se o software ChemDraw 17°.

Alguns compostos fenolicos encontrados na medicina popular chinesa apresentaram
indicios de atividade inibitéria para LP. O extrato da casca do caule de Broussonetia kanzinoki
ja popularmente conhecido como tonico, diurético e supressor de edema, foi revelado por Hoon
e colaboradores (2012) com atividade antilipase, O isolamento dos componentes do extrato
indicou uma Broussonona com maior potencial dentre as outras fragdes, apresentou 1Cso de
28,4 uM frente a LP (HOON et al., 2012) (Figura 11).

Figura 11 - Broussonona com atividade antilipase
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FONTE: Autor, 2020. Figura elaborada utilizando-se o software ChemDraw 17°.

Saponinas

A classe das Saponinas € composta de um agucar ligado a um triterpeno ou esteroide
caracterizando em alguns casos atividade bioldgica frente a lipase. Compostos extraidos de
Acanthopanax senticosus, um arbusto encontrado no nordeste da Asia utilizado na medicina
tradicional chinesa para tratar hipertensao, artrite, tumores, cardiopatia isquémica e neurastenia.
Apos o fracionamento do extrato etandlico do fruto de A. senticosus, foi possivel verificar

inibicdo da lipase pancredtica, seguindo com o isolamento de uma molécula apresentando valor
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de ICso de 0,22uM. Esta agéo antilipase é correspondente a estrutura copterosideo B (Figura
12) uma saponina com substituinte glucosidico sendo a mais promissora dentre as saponinas

presentes na fracdo etal6lica (LI et al., 2007).

Figura 12 - Saponina com atividade antilipase
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FONTE: Autor, 2020. Figura elaborada utilizando-se o software ChemDraw 17€.

Terpenos

Os terpenos s@o uma classe de compostos com ramificacdes de 5 carbonos, semelhantes
ao isopreno. Um tipo de kiwi encontrado no Jap&o, norte da China, Coréia e Sibéria, chamado
Actinidia arguta tem sido utilizado na Coréia para tratamento da obesidade (FERGUSON,
1991; KIM, 1995; WEBBY, 1990). Embora o seu mecanismo de agdo néo esteja elucidado, foi
possivel isolar triterpenos bioativos com atividade inibidora da lipase pancreatica a partir das
raizes de A. arguta, as analises mostraram in vitro o &cido ursolinico com ICsg de 15,83 pM
frente a lipase, sendo o melhor candidato dentre os terpenos isolados (JANGS, 2008) (Figura
13).
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Figura 13 - Terpeno com atividade antilipase.
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FONTE: Autor, 2020. Figura elaborada utilizando-se o software ChemDraw 17°.

Duas fontes microbiais com origens diferentes apresentaram atividade inibitoria frente
a lipase pancreatica. Foi possivel isolar um grupo de panciclinas da bactéria Streptomyces sp.
(NR 0619). Uma das estruturas, chamada de panciclina C, possui estruturalmente uma uma [3-
lactona (farmac6foro comum em orlistat), duas cadeias alquil e um substituinte N-
formilgliciloxi, apresentando alto potencial antilipase pancreatica de 1Csg 0,62 uM (MUTOH,
1994) (Figura 14. a)). Em outro estudo com o fungo Basidiomycete stereum complicatum (ST
001837), foram isoladas perciquininas com potencial promissor de ICso de 2 uM para LP
(HOPMANN, 2003) (Figura 14. b)).

Figura 14 - Bactéria e fungo com atividade antilipase. a) Pentaciclina derivado da bactéria

Streptomyces sp. b) perciquininas derivado do fungo Basidiomycete stereum complicatum
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FONTE: Autor, 2020. Figura elaborada utilizando-se o software ChemDraw 17€.

Em geral, as estruturas apresentadas estdo sendo estudadas em etapas iniciais para a
descoberta de um novo candidato, salientando a importancia do desenvolvimento de novos
arcaboucos com resultados significantes nos estudos in vitro e progredindo para etapas seguites

no desenvolvimento do farmaco. Assim, dentro desta problematica, o presente trabalho surgiu
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a partir de resultados promissores de estudos com arcabouco de AGH frente a liapse de C.
rugosa no ambito biotenologico (item 5.1). Devido a facilidade de obtencdo dos compostos
AGH, também foi feito estudos com TSC atraves da técnica de bioisosterismo classico para a
obtencdo de mais prototipos. Esta tese apresenta arcaboucos inéditos para estudos com lipase,
além da perpectiva inovadora da aplicagio como medicamento antiobesidade, afim de

contribuir com o banco de dados de compostos ativos para o tratamento da obesidade.

2.6 Derivados de AGH e TSC: Obtencéo e Aplicacdes

2.6.1 Obtencdo e bioissoterismo classico

O procedimento geral para sintese guanilhidrazonas sdo comumente obtidas através de
uma condensagdo em meio alcoolico do grupo guanil com aldeidos ou cetonas, em refluxo com
quantidade catalitica de acido (MESSEDER et al., 1995; ULRICH et al., 1984). Da mesma
forma, o procedimento para obtencao de TSC, produzido atraves da reacdo direta entre aldeidos
ou cetonas com tiossemicarbazida sob refluxo em meio alcodlico e &cido catalitico (HANG et
al., 2001; TENORIO et al., 2005). Em geral, as duas classes de moléculas apresentam vantagem
na versatilidade para aplicacdo de intermediarios importantes para atividade bioldgica, além
disso, o0 processo corresponde a um baixo custo de insumos para sintese e economia de atomos,
pois todos 0s reagentes estdo presentes no produto final com excecdo da agua liberada durante
a reacdo (EPIFANIO et al., 2011; TENORIO et al., 2005).

A pesquisa em Quimica Medicinal com as classes AGH e TSC esta fundamentada no
conceito de bioisosterismo, utilizado como estratégia para descoberta de novos protétipos de
farmacos. O bioisosterismo foi desenvolvido a partir do principio de isosterismo por Langmuir,
sendo aplicado no interesse de analisar o comportamento quimico e a reatividade de compostos
contendo 4&tomos com o mesmo numero de elétrons de valéncia (isoeletrdnicos). Esta técnica
busca melhorar a eficacia terapéutica, seguranca e formulacéo aceitavel para uso clinico, além
da reducdo de efeitos adversos (BARREIRO, et al., 2001; LIMA et al., 2005). Portanto, a
contribuicgdo sobre a atividade biolégica de AGH pode ser reavaliada pela modificagdo no grupo
NH, sendo substituido por enxofre (TSC), pois o nimero de valéncia permanece para ambos 0s
atomos, desta forma, a influéncia do bioisostero pode ser mais ativo, apresentar a mesma
atividade ou ser antagdnico, devido a diversos fatores estruturais, conformacionais, energéticos

e eletronicos.
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2.6.2 Aplicacdes terapéuticas e biotecnologicas

Diversas AGHs vem sendo estudadas por suas propriedades farmacoldgicas, a fungao
guanidina esta relatada notavelmente com atividades anticancer, anti-hipertensivo (FOYE et
al., 1990; HOFFMAN et al., 2003), antidiabéticos (LARSEN et al., 2001; EDMONT et al.,
2000), antineoplasicos (ANDREANI et al., 2000; BRZOZOWSKI et al., 2007), antibacterianos
(WALZER et al., 1994; GADAD et al., 2000; BORGES et al.; 2001), antimalaricos (RUIZ et
al.; 1970) e tripanocida (SUNDBERG et al., 1990; MESSEDER et al., 1995). Por outro lado,
as TSCs sdo relatadas como agentes antitumorais (FEUN et al.,, 2002) antimalarica
(KLAYMAN et al.,1984), anti-HIV (CASAS et al., 1998; TEITZ et al., 1994) antibacteriana
(KASUGA et al., 2003), antiprotozoaria (BHARTI et al., 2002) e citotoxica (LI et al., 1998).

Estudos farmacoldgicos com derivados de AGH (&cido 3-guanidinopropi6nico)
demonstraram uma reducdo da hiperglicemia em ratos obesos e diabéticos bem como perda de
peso nos animais (VAILLANCOURT et al., 2001). Esta relatado que AGHs lipofilicas ou
hidrofilicas, ambas tém potencial para o tratamento de diabetes com eficacia das reducdes da
glicose sérica e melhoras na agdo da insulina endégena (LARSEN et al., 2001). No entanto, os
estudos relacionando AGH ao tratamento de diabetes em animais obesos, ndo comprovam a
acdo de AGH diretamente ao tratamento da obesidade, apesar das melhorias evidentes
vinculadas a diabetes como comorbidade gerada pela obesidade.

Por outro lado, em ambito biotecnoldgico, as AGHs foram avaliadas em ensaios de
atividade da lipase no intestino de larvas Rhynchophorus palmarum, besouro encontrado nas
plantacdes e lavouras como praga agricola. O perfil de inibi¢do na lipase do inseto, apresentou
inibicdo satisfatoria de até 79% da atividade catalitica, afetando o metabolismo do inseto e
agindo como inseticida no controle de pragas (SANTANA et al., 2019).

Por fim, através destas perspectivas, este trabalho foi desenvolvido com base na
literatura de AGHs como importante arcabouco molecular com potencial farmacoldgico
comprovado. Em suma, a aplicacédo biotecnologica desta classe de moléculas mostrou potencial
atividade frente a lipase, sendo assim, o estado da arte desenvolvido nesta fundamentacéo
tedrica apresenta uma aplicacdo inédita para a classe das guanidinas, levando a contribuir para
os estudos de tratamento da obesidade através da via de inibic¢do da lipase pancreética, buscando

apresentar novas opcOes de potenciais farmacos seguros e eficazes.
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3 OBJETIVOS

3.1  Objetivo Geral

Propor novas estruturas de compostos potencialmente ativos frente a lipase, afim de
propor estruturas quimicas inétidas baseadas no arcabouco de AGH e TSC, contribuindo para

0 banco de dados de candidatos a farmaco no tratamento da obesidade.

3.2 Objetivos Especificos

¢ Mensurar a atividade antilipase de AGH e TSC.

++ Determinar o valor de I1Cso das estruturas mais promissoras.

%+ Determinar Km e Vmax do melhor candidato.

+ Propor novas estruturas a partir do melhor candidato.

% Analisar através de screening virtual todas as estruturas de AGH e TSC presentes na
quimiotéca, incluindo as estruturas inéditas propostas a partir melhor candidato.

++ Validar o tipo de lipase como modelo enzimatico para analise de docking molecular.

% Screening virtual de AGH, TSC e derivados inéditos do melhor candidato, frente a lipase
validada.

++ Docking molecular do sitio de liga¢do da estrutura com maior pontuacdo de encaixe medido
pelo screening virtual.

+«» Indicar o melhor candidato com base nos estudos realizados.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Reagentes e Solucbes

Metanol anidro 99,8% (Sigma Tris-HCI 50mM
Aldrich®) (2,5% Triton X-100) pH 8,0

Agua Deionizada Solucéo de C.rugosa Lipase 1U/mg

Agua Destilada Gés Argonio
Metilumbeliferil (MUF) butirato

_ : Aminoguanidinas *
(Sigma Aldrich®)

Tiosemicarbazonas *

*Inibidores analisados nos ensaios in vitro estdo representados no topico Resultados e
Discussdes.

4.2 Materiais e Equipamentos

Vidrarias volumeétricas Placas de agitagio e aquecimento
Capela com exaustor FlexStation 3 Benchtop Multi-Mode
Balanca analitica Microplate Reader

Estufa Microplaca

Freezer Pipeta automatica

4.3 Procedimentos Reacionais

4.3.1 Método de obtencdo dos derivados de (E)-2-benzilideno-hidrazina
carboximidamida (AGH)

As guanilhidrazonas aromaticas foram preparadas utilizando-se a metodologia descrita
por Ulrich e Cerami (1984) aplicando a reacdo de condensagéo equimolar de um derivado
carbonilado, do tipo aldeido ou cetona, com aminoguanidinas em meio alcodlico sob refluxo e
quantidades cataliticas de acido (ULRICH et al., 1984). A partir da condensacao do cloroidrato
de aminoguanidina (1 mmol) com os respectivos benzaldeidos substituidos (1,1 mmol) (Figura
15), solubilizados em 5 mL de metanol a 85 C° por 24 horas em refluxo. Ap6s formacgédo do
produto, a mistura reacional foi evaporada, o sélido obtido foi triturado com acetato de etila e

filtrado. A reacdo acompanhada por placas CCD onde observou-se o desaparecimento total ou
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parcial dos produtos de partida. Apds a reacdo foram obtidos guanilhidrazonas na forma de

cloroidrato como produtos cristalinos com o resfriamento a temperatura ambiente.

Figura 15 - Sintese de obtencao dos compostos AGH

H
| Ol re ~ _N NH
. /N NH McOH. refluxo N/
H H,N
I 24h, 60°C NH,
- HCI ) - HCI

FONTE: Autor, 2020. Figura elaborada utilizando-se o software ChemDraw Ultra 12.0®,

4.3.2 Método de obtencdo dos derivados de (E)-2-benzilideno-hidrazina
carbotioamida (TSC)

As tiossemicarbazonas aromaticas foram preparadas pela metodologia de reacdo direta
dos respectivos aldeidos com tiossemicarbazida em refluxo de metanol 95% descrevendo a
condensagdo equimolar de um derivado carbonilado, sob refluxo e quantidades cataliticas de
4cido (TENORIO et al., 2005). A partir da condensagao da tiossemicarbazida (1 mmol) com os
respectivos benzaldeidos substituidos (1,1 mmol) (Figura 16), solubilizados em 5 mL de
metanol a 85 C° por 24 horas em refluxo. Apds formacdo do produto, a mistura reacional foi
evaporada. A reacdo acompanhada por placas CCD onde observou-se o desaparecimento total
ou parcial dos produtos de partida. Apos a reacdo foram obtidos tiossemicarbazonas como
produtos no estado solido.
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Figura 16 - Sintese de obtencdo dos compostos TSC.

O H
|

H
N S MeOH, refluxo \N /N S
H + HZN/ \( — Y
24h, 00°C NH2
NH,
+ HCI - + HCI
FONTE: Autor, 2020. Figura elaborada utilizando-se o software ChemDraw Ultra 12.0®.

4.3.3 Avaliacdo Bioldgica dos Inibidores frente a Lipase Candida rugosa

4.3.3.1 Ensaios Fluorimétricos de Atividade Enziméatica com MUF-Butirato

Os ensaios fluorimeétricos foram determinados segundo o protocolo com MUF-Butirato.
No preparo da solucdo de MUF-Butirato, pesou-se 6 mg de MUF-Butirato e dissolveu-se em 1
mL de etilenoglicol metil éster, o substrato preparado foi diluido em 40 mL de Tris-HCI 50 mM
(2,5% Triton X-100) pH 8,0, obtendo uma concentracdo final de 100 umol/L. A atividade
enzimatica controle foi mensurada em microplaca com poc¢o de 200 pL, sendo adicionado: 30
ML de solucdo de C. rugosa Lipase 1 U/mg , 20 pL de Tris-HCI 50 mM, pH 8,0 e 150 pL
solucdo MUF-Butirato. Apos a adi¢do da solucéo C. rugosa Lipase 1 U/mL, tampao Tris-HCI
e o substrato MUF-Butirato, foi incubado por 30 minutos. Todas as leituras fluorimétrica foram
realizadas em quadruplicata a temperatura ambiente com comprimento de onda de emisséo de

450 nm e excitacdo de 340 nm.

4.3.3.2 Ensaios Fluorimétricos de Inibicdo Enzimatica com MUF-Butirato

A inibicdo enzimatica foi determinada segundo o mesmo protocolo do item 4.3.3.1,
adaptando a adi¢do do agente inibidor (aminoguanidina/tiosemicarbazona) de lipase. Foi
adicionado em poco de 200 pL: 30 pL de solugdo de C. rugosa Lipase 1 U/mg, 20 pL do agente
inibidor e 150 pL solucdo MUF-Butirato. Apés a adicao da solucdo C. rugosa Lipase 1 U/mg
e do agente inibidor, foi incubado por 10 minutos e em seguida adicionado ao mesmo pogo 0
substrato MUF-Butirato, desta vez incubando por 30 minutos. A leitura foi realizada sobre as

mesmas condicdes de replicata, temperatura e comprimentos de onda.
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4.3.3.3 Ensaios Fluorimétricos de Inibicdo Enzimatica para Determinagéo das Curvas
Dose-Responta: 1Cso, Vimax € Kwm.

Os métodos de triagem com os agentes inibidores foram realizados em concentracao
fixa de 50 uM e 20 uM. Enquanto a determinacdo da curva dose-resposta de 50% da atividade
inibitéria maxima foi realizada sobre a faixa de concentracdo de agente inibidor de 1 uM a 100
MM. Para determinagéo dos pardmetros Vmax € Kwm, variou-se a concentragdo de substrato MUF-
Butirato de 50 a 200 UM sobre a concentracao fixa do agente inibidor em anélises subsequentes
de 1 uM a 7 uM, gerando os valores dos parametros através da curva cinética de Lineweaver-

Burk, sendo determinado as caracteristicas da natureza de inibig&o.

4.3.4 Modelagem in silico

4.3.4.1 Detalhes Computacionais

Todos os experimentos envolvendo docking molecular foram realizados em um
notebook ACER® modelo Aspire E5-573G, com processador Intel® Core™ i-5-5200U, CPU 2,2
GHz, memoria RAM de 8 GB e plataforma Windows®10.

4.3.4.2 Validacgéo da Lipase em Modelo Cristalografico

A andlise computacional iniciou-se a partir do método de validacdo do modelo
enzimatico. Os arquivos contendo as estruturas tridimensionais cristalograficas das lipases de
codigo 1LPN, 1CRL, TRH e 1GZ7 obtidas no Research Collaboratory for Structural
Bioinformatics Protein Data Bank - RCSB PDB. Os modelos enzimaticos foram validados
pelos algoritmos Chemical Piecewise Linear Potential (CHEMPLP), GoldScore, ChemScore e
Astex Statistical Potential (ASP).

4.3.4.3 Docking molecular

As estruturas moleculares das AGH e TSC foram desenhadas em software Chemdraw
3D 12.0. Os dockings moleculares para o calculo energético de encaixe foram realizados sobre
a enzima de codigo 1CRL (PDB) referente a lipase C. rugosa (obtido no Research
Collaboratory for Structural Bioinformatics Protein Data Bank - RCSB PDB)
(https://www.rcsh.org/structure/1CRL) e analisados pelo algoritmo CHEMPLP. As moléculas


http://www.rcsb.org/structure/1CRL)
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cocristalizadas a estrutura do modelo enzimatico validado foram removidas, incluindo as
moléculas de agua e ions. Adicionalmente, permitiu-se que todos os atomos aceptores e
doadores de interacdo de hidrogénio fossem tratados como acessiveis ao solvente e os inibidores
foram admitidos como capazes de detectar cavidades. Os valores de pontuacdo encaixe foram
feitas pelo software GOLD® v. 5.8.1 (https://www.ccdc.cam.ac.uk/ solutions/csd-
discovery/components/gold/) empregado em todas as simulacGes, sendo determinada com o
valor do coeficiente de correlacédo (r?) e as contribuicOes energéticas das interagdes (interagdes
de hidrogénio e hidrofébicas/VVan der Waals).

O docking molecular para visualizagdo dos compostos LQM 17 e GOL 19 sobre a
enzima de cddigo 1CRL, as estruturas dos compostos foram inicialmente convertidas em
estruturas tridimensionais, em seguida minimizados energeticamente através da aplicacdo do
método semi-empirico Austin Model 1 (AM1) utilizando-se o software ARGUSLAB® v. 4.0.1
(http://www.arguslab.com) (THOMPSON et al.; 2004). Para o pré-tratamento da lipase 1CRL
e execucio dos dockings, o software GOLD® v. 5.4.0 foi empregado durante as simulagdes. A
funcdo de pontuacdo encaixe foi calculado da mesma forma anteriormente apresentada pelo
software GOLD® v. 5.8.1. Por fim, foram selecionadas as melhores visualizagbes do sitio de
ligacdo e os respectivos residuos de aminoacidos envolvidos na formagdo do complexo LQM
17-1CRL e GOL19-1CRL.


https://www.ccdc.cam.ac.uk/%0dsolutions/csd-discovery/components/gold/
https://www.ccdc.cam.ac.uk/%0dsolutions/csd-discovery/components/gold/
https://www.ccdc.cam.ac.uk/%0dsolutions/csd-discovery/components/gold/
https://www.ccdc.cam.ac.uk/%0dsolutions/csd-discovery/components/gold/
https://www.ccdc.cam.ac.uk/%0dsolutions/csd-discovery/components/gold/
https://www.ccdc.cam.ac.uk/%0dsolutions/csd-discovery/components/gold/
https://www.ccdc.cam.ac.uk/%0dsolutions/csd-discovery/components/gold/
https://www.ccdc.cam.ac.uk/%0dsolutions/csd-discovery/components/gold/
https://www.ccdc.cam.ac.uk/%0dsolutions/csd-discovery/components/gold/
https://www.ccdc.cam.ac.uk/%0dsolutions/csd-discovery/components/gold/
http://www.arguslab.com/
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Fundamentacédo Pratica e Teorica

Este trabalho surgiu da minuciosa observacao de resultados prévios de pesquisas no
ambito biotecnoldgico e suportado por bases tedricas compiladas da literatura. Resultados
apresentados por Santana et al (2019) em estudos de metabolismo e nutri¢do de insetos da praga
do coqueiro, foi possivel constatar o poder de inibicdo de aminoguanidinas como potencial
inibidor da lipase intestinal dos insetos como controle de praga, fato este que despertou o estado
da arte para a criacdo desta tese, sendo conduzido ao estudo e desenvolvimento de inibidores
de lipase para o precario mercado de medicamentos contra a obesidade. Considerada a doenga
da modernidade, atualmente a via de inibicdo da lipase pancreética esta em grande destaque
entre os medicamentos aprovados pelos 6rgaos competentes com efeitos adversos toleraveis. A
literatura apresenta um limitado acervo de moléculas potencialmente ativas que estdo em fase
de testes iniciais, principalmente de origem sintética e de baixo custo como o caso das
aminoguanidinas.

A base teorica gerada por este trabalho foi publicada por um livro internacional. A
reunido de artigos recentes publicados por autores diversos permitiu a execu¢do da primeira
parte da fundamentacdo tedrica desta tese de doutorado. Foi possivel contribuir para 0 meio
cientifico no formato de capitulo de livro internacional, intitulado Antiobesity Drugs Against
Fat Absorption: Current Status and Future Prospects of Lipase Inhibitors - Chapter 1
publicado em 2019 na primeira edicdo do livro Advances in Medicinal Chemistry Research
(LEONCINI et al., 2019). Neste, foi possivel apresentar recentes avangos no desenvolvimento
de compostos ativos inibidores de lipase de fontes sintéticas e naturais, organizando um banco
de dados de estruturas promissoras com a proposta de diminuir a caréncia do mercado de

medicamentos seguros e eficazes no tratamento da obesidade.

5.2 Banco de Moléculas (quimiotéca) e Sintese dos Potenciais Inibidores de Lipase.

De modo geral, todos os compostos sintetizados foram obtidos a partir de projetos
anteriores do laboratdrio com outras finalidades e aplicagdes, deste modo estas moléculas fazem
parte da quimiotéca do Laboratério de Quimica Medicinal (LQM) com rendimentos e grau de
pureza satisfatorios, caracterizagdo quimica estrutural por espectroscopia e/ou espectrometria,

além do mecanismo reacional descrito em detalhes.
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5.2.1 Sintese dos Derivados de Guanilhidrazonas

A sintese e a avaliagcdo farmacoldgica de derivados amidinicos conduziu trabalhos
anteriores do nosso grupo de pesquisa para o planejamento e a sintese de AGH e TSC (JUNIOR
etal., 2006, JUNIOR et al., 2007; BENDERITTER et al., 2007). Nesta época, foram planejadas
a obtencdo das moléculas com base em duas regides de substituicdo, utilizando o esqueleto
estrutural de AGH e TSC aromaticas. Sinteticamente sdo necessarios quantidades equimolares
de aldeidos aromaéticos e cloridrato de aminoguanidina ou tiossemicarbazida, para obtencdo de
AGH e TSC, respectivamente. As estruturas com diferentes regides aromaticas foram obtidas
a partir de diferentes aldeidos aromaéticos, enquanto que modificagdes na regido R propde uma

diversidade de grupos quimicos com implicacdes bioldgicas (Figura 17).

Figura 17 - Formacdo da estrutura base das guanilhidrazonas e tiossemicarbazonas
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R = NH (Guanilhidrazona) . S (Tiossemicarbazona)

FONTE: Autor, 2020. Figura elaborada utilizando-se o software ChemDraw 17® (Adaptado de EPIFANIO,
2011)

O mecanismo reacional inicia-se com a protonacdo do grupo carbonila (a) seguido da
adicdo de aminoguanidina ao grupo carbonila através do ataque nucleofilico (b). Apés a
protonacdo da hidroxila formando &gua (c), ocorre a formacdo do ion iminio através da
liberacdo da agua como grupo abandonador (d), a despotona¢do do ion iminio (e), finaliza o

mecanismo para a formacgédo de AGH (f) (Figura 18 (a)-(f)).
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Figura 18 - Mecanismo proposto para a sintese de AGH.
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FONTE: Autor, 2020. Figura elaborada utilizando-se o software ChemDraw 17® (Adaptado de EPIFANIO,
2011).

5.3 Avaliacédo Bioldgica dos Potenciais Inibidores de Lipase

5.3.1 Avaliacdo da Influéncia do Solvente na Atividade Bioldgica

No teste de solubilidade dos produtos, foram analisados solventes de diversas
polaridades para encontrar a mais adequada, sendo DMSO e MeOH solventes compativeis com
as propriedades das duas classes de moléculas. Paralelamente, nesta etapa, iniciou-se 0 processo
de biocompatibilidade dos solventes, analisados em ensaio fluorimétrico (item 4.3.3.2) na
auséncia de inibidor para verificacdo do comportamento da atividade catalitica em funcéo do

tipo de solvente e do volume fixo aplicado em meio reacional (Figura 19).
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Figura 19 - Efeito de inibicdo em meio reacional do solvente MeOH e DMSO na atividade dalipase C.
rugosa para determinagdo do protocolo do método flourimétrico.
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FONTE: Autor, 2020. Figura elaborada utilizando-se o software GraphPad Prism 8.4.3%.

Em geral, foi observado um comportamento padrédo para todos os volumes fixos de
solvente (5, 10, 15 e 20 uL) empregados na analise. O solvente DMSO apresentou altera¢do no
comportamento catalitico, diminuindo a atividade de lipase C. rugosa, sendo mais agressivo
para a enzima do que a presenca de MeOH em meio reacional. Ambos solventes mostraram
maior intensidade de inibicdo com o aumento do volume fixo em meio reacional de 200 pL
(volume total). Devido a melhor conservacao das propriedades cataliticas da enzima e do custo
beneficio de insumos, o solvente MeOH ¢é estabelecido para 0 método fluorimetrico em todas
as analises subsequentes. Por outro lado, apesar da escolha do solvente, pode-se constatar neste
resultado o comportamento da atividade controle no qual foi aplicado volume fixo de 20 pL de
agua deionizada, enfatizando a importancia de compostos inibidores enzimaticos serem
sollveis em agua ou solugdo tampdo, gerando assim resultados mais precisos pela conservacao

da atividade catalitica.
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5.3.2 Atividade Antilipase das Guanilhidrazonas Frente a Lipase de Candida rugosa

Inicialmente, foram selecionadas guanilhidrazonas a partir da quimiotéca do laboratorio,
foram selecionadas moléculas com grande diversidade de grupamentos quimicos mantendo o
nucleo guanidinico como possivel farmacéforo, afim de aumentar o alcance do screening
bioldgico, direcionando a modificacdo estrutural nas etapas seguintes. Foram selecionados
grupos aril-substituidos eletro-retiradores, eletro-doadores e hidrofébico, bem como

substituicdo em NH. terminal e farmaco6foros com propriedades biologicas conhecidas (Figura
20).

Figura 20 - Guanilhidrazonas selecionadas como candidatas a potencial atividade antilipase.
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FONTE: Autor, 2020. Figura elaborada utilizando-se o software ChemDraw Ultra 12.0®.

Durante esta etapa, o potencial de inibicdo foi medido em concentracédo fixa de 50uM
em meio reacional. Foram analisadas 14 moléculas de caracteristicas estruturais diferentes
frente a lipase de C. rugosa, o resultado mostrou maior eficiéncia para o substituinte halogenado
(LQM 18). A porcentagem de 75,7% de inibicdo a 50 uM em meio reacional de LQM 18
destacou-se dentre todos os outros derivados (Figura 21). Esta diferenca bastante significativa
também mostrou a importancia da conservacdo do nucleo guanidinico e de NH; terminal,
indicado pelo resultado de 42,7% de inibicdo apresentado por LQM 150, estruturalmente

similar, diferenciado apenas pela regido ciclizada das aminas terminais.
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Figura 21 —Inibicdo dos candidatos com atividade antilipase ([ 1 ] = 50 uM)
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FONTE: Autor, 2020. Figura elaborada utilizando-se o software GraphPad Prism 8.4.3%.

Baseando-se nos resultados do gréfico anterior, o substituinte cloro na posicdo meta do
anel aromatico se mostra vantajoso na estrutura guanidinica. No entanto, apresentou menor
eficiéncia na presenca da amina terminal ciclizada. Desta forma, o afunilamento de estruturas
em busca da otimizagdo do resultado foi direcionado a introducdo de cloro em diferentes
substituicfes aromaticas. Foram selecionados para analise de menor concentragdo em meio
reacional, as aminoguanidinas cloro-substituidas nas posi¢des: para-cloro (LQM 02), meta-
cloro (LQM 18), orto-cloro (LQM 98), meta,para-dicloro (LQM 17), orto,para-dicloro (LQM
99), orto,orto-dicloro (LQM 12), meta,meta-dicloro (LQM 100) (Figura 22).
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Figura 22 - Novos candidatos a potencial atividade antilipase derivados de LQM 18 paraanélise
a 20uM em meio reacional.
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FONTE: Autor, 2020. Figura elaborada utilizando-se o software ChemDraw 17°.

Nesta etapa, o potencial de inibi¢do foi medido em concentracéo fixa de 20uM em meio
reacional. Foram analisadas 8 moléculas cloro-substituidas frente a lipase C. rugosa. O
resultado mostrou maior eficiéncia para a substituicdo de dois cloros na posi¢cao meta, para
(LQM 17). A estrutura anteriormente mais promissora a 50 uM, LQM 18 manteve-se como o
segundo candidato mais promissor nesta analise, apresentando porcentagem de inibigcdo de
30,2%, enquanto que as outras estruturas apresentaram inibi¢do abaixo de 30%. Contudo, os
atributos de LQM 17 com a insercdo de cloro nas posi¢fes meta, para substituido apresentou
porcentagem de 89,6% de inibicédo, destacando-se com maior potencial antilipase dentre todos
os derivados cloro-substituidos (Figura 23). Os resultados observados permitiram a
continuidade da pesquisa para obtengdo de dados cinéticos dos candidatos apresentados como
mais promissores, LQM 17 e LQM 18, afim de caracterizar o comportamento em meio
reacional através da concentracdo da molécula que inibe 50% (ICso) das lipases em meio

reacional, aplicado para analisar potencial de inibicdo e 0 comportamento cinético das mesmas.
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Figura 23 - Inibicdo dos candidatos com atividade antilipase ([ 1] =20 uM)
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FONTE: Autor, 2020. Figura elaborada utilizando-se o software GraphPad Prism 8.4.3%.

Determinacédo do Valor Cinético de ICso de Candidatos Promissores

Baseando-se na significancia dos resultados apos duas varreduras de inibi¢do enzimatica

com concentracdes fixas de 50 e 20uM, respectivamente, foi possivel constatar a eficiéncia de

inibicdo da atividade catalitica de duas guanilhidrazonas, LQM 17 e LQM 18, dentro de dois

conjuntos de moléculas da mesma classe. Desta forma, foi aplicado 0 método de determinagéo

da curva dose-resposta de 50% da atividade inibitoria maxima (item 4.3.3.2.1) dentro da faixa

de concentracdo de agente inibidor de 1 a 100uM frente a lipase de C.rugosa, utilizando o

arcabouco estrutural inicial de AGH, a estrutura LQM 15 (sem substituintes) como comparativo

através da determinacdo da curva de LQM 15 (Figura 24).
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Figura 24 - Estruturas selecionadas para estudo cinético de ICso

LQM 15 LQM 138 LQM 17

H H H
Xx. .N_ _NH, X .N.___NH, X - N NHy
N N N
i T i
NH NH NH
cl
Cl Cl

FONTE: Autor, 2020. Figura elaborada utilizando-se o software ChemDraw 17°.

Em geral, os ensaios fluorimétricos apresentaram boa distribuicdo dose-resposta dos
valores atribuidos para cada concentracédo de inibidor analisada com desvio padréo e linearidade
aceitaveis. A curva cinética esta expressa em valores de Log da concentragdo do inibidor em
MM versus a porcentagem. A avaliacdo de dose-resposta para LQM 17 apresentou ICso de 11,16
+ 0,13 uM, superando o LQM 18, de 33,70 + 0,13 uM apresentado pelas curvas de inibicéo,
enquanto LQM 15 ndo apresentou inibicdo significativa no teste cinético, avaliado com ICs >
100 uM (Figura 25). Estas analises indicaram através da comparacdo com LQM 15 a
importancia da modificacdo estrutural pela insercdo de halogéneos em determinadas posicoes

da regido aromaética destas guanilhidrazonas, afim de potencializar sua a¢ao frente a lipase.

Figura 25 - Curva dose resposta (Log [inibidor] vesus % Inibic¢&o) de inibicdo da metade da atividade
total (ICso) de LQM 15, LQM 17 e LQM 18.
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FONTE: Autor, 2020. Figura elaborada utilizando-se o software GraphPad Prism 8.4.3°.
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5.3.4 Determinacao do Valor Cinético de Ky e Vmax de LQM 17

Considerando o resultado promissor de ICso para o candidato LQM 17 anteriormente
apresentado. Foi feito o estudo cinético mais minucioso afim de conhecer a posicéo e a natureza
da ligacdo do complexo C.rugosa lipase—-LQM 17. A determinacdo da mudanca na taxa de
reacdo enzimatica permite este tipo de caracterizacdo, baseado nos componentes com
caracteristicas de ligante, a concentracdo de inibidor e substrato sdo 0s parametros
experimentais em questdo. As constantes Km e Vmax S80 de extrema importancia no estudo e a
compreensdo do comportamento cinético da reacdo enzimatica (SIQUEIRA et al., 2011).

Baseado na reversibilidade desta inibicdo foi possivel a determinacdo de Km que
permitiu a compreensao do mecanismo de catalise. Para cada curva cinética foi mensurada por
concentrag0es fixas de inibidor ([LQM 17] = 1, 2 e 3 uM), sendo adicionado para cada leitura
concentrages crescentes do substrato ([MUF-Butirato] = 50 - 200 uM). Desta forma, conforme
0 aumenta a concentracdo do substrato, a reacdo € conduzida para formacdo do complexo
(C.rugosa lipase-MUF butirato) até que a concentracdo de enzima livre seja extremamente
pequeno, atingindo a saturacdo do meio reacional e o patamar de velocidade méaxima (Figura
26).

Figura 26 - Curva cinética ((MUF-Butirato] versus Vmsx) de saturacdo da lipase paradeterminagdo da
concentragdo de MUF-Butirato na metade da velocidade maxima (Kw).
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FONTE: Autor, 2020. Figura elaborada utilizando-se o software GraphPad Prism 8.4.3°.
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Nessas condicdes, a enzima atinge a saturacdo com o substrato de modo que aumentos
adicionais de concentracdes de substrato ndo tem efeito na taxa de reagdo, pois o efeito de
saturacdo da catalise foi alcancado, portanto esta reagdo aproxima-se da velocidade méaxima
vinculada a atividade catalitica (PANASSE et al., 1974SIQUEIR et al., 2011; SIQUEIRA et
al., 2011; LEHNINGER et al., 5%d). A constante Ky fornece uma medida da concentragéo de
substrato necessaria para que ocorra uma catalise significativa, representado pela metade de
Vmax. EXistem evidéncias experimentais que sugerem que Km fornece uma aproximacgéo da
concentracdo de substrato in vivo necessaria para catalise (STRYER, 5ed).

Apbs os resultados obtidos a partir da curva cinética de Michaelis-Mentem, 0s mesmos
foram computados para os valores reciprocos da taxa de reacdo e da concentracédo de substrato
presente, considerando a presenca e auséncia de LQM 17. Os valores foram plotados através
do gréfico Lineweaver-Burk para determinacdo da natureza da inibicdo. As retas apresentadas
no grafico apresentaram intersecgdo no eixo Y no mesmo ponto, revelando que a velocidade
méaxima ndo € afetada nesta cinética, no entanto as inclinagdes das retas sdo diferentes sugerindo

os valores de Km também diferentes (Figura 27).

Figura 27 - Transformacdo algébrica da equacdo de Michaelis-Mentem em duplo-reciproco de
Lineweaver-Burk (1/V, versus 1/[MUF-Butirato]) para determinacdo do mecanismo de inibicdo de
LQM 17.
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FONTE: Autor, 2020. Figura elaborada utilizando-se o software GraphPad Prism 8.4.3%.

Considerando o comportamento cinético de Ku e afeicdo do gréafico de Lineweaver-

Burk, foi observado caracteristicas intrinsecas de um inibidor competitivo, pois o fato de que a
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velocidade maxima ndo é afetada reflete a competicao do substrato e do inibidor pelo mesmo
sitio ativo. O aumento da inclinagéo da reta resultado do acréscimo de inibidor € uma medida
de quéo forte o inibidor se liga & enzima e diminui a taxa de reagdo catalisada (GRAHAM et
al., 2013). Portanto, o comportamento de inibidor competitivo de LQM 17 pode ser constatado
através de Vmax constante (minimas variagdes) enquanto Km apresenta um crescimento

significativo com o aumento da concentracao do inibidor (Tabela 2).

Tabela 2 - Valores nao alterados de Vmax e aumento da constante Ky na presenca e ausénciade LQM
17 refletindo no mecanismo competitivo da inibicao.

[1] 0 uM 1uM 2 UM 3uM
Km 125,3 135,8 150,8 176,9

Vmax 88,9 90,1 89,03 88,3
FONTE: Autor, 2020. Figura elaborada utilizando-se o software Excel®2016.

54 Modelo Computacional para novos Candidatos Potencialmente Promissores

5.4.1 Validacdo Gold Software dos Algoritmos para de lipase de C. rugosa

Apos a obtencdo dos resultados da avaliacdo bioldgica do derivado mais promissor
(LQM 17) frente a lipase C. rugosa. Foi proposto o estudo de screening virtual para otimizar o
tempo em busca de um proto6tipo melhor. Devido a diversidade bioldgica de estruturas de lipase
e os algoritmos disponiveis para calcular a efetividade da formacdo do complexo enzima-
ligante, foi necessério validacdo de todos algoritmos em fungdo das quatro estruturas
conformacionais da lipase de C. rugosa ja conhecidas, disponiveis no PDB: 1LPN, 1CRL,
1GZ7 e 1TRH (Figura 28).
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Figura 28 - Diferentes estruturas conformacionais de lipase de C. rugosa (PDB:1LPN, 1CRL,1GZ7 e
1TRH)

FONTE: Research Collaboratory for Structural Bioinformatics Protein Data Bank — RCSB PDB.

A execucdo dos dockings para validagdo do algoritmo foram feitas pelo software
GOLD®v. 5.8.1 utilizando os ligantes naturais de cada enzima cristalografica, sendo validados
pelos algoritmos de encaixe Chemical Piecewise Linear Potential (CHEMPLP), GoldScore,
ChemScore e Astex Statistical Potential (ASP) (Tabela 3). O valor da funcdo de pontuacéao
mais proximo do valor de referéncia (0,0) foi eleito como o algoritmo adequado para analise
neste modelo enzimético. A conformacdo de encaixe para 1CRL (lipase C.rugosa de
conformacao aberta) apresentou melhor valor de referéncia de 0,002 em func¢do do algoritmo
CHEMPLP, sendo este modelo utilizado para todas as analises de docking desta tese (Tabela
3).
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Tabela 3 - Pontuacdo dos complexos formados em diferentes conformacdes da lipase C.rugosa
para validagdo do algoritmo em Gold Software

Algoritmo
ChemPLP Goldscore Chemscore ASP
PDB
1LPN 2,57 1,23 1,728 1,121
1CRL 0,002 0,182 0,078 0,36
1TRH 0,105 0,198 0,085 0,242
1GZ7 0,317 0,082 0,116 0,157

FONTE: Autor, 2020. Tabela de valores geradas a partir do software GOLD® v. 5.8.1°.

Inicialmente, foram calculados a pontuacéo de encaixe dos 14 compostos da primeira
triagem resultando em um grafico comparativo entre 0s compostos que apresentaram a maior
parcela obteve pontuagdo acima de 40. (Figura 29). Enquanto que a analise da segunda triagem,
apresentou em sua totalidade valores acima de 40, possivelmente devido a presenca do cloro
em diferentes posi¢des em todas as moléculas, sugerindo o nicleo mais promissor (Figura 30).
Todas as analises foram executadas pelo algoritmo CHEMPLP com a formacdo do complexo
1CRL-LQM.

Figura 29 - Gréfico comparativo dos valores de pontuagdo CHEMPLP para primeira analisede
triagem da atividade bioldgica
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FONTE: Autor, 2020. Figura elaborada utilizando-se o software GraphPad Prism 8.4.3%.
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Figura 30 - Gréfico comparativo dos valores de pontuacdo CHEMPLP para segunda anéalise detriagem da

atividade bioldgica
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FONTE: Autor, 2020. Figura elaborada utilizando-se o software GraphPad Prism 8.4.3%®

Em geral, os resultados apresentaram uma melhora quando analisados os complexos

derivados de LQM 17, pois 35% dos compostos analisados na primeira triagem apresentaram

resultados de pontuacdo abaixo de 40, enquanto a segunda analise mostrou todos 0s compostos

acima de pontuacdo 40, sendo todos derivados de LQM 17. Em suma, considerando todas as

moléculas AGH, foi observado que 77% (22 moléculas) estdo acima da pontuacdo 40,

sugerindo que a classe AGH apresenta-se promissora como inibidor de lipases (Tabela 4).

Tabela 4 - Porcentagem de compostos com faixa de pontuacdo encaixe CHEMPLP de 40-45e menor

que 40, referentes as duas triagens bioldgica iniciais.

Pontuacéao 40 - 45 <40
12 Triagem 64% 35%
(14 compostos)
28 Triagem 100% nenhum
(8 compostos)
Total 77% 23%

(22 moléculas)

FONTE: Autor, 2020.
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5.4.2 Planejamento e Screening Virtual de Novas Estruturas

Considerando os experimentos iniciais deste trabalho, foram obtidos resultados
promissores através de duas triagens bioldgicas e um estudo cinético, apresentando evidencias
do potencial de LQM 17. Contudo, os estudos de otimizacdo e descoberta de farmacos, tem
sido empregado com diversas ferramentas computacionais, considerado como incrementadores
e facilitadores para o sucesso de uma pesquisa (KORB et al., 2009). A busca pela otimizagéo
de LQM 17, norteou a aplicacdo da técnica computacional de triagem virtual (screening) nesta
etapa do projeto.

As técnicas de screening virtual, otimizam a busca e a identificacdo de melhores
candidatos a farmaco, permitindo avaliar um amplo espectro de estruturas moleculares através
de analises computacionais de acoplamento com pequenas moléculas em especificos sitios de
ligacdo das macromoléculas (KITCHEN et al., 2004; KORB et al., 2009). Deste modo, devido
ao grande numero de moléculas da classe guanilhidrazonas e tiossemicarbazonas disponiveis
na quimioteca do Laboratdrio de Quimica Medicinal (LQM), separou-se em trés grupos para
analise computacional: derivados guanidinicos, derivados guanidinicos a partir de LQM 17 e
derivados tiossemicarbazonicos.

Em geral, todas as estruturas foram avaliadas através da ferramenta de algoritmo e
funcdo de pontuacgéo, no qual a escala progressiva de pontuacéo é diretamente proporcional a
eficiéncia inibitoria da molécula frente a estrutura tridimensional da lipase (1CRL). A técnica
de algoritmo por pontuacdo de encaixe na formagdo do complexo ligante-macromolécula é
considerada pratico e eficiente para avaliacdo de grandes conjuntos de moléculas (KORB,
2009). Além das estruturas ja sintetizadas e caracterizadas no laboratorio (LQM), foram
desenhados novos derivados guanidinicos de LQM 17, sendo planejados com base na literatura
de scaffolds ativos em meio fisioldgico de lipases, compondo o 4° grupo de estruturas analisadas
juntamente com os trés grupos de estruturas citado anteriormente.

No quarto grupo apresenta-se moléculas inéditas baseadas na literatura relacionada a
moléculas antilipase. Segundo Alowe e colaboradores (1994), foi evidenciado um aumento
abrupto da atividade de lipases em meio a interface lipideo-a4gua, sendo observado o aumento
da atividade catalitica sempre na presenca de moléculas anfipaticas. Considerando esta
caracteristica peculiar e de outras anteriormente apresentadas relacionadas ao maquinario
enzimatico de lipases (item 2.5.1), foi planejado a insercdo de scaffolds hidrofébicos na por¢éo
N-terminal da estrutura de LQM 17, afim de acrescentar caracteristicas anfipaticas (Figura 31).
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Figura 31 -Grupos de moléculas selecionadas para analise de screening virtual
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FONTE: Autor, 2020. Figura elaborada utilizando-se o software ChemDraw 17°.

5.4.3 Screening Virtual de derivados do LQM 17 pelo Software Gold.

Inicialmente, foram selecionadas estruturas mais similares ao LQM 17, conservando as
porcdes imina, m, p — dicloro substituido na regido aromatica e na presenca de guanidina ou
tiossemicarbazona. As estruturas de cddigo LQM: 65, 67, 59, 60, 146, 157, 144, 142, 161, 164,
160, 169; sdo estruturas com a regido N-terminal ciclizadas, enquanto que as demais estruturas
néo ciclizadas estdo substituidas por scaffolds com propriedades hidrofobicas, com excecdo de

LQM110 com esta regido mais hidrofilica na presenca de oxigénio. (Figura 32).



Figura 32 - Estrutura e score dos derivados do LQM 17 selecionados para analise de screening
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FONTE: Autor, 2020. Figura elaborada utilizando-se o software ChemDraw 17°.
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A seguir o grafico apresenta os valores de pontuacdo das estruturas descritas na figura

anterior. Foram consideradas no grafico comparativo as estruturas que apresentaram pontuacao

acima de 41,60, referente ao melhor candidato LQM 17 biologicamente testado. Dentre 21

estruturas apenas 9 apresentaram potencial de encaixe maior que LQM 17. Sendo o LQM 86 o

mais promissor dentre estes derivados, apresentando valor de pontuacdo encaixe de 56,49, no

entanto ainda abaixo do inibidor de referéncia, o medicamento Orlistat com valor de pontuacéo

encaixe de 59,46 (Figura 33).
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Figura 33 - Gréafico comparativo dos valores de pontuacdo CHEMPLP para derivados do LQM17
acima de 41,60

Score > 41.60 (LQM 17)

CHEMPLP Score

FONTE: Autor, 2020. Figura elaborada utilizando-se o software GraphPad Prism 8.4.3%.

5.4.4 Screening Virtual de Tiossemicarbazonas pelo Software Gold.

Em geral, a classe das tiossemicarbazonas foram selecionadas e dentre todas as
estruturas conservou-se a porgao imina. As estruturas variam de modificagdes tanto na regido
N-terminal com estrutura ciclizada quanto na substituicdo aromatica com propriedades

eletroretiradoras e eletrodoadoras, aléem de grupos quimicos com atividade farmacologica

conhecida (Figura 34).
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Figura 34 - Tiossemicarbazonas selecionadas para analise de sreening virtual.
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FONTE: Autor, 2020. Figura elaborada utilizando-se o software ChemDraw 17°.

A sequir o grafico apresenta os valores de pontuagdo das estruturas descritas na figura

anterior. Contudo foram consideradas no grafico comparativo as estruturas que apresentaram
pontuacéo entre 41.98 (LQM 55.1) e 47.50 (LQM 14.1), sendo 0 LQM 14.1 o0 mais promissor
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entre a classe TSC, no entanto ainda abaixo do medicamento Orlistat com valor de pontuacéo

encaixe de 59,46 (Figura 35).

Figura 35 - Gréfico comparativo dos valores de pontuagio CHEMPLP para
Tiossemicarbazonas com Score acima de 41.60.

Score > 41.60 (LQM 17)

CHEMPLP Score

FONTE: Autor, 2020. Figura elaborada utilizando-se o software GraphPad Prism 8.4.3%.

5.4.5 Screening Virtual de Guanilidrazonas pelo Software Gold.

Além das estruturas derivadas de LQM 17 e tiossemicarbazonas, foram analisados em
Software Gold pelo algoritmo CHEMPLP o valor de pontuagédo encaixe das guanilhidrazonas
com seu processo de rota sintética e caracterizacdo ja estabelecidos pelo laboratério.
Totalizando 66 estruturas da classe guanilhidrazonas com grande diversidade de scaffolds,
possibilitando uma analise tedrica mais minuciosa das propriedades de inibicdo desta classe de

moléculas frente a enzima lipase C.rugosa (Figura 36).



Figura 36 - Guanilidrazonas selecionadas para analise de screening virtual
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FONTE: Autor, 2020. Figura elaborada utilizando-se o software ChemDraw 17°.

A seqguir o grafico apresenta os valores de pontuacdo das estruturas descritas na figura
anterior. De modo geral, uma grande parcela das estruturas guanilhidrazonas apresentaram
comportamento similar quando comparado com o valor inicial de 41,6 referente a pontuacao
encaixe de LQM 17, desta forma foi levado em consideracdo no grafico comparativo as 8
estruturas de maior valor de pontuacdo. A molécula de cddigo LQM 19 apresentou valor de
51,12 sendo o mais promissor dentre as guanilhidrazonas deste grupo, no entanto manteve-se
menor que o inibidor de referéncia, Orlistat com valor de pontuacéo encaixe de 59,46 (Figura
37).
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Figura 37 - Gréafico comparativo dos valores de pontuacdo CHEMPLP para Guanilidrazonascom
Score acima de 41.60 mais significativos.
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FONTE: Autor, 2020. Figura elaborada utilizando-se o software GraphPad Prism 8.4.3%.

5.4.6 Screening Virtual de derivados do LQM 17 com novos scaffolds pelo Software Gold.

Apdbs a determinacdo do valor de pontuagdo dos trés grupos de estruturas, foram
desenvolvidas estruturas inéditas, baseando-se na literatura de arranjo estrutural de lipases.
Considerando as propriedades do meio fisioldgico de lipases, foram planejadas estruturas com
scaffolds hidrofobicos simples na regido N-terminal (GOL: 01, 02, 03, 04, 05, 06, 07, 08, 09,
09.1, 19). Deste modo, foi inserido diferentes grupos com cadeia alifatica, afim de aumentar
as caracteristicas anfipaticas de LQM 17. Alem disso, foi adicionado uma ligacdo amida entre
a porc¢do hidrofébica e o inibidor, pois este grupo funcional encontra-se descrito na literatura
com excelente adaptacdo a meios biologicos.

Em geral, considerando grupos quimicos especificos baseadas na literatura de lipase, foi
possivel planejar uma variedade de compostos inéditos. Cao et al (2020), Bustos et al (2018) e
Miao et al (2020) apresentaram evidencias do alto efeito inibitorio ACG com comportamento
cinético de uma inibicdo competitiva, desta forma, considerando estes resultados, foi
introduzido na amina terminal de LQM 17 a porcéo ativa de ACG afim de potencializar a acdo
inibitéria do composto hit em questdo, analisando o complexo GOL11-1CRL. Além disso,
outros compostos com grupos fendis trouxeram mais uma gama de possibilidades de novas

moléculas. Assim como fundamentado na se¢do terciaria 2.3.3, compostos fendlicos como
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acido cafeico, quercetina, catequina, estilbenos e brousonona, mostraram valores de ICso
satisfatorios frente a lipases. Considerando estas referéncias, foi desenhado a estrutura mais
simples dentre estas, a adi¢cdo de uma molécula de acido cafeico na amina terminal de LQM 17,
gerando o protétipo GOL 12.

Baseado em estudos de biossintese, a afinidade estrutural de pequenas moléculas na
superficie de lipases mostra também possibilidades de scaffolds importantes para atividade
bioldgica. Erlet et al (2019), Rocha et al (2010) e Sanfilipo et al (2013), apresentaram grupos
bifenil capazes de interagir com a estrutura da enzima e participar espontaneamente de forma
catalitica em meios reacionais. A estrutura de cédigo GOL 13 foi planejada a partir a da insercéo
do bifenil em LQM 17, para analise computacional do complexo GOL13-1CRL. Por fim, as
outras insercdes na amina terminal de LQM 17 baseiam-se na literatura de moléculas
farmacologicamente ativas, afim de seguir os parametros de ADME e ampliar o leque de
possiblidades de agentes inibidores de lipase que apresentem eficiéncia na interagdo com o alvo

terapéutico (Figura 38).
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Figura 38 - Derivados de LQM 17 com scaffold hidrofébico planejados para andlise de
screening virtual.
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FONTE: Autor, 2020. Figura elaborada utilizando-se o software ChemDraw 17°.

Apos andlise das pontuagdes pode-se constatar que a insercdo de porgdes hidrofdbicas
otimizou a eficiéncia do inibidor pela capacidade de mimetizar substratos naturais, como
discutido anteriormente. Todas as estruturas planejadas apresentaram pontuacdo encaixe acima
de 41,60 referente a LQM 17 (Figura 39). Com relacdo a referéncia padrdo foram obtidos
excelentes resultados com pontuacdo acima de Orlistat com valor de 59,46. As estruturas de
cdédigo GOL.: 05, 06, 07, 08, 09, 09.1, 11 e 19; foram promissores com pontuacdo acima do
medicamento atual, apresentando valores de pontuagéo encaixe de 65,27; 71,72; 61,15; 66,36;

64, 33; 59,95; 62,95; 73,59; respectivamente.
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Figura 39 - Gréafico comparativo dos valores de pontuacdo CHEMPLP para derivados do LQM17 com
novos scaffolds acima de 41,60.
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FONTE: Autor, 2020. Figura elaborada utilizando-se o software GraphPad Prism 8.4.3%.

Em geral, os resultados apresentados mostram que a insercdo de acidos graxos N-

substituidos e grupos quimicos com atividade conhecida frente a lipase. Em geral, estas

estruturas representam o grupo mais promissor dentre as andlises realizadas aplicando o
algoritmo CHEMPLP no software GOLD® v. 5.8.1 (Figura 40). Contudo, as estruturas
planejadas de c6digo GOL 06 e GOL 19 mostraram os maiores valores de pontuacao encaixe

de 71,72 e 73,59, respectivamente. A estrutura mais promissora pela adicdo de acido linoleico

(GOL 19) apresentou uma estratégia eficiente no aumento de afinidade pela lipase de C.rugosa.

Em outro estudo com estrutura similar foi relatada por Magrioti et al (2004), demonstrando que

acidos oleicos mimetizados como o substrato natural sdo inibidores potentes da lipase

pancredtica, caracterizado como inibidor competitivo, trabalhando no esqueleto dorsal da

trioleina.
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Figura 40 - Grafico dos valores de pontuacdo CHEMPLP de todas estruturas analisadas
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FONTE: Autor, 2020. Figura elaborada utilizando-se o software GraphPad Prism 8.4.3%.

Em geral, é possivel afirmar que o aumento do carater anfipatico contribui fortemente
para a energia de afinidade entre o inibidor e a enzima, considerando LQM 17 como um
dominio polar e a insercdo de grupos hidrofobicos representando o dominio apolar. Contudo, a
molécula mais promissora (GOL 19) dentre todas as estruturas avaliadas apresenta a estrutura
do &cido linoleico como a melhor escolha de scaffold. Otimizando esta nova proposta, existem
diversos estudos de &cidos linoleicos com propriedades de modificagdo do metabolismo da
gordura corporal, sendo relatado com aplicacGes farmacoldgicas e incorporado em diversos
tipos de 6leos comestiveis para controle da obesidade (LI et al., 2008; ZOU et al., 2019). Além
da reducdo de calorias ingeridas pela substituicdo de dleos comestiveis por 6leo linoleico,
também se relata perda de peso corporal, reducdo do tecido adiposo em quantidades
significativas e aumento de gasto energético em camundongos (GOSH et al., 2019; LI et al.,
2008). Apesar dos beneficios contra a obesidade, as investigacGes para descobrir quais sdo 0s
mecanismos moleculares responsaveis pelos efeitos antiobesidade, permanecem em grande
parte desconhecidos (LI et al., 2008).

Baseando-se nestas informacdes, as caracteristicas bioldgicas de ambas porcdes (polar

e apolar) de GOL 19, apresentam propriedades conhecidas em diversas areas, sendo positivo
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na contribuicdo para o desenvolvimento de um farmaco seguro para 0 consumo humano.
Portanto, foi dado continuidade ao trabalho in silico, de modo a caracterizar minuciosamente
os residuos de aminoacidos envolvidos na regido de interacdo do inibidor LQM 17 pois resultou

em resultados bioldgicos satisfatorios e GOL 19 pela méxima pontuagdo encaixe calculado.

5.4.7 Docking molecular dos candidatos promissores LQM 17 e GOL 19

Foram feitos estudos de docking molecular para LQM 17 e GOL 19 em interagdo com
C. rugosa lipase (PDB: 1CRL). Os resultados de docking molecular para o complexo LQM17-
1CRL apresentou pontuagéo encaixe de 41,60. Foi identificado uma cavidade no qual obteve-
se maior afinidade, apresentando visualmente a por¢do aromatica dentro do bolso hidrofébico.
Os principais residuos de aminodcidos envolvidos na interacdo foram Gly122; 123; 124;
Leu304, 302; Phe296, 302; Ser301, a posicao do anel aromatico de LQM 17 é estabilizada por
interacao do tipo m-m paralelo deslocado com Phe 296 e 345, a regido de ligacao diferente do

sitio ativo, sugerindo uma regido alostérica de lipase de C. rugosa (Figura 41).

Figura 41 - llustracdo da regido de interacdo do complexo LQM17-1CRL
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FONTE: Autor, 2019. llustracéo elaborada utilizando-se o software PyMOL® v. 0.99.
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As interacdes do complexo GOL19-1CRL obtiveram maiores contribuicdes energéticas
gerando pontuacdo encaixe de 73,59, deste modo, sendo o maior potencial antilipase dentre
todas as moléculas. De acordo com as analises em docking, o inibidor se ligou na mesma regiao
do substrato, ja complexado na lipase 1CRL, sugerindo a caracteristica de um inibidor do tipo
competitivo (Figura 42). Na regido do substrato interagiu com os principais residuos de
aminoacidos Glu360, GIn357, Tyr299, Ala298, Glu66, Ser348, Leu350, Asn351; ndo havendo
ligacGes de hidrogénio apenas os contatos hidrofébicos se destacaram nesta ligacdo (Figura
43).

Figura 42 - llustracdo da regido do sitio ativo de interacdo do complexo GOL19-1CRL

FONTE: Autor, 2019. llustracdo elaborada utilizando-se o software PyMOL® v. 0.99.



Figura 43 - llustracéo da regido do sitio ativo de interacdo do complexo GOL19-1CRL

Glu66

FONTE: Autor, 2019. llustracdo elaborada utilizando-se o software PyMOL® v. 0.99.
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6 CONCLUSAO

O percurso experimental e os resultados obtidos deste trabalho, permitiu constatar que
as classes de AGH e TSC podem ser uma ferramenta Util para o planejamento racional de
compostos ativos frente a lipase. Todos os derivados apresentaram determinado grau de
afinidade frente a enzima estudada, tanto os resultados experimentais como os tedricos puderam
mostrar 0s niveis; leve, moderado e alto de reatividade e afinidade pelo alvo.

De acordo com a etapa inicial, as triagens bioldgicas aplicadas foram importantes para
a identificacdo do esqueleto estrutural de AGH, a inser¢do do cloro na porcdo aromatica
apresentou LQM 18 com 30,2% de inibicdo e LQM 17 com 89,6% de inibicdo. Contudo, a
caracterizacdo cinética de LQM 17 mostrou o potencial antilipase com valor satisfatorio de 1Csg
equivalente a 11,16 uM e natureza de inibicdo competitiva. Assim, LQM 17 apresentou um
arcabouco promissor para o planejamento de estruturas inéditas de atividade inibitoria frente a
lipase.

A técnica de screening virtual identificou o composto LQM 86 dentre o grupo do banco
de moléculas do laboratorio, com valor de pontuacdo encaixe de 56,49, proximo ao
medicamento Orlistat de 59,49. Em suma, as estruturas mais promissoras dentre o total de
moléculas analisadas foram em grande parte atribuida ao grupo de estruturas inéditas, sendo
destaque as moléculas de codigo GOL 06 e GOL 19 com pontuacdo encaixe de 71,72 e 73,59,
respectivamente; sendo GOL 19 sugerido por docking molecular com natureza de inibigéo
competitiva.

Por fim, este trabalho apresenta uma nova possibilidade de desenvolvimento de
prototipos inibidores de lipase a partir da classe AGH, sendo assim, as estruturas promissoras
comprovadas pelos resultados obtidos, trazem um arcabougo farmacologicamente aceito,
propondo estruturas inéditas e contribuindo para ampliagdo de candidatos a farmaco,

permitindo fortalecer a busca por seguranca e eficiéncia no tratamento da obesidade.
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7 PERSPECTIVAS

Diante das evidencias experimentais e tedricas, o presente trabalho abre uma gama de
possiveis desenhos estruturais baseados no arcabougo de AGH, além das melhores estruturas:
LQM 86, LQM 17, GOL 06 e GOL 19. Prontamente, a estrutura de LQM 86, molécula atribuida
ao grupo de moléculas do laboratorio, considerado uma molécula promissora pelo docking
molecular, pode ser mensurada a atividade bioldgica para determinacgéo do ICso. Enquanto que
GOL 06 e GOL 19, sdo do grupo de moléculas inéditas, faz-se necessario o planejamento da
rota sintética para a formacédo da ligacdo amida a partir de um acido graxo e a amina terminal
de LQM 17, e assim dar continuidade com atividade biologica.

Em geral, apesar de obter resultados que indicam quatro estruturas promissoras, GOL
19 permanece como melhor candidato dentre estes, pois o acido linoleico utilizado como
scaffold apresenta aplicacdo na industria de alimentos, o que permite uma viabilidade e
aceitacdo por ADME. Além disso, pesquisas relatam sua acdo antiobesidade por diversos
mecanismos moleculares, ainda desconhecidos, o qual pode corroborar com estudos deste 6leo
através das propriedades de interacdo com a lipase pancreatica. Contudo, GOL 19 apresenta
uma perspectiva muito promissora para o desenvolvimento de um inibidor de lipase potente e

seletivo, sendo assim, um excelente candidato como medicamento antiobesidade.
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APENDICE - Capitulo de livro sobre os estudos de compostos com
potencial interacdo em diferentes tipos de lipases.

Considerando a atual escassez de medicamentos antiobesidade, esta revisdo de literatura propde
uma compilacdo de diversos grupos quimicos e estruturas farmacologicamente conhecidas
provenientes de fontes naturais e sintéticas, apresentando estudos biolégicos e computacionais
de potentes inibidores de lipase. Este trabalho foi publicado no livro Advances in Medicinal
Chemistry em 2019 (Figura A).

Figura A - Proposta de inibidores de lipase para o tratamento da obesidade
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ANEXO - Artigo: Avaliacdo de derivados de AGH como inibidores de lipase
para aplicacdo biotecnoldgica.

Estudos biotecnologicos com derivados de AGH foram realizados em extratos bioldgicos de
insetos para o controle de pragas. Este trabalho apresenta resultados experimentais e tedricos
das interacdes possiveis na estrutura da lipase C.rugosa e da atividade biologica de amostras
do inseto para aplicacdo como inseticida. O artigo foi publicado na revista Bioorganic
Chemistry em 2018 (Figura A).

Figura A - Estudos de AGH como inibidor de lipase C.rugosa
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