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RESUMO

Cumarina e 4-Cromonas sdo promissores inibidores de
fator inibicdo da migracio de macréfagos (MIF), uma
proteina envolvida em doencas inflamatérias, como
artrite reumatoide e outras patologias. Estudos tedricos
de QSAR e ancoragem molecular de um conjunto
de compostos mostraram correlacio com estudos
experimentais. Os descritores doadores de ligacdo
hidrogénio e momento dipolo total foram capazes
MIF (MIF). Paralelamente, estudos de ancoragem
molecular também foram capazes de identificar ligacoes
hidrogénio e hidrofébicas entre os ligantes e o MIF.
Como resultado, ambas as metodologias mostraram
as contribuicdes de ligacdo de hidrogénio e interagdes
hidrofébicas para explicar a atividade de compostos
inibidores de MIF, descrevendo os grupos farmacoforicos
destes compostos. Adicionalmente, um conjunto de
cumarinas naturais e sintéticas foi submetido aos
modelos QSAR e de ancoragem molecular a fim de que
as suas atividades contra MIF fossem preditas. Ambas
as metodologias de modelagem molecular puderam
estimar as interacdes intermoleculares entre inibidores
¢ a enzima, os quais foram muito similares a compostos
descritos previamente. Estes resultados podem ser tteis
para o desenho de novos compostos contra doencas
inflamatérias como artrite reumatdide.
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INTRODUCAO

A artrite reumatdide ¢ uma doenca inflamatoria
cronica de etiologia desconhecida que leva ao
comprometimento das juntas sinoviais conduzindo um em
cada trés pacientes a incapacidade em aproximadamente 20
anos. Atualmente, os farmacos utilizados na terapia da artrite
reumatdide incluem os agentes anti-inflamatérios nao-
esteroidais (AINES), agentes antireumatoide moduladores
da doenca (DMARDs, disease-modyfing antirheumatoid
drugs), imunossupressores e glicocorticoides, e alternativas
recentes como as proteinas terapéuticas Infliximab e
Etanercept. Todos eles reduzem os sintomas da artrite
reumatoide, mas nao retardam a sua evolugdo. Dentre esses
farmacos, os DMARDS sdo os que apresentam melhores
resultados, entretanto sua atuacao ainda é bem estabelecida
(Rang & Dale, 2001).

As alternativas farmacologicas disponiveis para o
tratamento da artrite reumatdide ndo apresentam eficacia
satisfatdria, e, além disso, desencadeiam intimeras reagdes
adversas (Rang & Dale 2001). Estudos comprovaram
que pacientes portadores desta doenca apresentam niveis
séricos do Fator de Inibigdo da Migragdo dos Macrofagos
(MIF) mais elevados em relagdo aos ndo-portadores desse
acometimento (Donnelly & Bucala, 1997; Lue et al., 2002).

Neste sentido, trabalhos constataram que a inibig¢ao
da atividade bioldgica do MIF reduzia a sintomatologia
da artrite (Donnelly & Bucala, 1997; Lue et al., 2002) ,
e que a sua supressdo permite que os glicocorticoides
exercam os efeitos anti-inflamatdrios, inibindo a producao
de citocinas, leucotrienos e prostaglandinas, evitando a
exacerbacdo das condi¢des inflamatérias causadas pela
artrite reumatoide (Donnelly & Bucala, 1997; Orita et al.
2001). Estudos mostraram também que o anticorpo anti-
MIF é terapeuticamente benéfico em uma ampla variedade
de patologias, nas quais as suas principais acdes sdo:
conferir protegdo contra a endotoxemia letal na sepsis,
inibir a produgdo de células T especificas de antigenos,
reduzindo a resposta imunologica primaria na inflamagao,
atenuar a produgdo in vitro de citocinas pro-inflamatorias
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nas células alveolares da sindrome da angustia inflamatoria
do adulto; e interferir na evolugdo da artrite reumatoide em
ratos.

Recentemente, foi descoberto que anticorpos
anti-MIF sdo produzidos por pacientes infectados pelo
helminto, Brugia malayi, pois este secreta dois homologos
do MIF humano conhecidos como Bm-MIF-1 e Bm-MIF-2,
indicando que tais anticorpos sdo produzidos in vivo
(Bemhagem et al., 1993; Calandra et al., 1995; Mitchell et
al., 1999; Santos, et al., 2001; Bendrat et al., 1997).

Dessa forma, novos farmacos inibidores do MIF
podem ser uteis no tratamento de intimeras patologias de
origem inflamatéria, principalmente na artrite reumatoide.
Varios trabalhos descreveram a busca de compostos
prototipos com potencial agdo anti-MIF. Dentre estes
temos: i) o desenvolvimento de varios andlogos da
dopacroma capazes de inibir a atividade do MIF fornecendo
detalhes do mecanismo de tautomerizagdo (Lue et al.,
2002; Swope et al., 1998; Sugimoto et al., 1996; Zhang et
al., 1999; Zhang et al., 2002); ii) utilizando a metodologia
de busca virtual, foi sintetizado 14 analogos da cumarina
e 4-cromonas com valores de atividade que variam entre
0,038-7,4 uM (Orita et al., 2001); iii) iminas conjugadas
com aminodcidos foram capazes de inibir a atividade do
MIF com uma concentragao inibitdria variando entre 1,65
uM e 50 uM (Dios et al., 2002); e iv) a sintese de cinco
analogos da isoxazolina, onde apenas um deles manifestou
atividade inibitéria sobre a atividade tautomerase do MIF,
com concentracao de 7 M, conhecido como acido acético
metil éster (S,R)-3-(4-hidroxifenil)-4,5-dihidro-5-isoxazol
(ISO-1) (Lubetsky et al., 2002).

Compostos com o nucleo cumarinico pertencentes
a flora brasileira sdo bem caracterizados em trabalhos
anteriores (Silva & Lucchese, 2002). Estes apresentam
semelhanca estrutural aos descritos por como inibidores
de MIF (Orita et al., 2001). Com o objetivo de identificar
a possivel atividade bioldégica desses novos compostos,
foram realizados estudos de QSAR (Hansh, 1993) e SAR
sobre os compostos cumarinicos obtidos por Orita. A
equacdo obtida foi aplicada sobre os compostos isolados
da flora brasileira. Adicionalmente, estudos de docking
no sitio catalitico do MIF com uso do programa Autodock
Vina (Trott & Olson, 2010) foram realizados. A intervengao
na atividade bioldgica do fator de inibi¢do da migracdo
dos macrofagos por compostos cumarinicos relatados
pela literatura, incluindo compostos cumarinicos da flora
brasileira, pode representar uma alternativa terapéutica no
tratamento da artrite reumatoide.

MATERIAIS E METODOS

As estruturas dos 14 derivados cumarinicos
descritos anteriormente (Orita et al., 2001) foram geradas
pelo programa BioMedCache (2005). A seguir, para
cada cumarina foi realizada uma busca automatica pelo
conformero de menor energia na superficie de energia
potencial empregando o método CONFLEX (Kotev et al.,
2005). Este método consiste em um algoritmo desenvolvido
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para analise conformacional que promove uma variagdo
em angulos torcionais previamente selecionados, gerando
assim uma segunda estrutura com a respectiva energia
através do campo de forca MM3 (Allinger, 1977; Allinger,
Yuh & Lii, 1989). O processo foi repetido exaustivamente
para cada cumarina obtendo diferentes conformeros com as
respectivas energias.

O conformero de menor energia, de cada estrutura,
foi selecionado para a obtengdo dos modelos QSAR. As
geometrias destes foram transferidas para o programa
MOPAC (Stewart, 2009), sendo refinadas pelo método
AMI1 (Dewar et al., 1985). Este forneceu também as
propriedades fisico-quimicas utilizadas como descritores
para o desenvolvimento dos modelos QSAR.

Os modelos foram obtidos com o pacote
E-DRAGON (Tetko et al., 2005), que realiza uma analise
de regressao multipla linear selecionando as melhores
equagdes com um determinado numero de descritores pré-
selecionados. Somente dois descritores foram utilizados
por equacdo, evitando-se o excesso de parametros no
modelo. As melhores equagdes dentre as selecionadas
pelo método foram identificadas de acordo com os valores
dos coeficientes de correlagdo (1?), e de validagdo cruzada
(1*,,) € com os descritores que possam vir a contribuir para
a compreensdo do mecanismo de agdo destes compostos.
Com isso, procurou-se obter um modelo adequado as
exigéncias da metodologia QSAR. As correlagdes obtidas
foram selecionadas de acordo com sua qualidade estatistica,
¢ foram validadas pela capacidade de predi¢ao de atividades
de analogos externos a série (Lipkowitz & Boyd, 1997).

O modelo QSAR foi realizado empregando 14
estruturas descritas por Orita et al., (2001) (figura 1), sendo
que 10 desses compostos formaram a série treino (1, 2, 3,
4,6,7,9,10,12 e 13) e os quatro demais formaram a série
teste (5, 8, 11 e 14), selecionados aleatoriamente. Assim,
o melhor modelo obtido para a série treino foi aplicado
sobre a série teste para avaliar a sua capacidade de predizer
a atividade bioldgica de compostos ndo inclusos na série
treino. No intuito de identificar compostos prototipos com
potencial atividade inibitoria do MIF, o modelo QSAR
validado pela série teste, foi aplicado em compostos
cumarinicos presentes na flora brasileira e em estruturas
sintéticas possiveis de serem sintetizados (Figura 1) (Silva,
2002; Matos, 2000; Simdes 1999).

Paralelamente ao estudo QSAR, os compostos da
figura 1, gerados e refinados de forma similar aos derivados
cumarinicos, foram submetidos a calculos de ancoragem
molecular utilizando o programa AutoDock Vina (Trott
& Olson, 2010). As coordenadas atdmicas do MIF foram
obtidas a partir da estrutura depositada no Protein Data
Bank (PDB) com codigo 1GCZ (Berman, et al. 2007), a
qual esta complexada com o inibidor cumarinico (1). A
seguir, o sitio de interagdo ligante-proteina foi definido
de forma a cobrir todo o ligante complexado em 1GCZ.
Apods o processo de ancoragem molecular, o programa
Pymol (Delano, 2002) foi utilizado para a inspecéo visual e
descri¢ao dos resultados. Dessa forma, duas metodologias
de modelagem molecular diferentes foram empregadas
neste estudo.
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Figura 1: A) Derivados cumarinicos e suas respectivas constantes de inibi¢ao (uM); B) Compostos cumarinicos selecionados presentes na
flora brasileira; C) Analogos cumarinicos ou de cromonas que podem apresentar atividade anti-MIF (19).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Para o conjunto treino, formado por 10 derivados
cumarinicos, foram obtidos dois modelos QSAR com
relevancia estatistica (Tabela 1), sendo, entdo, avaliados
frente a série teste de compostos.

A proposicdo das correlagdes representadas
pelas Equagdes um e dois levou em consideragdo que
os quatro descritores refletiram os pardmetros fisico-
quimicos apropriados para interagdo proteina-ligante.
Adicionalmente, os valores do coeficiente de correlagdo r’ e
de seus respectivos coeficientes de validagio cruzada (1)
(Tabela 1), sugeriram que as tais equagdes seriam capazes
de predizer a atividade da série teste. Utilizaram-se os
valores de descritores e atividades mostrados na Tabela 2.

Os dois modelos QSAR obtidos, Equagdes 1 ¢ 2,
foram usados para avaliar a capacidade de previsdo frente
aos compostos do conjunto teste (cumarinas 5, 8 11 e 14),
cujos resultados encontram-se na Tabela 2.

A valida¢do dos modelos QSAR deu-se através da
comparacgao dos valores de atividade experimental com os
valores de atividade calculada, para a qual se obteve um
coeficiente de correlagdo (r*) de 0,9 e 0,1, respectivamente
para a Equacdes 1 e 2.

O valor do coeficiente de correlagdo (0,9) obtido
na aplicagdo da Equagdo 1, na relagdo entre os valores de
constante de inibigdo experimental (K.*) e os calculados,
sugere que este modelo QSAR seja capaz de predizer
as atividades de compostos da série teste. Todavia, a
aplicacao da Equacao 2, embora tenha tido comportamento
semelhante a Equag@o 1, nos resultados obtidos para a série
treino, mostrou-se inadequada para a descrigdo da série
teste, resultando em um coeficiente de correlagdo de valor
de 0,0775

A diferenca no comportamento desses dois modelos
pode ser explicada pelo papel dos descritores usados em
sua construgdo, pois embora todos eles possam descrever
a interagdo entre ligante e receptor, a importancia relativa
entre eles ndo ¢ equivalente, o que pode ser concluido na
diferenca entre os coeficientes de correlagdo.

Analisando as estruturas cumarinicas, a presenca de
uma hidroxila na posicao sete ¢ responsavel pela formagao
de uma ligagdo de hidrogénio com o oxigénio carbonilico
da cadeia lateral da Asn-97, além de apresentarem um
oxigénio na posigdo 1 e um oxigénio carbonilico na posi¢do
2, formando uma ligagdo hidrogénio com o nitrogénio da
Ile-64. Cabe ressaltar ainda que outra por¢ao da molécula
interage com o sitio hidroféobico do MIF, que ¢ formado
pelos aminoacidos Pro-1, Met-2, Ile-64, Tyr-95, Val-106 ¢
Phe-113.

Tabela 1: Equagdes 1 e 2, e respectivos resultados estatisticos.

Modelos QSAR r2 s2? 2

Equagéo 1:
K'=1,0143 (a) + 0,8787 (b) - 5,2758

(a)= contagem dos sitios doadores de hidrogénio 0,9054 0,5885 0.8207
(b)= dipolo total da molécula
Equacéo 2:
2= | N
K?2=-2,3861 (c) -0,0501 (d) +17,42 0.9182 0,5086 0,8027

(c)= contagem dos sitios aceptores de hidrogénio
(d)= area de superficie negativa parcial
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Dentre estes compostos, existe uma variagdo
bastante ampla nos valores de atividade. Os compostos
mais ativos 11, 8, 9 e 4, apresentam valores de atividade
experimental (AE)de 0,3,0,5, 0,5 ¢ 0,5 uM respectivamente
e, a excecao do composto 4, todos eles apresentam uma
estrutura hidrofobica na posi¢ao 3 que € capaz de interagir
com a porcdo hidrofobica do MIF. Consequentemente,
estes apresentam valor reduzido do descritor (a), exceto 4,
o que justifica elevados valores de atividade. O composto 4,
por sua vez, contém um atomo de enxofre que, lhe confere
menor polaridade, quando comparado com 4tomos como
oxigénio e nitrogénio. Deste modo, o modelo QSAR 1 sugere
que substitui¢des na posi¢do 3 com grupos que contenham
o atomo de S (principalmente em anel heterociclico)
na estrutura como tiol, tiocetdnico, tetrahidrotiofeno,
tetrahidrotiopirano, tiofeno, tiopirano, tiazol, isotiazol,
e ainda que tenham também um grupamento doador de
ligagdo hidrogénio, proximos deste atomo podem ser mais
ativos.

A tabela 2 mostra os resultados do modelo QSAR.
Como pode ser observado, os compostos menos ativos
desta série (1, 3 e 5) apresentam valores de constante
de inibi¢do de 7.4, 4,3 e 5,8 uM, respectivamente. Estes
baixos valores de atividade podem ser explicados pela
presenca dos grupos polares cetona e éster na posigdo
3, que impedem que haja uma interagdo com a por¢ao
hidrofobica do sitio catalitico do MIF. Segundo o modelo
QSAR 1, estes substituintes ndo favorecem a atividade pela
sua pronunciada polaridade e pelo baixo ntimero de sitios
doadores hidrogénios, apresentando valores de 6, 4 ¢ 8 para
o descritor (a) e 8, 5 ¢ 6 para o descritor (b) relativamente
altos quando comparados com os demais compostos.

Os compostos 2, 6, 7 e 10 apresentam atividade
intermediaria com valores 2,9; 2,1; 3,1 e 1,5 uM,
respectivamente. A excecdo do composto 2, os demais
possuem um anel tiazol em sua estrutura. Caso este anel
seja substituido por anel tiofeno substituido com um
grupo amino, o modelo sugere que estes novos compostos
apresentem maior atividade devido a interag@o lipofilica
somada a uma possivel ligacdo de hidrogénio com
aminodcidos aceptores desta ligagdo localizados no sitio
hidrofobico do MIF.

Tabela 2. Valores dos descritores, atividades experimentais e
atividades inibitorias calculadas para a série treino, e em negrito
para a série teste.

Estruturas (a) (b) (c) (d) AE(UM)  MIF 1 MIF, 2
1 6 7.9 1 164 7,4 7,8 6,8
2 1 7.7 2 190 2,9 25 3,1
3 4 5,0 2 167 4,3 3,2 4,3
4 3 4,1 2 213 0,5 1,4 2,0
5 8 6,1 2 203 5,8 8,2 2,5
6 4 4,6 2 206 21 2,8 2,3
7 4 41 2 185 3.1 2,4 34
8 1 5,6 1 201 0,4 0,7 5,0
9 1 6,2 3 190 0,5 1,2 0,7
10 3 4.1 2 236 1,5 1,4 0,8
1 1 4,7 2 298 0,3 -0,1 -2,3
12 2 4.8 1 275 1,6 1,0 1,2
13 3 2,9 4 168 0,04 0,3 -0,6
14 6 51 2 195 6,2 5,3 2,7

(a)= contagem dos sitios doadores de hidrogénio

(b)= dipolo total da molécula

(c)= contagem dos sitios aceptores de hidrogénio

(d)= area de superficie negativa parcial

AE= Atividade experimental

MIF,1 e MIF 2 = Valores de inibi¢do calculados para equagdo 1 e 2 respectivamente
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O composto 12, que ndo apresenta o grupamento
hidroxila na posi¢do 7, apresenta um valor de atividade
consideravel (1,6 pM). Este composto esta bem adequado
ao modelo QSAR 1, visto que também apresenta valores
intermediarios dos descritores (a) e (b), com valores 2 e
5, respectivamente. A supressdo do grupamento hidroxila
na posicdo 7 reduz o valor de (a) e o anel benzénico no
extremo do grupo ceto-éster substituido na posi¢ao 3,
também reduz o valor de (b).

A cumarina 13, ¢ o mais ativo inibidor do MIF
descrito pela literatura e também ¢ o mais apolar de todos
os compostos calculados, assumindo um valor de 3 para
o descritor (b). Neste composto, Orita e colaboradores
observaram que o grupo catecol faz uma interagao lipofilica
com a Tyr-36, enquanto a hidroxila na posi¢do 7 interage
com a Asn—97 através de ligagdo hidrogénio e, ndo sendo
observado em nenhuma estrutura cristalina, uma ligacao
hidrogénio entre o oxigénio carbonilico com o grupamento
hidroxilico da Tyr-95.

O composto 14 apresenta uma baixa atividade
biolégica (6,2 pM), sendo o segundo menos ativo de toda
a série. O modelo QSAR obtido mostra que este composto
apresenta um valor para o descritor (a) bastante elevado (6).
Este valor é facilmente reduzido se houver a substitui¢do
dos grupamentos metilicos da amina por hidrogénios,
formando uma amina primaria aromatica ou mesmo
uma hidroxila fendlica. Dessa forma, o novo composto
apresentaria um valor menor para o descritor (a) e também
estes substituintes poderiam interagir como doadores de
ligag@o de hidrogénio para Tyr-36 aumentando a interagdo
com o MIF.

Tabela 3. Energias de ligacdo dos compostos do semi-arido, e
de inibidores cumarinicos propostos no sitio catalitico do MIF
calculados pelo AutoDock Viana.

E. de ligagao (Kcal/ E. de ligagao (Kcal/

Cumarina mol) Cumarina mol)
15 -6,1 24 -8,8
16 -8,5 25 =79
17 -6,3 26 -8,6
18 -6,6 26 -7,2
19 -6,7 28 -8,3
20 -7,0 29 -8,7
21 -7.9 30 -9,7
22 -8,6 13* -8,7
23 -8,3 1* -8,2

*compostos de referéncia: 1 e 13 compostos de menor e maior atividades experimentais
respectivamente, descritos por Orita.

A andlise dos valores de atividade, obtidos para a
série teste, ratifica o perfil de interagdo farmaco-receptor
descrito anteriormente, onde compostos com valores
reduzidos de sitios doadores de hidrogénio e dipolo total
apresentam melhor atividade sobre o MIF.

O melhor modelo QSAR-1 foi aplicado sobre
seis compostos cumarinicos oriundos da flora brasileira
e relatado pela literatura (Silva & Lucchese, 2002). Os
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resultados revelaram que as cumarinas 15-18, destituidas
de sitios doadores de hidrogénio, apresentaram maiores
atividades inibitorias que as cumarinas 19 e 20. Entre as
estruturas 15-18, aquelas que mostraram menor momento
dipolar também revelaram maior atividade inibitoria.
Em contrapartida, a estrutura 19 em razdo de possuir
um nimero elevado de sitios doadores de hidrogénio em
relacdo a estrutura 20 foi muito menos ativa do que esta,
apesar de seu momento dipolo ser menor.

Paralelamente aos resultados obtidos pelo modelo
analisado, célculos de ancoragem molecular foram
realizados sugerindo as conformagdes nas quais a interagédo
de compostos naturais (Figura 1B) com o sitio catalitico
do MIF. A tabela 3 mostra os valores de energia de ligagdo
preditos. Como pode ser observado, estes compostos
poderiam interagir com o MIF, principalmente o composto
16, que possui energia de ligacao bastante similar com os
compostos descritos por Orita et al., (2001) (-8,7 Kcal/
mol).

A Figura 2 mostra as possiveis interagdes existentes
entre os compostos analisados e o sitio catalitico do MIF.
Todo processo de ancoragem molecular deve ser inicializado
por uma etapa de validagdo. Como pode ser observado
pela Figura 2A, o ligante (azul) foi ancorado no sitio de
acdo do MIF. Este foi orientado de forma muito similar
ao ligante da estrutura cristalina (verde), mostrando que a
metodologia escolhida ¢ capaz de reproduzir as interagdes
ao ligante-receptor. Como resultado, o valor de root-
mean-square desviation (RMSD) foi de 0.95 A. Dentre os
compostos sugeridos, o composto 15 (Figura 2B) ¢ o menos
ativo da série, e este assumiu diferentes conformacgdes de
acoplamento. Na geometria obtida pelo Autodock Vina
observa-se uma distancia de 3,50 A entre o hidrogénio
ligado ao oxigénio 7 e o oxigénio do anel fendlico da Tyr-36,
sugerindo a formacao de uma possivel ligacao hidrogénio.
O mesmo anel aromatico da Tyr-36, juntamente com o da
Phe-113 interage com a estrutura hidrofobica dos anéis
do nucleo cumarinico. O composto 16 (Figura 2C), por
outro lado, apresentou o niicleo cumarinico em posigdes
semelhantes nas duas simulag¢des e com distancias atomicas
demasiado longas para realizagcdo de ligagdes hidrogénio
com oxigénio da Pro-1 e Tyr-95, porém realizando algum
contato hidrofobico com estes residuos. Como resultado do
Autodock Vina, a longa ramificagio hidrofobica inserida na
posigdo 7 foi estabilizada pelos anéis aromaticos da Tyr-36
e Phe-113, e pela porcao apolar da [le-64. De forma similar,
o composto 17 (Figura 2D), apresenta uma conformacao
que sugere interagdes hidrofobicas com os anéis aromaticos
da Tyr-36 e Phe-113, bem como com a ramificagdo alifatica
da Ile-64. O grupo substituinte da posi¢do 8 encontra-se
orientado para o interior da cavidade do sitio catalitico, ao
passo que o nucleo cumarinico encontra-se orientado para
seu exterior. O mesmo padrao de interagdo ligante-receptor
pode ser observado para os compostos 18 a 20 (E-G).
Os anéis aromaticos dos residuos de Pro-1, Tyr-36, Tyr-
95 e Phe-113 realizam interagdes hidrofobicas com estes
compostos. Adicionalmente, o oxigénio-8 destes compostos
realiza uma ligacio de hidrogénio com a Lys-32 de 2,23 A
(Figura 2E-QG). As estruturas refinadas de ambos compostos
também mostram que ha a possibilidade da formacdo de
uma segunda ligacdo, entre o oxigénio-1 e o hidrogénio
ligado ao nitrogénio aromatico da Pro-1, cuja distancia ¢ de

441



OSAR e Ancoragem Molecular de Inibidores de MIF

2,91 A. Este dado sugere que a estratégia de modificacio de
aumentar o tamanho molecular na posigdo do oxigénio-1,
favorecendo a formagdo desta ligacdo hidrogénio, pode
resultar em derivados mais ativos.

Adicionalmente, os resultados sugerem uma
interacdo hidrofébica entre o composto 20 (Figura 2G)
e a Val-106. Além disso, a hidroxila da posigcdo 8 deste
composto encontra-se em posi¢ao adequada para formar
uma ligagdo hidrogénio com o atomo de hidrogénio
presente no nitrogénio da Asp-97.

A andlise dos parametros de QSAR, bem como dos
estudos de ancoragem molecular para algumas cumarinas
da flora brasileira, permitiu obter alguns parametros sobre
as interagdes destes compostos com o sitio catalitico do
MIF. As geometrias obtidas apontam uma ligagdo de
hidrogénio entre os oxigénios das posi¢des 1 e 2 em comum
nos compostos 18, 19 e 20, com o hidrogénio ligado ao
nitrogénio da Ile-64. Os residuos Tyr-95, Tyr-36, Phe-113,
Pro-1, Ile-64 ¢ Val-106 realizam intera¢des hidrofobicas
com o nucleo cumarinico e com os substituintes alifaticos.
Com excecdo das estruturas 15 e 17, as geometrias dos
demais compostos reafirmam o posicionamento do nucleo
cumarinico compreendido entre a Tyr-95 e a Ile-64.

Dentre as cumarinas presentes na flora brasileira,
a estrutura 16 apresentou os melhores valores preditivos
pela metodologia de ancoragem molecular. Este resultado,
provavelmente, deve-se ao seu perfil hidrofobico,
interagindo de forma pronunciada com os residuos de
carater apolar do sitio catalitico. As estruturas 16, 18, 20 e,
em menor grau, 19, interagem com a Prolina-1. Este residuo
tem importante papel na reacdo de tautomerase realizando
interacdes hidrofobicas. Além disso, esse residuo ¢
invariavel em 19 membros da familia do MIF, reforcando
sua importdncia na atividade tautomerase da citocina
(Sugimoto et al., 1996; Zhang, 1999) e na confiabilidade da
metodologia usada.

Segundo Orita e colaboradores, as intera¢des
hidrofobicas podem ser oriundas tanto de substituintes
alifaticos quanto por anéis apolares. Estas sdo importantes
para o reconhecimento molecular de inibidores, a exemplo
das estruturas 1 e 13, que apresentam consideravel perfil
apolar, sugerindo as respectivas constantes de inibigao.

Estes resultados levam a proposta de analogos
estruturais de cumarinas (Figura 1C), com objetivo de prever
a atividade de compostos que ainda ndo foram sintetizados.
Na Tabela 2 e Figura 2, é possivel observar as interacdes
hidrofébicas que ocorrem entre o nucleo cumarinico e as
estruturas aromaticas dos residuos de Pro-1, Tyr-36, Ile-64,
Tyr-95 e Phe-113. Ligagdes hidrogénio sdo sugeridas entre
o oxigénio substituinte da posi¢do 4 ¢ o hidrogénio ligado
ao nitrogénio da Ile-64. O posicionamento do nitrogénio
ligado ao anel aromatico substituinte da posicao 3, favorece
a realizagdo de uma liga¢do hidrogénio com a hidroxila
fenodlica da Tyr-36.

Dentre as estruturas propostas, o composto 30
destaca-se também por apresentar o menor valor de
energia de ligagdo (-9,7 Kcal/mol), conforme ¢ mostrado
na tabela 3. A figura 21 mostra formacao de duas ligacdes
de hidrogénio entre os oxigénios-1 e 2- e os residuos Lys-
32 ¢ Ile-64, respectivamente. Essas ligagdes hidrogénio,
aliadas as interagdes hidrofobicas da Pro-1, Tyr-36 e a Phe-
113, refletem na interagdo mais favoravel dentre todos os
compostos calculados pelo Autodock Vina.
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Finalmente, pode-se dizer que as geometrias de
acoplamento para a maioria dos compostos, inclusive
devido a sua semelhanca estrutural, acompanham um
padrao no qual o nucleo cumarinico fica localizado entre a
Tyr-95 e a Ile-64, na maioria dos casos realizando ligagdes
de hidrogénio com estes residuos. Adicionalmente, nos
compostos 24, 26 e 28, a hidroxila substituinte da posicao 8
realiza uma ligacéo de hidrogénio com o residuo de Asp-97.

Varios projetos genoma foram realizados nos ultimos
anos com objetivo de contribuir com o desenvolvimento
de farmacos fornecendo novos alvos moleculares. Como
resultado, as estruturas de proteinas complexados com
os compostos protdtipos foram depositados em bases de
dados como Protein Data Bank (PDB). Em paralelo, as
abordagens de de modelagem molecular se transformaram,
e hoje sdo uma ferramenta indispensadvel no processo
de descoberta de compostos bioativos. A modelagem
molecular combina multiplas fontes de informagdo e
as transforma em conhecimento para uma finalidade
especifica como rapida tomada de decisdo na area de
desenho racional de medicamentos. Assim, como novas
entidades quimicas precisam ser testados num ensaio
biologico, estes métodos podem contribuir para predizer
as propriedades farmacologicas de novos compostos.
Neste sentido, a abordagem de ancoragem molecular pode
quantificar a energia de ligagdo entre ligantes e seu receptor.
Como resultado, um complexo com coordenadas atomicas
de o receptor e o ligante pode ser visualizado e analisado
pelo investigador. Resultados de encaixe podem mostrar
como as interagdes intermoleculares que regem o processo
de reconhemento molecular para cada caso especifico.
Esta informacao ¢ util para comparar a energia de ligagdo
relativa de um conjunto de ligandos contra o0 mesmo alvo
molecular. Portanto, ¢ possivel predizer o composto mais
ativos de um determinado conjunto (Leite et al. 2010).

Analises de QSAR, bem como metodologias de
ancoragem molecular, constituem importantes ferramentas
para a predi¢do da atividade bioldgica de moléculas frente
a um determinado bioreceptor, tornando mais eficaz o
processo de escolha de compostos a serem estudados in
vitro e, deste modo, auxiliando no desenvolvimento de
novos farmacos (Guha & Jurs, 2004; Mordn et al 2000;
Leite et al. 2010).

Essas analises foram realizadas sobre um conjunto
de moléculas encontradas na flora do semiarido brasileiro,
de forma a determinar parametros que pudessem sugerir
modificagdes moleculares nesses compostos, direcionando
para a construgdo de novos prototipos com atividade mais
pronunciada contra o MIF.

Doismodelos QSAR foram construidos, mas somente
o modelo 1 mostrou-se confiavel para a analise tedrica da
atividade. Assim, foi possivel observar que os inibidores do
MIF devem ser moléculas apolares, substituidas na posi¢ao
3 com anel benzénico ou heterociclico, contendo enxofre e
substituido por um grupo doador de ligagdo de hidrogénio
como amina primaria ou hidroxila. A hidroxila na posigdo
7 e a carbonila na posi¢do 4 também sdo importantes
por favorecerem ligacdes de hidrogénio com o receptor.
Cadeias contendo grupos polares como cetona, éster e ceto-
éster, diminuiriam a atividade destes compostos.

Segundo os modelos tedricos estudados, as
atividades inibitorias calculadas para os seis compostos
cumarinicos foram relativamente significativas, onde a
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ordem de atividade inibitoria das estruturas ¢ 15> 16> 17
>18>20>19.

Adicionalmente aos estudos QSAR, estudos de
ancoragem molecular sugerem a importancia de algumas
interagdes para a avaliagdo da atividade dos compostos
cumarinicos da flora brasileira frente ao MIF. Estes calculos
identificaram importantes residuos tais como Tyr-36, Tyr-
95 e Phe-113 na estabiliza¢ao do nticleo cumarinico devido
a interagdes hidrofobicas. De modo similar, os residuos
de Lys-32, Ile-64 e Pro-1 consistem em importantes sitios

"\ Tyr36
\ T

doadores de ligagcdes de hidrogénio, fornecendo maior
especificidade ao acoplamento do inibidor.

De posse dos resultados obtidos para o grupo
de compostos conhecidos, foram propostas algumas
moléculas que poderiam apresentar atividade inibitoria
frente ao MIF. Segundo os resultados obtidos, observou-
se que os padrdes de interagdo seguem aqueles mostrados
anteriormente, confirmando que os resultados apresentados
pela metodologia de ancoragem molecular sdo confiaveis
fornecendo explicagdes da atividade biologica destes
compostos.

Figura?2. (A)Re-dock do inibidor da estrutura cristalina. Estrutura cristalina (verde) e ancorada (azul). Principais intera¢des intermoleculares
entre MIF e os compostos 15 (B), 16 (C), 17 (D), 18 (E), 19 (F) e 20 (G). 28 (H) e 30 (I) resultantes do acoplamento molecular.
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Portanto, esses resultados permitem concluir que
os seis compostos estudados apresentaram parametros
favoraveis para a atividade frente ao MIF, bem como os
analogos estruturais propostos, 0s quais apresentaram
valores bastante promissores de energia de ligacdo nos
calculos de ancoragem molecular realizados.
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ABSTRACT

OSAR Modeling and Molecular Docking Study of
Inhibitors of Macrophage Migration Inhibitory
Factor (MIF)

Coumarin and Chromen-4-one are promising
inhibitors of Macrophage Migration Inhibitory Factor
(MIF), a protein involved in rheumatoid arthritis and
other inflammatory diseases. Quantum structure-
activity relationship (QSAR) and docking theoretical
studies were undertaken on a set of compounds of
known activity and showed agreement with previous
experimental studies. Two descriptors, hydrogen
donor sites and the total dipole, were able to predict
MIF inhibitory activity (MIF). The docking studies
corroborated the QSAR studies. As a result, both
methods indicated contributions of hydrogen bonds and
hydrophobic interactions that explain the activity of the
MIF inhibitors, describing the pharmacophore groups
these molecules. Additionally, a set of natural and
synthetic coumarins was subjected to the QSAR and
docking models in order to predict their possible MIF
inhibitory activity. Both molecular modeling methods
were able to estimate the intermolecular interactions
between inhibitors and enzyme, which were very similar
to those of previously described compounds. These
results could be useful to design new compounds against
inflammatory diseases such as rheumatoid arthritis.
Keywords: MIF. SAR. NSAIDS. Rheumatoid Arthitis.
Computer Aided Drug Design.
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