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RESUMO

A metodologia de relagcdes quantitativas estrutura-atividade (QSAR), surge na
ciéncia como um método de andlise, o qual utiliza descritores capazes de prever
comportamentos e desenhar novos compostos quimicos com beneficios para a satde. A
expressdo matematica que traduz o estudo é dada pela atividade do inibidor ser igual as
propriedades estruturais e fisico-quimicas dos compostos.

Este tipo de modelo permite a previsio de um grande numero de compostos
estruturalmente semelhantes, o que proporciona a oportunidade para que esta técnica seja
utilizada em varios campos no design de farmacos sem que se recorra a ensaios
laboratoriais.

Procedeu-se ao levantamento de informacdo cientifica, seguido de uma percegéo
estrutural e das propriedades fisico-quimicas dos inibidores com o intuito de recolher
informag@o para posterior aplicacdo de uma metodologia QSAR. No qual se selecionou
as familias de compostos com uma atividade inibitoria potente e especificas das MMP da
dentina, nomeadamente as familias a-Tetrahidropiranil Sulfona e a-Piperidina Sulfona.

A degradacdo do colagénio da dentina por parte das metaloproteinases (MMP)
compromete a estabilidade das restaura¢des dentarias, logo, a sua durabilidade. Por esta
razdo decidiu-se aplicar o estudo, a inibi¢do das MMP presentes na matriz extracelular da
dentina. Pois tem sido uma estratégia utilizada com o intuito de aumentar a estabilidade
e a duracdo das restauragoes.

Nao se desenvolveu a expressdo matematica que permitira aplicar o método,
embora se tenha recolhido informacdo suficiente para que a metodologia possa ser

aplicada num futuro projecto.

Palavras-chave: metaloproteinases da matriz da dentina, inibidor de metaloproteinases,

metodologia de relagdes quantitativas estrutura-atividade e descritores.



ABSTRACT

The methodology of quantitative structure-activity relations (QSAR) emerges in
science as a method of analysis, which uses descriptors capable of predicting behaviors
and designing new chemical compounds with health benefits. The mathematical
expression which translates the study is given by the activity of the inhibitor being equal
to the structural and physicochemical properties of the compounds

This type of model allows the prediction of a large number of structurally similar
compounds, which provides the opportunity for this technique to be used in various fields
in drug design without the use of laboratory tests.

Scientific information was collected, followed by a structural perception and the
physico-chemical properties of the inhibitors with the purpose of collecting information
for later application of a QSAR methodology. In which families of compounds with a
strong inhibitory activity and specific of the MMP of the dentin, namely the families a-
Tetrahydropyranyl Sulfone and a-Piperidina Sulfona were selected.

The degradation of the dentin collagen by the metalloproteinases (MMP)
compromises the stability of dental restorations, thus, their durability. For this reason it
was decided to apply the study to the inhibition of MMP present in the extracellular matrix
of dentin. It has been a strategy used to increase the stability and duration of the
restorations.

The mathematical expression that would allow the application of the method has
not been developed, although sufficient information has been collected so that the

methodology can be applied in a future project.

Keywords: dentin matrix metalloproteinases, metalloproteinase inhibitor, quantitative

structure-activity relations methodology and descriptors.
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INTRODUCAO

Os cuidados de saude oral surgem nos dias de hoje como um fator importante no
que respeita a preven¢do de patologias periodonticas. A Ordem dos Médicos Dentistas
apresenta Portugal como uma populacdo débil quanto a higiene oral, revelando que 90%
desta ¢ portadora de caries dentarias. Este tipo de patologia estd associada a degradagio
da dentina por parte dos acidos das bactérias cariogénicas, provenientes de uma
alimentagdo rica em hidratos de carbono (Ordem dos Médicos Dentistas, 2016).

A fermentagdo de agucares provenientes da dieta alimentar (glucose, sacarose e
frutose) por bactérias presentes na cavidade oral, nomeadamente Streptococcus mutans,
Streptococcus sobrinus e lactobacilos, resulta na libertacdo por estes microorganismos de
elevadas quantidades de acido lactico e, consequentemente, na acidificagdo do meio. Nao
havendo controlo do deposito de microorganismos a superficie do dente, designado de
biofilme ou placa bacteriana, a neutralizagdo do meio ¢ dificultada e este permanece
acido. Valores baixos de pH favorecem a dissolucdo da hidroxiapatite do esmalte do dente
(camada superficial, altamente mineralizada), com libertag¢do de ides calcio e ides fosfato
para o meio. Mantendo-se a presenca do biofilme na regido afetada, a desmineralizag¢do
do esmalte ndo ¢ revertida e evolui para lesdo caries, podendo mesmo originar cavitagao.
A evolugdo da doenga caries, normalmente por falta de controlo do biofilme, pode atingir
a dentina (Bertassoni, Habelitz, Kinney, Marshall, & Marshall. Jr., 2009). A dentina ¢
constituida por cerca de 70% de matéria inorganica, 20% de matéria organica, na sua
maioria colagénio, e 10% de agua. No tecido dentinario, as fibras de colagénio, que se
encontram associadas e dispostas de forma especifica, funcionam de molde para a
formag¢@o do mineral intra e interfibrilar (Y. Cao, Mei, Li, Lo, & Chu, 2014; George &
Veis, 2009).

A restauracdo das caries ¢ feita por preenchimento da cavidade, de forma a
reconstruir a morfologia do dente. Para este processo utilizam-se dois tipos de material,
amalgama ou resinas (S. Zhang & Kern, 2009). No caso de lesdes que atingem o tecido
dentindrio, a resina/amalgama utilizada na restauragdo tem de aderir a matriz de colagénio
da dentina desmineralizada, sendo assumido que as fibrilhas de colagénio desempenham
um papel importante na estabilizacdo e sustentagdo do material restaurador (Fig. 1) (Y.
Liu et al., 2011). Porém, as solugdes acidas dos produtos asséticos usados no tratamento
que precede a colocagdo da resina/amalgama ativa enzimas presentes na matriz

extracelular da dentina, enzimas esses designados genericamente por metaloproteinases
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(MMP) e que degradam moléculas de colagénio (Liu et al., 2011; Varun, Bindu,
Sivakumar, & Anna, 2012; S. Zhang & Kern, 2009). A degradagdo do colagénio
compromete a estabilidade das restauragdes, logo, a sua durabilidade. Por esta razdo, a
inibicdo das MMP presentes na matriz extracelular da dentina, tem sido uma estratégia
utilizada com o intuito de aumentar a estabilidade e a duragéo das restauragdes (Liu et al.,

2011; Zou, Jessop, & Armstrong, 2010).

Figura 1 - Representacdo esquematica da infiltragdo do adesivo de resina na dentina
desmineralizada. (RA) Adesivo de resina; (DT) Tubulos de Dentina; (PD) dentina
peritubular. Adaptado de Zhang e Kern, 2009

Estudos cientificos afirmam que as gelatinases, MMP-2 e MMP-9, s3o aquelas
que apresentam maior atividade, e maior relevancia nos problemas associados as
restauracdes dentarias, embora as MMP com expressdo na dentina sejam também a
MMP-3, MMP-8, MMP-10, MMP-14 ¢ MMP-20 (Liu et al., 2011; Merja Sulkala, 2004;
S. Zhang & Kern, 2009).

Existem ja varias moléculas descritas na literatura como inibidoras das MMP.
Porém, nenhuma delas revelou ser suficientemente especifica e eficaz para poder ser
considerada um candidato a farmaco. Este trabalho teve como objetivo aplicar um modelo
QSAR a inibidores das MMP (MMPi) de forma a identificar, dentro dos inibidores
descritos, a existéncia de um candidato a firmaco. Para tal foi feito um levantamento
exaustivo dos inibidores disponiveis na literatura no que diz respeito a estrutura quimica,
propriedades fisico-quimicas e atividade.

Os modelos quantitativos da relagdo estrutura-atividade (QSAR) usam modelos

matematicos para descrever a relagdo entre as propriedades fisico-quimicas de uma
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familia de compostos (compostos com a mesma base estrutural, o mesmo esqueleto
quimico) para identificar os grupos quimicos que mais eficazmente aumentam a atividade
farmacoldgica. Numa situagfo ideal, que passa pela existéncia de informacdo disponivel
sobre muitos inibidores, a aplicagdo de modelos QSAR a um grupo (grupo teste) finito
de moléculas identificadas como apresentando a atividade farmacologica pretendida,
moléculas essas que se relacionam estruturalmente por apresentarem um esqueleto
quimico comum e variando em um ou mais grupos quimicos substituintes destintos,
permite descrever matematicamente o efeito das propriedades fisico-quimicas desses
grupos substituintes na atividade inibidora. A expressdo matematica resultante pode ser
posteriormente aplicada a outras moléculas da mesma familia, ndo presentes no grupo
testado), incluindo moléculas néo sintetizadas, permitindo a defini¢cdo da estrutura com
maior probabilidade de originar uma atividade maior, ou seja, o melhor candidato a
inibidor. Assim, os modelos QSAR permitem a previsdo de um grande nimero de
compostos estruturalmente semelhantes, o que proporciona a oportunidade para que esta
técnica seja utilizada em varios campos no design de (Roy, Kar, & Das, 2014; R.
Todeschini, Consonni, & Gramatica, 2010).

Esta dissertagcdo procura melhorar a perce¢do da inibi¢do das MMP, que criam
dificuldades ao nivel da longevidade das restaura¢des dentdrias em endodontia, mais
especificamente no tratamento de caries. Procurou-se fazer o levantamento de toda a
informagdo necessaria para se proceder a analise do poder inibitério dos MMPi e dos seus
substituintes, recorrendo a modelos QSAR, que através de estruturas semelhantes, tem
em consideragdo parametros fisico-quimicos e o desempenho da sua atividade, com o
intuito de perceber grupos de interesse, tanto os Zinc Binding Group (ZBG) como os

substituintes, de relevancia para as MMP com atividade na dentina.

Metaloproteinases - MMP

O equilibrio entre as peptidases e os seus inibidores é de extrema importancia, ¢
com base neste balango que surge a prevengdo ou a terapéutica de determinadas doengas
(Rawlings, Barrett, & Finn, 2016). Designam-se por peptidases a familia de
metaloproteinases da matriz, as quais apresentam carateristicas estruturais semelhantes.
Sdo enzimas contendo zinco no centro ativo, com fungdes fisiologicas fundamentais.
Estas encontram-se diretamente ligadas a degradagdo proteolitica da maioria dos

componentes proteicos da matriz extra celular (ECM), embora desempenhem também um
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papel essencial em determinados processos biologicos, tais como a cicatrizagdo de
feridas, o crescimento de nervos, a remodelacdo Ossea, a remodelagdo ou reparagio
tecidular, a apoptose celular, a embriogénese, a morfogénese do 6rgdo e angiogénese
(Amialinei, Caruntu, & Balan, 2007; Visse & Nagase, 2003).

Através do MEROPS the peptidase database consegue-se constatar que o genoma
humano codifica um total de 24 MMP. Este apresenta duas formas de classificar as
familias das MMP, através do sistema de classificacdo nominal ou pelo uso de nomes

comuns, como se pode observar na figura seguinte.

Tabela 1 - Classificagdo das MMP da dentina, segundo as respetivas familias.
Classificagao da MMP Outras designagdes

MMP-2 | gelatinase A, 3/4 colagenase, 72 kDa gelatinase, matriz
metaloproteinase 2, colagenase tipo IV

MMP-3 | estromelisina 1, colagenase ativadora de proteinas, matriz
metaloproteinase 3, pro-colagenase, proteoglicanase, transina

MMP-8 colagenase 2, matriz metaloproteinase 8, colagenase neutrofila

MMP-9 | gelatinase B, 92 kDa gelatinase, gelatinase macrofaga, matriz
metaloproteinase 9, gelatinase neutrofila, colagenase tipo I'V, colagenase
tipo V

MMP-10 | estromelisina 2, matriz metaloproteinase 10, transina-2

MMP-14| atriz metaloproteinase 1 tipo membrana, matriz metaloproteinase 14,

matriz metaloproteinase, membrana tipo 1, MT1-MMP, MTMMP-1

MMP-20 | enamelisina, matriz metaloproteinase 20

Colagenases (MMP-1, MMP-8 e MMP-13), gelatinases (MMP-2 e MMP-9),
estromelisinas (MMP-3, MMP-10 e MMP-11), matrilisinas (MMP-7 e MMP-26), as
metaloproteinases do tipo membranar ou MT-MMP (MMP-14, MMP-15, MMP-16,
MMP-17 e MMP-24), e as outras. Estas ultimas sdo um grupo que associa a organiza¢ao
do dominio e preferéncia do substrato, como por exemplo a MMP-12 ¢ a MMP-28.
Atualmente ha referencias a mais de 27 peptidases, que se agrupam pelas 5 principais
familias, com afinidades para diferentes substratos presentes na ECM (Amalinei et al.,
2007; Rawlings et al., 2016).

As MMP sio geralmente sintetizadas na forma de proenzimas (pro-MMP), sendo
necessario uma ativacgdo proteolitica para que se tornem MMP ativas (Amalinei et al.,
2007; Jacob, 2003). Durante os procedimentos de restauracdo dentaria, a hipotese de
ocorrer um aumento da atividade colagenolitica ¢ elevada, devido ao facto de agentes
quimicos utilizados nestes processos estarem associados a ativagdo das MMP. Em

condi¢des normais, a regulagdo destas proteinas com base na sua atividade tecidular, ¢
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feita pelos Tissue inhibitor of metalloproteinase (TIMPs). Sdo inibidores naturais,
inespecificos, que em situagdes de caréncia ou falta de produgdo, o organismo pode
desenvolver diferentes patologias, ao nivel do cancro, artrites, doengas cardiovasculares,
doengas neurodegenerativas, periodontites, ulceracdo da pele, ulceras gastricas, fibrose
do figado, enfisema, entre outras (Amalinei et al., 2007; Kallakury et al., 2001; Visse &
Nagase, 2003).

As MMP, apesar de serem semelhantes estruturalmente, ao nivel da sua agéo
apresentam pormenores que as distinguem. Uma alteracdo estrutural causada pelo ligando
significa uma redu¢do da atividade colagenolitica, levando a inibi¢do da atividade da
MMP. Sendo as MMP uma referéncia nestas patologias, surgem como alvo principal de
estudos cientificos na atualidade, nomeadamente a relagdo entre a inibi¢do e os seus
inibidores. A area do cancro acaba por ser a mais explorada, embora o desenvolvimento
cientifico surja também nas patologias inflamatérias evasculares (Hu, Van den Steen,
Sang, & Opdenakker, 2007; Kallakury et al., 2001).

Como mencionado anteriormente, as MMP apresentam semelhangas estruturais,
mesmo que por vezes estas pertengam a familias distintas. Sao constituidas na sua maioria
por sequéncias de residuos de aminoacidos, que numa visdo global traduzem-se em
multiplos dominios estruturais, como se pode observar na imagem seguinte. As suas
estruturas primdrias apresentam um pré-péptido ligado a um prodominio na regido N-
terminal, seguido de um dominio catalitico (dominio CAT) (Maskos, 2005). Contudo, o
prodominio em N-terminal é essencial para a ativagdo da mesma, pois contém a presenga
de um switch de cisteina, uma sequéncia de aminoacidos (Pro-Arg-Cys-Gly-Xxx-Pro-
Asp), onde Xxx representa um qualquer residuo de aminoacido, que interage com o zinco
(Zn*") do centro catalitico, bloqueando o centro ativo e deixando a MMP no seu estado
de laténcia (Bode & Maskos, 2003; Visse & Nagase, 2003). O dominio CAT esta ligado
ao prodominio através de uma ligagdo que pode ser clivada, que em conjunto com a
quebra do switch de cisteina ao Zn”", origina a ativagdo da proteina. O dominio C-
terminal, dominio hemopexina, esta associado as ligagdes com o substrato (Amalinei et
al., 2007). O segmento peptidico denominado de regido /inker ou hinge, que traduz uma
ligacdo covalente entre o dominio CAT e o dominio PEX, serve entre outras coisas, para
garantir a estabilidade da proteina, e apresenta também um papel na degradacdo de
substratos mais complexos como o colagénio (Amalinei et al., 2007; Bode & Maskos,

2003; Maskos, 2005; Visse & Nagase, 2003).
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Figura 2 - Estruturas dos dominios das diferentes MMP, adaptado de Hu et al., 2007.

Existem determinadas particularidades na constitui¢io das MMP, que de certa
forma as tornam especificas, caso das MMP-2 e MMP-9, que possuem no seu dominio
CAT um conjunto de trés modulos de fibronectina tipo II, razdo pela qual formam
ligagdes mais estaveis com o colagénio (Kridel et al., 2001; Rowsell et al., 2002).

Em todas as MMP, o zinco catalitico, quando nfo esta ligado, encontra-se
coordenado no centro ativo a trés residuos de histidina num padrao sequencial His-Glu-
Xxx-Gly-His-Xxx-Xxx-Gly-Xxx-Xxx-His, em que Xxx ¢ um qualquer residuo de
aminoacido. Encontra-se ainda coordenado com uma molécula de agua, a qual estabelece
uma ligagdo de hidrogénio com o residuo de glutamato conservado na sequéncia acima
referida (Amalinei et al., 2007; Bode & Maskos, 2003). As MMP apresentam ainda na
sua estrutura um segundo ido zinco tetraédrico e dois ides calcio octaédricos, ligados
diretamente a cadeia polipeptidica mas nenhum deles partilhando aminoacidos-ligandos
com o zinco catalitico, sendo que estes metais parecem desempenhar apenas fungdes

estruturais (Maskos, 2005).
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E importante perceber o centro catalitico, j4 que 0 mesmo ¢é a base funcional da
enzima e perante as suas carateristicas ser possivel desenhar moléculas inibidoras da
atividade das MMP. A estrutura tridimensional do centro ativo do dominio catalitico pode
ser dividida em seis pockets, regides na sua maioria constituidas por aminoacidos com
afinidade para o inibidor e responsaveis pelo seu reconhecimento. Sdo designados de S1,
S2 e S3, quando situados a esquerda do zinco catalitico, e de S1°, S2” e S3°, se localizados
a direita do mesmo. No caso de substratos proteicos, a contagem ¢ feita de N-terminal
para C-terminal e as cadeias laterais que interagem mais proximo do metal assumem o
nimero 1, continuando a contagem para cada extremidade do substrato. A letra que se
utiliza para designar um grupo ligante do substrato ¢ a P, de modo que o grupo ligante P1
interaja com o pocket S1, P1> com o pocket S1°, e assim sucessivamente. E de salientar a
importancia da seletividade dos pockets do centro ativo para com os substratos a degradar
pelas diferentes MMP, assim como para possiveis inibidores (Turk, 2006). Pode-se ter
uma percec¢do da interagdo entre o inibidor e a MMP através da figura abaixo.

No que respeita a especificidade nas MMP, os pockets sdo os locais que a definem
e aquele que apresenta maior predominancia ¢ o S1’°, por apresentar diferencas no
tamanho e forma. Este revela uma carateristica importante para a sua atividade, que ¢ a
hidrofobicidade, a qual representa um parametro importante na interagdo com o inibidor
(Amialinei et al., 2007; Dormn et al., 2010; Pirard, 2007; Vargova, Pytliak, & Mechirova,
2012).

Substrato

Ligacdo
N-terminal

54 S3 S2 S1 ST S N3

Protease

Figura 3 - Representagdo esquematica da ligagdo de um substrato a uma protéase, adaptado de
Turk, 2006.

Ap6s a analise das MMP da dentina estabeleceu-se uma classificagdo consoante
as classes estruturais dos pockets S1°, onde se assume que as MMP-2, MMP-3, MMP-§
e MMP-9 apresentam semelhancas na profundidade deste. Estas caracteristicas
possibilitaram o desenvolvimento de inibidores com um P1’ profundo, que se veio

traduzir numa caracteristica de seletividade dos mesmos, como se pode observar na
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imagem seguinte. Quanto a analise do pocket S2’°, mostra uma elevada afinidade com P2’
hidrofébicos. O pocket S3°, situado na por¢do terminal do dominio catalitico apresenta
uma baixa interferéncia na seletividade do inibidor, pois P3’ tem uma a¢do modesta

(Dormn et al., 2010; Pirard, 2007).

Figura 4 — Esquema representativo da ligagdo do inibidor com a MMP, com interago no pocket
S1° profundo, adaptado de Supuran & Winum, 2009.

Para além das diferencas ao nivel das estruturas quimicas dos dominios cataliticos
das MMP, estas podem apresentar também diferencas conformacionais nos dominios ndo
cataliticos, e que afeta a ligacdo de substratos ou inibidores, e interfere com a seletividade
das varias enzimas. Derivado a enorme flexibilidade dos dominios das MMP, estas
alteragdes conformacionais podem ser intrinsecas a proteina ou ser induzidas pelos
diferentes substratos (Iyer, Wei, Brew, & Acharya, 2007). E importante real¢ar que uma
conformacdo fechada, leva a que a ligagdo do substrato a MMP nio se verifique, devido
ao centro ativo ndo se encontrar a descoberto, o que numa conformagdo onde este se
encontre parcialmente fechado a ligagdo torna-se possivel. No entanto existem excegdes,
como o caso da MMP-2 que interage com o ligando em qualquer das conformagdes,

intermédia, aberta ou fechada (E. I. Chen et al., 2002; Durrant, de Oliveira, &
McCammon, 2011).

Inibidores de Metaloproteinases - MMPi

Existem diferentes tipos de inibidores endogenos de metaloproteinases (MMPi),
a alfa 2-macroglobulina, os inibidores teciduais das metaloproteinases (TIMPs). Existem

também inibidores sintéticos, considerados exoégenos. Os MMPi enddgenos mais
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importantes, designados de TIMPs, formam um complexo de 1:1 com as MMP e sdo o
maior numero de inibidores no tecido. Existem outros, menos especificos ou com uma
resposta de inibi¢do mais baixa, como o caso da proteina -amiloide, ou um fragmento
C-terminal da proteina intensificadora de procolagénio-C-proteinase e a RECK, uma
glicoproteina ancorada a GPI. No entanto, os mecanismos de acdo destas proteinas ndo
sdo conhecidos, apesar de todas apresentarem atividade inibitdria com uma constante de
inibi¢do (K;) nanomolar ou micromolar (Vargova et al., 2012).

Quanto aos inibidores exogenos, durante anos foram concebidos e desenvolvidos
em laboratorios, tendo-se conseguido percorrer trés geracdes distintas (Nuti et al., 2009).
Estes podem ser classificados em duas largas classes de compostos, tendo em
considera¢do o modo de ligagdo. Os zinc binder inhibitors (ZBGs), ou os no binder
inhibitors (NBIs), estes ultimos tém a particularidade de ndo envolverem um quelante do
zinco na inibi¢cdo (Jacobsen, Major Jourden, Miller, & Cohen, 2010). Em ambas as
classes, a poténcia e seletividade dos inibidores dependem das cadeias péptido miméticas
(P1-Pn e/ou P1°-Pn’) interagirem com as regides cataliticas da enzima (S1-Sn e/ou S1°-
Sn”). Embora de uma perspetiva geral, os esfor¢cos da comunidade cientifica, nos tltimos
tempos, tenham sido direcionados para a criagdo de moléculas que inibam diretamente o
centro ativo (Pirard, 2007).

Inicialmente os MMPi baseavam-se numa sequéncia peptidica, que mimetizava o
substrato da enzima reconhecida pela metaloproteinase e no qual um grupo quelante ia
interagir com o ido de zinco do dominio catalitico, atuando por inibi¢do competitiva (Nuti
et al., 2009). Esse grupo quelante, como por exemplo o hidroxamato, ¢ designado de
ZBG, porque complexa diretamente como ido Zn>" (Jacobsen et al., 2010; Puerta &
Cohen, 2004). No entanto, a especificidade foi um dos fatores preponderantes na procura
da evolugdo destes MMPi, juntamente com a diminui¢do do seu espectro abrangente,
constantemente associado a falhas terapéuticas. Numa tentativa de minimizar estes
problemas, foram introduzidos diferentes ZBG, distintos dos hidroxamatos, tais como
retro-hidroxamatos, carboxilatos, tidis, barbituratos, fosfonatos, entre outros (Jacobsen et

al., 2010; Puerta & Cohen, 2004).
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Tabela 2 - Diferentes grupos de ligagdo ao Zinco (ZBG), adaptado de (Rao, 2005).

Nome Estrutura Referéncia
Hidroxamato H (Rao, 2005)
Hia” 2 "n""
[N
Hidroxamato reverso H (Rao, 2005)
Ly M o
a1
Carboxilato . ,IﬁTa (Rao, 2005)
0
Hidroxiureia H H (Rao, 2005)
2 &
i H ‘Tr“ e
ik
Hidrazida H (Rao, 2005)
- ‘T["'-
L]
Fosfato He, ,::' (Rao, 2005)
o
Fosfonato M (Rao, 2005)
- &
LS
Tiol e (Rao, 2005)
Tiol carbonilo ot /"-Tr»' (Rao, 2005)
¥
Tiirano Q‘L‘\ (Rao, 2005)
5
Di-tiol e _.-*\.T_..' (Rao, 2005)
SH
Sulfonil-hidrazida o BB (Rao, 2005)
w 07 1
=K b
BT
H ‘]rf
[§]
Hidroxissulfonamidas 0 (Rao, 2005)
£
W= O
Barbituricos . (Rao, 2005)
H \NI
L&)
Tiadizina _{"_‘_-“'“ s (Rao, 2005)
= M
Tiadiazol tiol HR = (Rao, 2005)
5 '—"F'-{-.. 5 .}L" WH
i
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Continuacio da Tabela 2.
Sulfodiiminas M, - (Rao, 2005)

Hidroxamato de n-butilo (Rao, 2005)

NH
[
-

Andlogos de Peridina @ (Rao, 2005)
Hi" -

Aminometilbenzimidazole M (Rao, 2005)
Fo

Embora estes novos compostos se tenham revelado menos potentes do que o
hidroxamato, pois considera-se que este se comporte como uma ligacdo bidentada
(Rowsell et al., 2002). Em contra partida a maioria destes inibidores ndo apresenta
especificidade, o que reproduz uma diminui¢@o na eficécia da terapéutica, enquanto que
outros apresentam outros problemas como a toxicidade (Dormn et al., 2010; S. Zhang &
Kern, 2009).

Com o intuito de contornar os problemas associados aos MMPi de primeira
geragdo, surgem os compostos ndo peptidicos, a segunda geragdo de inibidores com
grupos sulfonamida, exemplo do Prinomastat, que apresenta uma eficacia moderada. A
distinta vantagem deste mecanismo de acdo, passa pela modificagdo permanente do
centro ativo, alterando a conformacdo do mesmo, devido a formagdo de ligacdes
covalentes, impedindo a ligacdo a substratos. Foram levados a ensaios clinicos em
modelos de animais e embora ndo fossem demonstrados niveis de eficacia significativa,
demonstraram efeitos colaterais, como dor musculo-esquelética, anemia, entre outros.
Concluiu-se que os efeitos fossem oriundos da fraca seletividade das moléculas, o que
levaria a inibi¢do de diferentes MMP, tendo isso influéncia noutros mecanismos de
regulacdo do organismo, e originando assim novas doeng¢as ou agravando as ja existentes.
Ou seja, a baixa especificidade dos inibidores pode revelar toxicidade (H. Hashimoto et

al., 2011).
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A terceira gerago, remete-nos para inibidores que atuam nas MMP especificas de
cada doenga. Sdo muito mais exclusivos do que os anteriores, exemplo do SB-3CT.
Novos tipos de MMPi, com base em diferentes grupos alvo, como o tiol, hidroxipirona,
barbituricos, etc., tém sido descritos no desenvolvimento da especificidade dos mesmos,
apresentando a sua a¢do no pocket S1° da MMP alvo, com a particularidade de nfo
utilizarem um grupo quelante. Sdo compostos alostéreos, por norma moléculas longas
com anéis aromaticos, que originam deformagdes conformacionais do centro ativo por
interagdo com locais proximos a este (Jacobsen et al., 2010). Contudo, pensa-se que essa
elevada seletividade surja derivado a falta de energia na ligagdo dos grupos com o zinco,
cujas carateristicas sdo partilhadas por todas as MMP (Jacobsen et al., 2010).

Hoje em dia os estudos estruturais e funcionais revelam-nos pormenores através
dos quais conseguimos manipular a atividade das MMP, regulando desta forma as suas
acdes patoldgicas no organismo. Procura-se desenvolver a poténcia dos inibidores,
embora o desafio passe pela especificidade do mesmo. Derivado a esta problematica, a
nova linha de pensamento surge com o intuito de desenvolver MMPi onde se procura a
acdo alosteria sobre o dominio ndo catalitico que interage com o colagénio, aumentando
assim a especificidade desta inibi¢cdo. Com isto pode-se estar a emergir a quarta gerago
do desenvolvimento de inibidores de MMP (Supuran & Winum, 2009).

Outra sugestdo passa por seguir a linha de pensamento da inibi¢do endégena, dado
ser esta que regula a atividade das MMP in vivo. Isto porque este tipo de inibi¢do estimula
o interesse pelo seu conhecimento e desenvolvimento, pois sdo constituintes endogenos
do organismo e poderdo estar na reducdo de efeitos adversos. Porque o método destes
passa nao s6 pela inibi¢do do ido catalitico, mas também por estes se ligarem as MMP
através de ligacdes fracas noutros locais que ndo o centro ativo (Brew & Nagase, 2010;
Overall & Kleifeld, 2006).

Atualmente, e a titulo de curiosidade, apenas um derivado da doxicilina, o
Periostat, obteve aprovagio pela Food and Drug Administration (FDA), sendo este o
unico inibidor utilizado nos dias de hoje para o tratamento da periodontite (Durrant et al.,

2011).

Relagdes quantitativas estrutura-atividade - QSAR

O design de farmacos €, nos dias de hoje, um processo em constante evolugdo. A

ciéncia desenvolve e cria métodos de andlise, para que se consiga responder de forma
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rapida a conceg@o de novos farmacos (R. Todeschini et al., 2010). A metodologia QSAR
sdo uma metodologia de analise que relaciona conhecimentos de quimica, fisica, biologia,
toxicologia, matematica e estatistica. Apresenta uma elevada utilidade neste campo, pois
consegue relacionar e prever a atividade bioldgica, as propriedades quimicas e
toxicoldgicas dos compostos, permitindo correlacionar matematicamente estruturas de
compostos semelhantes (R. Todeschini et al., 2010).

O QSAR utiliza parametros fisico-quimicos (descritores) e recorre a algoritmos
para desenvolver uma expressdo matematica que descreva, quantitativamente, a
informagdo quimica e bioquimica relevante para atividade farmacologica de interesse. A
qualidade do estudo depende da fiabilidade e veracidade da informa¢do. Todos os
compostos tém de pertencer a mesma familia estrutural ou apresentar estruturas
quimicamente semelhantes, para que este seja valido (Roy, Kar, & Das, 2015). Assim,
pode utilizar-se o termo QSAR para designar estudos que desenvolvam uma relagdo
matematica que permita desenvolver ou prever comportamentos de grupos farmacéforos
e de novas moléculas.

Com isto, a metodologia QSAR pode ser descrita através da seguinte expressao,
onde a resposta da atividade bioldgica € igual aos atributos quimicos, os quais podem
descrever-se como a informagdo que se consegue obter da estrutura molecular, assim
como toda aquela que contempla comportamentos fisico-quimicos dos compostos apos

técnicas experimentais:

Resposta = f (estrutura quimica, propriedades fisico-quimicas) (1.1)

Esta expressdo permite-nos quantificar a informag¢do quimica disponivel,
correlacionando estes pardmetros para que se consiga obter uma resposta bioldgica.
Baseado nos diferentes conceitos e perspetivas da matematica que ¢ usada para
estabelecer modelos QSAR, consegue-se prever o comportamento de um grande numero
de compostos quimicos que ndo foram sujeitos a ensaios clinicos, ou até, mais
especificamente, de substituintes com influéncia na atividade. A disposicdo da
informagdo permite-nos alterar os compostos, para que se obtenham melhores
carateristicas. Nomeadamente o aumento da hidrofobicidade, aumento da atividade e
redu¢do do poder toxico, que traduzem uma otimiza¢do da resposta bioldgica (R.

Todeschini et al., 2010).
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O modelo de analise QSAR surge com determinadas vantagens que visam facilitar
o estudo cientifico, pois através de uma expressdo matematica relaciona conceitos
quimicos que se traduzem na atividade do composto, procura reduzir o uso de animais
em ensaios clinicos, através da facilidade com que se consegue prever o comportamento
quimico das moléculas. Utiliza uma base de dados, que pode ser trabalhada virtualmente,
facilitando as escolhas de descritores e compostos. Consegue reproduzir o mecanismo de
atividade do composto, pois trabalha com estruturas semelhantes. Descreve o
comportamento de grupos substituintes através dos algoritmos utilizados e procura a
otimizag@o de moléculas. Em contrapartida o método também apresenta limitagdes, sendo
a principal deste o facto de a abordagem do mesmo equacionar apenas conjuntos de
compostos idénticos, com exce¢do da substrutura quando codificadas com a varidvel
indicadora (Livingstone, 2000).

Desta forma, é possivel especificar o tipo de resposta que se pretende, dependendo

da equagio que utilizarmos. Ou seja, a equagdo especifica traduz-se por:

Y =a0 +alX1 +a2X2 +a3X3 + ... anXn (1.2)

onde Y ¢é a variavel dependente, que representa a atividade do inibidor. X1, X2, ..., Xn
sdo variaveis independentes das caracteristicas da estrutura quimica. Também podem ser
propriedades fisico-quimicas na forma numérica ou de descritores. E al, a2, ..., an sdo
contributos de descritores individuais para a resposta bioldgica, onde a0 representa uma
constante (Roy et al., 2014). A expressdo permite-nos quantificar a informagdo quimica
disponivel, de forma a correlacionar os parametros para que se consiga obter uma
resposta, descrita através do valor de ICsy ou do Kj, dependente da concentracdo do
inibidor, a qual expressa as suas unidades em termos molares (H, MM, uM e nM) (Cer,
Mudunuri, Stephens, & Lebeda, 2009). Desta forma obtém-se um conjunto de dados,
onde as linhas representam diferentes compostos quimicos com esqueletos estruturais
semelhantes, enquanto que as colunas apresentam as variaveis independentes de resposta,
que contemplam as propriedades quimicas, caso da hidrofobicidade, das interacdes
eletrénicas e interacdes estéreas (Livingstone, 2000).

Para que se apresente uma expressdo matematica valida a execugdo do estudo, é
necessario conhecer os algoritmos com que se decide trabalhar, ou, escolher
adequadamente os descritores a utilizar. Os estudos QSAR utilizam métodos estatisticos

para caracterizar a qualidade, estabilidade e validade dos modelos desenvolvidos.
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Contudo, a interpretagdo destes é de extrema importiancia e exige um conhecimento
avancado sobre matematica, estatistica e aspetos bioquimicos das moléculas, para que se
consiga perceber se 0 modelo e a resposta obtida se encontram no mesmo seguimento
(Livingstone, 2000).

Os parametros quantitativos, denominados descritores, correlacionam as
propriedades experimentais, com o intuito de obter um modelo QSAR estatisticamente
significativo. Estes caracterizam a informagao especifica de uma molécula, representado
valores numéricos que correlacionam a estrutura quimica, com as propriedades fisicas, a
reatividade quimica ou a atividade biologica (Livingstone, 2000).

Dos diferentes descritores existentes, que apresentam maior relevancia nas
caracteristicas fisico-quimicas sdo: o efeito hidrofébico, que nos descreve a atividade do
sistema biologico, pois mede o coeficiente de partigdo do n-octano/agua; o efeito
eletrénico, que inclui diferentes tipos de for¢a de dispersdo, complexos formados por
transferéncias de carga, interagdes ionicas, efeitos indutivos, ligagcdes covalentes, ligagdes
de hidrogénio, efeito de polarizacdo, propriedades cataliticas acido-base, todas com o
objetivo de facilitar a atividade biologica com o recetor; e o efeito estéreo, que traduz o
arranjo espacial das moléculas a trés dimensdes e também os grupos substituintes, o que
facilita a perce¢do da ligacdo aos pockets da MMP. A equacdo que se obtém desta
correlacdo analitica deve fornecer a compreensdo dos requisitos estruturais esséncias das
moléculas, que contribuem para a resposta bioldgica pretendida (Guha & Willighagen,
2012; Roy et al., 2014).

Os estudos QSAR séo divididos por dimensdes, em fungdo dos seus parametros de
avaliag¢@o. Na tabela seguinte pode observar-se a divisdo dos mesmos até a dimenséo 2D,
embora se tenha conhecimento, que ja foram desenvolvidos estudos com dimensdes

superiores.

Tabela 3 —Diferentes dimensdes dos estudos QSAR, com base nos seus descritores.

Dimensdo dos descritores Pardametros

0D - descritores | Propriedades da molécula.
1D — descritores | Grupos farmacdéforos.
2D — descritores | Topologicos;

Estruturais;

Propriedades fisico-quimicos.
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Descritores

Como ja foi descrito anteriormente um modelo QSAR expressa uma equagdo
matematica que correlaciona propriedades fisico-quimicas de moléculas experimentais,
através de parametros designados como descritores. S3o valores numéricos associados
com a constituicdo quimica, propriedades fisicas e a atividade bioldgica (Guha &
Willighagen, 2012).

Para se proceder a sele¢do dos descritores de um estudo QSAR ¢ necessario seguir
determinadas carateristicas, sendo as ideias para a constru¢do de um modelo QSAR valido
as seguintes: os descritores devem ser relevantes para uma ampla classe de compostos;
os descritores devem ser correlacionados com as respostas biologicas; o calculo do
descritor deve ser rapido e independente de propriedades experimentais; os descritores
devem reproduzir diferentes valores, mesmo que as estruturas moleculares apresentem
diferengas minimas; os descritores devem facilitar a interpretacdo quimica e fisica dos
compostos estudados (Roy et al., 2014).

Quanto aos parametros estruturais, sdo apresentados na tabela abaixo. Estes sdo
importantes, pois s3o o inicio da analise das moléculas, ja que a estrutura ¢ o ponto de

partida para a conce¢@o de novos farmacos.

Tabela 4 - Parametros estruturais, usados no desenvolvimento de modelos QSAR.

Parametros que definem a estrutura Definicdo

Centros quirais | Conta o nuimero de centros quirais (R ou S) na
molécula.

Peso molecular | Peso molecular de um composto quimico.
Ligagdes rotativas | Conta o nimero de ligagdes na molécula que tem
rotagdo e sdo consideradas importantes no mecanismo
molecular. Todas as que sejam terminadas com H sdo
descartadas.

Ligagdes doadoras de H | Conta o nimero de situagdes capazes de doar H.

Ligagoes aceitadoras de H | Conta o numero de situacdes capazes de aceitar H.

Outros descritores relevantes sdo os que representam as caracteristicas fisico-
quimicas, como a hidrofobicidade, estereoquimica ou eletroquimica e as estruturas. Sao

importantes porque afetam a atividade dos compostos e a nivel quimico refletem a
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hidrofobicidade e o carater estéreo dos substituintes que fazem parte das moléculas

(Livingstone, 2000).

Tabela S - Defini¢cdes dos parametros que definem a hidrofobicidade, utilizados nos modelos QSAR.
Parametros que definem a Definicoes

hidrofobicidade

Coeficiente de Parti¢do | 1oo P = log K. = log \n=octanol
0g 0g Kop = log Clagua

Onde C é a concentragdo do soluto na respetiva fase (dgua ou -
octanol). Normalmente, compostos que tem log P mais elevado ou
mais baixo do que 1, sdo considerados hidrofobicos ou hidrofilicos
respetivamente.
Constante de hidrofobicidade | sy =log Px—log Py

() | Onde Pye Py sdo os valores do coeficiente de parti¢do dos compostos
substituintes especificos, respetivamente. Um valor 7 positivo, indica
que o substituinte apresenta um carater lipofilico para a molécula e

vice-versa.

Tabela 6 - Defini¢cdes dos parametros que definem a natureza eletrénica, utilizados nos modelos QSAR.
Parametros que definem a Definicoes

natureza eletronica

Constante de Hammett | oy = log (Kx/Kp)

(para os substituintes) | Onde X é um substituinte, Ky e K sdo equilibrio ou a constante de
dissociacdo com e sem substituinte, respetivamente. Dois pardmetros,
On € O, sdo normalmente usados para representar os respetivos valores
dos substituintes meta e para num anel aromaético.

Constante da dissociagdo de | A constante de acidez pode ser explicada através da equagio:

Acidos _ [Tl
[HA]

a

Onde A'¢ a base conjugada do 4cido HA e H' ¢ o protdo. A funcio
logaritmica negativa (pK,) € usada para propor modelos e pode ser

definida como:

_ il
pKa —PH— IOg [HA]

Onde pH o logaritmo negativo da concentragdo do ido H', isto &,

pH=-log [H']
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Tabela 7 - ParAmetros que definem a natureza estérea, utilizados nos modelos QSAR.
Parametros que definem a natureza estérea Definicoes

Fator estéreo de Taft (E;) | Es = log Kx - log K,

Onde K, e Ky sdo a constante de hidrolisacdo de um
composto orgdnico com e sem substituinte X,
respetivamente. O pardmetro Es dd a medida do efeito
estéreo intramolecular dos substituintes.
Pardmetro estéreo de Charton (v) e raio | Charton descobriu que a constante estérea de Taft (Eg) é
de van der Waals | linearmente dependente do raio das ligagdes van der
Waals do substituinte, o que levou ao desenvolvimento do
parametro estéreo de Charton (vy). Taft também
descobriu que Eg, varia paralelamente ao raio do grupo de
atomos. O parametro estéreo de Charton pode ser definido
como, Vy = ry—rg = rx— 1.20. Onde ry e ry sdo os raios
minimos das ligacdes van der Walls do substituinte e do
hidrogénio respetivamente.

Refiatividade Molar | \ip — (ni—l) v
ne+2 p

Onde, n representa indice de refracdo, ME o peso
molecular e p a densidade molecular. A refratividade

molar indica o volume ocupado por um atomo ou grupo.

Todos estes descritores, referenciados acima, nas ultimas quatro tabelas, podem
servir para desenvolver um modelo QSAR. Sdo propriedades dos compostos que podem
ser traduzidas numa expressdo matematica, de forma a que se possa estudar o

comportamento destes ou dos seus substituintes.
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Materiais e Métodos

MATERIAIS E METODOS

Estratégia de pesquisa

A metodologia utilizada para a execugdo deste trabalho consistiu numa exaustiva
analise da literatura acerca do tema das metaloproteinases da dentina, dos seus inibidores
e dos métodos de desenvolvimento e analise de novos compostos e dos seus substituintes.

A primeira etapa consistiu na recolha de informacéo da base de dados de proteinas,
designada de MEROPS the peptidase database, que contempla uma série de informagio
acerca das peptidases, substratos e inibidores das diferentes MMP. Iniciou-se a
construcdo da tabela com os inibidores, a familia a que pertencem, a estrutura, informagao
acerca da capacidade inibitdria e determinadas propriedades fisico-quimicas. Através do
PubChem, outra base de dados de elementos quimicos, conseguiu-se complementar a
informagdo em falta, como estruturas e também encontrar informacao alusiva a alguns
parametros fisico-quimicos. Seguidamente, procedeu-se a uma pesquisa sistematica de
artigos cientificos no PubMed, SAGE Journals Online, SciELO, ScienceDirect, Wiley
Online Library, NIH — U.S. Department of Health and Human Services, de forma a
selecionar o maior nimero de informagdo que possa ser incluida neste trabalho. Para
complementar esta informa¢do realizou-se uma pesquisa mais especifica sobre os
compostos nas bases de dados, BindingDB, ChEMBL, ChemSpider, IBM, SCRIPDB,
SureCheEMBL, ChemAxon, DrugBank e Shangai Institute of Organic Chemistry.

Métodos de analise de compostos

Apbs o levantamento de toda a literatura, num total de 419 artigos cientificos,
excluiram-se os artigos que ndo contemplavam o contetdo pretendido, como inibidores,
descri¢do da sua atividade e propriedades quimicas, elegendo-se 72 artigos cientificos
sobre compostos suscetiveis de serem estudados, possibilitando assim a construgdo de
uma tabela com 696 moléculas, a qual contempla diferentes classes de inibidores e os
valores da sua atividade expressos em K;, ICsy ou pICsy, embora seja apresentada apenas
a tabela contendo os compostos que demonstraram atividade para pelo menos uma MMP

da dentina.
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Resultados e Discussdo

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas tabelas seguintes, Tabela 8, Tabela 9 e Tabela 10, apresentam as familias
selecionada para o estudo QSAR, tendo a escolha sido feita com base na especificidade
dos inibidores para as MMP da matriz da dentina. Sdo apresentadas, para cada familia
estrutural de inibidores, os derivados descritos, as estruturas quimicas, os valores de
atividade determinados e as propriedades fisico-quimicas e estruturais disponiveis, as
quais representam os descritores pretendidos para o estudo QSAR.

No design de farmacos assume-se que uma maior interagcdo do farmaco (inibidor)
com o alvo terapéutico (MMP) estd associado a uma maior estabilidade do complexo
farmaco-recetor e que se reflete numa maior da atividade farmacologica. Todos as
propriedades do inibidor que afetem a atividade (descritores da atividade) devem ser
consideradas, podendo-se considerar apenas algumas no caso de projetos menos
ambiciosos, como o presente, em que apenas se pretende definir uma familia com algum
potencial para poder ser considerado um composto de partida e ndo necessariamente um
candidato a farmaco. A atividade, pode ser descrita através do valor de /Csp ou do K;. O
valor de ICsy depende da concentragcdo do inibidor, da enzima alvo e do respetivo
substrato. No entanto, o K; traduz uma quantidade termodindmica intrinseca que ¢
independente do substrato, embora dependa da enzima e do inibidor. E possivel com o
valor de ICsy determinarmos o K;e vice-versa. Embora as equagdes associadas a esta
conversdo dependam do mecanismo de inibi¢do, que para o tipo de interagdo que se
pretende, real¢a-se a inibi¢do competitiva, dado ser aquela que nos proporciona uma

inibi¢do reversivel (Cer et al., 2009). A equagdo que traduz uma inibi¢do competitiva é:

seS=Km, K; =1C5y/2
Ki=—50 Jse S>> Km, K; <ICsy/2
Gem™ \seS < Km, K, =1Csq/2

E para o caso de inibidores mais fortes,

E
_ (ICs50—)

)

i
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Resultados e Discussdo

Para se desenvolver novas moléculas de um inibidor de MMP ¢ necessario perceber
concretamente aquilo que se pretende. E preciso compreender o mecanismo de agdo ¢ a
forma de interagdo, para que se consiga prever o comportamento do MMPi. Contudo, tem
de se ser claro e conciso naquilo que se pretende. Se o objetivo passar pelo
desenvolvimento de um composto com um espectro de agdo mais abrangente, que consiga
inibir varias MMP ao mesmo tempo, este ndo poderd ser demasiado especifico, pois
perderia o seu largo espectro de ag¢do. Nao podera demonstrar uma elevada poténcia de
inibi¢do para uma determinada MMP, porque acabaria por destacar a afinidade por uma
s6 enzima. Para o objetivo de uma agdo de largo espetro, exclui-se a elevada afinidade e
potencia do inibidor para com uma MMP especifica. Contudo, através de analises
estruturais especificas consegue-se visualizar que existem muitas semelhangas na
constitui¢do organizacional das metaloproteinases da matriz da dentina, apresentado
diferengas entre elas apenas em determinados residuos de aminoacidos ou na
profundidade e abertura de alguns pockets. Com esta perce¢do, € possivel selecionar os
MMPi que no seu ambito geral apresentem afinidade para o conjunto de MMP da dentina,
sem que numa primeira abordagem exista a necessidade de estabelecer pontos de ligacdo
as particularidades que caraterizam a especificidade entre estas MMP. Esta abordagem
remete para a elaboracdo de uma MMPi de largo espectro, em que na primeira fase do
desenvolvimento ndo demonstraria uma poténcia elevada. Porém, a potencia remete-nos
para outro aspeto importante a considerar, relacionada com uma destabilizag@o excessiva
de um processo natural, finamente controlado bioquimicamente e que cuja modulagio
externa por farmacos por si so sera logicamente tdo mais drastica quanto mais dificuldade
0 organismo tiver em repor o seu equilibrio. Isto porque quanto mais dificil para o
organismo reverter o processo inibitorio, maior o nimero de vias metabolicas acionadas
pelo mesmo com vista a reposi¢do do equilibrio inicial. Os inibidores irreversiveis, que
se ligam aos alvos terapéuticos por ligagdes fortes, geralmente covalentes, sdo um
exemplo de inibidores que embora muito potentes, os efeitos secundarios moleculares
normalmente associados ao seu uso, com expressao fenotipica pelo menos numa primeira
fase silenciosa, sdo inibidores a evitar a partida. A maioria dos MMPi ligam-se ao id0
zinco no centro ativo das MMP (ZBG) e as liga¢des de coordenacdo a metais sdo de
natureza covalente. Porém, ndo nos podemos esquecer que o presente trabalho se
enquadra num contexto para uso topico, em restauragdes dentéarias que envolvam lesdes
por caries na dentina, dentina esta com uma baixa percentagem de matéria organica.

Assim, embora normalmente os inibidores que se ligam covalentemente aos recetores
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Aplica¢do de modelos QSAR no design de farmacos

terapiticos sejam excluidos dos estudos de design de farmacos, principalmente quando
se desconhece a capacidade de reversdo do processo pelo organismo, no presente trabalho
optou-se por manter os inibidores que se ligam ao zinco.

A intera¢do farmaco-recetor ocorre no dominio catalitico, através de inibidores que
interagem com os pocktes e com o Zn*, os quais estabelecem ligagdes de van der Waals
no primeiro caso e intera¢des complexas no segundo. O mecanismo catalitico envolve um
ataque nucleodfilo por um inibidor, que se encontra polarizado, formando o complexo
Michaelis com o zinco catalitico (Bertini et al., 2006). Posto isto, consideramos todos os
compostos encontrados como suscetiveis de serem analisados, com o intuito de se
encontrar uma estrutura base que permita desenvolver um MMPi com afinidade para as
MMP com a¢do na dentina.

As 696 moléculas encontradas foram agrupadas por familias estruturais e por
valores de atividade. Embora alguns inibidores ndo apresentem atividade para todas as
MMP mencionadas, tal significa apenas que os mesmos nio foram estimados. Pode-se
observar na tabela 8, as moléculas com respetiva atividade, embora se tenha optado por
colocar apenas os inibidores que contemplam a atividade para pelo menos uma MMP da
dentina, excluindo assim os outros.

Apbs a selegdo da classe de inibidores com o maior espetro de a¢do, optou-se por
selecionar os compostos que tém elevada poténcia. Perante mecanismos de inibi¢do
competitiva, em que a acdo ¢ reversivel, a probabilidade de se desenvolverem reacdes
adversas diminui. Com esta abordagem, o farmaco pretendido teria de ter caracteristicas
especificas, como acdo de inibi¢do sobre todas a MMP da dentina e a0 mesmo tempo
elevada poténcia de inibicdo.

Os compostos apresentados nas tabelas 9 e 10 foram selecionados tendo em
considera¢do a linha de pensamento que se explicou acima, para o desenvolvimento de
compostos com afinidade para o grupo de MMP da dentina, a MMP-2, MMP-3, MMP-8,
MMP-9, MMP-10, MMP-14 e MMP-20. Embora alguns inibidores apresentem atividade
para MMP de outras familias, ndo relevando uma atividade potente ou até¢ mesmo uma

inatividade.
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Quanto aos descritores apresentados nas tabelas anteriores, foram aqueles que dos
parametros estruturais, hidrofobicos, fisico-quimicos e estéreos descritos na literatura, sdo
esséncias para a criagdo da expressdo matematica para a aplicacdo numa metodologia
QSAR. Contudo néo foi possivel fazer o levantamento de toda a informag&o sobre todos
os descritores dos compostos, devido a algumas das informagdes no terem acesso livre
nas bases de dados selecionadas como referéncia. A informacéo relativa aos descritores
mais especificos, como a constante de hidrofobicidade (st), que descreve o caracter
lipofilico dos grupos substituintes, a constante de Hammett (), que esta relacionada com
a capacidade de ioniza¢do dos grupos substituintes, o fator estéreo de Taft’s (Ej),
relacionado com o tamanho e volume dos grupos substituintes e o parametro estéreo de
Charton’s (v) que representa uma constante linearmente dependente do raio das ligagdes
van der Waals, t€ém de ser selecionados individualmente consoante a o grupo substituinte
que se pretenda utilizar. Este ultimo parametro ndo foi considerado.

Como mencionado anteriormente, o mecanismo de inibi¢do depende de dois fatores
preponderantes, a ligagio ao idio Zn®" catalitico através de uma inibi¢do competitiva e a
interagdo com as regides cataliticas da enzima, de S1 a Sn ou de S1’ a Sn’, através de
liga¢des van der Waals, ligag¢des fracas, ndo covalentes, com os residuos de aminoacidos
dos pockets que determinam a seletividade (Pirard, 2007). O grupo hidroxamato, revelou
ser o0 ZBG mais potente, comparativamente aos outros que foram desenvolvidos ao longo
dos anos (Rowsell et al., 2002). Para o composto selecionado juntaram a base
hidroxamato, uma sulfona, o que remete a molécula para uma base de hidroxisulfonamida
aumentando o volume estéreo. Esta alteragdo favoreceu a abertura do pocket S1° na
MMP-3 e aumentou a seletividade para a MMP-2, MMP-9 e MMP-14 (Matziari, Dellis,
Dive, Yiotakis, & Samios, 2010).

Quando se sujeitam as MMP a estudos analiticos tridimensionais consegue-se
perceber qual a constituicdo, o dominio catalitico, os tipos de ligagdes e até os
mecanismos cataliticos associados a estas. As regides cataliticas revelaram extrema
importancia para a atividade do inibidor, pois sdo estas que revelam a especificidade da
MMP, dos quais o pocket S1°¢ aquele que apresenta maior influéncia, pelas carateristicas
hidrofdbicas e profundidade (Vargova et al., 2012). Com isto percebe-se que os inibidores
que atuam no lado direito do zinco catalitico apresentam maior influéncia, demonstrando

uma elevada poténcia de inibi¢do (Supuran & Winum, 2009).
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Aplica¢do de modelos QSAR no design de farmacos

Como referenciado na introdugdo, as MMP-2, MMP-3, MMP-8 ¢ MMP-9
apresentam semelhancas na profundidade do pocket S1°, possibilitando a introdugfo de
grupos substituintes P1’ hidrofébicos e de cadeias longas. Sendo esta particularidade
comum, existe a possibilidade de desenvolver um inibidor especifico destas MMP. Com
tudo, uma carateristica idéntica nas MMP-3 e MMP-14 sio os longos e abertos pockets
S1°, que também ajudam na seletividade do inibidor (Supuran & Winum, 2009). O pocket
S2’ tem afinidade para moléculas hidrofobicas também, embora este se apresente como
pequeno e pouco profundo, sendo esta uma carateristica de afinidade para as MMP-2,
MMP-3, MMP-8 ¢ MMP-9. O S3’ apresenta uma a¢do modesta e de pouca relevancia
para a especificidade e poténcia do inibidor (Dormn et al., 2010).

O desenvolvimento e a jun¢do de grupos substituintes as estruturas de inibi¢do do
130 metalico, veio permitir conjugar a acdo dos dois mecanismos, aumentando a
especificidade e poténcia da interacdo com o dominio catalitico que interage com o
colagénio (Jacobsen et al., 2010). Os grupos substituintes que demonstraram maior
atividade neste processo foram os anéis aromaticos, os quais podemos observar na
estrutura base, assim como em alguns grupos substituintes das moléculas escolhidas
(Jacobsen et al., 2010).

De um modo geral o grupo P1 surge com o intuito de aumentar a disponibilidade
oral do composto. Quanto ao grupo P1’ remete para a seletividade e atividade do inibidor,
os grupos P2’ e P3’ podem variar, no entanto ndo podem ser muito volumosos devido ao
fato de estes diminuirem a disponibilidade oral (Supuran & Winum, 2009).

Apds o levantamento de informagao dos descritores associados, relativo as familias
a-Tetrahidropiranil Sulfona e a-Piperidina Sulfona, com as carateristicas acima descritas,
pode-se num futuro, proceder a execugdo de um estudo QSAR. Este tem como objetivo
aprimorar o design do inibidor ideal para inibir a acdo das MMP nas restauracdes

dentarias aumentado dessa forma a durabilidade das mesmas.
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Conclusdo

CONCLUSAO

A importancia deste trabalho surge no ambito da Medicina Dentéria e na sua
aplicacdo direta, embora a maioria dos estudos relacionados com as MMP tenham sido
desenvolvidos para aplicagdo noutras areas clinicas. Sendo as metaloproteinases da
matriz da dentina enzimas ligada a regulagdo de processos bioldgicos e a agdo
colagenolitica da dentina aquando da presenca de caries dentarias, surge a necessidade de
desenvolver mecanismos ou moléculas de inibi¢do das MMP, para que se consiga parar
a degradacdo do colagénio que esta ligado a durabilidade das restauragdes dentarias.

Para se estabelecer a melhor abordagem ao tema, foi necessario adquirir
conhecimentos sobre quais as metaloproteinases da matriz da dentina (MMP-2, -3, -8, -
9, -10, -14 e -20), as suas carateristicas estruturais, os seus mecanismos de a¢o, os seus
inibidores e os seus mecanismos de inibigdo. Apds isto foi possivel estabelecer
teoricamente a molécula ideal, ou aquela que melhor responde ao problema da inibigao.

Tendo em consideragdo a constituicdo das MMP, percebe-se que o inibidor tem
de estabelecer uma inibi¢do competitiva, interagindo com o dominio catalitico da enzima,
o qual contempla o ido Zi*" catalitico e as suas regides adjacentes, os pockets S1> a Sn’ e
S1 a Sn. Apods a interpretacdo destas carateristicas conclui-se que a nova molécula deve
apresentar caracteristicas especificas, como um esqueleto que se ligue fortemente ao
zinco. Os grupos substituintes P1’ tendem a ser volumosos e hidréfobos, grupos P2’
também hidréfobos e o grupo P3” acaba por ter uma influéncia minima na interagdo com
a MMP. O grupo P1 representa a disponibilidade oral do composto.

Para o desenvolvimento de novos compostos, surgem técnicas capazes de ajustar
e modificar a quimica dos compostos proporcionando uma enorme oportunidade para o
design de novas moléculas. O paradigma do processamento destes novos produtos
envolve passos dispendiosos e demorados, que podem ser facilmente racionalizados
usando uma metodologia de relagdes quantitativas estrutura-atividade QSAR. Esta
metodologia permite, através da otimiza¢do de propriedades quimicas, aumentar a
seletividade e poténcia das moléculas. Além disso, a metodologia QSAR tem aplicag¢des
profundas no tipo de avaliagdo de risco, considerando a contratacdo minima de questdes
éticas.

Os conceitos do modelo QSAR, correlacionam parametros fisico-quimicos
traduzidos numa expressio matematica, a qual da a possibilidade de prever

comportamentos moleculares. Os parametros fisico-quimicos das moléculas sio
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designados de descritores, 0s quais se apresentam como elementos cruciais ao
desenvolvimento da expressdo. O diagnostico final das caracteristicas quimicas, € exposto
na forma de nimeros quantitativos, que permitem a identificagdo do mecanismo de agdo
de uma determinada interacdo farmaco-recetor. Embora ndo estivesse no ambito deste
trabalho, o desenvolvimento da expressdo matematica para a continuagdo do estudo
QSAR.

Este trabalho incidiu unicamente na selagdo das familias de compostos com uma
atividade inibitoria potente, nomeadamente as familias a-Tetrahidropiranil Sulfona e a-
Piperidina Sulfona. Apresentando estas seletividade para as diferentes metaloproteinases
da matriz da dentina descritas anteriormente. Adquirindo-se assim informacgao tedrica
sobre 0s compostos com acdo inibitoria sobre as MMP, de forma a que através de uma
futura aplicagdo QSAR se consiga prever o design do farmaco ideal. Ou seja, numa
perspetiva futura, ha a possibilidade de dar continuidade ao trabalho desenvolvido

realizando a aplicagfo pratica de um estudo QSAR.
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