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Abstract: In this work, a molecular modeling study of N-arylanthranilic acid derivatives with inhibitory
action on the Cathepsin L enzyme in presented. Firstly, a 3DQSAR study was carried out in order to identify
the most important molecular fields, in particular those formed by the C=0, C—O—C and —NO2 groups, by
which the experimental biological activity data were satisfactorily predicted through the correlation (R? =
0.99) and determination (Q? = 0.66) coefficient values. In agreement with the noncompetitive inhibition
mechanism, the molecular docking calculations revealed that preferential interactions pose outside of the
Cathepsin L active site. The correlation between the docking scores and biological activity data are fairly
linear, indicating that the strongest and weakest bonded compounds are those with highest and lowest

biological activities, respectively.
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1. INTRODUCAO

A aterosclerose ¢ uma condicdo inflamatoria
crénica ocasionada pela formagdo de placas ou
ateromas constituidos por lipidios ou tecidos fibrosos
dentro dos vasos sanguineos [1-3]. Uma das rotas
bioguimicas preferenciais para o tratamento da
aterosclerose é a inibicdo das proteases de cisteina ou
catepsinas lisossomais [4]. Dentre a classe das
catepsinas conhecidas, € bem estabelecido que
algumas se originam nos lisossomos, mas também
podem se acumular em outros tecidos, sendo
exatamente através destes que a aterosclerose pode se
desenvolver [5-6]. Segundo Brémme e coautores [7],
a perda de elasticidade em tecidos vivos deve ser
motivada pela Catepsina L, conforme também
demonstrado nos trabalhos de Turk e colaboradores

(8].

Na proposta de obter novos inibidores das
Catepsina L e V, Vieira e Corréa junto a seus
colaboradores [9] investigaram a atividade (Tabela 1)
de uma série de derivados de acidos N-arilantranilicos
(Figura 1). Os compostos foram sintetizados através
de uma reagdo de Ullmann [10] sob irradiacdo de
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micro-ondas. Os ensaios de inibicdo das enzimas
Catepsina L e V mostraram um mecanismo nao
competitivo.
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Figura 1. Scaffold de derivados dos acidos N-
arilantranilicos com a indicagdo dos grupos
substituintes R1, Rz, Rs3, Rs € Rs [9].

Com base nos resultados experimentais de
cinética de reacdo, bem como pela necessidade de
conhecer 0s potenciais sitios de ligagcdo, no presente
trabalho foi desenvolvido um estudo de modelagem
molecular da série de 17 congéneres dos &cidos N-
arilantranilicos (Figura 2) [11-15]. Independente do
alvo biolégico, os modelos de regressdo conhecidos
como QSAR (do inglés, Quantitative Structure-
Activity Relationship) [16] bidimensionais apresentam
uma vasta diversidade, embora metodologias
multidimensionais tenham sido cada vez mais
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utilizadas [17]. Dentre estas, o0 protocolo
tridimensional, ou QSAR-3D, é um dos mais
difundidos [18-19], cuja concepcéo esta na utilizacdo
de descritores de natureza lipofilica, eletrbnica e
estérica originados do alinhamento das estruturas
tridimensionais da série de congéneres. Com este
alinhamento so gerados estatisticamente 0os campos
moleculares [20], os quais mimetizam 0s grupos
farmacoféricos mais importantes para a acdo
bioldgica de toda a série estudada. Concernente a
modelagem dependente do alvo biolégico, o docking

molecular [21] também tem sido muito utilizado na
projecdo de novos compostos, em particular aqueles
com acdo na protease Catepsina, conforme
documentado por Bromme e colaboradores [22]. Na
pratica, a importancia dos estudos de docking
molecular esta na identificacdo ndo apenas dos sitios
ativos enzimaticos mais importantes, mas também das
interagdes intermoleculares hidrofilicas e lipofilicas
gue norteiam o processo bioquimico de inibicdo da
Catepsina L.

Tabela 1. Valores de ICso e plCsp para o conjunto de 17 congéneres do acido N-arilantranilico.

N Compostos 1Cso(uM) pICso N Compostos 1Cso(uM) plCso
1 5a 7,2 51 10 5j 2,1 57
2 5b 5,7 5,2 11 5k 50 4,3
3 5¢c 26 4,6 12 51 50 4,3
4 5d 50 43 13 5m 50 4,3
5 5e 2,5 5,6 14 5n 18,2 4,7
6 5f 45 4,3 15 50 7,2 51
7 59 50 4,3 16 5p 11 49
8 5h 43 4.4 17 5q 3,2 55
9 5i 2,9 55 — — — —

2. DETALHES COMPUTACIONAIS
Geometrias otimizadas e alinhamento molecular

A otimizacdo das 17 estruturas derivadas do
acido N-arilantranilico (Figura 2) foram teoricamente
obtidas no nivel da teoria B3LYP/6-31G(d,p) com
todos os calculos processados pelo software Gaussian
03W [23]. O alinhamento molecular foi realizado com
os softwares OpenBabelGui [24] e Open3DAlign [25-
26]. Para o alinhamento todas as estruturas foram
consideradas rigidas [25, 33].

Construcéo de modelos de QSAR

De acordo com os dados de atividade bioldgica
em termos de 1Csp e plCso listados na Tabela 1, os
modelos de QSAR-3D foram construidos pelo
software Open3DQSAR [27]. Dos 17 derivados do
acido N-arilantranilico, 14 foram distribuidos como
pertencentes ao conjunto de treinamento enquanto 3
ao conjunto teste (Estruturas 5d, 5j e 50 da Tabela 1),
0s quais apresentam valores baixos, moderados e altos
de pICso. As ilustragbes dos mapas de campos
moleculares foram geradas através do software Pymol
1.3 [28].

Calculos de docking

Para a simulacdo de docking molecular foi

utilizado o software AutoDock 1.5.6 [29], cuja
estrutura cristalogréfica da enzima Catepsina L foi
obtida através do acesso ao Protein Data Bank [30]
inserindo o cddigo PDB = 3BC3 [31]. Na simula¢do
de docking, considerando 0 mecanismo nhdo
competitivo previamente descrito, a enzima ja sem o
ligante foi colocada inteiramente dentro do gridbox,
com espacamento minimo de 3,375 A. A visualizagio
dos resultados de docking foi feita com o software
Discovery Studio Visualizer 4.0 [32].

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 QSAR-3D

De acordo com o alinhamento apresentado na Figura
3, em geral observa-se que os anéis fenil-benzoicos,
fenil-amino e benziloxi, como também o0s grupos
—NH e —CO se mantiveram no mesmo plano. No
procedimento estatistico, foram necessarias trés
componentes principais que alcancaram 99,46 % da
variancia explicada para o conjunto de dados. Para a
constru¢do do modelo de QSAR-3D, o algoritmo dos
minimos quadrados parciais ou PLS (do inglés,
Partial Least Squares) [33-35] foi utilizado, gerando
coeficientes de determinacdo R? = 0,99 e RZgpredicio) =
0,83 para o conjunto de treinamento (14 estruturas) e
teste (3 estruturas), respectivamente. Para a validacéo
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cruzada, o coeficiente de determinacgéo do conjunto de
predicdo apresentou o seguinte valor Q2 = 0,66. O
valor do desvio padrdo da validacdo cruzada do
conjunto de teste ou SPRESS (do inglés, Predicted
Residual Sum of Squares) apresentou um valor de
0,29 [36]. Conforme os valores dos residuos menores
que 0,07 e de acordo com Lima Neto et al [37], em
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que a alta capacidade de predi¢do de novos derivados
biologicamente ainda mais potentes foi estabelecida
pelos valores de Q% > 0,5 e também R? > 0,9 bem
como RZpreqy > 0,7. Observa-se que os resultados
obtidos neste trabalho estdo em total conformidade
com estes valores de referéncia.
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Figura 2. Congéneres do &cido N-arilantranilico.

cuja relacdo é graficamente ilustrada pela Figura 4 e
matematicamente validada pela equacdo (1), a qual
gerou um coeficiente de correlacéo de 0,95:

A Tabela 2 lista os valores experimentais ou
observados (obs) e preditos (pred) de plCso para a
série dos 17 derivados do &cido N-arilantranilicos,

pICsoredito) = 0,90.pICso(observadoy + 0,41 / R2=0,95 (D)
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Figura 3. Alinhamento do conjunto de 17 derivados do &cido N-arilantranilico.

Tabela 2. Valores observados experimentalmente e preditos pelo modelo QSAR-3D.

N Compostos (%Ir(;’;o) ;z;bcs;) Residuo N Compostos (%Irigo) ':()(I)Es)‘) Residuo
1 5a 5,16 5,14 0,02 10 5j 5,27 5,68 -0,41
2 5b 5,20 5,24 -0,04 11 5k 4,34 4,30 0,04
3 5c 4,65 4,58 0,07 12 S 4,30 4,30 0,00
4 5d 4,30 4,30 000 18 5m 4,29 4,30 -0,01
5 Se 5,57 5,60 003 14 5n 4,76 474 0,02
6 Sf 434 4,35 001 15 50 4,93 5,14 0,21
l 59 4,22 4,30 008 16 5p 4,94 4,95 -0,01
8 Sh 4,37 4,37 0,00 17 q 5,49 5,50 -0,01
9 Si 5,56 5,54 0,02 — — _ _ _
5,80
5,60 Uma das etapas da proposicdo do modelo de
— 540 | QSAR-3D concerne a localizagdo de grupos
% 5,20 | farmacoféricos responsaveis pela atividade bioldgica
5 5,00 - da série de congéneres mediante a diagramacéo dos
08 4,80 4 Campos de Interacdo Molecular ou MIFs (do inglés,
S 460 4 Molecular Interaction Fields) [38]. Estes campos s&0
4,40 1 resultantes das interagbes entre uma sonda padro
20

4,20 4,40 4,60 4,80 500 520 540 560 580
p|cso(observado)
Figura 4. Correlacdo entre os valores de plCso
preditos e observados. Conjunto de treinamento (bolas
vermelhas) e conjunto teste (tridngulos azuis).

DRY e outra CHs;* [39] e o conjunto de moléculas
alinhadas no grid tridimensional de 1,0 A. Como
resultado, na pratica tem-se as contribuices das
interagbes de natureza estérica e elestrostatica
representadas pelas energias de van der Waals e
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coulébmbica, respectivamente. Com o objetivo de
reduzir a colinearidade entre os descritores bem como
eliminar aqueles que ndo possuem informacGes
relevantes para o modelo, utilizamos variancia
inferior a 1,0 e baseados no campo de forca MMFF4

[40], as regibes que representam as contribuices
estérica e eletrostatica foram definidas entre 30 e -30
kcal.mol. Perante estes critérios, foram gerados os
mapas de contorno apresentados nas Figuras 5(a) e
5(b).

Figura 5. Isosuperficies dos campos moleculares estéricos (a) (positivo = verde e negativo = amarelo) e
eletrostaticos (b) (positivo = azul e negativo = vermelho) do modelo QSAR-3D.

Na isosuperficie representada na Figura 5(a),
as areas amarelas, onde se localiza o grupo —COOH,
sdo regibes em que a substituicio por grupos
volumosos contribuem negativamente para a atividade
bioldgica. Em contra partida, nas regiGes verdes,
grupos volumosos sdo muito favordveis para
contribuirem  positivamente para a atividade
bioldgica. Com relagdo a Figura 5(b), os contornos
em vermelho representam regides nas quais a
presenca de grupos doadores de densidade eletrénica
aumenta a atividade, enquanto que, em geral, nas
regifes destacadas em azul, a presenca de grupos

deficientes de elétrons aumenta a atividade bioldgica.
As informagdes contidas na Figura 5 estdo de acordo
com 0 que se observa experimentalmente ao se
comparar os valores de 1Csp, conforme documentado
por Marques et al [9] que 5i e 5j sdo 0s compostos
mais potentes. Nestes, a presenca do grupo naftil
cumpre os requisitos estérico e lipofilico; e também o
requisito eletrbnico, por ser um grupo doador de
densidade eletronica.

3.2 Docking molecular
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Os resultados das energias de docking para a
série de congéneres do acido N-arilantranilico, frente
aos valores experimentais de atividade bioldgica plCso
é ilustrado na Figura 6. Observa-se claramente uma
tendéncia linear, em que os maiores valores de
poténcia bioldgica apresentam scores mais negativos.
Comparativo a estrutura cristalografica da Catepsina
L (Figura 7), as poses das conformagdes mais estaveis
dos congéneres do é&cido N-arilantranilico sao
apresentadas na Figura 8. Uma vez ja sendo de
conhecimento a ndo competitividade destes
compostos no substrato da Catepsina L [9], os
resultados de docking apresentam-se eficazes na
reproducdo desta propriedade experimental pelo fato
de todas as estruturas interagirem fora da regido do
sitio ativo. Na estrutura da Catepsina L e o ligante
cristalogréfico (Figura 7), o qual interage com o sitio
ativo através dos aminodcidos cisteina (Cys25) e
histidina (His163) [31], as conformacdes mais
estaveis dos ligantes (Figura 8) indicam que os
compostos 5a e 5e alinham-se em uma regido
préxima ao sitio ativo, embora interajam com o0s
aminoacidos triptofano (Trp169), glicina (GIn19) e

glutamina (Gly20). E digno de nota que a pose de
docking mais estavel do composto 5j ilustrada na
Figura 9 corrobora com o perfil experimental do
meanismo ndo competitivo, e que, diferencia-se
totalmente das poses dos compostos 5a e 5e bem
como do ligantes critalogréfico.

o
3, ]

p|(350(observado)
o
o

80 -5 710 65 -60
score (kcal.mol”

90 -85

Figura 6. Gréfico de correlacdo entre 0s
valores de score de docking e plCso.

Figura 7. Estrutura cristalogréafica da enzima Catepsina L, contendo um ligante em seu sitio ativo [31] (codigo
PDB =3BC3).
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Figura 9. Composto 5j em cavidade fora do sitio catalitico da Catepsina L.

Orbital: Electron. J. Chem. 8 (1): 18-27, 2016
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Analisando isoladamente o melhor resultado
de docking, com score de -8,4 kcal.mol? para o
composto 5j, a superficie que envolve o sitio de

HBonds
Donor ™

Acceptor |

ligacdo (Figura 10) indica as areas doadoras e
receptoras, nas quais as ligagcBes de hidorgénio sdo
favoraveis.

Figura 10. Regides doadoras e receptoras de ligagdo de hidrogénio entre o composto 5j e a enzima Catepsina L.

Analisando a Figura 10, entretanto, claramente
0s grupos C—O-C e C=0 do composto 5j estdo aptos
a interagirem com regiGes eletrostaticamente
positivas, ou seja, formarem ligacdes de hidrogénio
com as estruturas dos aminoécidos da Catepsina L.
Estas ligagdes de hidrogénio, em que, sdo concebidas
como sendo hidrofébica ou hidrofilica, séo ilustradas
na Figura 11, cujos valores de distancia sdo
organizados na Tabela 3. O grupo C-O—H destaca-se
com duas ligagBes de hidrogénio (a e b) com a
Arginina (Arg205), cujos valores s&o 1,60 e 2,81 A.
Estes valores sdo tipicos de ligagGes de hidrogénio de
forca moderada e forte [41], enfatizando que a
distancia de 1,60 A cabe na classificagdo de uma
interacdo com energia muito estavel. Por outro lado, o
grupo C-O-C forma uma ligacdo de hidrogénio (d)
com a Serina (Ser158), cuja distancia de 3,07 A pode
ser considerada um valor muito alto tipicos de
sistemas intra- ou intermoleculares fracamente ligados
[41]. H& também interac¢des lipofilicas com distancias
de 4,95 A entre o grupo naftil (i) e o aminoacido
fanilalanina (Phel52). Este tipo de interagdo €
considerado puramente lipofilico, sendo também
reconhecido como stacking [42].

Tabela 3. Principais interacfes entre 0 composto 5j e
os residuos da Catepsina L.

Grupos .
funcionais  Aminoacidos _Ttlpos <~je Distancias
dos ligantes Interagoes
0=C—0—H Arg205 Ligacdo de 1,60
@ Hidrogénio
0=C—0—H Arg205 Ligacdo de 2,81
(b) Hidrogénio
N—H (c) Arg205 Ligagdo de 2,39
Hidrogénio
C—0—C (d) Ser158 Ligacdo de 3,07
Hidrogénio
H—0—C=0 Arg205 Ligacéo de 2,95
(e) Hidrogénio
H—0—C=0 Arg206 Ligacéo de 2,99
(4] Hidrogénio
CH3—0 (9) His208 Ligacéo de 2,36
Hidrogénio
CHs—0 (h) Cys156 Ligacéo de 2,09
Hidrogénio
Naftil (i) Phe152 Interacéo 4,95
lipofilica

Todos os valores sdo dados em A.

Orbital: Electron. J. Chem. 8 (1): 18-27, 2016
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Figura 11. Principais interagdes da molécula 5j com os residuos da Catepsina L.

4. CONCLUSAO

O modelo de QSAR-3D para a Série de
congeéneres do acido N-arilantranilico apresentou uma
otima correlacdo entre as atividades bioldgicas
observadas e preditas, além dos valores dos
coeficientes de determinacdo R? e Q2 acusarem que 0
modelo apresenta um G&timo perfil de predicéo.
Também, os campos moleculares do modelo QSAR-
3D apontam para importancia da presenca no anel do
acido benzoico de grupos doadores de elétrons (R3 e
R4) como sendo aqueles que contribuem mais
significativamente para o aumento da atividade
biologica. Para a simulagdo de docking, as interagfes
entre os grupos C-O-C e CHs—O com os
aminodcidos Arginina e Cisteina para a estrutura mais
estavel (5j) sdo as mais provaveis, em que estes

grupos contribuem positivamente para 0 aumento da
atividade bioldgica, assim como foi mostrado no
QSAR-3D.
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