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RESUMO

A enzima NaK é responsavel pela manutencao do gradiente eletroquimico das células,
equilibrio osmético e condutividade em nervos e musculos. Varios experimentos
durante as ultimas décadas revelaram a capacidade dessa enzima de atuar como um
transdutor de sinal versétil. Portanto, a NaK pode ser um alvo importante para o
desenvolvimento de novos farmacos antitumorais. Avan¢cos no reconhecimento
estrutural e funcional da NaK tém possibilitado planejar inibidores mais potentes,
capazes de regular a atividade dessa enzima nos processos da carcinogénese.
Glicosideos cardiotbnicos (GC) sdo metabdlitos especiais observados no género
Digitalis e usados para tratar a insuficiéncia cardiaca devido ao efeito inotropico
positivo desencadeado pela inibicdo especifica da NaK. O reposicionamento dos GC
como farmacos anti-herpéticos e antitumorais vem sendo intensivamente investigado.
Um derivado semissintético (AG) da 3B-OH-digitoxigenina (DG) apresentou potente
atividade citotoxica frente a diferentes linhagens tumorais e um estudo in silico de
avaliacao da relacédo estrutura/atividade foi realizado para identificacdo dos grupos
mais importantes para a atividade. Nesse contexto, no presente trabalho, objetivou-se
o planejamento racional de uma série de potenciais inibidores da NaK apresentando
diferentes amino-grupos acoplados a cadeia lateral em C-3, que sejam capazes de
conservar o potencial citotbxico de AG, porém de maneira mais seletiva. O
intermediario-chave da sintese dos derivados propostos (11 — 1R) foi obtido pela
modificagdo do grupo 3B3-OH da DG mediante reacdes sequenciais (rendimento global
87,4%). Antes de submeter esse intermediario as rea¢des concludentes, uma triagem
virtual foi realizada por ancoragem molecular para selecdo dos derivados mais
promissores. Além dos dez derivados propostos e dos sete intermediarios de sintese,
outros 40 derivados cardiotbnicos com atividade anti-herpética e citotoxica
determinada também foram avaliados quanto a capacidade de interagir com as duas
principais isoformas (a1 e a3) da NaK associadas a carcinogénese. Os modelos
tridimensionais dessas isoformas foram construidos por modelagem comparativa,
utilizando como molde a estrutura cristalografica PDB ID 3A3Y. Dos dez derivados
propostos, nove foram selecionados para ambas as isoformas e trés (1M, 1IN e 1R)
conservaram as interagcdes mais comuns entre os GC e a cavidade de ligagdo. Esse
resultado sugere que as modificagdes moleculares propostas séo pertinentes e podem

vir a resultar efetivamente em agentes citotoxicos mais seletivos.
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ABSTRACT

The NaK enzyme is a transmembrane enzyme responsible for cellular electrochemical
gradient maintenance, osmotic balance, and conductivity in nerves and muscles.
Multiple experiments during the last decades have revealed the ability of this enzyme
to serves as a versatile signal transducer. Thus, NaK could be an important target for
the development of new antitumor drugs. Advances in the structural and functional
recognition of NaK have made it possible to design new and more potential inhibitors
capable of regulating the activity of this enzyme in carcinogenesis processes.
Cardiotonic glycosides (GC) are special metabolites observed in the Digitalis genus
and used to treat heart failure due the positive inotropic effect triggered by specific
inhibition of NaK. The repositioning of GC as antiherpetic and antitumor agents has
been intensively investigated. A semisynthetic derivative of 33-OH-digitoxigenin (DG)
showed potent cytotoxic activity against different tumor cell lines and an in silico
structure/activity relationship study was performed to identify the most important
groups for the activity. In this context, the present work aimed to the rational design of
a potential NaK inhibitors series with different amino-groups coupled to the side chain
at C-3, which can preserve the cytotoxic potential of AG, but in a more selective way.
The key intermediate for the synthesis of these proposed derivatives (11 — 1R) was
obtained by modifying the 33-OH group of DG through sequential reactions (overall
yield 87.4%). Before submitting this intermediate to conclusive reactions, a virtual
screening was performed by molecular docking to select the most promising
derivatives. In addition to the ten proposed derivatives and the seven synthesis
intermediates, another 40 cardiotonic derivatives with antiherpetic and cytotoxic
activity defined were also tested for the ability to interact with the two main isoforms
(a1 e as) of NaK associated to carcinogenesis. The three-dimensional models of these
isoforms were built by homology modeling, using the crystallographic structure PDB 1D
3A3Y as a template. Nine of the ten proposed derivatives were selected as possible
inhibitors for both isoforms and three (1M, 1IN and 1R) kept the most common
interactions between the GC and the binding site. This result suggests that the
proposed molecular modifications are pertinent and may effectively result in more

selective cytotoxic agents.

Keywords: cardenolides; sodium potassium pump; cancer.
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1 INTRODUCAO

Os produtos do metabolismo secundario das espécies vegetais despertam o
interesse, ndo sO pelas atividades bioldgicas desencadeadas em resposta aos
estimulos ambientais, mas também pela ampla variedade de propriedades
farmacol6gicas, cosméticas, alimenticias e agroquimicas que essas substancias

podem manifestar.

No processo histérico da descoberta de plantas medicinais, muitas civilizacdes
descreveram a utilizagdo com fins curativos de ervas e outros vegetais em seus
registros e manuscritos. Os primeiros dados literarios sobre a utilizacdo de espécies
vegetais na busca por alivio e cura de doencas sédo datados de mais de 50.000 anos
atras. A obra Historia Natural do Brasil (do latim, Historia Naturalis Brasiliae), escrita
pelo médico e naturalista holandés Guilherme Piso e publicada em 1648, foi o primeiro
livro médico a documentar as propriedades terapéuticas e toxicologicas de uma
extensa variedade de plantas medicinais da flora brasileira (Devienne et al., 2004;
Berlinck, 2012).

O profundo conhecimento das propriedades Uteis ou nocivas dos elementos da
natureza, construido com base nas investigacdes empiricas dos povos nativos, pode
ser considerado a base fundamental para identificacdo de substancias toxicas e
medicamentosas ao longo do tempo. Diante desse diversificado e inesgotavel arsenal
terapéutico € que se iniciam os estudos fitoquimicos, dedicando-se a investigacao de
plantas consagradas pelo uso popular — geralmente incorporadas as farmacopeias da
época — e limitando-se ao isolamento, purificacdo e a determinacdo estrutural das
substancias. Muitas dessas substancias ativas que foram identificadas e introduzidas
na terapéutica em meados do século XIX seguem sendo empregadas até os dias
atuais, como a morfina, a quinina, canfora, cloroquina e a emetina (Montanari &
Bolzani, 2001; Duarte, 2005; Viegas Jr. et al., 2006; Tomazzoni et al., 2006; Oliveira
& Szczerbowski, 2009; Krafts et al, 2012; Katz & Baltz, 2016).

A quimica orgéanica sintética — que nasceu como uma ferramenta importante
dos estudos fitoquimicos para confirmacdo das estruturas moleculares das
substancias — alcancou um elevado grau de maturidade no periodo da Il Guerra

Mundial devido ao maci¢co investimento na area por parte dos centros de pesquisa
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militar, motivada pela necessidade da descoberta de novas substancias ativas para o
tratamento de infeccBes e outras enfermidades advindas do momento de conflito em
gue o mundo se encontrava. Desse modo, o periodo pos-guerra foi de prosperidade
para o desenvolvimento dos farmacos sintéticos. Como consequéncia, nessa mesma
época, a quimica dos produtos naturais enfrentou um periodo de declinio em termos
de investimento e interesse, deixando de ocupar um papel de destaque no cenario
farmacéutico mundial e passando a se dedicar aos estudos de ecologia bioquimica e

biossintese dos metabdlitos (Viegas Jr. et al., 2006).

Apesar do grande numero de novas entidades quimicas sintetizadas visando a
busca por novos farmacos, o processo se mostrou demasiadamente dispendioso,
tendo em vista 0 pequeno niumero de novos compostos que eram capazes de vencer
as etapas pré-clinicas e clinicas e chegar ao mercado de medicamentos. E nesse
contexto que as industrias farmacéuticas passam por uma mudanca de paradigma e
comecam a investir em técnicas de biologia molecular, que permitiram o isolamento e
a purificacdo de muitas das macromoléculas diretamente associadas aos processos
patoldgicos e que se configuram como auténticos alvos-moleculares para 0s novos

farmacos (Viegas Jr. et al., 2006; Harvey et al., 2015).

Paralelamente, o desenvolvimento de sistemas de triagem de alta eficiéncia (do
inglés, HTS - High Throughput Screening) possibilitaram a avaliacdo in vitro da
atividade biolégica de milhares de novas substancias de forma simultdnea, o que
impulsionou o desenvolvimento de novas técnicas de sintese que fossem capazes de
gerar uma quantidade muito maior de novas entidades quimicas. Nesse momento,
com o nascimento da quimica combinatoria, os investimentos farmacéuticos deixaram
de focar no desenvolvimento de novos farmacos a partir de estratégias racionais da
quimica farmacéutica e medicinal e passaram a construir enormes quimiotecas,
compostas por milhares de novas substancias geradas pela combinacao aleatdria de
reagentes quimicos (Dias & Corréa, 2001; Katz & Baltz, 2016).

Ao longo da evolucdo, as micromoléculas do metabolismo secundario das
espécies vegetais foram sendo moldadas para se tornarem capazes de interagir com
os alvos bioldgicos de predadores e parasitas, garantindo a perpetuacéo da espécie,
0 que acabou resultando na formag&o de um acervo de substancias que apresentam

uma variedade e complexidade estrutural gigantesca que ndo pdde ser facilmente
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reproduzida pelas estratégias sintéticas ora disponiveis. Assim, apesar das
expectativas depositadas nos avancos tecnoldgicos observados naquele periodo, a
guimica combinatéria ndo foi capaz de se estabelecer como uma fonte primaria na
descoberta de novos candidatos a farmacos inovadores. Nesse contexto, o
desenvolvimento de técnicas mais avangadas de isolamento e elucidagdo estrutural —
principalmente pelos métodos analiticos hifenados — e a disponibilidade de um vasto
universo de espécies de plantas superiores ainda pouco estudado, contribuiram para
que os produtos naturais recuperassem novamente seu espago e importancia na
indUstria farmacéutica, gerando um expressivo investimento em pesquisas de
bioprospeccéo para identificacdo de novas substancias de origem natural que fossem
promissoras, seja per-se, seja como fonte de inspiracdo para descoberta de novos
padrbes moleculares bioativos (Montanari & Bolzani, 2001; Viegas Jr. et al., 2006;
Harvey et al., 2015; Beutler, 2019; Zhang, 2020).

O retorno do interesse pelos produtos naturais para o desenvolvimento de
novos farmacos pode ser comprovado pelo nimero de novos medicamentos
aprovados junto a Agéncia de Vigilancia Sanitaria Norte Americana (do inglés, FDA —
Food and Drug Administration). Segundo levantamento realizado por Cragg e
colaboradores, durante os anos de 1981 a 2019 foram aprovados ao todo 1881 novos
farmacos, dentre esses aproximadamente 66,4% derivam direta ou indiretamente de

fontes naturais, principalmente de espécies vegetais (Newman & Gragg, 2020).

Nesse contexto se insere o presente trabalho, que explora o potencial
terapéutico dos glicosideos digitalicos, farmacos tradicionalmente utilizados no
tratamento da insuficiéncia cardiaca congestiva (ICC). Essas substancias vém
despertando a atencdo da comunidade cientifica ao longo dos anos devido ao
aumento exponencial de artigos cientificos publicados relatando outras atividades
biol6gicas, como a potente acdo citotdxica e anti-herpética. A titulo de exemplo, em
uma triagem de alto rendimento realizada com mais de 9.000 compostos
apresentando aplicacéo terapéutica definida, os glicosideos digitalicos estavam entre
os inibidores mais potentes de genes relacionados ao cancer de prostata. Em outra
grande investigacdo, Lindholm e colaboradores (2002) detectaram sete extratos de
espécies vegetais com potencial atividade antitumoral. Dentre eles, trés
correspondiam a espécies produtoras de digitalicos: Digitalis lanata, Digitalis purpurea

e Helleborus cyclophyllus (Johnson et al., 2002; Lindholm et al., 2002).
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Principal

Nesse trabalho objetivou-se o planejamento racional de derivados de glicosideos
cardioativos com potencial atividade inibidora da Na*/K*—ATPase por meio de estudos

de modelagem molecular, bem como a sintese e caracterizagdo estrutural.

2.2 Objetivos Especificos

2.2.1 Executar simulacdes de ancoragem molecular envolvendo uma série de
glicosideos cardioativos e de novos derivados com diferentes amino-grupos
acoplados na posi¢cao C-3 do nucleo esteroidal a fim de predizer a afinidade e o modo

de ligacao frente a diferentes isoformas da subunidade alfa da Na*/K*—ATPase.

2.2.2 Sintetizar e caracterizar os compostos selecionados a partir das simulacoes.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA E PLANO DE SINTESE

Os glicosideos cardiotdnicos sdo conhecidos como um grupo de substancias que
inibem seletivamente a Na*/K*—ATPase e promovem um efeito inotropico positivo.
Essa habilidade contribuiu para que os representantes dessa classe fossem usados
ao longo dos anos no tratamento da ICC. O principal representante dessa classe e o
unico farmaco ainda empregado clinicamente no tratamento da ICC é a digoxina,
embora ndo assuma mais um papel de destaque no mercado de farmacos no ambito
da cardiologia. O principal obstaculo no uso dessas substancias esté relacionado aos
efeitos cardiotoxicos associados ao baixo indice terapéutico. Para os glicosideos
cardiotbnicos, o intervalo entre as doses terapéuticas maxima e minima (DTMin e
DTMax, respectivamente) varia em torno de apenas 0,5 ng/mL. A maioria dos
pacientes com sintomas de intoxicacao apresenta uma concentracao sérica em torno
de 2,0 ng/mL, mas alguns sintomas de intoxicacdo podem ser observados quando a
concentracdo sanguinea de digoxina estiver cerca de 10% acima da DTMax (Mijatovic
et al., 2007; Ziff & Kotecha, 2016).

Essa limitacdo levou os glicosideos cardiotdnicos a assumir um papel de
coadjuvantes na perspectiva farmacéutica. A digoxina é atualmente empregada como
uma estratégia terapéutica adicional, indicada para pacientes com insuficiéncia
cardiaca e/ou que apresentam funcéo sistolica prejudicada e continuam apresentando
sinais e sintomas. Dessa forma, contribui na reducdo da frequéncia de internacgdes,
mas ndo exerce efeitos significativos na reducdo da mortalidade dos pacientes

acometidos por esses disturbios cardiacos (Mijatovic et al., 2007; Rohde et al., 2018).

O reposicionamento de substancias dessa classe no tratamento de outras
doencas, como o cancer e infec¢des virais € uma perspectiva que se apresenta. Essa
estratégia € empregada para agilizar o processo de desenvolvimento de novos
farmacos e visa identificar aplicacdes fora do escopo da indicagdo medicinal original
para farmacos que ja apresentam uso terapéutico bem consolidado. A vantagem mais
notdria dessa abordagem se respalda na reducdo do tempo de desenvolvimento do
medicamento, sem propiciar um aumento dos riscos associados, visto que o0s
candidatos analisados com frequéncia ja passaram por varios estagios de estudos
clinicos e, portanto, informagfes sobre a seguranca e os perfis farmacocinéticos ja

sao conhecidos. Diante dessa expectativa de simplificar o processo no
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desenvolvimento de novos medicamentos, essa abordagem fornece um incentivo ao
processo de descoberta de novas abordagens medicamentosas para patologias que,
apesar dos evidentes avancos cientificos e tecnolégicos das industrias farmacéuticas,
ainda intrigam os cientistas e ndo possuem um tratamento idoneo. Fibromialgia,
doenca de Alzheimer, vitiligo, alguns tipos de cancer e algumas infec¢des virais, sdo
algumas das doencas que, embora disponham de tratamentos que amenizam 0s
sinais e sintomas relacionados, ainda ndo possuem uma terapia capaz de debelar a
doencga (Ashburn & Thor, 2004; Langedijk et al., 2015; Kreis, 2017).

Nesse contexto, Su e colaboradores (2008) submeteram 960 substancias
bioativas aprovadas pelo FDA em uma triagem antiviral que trouxe a luz a atividade
anti-herpética exercida por dois glicosideos cardiotdnicos bastante conhecidos
clinicamente: digitoxina (1) e a digoxina (2). A digoxina (série C) se difere
estruturalmente da digitoxina (série A) em apenas uma hidroxila situada na posi¢cao
C-12 do nucleo esteroidal. Essa diferenca, embora discreta, confere propriedades
farmacocinéticas e farmacodinamicas substancialmente distintas as duas substancias
(Haux, 1999; Su et al, 2008).

Diante desse resultado, colaboradores do nosso grupo de pesquisa reuniram 65
derivados cardenolideos — que foram obtidos por sintese total, semissintese,
biotransformacéo ou que foram isolados de espécies vegetais — e os avaliaram em
estudos in vitro para investigacdo quanto ao potencial anti-herpético apresentado por
essas substancias. Dentre esses, um dissacarideo da digitoxigenina (série A),
conhecido como glicoevatromonosideo (3), se destacou pela potente atividade frente
cepa 29-R do virus HSV-1 (Clso = 0,06 + 0,01 pM; IS = 4.566) — cepa resistente a
acdo do aciclovir — e frente a cepa 333 do virus HSV-2 (Clso = 0,04 + 0,00 pM; IS >

6.250), cepa responsavel pelas manifesta¢des genitais da doenca (Bertol et al., 2011).



25

Diferente aplicacdo, no entanto, jA havia sido proposta para essas duas
substancias congéneres (1 e 2). As primeiras evidéncias in vitro dos efeitos citotéxicos
ocasionados por acao desses glicosideos cardioténicos foram descritas na segunda
metade da década de 1960. Mais de 15 anos depois, Stenkvist e colaboradores (1979)
relataram, em um estudo epidemiologico, que mulheres mastectomizadas — em
decorréncia do céancer de mama — que eram tratadas concomitantemente com
glicosideos cardioténicos para o controle de problemas cardiacos, apresentavam
cerca de dez vezes menos chance de recorréncia da doenca do que pacientes que
ndo eram submetidas ao tratamento com essas substancias. O niumero de pacientes
contempladas no estudo, ndo era, entretanto, expressivo o suficiente para corroborar
a hipétese levantada. Duas décadas depois, os estudos conduzidos por um grupo de
pesquisadores noruegueses — abrangendo ao todo 9.271 pacientes — forneceram
evidenciar robustas de que a digitoxina, em concentracao sanguinea terapéutica, era
capaz de desencadear efeitos apoptéticos em diferentes linhagens de células
tumorais malignas, sem afetar as células normais que apresentam alta taxa de
proliferacdo. Essa observagdo contesta estudos anteriores que alegavam que as
doses necessarias para obtencdo de efeitos anticAncer em humanos estaria acima da
dose terapéutica usualmente administrada na clinica, o que inviabilizaria a aplicacéo
dessas substancias como agentes antitumorais (Stenkvist et al., 1979; Stenkvist,
1980; Stenkvist, 1999; Haux, 1999; Haux, 2001; Elbaz, 2012).

Esses promissores relatos iniciais foram suficientes para encorajar outros grupos
de pesquisa a aprofundar as analises sobre essa nova atividade dos glicosideos
cardiotdnicos e varios estudos foram publicados nos ultimos anos demonstrando os
efeitos provocados por extratos vegetais, substancias isoladas e derivados
semissintéticos em diferentes tipos de cancer (Huang et al, 2004; Lépez-Lazaro et al.,
2005; Mijatovic et al., 2006a,b; Kulikov et al., 2007; Newman & Cragg, 2007; Mijatovic
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et al., 2008; Mathieu et al., 2009; Wang et al., 2010; Elbaz et al., 2012; Cerella et al.,
2013; De et al., 2016; Schneider et al., 2017).

Diante desses relatos, os mesmos 65 cardenolideos avaliados anteriormente para
atividade antiviral, também foram testados in vitro frente a diferentes linhagens de
células tumorais. Um derivado semissintético da digitoxigenina (série A), conhecido
como amantadig (4), chamou a atencdo dos nossos colaboradores pela sua
expressiva atividade citotoxica frente células tumorais humanas de rins (A498, 786-0,
Caki-1, Caki-2) e leucemia (SEM, K562) quando comparado com a prépria digitoxina,
cuja atividade fora anteriormente relatada (Carvalho, 2012; Nolte et al., 2015; Nolte et
al., 2017).

Na tentativa de esclarecer a relagdo entre a estrutura quimica desses derivados
cardenolideos e suas atividades bioldgicas, nossos colaboradores realizaram ensaios
de inibicdo in silico e in vitro da Na*/K*-ATPase, incluindo estudos de docking
molecular, permitindo-nos assim, compreender melhor as nuances da interagcao

dessas substancias com o sitio de ligagéo.

Diversos estudos anteriores ja haviam relatado que a cadeia lateral de acucares
nao é essencial para a inibicdo da Na*/K*—ATPase, ao contrario de alguns elementos
no nucleo esteroidal, como o grupo hidroxila na posi¢cdo C-14f3 e o anel lacténico em
C-178, cuja auséncia ou epimerizagao resultam em um efeito deletério. A unido entre
0s anéis — A, B, C e D — deve apresentar uma jun¢ao do tipo cis/trans/cis, induzindo
assim uma inclinacao do nucleo esteroidal que contribui para um encaixe mais efetivo
no sitio de ligagdo. Com esse arranjo, a superficie alfa (a) dessa por¢géo da molécula
consegue se acomodar na cavidade de tal forma que uma complementariedade com
os residuos de aminoacidos hidrofobicos é estabelecida, ao passo que a superficie

beta (B) se posiciona para favorecer a interagao dos grupos substituintes hidroxila com
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os residuos mais hidrofilicos (Ogawa et al., 2009; Laursen et al., 2013; Silva et al.,
2018).

As agliconas dos heterosideos cardiotonicos sao divididas em séries de acordo
com o grau de oxigenacdo do nucleo esteroidal. Diferentes grupos substituintes
inseridos no esqueleto dessas agliconas podem, no entanto, ocasionar um grande
impacto na orientacdo adequada da molécula na cavidade do complexo enzimatico e
prejudicar a formacdo do complexo inibidor da enzima. A introducdo de um grupo
hidroxila nas posi¢des C-11, C-12 e C-16 do nucleo esteroidal geralmente resulta em
uma ligeira diminuigdo na afinidade de ligacdo. Com efeito, a digitoxina possui uma
afinidade de ligacéo cerca de quatro vezes maior do que a digoxina, que apresenta
um grupo hidroxila estericamente desfavoravel na posicdo C-12 (Paula et al., 2005;
Ogawa et al., 2009; Silva et al., 2018).

O derivado semissintético amantadig (4) e o glicosideo natural digitoxina se
diferem quanto ao grupo substituinte da posi¢cdo C-3 do esqueleto esteroidal. A 3(3-
hidroxi-digitoxigenina (1a) — aglicona da digitoxina — apresenta um grupo hidroxila
nessa posi¢cao do nucleo, ao passo que a 3B-amino-3-desoxi-digitoxigenina (1f) —
“aglicona” do amantadig — possui um grupo amino. A mudanca do grupo substituinte
nessa posi¢cdo C-3B nao resulta em diferenca substancial na afinidade de ligagédo
dessas substancias (resultados nao divulgados). No entanto, uma vez administrados
no organismo, os farmacos podem ser biotransformados por acdo de diferentes
enzimas com a finalidade de facilitar o processo de eliminacdo e excrecao dessas
substancias. Embora alguns metabdlitos formados por meio dessas reagfes do
metabolismo sejam mais ativos do que as moléculas originais, a grande maioria dos
metabolitos gerados € inativa e de natureza mais polar, sendo majoritariamente
excretada pelos rins, na urina. Nesse contexto, o acoplamento da cadeia lateral do
derivado amantadig por meio de um grupo amino confere uma vantagem estrutural a
esse derivado. O grupo amida resultante apresenta menor susceptibilidade a hidrélise
exercida pela acédo das hidrolases humanas do que o grupo éster, que seria gerado
caso a cadeia lateral do amantadig fosse acoplada por meio da hidroxila observada
na 3B-hidroxi-digitoxigenina (1a). Dessa forma, o derivado amantadig manteria sua
integridade estrutural por um tempo mais prolongado — maior tempo de meia-vida (t12)

— quando comparado ao seu analogo esterificado, proporcionando assim maior
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biodisponibilidade e, consequentemente, doses menores e menos frequentes

poderiam vir a ser necessarias (Nassar et al., 2004; Carvalho, 2012; Boff et al., 2019).

A cadeia lateral em C-3, presente no derivado semissintético amantadig, ainda
possibilita duas inferéncias pertinentes para compreender o potencial citotoxico dessa
substancia. Entre derivados analogos que possuem o grupo adamantina (5, 6, e 7),
apenas o derivado amantadig (4) apresenta atividade citotoxica frente a células
tumorais de pulméo (A549). Por outro lado, o derivado 8 — que apresenta um grupo
morfolina — também se mostrou mais ativo do que a digitoxina, embora ainda fosse
cerca de 3 vezes menos ativo do que o amantadig. Essas constatacdes sugerem que
0 grupo amino na posi¢ao 4’ da cadeia lateral desempenha um papel importante na
atividade apresentada por esse derivado, uma vez que a acetilacdo desse grupo (7),
indisponibiliza o par de elétrons livres do a4tomo de nitrogénio, suprindo o efeito
citotoxico (Carvalho, 2012; Silva et al., 2018).

o- 0
f A549
Derivado Clso (UM)
Y
B i o N m@w 4 0,088
H (5) 5 >1,0
6 >1,0
7 >1,0
H %o
H{f@/h}\)l\fﬂ 8 0,236
H
r

Fonte: Carvalho, 2012 (adaptado).
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O dissacarideo da digitoxigenina (3) encontrado em espécies do género Digitalis,
apontado anteriormente por seu promissor potencial anti-herpético, também foi
submetido em ensaio in vitro para avaliacdo da atividade citotoxica frente a linhagem
de células tumorais de pulméo (A549). O resultado obtido nessa analise sugere que
esse glicosideo seja aproximadamente 14 vezes mais citotoxico do que o farmaco
antineoplésico paclitaxel (Clso = 0,019 + 0,004 pM vs. Clsp = 0,26 + 0,070 uM),
empregado como controle positivo. Para avaliar a capacidade de 3 em desencadear
os efeitos citotdxicos seletivamente em células tumorais, esse glicosideo também foi
avaliado frente a uma linhagem de células saudaveis (VERO) e se mostrou ser cerca
de 14.400 vezes mais seletivo para as células A549 do que para as células VERO
(CCso = 273,95 + 46,46 uM). O derivado semissintético amantadig (4) também foi
avaliado nas mesmas condicBes descritas anteriormente e embora tenha se mostrado
cerca de 5 vezes menos ativo e 46 vezes menos seletivo do que 3, nenhuma
correlacdo direta foi observada entre os valores de CCso e Clso obtidos para esses
derivados (r? < 0,5). Esse resultado evidencia a necessidade de analises
complementares envolvendo células humanas saudaveis de pulm&o (MRC-5) para

avaliagdo mais fidedigna da seletividade dessas substancias (Carvalho, 2012).

Analises do sitio de ligacdo dos glicosideos cardiotbnicos demonstram que 0s
substituintes nas posices C-2 e C-3 do nlcleo esteroidal interagem com uma porcao
da enzima capaz de acomodar adequadamente grupos substituintes mais extensos,
— como as cadeias laterais observadas em 3 e 4 — sugerindo que modificacdes
estruturais nessa por¢cdo da molécula representam uma estratégia interessante para
obter substancias com propriedades farmacodinamicas e farmacocinéticas (ADME-
TOX) mais desejaveis a candidatos a farmacos. A presenca de varios grupos hidroxila
nas moléculas dos acucares que formam a cadeia lateral de glicosideos, como 3,
tornam, no entanto, a aplicacdo dessas substancias em reacdes de semissintese uma
opgao mais laboriosa e pouco seletiva, resultando muitas vezes em uma mistura

complexa de substancias de dificil separacéo (Mijatovic et al., 2012).

Dessa forma, munidos dessas informacdes, e considerando que além de cadeia
lateral osidica ndo ser essencial para a atividade citotéxica, o derivado 4 apresentou
elevada citotoxicidade frente a diferentes linhagens de células tumorais, esse derivado

semissintético foi selecionado como protétipo para a sintese de uma série de
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derivados estruturalmente semelhantes, apresentando diferentes grupos substituintes
na posicao alfa-carbonilica, visando a obtencao de substancias capazes de conservar
0 potencial citotoxico apresentado por esse derivado, sem, no entanto, apresentar

algumas caracteristicas negativas associadas, como a baixa seletividade aparente.

A etapa chave para obtencdo desses derivados consiste na sintese do
intermediario 3B-amino-3-desoxi-digitoxigenina (1f), que apresenta um grupo amino
na posicao C-3[B, substituinte este que ndo é observado em nenhum glicosideo
cardiotdnico naturalmente encontrado nas espécies produtoras desses metabdlitos. A
auséncia de grupos substituintes nas posi¢cdes C-12 e C-16, no entanto, torna esse
intermediario estruturalmente muito semelhante a 3B-hidroxi-digitoxigenina, que s6 se
diferencia pelo grupo hidroxila da posi¢cao C-3B. O nucleo esteroidal dessa aglicona —
assim como de todas as agliconas desses metabdlitos — apresenta uma disposicao
estrutural que se difere dos demais esteroides em trés caracteristicas principais: (1)
os anéis C e D se fundem em uma conformacao cis — menos estavel; (2) o grupo
hidroxila em C-148 e (3) o substituinte em C-178 que estdo orientados
termodinamicamente na configuracdo menos estavel. Essas particularidades
estruturais, somadas a existéncia de oito centros quirais, fez com que a sintese total
enantiosseletiva dessa aglicona — descrita pela primeira vez em 1996 por Stork e
colaboradores — envolvesse uma longa rota sintética, incluindo cerca de 30 etapas e
um rendimento global inferior a 0,5% (Stork et al., 1996; Honma & Nakada, 2007).

Por essa razao, planejar a sintese total do intermediario chave ndo se mostrou
uma estratégia adequada para iniciar a sintese dos derivados propostos. Felizmente,
as duas principais espécies vegetais que abastecem o mercado de glicosideos
cardiotbnicos — obtidos exclusivamente de fontes naturais — produzem esses
metabolitos em concentracdes apreciaveis, dependendo das condi¢cdes de cultivo. As
folhas secas da espécie D. purpurea contém, no minimo, 0,3% de heterosideos
cardiotbnicos, enquanto as folhas secas da espécie D. lanata, chegam a conter um

teor superior a 1% desses metabdlitos, expressos como digitoxina (Bruneton, 2009).

Em 1972, Sawlewicz e colaboradores, propuseram duas possiveis abordagens
para a obtencédo do intermediario chave usando 1a como substrato de partida (Figura
1). A primeira delas (rota A) consistia na oxidacdo de 1a, seguida de uma reagcdo com

hidroxilamina e reducdo do grupo oxima formado, resultando na formagéo de uma



31

mistura dos epimeros 3B e 3a-amino-3-desoxi-digitoxigenina (1f e 2f),
respectivamente). A segunda opcéo (rota B), por sua vez, consistia em reacdes
sequéncias de oxidacdo, reducao, tosilacdo, azidacdo e reducéo seletiva do grupo
azida e, embora, envolvesse duas etapas a mais do que a primeira opgéo, fornecia
exclusivamente o intermediério 1f (Sawlewicz et al., 1972).

Figura 1 — Abordagens sintéticas para obtencao do intermediario chave (1f) da

sintese dos derivados propostos.

Fonte: Sawlewicz et al., 1972 (adaptado).

Diante do exposto, optou-se por aplicar a rota sintética B com algumas
adaptagoes. Para obtencao da 33-hidroxi-digitoxigenina (1a) foi proposto a aplicacado
do método descrito por Padua e colaboradores (2003), envolvendo a hidrélise da
digitoxina em meio acido. Como material de partida, no entanto, sugeriu-se empregar
uma mistura de glicosideos cardiotbnicos da série A. Para obtencéo dessa mistura foi
proposto tomar como base as metodologias sugeridas por Munkert (2016), Ottoni
(2018) e Ramos (2018), partindo-se de um extrato metandlico seco de folhas da
espécie D. lanata, obtido apds isolamento industrial da digoxina (Haussmann et al.,
1997; Padua, 2003; Padua et al., 2005; Munkert, 2016; Ottoni, 2018; Ramos, 2018;
Boff et al., 2019).

As demais etapas necessarias para obtencdo do derivado semissintético

estruturalmente semelhantes ao amantadig (Figura 2) foram propostas por Munkert
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(2016) e se fundamentam na metodologia descrita por Villhauer e colaboradores
(2003) e na patente W0O2013000286 (Villhauer et al., 2003; Hu et al., 2013; Munkert,
2016).

Figura 2 — Abordagens sintéticas para obtenc&o do intermediério eletrofilico
(1g) e dos derivados propostos (1i - 1r).

Além do grupo adamantina, para a ultima etapa da rota sintética também foi
proposto o acoplamento de dez diferentes amino-compostos (1 —R) na posicao 4’ da
cadeia lateral (Figura 3). Todas essas aminas selecionadas estavam disponiveis
comercialmente. Dentre elas algumas aminas menos reativas, como a 4-nitroanilina
(N), cujo par de elétrons ndo-compartiihados do &tomo de nitrogénio esté
comprometido pela ressonancia estendida até o grupo nitro para-posicionado,
tornando esse grupo amino muito menos propenso a atuar como nucleofilo em

reacdes de substituicdo nucleofilica.

Figura 3 — Estrutura geral dos derivados propostos e 0s amino-compostos

selecionados para reacéao final de acoplamento.

@- ?(b slol®

() (R)
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Villhauer e colaboradores (2003) também discorreram sobre alguns reagentes
amina nao serem capazes de reagir prontamente com o haleto de alquila proposto
empregando-se condi¢des reacionais mais brandas e propuseram a substituicdo do
atomo de cloro por um grupo abandonador mais estavel, como os ions brometo e
iodeto, acentuando assim o carater eletrofilico do substrato empregado. As reacdes
envolvendo a troca de um halogénio por outro sdo chamadas de reacdes de
Finkelstein e, embora consistam em reacfes de equilibrio, onde os halogenetos
envolvidos podem atuar tanto como nucledfilos, quanto como grupos abandonadores,
a conversao desejada pode ser alcancada explorando a solubilidade diferencial dos
sais de haletos, ou empregando um grande excesso do sal do haleto reagente. Esse
tipo de reacdo é frequentemente aplicado com sucesso quando estdo envolvidos
haletos primarios como (1g) e, portanto, se configura como uma alternativa
relativamente simples para aumentar a reatividade desse intermediario eletrofilico
(Finkelstein, 1910).

Sendo assim, considerando que algumas outras aminas selecionadas também
possam vir a apresentar maior dificuldade em exercer o ataque nucleofilico esperado,
também foi cogitada a possibilidade de converter previamente o intermediario 1g,
substituindo o cloreto pelo iodeto como grupo abandonador para obtencdo de um
substrato ainda mais eletrofilico e mais susceptivel as reacbes de substituicdo
previstas para obtencédo dos derivados planejados. A classica reacao de Finkelstein
envolve a converséo de um cloreto de alquila ou brometo de alquila para um iodeto
de alquila mediante o tratamento do substrato empregado com solugédo de iodeto de
sodio (Nal) em acetona. Para obtencdo desse derivado, foi considerado adotar a
metodologia proposta por Ramos (2018) envolvendo iodeto de potassio (KI) em

acetonitrila (Ramos, 2018).

Dessa forma, no presente trabalho, a sintese da série de derivados
semissintéticos da digitoxigenina (11 — 1R) foi planejada de acordo com o esquema
apresentado na Figura 4. A estratégia sintética adotada contempla uma sequéncia
reacional que se inicia com a hidrolise acida de glicosideos cardioativos da série A

para obtencdo da 3B-hidroxi-digitoxigenina (1a).
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Figura 4 — Rota de sintese proposta para obtencéo dos derivados

estruturalmente semelhantes ao amatandig.

A — Mono-digitoxigenina
B — Bis-digitoxigenina
C — Digitoxina

Derivados (11 = 1R)

Reagentes e condi¢des reacionais: a. HCI 1M, MeOH, 55 °C, 35 min.; b. CrOs, H2SO4 (reagente de
Jones), acetona, 0 °C, 20 min.; c. NaBHa, dioxano/H20 (8:2), - 20 °C, 90 min.; d. TsCl, piridina, 22 °C,
20 h.; e. NaN3, DMF, 75 °C, 7 h.; f. PPhs, THF/H20 (5:1), 60 °C, 14 h.; g. CICH2COCI, THF, t.a., 3 h.; h.
Kl, ACN, 70 °C, 24 h.; i. reagente | —R (Figura 3), ACN, DIPEA, 70 °C, 24 h.

A proposta para a modificacdo molecular de 1a até obtencdo do intermediario
chave (1f) é constituida por cinco etapas reacionais, iniciando com a submisséo desse
substrato a reacfes sequenciais de oxidacao e reducdo — adotando acido crémico
como agente oxidante e borohidreto de sédio como agente redutor — para obtencao
do epimero correspondente, que apresenta o grupo hidroxila em configuracdo R na
posicdo C-3 do nucleo esteroidal. Em seguida, a ativacado desse grupo hidroxila via
reacdo de tosilagcdo fornece um intermediario capaz de atuar como substrato
eletrofilico na reacdo subsequente com azida de s6dio em DMF. A reducéo do produto

dessa reagcao (le) seria entdo realizada via reacdo de Staudinger, assumindo a
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trifenilfosfina como agente redutor, fornecendo como produto o intermediario desejado
(1f), que apresenta o grupo amino em C-3, configuracdo relevante para atividade

dessas substancias (equatorial).

Em seguida, foi proposta a sintese do segundo intermediario eletrofilico (1g), por
meio da reacdo de 1f com cloreto de cloroacetila. Por ultimo, foi proposto a reagéo
desse com iodeto de potassio para deslocamento do cloreto pelo iodeto, possibilitando
a obtencéo de um intermediario ainda mais reativo, capaz de interagir com nucleofilos

mais fracos nas reacdes subsequentes.

O acoplamento das aminas selecionadas foi proposto para ocorrer por meio de
um método geral que consiste em adicionar lentamente uma solu¢ao 0,3 mol/L da
amina apropriada a uma solucdo previamente resfriada do intermediario eletrofilico
mais adequado (1g ou 1h), utilizando THF como solvente reacional. E a base de Hiinig
(N,N-Diisopropiletilamina — DIPEA) foi sugerida como a base a ser adicionada ao meio
reacional com a finalidade de impedir a ionizacdo dos amino-compostos, preservando

o carater nucleofilico dessas substancias.
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4 REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 Estratégias no Desenvolvimento de Novos Farmacos

Apés o cultivo bem-sucedido, em 1951, da primeira linhagem de células
tumorais humana estabilizadas (HelLa), cientistas do mundo inteiro passaram a ter em
maos uma valiosa ferramenta para expandir o conhecimento de varios campos das
areas da bioguimica, biologia celular e biotecnologia. A linhagem de células HelLa
forneceu aos pesquisadores da época a possibilidade de realizar experimentos in vitro
reprodutiveis, capazes de avaliar o efeito de toxinas, farmacos, horménios, venenos,
radiacdo e, até a acao de virus no crescimento de células cancerigenas, antes de
serem testados em seres humanos. Além disso, essa cultura celular também
despertou nos pesquisadores o interesse em expandir o portfolio de linhagens
celulares disponiveis para experimentacao, possibilitando assim compreender melhor
0s aspectos celulares relacionados com a evolucdo das doencas e a realizacéo de
ensaios in vitro que permitissem testar 0s novos tratamentos desenvolvidos
(Overington et al., 2006; Lucey et al., 2009; Wermuth, 2015).

Ja a descoberta da estrutura tridimensional da molécula do DNA e o
mapeamento do material genético humano — e de outras espécies — no inicio do século
XXI, tornou possivel a identificagdo de diversos genes que codificam proteinas e,
desde entdo, mais de 8.000 alvos de interesse farmacéutico ja foram identificados e
descritos na literatura. Um levantamento realizado por Overington e colaboradores em
2006, estimou que cerca de 324 alvos moleculares estdo envolvidos ho mecanismo
de acdo dos 1.357 medicamentos aprovados até aquela época, incluindo 266
proteinas derivadas no genoma humano e 58 provenientes de alvos moleculares de
organismos patogénicos, tais como bactérias, virus, fungos e protozoarios (Overington
et al., 2006; Wermuth, 2015).

Os produtos naturais apresentam estruturas tridimensionais complexas que
muitas vezes apresentam grupos funcionais em orientacdo espacial adequada para
interagir com alvos moleculares de organismos de outras espécies. No entanto, essas
substancias também podem apresentar algumas caracteristicas estruturais que
interferem no comportamento farmacodindmico e/ou farmacocinético, o que acaba

impedindo que essas substancias sejam capazes de vencer todas as etapas dos



37

ensaios que asseguram a seguranca e eficacia dos medicamentos que chegam ao
mercado (Montanari & Bolzani, 2001; Koehn & Carter, 2005).

Sob esse ponto de vista, as estratégias da quimica farmacéutica e medicinal,
aplicadas ao planejamento racional de farmacos, passaram a desempenhar papel
primordial na identificagdo e otimizacdo de novas entidades quimicas com potencial
aplicacdo clinica. Assim, diante do reconhecimento do potencial que as espécies
vegetais apresentavam para fornecer novos arcaboucos bioativos e a consciéncia de
que a afinidade pelos alvos moleculares ndo era o Unico aspecto a ser considerado,
as pesquisas para desenvolvimento de novos medicamentos passaram a se
preocupar igualmente com outras propriedades estruturais. Tais como as intimamente
relacionadas com a capacidade de absorcdo, distribuicdo, de metabolismo e
toxicolégicas. Os pesquisadores também passaram a investigar e determinar 0s
parametros que relacionam a estrutura molecular com a atividade desencadeada,
identificando assim os elementos estruturais determinantes — grupos farmacoforicos —
gue permitissem em conjunto modular a poténcia, afinidade, seletividade e
biodisponibilidade de um novo candidato a farmaco (Barreiro et al., 1997; Montanari &
Bolzani, 2001; Guido et al., 2010).

Historicamente, o planejamento racional de novas substancias bioativas foi
seguindo um processo sequencial, em que a sintese dos compostos ocorria de
maneira artesanal, baseando-se em informacdes moleculares coletadas sobre uma
substancia de referéncia. Essa abordagem, embora eficiente, se caracterizava como
um processo lento, limitando-se a geragdo de um numero reduzido de derivados, o
gue, consequentemente, acabava por tornar a busca por novos candidatos a prototipo
um exercicio laborioso e demorado. Nesse cenario, diante da urgéncia da industria
farmacéutica pela descoberta de novos blockbuster (termo em inglés para designar
medicamentos com faturamento anual superior a US$ 1 bilhdo), a quimica
combinatdria se tornou uma ferramenta importante para a quimica medicinal,
produzindo uma miriade de moléculas organicas estruturalmente semelhantes, com
diferentes grupos farmacoféricos e/ou conformacgdes, que eram sintetizadas
simultaneamente, acelerando exponencialmente a construcao de cole¢bes de novas
substancias (Amaral et al., 2003; Guido & Andricopulo, 2008; Li & Vederas, 2009).
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A robotizacdo e miniaturizacdo dos ensaios in vitro passaram entdo a ser
primordial para triagem dessas enormes quimiotecas. Qualquer ensaio bioquimico que
fosse capaz de produzir um efeito mensuravel e que pudesse ser detectado e medido
automaticamente poderia ser facilmente reproduzido via HTS, permitindo assim que
um extenso numero de novas substancias fosse testado de uma Unica vez frente a
varios alvos moleculares diferentes, acelerando a identificacdo de moléculas bioativas
(do inglés, hits). Ndo demorou muito para que a quantidade gigantesca de dados
biol6gicos e quimicos gerados nesse periodo tornasse impraticavel a deducdo manual
de equacbes propostas para correlacionar quantitativamente a resposta biolégica
desencadeada com as caracteristicas quimicas estruturais das substancias. No
entanto, com 0s avancos nas areas da quimio e bioinformatica, os quimicos medicinais
foram capazes de codificar as informacgdes estruturais das substancias e aplicar uma
variedade de algoritmos computacionais para criacdo de modelos preditivos capazes
de testar enormes bibliotecas de substancias quimicas e selecionar apenas
compostos que apresentassem determinadas propriedades desejadas (Alves et al.,
2018).

Em uma triagem virtual (do inglés, VS — Virtual Screening) de uma biblioteca
de substéancias organicas, além das estratégias inicialmente desenvolvidas para
correlacionar atividade e estrutura molecular, os métodos computacionais passaram
a também ser empregados para aplicacdo de estratégias complementares no
planejamento de compostos bioativos. Avancos nas areas da genémica, protedmica e
bioinformética, aliados a evolugcdo das técnicas de cristalografia de raios-X e
ressonancia magnética nuclear, forneceram o conhecimento necessario para o0
desenvolvimento de metodologias para modelagem de proteinas, proporcionando um
aumento significativo no nimero de alvos moleculares com estruturas tridimensionais
disponiveis em um Banco de Dados de Proteinas (do inglés, PDB — Protein Data
Bank). A disponibilidade da estrutura 3D de alvos moleculares chaves no
desenvolvimento de um processo patolégico ou da estrutura de algum complexo
ligante-alvo, permite o planejamento racional de farmacos por meio da estratégia
baseada no alvo bioldgico (do inglés, SBDD — Structure Based Drug Design). Em
contrapartida, quando um modelo da macromolécula alvo ndo esta disponivel ou essa
nao € conhecida, mas se tem conhecimento sobre a estrutura quimica de um ligante

efetivo dessa macromolécula, a estratégia se baseia no desenvolvimento de um novo
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farmaco tomando como base apenas as caracteristicas multifuncionais desse ligante
bioativo, que pode ser um substrato natural ou uma molécula exégena (Guido &
Andricopulo, 2008; Guido et al., 2010; Patrick, 2017; Alves et al., 2018; Piccirillo &
Amaral, 2018).

O poder preditivo de um modelo proposto, no entanto, pode ser prejudicado em
virtude da complexidade intrinseca da avaliacdo de multifatores de forma
concomitante. Por essa razdo, raramente a aplicacdo de uma Unica ferramenta
computacional é capaz de indicar, com uma elevada taxa de acerto, as moléculas
mais promissoras. Como alternativa, sugere-se, portanto, a aplicacao de diferentes
ferramentas de modo sequencial que atuem como filtros de selecdo (do inglés,
garbage filters), sendo aplicados em ordem cresce de complexidade de calculo,

visando otimizar o uso dos recursos computacionais (Piccirillo & Amaral, 2018).

A taxa de sucesso das triagens in silico geralmente varia de 1 — 40%, enquanto
a taxa de sucesso observada para as triagens in vitro de alta performance (HTS) varia
entre 0,01% e 0,14%. A baixa taxa de sucesso no HTS decorre do fato de que ensaios
in vitro ndo levam em consideracao certas limitacdes experimentais inerentes aos
compostos testados, como solubilidade, presenca de grupos reativos, formacao de
agregados, estabilidade metabdlica das substancias e outras premissas que acabam
contribuindo para uma geracao significativamente alta de resultados falso-positivos.
Dessa forma, uma parcela expressiva dos compostos selecionados como hits via HTS
ndo sao, na verdade, auténticas substancias candidatas a farmaco (Patrick, 2017;
Alves, 2018; Piccirillo & Amaral, 2018).

Segundo o Centro para o Estudos do Desenvolvimento de Medicamentos da
Universidade de Tufts (do inglés, Tufts CSDD — Tufts Center for the Study of Drug
Development), estima-se que o custo total no desenvolvimento de um novo
medicamento é da ordem de US$ 2,8 bilhdes, incluindo os custos com insercdo de
novas tecnologias no campo das ciéncias 6micas e bioinformatica e os custos com o
desenvolvimento de candidatos malsucedidos que ndo sdo capazes de chegar ao
mercado. Além disso, a Associacdo da Industria Farmacéutica de Pesquisa do
Estados Unidos (do inglés, PhRMA — Pharmaceutical Research and Manufacturers of
America) estima que dentre 10.000 candidatos a farmaco, em média apenas um seré

capaz de atravessar com sucesso as fases de testes pré-clinico e clinicos e ser
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submetida a aprovacdo do FDA para comercializacdo. Dessa forma, uma importante
estratégia para aumentar a produtividade da pesquisa e desenvolvimento de novos
farmacos se baseia no conceito “fail fast, fail cheap”, que visa aprimorar os processos
de descoberta e otimizacdo de protétipos, assegurando que as substancias que
apresentam caracteristicas nondrug-like (em portugués, nao “farmaco-similar’) sejam
rapidamente evidenciadas, permitindo assim eliminar o quanto antes os candidatos
com menor probabilidade de sucesso (Montanari & Bolzani, 2001; Filho, 2006; DiMasi
et al., 2016; Piccirillo & Amaral, 2018).

Sendo assim, para que as substancias selecionadas, sejam, de fato,
promissores candidatos a farmaco, todas as propriedades estruturais inerentes que
influenciam na absorcéo, distribuicdo, metabolismo, eliminacao e na toxicidade devem
ser avaliadas para assegurar que as substancias direcionadas para 0S ensaios
clinicos detenham capacidade genuina de chegar ao mercado farmacéutico. A
evolucdo dos ensaios in silico permitiu que tanto as informacfes inerentes a
farmacodinamica — como poténcia, afinidade e seletividade — quanto os dados
referentes as propriedades farmacocinéticas e de toxicidade sejam conciliados e
considerados conjuntamente para constru¢cado dos modelos de busca virtual (Guido &
Andricopulo, 2008; Guido et al., 2010; Piccirillo & Amaral, 2018).

4.2 Simulacdes de Ancoragem Molecular (Molecular Docking)

A descoberta e 0 planejamento racional de substancias bioativas com auxilio
de ferramentas computacionais dispdem de metodologias de predicdo que podem ser
classificadas em duas categorias gerais: as abordagens baseadas na estrutura da
biomolécula receptora (do inglés, SBDD — Structure Based Drug Design) e as

abordagens baseadas nos ligantes (do inglés, LBDD — Ligand Based Drug Design).

Os estudos de ancoragem molecular (do inglés, molecular docking) se baseiam
em andlises de complexos intermoleculares estabelecidos pela interacdo entre uma
macromolécula biolégica e um ligante, que pode tanto compreender uma outra
macromolécula ou uma micromolécula, como as moléculas dos farmacos (Kitchen et
al., 2004).
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Dessa forma, o objetivo geral dessa técnica € predizer o modo de ligacdo e a
afinidade com que essas moléculas interagem entre si. O processo do acoplamento
envolve a previsdo da conformacéo e da orientacao do ligante dentro de uma cavidade
de ligacéo e, no geral, as simula¢g@es de docking podem ser divididas em dois estagios
principais. Em um primeiro estagio, algoritmos de busca eficientes séo aplicados para
explorar o espaco conformacional disponivel e gerar modos de ligacdo putativos,
também chamados de poses. Ja na segunda etapa, uma funcdo de pontuacéo deve
ser aplicada para avaliar a energia envolvida nos modos de ligagdo amostrados,
permitindo, assim, ranquear as poses geradas e predizer as conformacdes e
orientacdes mais adequada para uma molécula ligante no seu sitio de ligacéo
(Goncgalves, 2008; Yan & Zou, 2017).

Um dos principais problemas associados aos métodos de triagens envolvendo
docking molecular estao relacionados as imprecisdes nas fun¢des de pontuacdo e na
qualidade dos dados fornecidos ao sistema, muitas vezes em virtude das limitacoes
na definicdo dos estados conformacionais corretos das estruturas, e alguns termos
relacionados aos estados de solvatacdo, com frequéncia ignorados (Doman et al.,
2002; Cherkasov et al, 2014).

Grande parte dos programas de ancoragem opera considerando a biomolécula
receptora como uma estrutura de corpo rigido e assume total flexibilidade a estrutura
do ligante. Dessa forma, a conformacao das moléculas seria responsavel pelo maior
impacto observado na energia de associacdo ao sitio de ligacdo na biomolécula
receptora. A etapa de determinacao da conformacéao e orientagdo com que um ligante
se ajusta adequadamente a cavidade de ligacdo €, por si sO, um processo altamente
complexo, visto que mesmo moléculas relativamente simples podem apresentar
varios graus de liberdade conformacional, gerando uma gama de resultados
alternativos. Sendo assim, mesmo em sistemas mais simples de analise, uma
conformacdo menos energética para o ligante é primeiramente explorada antes de
proceder com o processo de ancoragem no sitio de ligacéo previamente determinado
(Brooijmans & Kuntz, 2003; Kitchen et al., 2004; Roy et al., 2015).

A identificacéo do conférmero molecular mais adequado energeticamente pode
ser realizada empregando-se diferentes algoritmos de busca, que exploram, por meio
de métodos sistematicos, deterministicos e estocasticos de busca, variacdes nos

diferentes componentes moleculares que influenciam a energia final de uma molécula,
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como os angulos de torcdo, a distancia entre os 4&tomos e flexdes entre as ligagbes
(Brooijmans & Kuntz, 2003; Gongalves, 2008).

No entanto, embora existam diversos métodos capazes de explorar os varios
estados conformacionais assumidos pela molécula de um ligante, frequentemente os
estudos de modelagem molecular demonstram que as conformacdes biologicamente
ativas dos ligantes, na verdade, se diferem das conformacfes de menor energia
identificadas pelos métodos de minimizacdo de energia. As analises de estruturas
cristalograficas das biomoléculas receptoras complexadas com ligantes enddgenos
ou exodgenos conhecidos com frequéncia reforcam esse indicativo e permitem a
identificacdo mais precisa do arranjo conformacional bioativo das moléculas (Roy et
al., 2015).

As conformacbes de menor energia sao geralmente resultantes do
estabelecimento de interagGes intramoleculares entre 0s grupos presentes na
estrutura do ligante, tornando-os assim, menos disponiveis para interagir com 0s
residuos de aminoacidos presentes no sitio de ligacdo. Dessa forma, com frequéncia,
as conformacdes biologicamente ativas ndo s@o necessariamente representadas
pelas conformacdes de menor energia e, portanto, a busca intensiva pela minimizagao
da energia dos ligantes, pode n&o ser suficiente para predizer a conformagao capaz

de interagir mais eficientemente com o alvo molecular (Roy et al., 2015).

Por essa razdo, a identificacdo da conformacao bioativa de um potencial
candidato a farmaco, no entanto, € muito mais exata quando o sitio de ligacdo na
biomolécula receptora € conhecido. No entanto, embora as conformag¢des de menor
energia e bioativa ndo sejam exatamente idénticas, com certa frequéncia, essas
conformacdes ndo destoam substancialmente entre si, e geralmente, na auséncia de
modelos cristalograficos do alvo molecular, a conformacdo menos energética
encontrada pode ser considerada como a conformacao bioativa (Roy et al., 2015;
Brooijmans & Kuntz, 2003; Gongalves, 2008).

Embora a maior parte dos estudos de ancoragem assumam a biomolécula
receptora como uma estrutura estética, a comparacao das estruturas do ligante e da
biomolécula receptora, antes e ap6s a formacdo do complexo de ligacdo, demonstra
gue ambas as estruturas sofrem alteragcfes na conformag&o para permitir uma
adequada interagdo intermolecular. Dessa forma, os efeitos bioldgicos observados s6

sdo possiveis devido as mudancas conformacionais sofridas por ambos durante a
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formacdo do complexo. E as mudancas conformacionais observadas na biomolécula
receptora, induzidas a medida que o ligante se encaixa em seu sitio de ligacéo, sao
determinantes para ativacéo ou inibicdo da atividade da macromolécula (Goncalves,
2008).

O modelo “chave-fechadura” (do inglés, lock-and-key), proposto por Fischer em
1894, propunha que o reconhecimento dos substratos pelas enzimas seguia uma
complementariedade estatica. Dessa forma, embora o modelo de Fischer, fosse capaz
de explicar, em parte, a especificidade das enzimas, ndo era adequado para explicar
detalhadamente todo o fendmeno envolvido. No geral, tanto o substrato, como a
biomolécula receptora sdo entidades dinamicas, e nao rigidas, sendo, portanto,
observadas certas mudancas conformacionais durante a formacdo do complexo de
ligagéo. Por essa razdo, em 1958, Koshland propds um novo modelo, conhecido como
“ajuste induzido” (do inglés, induced-fit), sugerindo que o complexo formado entre o
substrato e a enzima € resultado de uma otimizacdo na interface por meio de
interacbes estabelecidas mediante mudancas conformacionais. Para proteinas
altamente flexiveis, um terceiro modelo, conhecido como modelo de selecdo
conformacional, também foi proposto na tentativa de explicar adequadamente os
movimentos coletivos da cadeia principal (do inglés, backbone), rearranjos de dominio
e a transicdo de estados observados para essas biomoléculas (Fischer, 1894,
Koshland Jr., 1958; Kumar et al., 2000; Yan & Zou, 2017).

Mdltiplas proteinas apresentam diversos estados conformacionais pré-
existentes quando ndo estéo interagindo com o substrato. Diante desse cenario, antes
da formacgéo do complexo final, os ligantes necessitariam reconhecer, previamente,
as conformacdes da biomolécula mais apropriadas para ligacdo e, assim, estabelecer
um estado de complexo solto antes que as otimizac¢des induzidas pudessem ocorrer
para estabelecer uma interagdo efetiva. Diversos estudos sugerem que um modelo
ideal, portanto, deveria considerar a coexisténcia dos fenbmenos explicados por
ambos os modelos de “ajuste induzido” e de selegdo conformacional (Bucher et al.,
2011).

Os estudos de docking molecular, embora sejam eficientes em prever o modo
e a afinidade de ligacdo de diferentes ligantes, ignoram consideravelmente as
mudangas dindmicas que possivelmente podem ocorrer ao longo do processo de

encaixe molecular. A aplicacdo de campos de forca baseado em modelos capazes de
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promover a integracéo das equacgdes de movimento, permite, no entanto, a execugao
de estudos de dinamica molecular, que simulam o processo de ligacao do ligante com
a macromolécula receptora, levando em consideracdo a simultanea flexibilidade

intrinseca dessas estruturas ao longo do tempo (Yan & Zou, 2017).

No entanto, em razdo das limitacbes enfrentadas pelos algoritmos em
ultrapassar barreiras de energia dentro do tempo razoavel para as simulacdes
executadas nos estudos de dinamica molecular, os estudos de docking molecular
acabam sendo, com frequéncia, muito mais eficientes. Além disso, o alto custo
computacional envolvido nas simulagbes por dindmica molecular faz com que
frequentemente essas andlises sejam utilizadas de maneira complementar, com a
intencdo de promover um refinamento nos modos de ligacdo considerados
promissores em estudos de docking molecular (Brooijmans & Kuntz, 2003; Yan & Zou,
2017).

A eficiéncia dos estudos de docking molecular sédo decorrentes da precisédo dos
algoritmos de busca empregados no estagio de amostragem e das funcbes de
pontuacéo, adotadas em um estagio subsequente, para avaliar os modos de ligagao
putativos que foram previstos no estagio anterior. Dessa forma, mesmo quando as
conformacdes de ligagédo séo previstas corretamente, ha necessidade de uma anélise
complementar capaz de diferenciar um modo de ligacdo satisfatorio de um néo
adequado e assim classificar os ligantes analisados, permitindo determinar aqueles
com maior probabilidade de serem biologicamente ativos (Yan & Zou, 2017; Kitchen
et al., 2004).

A complementariedade fisico-quimica entre um ligante e uma biomolécula
receptora é estabelecida pela formacéo de interacdes intermoleculares capazes de
favorecer a formacado dos complexos pela diminuicdo da energia livre do sistema
gerado. As interacOes formadas durante a estabilizagdo do complexo ligante séao
regidas pelas fungdes termodindmicas da entalpia e da entropia do sistema. A entalpia
corresponde a energia térmica envolvida em um processo quimico, ao passo que a
entropia compreende uma grandeza fisica capaz de mensurar a desordem de um
sistema. A afinidade entre um ligante e seu receptor pode ser calculada por meio da
determinacdo da energia livre de Gibbs gerada pela associacdo e que esta
diretamente correlacionada com esses efeitos termodindmicos desencadeados.

Estimar com precisdo as energias envolvidas no processo de ligacdo é, no entanto,
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um processo complexo e demorado (Leach, 2001; Kitchen et al., 2004; Gongalves,
2008).

Diversas técnicas de quantificacdo da energia livre envolvida foram
desenvolvidas para prever a afinidade da ligacdo. As funcdes de pontuacdo
originalmente formuladas para estimar as contribuicdes energéticas, como as fungdes
baseadas em campo de forca, frequentemente ndo consideram os efeitos da
solvatacao e da entropia, e acabam calculado apenas o efeito da entalpia ao invés da
energia livre propriamente dita, o que acaba incutindo consideraveis limitacdes na
aplicabilidade desse tipo de funcdo. Além de ndo serem praticaveis na triagem de
bibliotecas contendo uma grande quantidade de moléculas, frequentemente as
funcdes desse tipo também acabam gerando resultados imprecisos (Brooijmans &
Kuntz, 2003; Kitchen et al., 2004; Rodrigues et al., 2012).

A necessidade de uma funcdo de pontuacdo capaz de fornecer uma andlise
precisa e confiavel no menor tempo computacional possivel, resultou no
desenvolvimento de uma série de funcdes. Essencialmente, trés tipos ou classes de
funcdes de pontuacédo sao aplicadas atualmente: as funcdes baseadas em campo de
forca, fungdes empiricas e fungdes baseadas em conhecimento (Brooijmans & Kuntz,
2003; Rodrigues et al., 2012; Piccirillo & Amaral, 2018).

Diante das limitacBes intrinsecas dessas fun¢des de pontuacdo disponiveis,
uma tendéncia recente combina as informacdes geradas por diferentes funcdes de
pontuacado na tentativa de equilibrar os erros e aumentar a probabilidade de acerto.
No entanto, se as fungcbes empregadas na constru¢cdo desse modelo de pontuagéo,
forem significativamente correlacionadas, os erros de célculos acabariam sendo
amplificados, gerando ainda mais incerteza aos resultados obtidos (Kitchen et al.,
2004).

4.2.1 Modelagem da Biomolécula Receptora

Como a flexibilidade da macromolécula receptora € um dos parametros que
mais afeta o desempenho das simulacbes de ancoragem, a selecdo da estrutura
tridimensional da macromolécula receptora deve levar em consideracdo as diversas

conformacgdes assumidas pela estrutura durante o ciclo operacional da mesma. A
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cristalografia de proteinas é uma das principais ferramentas na investigacdo da
estrutura tridimensional de macromoléculas. Cerca de 90% das estruturas resolvidas
das proteinas atualmente conhecidas e reportadas na literatura foram obtidas por
difracdo de raios-X. No entanto, apesar dos consideraveis avan¢os nas técnicas
espectroscopicas, a obtencéo de cristais com qualidade necesséaria para aplicacdo
nos trabalhos de modelagem, ainda enfrentam problemas consideraveis e apenas um
cristal adequado € geralmente obtido para cada vinte proteinas extraidas. Dessa
forma, a estrutura de uma biomolécula complexada com um ligante especifico e/ou
co-fatores (holoproteina) geralmente ndo se encontra disponivel nos bancos de dados

acessiveis (Maggio & Ramnarayan, 2001; Yan & Zou, 2017)

Por essa razdo, os ensaios de ancoragem molecular sdo frequentemente
realizados envolvendo a estrutura de uma aproproteina ou uma holoproteina
semelhante obtida por modelagem computacional. Entretanto, essa pratica pode
introduzir erros nas analises realizadas em virtude das variacdes estruturais,
particularmente as variacdes estruturais no sitio de ligacao, que muitas vezes induzem
os algoritmos a desconsiderar modos de ligacdo que seriam considerados corretos,
caso o exato estadgio de amostragem da proteina estivesse disponivel para as

simulacgdes realizadas (Yan & Zou, 2017).

Por outro lado, os métodos de elucidacdo das sequéncias de aminoacidos
dessas biomoléculas tém se mostrado bastante eficazes e um aumento cada vez mais
expressivo de sequéncias primarias disponiveis nos principais bancos de dados pode
ser observado nos ultimos anos. Em consequéncia, alguns métodos de predicdo das
estruturas terciarias a partir dessas estruturas primarias foram desenvolvidos. Na
década de 60, Anfinsen e colaboradores (1961) foram pioneiros em estabelecer, por
meio de principios termodindmicos, uma relacéo entre a sequéncia de aminoacidos e
a estrutura tridimensional nativa da proteina (Anfinsen et al., 1961; Filho & Alencastro,
2003; Contessoto et al., 2018)

Os principais métodos disponiveis atualmente podem ser divididos em duas
classes principais: template-free e template-based. A aplicacdo desses métodos de
predicdo do enovelamento proteico depende da disponibilidade de informacdes

estruturais armazenadas em bancos de dados experimentais (Verli, 2014).

A modelagem independente de moldes (template-free) se baseia na predigcéo

por primeiros principios (do latim, ab initio). Apesar dos intensos esfor¢cos para refinar
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os algoritmos envolvidos nesse tipo de modelagem, esse método de simulagdo do
processo de enovelamento (do inglés, folding) ainda se mostra inadequado para
aplicacdo em diversas macromoléculas biolégicas, principalmente aquelas com mais
de 200 residuos de amino&cidos. A principal limitacdo da modelagem ab initio reside
na falta da completa elucidagao das leis que regem o arranjo da estrutura nativa das
proteinas. Esse entrave dificulta o desenvolvimento de algoritmos capazes de fornecer
conformacdes estaveis e funcionais a um custo computacional razoavel. Por essa
razao, a opcao pela modelagem ab initio ocorre geralmente para determinacdo de
regides da biomolécula de interesse cuja sequéncia ndo apresenta nenhuma outra
estrutura homoéloga disponivel, ou para predicdo de regides de loop (Filho &
Alencastro, 2003; Verli, 2014; Lépez-Blanco et al., 2016).

A ferramenta de mais alta precisao na predi¢cdo das estruturas tridimensionais
se baseia, por outro lado, na utilizacdo de estruturas cristalogréficas de proteinas
como moldes (template-based) para modelagem das proteinas de interesse. Esse tipo
de modelagem é conhecido como modelagem comparativa ou modelagem por
homologia. A modelagem das biomoléculas de interesse por esse método ocorre
mediante identificacdo e selecdo da proteina molde adequada, alinhamento das
sequéncias de aminoacidos, constru¢cdo dos modelos tridimensionais e validacao
(Filho & Alencastro, 2003).

A modelagem por homologia baseia-se em alguns padrées moleculares que
sdo observados entre proteinas que derivam de um ancestral comum. Ao longo do
processo evolutivo, essas proteinas mantém uma certa semelhancga na sequéncia de
aminoacidos, sendo factivel assumir que o empacotamento e a funcéo exercidas por
essas proteinas também sejam semelhantes. Geralmente é possivel modelar, por
homologia, todos os membros de uma determinada familia proteica por meio da
estrutura de um unico representante da familia (Wolf et al., 2000; Filho & Alencastro,
2003).

Proteinas que apresentam sequéncia de aminoacidos semelhante e uma
mesma funcéo que a proteina de interesse, muito provavelmente também apresentam
folding semelhante. No entanto, se essas proteinas ndo apresentam um ancestral em
comum, elas ndo podem ser consideradas homodlogas e o tipo de modelagem

empregado € considerado como modelagem comparativa (Filho & Alencastro, 2003).
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As principais diferencas estruturais entre proteinas homélogas sdo com certa
frequéncia observadas em regifes constituidas pelas alcas. Essas regides tém se
mostrado em muitos casos determinantes para a interacao de diversos ligantes com
as biomoléculas receptoras e o refinamento dessas regides muitas vezes sao
essenciais para investigacao da ag&o de anticorpos e a fungao de canais ionicos (Filho
& Alencastro, 2003; Lopez-Blanco et al., 2016).

Sendo assim, esses meétodos de modelagem apresentam como principal
limitacdo a necessidade de haver pelo menos uma estrutura cristalografica de boa
gualidade disponivel nos bancos de dados para atuar como molde. Em alguns casos
as proteinas selecionadas como homélogo mais préximo podem nédo funcionar como
um molde para modelar toda a sequéncia primaria da proteina de interesse. Nesses
casos, essas regidoes podem ser modeladas empregando-se moldes alternativos ou
pela aplicacdo dos métodos ab initio. As diferencas na conformacé@o das cadeias
principal e lateral entre as proteinas molde e modelo, podem, no entanto, serem
corrigidas por procedimentos de refinamento estrutural (Maggio & Ramnarayan, 2001,
Moult et al., 2016).

4.3 Glicosideos Cardiotonicos

Alguns fitoesteroides encontrados na natureza apresentam uma alta
especificidade e potente acado sobre o masculo cardiaco. Esses fitoesteroides atuam
aumentando a forca de contracdo do miocardio (inotropismo positivo), promovendo
elevacdo do volume de sangue ejetado e, consequentemente, alterando o aporte de
oxigénio e nutrientes que chegam aos tecidos e 6rgaos periféricos. Devido a suas
acOes farmacoldgicas, esses metabdlitos sdo chamados de glicosideos cardioativos
(GC) ou cardiotonicos (Rates et al., 2017; Fraga & Barreiro 1995).

Muito antes da era cristd, populacfes nativas de vérias partes do mundo j&
descreviam o potencial terapéutico de diversas plantas contendo esses glicosideos
cardiotbnicos. Essas espécies vegetais foram usadas por mais de 1.500 anos como
venenos de flechas, abortivos, diuréticos, eméticos e tbnicos cardiacos. Os antigos
egipcios ja empregavam a Drimia maritima (cebola do mar) e, posteriormente os

romanos (1 d.C.) também utilizaram o extrato desta espécie nativa da regido do
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mediterraneo como diurético, ténico cardiaco e emético (Fraga & Barreiro, 1995;
Newman et al., 2008).

Na segunda metade do século XVIII, o médico inglés William Withering
observou que os terapeutas tradicionais empregavam o extrato de um complexo de
ervas para o tratamento de hidropisia. A busca por informacdes sobre as espécies
vegetais que eram submetidas a decoccdo para obtencdo do extrato permitiu que
Withering fosse capaz de associar as folhas de uma planta conhecida na época como
digital — descrita botanicamente por Fuchsis, em 1542, e nomeada de Digitalis
purpurea — como as que forneciam o extrato mais ativo e que provavelmente
continham a(s) substancia(s) que propiciava(m) o aumento na capacidade do coracdo
enfraquecido de bombear o0 sangue adequadamente. Em 1785, Withering publicou o
livro “An Account of the Foxglove and its Medical Uses”, no qual descrevia
minuciosamente como o0 extrato de D. purpurea deveria ser preparado e forneceu
instrucBes precisas sobre a dosagem adequada — notavelmente semelhante a dose
de digoxina administrada hoje — para tratamento de condi¢cdes edematosas (Withering,
1785; Fraga & Barreiro, 1995; Wermuth, 2015; Newman et al., 2008; Ziff & Kotecha,
2016; Buenz et al., 2018).

Uma das principais dificuldades no uso terapéutico do extrato de D. purpurea
consiste nos efeitos colaterais frequentemente observados nos pacientes em
tratamento. Os vOmitos e diarreia relatados e ocasionados em virtude da estreita
janela terapéutica — variando de 0,5 a 0,9 ng/mL — dos cardiotonicos, confere a dose
terapéutica e a dose toxica valores proximos. Em 1835, Homolle e Quevenne,
propuseram que o isolamento e purificacdo da substancia ativa presente no extrato
seria capaz de permitir a determinacdo da dose capaz de propiciar os efeitos
desejados, minimizando os efeitos adversos. Mas foi s6 cerca de 30 anos mais tarde
gue Nativelle, farmacéutico francés, foi capaz de purificar o extrato e obter
efetivamente uma substancia cristalizada, a qual chamou de “digitalina”, atribuindo o
sufixo “—ina” por acreditar se tratar de uma mistura de alcaloides. O reconhecimento
da natureza glicosidica e esteroidal dessas substancias so6 foi revelada, no entanto,
em 1926, apos o quimico alemao Windaus realizar as primeiras analises estruturais e
interpretar o comportamento dessa substancia em condi¢des de hidrolise, permitindo-

lhe assim identificar moléculas de acucares inéditos presentes na cadeia osidica
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dessa substancia que hoje em dia € conhecida como digitoxina (1) (Nativelle, 1872;
Diefenbach & Meneely Jr., 1949; Wermuth, 2015).

Em 1799, quando o médico escocés John Ferriar constatou pioneiramente a
acdo direta do extrato da digital sobre 0 musculo cardiaco, essas substancias
passaram a ser consideradas para o tratamento de doencas cardiovasculares. Cerca
de cem anos depois as bases moleculares da acdo dessas substancias foram
desvendadas, ap0s as descobertas inéditas de Skou e Post que trouxeram a luz o
alvo molecular dos GC: a bomba de Na*/K*-ATPase (Korolkovas & Burckhalter, 1988;
Skou, 1957; Post et al., 1960).

Os GC sao considerados inibidores especificos da bomba Na*/K*—ATPase,
uma enzima transmembrana constituida por trés subunidades (a, B e y) que é
responsavel por promover a manutencdo do potencial de repouso em células
nervosas, musculares e cardiacas, por meio da troca de ions entre as duas faces da
membrana plasmética. Em condicdes fisiolégicas essa ATPase € responsavel por
promover o transporte ativo de trés ions Na* para o meio extracelular e dois ions K*
para o meio intracelular. Essa troca de ions se inicia com a ligagdo de uma molécula
de ATP no seu respectivo sitio de ligacdo, presente na porcdo intracelular da
subunidade alfa dessa enzima. Essa ligagéo provoca uma alteracdo conformacional
gue promove a abertura, na porcéo intracelular, da cavidade onde se encontram 0s
sitios de ligacédo dos ions Na*. A acomodacao de trés ions Na* nessa cavidade, induz
a hidrolise da molécula de ATP inserida anteriormente, resultando na liberacdo de
uma molécula de ADP, permanecendo ligado a enzima apenas a unidade fosfato
terminal. A energia desprendida em decorréncia desse processo é suficiente para
provocar uma nova alteracdo conformacional, levando a abertura da cavidade na
porcdo extracelular. Nesse segundo estagio, a enzima apresenta baixa afinidade
pelos ions Na* e alta afinidade pelos ions K*. Por essa razdo, os trés ions Na*
inseridos na cavidade sao prontamente liberados no meio extracelular, permitindo a
ocupacao dos dois ions K*. Essa ligacao, por sua vez, induz a liberacdo do fosfato
inorganico e, consequentemente, a enzima passa a assumir a sua conformacao inicial,
cuja abertura da cavidade se encontra voltada para o meio intracelular e possui alta
afinidade pelos ions Na*. Dessa forma, os ions K* sdo liberados e com os sitios de
ligacao livres, o ciclo pode ser novamente iniciado (Post & Jolly, 1957; Akera & Ng,
1991; Skou & Esmann, 1992).
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Quando essa proteina transportadora se encontra com a cavidade aberta na
porcao extracelular, os GC séo capazes de se ligar com alta afinidade em um sitio de
ligacdo localizado proximo ao sitio de ligacdo dos ions K*. Essa ligacdo impede a
mudanca conformacional que induz a expulsdo do fosfato inorganico inserido na
porcdo intracelular dessa enzima. Sem a liberagédo desse eletrélito, essa ATPase nado
€ mais capaz de alterar a sua conformacao e a troca de ions através da membrana é
interrompida, resultando em acumulo de ions Na* no citoplasma das células. Esse
aumento na concentracdo de ions Na*, no entanto, provoca uma inversdao no
funcionamento de um trocador de Na*/Ca?*, que ao invés de transportar ions Ca?*
para fora da célula, passa a permitir a entrada desse ion por um mecanismo
compensatorio, resultando na expulsdo de parte do excesso de ions Na* no interior
da célula. Dessa forma, também ocorre um aumento na concentracéo de ions Ca?*
citosdlico (Schatazmann, 1953; Akera & Ng, 1991, Bers, 2002).

As fibras musculares sdo constituidas por unidades funcionais contrateis
conhecidas como sarcOmeros que, por sua vez, S8o compostos por varias estruturas
cilindricas alinhadas denominadas miofibrilas. Essa organela ocupa quase totalmente
o citoplasma das células musculares e é formada por dois tipos de filamentos: os
filamentos finos e os filamentos grossos. Esses primeiros sao constituidos
principalmente pela miosina, ao passo que os filamentos grossos séo constituidos por

trés proteinas principais: a actina, a tropomiosina e a troponina (Guyton & Hall, 2017).

Quando um impulso nervoso é recebido pelo neurénio motor ha a liberacao de
acetilcolina na juncdo neuromuscular — estabelecida entre a por¢éo terminal do
neurdnio e a célula muscular — ocasionando a transmissédo do potencial de acéo até
alcancar o reticulo sarcoplasmatico. Essa organela, especializada no armazenamento
de ions Ca?*, tem a sua permeabilidade alterada mediante o recebimento do potencial
de acao, culminando no aumento do fluxo desses ions para dentro do sarcémero. Os
fons Ca?* liberados se ligam a troponina nos filamentos finos, desencadeando uma
mudanca conformacional na tropomiosina, expondo assim os sitios de ligacdo da
miosina existentes na estrutura da actina. Dessa forma, a actina é capaz de deslizar
sobre a miosina, culminando na formagdo de um complexo que acarreta o
encurtamento dos sarcOmeros e, consequentemente, 0 encurtamento do musculo,

caracterizando o estagio de contragdo muscular (Guyton & Hall, 2017).
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Todavia, quando a concentracéo de ions Ca?* se eleva além do observado em
condicbes regulares — como no caso da acao de inibidores da Na*/K*—ATPase — a
guantidade excedente desse ion provoca um aumento na forga de contracdo muscular
e, consequentemente, induz uma diminui¢do na frequéncia cardiaca em razdo de um
aumento no periodo refratario da propagac¢éo do potencial de acdo (Fraga & Barreiro
1995; Guyton & Hall, 2017).

Dessa forma, a acao inotropica dos GC resulta em um aumento no débito
cardiaco, melhorando o retorno venoso e diminuindo a resisténcia a ejecéao,
consequentemente alterando o aporte de oxigénio e nutrientes que chegam aos

tecidos e orgaos periféricos (Gheorghiade, 2004).

Os GC séo substancias que apresentam uma estrutura quimica constituida por
trés segmentos principais (Figura 5) — anel lacténico, nucleo esteroidal e cadeia de
acucares — cujas variacoes interferem na afinidade pelo sitio de ligagdo. No entanto,
embora os heterosideos sejam mais potentes do que as agliconas correspondentes,
essa porcdo aglicona é quem modula majoritariamente a atividade cardiotdnica

atribuida a essas substancias, mesmo quando isoladas (Kreis et al., 1998).

Figura 5 — Estrutura quimica geral dos glicosideos cardioativos e suas

principais caracteristicas.
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Legenda: representacdo esquematicas da estrutura dos glicosideos cardiotdnicos composta por trés
segmentos principais: (1) anel lactbnico em azul; (2) ndcleo esteroidal em vermelho; (3) cadeia de
acucares em amarelo. O anel lactdnico dos cardenolideos corresponde a uma lactona a,B-insaturada
e o anel dos bufadienolideos corresponde a uma lactona a,f,y,0-insaturada. O nulcleo esteroidal é
composto por quatro anéis fundidos (A, B, C e D) e pode apresentar diferentes substituintes
principalmente nas posi¢des C-12 (R1), C-16 (R2) e C-5 (Ra).
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A porc¢ao osidica, no entanto, confere maior solubilidade a esses metabdlitos,
contribuindo com os processos de absorcdo e distribuicdo, além de propiciar um
aumento na afinidade pelo sitio de ligacéo e de conferir maior tempo de meia-vida ao
proteger essas substancias da acdo das enzimas responsaveis pelo metabolismo e
eliminacao (Kreis et al., 1998; Prassas & Diamandis, 2008; Schneider et al., 2017).

O esqueleto esteroidal pode ser substituido na posicdo C-3B pelo terceiro
elemento: uma cadeia lateral de acucares. A maioria dos glicosideos naturais
apresenta de um a quatro residuos de hexoses ligados entre si por meio de ligacdes
1,4B-glicosidicas. Os aguUcares mais comumente observados s&o: L-ramnose, L-
oleandrose, D-digitoxose, D-digitalose, D-diginose, D-sarmentose, D-cimarose, D-
guinovose, D-tevetose, D-fucose e D-glicose (Figura 6). Esse ultimo acucar, quando
presente, encontra-se sempre na por¢ao terminal da cadeia. Os glicosideos que
apresentam uma molécula terminal de glicose séo classificados como glicosideos
primarios e 0os que ndo possuem sao classificados como glicosideos secundarios
(Kreis et al., 1998; Kreis, 2017).

Figura 6 — Principais monossacarideos presentes na cadeia lateral osidica dos

glicosideos cardioativos.
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Legenda: dentre os monossacarideos mais frequentemente observados na cadeia lateral dos
glicosideos cardioténicos destacam-se as 6-deséxi-hexoses (em vermelho) e as 2,6-didesoxi-hexoses
(em azul). Os acgucares D-digitoxose, D-cimarose e D-oleandrose s6 exclusivamente observados nessa
classe de metabolitos secundarios. A glicose (em amarelo), quando presente na molécula, ocupa
sempre a porgao terminal da cadeia osidica.

O nucleo esteroidal dos GC também apresenta outros grupos substituintes que

influenciam na atividade cardiotonica. Além da hidroxila em C-33, sitio de insercao da



54

cadeia osidica, todas as agliconas também apresentam uma hidroxila em C-14 e um
grupo metila em C-13p. No caso dos cardenolideos, a presencas de substituintes em
outras posi¢cdes do nucleo esteroidal também permite a classificacdo das agliconas

em diferentes séries de acordo com o padréo de substituicdo observado (Tabela 1).

Tabela 1 — Classificagcdo das principais agliconas dos cardenolideos digitalicos

de acordo com o grau de substituicdo no nacleo esteroidal.

AGLICONA C-12 C-16 C-5 SERIE
Digitoxigenina H H B-H A
Gitoxigenina H OH B-H B
Digoxigenina OH H B-H C
Diginatigenina OH OH B-H D
Gitaloxigenina H O-CHO B-H E
Oleandrigenina H OCOCHs B-H F
Uzarigenina H H a-H -
Canarigenina H H A*S -
Xysmalogenina H H 56 -

Fonte: Kreis et al., 1998; Luckner & Wichtl, 2000 (adaptado).

Alguns dos GC extraidos de fontes naturais mais conhecidos e estudados séo
a digitoxina (1), digoxina (2), ouabaina (9), oleandrina (10), hellebrina (11),
proscilaridina A (12), bufalina (13) e marinobufagenina (14). No entanto, ja sdo mais
de 400 GC naturais descritos na literatura, sendo a grande maioria observada em
espécies do reino vegetal. Essas substancias estdo exclusivamente presentes nas
angiospermas e se concentram majoritariamente nos géneros das familias

Scrophulariaceae (Digitalis), Asclepiadaceae (Asclepias), Apocynaceae (Nerium,
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Strophantus, Thevetia), Liliaceae (Urginea e Convallaria), Ranunculacae (Helleborus
e Adonis) e em menor propor¢cao nas familias Brassicaceae, Celastraceae, Fabaceae,
Moraceae e Tiliaceae. Os principais farmacos que abastecem o mercado farmacéutico
séo extraidos de duas espécies principais: a Digitalis purpurea e a Digitalis lanata.
Essas espécies fornecem cerca de 90% da producdo total dos GC obtidos

exclusivamente de fontes naturais (Kreis, 2017; Rates et al., 2017).

Os GC também podem ser encontrados no reino animal, como em algumas

espécies de anfibios (Bufos spp.), coledpteros e em alguns lepidopteros que se
alimentam de espécies vegetais produtoras dessas substancias. Avancos nas
técnicas espectrométricas, como a espectrometria de massas, permitiram a deteccao
e identificacdo de GC enddgenos como a ouabaina (9), digoxina (2), bufalina (13) e
marinobufagenina (14) em matrizes bioldgicas, incluindo cérebro, glandula adrenal,
coracgdao, plasma sanguineo, liquido cefalorraquidiano, placenta e urina em humanos.
Investigadores independentes demonstraram que a biossintese desses GC

enddgenos utiliza colesterol e progesterona como substratos e esta sob o rigoroso
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controle de outros horménios, como a renina, angiotensina, endotelina e adrenalina,
sugerindo que a deteccdo dessas substancias no organismo pode ser resultante de
um efeito cooperativo para estabelecimento da homeostase diante de diferentes
condi¢des patologicas, como infartos e hipertensdo maligna. Aparentemente a bomba
de Na*/K*—ATPase é usada por esses GC enddégenos como um transdutor de sinal
para ativacdo da proliferacdo de tecidos, controle da contratilidade cardiaca,
hipertenséo arterial, e natriurese por meio de varias vias de sinalizacdo (Schoner &
Scheiner-Bobis, 2007; Prassas & Diamandis, 2008; Bagrov et al., 2009).

Embora os GC nado desempenhem atualmente um papel principal na
farmacoterapia de doencas cardiovasculares, essas substancias foram empregadas
como tbnicos cardiacos por mais de 200 anos, e até os dias atuais, digitoxina (1) e
digoxina (2) ainda séo prescritas por médicos ocidentais para o controle da
insuficiéncia cardiaca congestiva (ICC). No Brasil, a digoxina (2) é o unico farmaco
pertencente a essa classe que ainda se encontra na relacdo de medicamentos
essenciais para o tratamento dessa doenca. Devido ao baixo indice terapéutico
associado e a extensa lista de interacdes medicamentosas relatadas para esse
farmaco, a digoxina ndo é considerada como primeira escolha no tratamento da ICC,
sendo empregada como uma estratégia terapéutica adicional, e é frequentemente
prescrita em associacdo com outros agentes terapéuticos. No geral, esse farmaco
também é prescrito para o tratamento de condi¢cdes envolvendo fibrilacdo atrial e em
alguns casos de arritmias, como na taquicardia atrial paroxistica e no choque
cardiogénico (Newman et al., 2008; Opie, 2013; Opie, 2015; Schneider et al., 2017).

4.3.1 Atividade Citotoxica, Antitumoral e Anticancer dos GC

A principal funcdo associada ao alvo primario dos GC — a bomba de Na*/K*—
ATPase — envolve a estabilizacdo e manutencdo do gradiente eletroquimico nas
células, por meio do transporte dos ions Na* e K* entre as duas faces da membrana
plasmética. Nas ultimas décadas, no entanto, varios estudos tém demonstrado outras
funcdes exercidas por esse transportador de membrana. Além de estar envolvida no
controle osmaotico celular, na condutividade em neurdnios e musculos e de influenciar

nos processos de adesdo e motilidade celular, a Na*/K*—ATPase também pode
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interagir com outras proteinas de membrana e desencadear uma cascata de
processos de sinalizacdo que enviam mensagens a outras organelas no interior das
células. Essa habilidade de sinalizacdo da Na'/K*—ATPase parece variar em
diferentes células e tecidos, principalmente em estados normais versus patologicos,
em razdo das diferengcas na constituicdo estrutural e do sinergismo com outras

proteinas de membrana (Mijatovic et al., 2008; Mijatovic et al., 2012).

Dessa forma, um aumento substancial no nimero de evidéncias acerca de
novas possiveis aplicacfes terapéuticas para os GC vém sendo observado nas
Ultimas décadas, oferecendo uma “segunda chance” para essas substancias no
ambito farmacéutico. Os efeitos antiproliferativos dos GC tém despertado o interesse
nao apenas pela sua potente capacidade de inibir o crescimento de células malignas,
como também pela habilidade de desencadear efeitos distintos em células normais e
em ceélulas cancerosas. In vitro, os GC tém se mostrado inativos ou mesmo proé-
proliferativos em relacdo as células normais, sendo, portanto, capazes de induzir
seletivamente a morte em diversos tipos de células tumorais (Elbaz et al., 2012;
Mijatovic et al., 2012; Cerella et al., 2013; Diedrich et al., 2017; Schneider et al., 2017).

Em razéo das variagcdes na composicao das diferentes isoenzimas da Na*/K*—
ATPase e nas diferentes proteinas de membrana que se relacionam com essa
enzima, os mecanismos de acdo mediados por acdo dos GC tendem a ser diferentes
dependendo do tipo de célula envolvido, principalmente quando comparados entre
células normais e células cancerosas. Diversas analises vém demonstrando que em
baixas concentracdes vérias vias de sinalizagcdo sdo potencialmente ativadas ou
inibidas por acéo dos GC, inclusive aquelas envolvidas em varios estagios da cascata
metastatica. A inducdo de apoptose por ativacdo de caspases, ativacdo de Src
guinase e EGFR, inibicdo da topoisomerase I, inibicdo da via NF-kB, a geracéo de
ROS e a interrupgéo do ciclo celular nas fases S e G2/M sao algumas das vias de
atuacao propostas para essas substancias (Diederich et al., 2016; Schneider et al.,
2017; Mijatovic et al., 2007).

As primeiras evidéncias dos efeitos antitumorais atribuidos aos GC advém de
estudo in vitro conduzidos no final da década de 1960 empregando-se células Hela.
Quase vinte anos depois, Stenkvist e colaboradores (1979) realizaram um estudo

epidemioldgico retrospectivo e observaram que as células malignas que compunham
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a massa tumoral coletada de pacientes mastectomizadas em decorréncia do cancer
de mama, apresentavam caracteristicas morfolégicas menos agressivas quando
essas pacientes também eram tratadas com digitoxina (1) ou digoxina (2) para o
controle de problemas cardiacos. Além disso, esses pesquisadores também relataram
em um estudo posterior que as pacientes tratadas com digitalicos apresentavam uma
taxa de recorréncia da doenca, cerca de dez vezes menor quando comparado as
pacientes do grupo controle — ndo tratadas com digitalicos - ap0s cinco anos da
mastectomia do tumor primério. Em 2001, um estudo analitico-descritivo com 9.271
pacientes corroborou os efeitos antineoplasicos atribuidos a digitoxina no tratamento
do céancer de rins, do trato urinério e leucemias, indicando que a dose necessaria para
observacdo dos efeitos antiproliferativos dessa substancia é semelhante aquela
admitida para o tratamento de problemas cardiacos (Shiratori, 1967; Stenkuvist et al.,
1979; Stenkvist et al., 1980; Stenkvist et al., 1982; Stenkvist, 1999; Haux et al., 2001).

Em consonancia com esses relatos epidemioldgicos promissores e 0s avangos
no cultivo de varias linhagens de células tumorais humanas, muitos outros estudos
foram publicados nos anos seguintes evidenciando o efeito citotoxico e pré-apoptoético
de diferentes GC frente as células de cancer de mama, préstata, pulmao, pancreas,
do trato urinario, além de leucemias, neuroblastomas e melanomas (Newman et al.,
2008; Prassas & Diamandis, 2008; Elbaz et al., 2012; Mijatovic et al., 2012; De et al.,
2016; Diederich et al., 2017; Boff et al., 2019).

Embora o mecanismo pelo qual esses compostos exercem esses efeitos ainda
nao esteja completamente elucidado, diversos estudos tém sido conduzidos visando
identificar as vias moleculares e os intermediarios intracelulares envolvidos. Dentre as
hipoteses levantadas, a mais promissora delas aponta o alvo primario desses GC
como determinante na inducdo dos efeitos antiproliferativos observados, mas a
interacdo direta desses GC com outras proteinas de membrana, além da Na*/K*—
ATPase, ndo tem sido descartada. Nao obstante, os GC parecem também interagir
diretamente com a membrana plasmatica por meio da hidrofobicidade do nucleo
esteroidal e provocar alteracdes na fluidez, afetando indiretamente a funcéo de varias
outras proteinas e receptores inseridos na membrana das células. Do mesmo modo,
a possibilidade de internalizacdo desses compostos por meio de difusdo pela
membrana e interacdo com alvo no interior das células também ja foi apontada como

um possivel mecanismo de acéo desses compostos (Schneider et al., 2017).
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No entanto, apesar dessas particularidades promissoras dos GC, existe uma
discrepancia entre o numero de publicacdes que tratam da identificac&o, isolamento
e sintese de novos GC com potente atividade evidenciada em ensaios in vitro e
aquelas relacionadas as investigacdes posteriores, envolvendo ensaios clinicos. A
maioria dos ensaios in vivo realizados para avaliar essas substancias séo realizados
em modelos xenograficos de tumores humanos em razédo da escassez de modelos de
experimentacdo confiaveis decorrente das diferencas interespécies na sensibilidade
a essas substancias por variacdes observadas na estrutura da Na*/K*—ATPase
(Mijatovic et al., 2007; Carvalho, 2012).

Alguns extratos vegetais contendo GC, derivados semissintéticos e/ou isolados
de fontes naturais também vém sendo investigados em ensaios clinicos de fase | e Il.
Até o0 momento, quatro produtos a base dessas substancias foram investigados no
tratamento de tumores solidos. O primeiro produto investigado compreende um
extrato aquoso liofilizado de Nerium oleander L. (espirradeira) rico em oleandrina (10)
e oleandrigenina (10a), conhecido como Anvirzel™, o qual inibiu o ciclo catalitico da
Na'/K*—ATPase, bem como a expressao do fator de crescimento de fibroblastos (do
inglés, FGF-2 — Fibroblast Growth Fator 2) em células de cancer de prostata e de
pulméao (Mekhalil et al., 2006; Slingerland et al., 2013; Schneider et al., 2017).

O segundo produto avaliado (PBI-02504) também corresponde a um extrato de
N. oleander e € obtido por extracdo com didxido de carbono supercritico. Esse extrato
foi considerado seguro no ensaio clinico de fase | e, apds determinagdo da dose
maxima tolerada (DMT) e dos parametros farmacocinéticos e farmacodinamicos
pertinentes, o ensaio clinico de fase Il foi conduzido com 46 pacientes acometidos
com diversos tipos de cancer em estagio avancados. Os resultados sugeriram uma
aceitavel tolerabilidade ao extrato até uma dose de 10,2 mg/dia e ndo foram

observados efeitos cardiotéxicos. Em uma avaliacdo em ensaio clinico de fase Il para
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adenocarcinoma pancreatico metastatico PBI-05204 nao foi se mostrou capaz de
aumentar a sobrevida geral dos pacientes, embora tenha demonstrado melhorar a
sobrevida dos pacientes que completaram os dois ciclos da monoterapia. Em
contrapartida, dados pré-clinico recentes indicaram que PBI-05204 pode ser eficiente
contra glioblastoma multiforme quando em combinacdo com outros agentes
guimioterapicos ou radioterapia. Por essa razao, um estudo randomizado de fase Il
também foi delineado para avaliacdo dessa aplicabilidade (Henary et al., 2011;
Slingerland et al., 2013; Schneider et al., 2017; Roth et al., 2020).

O terceiro produto em avalicdo corresponde a um derivado semissintético (15)
da 2”-oxovuscharina (15a) — um cardenolideos extraido da Calotropis procera —
denominado UNBS1450, demonstrou potente atividade antiproliferativa in vitro,
apresentando valores de Clso variando de 10 a 50 nM em 58 linhagens de células
tumorais humanas diferentes, sendo inclusive mais citotdéxico que 15a. Esse composto
foi capaz de afetar varias vias de sinalizacédo ap6s ligacdo com a Na*/K*—ATPase e
de induzir a ruptura dos filamentos de actina, podendo ser, portanto, considerado um
agente antiproliferativo e antimigratorio, visto que o citoesqueleto de actina € essencial
para a citocinese e migracao das células cancerigenas. Por essas razdes, UNBS1450
foi conduzido para avaliacdo em ensaio clinico de fase | na Bélgica e na Holanda para
o tratamento de pacientes com linfomas e tumores sélidos, mas o estudo foi encerrado
em 2011 em decorréncia do Obito de 23 pacientes, impossibilitando a definicdo da
DMT (Van Quaquebeke et al., 2005; Slingerland et al., 2013; Schneider et al., 2017).
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Na medicina tradicional chinesa um extrato de secre¢ao de anfibios do género
Bufo spp. (HuaChanSu) € conhecido por seus notaveis efeitos antitumorais e tem sido
empregado para o tratamento de doencas malignas desde o século VIII. Em um
estudo clinico de fase | envolvendo pacientes acometidos com cancer de pulmao,

figado e pancreas, esse extrato rico em bufadienolideos foi bem tolerado e foi capaz
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de promover uma estabilizagdo. Posteriormente HuaChanSu foi avaliado em um
ensaio clinico de fase Il em combinag¢do com gencitabina para o tratamento de cancer
de pancreas avancando e metastatico e embora tenha sido bem tolerado, fracassou
em outros aspectos relacionados ao tempo de progresséo, qualidade de vida e
sobrevida geral dos pacientes (Elbaz et al., 2012; Menger et al., 2013; Schneider et
al., 2017).

Além desses, outros 27 ensaios clinicos empregando a digoxina também foram
iniciados para avaliagdo como Unica substancia e em combinag@o com outros agentes
guimioterapicos no tratamento de diversos tipos de tumores, incluindo cabeca e
pescoco, préstata, cancer de mama e de pulmédo, tumores solidos malignos
avancados, Sarcoma de Kaposi, e leucemia mieloide aguda. Desses, treze ja foram
concluidos, nove estdo em fase de recrutamento e outros quatro estdo ativos e em

situacéo de avanco desconhecida (https://clinicaltrials.gov — acesso em Jun/2021).

4.3.2 Atividade Antiviral dos GC

Outros estudos também trouxeram a luz a promissora agao antiviral dos GC.
Recentemente, o efeito inibitério da digitoxina (1), digoxina (2) e ouabaina (9) frente
as cepas do virus herpético humano dos tipos | e Il (do inglés, HSV-1 e HSV-2 —
Herpes Simplex Virus 1 and 2) foi evidenciado em uma triagem antiviral envolvendo
960 compostos selecionados a partir de um banco de dados de moléculas bioativas,
sendo a maioria aprovadas pela Food and Drug Administration (FDA). Nesse estudo,
a digitoxina exibiu um valor de Clso de 0,05 uM frente a cepa KOS do virus HSV-1,
uma concentragcao cerca de 63 vezes menor do que aquela observada pelo aciclovir
(3,31 uM), que segue sendo o farmaco de primeira escolha para o tratamento das
infeccbes causadas pelo herpes virus. Ensaios adicionais para avaliagdo do
mecanismo de acdo anti-herpético exercido pela digitoxina sugeriram que esse
composto atua afetando o processo de replicagcdo do DNA viral e de liberacdo das

novas cepas virais (Su et al., 2008)

Considerando o nucleo esteroidal dessas substancias, uma nova triagem anti-
herpética foi conduzida envolvendo uma selecdo de 65 diferentes GC, obtidos por

sintese, semissintese, biotransformacédo ou isolados a partir de espécies vegetais.
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Dentre esses, um glicosideo isolado de Digitalis lanata conhecido como
glicoevatromonosideo (3), se destacou como 0 composto mais promissor da série,
apresentando Clso de 0,13 uM frente a cepa KOS do virus HSV-1 e se mostrou ser
cerca de 3,6 vezes mais seletivo (IS = 2.107) do que o controle positivo aciclovir (IS >
580). Esse mesmo derivado também apresentou potente atividade frente a cepa 29-
R do virus HSV-1 (Clso de 0,06 + 0,01 uM; IS = 4.566), uma cepa resistente a acao
do aciclovir, o que sugere que o mecanismo de inibicdo da replicacéo viral exercido
pelos GC néo envolve a mesma via observada para os representantes da classe dos
analogos de nucleosideos. Os autores sugerem que os GC séo capazes de inibir tanto
a sintese proteica viral, bloquear a liberacdo das novas cepas virais das células
infectadas e reduzir a disseminacado do virus entre as células. Sendo assim, esses
resultados apontam os GC como uma possivel nova classe de farmacos anti-
herpéticos, podendo ser utilizados isolados ou em associa¢do com farmacos analogos

de nucleosideos (Bertol et al., 2011).
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A atividade antiviral da digoxina (2) foi, ainda, relatada para outros virus de DNA

(3)

(virus da varicela, zoster, citomegalovirus, adenovirus) e RNA (virus da influenza,
virus da doenca de New Castle e virus da estomatite vesicular). A oleandrina (10)
também demonstrou capacidade de reducao da infecciosidade do virus HIV (do inglés,
Human Immunodeficiency Virus) por inibir a expressédo da glicoproteina viral Gp120
exposta na face externa no envelope viral, que permite a ligacdo do virus aos
receptores presentes na membrana dos linfécitos T auxiliares (Hartley et al., 2006;
Dodson et al., 2007; Hoffmann et al., 2008; Kapoor et al., 2012).

Mais recentemente, os GC se destacaram em uma triagem in vitro que
investigou o potencial antiviral de 5.406 farmacos e moléculas bioativas frente a uma
cepa de coronavirus (MERS-CoV) semelhante a cepa do novo coronavirus (SARS-

CoV-2). Nesse estudo foram identificadas 12 substancias potencialmente eficazes no
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tratamento das infec¢cbes causadas pelas cepas MERS-CoV e SARS-CoV-2, com
destaque para os mesmos trés GC apontados em estudos anteriores para atividade
anti-herpética, podendo atuar em sinergismo com outros farmacos antivirais, como

remdesivir, para um tratamento mais efetivo (Ko et al., 2021).

Em estudos anteriores, a ouabaina (9) foi capaz de inibir o estagio de entrada
de coronavirus (Cov) nas células hospedeiras, resultando no acumulo dos virions na
superficie celular. Esse efeito antiviral da ouabaina parece ocorrer por meio da
interagdo dessa substancia com a Na*/K*—ATPase, em concentragdes nanomolares,
promovendo a ativagdo de uma via de sinalizacdo intracelular por intermédio da
proteina tirosina quinase Src, que interfere na capacidade do virus de penetrar nas
células via formacdo de endossomos. Consistente com esses relatos anteriores, 0s
dados obtidos por Ko e colaboradores (2020) sugerem que 1, 2 e 9, também atuem
dessa forma. No entanto, o estudo em questdo ainda n&o foi publicado e novos
estudos parecem ser necessarios para elucidacdo do mecanismo exato pelo qual

esses GC promovem seus efeitos antivirais (Burkard et al., 2015; Ko et al., 2021).

Em um outro estudo também em processo de analise, quatro GC — digoxina
(2), digitoxina (1), ouabaina (9) e proscilaridina A (12) também se destacaram dentre
outras 3.000 substancias testadas frente ao SARS-CoV-2, sendo capazes de inibir a

replicacao viral em concentragdes inferiores a 1,0 uM (Jeon et al., 2020).

Apesar de ainda inconclusivos, os resultados desses estudos estdo em
consonancia com o resultado de analises recentes de docking molecular, que
sugerem que a digitoxina (1) e digoxina (2) apresentam alta afinidade de ligacdo a
enzima Mpro expressa pelo SARS-CoV-2, uma protease altamente conservada entre
diferentes cepas de coronavirus, que representa, portanto, um alvo ideal para o
desenvolvimento de novos candidatos a farmacos antivirais de amplo espectro. Esses
resultados ainda fornecem uma outra rota de atuacdo, além de dar suporte para
investigacdo mais profundas para estudos observacionais em pacientes em
tratamento com digoxina para avaliacdo do potencial preventivo desse farmaco
(Talluri, 2020).
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4.4 Bomba Na'/K*-ATPase

As bases moleculares envolvidas nas propriedades cardiotdnicas dos
glicosideos cardioativos (GC) s6 vieram a luz cerca de um seéculo depois do

iIsolamento e identificagdo da digitoxina.

Em 1925, quando Gorter e Grendel evidenciaram que a membrana celular era
composta por uma bicamada lipidica, ndo foram capazes de fornecer uma explicacao
para a reduzida tensdo superficial que as células apresentavam quando comparadas
a uma trivial interfase dgua-o6leo. Danielli e Davson, no entanto, sugeriram — em 1935
— que essa diferenca de tensdo era explicada pela presenca de proteinas adsorvidas
em cada um dos lados na bicamada lipidica (Gorter & Grendel, 1925; Danielli &
Davson, 1935).

No citoplasma celular existem proteinas carregadas negativamente que nao
sdo capazes de atravessar a membrana plasméatica e se difundir para o meio
extracelular. Dessa forma, a neutralizacdo dessa carga negativa é garantida pela
presenca de ions K* no interior da célula. Uma vez que esse ion é lipofébico, a
presenca desses no citoplasma celular deu suporte a teoria de que existiam proteinas
transportadoras inseridas ao longo da bicamada lipidica e que tornavam possivel a
passagem de solutos que ndo eram capazes de atravessar a membrana plasmatica

por difusdo passiva (Boyle & Conway, 1941).

s

A diferenca de concentracao dos ions K* é cerca de 40 vezes maior no interior
das células, o que contribui para que a pressao osmaética seja significativamente maior
no meio intracelular do que no meio extracelular. Por essa razdo, uma vez que a
membrana celular é permeavel a 4gua, a bicamada lipidica seria incapaz de resistir a
pressao hidrostatica gerada, o que resultaria na lise celular se nenhum mecanismo de

compensacao estivesse atuando (Boyle & Conway, 1941).

A alta pressdo osmdtica dentro da célula é, no entanto, apropriadamente
equilibrada pela elevada concentragdo de ions Na* no meio extracelular. Essa
diferenca de concentracdo de ions K* e Na* nos meios intra e extracelular levou os
pesquisadores Dean (1941) e Krogh (1946) a proporem que essas diferencas de
concentracdo eram mantidas pela existéncia de um transportador dependente de
energia capaz de bombear esses ions inorganicos contra seus respectivos gradientes
eletroquimicos (Dean, 1941; Krogh, 1946; Rapoport, 1970).
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Ainda em meados da década de 40, Jens Christian Skou — um meédico
dinamarqués — havia conduzido uma série de experimentos na tentativa de elucidar o
mecanismo de acdo de anestésicos locais. Naquela época, os estudos de Meyer
(1899) e Overton (1901) j& haviam levantado a hipdtese da existéncia de uma
correlacdo entre a lipossolubilidade de anestésicos gerais e a poténcia anestésica.
Skou, na tentativa de investigar se os anestésicos locais também seguiam a teoria de
Meyer-Overton, conduziu um experimento adotando como modelo uma monocamada
lipidica e observou que havia uma certa correlacdo positiva entre a permeabilidade e
a poténcia anestésica apresentada por essas substancias, mas sugeriu que essa
correlacdo s6 se manifestaria se houvesse a participacao de alguma lipoproteina de
membrana, visto que considerava improvavel que o bloqueio no aumento do influxo
de Na* na célula — observado na fase de despolarizacdo de um impulso nervoso —
estivesse conectado unicamente com a permeabilidade desse anestésicos na
bicamada lipidica (Meyer, 1899; Overton, 1901; Lifnick, 1989; Katz, 1994).

A fim de testar sua teoria, Skou isolou pedacos da membrana de nervos
extraidos de caranguejos, mesclou com uma enzima de membrana — inicialmente
descrita por B. Libert — que supostamente operava mediante a hidrélise de moléculas
de ATP e adicionou diferentes tipos de sais desse nucleotideo para avaliar a atividade
da enzima. Com isso, Skou concluiu que a enzima necessitava de uma combinacao
de ions Na* e K* no meio para sua ativagao e foi s6 entdo que ele percebeu que essa
enzima poderia estar envolvida no transporte ativo desses ions através da membrana
plasmatica (Skou, 1957).

Paralelamente aos estudos iniciados por Skou, Schatzmann, em 1953, ja tinha
demonstrado que a ouabaina — um dos mais conhecidos GC até aquele dado
momento — era capaz de inibir especificamente o transporte ativo de Na® e K* em
hemacias. Robert Post, em 1957, também havia publicado um estudo aplicando esse
mesmo inibidor, que o permitiu descobrir que esse transporte ativo respeitava uma
estequiometria definida: a cada trés ions de Na* transportados para fora da célula,
dois ions K* eram bombeados para dentro da célula (Schatzmann, 1953; Post & Jolly,
1957).

Munido dessas observagdes, Skou conduziu um experimento para verificar se
a ATPase, que vinha sendo seu objeto de estudo, também seria inibida pela ouabaina

e Post repetiu seus experimentos para verificar se a ATPase também estava presente
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na membrana dos eritrécitos. Com a confirmacao dessas suspeitas, Post publicou, em
1960, um artigo que apresentou ao mundo cientifico a enzima de membrana mais
notdria dos ultimos tempos e conferiu a Skou o Prémio Nobel de Quimica (1997) pela
sua descoberta (Post, 1960).

Nos anos seguintes a publicagdo, varios artigos foram publicados
demonstrando que, além da membrana dos neurdnios e dos eritrécitos, a Na*/K*—
ATPase também poderia ser encontrada em células de varios outros tecidos humanos
e de outros organismos, dando suporte aos indicios do envolvimento dessa enzima
no transporte ativo. E com todas essas evidéncias aparecendo, foi ficando cada vez
mais explicito quais eram 0s requisitos por tras desse sistema enzimatico responsavel

pelo transporte ativo de Na* e K* através da membrana (Skou, 1965).

A Na*/K*-ATPase pertence a superfamilia das ATPase do tipo P, um grupo de
enzimas transmembranas assim denominadas pela sua capacidade de catalisar uma
auto-fosforilacdo em um residuo de aspartato presente na regido do dominio P. Essas
enzimas estdo envolvidas na captacéao e efluxo de alguns cations — como os ions K*,
H*, Na*, Mg?*, Ca?*, Cu?*, Zn?*, Cd?* — e alguns fosfolipideos (Yatime et al., 2008;
Palmgren & Nissen, 2011).

Além do dominio P — regido da ligacdo do ATP — outros dominios altamente
conservados também sdo observados nessas enzimas, como a regido de ligacédo de
cofatores e as regides que estabelecem uma comunicacao entre a hidrélise do ATP e
as mudancas conformacionais observadas. Todos o0s representantes dessa
superfamilia parecem se interconverter entre pelo menos duas conformacgdes
principais, frequentemente denotadas por Ei1 e E2 e que refletem a seletividade da
enzima pelos ions importados e exportados (Kaplan, 2002; Yatime et al., 2008;
Palmgren & Nissen, 2011).

As ATPases do tipo P possuem uma Unica unidade catalitica, onde estdo
localizados os sitios de ligacdo do ATP, dos ions transportados e dos cofatores
envolvidos. Algumas subfamilias dessa classe também estdo associadas a
subunidade adicionais para o funcionamento adequado da enzima. A Na*/K*—ATPase

€ composta por trés subunidade: alfa, beta e gama (Kaplan, 2002).

A subunidade alfa (a) corresponde a porgao catalitica da enzima e € composta

primordialmente por uma se¢éo transmembrana e uma secéo citoplasmatica. A maior
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parte dos segmentos dessa subunidade corresponde a se¢ao transmembrana —
também designada como dominio M — que consiste em 10 hélices transmembranas
(TM1-TM10) unidas entre si por alcas que estdo localizadas tanto na porcao
extracelular, quanto na porgéao intracelular da enzima. As algas localizadas no interior
da célula ddo origem a sec¢do citoplasmatica da subunidade alfa. Essa secdo é
composta pelas por¢cdes N-terminal e C-terminal da subunidade e por trés dominios
principais: o dominio de ligacdo de nucleotideo (N), o dominio de fosforilacdo (P) e o
dominio atuador (A). Os dominios N e P sdo formados pela longa al¢ca observada entre
TM4 e TM5 e séo responsaveis pela ligacdo e hidrolise do ATP, resultando na
formacédo do intermediario transiente fosforilado da enzima. A algca entre TM2 e TM3
e a porcdo N-terminal formam em conjunto o dominio A, que possui atividade
antagdnica a do dominio N, sendo responséavel por controlar a desforforilacdo do
dominio P (Kaplan, 2002; Palmgren & Nissen, 2011; Albuquerque et al., 2017).

A subunidade beta (B) é classificada quanto a sua topologia como uma proteina
de membrana do tipo Il e, portanto, apresenta um Unico segmento transmembrana
com seu dominio N-terminal localizado no citoplasma. Essa subunidade tem funcéo
reguladora e apresenta diversas regides glicosiladas — incluindo o dominio C-terminal
extracelular — o que parece contribuir para o envolvimento dessa glicoproteina na
biogénese, estabilizacdo e funcionamento do complexo enzimatico (Kaplan, 2002;
Mijatovic et al., 2007; Albuquerque et al., 2017).

Existem, até o momento, quatro isoformas da subunidade a (a1 — 4) e trés
isoformas da subunidade B (81 — 3) identificadas, as quais apresentam graus de
distribuicdo diferentes dependendo do tecido e do estagio de desenvolvimento do
organismo (Figura 7). Todas as possiveis combinacfes dessas duas subunidades
resultam em um complexo enzimético funcional, o que sugere que multiplas
isoenzimas podem ser expressas em uma unica célula. O arranjo dos heterodimeros
a,B e a insergao desse na membrana plasmatica é controlada pela subunidade 3 e a
combinagdo a1B1 tem sido a mais amplamente observada em células humanas
normais. As demais combinacdes se manifestam em um padréo de expressao muito

mais restrito (Mijatovic et al., 2008; Albuquerque et al., 2017).
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Figura 7 — Expresséo das diferentes isoformas das subunidades alfa e beta

nos diferentes tipos de tecidos corporais em humanos.
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Adicionalmente, em alguns tecidos a constituicdo da Na*/K*—ATPase também
pode contar com um terceiro tipo de subunidade. Assim como a subunidade beta, a
maioria das variantes dessa subunidade — formalmente designada como subunidade
y — também apresenta apenas um uUnico segmento atravessando a membrana e
possui atividade regulatoria, afetando a afinidade aparente da enzima pelos ions K*
na conformacao Ez. Das sete isoformas (FXYD1 — 7) desse proteolipideo identificadas
até o momento todas pertencem a familia FXYD e apenas duas (FXYD5 e 6) ainda
nao foram identificadas em associagcdo com a Na*/K*—ATPase expressa em condi¢des
fisiologicas normais. Essas isoformas se diferem entre si nos residuos de aminoacidos
gue constituem o dominio N-terminal e estdo distribuidas em diferentes tecidos,
conforme representado na Figura 8 (Geering, 2005; Geering, 2006; Mijatovic et al.,
2008).

Desde a sua descoberta, a Na*/K*—ATPase tem sido amplamente estudada
guanto as suas fungdes na manutencédo do gradiente eletroquimico nas células. No
entanto, embora as primeiras evidéncias acerca das funcdes desempenhadas ja
tenham sugerido a participacdo dessa enzima na regulagcéo do crescimento celular e
expressao de varios genes, sO recentemente os mecanismos pelos quais essa
proteina de membrana € capaz de se comunicar com 0 nucleo celular foram
examinados, revelando que além da ac&o no transporte de ions, essa enzima também

pode atuar como transdutor de sinal por meio da interagcdo com outras proteinas de
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membrana, desencadeando uma cascata de sinalizacdo intracelular, além de
participar de processos de adeséo e motilidade celular. Essa capacidade de converter
sinais recebidos no exterior das células em estimulos intracelulares tem sido
extensivamente estudada nas Ultimas décadas e sugere que essa enzima pode ser
um alvo interessante na terapia de varios tipos de condi¢cdes patolégicas, como o
cancer (Boardman et al., 1974; Scheiner-Bobis, 2002; Mijatovic et al., 2012).

Figura 8 — Expresséo das diferentes isoformas da subunidade gama nos

diferentes tipos de tecidos corporais em humanos.
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Estudos moleculares acerca do potencial sinalizador dessa enzina levaram os
pesquisadores a propor que a Na*/K*—ATPase é representada, na verdade, por dois
espécimes distintos, que se localizam em porcdes diferentes nas células, apresentam
composicao diferencial quanto as isoformas das subunidades a e 3, podem interagir
com diferentes proteinas na membrana plasmética e cujas expressfes variam em
diferentes células e tecidos, bem como em estados saudaveis e patoldgicos. A
interacdo de moduladores da Na*/K*—ATPase com as isoenzimas que representam o
espécime conhecido como “sinalossomos”, sdo capazes, portanto, de desencadear
uma série de vias de sinalizacdo celular que interferem nos processos de proliferacéo,
diferenciacdo e promocado de sistemas de renovacao celular (autofagia e apoptose)
sem necessariamente resultar em alteragcbes nas concentracdes intracelulares de
Na*, K* e Ca?* decorrentes da bem conhecida funcdo de bombeamento dessa enzima
(Xie & Askari, 2002; Liu & Askari, 2006; Liu, 2011; Diederich et al., 2016; Schneider et
al., 2017).
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Os mecanismos envolvidos na modulagao da expressao e da atividade dessa
enzima, mediante demanda fisioldgica, sao diversos e estdo associados a um controle
dependente do tempo. A regulacéo da expressao de curto prazo (do inglés, short-term
regulation) influencia na quantidade de enzimas que sao recrutadas para insergao na
membrana plasmatica, dependendo da demanda. Em contrapartida, a regulacéo de
longo prazo (do inglés, long-term regulation) provoca alteracfes nos mecanismos de
transcricdo e pos-transcricdo dos genes relacionados e € afetada pela acédo de
diversos estimulos gerados por reguladores especificos, tais como: horménios,

neurotransmissores, citocinas e farmacos (Mijatovic et al., 2008).

Via de regra, a expressao da Na*/K*—ATPase € mais abundante em tecidos
envolvidos no transporte de ions e em tecidos excitaveis, com uma variacao que pode
atingir uma diferenca de até 160 mil vezes. Também sdo observadas diferencas na
expressdo em decorréncia do estigio de desenvolvimento do organismo e nos
estagios de progressdo de algumas doencas. No cancer, no geral, sdo observados
niveis de expressdo mais baixos nos estagios iniciais da doen¢a, com um aumento

gradativo a medida que o tumor vai avancando (Geering, 2006; Mijatovic et al., 2008).

Além disso, a expressao das diferentes isoenzimas da Na*/K*-ATPase também
€ regulada e especificadamente alterada em certas doencas. A variagdo na expressao
das isoformas das subunidades em diferentes tipos de cancer humanos tem sido
extensivamente investigada nas ultimas décadas e embora a desregulacdo na
distribuicdo das diferentes isoformas sob condicGes patoldgicas ainda nao esteja
totalmente elucidada, a subunidade alfa é considerada um potencial alvo molecular a
ser explorado no combate a alguns tipos de cancer, especialmente os mais
agressivos. No geral, tem sido constatado que a taxa de expressao da isoforma ai é
significativamente maior nas células neoplasicas nos estagios iniciais da
tumorigénese, em contraste com o0 que € observado nos tecidos normais
correspondentes. Ja em estagios mais avancados o que se observa é uma elevagao
na expressao da isoforma asz (Espineda et al., 2003; Mijatovic et al., 2008; Albuguerque
et al., 2017).

Nesse contexto, a Na*/K*-ATPase ndo sO representaria um novo alvo
terapéutico, como também atuaria como um marcador biolégico para avaliagdo do
estadiamento de alguns tipos de cancer. Por essa razdo, um namero crescente de

estudos tem buscado avaliar o potencial terapéutico de moduladores conhecidos para
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essa enzima, especialmente os GC. Nesse sentido, essas substancias sao capazes
de desencadear uma série de vias de sinalizacéo celular que interferem nos processos
de proliferacdo e diferenciacdo, atuando na inducdo de processos de turnover
(autofagia e apoptose) em diferentes tipos de células cancerigenas (Albuquerque et
al., 2017).

Essas substancias inibem a Na*/K*—ATPase ao se ligarem em uma cavidade
extracelular existente entre as al¢cas formadas entre TM1-TM2 e TM3-TM4. Embora
0s GC se liguem a Na*/K*—-ATPase com maior estabilidade no estagio E2 fosforilado
(E2P) — estégio de alta afinidade pelos ions K* —, elas também s&o capazes de se ligar
a enzima em diferentes estagios do ciclo catalitico com diferentes graus de afinidade.
Apesar da ouabaina ser capaz de inibir a isoforma a1 apenas no estado fosforilado,
sua ligacao a subunidade a2 também pode ocorrer em um estado néo-fosforilado. No
entanto, a ligacao estabelecida é muito menos efetiva quando comparada a ligacédo
as isoenzimas formadas com as demais isoformas, refletindo em uma dissocia¢édo
cercade 5— 10 vezes mais rapida (Crambert et al., 2000; Mijatovic et al., 2007; Ogawa
et al., 2009).

No entanto, comparacBes entre modelos cristalograficos da enzima em
diferentes estagios sugerem que o sitio de ligagdo e suas caracteristicas
determinantes sdo essencialmente os mesmos, mesmo na presenca de ions K*. Esse
ion, além de acelerar o processo de desfosforilacdo dessa enzima — o que, dessa
forma, converte a enzima a um estagio de menor afinidade aos GC —, também provoca
um impedimento ao sitio de ligacdo desses inibidores, antagonizando ainda mais os
efeitos provocados por essas substancias (Kaplan, 2002; Mijatovic et al., 2008; Ogawa
et al., 2009).

No geral, as mudancas desencadeadas pela ligacdo dos GC séo pequenas e
se limitam a regido das hélices TM1-TM4. A diferenca mais notavel refere-se ao
deslocamento da porcdo extracelular da hélice TM4, se afastando de TM6 e
provocando uma ligeira mudanca na posicéo das hélices TM1 e TM2 (Ogawa et al.,
20009).

A carbonila conjugada do anel lactnico é capaz de provocar o rompimento de
ligacbes de hidrogénio originalmente estabelecidas entre o residuo glicina e os
residuos valina e alanina — presentes na hélice TM4 — e estabelecer uma nova ligagédo

de hidrogénio com a regido amina desses residuos, afastando o residuo glicina devido
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a repulsédo eletrostatica gerada. Em consequéncia desse novo arranjo, a coordenagao
do ion K* é parcialmente alterada em um dos seus sitios de ligacédo, posicionando-0
de tal forma que a proximidade com o anel lacténico impede a dissociacdo desse ion
e, consequentemente, forca a Na'/K*—ATPase a interromper seu funcionamento
(Forbush, 1983; Ogawa et al., 2009).

Os GC, no entanto, apresentam maior afinidade pela enzima no estagio E2P no
instante que antecede a coordenacao dos ions K*. A ligacdo desse ion ao seu sitio
resulta em um desenovelamento da hélice TM4 que dificulta a acomodacédo do anel
lactbnico, reduzindo parcialmente a poténcia dessas substancias nesse estagio do

ciclo enzimatico (Akera et al., 1985; Ogawa et al, 2009).

O nucleo esteroidal dos GC, por sua vez, se acomoda em uma cavidade
revestida pelas hélices TM4—-TM6. Originalmente, trés residuos de fenilalanina, um de
leucina e um de isoleucina estdo intimamente conectados, formando um bolséao
hidrofébico estreito. Para acomodar o ndcleo esteroidal, as cadeias laterais dos dois
residuos de fenilalanina sofrem uma tor¢cao que resulta na formacéo de uma superficie
capaz de estabelecer interagbes com um dos lados do esqueleto esteroidal (a-side),
com a premissa de que as jun¢des entre os anéis AB e CD sejam do tipo cis (Ogawa
et al., 2009; Laursen et al., 2013).

O nucleo esteroidal dos GC também apresenta outros elementos que podem
ser essenciais para uma interacao funcional com o sitio de ligacdo. A hidroxila da
posicao C-14[ estabelece uma importante interagédo do tipo ligagao de hidrogénio com
o residuo de treonina. As agliconas do GC também podem apresentar oxidagdo em
outras posicdes do nucleo. Hidroxilas na posicdo C-11 ou C-12 parecem ser
prejudiciais para a ligacao devido a falta de espaco para acomodacao desses grupos.
Em contraposicdo, parece haver espaco disponivel préximo a posicdo C-16,
permitindo que alguns grupos mais volumosos estejam presentes sem que iSSO
ocasione grande impacto na afinidade (Paula et al., 2005; Ogawa et al., 2009; Laursen
et al., 2015).

O esqueleto esteroidal dessas substancias pode ainda ser substituido na
posicdo C-3 por um terceiro elemento: uma cadeia lateral de agucares, resultando na
formacdo dos heterosideos. Embora essa por¢cdo osidica ndo seja diretamente
responsavel pela atividade cardiotbnica desses GC, a estereoquimica e a quantidade

de acucares que compdem essa cadeia lateral também influencia na afinidade dessas
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substancias pelo seu sitio de ligacdo na Na*/K*—ATPase, principalmente entre as
diferentes isoformas da subunidade de ligacdo. No geral, essa cavidade de ligacdo &
bastante estreita e apenas cadeias laterais inseridas nas posi¢des C-2 e C-3 do nucleo
esteroidal séo toleradas. De fato, a regido do sitio de ligagdo em que as moléculas de
acucar geralmente se acomodam, possui uma area relativamente grande, capaz de
acomodar adequadamente mais de um residuo de acucar, o que acaba contribuindo
para aumentar a afinidade dessas substancias. A presenca de um residuo de L-
ramnose na cadeia lateral da ouabaina (9) confere a esse heterosideo uma afinidade
muito maior (cerca de 300 vezes) quando comparado a aglicona correspondente, a
ouabagenina (9a). A principal explicacdo para essa diferenca de afinidade pode estar
correlacionada com a natureza estérica e hidrofilica dos residuos constantemente
observados na cadeia lateral dessas substancias (Ogawa et al., 2009; Katz et al.,
2010; Laursen et al., 2013).

(9a)

Os principais acucares identificados na cadeia lateral desses compostos séao 2-
desodxiacucares que apresentam na posicdo C-6 da hexose um grupo metila. A
substituicdo da digitoxose presente na molécula do evatromonosideo
(monodigitoxosideo da digitoxigenina - 17) por qualquer outro residuo de aclcar desse
grupo — L-ramnose, D-tevetose, D- fucose, L-oleandrose e outros — n&o provoca uma
alteracao significativa na afinidade dessas substancias. Em contraste, a oxigenacao
da posicao C-6 dessas moléculas de agucar provoca um efeito deletério em razédo da
hidrofobicidade dessa regido de ligacdo, que néo suporta nenhum tipo de interacao
intima com a porcao hidrofilica desses residuos de aglcar. Essa caracteristica reforga
a nao essencialidade de uma cadeia osidica para a acao inibitéria dessas substancias
(O’Brien et al., 1993; Kreis et al., 1998; Paula et al., 2005; Ogawa et al., 2009; Laursen
et al., 2013).
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(17)

Entretanto, € valido salientar que atingir um indice terapéutico mais amplo ainda
€ um desafio a ser suplantado para aplicacao terapéutica dos GC. Dessa forma, uma
vez que o preenchimento dessa cavidade contribui para aumentar o tempo de
permanéncia dessas substancias no sitio de ligacdo em virtude de um aumento na
afinidade de ligagao, explorar a insercao de diferentes cadeias laterais nessas
posicdes do nucleo esteroidal (C-2 e C-3) tem sido uma estratégia bastante aplicada
para compreensdo e farmacomodulacdo das interagcbes dos GC com a Na*/K*—
ATPase. A simplificacdo das cadeias laterais nessas posi¢des, substituindo os
residuos de aglcar por grupos mais simples, permite a sintese de novas substancias
em séries congéneres para construcdo de modelos preditivos, contribuindo assim para
determinacao dos substituintes mais apropriados em C-2 e C-3 para o planejamento

de candidatos a farmacos mais promissores (Mijatovic et al., 2012).
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MATERIAL E METODOS

Equipamentos

Agitador magnético, IKA C-MAG H87

Balanca analitica Denver Instrument

Balanca analitica Mettler, modelo AB 204.

Balanca semi-analitica Nucleo, modelo PR 1000.

Banho de ultrassom Thornton, modelo T 50.

Bombas de vacuo KnfLab Laboport, modelo N86KT.18

Coluna fase reversa, Acquity UPLC BEH C18, Waters; 5,0 x 2,1 mm d.i. 1,7 pm.
Destilador de 4gua Fabbe, modelo A 95.

Evaporador rotatério Biichi, modelo R-114.

Eppendorf Thermo Shaker Uniscience Biosan, modelo TS-100.

Pré-coluna, Acquity UPLC BEH C18, Van Guard pre-column, Waters; 2,1 X 5 mm
d.i. 1,7 pum.

Purificador de agua Milli-Q Plus.

Lampada UV para cromatografia Spectroline, modelo 977 C (254 e 365 nm).
Micropipetas HTL, volume ajustavel de 1000 pL.

Sistema de cromatografia liquida de ultra eficéncia (UPLC), equipado com
detector DAD na faixa de 200 a 500 nm e interface com espectrémetro de massas
de triplo quadrupolo com fonte de ionizacdo por electrospray (Acquity TQD,
Waters).

Solventes e Reagentes

Acidos 3,5-dinitrobenzoico, Riedel-deHaén

Acidos grau P.A: acido férmico, acido sulfurico, acido acético, Merck.
Anisaldeido sufltrico, Sigma-Aldrich.

Azida de sadio, Vetec.

Bicarbonato de sédio, Fmaia.

Boroidreto de soédio, Sigma-Aldrich.

Carbonato de sodio, Vetec.

Carbonato de Potassio, Vetec.
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e Carvao ativado, Synth.

e Cloreto de cloroacetila, Sigma-Aldrich.

e Cloreto de p-toluenosulfonila, Sigma-Aldrich.

e Dioxano, Sigma-Aldrich.

e Dimetilformamida, Sigma-Aldrich.

e DIPEA, Sigma-Aldrich.

e Gelo pilado.

e Hidroxido de aménio P.A., Isofar.

e Hidréxido de sédio P.A., Grupo Quimica.

e Hidroxido de potassio P.A., Vetec.

e Peneira molecular 3A, Sigma.

e Solventes grau P.A: cloroférmio, diclorometano, acetato de etila, acetona, alcool
metilico e alcool etilico, Neon.

e Solventes grau CLAE: acetonitrila e metanol, Tedia.

e Silica gel 60, 70-230 mesh, Merck

e Silica gel 60, 230-400 mesh, Merck.

e Sulfato de sodio anidro, Exodo Cientifica.

e Tridxido de cromo, Sigma-Aldrich.

e Tetraidrofurano, Sigma-Aldrich.

5.3 Vidrarias e Materiais Diversos

Microtubo plastico de 600 pL e 2.000 pL do tipo safe-lock, Sigma-Aldrich.
e Baldo de fundo chato de 500 mL, Pyrex.

e Balbes volumétricos de 10, 25 e 100 mL, Satelit e Blaubrand.

e Baldo tritubulado de fundo redondo de 1.000 mL.

e Barra de agitacdo magnética.

e Borrifador de vidro, Hialoquimica.

e Cubas cromatograficas de vidro Pirex.

e Colunas cromatograficas de vidro de dimensdes variadas, Hialoquimica.
e Cromatoplacas de vidro de 5 x10 cm e de 10 x10 cm.

e Condensador de bolas, Hialoquimica.

e Frascos de penicilina com tampa de borracha.
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e Funil de buchner, Chiarotti.

e Funil de separacéo de 250 mL, 500 mL e 1.000 mL, Pyrex.

e Funil de vidro sinterizado (n° 01 — didmetro dos poros de 100 a 160 pum), Js.

e Funil de vidro sinterizado (n° 04 — diametro dos poros de 10 a 16 pm), Js.

e Papel indicador de pH Universal, pH 0-14, Merck.

e Papel de filtro quantitativo 15 cm de diametro, Framex.

e Papel de filtro qualitativo 12,5 cm de diametro, Nalgon.

e Ponteiras plasticas, Corning.

¢ Vials de vidro com tampa e septos de teflon para injetor automatico em sistema
de cromatografia liquida de ultra eficiéncia.

e Tubo de vidro de bola esmerilhada de 50 mL.

5.4 Solventes e Reagentes
* Reagente de Jones (Kiliani et al., 1913)

Em um frasco de vidro @mbar contendo 7,0 mL de uma solucéo aquosa de CrOs 3,7
mol/L foram adicionados 2,3 mL de H2SO4. Todas as solu¢des foram preparadas em
banho de gelo e a mistura final foi armazenada a temperatura ambiente e protegida

da luz.

* Ativacao da Peneira Molecular

Cerca de 100 gramas de peneira molecular 3A em céapsula de porcelana foram
mantidas por 2 horas em manta aquecedora a 300 °C. A capsula preenchida foi entdo
transferida para estufa a 100 °C por cerca de 12 horas até reducdo da temperatura e,
posteriormente, foi mantida em dessecador sob vacuo e temperatura ambiente até

utilizacao.

5.5 Agentes Reveladores
* Solugao de Anisaldeido Sulfurico (Wagner et al., 1996)

Em banho de gelo, foram adicionados 0,5 mL de anisaldeido a um béquer contendo

10,0 mL de acido acético glacial. Posteriormente, foram lentamente adicionados 85,0
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mL de metanol e 5,0 mL de &cido sulftrico concentrado, respectivamente, a solucao
anterior. A preparacéao foi mantida sob refrigeracdo e protegida da luz até o momento

do uso.

* Reagente de Kedde (\Wagner et al., 1996)

Preparacdo extemporanea de uma mistura contendo as solucdes A e B (1:1).

Solucao A: solucdo metandlica de acido 3,5-dinitrobenzéico 2,0% pl/v.

Solucao B: solucao hidrometandlica (1:1) de KOH 2M.

5.6 Identificacdo e Caracterizacdo dos Derivados
5.6.1 Analises por UPLC-PAD-ESI-MS

As andlises em UPLC-PAD-ESI-MS foram realizadas adotando um sistema
ACQUITY Ultra Performace LC™ (Waters) acoplado simultaneamente a um detector
de arranjo de fotodiodo PDA 2996 (Waters) e com interface para um espectrémetro
de massas triplo quadrupolo ACQUITY TQ (Waters), equipado com uma fonte de
ionizacao por electrospray (ESI) por Z-Spray, operando em modo positivo e negativo
no modo de varredura total (Full scan). O intervalo de massas avaliado foi da relagéao
massa/carga (m/z) de 200 a 1300 Da.

O software MassLynx™ (versao 4.1, Waters, Milford, MA, EUA) foi usado para
controlar o sistema UPLC-PDA-ESI-MS, bem como para aquisi¢cao e processamento

dos dados.

Para realizacdo das andlises, 3,0 pL das solugdes amostra (1,0 mg/mL) foram
injetadas em uma coluna de fase reversa (BEHC18, 1,7 um, 50 x 2,1 mm d.i., 1,7 pum),
a um fluxo de 0,3 mL/minuto, adotando-se uma eluicdo em gradiente (Tabela 2). A
fase movel foi constituida de agua (solvente A) e acetonitrila (solvente B), ambos
acidificados com 0,1% v/v de é&cido férmico, e a coluna foi mantida a 40 °C. A
composicao inicial da fase movel apresentava 5,0% do solvente B, com gradiente
linear até 95,0% do mesmo solvente até 10 minutos, retomando para 5,0% com 11

minutos de corrida. Em todas as etapas foram empregados solventes grau HPLC e
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agua destilada, filtrada em sistema Milli-Q. Metanol e acetonitrila foram utilizados

como branco para as analises.

Tabela 2 — Gradiente de eluicdo das analises por UPLC-PAD-ESI-MS.

Tempo Agua (%) Acetonitrila (%)
(Solvente A)* (Solvente B)*
0 minutos 95,0 5,0
10 minutos 5,0 95,0
11 minutos 95,0 5,0
13 minutos 95,0 5,0

* Acidificados com 0,1% v/v de acido férmico.

Os cromatogramas foram registrados pelo detector PDA no intervalo de 210-
500 nm. Os espectros de massa foram obtidos utilizando a fonte ESI, operando nas
seguintes condicdes: voltagem do capilar de 3,50 kV; voltagem do cone 60 volts;
energia de colisdo de 20 eV; temperatura da fonte de 120 °C, enquanto a temperatura

e o fluxo do gas de dessolvatacédo foram de 350 °C e 600 L.h, respectivamente.
5.6.2 Andlises por Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

Para realizagdo das andlises em CCD, 40 microlitros das solu¢cdes amostra
preparadas na concentracdo 1 mg/mL foram aplicados em placas de aluminio
revestidas por 0,20 mm de silica gel 60 com indicadores de fluorescéncia a 254 nm
(Macherey-Nagel) e eluidas em diferentes condi¢cdes cromatograficas conforme

descrito na Tabela 3.
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Tabela 3 — Condi¢fes cromatogréficas de andlises dos derivados obtidos.

Reacéo Eluente Proporcgéo Eluicéo?
Mistura de _
cG Acetato de etila 100% Duas vezes
Reacéo | Acetato de etila 100% Duas vezes
Reacéo Il Acetato de etila 100% Duas vezes
Reacéo Il Acetato de etila/Hexano 3:2 Duas vezes
Reacéo IV Acetato de etila/Hexano 3:2 Trés vezes
Reacéo V Acetato de etila/Hexano 3:2 Duas vezes
Reacédo VI  Acetato de etila/Metanol/Trietilamina 4,99:4,99:0,02 Duas vezes
Reacdo VIl  Acetato de etila/Metanol/Trietilamina 4,99:4,99:0,02 Duas vezes
Reacéao Vi Acetato de etila 100% Duas vezes
Reacédo IX  Acetato de etila/Metanol/Trietilamina  48,95:0,05:1  Trés Vezes

1 Correspondente ao nimero de vezes em que cada cromatoplaca foi eluida no respectivo eluente.
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5.7 Sintese dos Derivados
5.7.1 Obtencé&o de Extrato Enriquecido em Cardenolideos da Série A

Para obtencdo de uma fracao enriquecida em cardenolideos da série A, foram
adicionados 17,0 gramas de extrato metandlico seco de folhas de D. lanata rico em
glicosideos cardiotbnicos — gentiimente cedidos pelo Prof. Dr. Wolfgang Kreis da
Universidade Erlangen-Nuremberg, Alemanha — em 200,0 mL de acetona. A
suspensao obtida foi submetida a extragdo em banho ultrassénico por 30 minutos e o
extrato acetonico obtido foi posteriormente filtrado, sob presséo reduzida, em funil de
vidro sinterizado (n° 01 — didmetro dos poros de 100 a 160 um). O residuo solido retido
no funil foi recolhido, ressuspendido em 100,0 mL e novamente submetido a extracao
em banho ultrassbnico por 30 minutos para extracdo total dos glicosideos
cardiotonicos presentes no material de partida. Apés nova filtracdo — nas mesmas
condi¢cOes descritas anteriormente — as fragdes do filtrado foram reunidas e filtradas,
sob pressao reduzida, em 30 gramas de carvao ativado em po depositados em um
funil de vidro sinterizado (n° 04 — didmetro dos poros de 10 a 16 ym). Adicionalmente,
o carvao ativado foi lavado com 100,0 mL de acetona para dessor¢ao dos glicosideos
cardiotbnicos adsorvidos e o extrato enriquecido obtido foi levado ao evaporador
rotatério sob pressao reduzida, em banho a 60 °C, até que todo o solvente tivesse
sido eliminado. O extrato seco foi analisado por CCD e por UPLC-PDA-ESI-MS
conforme condicdes descritas na secao Materiais e Métodos (item 5.6).
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5.7.2 Reacdo | — Hidrélise dos Glicosideos Cardiotdnicos

Figura 9 — Condi¢cdes dareacao de obtencéo do derivado (1a).

R =Dx (17) H*/Metanol
e
Dx — Dx (15) 55 °C/35 minutos

Dx —Dx—Dx (1)

Dx = digitoxose (1a)

A aglicona dos cardenolideos pertencentes a série A — a 3B-hidroxi-
digitoxigenina (1a) — foi selecionada nesse trabalho como material de partida para a
sequéncia de reacdes de modificacdo que visa a obtencdo dos derivados
semissintéticos planejados. A obtencdo dessa substancia a partir do extrato de
glicosideos cardiotdnicos obtida anteriormente foi realizada seguindo as condi¢des de

hidrélise acida proposta por Padua e colaboradores (2003).

Foram dissolvidos 10,0 gramas da mistura de cardenolideos obtida
anteriormente (item 4.1.1) em 400,0 mL de metanol em baldo tritubulado de fundo
redondo (1.000,0 mL de capacidade) e mantidos sob agitacdo magnética em banho
de vaselina até que a mistura atingisse 55 °C. Em seguida, 350,0 mL de solucéo de
HCI 1,0 mol/L foram adicionados lentamente e o meio reacional foi mantido sob
agitacdo magneética e refluxo, a 55 °C, por 35 minutos. Transcorrido esse tempo, a
reacao foi interrompida pelo resfriamento do sistema em banho de gelo até que o meio
reacional atingisse temperatura ambiente. A mistura reacional foi posteriormente
elaborada por intermédio de uma extracao liquido-liquido nas seguintes condicdes: a
mistura foi inicialmente extraida com 3 x 200,0 mL de cloroférmio e a fracdo organica
obtida foi neutralizada com 50,0 mL de solucdo de NaHCO3 3,0% m/v. Posteriormente
foi lavada com 3 x 100,0 mL de agua destilada e sulfato de sédio anidro foi adicionado
para eliminacdo da agua residual presente. O solvente foi eliminado em evaporador

rotatorio sob presséo reduzida e banho & 50 °C até obteng&o do residuo seco.
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O produto de hidrdlise obtido foi purificado empregando-se dois diferentes
processos sequenciais conforme descrito a seguir. Para avaliacdo da eficiéncia dos
processos foram feitas analises por CCD, conforme condigcbes descritas na secéo

Materiais e Métodos (item 5.6.2).

Purificacdo 1 — Solubilidade Diferencial em Acetato de Etila

Foram adicionados cerca de 20,0 mL de acetato de etila a um erlenmeyer de
100,0 mL de capacidade contendo todo o material obtido ao final da elaboragcéo da
reacdo de hidrolise (cerca de 7,0 gramas de 3B-hidroxi-digitoxigenina impura). A
mistura foi submetida a sonificacdo em banho de ultrassom até que houvesse a
ressuspensédo de todo o material e em seguida, a suspensado obtida foi mantida em
repouso a temperatura de aproximadamente 20 °C negativos por tempo suficiente
para que todo o residuo sélido se decantasse no fundo do frasco. O sobrenadante —
rico em impurezas — foi recolhido por succdo e transferido para outro recipiente.
Adicionalmente, mais 20,0 mL de acetato de etila foram adicionados ao erlenmeyer

contendo o precipitado para que todo o processo fosse repetido por mais duas vezes.

Purificagdo 2 — Dessorc¢ao Diferencial em Silica Gel

Foram reunidos os residuos obtidos apoés purificacdo prévia — processo descrito
acima — do material resultante de duas reacdes de hidrolise isoladas, totalizando cerca
de 5,0 gramas de 3B-hidroxi-digitoxigenina pré-purificada. Todo esse material foi
solubilizado em 300,0 mL de CH2Cl2 e incorporado em 15,0 gramas de silica gel (0,04-
0,063 mm) para composi¢do do topo da coluna, que foi constituida por um funil de
vidro sinterizado (n° 04 — didmetro dos poros de 10 a 16 pm) preenchido com 50,0 g
do mesmo material adsorvente usado para composi¢cdo do topo. A purificacdo foi
procedida por meio da dessorcao diferencial dos compostos a partir da eluicao
adotando-se mistura de solventes com polaridades crescentes, e sob condicdo de

vacuo, conforme descrito na tabela a seguir:



Tabela 4 — Gradiente de elui¢ao da coluna de purificagcdo do produto de
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hidrolise.

Polaridade Solventes Volume FracOes
I 100% Diclorometano 300,0 mL 1

Il 18:2 Diclorometano/Acetato de etila 50,0 mL 2-10
1] 9:1 Diclorometano/Acetato de etila 50,0 mL 11-30
\Y, 7:3 Diclorometano/Acetato de etila 50,0 mL 31-50
\Y 11 Diclorometano/Acetato de etila 50,0 mL 51 - 57
VI 11 Diclorometano/Metanol 200,0 mL 58

As fragdes foram coletadas em frascos de 250,0 mL previamente tarados e mantidas

sob capela de exaustdo até que todo o solvente fosse evaporado. As massas

recuperadas foram registradas e uma amostra de cada uma das fragcbes impares

foram tomadas e dissolvidas em volume suficiente de acetona para obter uma solugéo

de concentracdo de 1,0 mg/mL, que foi usada para as andlises por CCD, conforme

condi¢cdes descritas na secdo Materiais e Métodos (item 5.6.2). As fracBes que

apresentaram um perfil cromatografico semelhante foram reunidas e a massa foi

novamente aferida para avaliacao da eficacia da separacao. As fracdes impuras foram

combinadas e novamente submetidas ao processo de purificacdo. Apenas a massa

final de 3B-hidroxi-digitoxigenina foi considerada para calculo do rendimento da

reacao.

Aspecto: sélido branco

Recuperacéo: 14,3%

Formula Molecular: C23H3404
Massa Molar: 374,25 g/mol
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5.7.3 Reacdo Il - Sintese da digitoxigenona

Figura 10 — Condi¢cbes da reacao de obtencéo do derivado (1b).

H,CrO,/Acetona
0 °C/20 minutos

Foram dissolvidos 1,5 gramas de 3[B-hidroxi-digitoxigenina (1 equivalente, 4,00
mmols) em 170,0 mL de acetona, em baldo de fundo chato (250,0 mL de capacidade),
e a solucéao resultante foi submetida a resfriamento, em banho de gelo, até que fosse
alcancada a temperatura de 0 °C. Foram adicionados lentamente 2,1 mL de Reagente
de Jones (1,5 equivalentes, 5,8 mmols de CrOz3) e a reacao foi mantida sob agitacao
magnética em banho de gelo por 20 minutos. Posteriormente, 30,0 mL de metanol
foram adicionados ao meio reacional para consumo do excesso de CrOs e a reagéo
foi novamente mantida sob agitacdo magnética em banho de gelo por 20 minutos. A
reacao foi interrompida pela adicdo de 50,0 mL de agua destilada para a diluicdo da
solucao final e, consequente, diminuicdo da acidez do meio. A solugéo diluida foi
transferida para um baldo de fundo redondo — a fim de separa-la do material
precipitado formado — e levada a evaporador rotatério, sob presséo reduzida, para
reducdo de aproximadamente 70% do seu volume (correspondendo a eliminacdo do
solvente organico). A suspensédo final formada foi transferida para um funil de
separacéo e extraida com 5 x 30,0 mL de cloroférmio. A fragé@o cloroférmica obtida foi
neutralizada com 30,0 mL de solugdo de Na2COs 3% p/v e, posteriormente, lavada
com 3 x 30,0 mL de agua destilada. Para eliminacdo da agua residual, sulfato de sodio
anidro foi utilizado, e o solvente foi evaporado sob pressao reduzida em evaporador
rotatério e banho a 55 °C. O residuo seco foi transferido para um frasco previamente
tarado e a massa obtida foi registrada para calculo do rendimento da reacdo. O
produto foi analisado por CCD e por UPLC-PDA-ESI-MS conforme condicbes
descritas na se¢gédo Materiais e Métodos (item 5.6).
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Aspecto: sélido branco
Rendimento: 95,0%
Formula Molecular: C23H3204
Massa Molar: 372,23 g/mol

5.7.4 Reacdo lll — Sintese da 3a-hidroxi-digitoxigenina

Figura 11 — Condi¢cdes da reacao de obtencédo do derivado (1c).

NaBH,/Dioxano
_
- 20 °C/90 minutos

Ho™

(1b) (1c)

Em um baldo de fundo chato (250,0 mL de capacidade) foram dissolvidos 500
miligramas de digitoxigenona (1 equivalente, 1,34 mmols) em uma mistura de
solventes contendo 20,0 mL de 1,4-dioxano e 5,0 mL de agua destilada (4:1). A
solucéo obtida foi submetida a resfriamento prévio por 30 minutos a 20 °C negativos
e em seguida, uma solucdo extemporanea, constituida de 185,0 mg de NaBH4 (3,6
equivalentes, 4,8 mmols) dissolvidos em 18,75 mL de dioxano 80% v/v (15,0 mL de
dioxano e 3,75 mL de agua destilada), foi adicionada ao meio reacional. A solucéo
resultante foi mantida em repouso por 90 minutos a uma temperatura de cerca de 20
°C negativos. A reacao foi interrompida pela neutralizacéo do excesso de NaBH4com
adicdo cautelosa de uma solucdo de &cido acético 5% v/v a solucdo, até que o meio
atingisse um pH igual a 5,0 — medido com auxilio papel indicador de pH. Em seguida,
a solucéo foi mantida sob fluxo de ar comprido e agitacdo a temperatura ambiente
para eliminacdo do solvente organico — reducéo de cerca de 70% do volume — com o
intuito de facilitar a etapa de elaboracéo. A suspenséao formada foi transferida para um
funil de separagéo e extraida com 5 x 30,0 mL de uma mistura cloroférmio/etanol (3:1).
As fracdes organicas foram reunidas, lavadas com 3 x 30,0 mL de agua destilada e

sulfato de sodio anidro foi utilizado para eliminacdo da agua residual. Apés
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evaporacao do solvente, sob pressao reduzida em evaporador rotatorio e banho a 50
°C, analises do produto obtido foram feitas por CCD e em UPLC-PDA-ESI-MS

conforme condi¢des descritas na seccao Materiais e Métodos (item 5.6).

Para purificagdo do produto de interesse, foram adicionados cerca de 30,0 mL
de metanol previamente resfriado a um erlenmeyer de 100,0 mL de capacidade
contendo todo o material obtido ap6s algumas repeticbes da reacdo descrita acima,
totalizando cerca de 8,1 gramas de 3a-hidroxi-digitoxigenina impura. A mistura foi
mantida em banho ultrassonico por aproximadamente 5 minutos e o frasco foi
posteriormente mantido no congelador e sob repouso até que todo o material
particulado decantasse no fundo do recipiente. A separacdo das fases foi realizada
por meio de uma filtracdo em funil de Bichner (450 mm) e kitassato (250 mL de
capacidade), sob presséao reduzida. O precipitado retido no funil foi levado com 50,0
mL de metanol previamente resfriado e em seguida transferido para um frasco
previamente tarado, que foi mantido em dessecador sob pressao reduzida por sete
dias para eliminacédo do solvente residual. Transcorrido esse tempo a massa obtida
foi registrada para calculo do rendimento da reagéo. Para avaliagéo da eficiéncia dos
processos foram feitas analises por CCD, conforme condi¢Bes descritas na secao

Materiais e Métodos (item 5.6.2).

Aspecto: sélido branco
Rendimento: 89,6%
Formula Molecular: C23H3404
Massa Molar: 374,25 g/mol
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5.7.5 Reacdo IV - Sintese da 3a-O-tosil-digitoxigenina

Figura 12 — Condi¢cbes dareacado de obtencéo do derivado (1d).

TsCUPiridina

22 °C/20 horas

Foram adicionados 1.000 mg de 3a-hidroxi-digitoxigenina (1 equivalente, 2,67
mmols) em um baldo de fundo redondo de 50,0 mL de capacidade. O balao foi vedado
com um septo de borracha e 24,0 mL de piridina anidra foram adicionados com auxilio
de uma seringa (solucdo 1). Paralelamente, em um frasco de vidro (10 mL de
capacidade) vedado com septo de borracha foi preparada uma solugdo contendo 3,0
gramas de cloreto de p-toluenossulfonila (4,5 equivalentes, 12,0 mmols) dissolvidos
em 0,8 mL de piridina anidra (solugdo 2). Ambas as solugdes preparadas foram
mantidas a 20°C negativos por 20 minutos e a mistura foi realizada para transferéncia
da solucéo 2 para o frasco da solucao 1, com auxilio de uma seringa. O excesso de
ar no sistema foi removido com o auxilio de uma seringa até o que o émbolo dessa
acusasse condicao de vacuo no interior do frasco, assegurando assim a auséncia de
umidade. O meio reacional foi mantido sob agitacdo a 22 °C (temperatura controlada)
por 20 horas. Transcorrido esse tempo, todo o volume reacional foi vertido em um
béquer de 100,0 mL preenchido em 2/3 de sua capacidade com gelo pilado e o
excesso de piridina foi neutralizado pela acidificagdo do meio com a adicdo de
guantidade suficiente de uma solucdo de HCf 2 mol/L para que o meio atingisse um
pH igual a 3,0. A conversdo da piridina no ion piridinio garantiu a precipitacdo do
produto desejado, que posteriormente foi filtrado, sob presséo reduzida, em funil de
Bichner (700 mm) coberto com papel de filtro e lavado com &gua gelada para
eliminacao dos residuos de piridina. O precipitado foi adicionalmente lavado com 50,0
mL de solucdo de NaHCOs 3% m/v previamente resfriada para eliminagdo do
subproduto — o &cido p-toluenossulfénico. Apos segunda lavagem com agua destilada
gelada, o funil foi mantido em dessecador, sob presséo reduzida, por sete dias para
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eliminacdo do solvente residual. O precipitado seco foi transferido para um frasco
previamente tarado e a massa obtida foi registrada para calculo do rendimento da
reacdo. O produto obtido foi analisado por CCD e por UPLC-PDA-ESI-MS conforme
condi¢des descritas na secdo Materiais e Métodos (item 5.6).

Aspecto: sélido branco
Rendimento: 99,2%

Formula Molecular: C3oH4006S
Massa Molar: 528,25 g/mol

5.7.6 Reacdao V - Sintese da 3B-azido-3-desoxi-digitoxigenina

Figura 13 — Condi¢cdes dareacao de obtencédo do derivado (1e).

NaNy/DMF
75 °C/7 horas

S
ISk
H,C

(1d)

Em um tubo de vidro de boca esmerilhada (50,0 mL de capacidade) foram
dissolvidos 1000,0 mg de 3a-O-tosil-digitoxigenina (1 equivalente, 1,89 mmols) em
15,0 mL de dimetilformamida (DMF) e 1,47 gramas de NaNs (12 equivalentes, 22,68
mmols) foram adicionados a solugcdo. A suspensao gerada foi mantida em banho de
vaselina a 75 °C, sob agitacdo e condicdo de refluxo, por 7 horas. A reacao foi
interrompida pela adicdo de gelo pilado e 50,0 mL de agua destilada gelada ao meio
reacional, ocasionando instantaneamente a precipitacédo do produto desejado, que
apos filtracdo em funil de Buchner (700 mm) coberto com papel de filtro quantitativo,
foi lavado com agua destilada gelada para eliminacdo do excesso de NaNs. O papel
de filtro foi transferido para uma placa de Petri tarada que foi mantida em dessecador
sob pressao reduzida para eliminacdo do solvente residual. O precipitado seco foi

entdo transferido para frasco previamente tarado e a massa foi registrada para célculo
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do rendimento da reacao. O produto foi analisado por CCD e por UPLC-PDA-ESI-MS
conforme condi¢des descritas na secdo Materiais e Métodos (item 5.6).

Aspecto: solido branco
Rendimento: 95,0%

Formula Molecular: C23Hs3N3O3
Massa Molar: 399,25 g/mol

5.7.7 Reacdo VI - Sintese da 3B-amino-3-desoxi-digitoxigenina

Figura 14 — Condi¢cdes da reacao de obtencédo do derivado (1f).

PPhy/THF
60 °C/14 horas

Foram dissolvidos 100,0 mg da 3[-azido-3-desoxi-digitoxigenina (1 equivalente,
0,27 mmols) e 105,0 mg de PPhs (1,5 equivalentes, 0,40 mmols) em 2,5 mL de
tetraidrofurano (THF) e 2,0 mL de agua destilada em tubo de vidro de boca
esmerilhada (50,0 mL de capacidade). A reacao foi mantida em banho de vaselina a
60 °C e agitacao por 14 horas. Para evitar a diminuicdo do volume do meio reacional,
um condensador de bolas também foi acoplado ao sistema. Transcorrido o devido
tempo, a reacgdo foi interrompida pelo resfriamento do sistema em agua corrente até
gue o meio reacional atingisse temperatura ambiente e 60,0 mL de CH:C{: foram
adicionados para diluicdo do meio reacional (fase organica I). A mistura foi transferida
para um funil de separagao e extraida com 5 x 50,0 mL de solugado de HC! diluido
(0,05 mol/L). Para eliminacdo de impurezas presentes por arraste mecanico, a fase
aguosa acida rica no produto ionizado foi extraida em sequéncia com 3 x 30,0 mL de
acetato de etila e 2 x 30 mL de CH2C.. As fragbes organica foram reunidas (fase

organica Il), secadas com sulfato de sddio anidro e o solvente foi evaporado em
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evaporador rotatorio, sob presséo reduzida, e banho a 55 °C até obtencao do residuo.
A fase aquosa acida foi neutralizada pela adicdo de quantidade suficiente de solucdo
de NHs 3,0% v/v para que fosse atingido um pH igual a 9 — medido com auxilio de
papel indicador de pH — e, em seguida, foi extraida com 5 x 30,0 mL de CH2C#: (fase
organica lll). A fracdo organica reunida foi lavada com 1 x 50,0 mL de 4gua destilada
acrescida de 2,0 mL de soluc¢do de NH3 3,0% v/v (pH = 10) e sulfato de sodio anidro
foi adicionado para eliminacdo da agua residual e o solvente foi evaporado em
evaporador rotatério, sob presséo reduzida e banho a 55 °C até obtencdo do residuo.
Cada um dos residuos obtidos apds eliminagéo do solvente das frases orgéanica l, Il e
[l foram transferidos para um frasco previamente tarado. As massas foram registradas
e 0s materiais obtidos foram analisadas por CCD e por UPLC-PDA-ESI-MS conforme

condic¢fes descritas na secdo Materiais e Métodos (item 5.6).

Aspecto: sélido branco
Rendimento: 65,0%

Formula Molecular: C23H3zsNOs
Massa Molar: 373,26 g/mol

5.7.8 Reacdo VII - Sintese da 3B-(cloroacetil)amino-3-desoxi-digitoxigenina

Figura 15 — Condicdes da reacao de obtencéo do derivado (19).

(0]
oh A mHE

25 °C/3 horas

Em baldo de fundo redondo (50,0 mL de capacidade) foram dissolvidos 150,0
mg (1 equivalente, 0,4 mmols) de 3p-amino-3-desoxi-digitoxigenina em 1,5 mL de
tetraidrofurano e 1,0 mL de uma solucédo de K2COs3 14,4% p/v foi adicionado ao meio

reacional propiciando um pH alcalino. Em seguida foram adicionados lentamente
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150,0 pL de cloreto de cloroacetila (4,7 equivalentes, 1,88 mmols) diluidos em 1,0 mL
de THF. A cada adicao de aproximadamente 50,0 pyL da solugao foi realizada a
verificacdo do pH do meio e, caso necessario, mais solucao de K2COs era adicionada.
ApGs 3 horas sob agitacdo e a temperatura ambiente, a reagao foi interrompida pela
evaporacao do THF sob pressédo reduzida em evaporador rotatério e banho a 50 °C
até que fosse observado a precipitacédo do produto desejado. O sdlido foi entéo filtrado
sob pressdo reduzida em funil de Bichner e lavado com agua destilada para
eliminacdo do excesso de K2COs presente. O material retido no funil foi entdo
transferido para um frasco previamente tarado e mantido em dessecador sob presséo
reduzida para eliminacdo do solvente residual. Apoés verificacdo da massa obtida, uma
amostra  foi analisada por CCD e por UPLC-PDA-ESI-MS conforme condi¢des
descritas na secao Materiais e Métodos (item 5.6).

Aspecto: sélido branco
Rendimento: 80,6%

Formula Molecular: C2sH3zsCINO4
Massa Molar: 449,23 g/mol
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5.8 Anédlises in silico

Toda a metodologia utilizada nas analises in silico se encontra resumida no

esquema 1 e descrita a seguir.

Esquema 1 - Resumo das analises in silico.

{Banco de dados Uniprot) (SignalP 5.0) (HHpred/HHsearch)

l

REFINAMENTO DOS MoDELOS 3D : CONSTRUCAO DOS MobeLos 3D : ALINHAMENTO DAS SEQUENCIAS
[ (Sybyl-1) ] [ (Modeller) ] [ (HHpred/HHsearch) ]

l

VaLIDACA D0S MopeLos CoNsTRUIDOS ESTUDO DE REDOCKING
(MolProbityProsa-Web/Saves 6.0) (Sybyl-X/Gold/OE docking/Glice)

OBTENCAO DAS SEQUENCIAS PRIMARIAS PREDICAO DO PEPTIDED SINAL IDENTIFICACAO DA PROTEINA MoLDE
[ { 5 ¢ 3 {

ANALISE DAS POSES OBTIDAS SIMULACOES DE ANCORAGEM MOLECULAR REFINAMENTO DAS ESTRUTURAS 3D
(Maestro/PyMOL/Discoverystudio) (0lide) (QUACPAC/OMEGA)

I

SELECAD DOS LIGANTES MAIS FAVORAVEIS SELECAO DOS 57 DErIvADOS — CUN“RUW DAS ESTRU,WRAS B
(DiscoveryStudio)

Legenda: em azul esta representada a sequéncia dos métodos aplicados na modelagem por homologia
das proteinas; em vermelho esta representada a sequéncia envolvida no preparo dos ligantes; e em
amarelo estdo representados os procedimentos envolvidos nas simula¢des de ancoragem.

5.8.1 Modelagem por Homologia
5.8.1.1 Obtencao das Sequéncias Primarias e Predicdo do Peptideo Sinal

As sequéncias de aminoacidos das quatro diferentes isoformas da subunidade

alfa da Na*/K*—ATPase humana (a1, a2, as e a4) foram obtidas no banco de dados
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UniProt (https://www.uniprot.org/), apresentando os respectivos coédigos de acesso:
P05023, P50993, P13637 e Q13733. As estruturas primarias dessas proteinas
possuem 1.023, 1.020, 1.013 e 1.029 aminoacidos, respectivamente e, sao
codificadas pelos genes ATP1Al, ATP1A2, ATP1A3 e ATP1A4. A predicdo do
peptideo sinal das sequéncias foi realizada na plataforma SignalP 5.0
(https://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) (Armenteros, 2019).

5.8.1.2 Predicédo das Estruturas Tridimensionais

Até a presente data, nenhuma estrutura cristalografica da proteina Na*/K*—
ATPase humana foi depositada em banco de dados de proteinas (do inglés, Protein
Data Bank — PDB), que compreende um repositorio de arquivos contendo a estrutura
tridimensional de proteinas, obtidas por métodos experimentais como difracdo de
raios-X, cristalografia, espectroscopia de RMN ou microscopia crio-eletronica (Berman
et al., 2000).

Por essa razao, as estruturas terciarias das diferentes isoformas da

subunidade alfa foram preditas empregando o método de modelagem por homologia.

A estrutura molde utilizada no processo de modelagem foi identificada
empregando o recurso HHpred disponivel em MPI Bioinformatics Toolkit

(https://toolkit.tuebingen.mpg.de/tools/hhpred).

O HHpred baseia-se na comparacao pareada de Modelos Ocultos de Markov
(do inglés, Hidden Markov Models — HMMs) utilizando as sequéncias extraidas dos
principais bancos de dados com acesso aberto. Dessa forma, é fornecido como
resultado uma série de proteinas similares ranqueadas de acordo com o grau de
similaridade apresentado. A comparacdo em perfil das sequéncias primarias fornece
analises detalhadas sobre a conservacdo da posicdo de cada um dos residuos,
permitindo observar as frequéncias de insercbes e exclusbes, 0 que
conseguentemente, aumenta a sensibilidade e a seletividade da busca. Além do mais,
a comparacao da estrutura secundaria predita entre as sequéncias é realizada com o
intuito de fornecer uma similaridade indireta do empacotamento. Quando uma
proteina homologa com estrutura conhecida € identificada e esta disponivel, o

enovelamento observado pode ser usado como molde para modelar a estrutura
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tridimensional de proteinas que sé apresentam a sequéncia de bases nitrogenadas
ou a sequéncia primaria de aminoacidos disponiveis (Soding, et al., 2005;

Zimmermann, 2018).

As sequéncias primarias das quatro isoformas da subunidade alfa foram
utilizadas, no formato FASTA, como input para a anélise no HHpred, e os perfis HMM
gerados foram comparados com os perfis HMM pré-calculados de proteinas contidas
no banco de dados PDB_mmCIF70, um filtro que fornece para consulta apenas as
estruturas que apresentam uma identidade de sequéncia de no maximo 70%. O
alinhamento da sequéncia de consulta com o homdlogo mais proximo identificado foi
selecionado e transferido como input, no formato PIR, para o recurso MODELLER

implementado na mesma plataforma (Eswar et al., 2006; Webb & Sali, 2016).

O MODELLER é um programa empregado para modelagem por homologia.
Esse recurso é capaz de prever uma estrutura tridimensional para as sequéncias
primarias em andlise por mimetismo com o folding apresentado pela proteina
homologa selecionada. Apds o alinhamento, as principais coordenadas da cadeia sao
identificadas por meio do mapeamento da sequéncia alvo de maneira comparativa a
estrutura terciaria da proteina homadloga selecionada como molde, permitindo obter
informagBes acerca das restricbes de distancia e angulos diedro envolvidos. Essas
restricbes sdo entdo descritas como funcdes de densidade de probabilidade e séo
posteriormente combinadas com os termos que reforgcam a estereoquimica adequada
para obtencdo de uma funcéo objetiva que é posteriormente otimizada no espaco
cartesiano para fornecer a estrutura tridimensional da proteina de interesse (Eswar et
al., 2006; Webb & Sali, 2016).

Os modelos construidos foram sobrepostos a estrutura molde (PDB ID: 3A3Y)
utilizando o programa PyMOL 0.99c (Schrddinger, Inc., DeLano Scientific, San Carlos,
CA, USA) e os trés ions K*, o co-fator Mg?*, o analogo do ion fosfato (MgF4%>) e o
ligante cristalogréafico (ouabaina) foram inseridos a cada um dos modelos seguindo as

coordenadas experimentalmente determinadas na estrutura do molde.
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5.8.1.3 Refinamento dos Modelos Construidos

Os modelos construidos também foram tratados pelo recurso Biopolymer
implementado no pacote computacional Sybyl-X 2.1.1 (Tripos Inc., St. Louis, MO,
USA, 2012) para refinamento das estruturas tridimensionais. Todas as estruturas
foram preparadas por ajuste dos seguintes parametros: (1) as por¢coes N e C-terminal
foram alteradas para o modo “ionizado”; (2) os atomos de hidrogénio foram
adicionados seguindo o favorecimento das ligacdes de hidrogénio; (3) o tipo atémico
foi corrigido e as cargas atdbmicas foram calculadas segundo o campo de forca
AMBER7 FF02; (4) as cargas atdmincas dos ligantes (ouabaina e dos ions K* e Mg?*)
foram calculadas utilizando o método Gasteiger-Marsili e (5) minimizacéo da energia.
A energia das proteinas foi minimizada seguindo um protocolo de minimizagdo em
estagios, seguindo a seguinte ordem: (1) minimizacdo da energia do ligante; (2)
minimizacdo da energia das cadeias laterais; (3) minimizagcdo da energia dos
hidrogénios, (4) minimizacdo de energia das cadeias laterais sem o C-alfa e (5)
minimizacao do sistema completo. Cada um dos estagios de minimizacao foi realizado
envolvendo 1.000 passos e os arquivos preparados foram salvos utilizando a extensao

.mol2.

5.8.1.4 Avaliacéo e Validagdo dos Modelos Apo6s Refinamento

ApoOs construcdo e otimizacdo das estruturas tridimensionais das diferentes
isoformas da subunidade alfa, os modelos gerados foram submetidos a avaliacéo por
ferramentas de diagnostico que demonstram a qualidade do empacotamento global
das proteinas e identificam os possiveis erros estruturais, além de verificar os
parametros estereoquimicos relacionados. A validacdo desses modelos foi realizada
mediante analise realizada pelos seguintes servidores online: MolProbity
(https://molprobity.manchester.ac.uk), SAVES v6.0 (https://saves.mbi.ucla.edu), e
ProSA-Web (https://prosa.services.came.sbg.ac.at/prosa.php) (Bowie et al., 1991;
Lathy et al., 1992; Colovos & Yeates, 1993; Sippl, 1993; Wiederstein & Sippl, 2007;
Williams et al., 2018).


https://prosa.services.came.sbg.ac.at/prosa.php
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5.8.2 Preparo dos Ligantes

Além dos 10 derivados propostos (1i — 1r) e dos 7 intermediarios envolvidos na
rota sintética (1a — 1g) descrita na seccao 5.7, outros 40 derivados cardenolideos —
que foram obtidos por sintese total, semissintese, biotransformacdo ou que foram
isolados de espécies vegetais — também foram selecionados para compor o conjunto
de dados. Dentro esses, 38 tiveram suas atividades anti-herpética e citotoxica
avaliadas frente a cepa KOS do virus HSV-1 e linhagem A549, respectivamente. Os
outros dois derivados (Prod 1 e Prod 2) apenas foram avaliados quanto a atividade
citotdxica (Bertol et al., 2011; Carvalho, 2012; Ramos, 2018; Boff et al., 2019).

Para fins praticos e de avaliacdo dos resultados, as 57 substancias que
compdem o conjunto de dados em analise foram inicialmente classificadas em duas
categorias — ativas ou inativas — tomando como base as atividades anti-herpética e
citotéxica determinadas nos experimentos in vitro. Foram consideradas ativas todas
as substancias que foram capazes de acarretar pelo menos 50% de inibicdo na
replicacao viral e induzir a morte celular em pelo menos 50% das células tumorais,

guando testados a uma concentracdo de 1,0 uM.

As estruturas tridimensionais das substancias selecionadas (Apéndice A) foram
construidas utilizando-se o programa Discovery Studio 2020 (Bioavia, 2020). Para
todos os compostos, as estruturas tiveram seus estados de ionizacao calculados de
acordo com o pH fisioldgico (pH = 7,4) empregando-se o recurso fixpKa implementado
na plataforma QUACPAC 1.6.3.1 (OpenEye Scientific Software, Inc., Santa Fe, NM) e
os conférmeros de menor energia foram gerados utilizando o software OMEGA 2.5.1.4
(OpenEye Scientific Software, Inc., Santa Fe, NM). Ja as cargas atdmicas das
moléculas foram calculadas segundo o método semi-empirico AM1BCC e campo de
forca AMlbccspt, empregando o recurso molcharge, também implementado na
plataforma QUACPAC.

5.8.3 Simulacdes de Ancoragem Molecular (Molecular Docking)

As simulacdes de ancoragem com os ligantes preparados foram realizadas utilizando

o programa Glide 7.7 (Schrodinger, LLC, New York, NY, USA), no modo ajuste
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induzido e operando sob aplicacdo da fungéo de pontuacdo na modalidade GlideScore
XP (Friesner, et al., 2004).

Uma etapa de minimizacao da cadeia lateral utilizando o recurso Prime também
foi posteriormente executada e os ligantes foram ancorados dentro da cavidade de
ligacdo seguindo as coordenadas do ligante cristalizado (PDB ID 3A3Y). A caixa foi
mantida na configuracdo padrédo (em torno de 12 A) e foram geradas 20 poses para
cada um dos ligantes. Na etapa posterior de refinamento dos complexos obtidos, os
parametros foram mantidos nas configuracdes padréo, e todos os residuos dispostos
a uma distancia de até 5 A em relacdo a cada um dos ligante ancorados foram

minimizados.

As poses foram analisadas por inspecéo visual, assumindo como critério de
selecdo as principais interagdes comumente estabelecidas entre os inibidores
cardioativos e a cavidade de ligacdo da Na*/K*—ATPase, como Ala-320, Thr-794, Arg-
877, Phe-780 e Leu-790.

5.8.4 Visualizagdo e Anélise dos Resultados do Docking

Os programas PyMOL 0.99c (Schrddinger, Inc., DeLano Scientific, San Carlos,
CA, USA) e Discovery Studio (Dassault Systemes BIOVIA, CA, USA, 2020) foram
empregados para as analises visuais das poses obtidas e confeccdo de algumas das

figuras apresentadas como resultado nesse trabalho.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Sintese dos Derivados
6.1.1 Purificacdo de Extrato Enriquecido de Cardenolideos da Série A

A extracdo e purificacdo da mistura de cardenolideos foi realizada conforme

descrito na seccdo Materiais e Métodos (Item 5.7.1).

O extrato metandlico seco de folhas de D. lanata, utilizado como material de
partida para obtengcdo da 3[B-hidroxi-digitoxigenina, corresponde a um material de
refugo do processo de isolamento da digoxina para fins comerciais. Esse residuo
industrial se apresenta como um po6 de granulacdo variada e de coloracdo verde
escura em razdo da presenca de pigmentos fotossintetizantes contidos nas estruturas
foliares. A extracdo e purificacdo de 17,0 gramas desse material (Figura 16 — A)
resultou na obtencéo de 11,0 gramas da mistura de cardenolideos da série A (Figura
16 — B), correspondendo a uma concentracédo aparente de 64,7% m/m.

Figura 16 — Extracdo e purificacdo dos GC em residuo do extrato de D. lanata.

Legenda: (A) aspecto fisico do extrato metandlico seco de folhas da espécie D. lanata (residuo
industrial); (B) aspecto fisico da mistura de cardenolideos da série A; (C) aspecto fisico da 3B-hidroxi-
digitoxigenina (1a) obtida ap0s processos sequenciais de purificagdo.

Tanto a suspenséao obtida apds sonificacdo da mistura de acetona com o residuo
industrial seco, quanto o extrato acetdnico obtido apos filtracdo em funil de vidro
sinterizado (F-1), apresentavam intensa coloragdo verde. Para eliminagdo de parte das
impurezas presentes no extrato, optou-se por empregar uma etapa de purificagdo em
carvao ativado. Esse material adsorvente possui uma estrutura porosa apresentando
uma extensa area superficial que varia de 500 a 2.000 m?/g. Embora a adsorcéo
exercida ndo seja seletiva, uma vez que as ligacOes estabelecidas no interior dos
poros sao por forcas de van der Waals, o carvao ativado é capaz de remover uma

ampla variedade de poluentes e impurezas, tanto de natureza quimica, como de
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natureza biologica, promovendo a clarificacdo, desodorizacdo e/ou purificacdo de

liquidos e gases (Grupta, 2009).

O filtrado obtido apds purificacdo apresentava coloracdo amarelada (F-II) e as
andlises realizadas por UPLC-PDA-ESI-MS, antes e ap0s a filtracdo do extrato em
carvao ativado, demonstraram a eficiéncia do processo. As areas sob 0s picos
referentes as impurezas de natureza mais polar diminuiram expressivamente e as
areas sob os picos referentes aos glicosideos cardiotdnicos identificados ndo sofreram

reducao expressiva (dados nao apresentados).

No entanto, uma vez que as impurezas sao adsorvidas nos poros do material
adsorvente por meio de ligacdes reversiveis e fracas, essas substancias podem sofrer
dessorcdo por competicdo com outras moléculas que estejam presentes em maior

abundancia (Annesini, 1987).

Dessa forma, apos finalizacdo da filtracéo, o carvado ativado ainda foi sonicado
em 100,0 mL de acetona por 20 minutos e, posteriormente, a separacao das fases foi
realizada usando o mesmo sistema de filtracdo a vacuo empregado anteriormente. O
filtrado obtido foi analisado por CCD. O perfil cromatografico observado na
cromatoplaca corroborou os resultados obtidos nas analises por UPLC-PDA-ESI-MS
e ndo foi detectada a presenca de nenhuma banda referente as substéncias de

interesse.

O solido amarelo obtido apos evaporacéao do solvente de F-IlI (Figura 16 — B)
também foi analisado por CCD (Figura 17). Para fins de comparacdo, uma amostra
da torta retida no funil ap6s a primeira filtracdo e do extrato seco usado como material
de partida também foram aplicados na cromatoplaca. O perfil cromatografico foi
compativel com as observacdes realizadas por meio das analises em UPLC-DAD-MS,
demonstrando que ambas as técnicas de andlises sdo adequadas para analises da

eficiéncia da extracéo proposta.
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Figura 17 — Cromatoplacas da andlise do processo de extragao e purificagdo

em carvao ativado.
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Legenda: (A e B) cromatoplacas de silica gel obtidas apds eluicdo com 100% acetato de etila e
revelacdo com reagente de Kedde e anisaldeido sulftrico, respectivamente; (1) material retido no funil
apos filtracao da suspensédo obtida apos sonificacdo da mistura de acetona e residuo industrial seco;
(2) filtrado obtido ap6s purificagdo em carvéo ativado; (3) extrato metandlico seco de folhas da espécie
D. lanata (residuo industrial).

Por meio das analises em CCD e UPLC-PDA-ESI-MS foram identificados quatro
glicosideos cardiotdnicos principais: digitoxina (1), digitoxigenina bis-digitoxosideo
(16), digitoxigenina mono-digitoxosideo (17) e, em menor extensdo, digoxina (2). Além
desses, também se observa a presenca da aglicona livre dos cardenolideos da série

A (3B-hidroxi-digitoxigenina — 1a).

6.1.2 Reacdo | — Hidrdélise dos Glicosideos Cardiotonicos

A reacdo de hidrolise foi realizada conforme descrito na seccdo Materiais e
Métodos (Item 5.7.2).

Foram submetidos a reacdo de hidrélise acida 10,0 gramas da mistura de
cardenolideos (Figura 16 — B) obtida apds extracao e purificacdo do residuo industrial,
possibilitando a obtencdo de 7,50 gramas do residuo obtido apds elaboracdo e

eliminacdo do solvente organico. No entanto, considerando que o extrato obtido na
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etapa anterior € composto por uma mistura de glicosideos cardioativos, nao foi

possivel calcular o rendimento da reacéo.

As condic¢des de hidrdlise propostas foram adaptadas do método descrito por
Padua e colaboradores (2005) para a hidrélise acida da digitoxina, que tem como
objetivo a clivagem das liga¢cbes O-glicosidicas estabelecidas entre as moléculas de
acucar e o nucleo esteroidal, liberando assim a aglicona livre. O controle minucioso
dos parametros “pH do meio” e “temperatura”, no entanto, € determinante para
assegurar a eficiéncia do processo. Em temperaturas inferiores a 55 °C observa-se a
hidrélise parcial das ligacdes glicosidicas, resultando na obtencdo majoritaria da
digitoxigenina mono-digitoxosideo. Por outro lado, temperaturas elevadas e
diminuicdo excessiva do pH do meio favorecem a desidratacdo da hidroxila inserida
na posicao C-148, resultando na diminuicdo do rendimento devido a formacéo

acentuada de produtos secundarios (Padua et al., 2005).

Apos eliminacao da hidroxila terciaria e formacao do carbocétion na posicéo C-
14, dois grupos vizinhos podem doar o par de elétrons necessarios para estabilizacdo
e consequente formacéao da dupla ligacao (Figura 18): o grupo metina da posicéo C-
8 ou o grupo metileno da posi¢do C-15. Quando uma molécula de agua capta o préton
do grupo metina da posicdo C-8, o par de elétrons da ligacdo C-H desfeita &
prontamente transferido para formacao de uma ligacédo m entre os carbonos C-8 e C-
14, resultando na formagdo do produto a-anidrodigitoxigenina (A) — também
denominada como A®!4-digitoxigenina. Em contrapartida, se o par de elétrons for
fornecido em decorréncia da quebra de qualquer uma das ligacées C-H do grupo
metileno em C-15, o alceno formado leva ao produto B-anidrodigitoxigenina (B) — ou
A% 15-digitoxigenina. No entanto, contrariando as expectativas previstas por Zaitsev,
gue prevé a formacado majoritaria do alceno mais substituido, os dados espectrais
obtidos ap0s elucidagdo estrutural, realizada por meio de experimentos de RMN de
H, relevam que o produto majoritariamente formado foi B (Saytzeff, 1875; Padua et
al., 2005; Ottoni, 2018).
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Figura 18 — Produtos formados pela desidratacdo da hidroxila em C-14 em 1la.

A explicacéo para essa idiossincrasia respalda-se na estabilidade dos produtos
formados. A formacéo da dupla ligacao entre os carbonos C-8 e C-14 (Figura 19) gera
uma mudancga na conformacéo do anel ciclo-hexano, que por ser fundido aos anéis B
e D precisa assumir uma conformacdo de meia-cadeira — conformacao
energeticamente desfavoravel — para comportar a dupla endociclica. Nessa
conformacao os atomos de carbono séo forcados a assumir uma coplanariedade que
induz os grupos C-H vizinhos a se dispor de maneira eclipsada, o que,
consequentemente, gera repulséo. Dessa forma, a formacédo dessa ligacdo dupla
entre dois atomos de carbono em cabeca de ponte demanda mais energia e, portanto,
nao seria favoravel. Em contrapartida, se a dupla ligacéo for formada entre C-14 e C-
15, a conformacédo assumida pelo anel C sera a de menor energia — conformacao em
cadeira — e, ainda assim, a conformacgéo assumida pelo anel D ndo sofreré alteracédo
significativa para ocasionar um aumento expressivo na energia do produto formado.
Dessa forma, B é energeticamente mais estavel do que A (Nelson & Brammer, 2011;
Ottoni, 2018).

Figura 19 — Conformacao assumida pelo anel C nos derivados a e B-

anidrodigitoxigenina
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O produto de desidratacdo formado, no entanto, ndo € desejado, visto que esse
derivado € inativo quanto a atividade cardiotonica, anti-herpética e citotdxica. A
hidroxila da posi¢cdo C-14B estabelece uma importante interagdo com um residuo de
treonina presente no sitio de ligacdo dos glicosideos cardiotbnicos. A perda dessa
interagdo, em virtude da desidratacdo, diminui drasticamente a afinidade dessas
substancias a Na*/K*—ATPase, principalmente em razdo de uma distorcdo que é
ocasionada na disposicao do anel lactbnico no eixo da ligacdo entre C-17 e C-20
(Figura 20), levando a um prejuizo na interacdo da carbonila desse grupo com o0s
residuos de valina e alanina presentes na porcéo extracelular da hélice TM4. A cada
2,2 A que a carbonila se afasta da sua posicédo orginalmente observada na 3p-hidroxi-
digitoxigenina, observa-se a reducdo da atividade em uma unidade na escala
logaritmica da Clso. Em A esse afastamento parece ser cerca de 5,7 A, e um valor
préximo a esse também é esperado para B, visto que a hibridizacédo sp? em C-14 é
gue desencadeia a alteracdo na conformacdo do anel D responsavel por deslocar a
carbonila do seu plano original (Brown et al., 1962; Gilardi & Karle, 1970; Fullerton et
al., 1979; Bertol et al., 2011; Carvalho, 2012).

Figura 20 — Distorgao sofrida pelo anel lactdonico em virtude da desidratagéo da
hidroxila da posi¢cao C-148.
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Fonte: Gilardi & Karle, 1970 (adaptado).

A anélise em CCD (Figura 21) do produto obtido ap0s execucao da reacao de
hidrélise demonstrou a presenca majoritaria de 1a (Rf = 0,65), sendo também possivel
identificar a presenga de um composto de carater mais apolar (Rf = 0,77) — referente
ao produto de desidratacéo — e outras bandas que nao foram reveladas apds utilizac&o
de reagente especificos para deteccdo do anel y-lactonico (reagente de Kedde),

confirmando nao se tratar das substancias de interesse.



105

Figura 21 — Cromatoplacas da analise do produto da reacé&o de hidrélise.
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Legenda: (A e B) cromatoplacas obtidas apés eluicdo com 100% acetato de etila e revelagcdo com
reagente de Kedde e anisaldeido sulfurico, respectivamente. (1) produto da reacé@o de hidrolise apés
ser submetido aos processos de purificagdo; (2) produto da reacao de hidrélise antes das etapas de
purificacéo; (3) material submetido a reacao de hidrélise (mistura de cardenolideos da série A).

Para isolamento do produto de interesse (1a), o material obtido foi submetido a
dois processos sequenciais de purificacao. O precipitado recolhido (2,0 gramas) apés
purificacdo por solubilizacdo diferencial em acetato de etila apresentava coloracao
levemente amarelada e apos andlise por CCD nas condi¢cdes estipuladas, duas
bandas foram observadas na cromatoplaca de silica gel apés revelacdo com reagente
de Kedde: uma mais intensa, apresentando Rf compativel ao de 1a, e uma de menor
intensidade (Rf = 0,45), correspondendo a uma impureza de natureza mais polar. Essa
mesma impureza também foi observada no cromatograma obtido apds analise por
UPLC-PDA-ESI-MS, apresentando tempo de retencéo de 4,69 minutos e area sob o
pico cerca de 17 vezes menor em relacdo a area observada para o pico referente a
la (Figura 22).

Figura 22 — Cromatograma obtido por UPLC-PDA-ESI-MS para o produto da

reacdo de hidrdélise apos purificacao.
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Legenda: pico referente ao produto de interesse (1a) apresentando tempo de retencéo de 5,10 minutos
e impureza de natureza mais polar (seta vermelha) apresentando tempo de retencdo de 4,69 minutos.
Condi¢cbes cromatograficas: vide se¢do Materiais e Métodos (item 5.6).
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O espectro de massas dessa impureza apresentou sinal com relagdo m/z
compativel com uma aglicona di-hidroxilada (MM = 390,5), podendo corresponder a
digoxigenina (18) ou a gitoxigenina (19), duas agliconas que apresentam um grupo
hidroxila adicional substituindo a posi¢céo C-12 ou a posi¢ao C-16 do nucleo esteroidal,

respectivamente.

Uma vez que a purificacdo pelo método de solubilizacdo diferencial ndo foi
suficiente para eliminagao de todos os demais constituintes de natureza cardiotbnica,
o material recolhido em duas repeticbes da etapa anterior de pré-purificacdo foi
reunido e submetido a purificacédo por dessorcéo diferencial em silica gel. As fragcbes
foram analisadas por CCD de silica gel (Figura 23) e reunidas de acordo com a

semelhanca apresentada no perfil cromatografico.

Figura 23 — Cromatoplaca de silica gel das fracfes impares obtidas apés
purificacdo em coluna aberta de silica gel.
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Legenda: para condi¢cdes cromatogréficas vide secdo Materiais e Métodos (item 5.6). Eluente: acetato
de etila 100%; agente revelador: anisaldeido sulfdrico.

Ao todo foram recuperadas 3,5 gramas de la puro (fracbes 17 — 43),
correspondendo a uma obtencdo média de 1,75 gramas a cada 10,0 gramas da
mistura de cardenolideos submetidas a reacdo de hidrélise. Uma amostra foi
analisada por UPLC-PDA-ESI-MS para confirmacao da pureza e apenas um pico foi
detectado, apresentando tempo de retengéo e espectro de massas compativel com o

produto de interesse (Figura 24).
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Figura 24 — Anélise por UPLC-PDA-ESI-MS do material obtido ap6s purificagéo

em coluna aberta de silica gel.
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Legenda: (A) perfil cromatografico do produto de hidrélise (1a) apds ser submetido aos processos de
purificacéo; (B) espectro de massas obtido no modo ESI-negativo para o pico referente ao tempo de
retencéo de 5,09 minutos (principais adutos e fragmentos identificados); (C) espectro de massas obtido
no modo ESI-positivo para o pico referente ao tempo de retencéo de 5,09 minutos (principais adutos e
fragmentos identificados). Condi¢Bes cromatograficas: vide secdo Materiais e Métodos (item 5.6).

Apos sete repeticdes da purificacdo em coluna de silica, as fracfes impuras
contendo la (6,5 gramas) foram reunidas e novamente submetidas a purificagcdo com
alguns ajustes nas condi¢des de eluicdo. As etapas Il, IV e V foram estendidas em 10
fracdes de 50,0 mL de cada mistura de solventes e uma etapa intermediaria, incluindo
20 fracBes de 50,0 mL do eluente composto por uma mistura de diclorometano/acetato
de etila (8:2), também foi adicionada ao protocolo, totalizando 95 fracdes coletadas.
Apos analise em CCD, as fragdes contendo apenas la foram reunidas, resultando na

recuperacao adicional de 3,6 gramas do produto de interesse.
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Dessa forma, foram obtidos no total 28,7 gramas de laisolado a partir de 200,5
gramas da mistura de glicosideos cardiotonicos submetidos a reacdo de hidrolise

acida, correspondendo a uma recuperacao de 14,3%.

6.1.3 Reacdo Il — Sintese da digitoxigenona (1b)

A reacdo de oxidacao foi realizada conforme descrito na secdo Materiais e
Métodos (Item 5.7.3).

Quando as ligacdes glicosidicas da cadeia lateral dos GC sédo rompidas,
expondo o grupo hidroxila em C-3, um dos metabdlitos observados é resultado da
epimerizacao desse grupo, o que além de reduzir a afinidade pelo sitio de ligagdo em
cerca de 50%, ainda pode ser facilmente conjugado com acido glicurénico e sulfato
para gerar metabdlitos inativos e rapidamente excretado pela urina (Lacarelle et al.,
1991).

Dessa forma, independentemente do grupo acoplado a posi¢édo C-3 do nucleo
esteroidal, é necessario assegurar a orientacdo correta que propicia uma interacao

mais assertiva com o alvo molecular.

O derivado semissintético amantadig (4) — que foi adotado como prototipo
nesse trabalho — apresenta como precursor sintético um derivado que apresenta um
grupo NH2 na posicédo C-38, ao invés de um grupo OH. A metodologia proposta por
Sawlewicz e colaboradores (1972) foi embasada na rota semissintética
estereoespecifica de 3a-NHz-colestanos, que propunha a obtencéo desses derivados
a partir da reducdo de um derivado intermediario azida, que poderia ser obtido por
meio de uma inversado de Walden, partindo-se tanto de um haleto secundario, quanto
de um tosilato secundario, formado, por sua vez, a partir do alcool correspondente.
No entanto, para que a inversdo de Walden possibilite a obtencédo do intermediario
apresentando o grupo amino B-posicionado na posicao C-3, a hidroxila naturalmente
observada no composto de partida (3B-hidroxi-digitoxigenina), precisava sofrer
preliminarmente uma inversao no centro quiral dessa posicao antes de ser submetida
a sequéncia reacional proposta para obtencao estereoespecifica do derivado amina
(Sawlewicz et al., 1972; Bose et al., 1962).



109

Gualt e colaboradores (1982) demonstraram que a principal via de
biotransformacéo da digoxina (2) compreende a hidrolise das ligacdes glicosidicas no
estdbmago, seguida de reacdes sequenciais de oxidacao e reducédo, que resultam na
epimerizagao do centro quiral em C-3. Mimetizando essas transformagdes decorridas
no meio fisiol6gico, Sawlewicz e colaboradores propuseram a conversao do grupo
hidroxila em uma cetona secundaria, por meio de uma reacao de oxidacdo com acido
cromico (H2CrOa4), seguida da reducao desse intermediario cetbnico com borohidreto
de sodio, para obtengéo do intermediario 3a-hidroxi-digitoxigenina (Sawlewicz et al.,
1972; Gault et al., 1982; Gault et al., 1984).

A solucéao de acido crémico proposta para promover a oxidagao da 33-hidroxila-
digitoxigenina (1a) obtida anteriormente foi originalmente desenvolvida por Jones e
colaboradores (1946) e é constituida por uma solucdo aquosa de trioxido de cromo
(CrO3z) em acido sulfarico (H2SO4) concentrado. Esse reagente € capaz de promover
a oxidacéo seletiva de alcoois secundarios em cetonas sem afetar duplas ligacées

presentes na molécula (Bowden et al., 1946).

Assim como na reacdo de hidrolise, a reacédo de oxidacdo com reagente de Jones
também é realizada em meio &cido, o que demanda um controle minucioso dos
parametros “pH do meio” e “temperatura”, para evitar a desidratagado da hidroxila na
posicdo C-14B e assegurar a eficiéncia do processo. Por essa razdo, a solugao
formada pela dissolucéo de 1la em acetona foi mantida no congelador por cerca de 30
minutos antes da adicao do agente oxidante. Além disso, o baldo contendo a mistura
reacional também foi mantido durante todo o tempo em banho de gelo para amenizar
0 aumento da temperatura ocasionado pelo processo exotérmico desencadeado. A
temperatura do meio reacional era de 0 °C no inicio da reacao e subiu para 6 °C ao

final do processo (40 minutos).

Apds 20 minutos de reacgédo foi realizada uma analise por CCD de silica gel para
acompanhamento do curso reacional e foi observado o total consumo do material de
partida (1a) e a formacao de um unico produto, de natureza menos polar (Rf = 0,72).
Nesse estagio, o meio reacional apresentava uma tonalidade castanho-alaranjada e
foi possivel evidenciar a presenca de um precipitado de coloracéo verde no fundo do
baldo, correspondente a formacéo de ions Cr3* gerados pela consequente redugéo do
agente oxidante (Figura 25 - C).
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Figura 25 — Mudancas na coloragédo do meio reacional ao longo do curso

reacional.

-
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Legenda: (A) meio reacional antes da adicao do reagente de Jones; (B) meio reacional apos adi¢édo
do reagente de Jones; (C) meio reacional apés 20 minutos de reacgédo; (D) meio reacional apés adicao
de metanol para consumo do excesso de acido cromico; (E) meio reacional apés consumo total do
excesso de &cido cromico (ap6s 40 minutos de reagao).

Para consumo do excesso de H2CrOas foi adicionado ao meio reacional
guantidade suficiente de metanol, um solvente miscivel com o solvente da reacéo e
gue também apresenta um grupo alcoodlico susceptivel a oxidacdo. Por essa razéo,
20 minutos ap6s a adicdo de metanol, foi possivel observar uma mudan¢ca na
coloracdo, correspondente a total conversdao do cromo (VI) em cromo (lll), o que

confere uma coloragao verde ao meio reacional (Figura 25 — E).

Uma vez transcorrido o tempo necessario para reacdo, o meio reacional foi
diluido pela adicdo de agua destilada antes de ser submetido a evaporacdo do
solvente organico. Uma vez que o reagente oxidante é constituido por uma solucao
fortemente &cida, a diluicdo se faz necesséria para preservar a integridade da hidroxila
presente na posicado C-14p. Dessa forma, mesmo apds a concentragao do solvente,
o pH do meio reacional ndo ofereceu prejuizo a esse grupo susceptivel a desidratacao,
nao sendo observado, portanto, nenhum subproduto nas analises realizadas tanto por
CCD, quanto por UPLC-PDA-ESI-MS.

Apods eliminagdo de todo o solvente organico (cerca de 170,0 mL) foi observado
a formacéo de um precipitado de coloracdo branca que foi dissolvido em 30,0 mL de
diclorometano e particionado em funil de separacdo para purificacdo do residuo
reacional. A digitoxigenona (1b) — produto da oxidagdo de la — foi obtida com
rendimento de 95,0% e pureza adequada, que foi evidenciada por analises em CCD
(Figura 27) e UPLC-PDA-ESI-MS (Apéndice B), conforme condi¢cdes descritas. Os

espectros de massas obtidos no modo positivo e negativo para o produto
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apresentavam picos compativeis com a massa molar esperada, confirmando a

obtencao da substancia desejado.

Figura 26 — Cromatoplacas da analise do produto da reacéo de oxidacéo.

Legenda: (A e B) cromatoplacas de silica gel obtidas apés eluicdo com 100% acetato de etila e
revelacdo com reagente de Kedde e anisaldeido sulfirico, respectivamente. (1) referéncia da
digitoxigenona (1b); (2) produto obtido apés reacédo de oxidacéo; (3) referéncia do material de partida
(1a).

6.1.4 Reacao Il — Sintese da 3a-hidroxi-digitoxigenina (1c)

A reacado de reducgdo foi realizada conforme descrito na secgcdo Materiais e
Métodos (Item 5.7.4).

Assim como a oxidagdo de alcoois fornece os correspondentes compostos
carbonilicos, a redugéo desses produtos gerados pode também ser realizada quando
se objetiva a obtencdo de compostos apresentando um grupo hidroxila. Uma vez que
compostos cetbnicos — como a digitoxigenona (1b) — sdo altamente susceptiveis a
sofrer reagfes de adicdo nucleofilica, uma das principais formas de promover a
reducdo desse grupo se baseia na utilizacdo de reagentes nucleofilicos que sao fonte
de ions hidretos. Os trés agentes redutores desse tipo mais comumente empregados
em sintese organica sao o borohidreto de sddio (NaBHa4) ou de litio (LiBH4) e o hidreto
de litio-aluminio (LiAIH4). A diferenca de reatividade observada entre esses reagentes
esta relacionada com a diferenca de eletronegatividade observada entre o &tomo do
metal ou semimetal e o atomo de hidrogénio que sera doado para o composto a ser
reduzido. Essa diferenca é cerca de 5 vezes maior para a ligagdo Al-H em relacéo a

ligacdo B-H e, portanto, a reatividade do LiAlH4 € muito mais acentuada do que a do
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NaBH4 ou do LiBH4. No entanto, devido sua alta reatividade, LiAlH4 € menos seletivo
do que os reagentes de borohidreto, sendo capaz de reduzir tanto aldeidos e cetonas,
como derivados carboxilicos, como ésteres, acidos carboxilicos, cloretos de acido e
aminas (Alves & Victor, 2010).

A metodologia originalmente proposta para reducao da carbonila cetbnica em
1b emprega como reagente o borohidreto de sédio (NaBH4). A conducado da reacéo
de reducé@o com esse agente redutor, além de menos onerosa e de condu¢cdo menos
periculosa, € extremamente pertinente, visto que esse reagente, por ser menos
reativo, é capaz de reduzir a carbonila em C-3 sem oferecer prejuizo a carbonila do
anel lacténico da posicdo C-17f3. A etapa chave na reducao exercida pelo NaBH4 é a
transferéncia do ion hidreto do semimetal para o atomo de carbono carbonilico por
meio de um ataque nucleofilico. Como o NaBH4 possui quatro hidretos em sua
composigdo, cada mol desse agente redutor, em tese, € capaz de reduzir 4 mols de
1b mediante a presenca de agua. Uma analise cautelosa do mecanismo de reacéo,
no entanto, permite considerar que um excesso desse reagente deve ser adicionado,
visto que a espécie tetra-alcoxiboroidreto (C) dificilmente sera formada em reacdes

envolvendo moléculas mais volumosas.

O mecanismo (Figura 28) mais aceito para as redu¢cdes com esses reagentes
gue sao fontes de hidreto propde que inicialmente o contra-ion desses reagentes (Li*
ou Na*) atuam como um &cido de Lewis e complexam com o atomo de oxigénio da
carbonila. Esses metais, por serem deficientes em elétrons, puxam para si a
densidade eletrbnica, tornando o atomo de carbono ainda mais deficiente em elétrons

e, portanto, ainda mais susceptivel a sofrer um ataque nucleofilico.

Em seguida ha a transferéncia de um hidreto e formacao do alcoxido (A). Essa
espécie ao borato por uma reacdo acido/base, levando a formacdo do mono-
alcoxiboroidreto (B), que também é um agente fortemente redutor e pode atuar,
teoricamente, reduzindo mais trés moléculas do composto carbonilico até haver a
formacéao do tetra-alcoxiboroidreto (C). Esse ultimo sofre entdo hidrdlise por acao do
préprio solvente pratico liberando as quatro moléculas do composto alcodlico formado

(Glass et al., 1980; Yadav et al., 2000; Alves & Victor, 2010).
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Figura 27 — Mecanismo da reacao com NaBHa.
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Fonte: Alves & Victor, 2010 (adaptado).

A dupla ligacdo estabelecida entre os atomos de carbono e oxigénio €&
constituida por uma ligacdo do tipo ¢ e outra ligacao do tipo «. A ligacdo do tipo w €
estabelecida em decorréncia da combinacdo das funcbes de onda de um orbital
atdmico semipreenchido (2p,) do carbono e outro orbital semipreenchido (2p,) do
oxigénio, resultando assim na construcdo de dois orbitais moleculares com niveis
energeéticos distintos: um orbital ligante () e um orbital antiligante (7*). O orbital de
menor energia () é estabelecido por meio de uma interacdo construtiva entre os
orbitais atbmicos e, portanto, compreende a regido do orbital molecular de maior
probabilidade de localizacdo do par de elétrons. O orbital de maior energia (*), por
sua vez, é formado por meio de uma interacdo desconstrutiva e apresenta um plano
nodal, que representa uma regido com probabilidade nula de localizacdo dos elétrons.
Dessa forma, esse orbital encontra-se desocupado no estado fundamental (Costa,
2019).

hY

A adicdo do atomo de hidrogénio a carbonila correspondente ocorre pela
doacdo do par de elétrons presente no orbital HOMO (Higest Occupied Molecular
Orbital) do nucledfilo para o orbital LUMO (Lowest Inoccupied Molecular Orbital) da
carbonila, que corresponde ao orbital antiligante do tipo 7*. No entanto, uma vez que
0 oxigénio € um atomo mais eletronegativo do que o carbono, seu orbital atbmico é
menos energético e contribui mais para a formagédo do orbital ligante (r), ao passo
qgue o orbital atbmico do carbono, por ser mais energético, contribui mais para a
formacéo do orbital antiligante (z*). E por essa raz&o que ha maior probabilidade do

par de elétrons se encontrar no orbital ligante () e, portanto, mais préximo do &tomo
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de oxigénio. Com a densidade eletronica deslocada em direcdo ao atomo mais
eletronegativo, o &tomo de carbono, deficiente em elétrons, se configura como o sitio
eletrofilico da ligacéo e, portanto, € mais susceptivel ao ataque nucleofilico. Dessa
forma, como o orbital HOMO do nucledfilo é rico em elétrons, a sobreposicao desse
orbital com o orbital LUMO da carbonila se d4 por meio da aproximacgéo do nucleofilo
seguindo uma trajetoria em direcdo ao atomo de carbono, desviando-se assim da
regido de maior densidade eletrdnica e minimizando a repulsdo eletrénica (Burgi et
al., 1973; Alves & Victor, 2010; Costa et al., 2019).

No entanto, uma vez que a hibridizacédo do atomo de carbono eletrofilico é sp?,
a geometria das ligacdes envolvendo esse atomo € do tipo trigonal plana e, portanto,
as ligacbes envolvidas estdo todas no mesmo plano, distanciadas entre si por um
angulo de aproximadamente 120°. Dessa forma, o grupo carbonila possui duas faces
(face Re e face Si) e a aproximacao do nucledfilo pode ocorrer por qualquer uma
delas, embora ndo ocorram com igual probabilidade. Na adicdo em uma reacéo de
adicao nucleofilica — como no caso da reacao de reducao envolvendo ions hidreto —
a aproximacdo do nucledfilo faz com que o par de elétrons da ligacdo m se desloque
ainda mais em direcdo ao atomo de oxigénio para evitar a repulsdo eletrdnica,
desfazendo assim a combinacdo entre os orbitais do carbono e do oxigénio e
estabelecendo uma nova combinagédo entre os orbitais do carbono e do agente
nucleofilico. A nova ligagdo formada — agora do tipo sigma — faz com o angulo entre
as ligacOes seja alterado para comportar 0 novo grupo substituinte, minimizando
assim a repulsao eletrénica. Com essa alteracdo, a geometria também é alterada e as
ligacdes ja ndo estardo mais todas no mesmo plano. Dessa forma, dependendo da
face pela qual o nucledfilo se aproxima da carbonila, o grupo adicionado ocupard uma
determinada posicéo na distribuicdo espacial dos grupos substituintes, e se todos os
guatro substituintes ligados ao carbono forem distintos, a adicdo do nucledfilo por
faces distintas podera levar a formacédo de isébmeros, dependendo da configuracdo

observada no novo centro quiral (Suzuki et al., 2009).

Em uma cetona assimétrica, as faces do grupo carbonila sdo classificadas
como proquirais. Se ndo houver nenhum outro centro de quiralidade na molécula as
faces também sdo chamadas de enantiotopicas e em uma reacdo de adicdo

envolvendo um nucleofilo aquiral, uma mistura racémica € obtida, desde que a espécie
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nucleofilica seja diferente dos grupos substituintes ligados ao carbono carbonilico. Por
outro lado, se o grupo carbonila faz parte de um sistema onde h& outros centros quirais
ou estereogénicos, as faces sdo chamadas de diastereotopicas e os produtos
formados sao diastereoisomeros entre si. No entanto, n&o raramente, o0s
diastereoisomeros sado obtidos em quantidades diferentes, tanto em condi¢cbes
cinéticas, quanto em condicdes termodinamicas, visto que nem 0s respectivos
estados de transicdo possuem a mesma energia e nem a energia de ativacdo
necessaria € a mesma para formacao de cada um desses produtos. Nestes casos, as
reacOes sao classificadas como estereosseletivas ou diastereosseletivas (Martins et
al., 2017; Costa et al., 2019).

A digitoxigenona (1b) € uma substancia que além da carbonila proquiral em C-
3 também apresenta outros sete centros quirais (C-5, C-8, C-9, C-10, C-13, C-14, C-
17) distribuidos ao longo do nucleo esteroidal (Figura 29). Dessa forma, adi¢éo do ion
hidreto a carbonila pode levar tanto a formacao da 3a-hidroxi-digitoxigenina (1c),
quanto do seu diastereocisdémeros, a 3p-hidroxi-digitoxigenina (1a), dependendo da
face de ataque. Felizmente, analises estruturais combinadas com alguns modelos de
predicdo do produto majoritario permitem a determinacdo da diastereosseletividade

facial por meio da determinacéo reatividade de ambas as faces.

Figura 28 — Centros quirais no nucleo esteroidal dos cardenolideos da série A.
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Embora em cetonas ciclicas a deducéo do produto preferencialmente formado
seja menos complexa em virtude das ligacBes rigidas, em certos casos, alguns
parametros como “conformacdo do substrato”, “volume do nucledfilo” e

“caracteristicas estéricas remotas” podem afetar a estereosseletividade da reacéo,
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tornando a previsdo do produto majoritario mais laboriosa. Nas ciclo-hexanonas —
como o anel A de 1b — ha ainda uma certa flexibilidade que permite que o anel assuma
duas possiveis conformacdes (cadeira e barco), o que parece influenciar a preferéncia
facial de agentes nucleofilicos volumosos. Nesses sistemas, as faces da carbonila
ciclica sdo chamadas de face endo (concova) e face exo (convexa) e refletem a

posicao adotada pelo grupo adicionado nos produtos obtidos (Neufeldt et al., 2014).

Varios estudos que avaliaram os fatores que regem a seletividade dessas
reacdes apontam que nucledfilos volumosos tendem a promover o ataque pela face
exo, minimizando assim a repulsdo em decorréncia das interagdes com 0S grupos
substituintes em axial, presentes nas posi¢cdes 3 em relacdo ao carbono eletrofilico.
Dessa forma, a preferéncia facial desses nucledfilos segue um controle regido por
guestdes estéricas. No caso de nucledfilos pouco volumosos — como o ion hidreto —
esse controle €, no entanto, determinado pela estabilidade do produto formado. Por
ser pequeno, a influéncia da repulsao 1,3-diaxial na formacéo do estado de transicao
€ diminuida, contribuindo pouco para a energia dessa espécie. No entanto, quando
esse nucledfilo é adicionado pela face endo, a hidroxila resultante da redugéo do grupo
carbonila assume a posi¢cao equatorial, evitando assim a repulséo 1,3-diaxial desse
grupo com os substituintes vicinais e conferindo maior estabilidade ao produto
formado. Na adicdo pela face exo, o nucledfilo também n&o enfrentaria muita
dificuldade para alcancar o orbital antiligante (7*) da ligagdo C=0, no entanto, o
posicionamento do grupo hidroxila em axial culminaria em uma interacéo 1,3-diaxial
repulsiva com 0s grupos vizinhos, o que, consequentemente, acarretaria um produto
menos estavel (Dauben et al., 1956; Chérest et al., 1968; Chérest, 1971; Neufeldt et
al., 2014).

Essa tendéncia geral na seletividade facial ndo se mantém, entretanto, para
algumas cetonas ciclicas que apresentem grupos substituintes nas posicées 3 em
relacdo ao carbono da carbonila. Esse € o caso do anel A da digitoxigenona (1b). O
anel A no nucleo esteroidal dessa substancia se funde ao anel B por meio dos
carbonos beta (C-5) e gama (C-10) em relacdo a carbonila cetdnica em C-3 (Figura
30). Dessa forma, uma vez que esses anéis se fundem em configuracdo cis, a
aproximacado do nucleodfilo pela face endo é desfavorecida pela interacdo 1,3-diaxial

repulsiva resultante da presenca da ligacéo entre C-5 e C-6 do anel B. Esses fatores
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estéricos, portanto, acabam suplantando a tensdo de tor¢do intrinsicamente maior
gerada no ataque a face exo e, dessa forma, por ser menos impedida estericamente,
essa face se torna a mais reativa em certas ciclo-hexanonas substituidas, levando a
formacdo do produto correspondente de forma mais rapida e em maior propor¢ao
(Neufeldt et al., 2014; Costa et al., 2019).

Figura 29 — Faces axial e equatorial do grupo carbonila na posicédo C-3 de 1b.
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Sendo assim, a 3B-hidroxi-digitoxigenina (1a), formada a partir do ataque
nucleofilico do hidreto a face endo da carbonila cetdnica da digitoxigenona (1b)
corresponde ao produto termodinamico da reagdo, uma vez que a energia de ativagao
necessaria para atingir o estado de transicdo precisa ser suficientemente alta para
superar a repulsédo ocasionada pelo impedimento estérico dos grupos vizinhos. No
entanto, a adi¢cdo do nucledfilo a essa face leva ao produto mais estavel, visto que a
hidroxila na posi¢ao equatorial n&o estabelece uma interagao 1,3-diaxial repulsiva com
0s grupos vizinhos. J4 o produto de interesse, a 3a-hidroxi-digitoxigenina (1c)
corresponde ao produto cinético e € formado apds ataque do hidreto a face exo da
carbonila. Como essa face se encontra menos impedida, a aproximacédo do nucledfilo
é favorecida e como consequéncia, a energia de ativagdo para alcancar o estado de
transicdo € menor. Dessa forma, dependendo do controle termodinamico da reacao,
esse produto é majoritariamente formado, mesmo que a repulsdo 1,3-diaxial
resultante da hidroxila na posicdo axial atribua ao produto uma energia maior

associada e, portanto, uma menor estabilidade.
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(1c)

A execucdo da reacdo em temperatura ambiente, conforme as condi¢cbes
reacionais descritas por Sawlewicz e colaboradores (1972), resultou na formacéo de
uma mistura dos epimeros, com uma razao diastereoisomérica de aproximadamente
85:15 (1c:1a), o que é compativel com as predicbes computacionais envolvendo
substratos semelhantes a 1b. Inicialmente, a analise em UPLC-PAD-ESI-MS do
material obtido havia apontado a presenca de um unico produto, cujo espectro de
massas correspondente apresentava picos com relacdo m/z compativeis com o
produto desejado (Apéndice B). No entanto, as condicdes cromatograficas
empregadas na andlise ndo foram capazes de permitir a distingdo entre os dois
possiveis epimeros formados, visto que a fase estacionéria adotada era uma fase
reversa do tipo Cis, onde o mecanismo de separacdo € predominantemente do tipo
particdo, dependendo, portanto, majoritariamente do coeficiente de particdo dessas
substancias nas cadeias hidrocarbdnicas da fase estacionéria. De fato, os epimeros
la e 1c possuem o mesmo valor de logP (3,07) — Software utilizado: MarvinSketch,
versao 16.9.5.0.

Por essa razao, também foram feitas analises em cromatografia de fase normal
utilizando cromatoplacas de silica gel. O mecanismo de separacéo envolvido nesse
tipo de separacao é conhecido como adsor¢éo e a separacao ocorre na interface entre
as fases. Dessa forma, a interacao diferencial dos produtos formados com 0s grupos
silandis, que compdem a superficie do material adsorvente, permite a separacédo dos
epimeros, refletindo em bandas com diferentes fatores de retencéo observadas apos
revelacdo. A primeira condicdo testada, empregando uma fase mével composta por
apenas acetato de etila, embora permitisse acompanhar o consumo do material de
partida, ndo foi, no entanto, capaz de promover a separacdo dos epimeros formados
(Snyder et al., 1997).
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Quando os grupos funcionais das moléculas se posicionam diretamente sobre
os sitios de adsorcdo, a molécula é dita estar localizada. Esse efeito de localizacéo
exercido pelas moléculas da amostra e do solvente podem influenciar
significativamente a separagédo em cromatografia de fase normal. A deslocalizagdo de
algumas moléculas ocorre devido a uma restricdo estérica que as impede de
posicionar seus grupos funcionais em direcdo aos grupos silandis. Dessa forma, a
diferenca espacial do grupo hidroxila em C-3 das substancias obtidas contribui para
gue um dos epimeros esteja mais localizado do que o outro, permitindo assim uma
separacao. A fase movel inicialmente adotada apresentava for¢ca suficiente para eluir
0S epimeros da amostra, mas ndo apresentava seletividade adequada, visto que as

substancias foram co-eluidas apresentando um fator de retencao de 0,58.

O solvente escolhido (acetato de etila), no entanto, € um solvente relativamente
polar e localizante, dessa forma, para que qualquer um dos epimeros fosse adsorvido,
teria que primeiramente ser capaz de deslocalizar uma das moléculas do solvente
para liberar o sitio de adsor¢céo. Se algum dos epimeros for um analito ndo-localizante,
esse nao é fortemente capaz de promover o deslocamento das moléculas do solvente
e é, portanto, prontamente eluido. Esse deslocamento das moléculas do solvente é,
no entanto, um processo termodinamicamente desfavoravel, e mesmo se um dos
epimeros for localizante, esse também apresentarda uma eluicdo mais rapida em

virtude da dificuldade em ser adsorvido (Snyder et al., 1997).

Nessas condi¢cdes o mais adequado foi incluir na composi¢do da fase mével
um solvente nao-localizante, visando melhorar a seletividade desse eluente. Quando
moléculas de um solvente ndo-localizante também estdo presentes, o analito nao-
localizante esta apto a deslocar as moléculas desse solvente e interagir com o material
adsorvente, mesmo que por meio de intera¢cdes mais fracas. O analito localizante, em
contrapartida, ainda precisa ser capaz de deslocalizar as moléculas do solvente
localizante para conseguir interagir com os sitios de adsorcdo da fase estacionéria.
Dessa forma, o analito localizante, por ndo ser adequadamente adsorvido,
apresentara um fator de retencdo maior do que o analito ndo-localizante, que ficara
retido. Apos avaliar a eficiéncia da fase mével incluindo hexano como solvente nao-
localizante, determinou-se que a proporcdo que promoveu a melhor separagéo entre
os epimeros foi a de 3:2 (acetato de etila/hexano). Nessas condi¢bes, o0 epimero 1c

apresentou um Rf de 0,29, enquanto o epimero 1a, apresentou um Rf de 0,42.



120

Apesar de néo ser desejado a formacdo do epimero la, a presenca dessa
substancia no material obtido é facilmente contornada pela aplicacdo de uma etapa
de purificacdo. Epimeros séo diasteroisbmeros que diferem na configuracdo espacial
de um Unico centro quiral e, portanto, apresentam propriedades fisico-quimicas e
espectroscopicas distintas, podendo ser facilmente caracterizados e separados por
métodos convencionais. O epimero la apresenta boa solubilidade em metanol,
engquanto 1c é muito pouco soluvel nesse solvente. Dessa forma, o material obtido
apos elaboracgéo foi dispersado em metanol e a suspensao obtida foi mantida & uma
temperatura de aproximadamente 20 °C negativos a fim de minimizar a solubilizacao
de 1c. Apés filtracdo, o material foi novamente analisado em CCD (Figura 31) —
adotando a nova fase mével selecionada — e foi observado na cromatoplaca apenas
a banda referente ao epimero 1c, refletindo dessa forma a eficiéncia do processo de
separacao empregado. O filtrado obtido, por sua vez, foi submetido a evaporagéo do
solvente até residuo e posteriormente também foi analisado por CCD na condicdo
estabelecida. O perfil cromatografico observado, no entanto, apresentava uma mistura
dos epimeros, com a presenca majoritaria de 1c. As massas do produto purificado e
do residuo do filtrado foram consideradas para estimar a proporcao

diastereoisomérica.

Figura 30 — Cromatoplacas da analise do produto da reacdo de reducéo.
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Legenda: (A e B) cromatoplacas de silica gel obtidas apés eluicdo com acetato de etila/ hexano (3:2)
e revelacdo com reagente de Kedde e anisaldeido sulfarico, respectivamente. (1) referéncia da 3a-
hidroxi-digitoxigenina (1c); (2) produto obtido apos reacao de reducéo; (3) referéncia do material de
partida (1b); (4) referéncia do epimero 3B-hidroxi-digitoxigenina (1a).

Na tentativa de melhorar ainda mais a seletividade da reacao e, considerando
gue o produto desejado representa o produto cinético, a mistura reacional foi mantida

em congelador (cerca de 20 °C negativos) e sem agitacdo, por 90 minutos.
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Transcorrido esse tempo, a mistura binaria dos solventes da reacéo havia alcancado
a temperatura de congelamento e passado da fase liquida para a fase solida. Para
acompanhamento da reacao, foi realizada uma analise em CCD, onde foi possivel
concluir gue mesmo com o congelamento da mistura reacional, todo o material de
partida havia sido consumido e a banda referente a 1a apresentava intensidade menor
gue aquela atribuida ao produto desejado, sugerindo que a reducdo na temperatura

acentuou a estereosseletividade da reacao.

A reacdo foi repetida vérias vezes, submetendo-se um total de
aproximadamente 8,4 gramas de digitoxigenona (1b) a condigédo estebelecida, o que
possibilitou obter 8,1 do produto contendo apenas tracos de la. ApoOs purificacéo,
foram obtidos 7,3 gramas de 3a-hidroxi-digitoxigenina (1c) pura, correspondendo a
um rendimento real de 89,6%. A massa do residuo do filtrado obtida foi de 0,55
gramas. Esse resultado representa razao diastereoisomérica de cerca de 93%, visto
gue uma pequena quantidade do epimero 1c ainda estava presente no residuo apos

eliminacao do solvente do filtrado.

Esse resultado demonstra que embora a reacédo ndo seja capaz de fornecer
exclusivamente o epimero desejado, o controle termodinamico da reacéo, por meio
do abaixamento da temperatura, permitiu obter 1c com menos de 7,0% de

contaminacdao pelo seu isbmero 1a.

A neutralizacdo do excesso de NaBHa4 e reducdo do meio reacional, visando
eliminar a maior parte do solvente organico na mistura reacional, compreendem as
etapas criticas do processo de elaboragédo da reacdo. O ion hidreto, apesar de um
excelente nucledfilo, também apresenta carater basico acentuado e pode atuar
capturando protons dependendo das condi¢cbes reacionais. A presenca de um
hidrogénio acido na posi¢céo C-17a do nucleo esteroidal dos derivados cardiotonicos
representa mais um ponto da molécula que merece atencao em reacdo em condicdes

basicas (Figura 32).
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Figura 31 — Isomerizac&o do anel lacténico na posicao C-17.
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A captura desse préton por uma base resulta na formacdo de um carbanion,
gue apresenta um par de elétrons ndo-compartilhados. No entanto, uma vez que o
carbono ndo é um &tomo com boa eletronegatividade, sua afinidade pelo par de
elétrons é baixa e o0 base conjugada gerada seria altamente estavel se a carga
formada néo fosse estabilidade pela carbonila presente no anel lacténico. A presenca
da insaturacéo entre os carbonos C-20 e C-22 torna essa estabilizacdo ainda mais
efetiva, em virtude da deslocalizacao dos elétrons estendida. Dessa maneira, a forma
candnica que mais contribui para o hibrido de ressonancia apresenta o par de elétrons
ndo compartilhados concentrado no atomo de oxigénio, que por ser mais
eletronegativo comporta adequadamente a carga negativa. Diante dessa espécie
ionizada (enolato), dois possiveis caminhos podem ser seguidos. No primeiro deles,
essa espécie captura um proton do solvente (agua) em uma reacdo acido/base e
assume sua forma endlica. Em um outro caminho, o par de elétrons retorna ao atomo
de carbono que entdo atua como uma base de Lewis e pode capturar um préton do
meio, reestabelecendo o anel lacténico a,B-insaturado. No entanto, nesse processo,
0 &tomo de hidrogénio adicionado ao carbono C-17 assume com frequéncia a posicao
inversa aquela naturalmente observada nesses compostos (posi¢ao ), obrigando o
anel lacténico a assumir a posicdo C-17a. Esse isbmero, no entanto, € muito mais
estavel, uma vez que nessa disposi¢cdo, o anel lactbnico se orienta para baixo,
evitando a repulséo eletrostética e estérica com os grupos hidroxila em C-14 e metila
em C-13 (Stork et al., 1996; Honma & Nakada, 2007).

Sendo assim, é fortemente recomendavel neutralizar o excesso do agente
redutor antes de promover a reducao do volume do solvente organico, evitando assim

uma condicdo fortemente basica na mistura reacional. Uma vez que os ions hidreto
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sdo altamente reativos, o 4cido selecionado para esse processo nao precisa ser forte,
0 que é conveniente para ndo acarretar danos a hidroxila da posicédo C-14 susceptivel
a desidratacdo. Para assegurar a completa neutralizacdo do agente redutor, foi
adicionado a mistura reacional quantidade suficiente de uma solugédo aquosa de acido
acético 5% v/v até que um pH igual a 5,0 fosse atingido. O produto gerado nessa
reacao de neutralizacdo € o mesmo gerado apoés a solvélise do tetra-alcoxiboroidreto
no mecanismo de reducéo da digitoxigenona e, portanto, € altamente solivel em agua,

sendo facilmente eliminado durante a purificacdo por extragdo liquido-liquido.

6.1.5 Reacéao IV — 3a-O-tosil-3-desoxi-digitoxigenina

A reacdo de tosilacdo foi realizada conforme descrito na secdo Materiais e
Métodos (Item 5.7.5) e, apOs elaboracdo, foram obtidos 1,4 gramas de (1d),
correspondendo a um rendimento de 99,2%.

A estratégia sintética adotada visava obter um intermediario chave (1f),
produzido pela reducédo de um grupo azida em C-3 (Figura 33). No entanto, como a
hidroxila presente nessa posicdo do intermediario 1c ndo € um bom grupo
abandonador, foi necessario inicialmente converter este grupo em um bom grupo

abandonador para entéo obter o intermediario azida (1e).

Figura 32 — Andlise retrossintética do intermediéario chave (1f).

A reducdo do grupo azida é um dos meétodos classicos para sintese de
compostos contendo grupos aminas. O grupo azida, por ser um bom nucledfilo, pode
ser facilmente inserido nas moléculas por meio de uma reagdo de substituicao
nucleofilica. No entanto, para que a reacao seja efetiva, o grupo ligado ao carbono

eletrofilico que sofrera o ataque precisa ser um grupo abandonador melhor do que o
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proprio ion azideto, evitando assim que a reacéo seja reversivel (Figura 33). Grupos
hidroxilas ndo sdo bons grupos abandonadores, pois seriam liberados da molécula
COmo uma espécie altamente reativa e muito mais nucleofilica do que o ion azideto.
Ambos os atomos de oxigénio e nitrogénio sdo muito eletronegativos, mas embora o
oxigénio seja ainda mais eletronegativo do que o nitrogénio, no ion azideto o par de
elétrons ndo-compartilhados se encontra deslocalizado entre os 3 atomos de
nitrogénio presentes na estrutura, ao passo que no ion hidréxido toda a carga se
concentra apenas em um atomo de carbono. Essa deslocalizagdo promove uma
estabilidade do ion azideto e, dessa forma, mesmo que o ion hidréxido chegue a ser
liberado, essa espécie prontamente atacaria 0 mesmo atomo de carbono e expulsaria

0 grupo azida, restituindo a molécula original.

Grupos hidroxilas, no entanto, podem ser convertido em bons grupos
abandonadores por trés caminhos distintos. O mais simples deles consiste em
promover a protonacao desse grupo, levando a formacéo de uma espécie cujo &tomo
de oxigénio apresenta uma deficiéncia em elétrons (-OHz"). Na tentativa de neutralizar
essa deficiéncia, esse atomo, por ser muito eletronegativo, puxa para si a densidade
eletrdnica da ligacdo que estabelece com o atomo de carbono (C-O), acentuando
ainda mais o carater eletrofilico desse atomo. Dessa forma, um ataque eletrofilico é
ainda mais favoravel, pois ameniza o0 momento de dipolo positivo do carbono e ainda
transfere um par de elétrons para o atomo do oxigénio, que é liberado como H20, uma
base fraca e bastante estavel. Porém, apesar de simples, esse método ndo é
adequado para as reagdes envolvendo os esteroides cardioativos. O grupo hidroxila
em C-3 ndo € uma base muito forte, dessa forma, sua protonacéo so6 seria possivel
em condicbes empregando acidos extremamente fortes, o que poderia prejudicar a
integridade da hidroxila presente na posicdo C-14f3, levando a formagédo de

subprodutos, o que néo é desejado.

Os outros dois métodos, embora um pouco menos simples, sdo amplamente
empregados em sintese organica, e consistem na conversdo do grupo hidroxila em

haletos de alquila ou na formacao de ésteres sulfonatos.

Os reagentes mais comumente usados para converter alcoois em haletos de
alquila sédo os haletos de hidrogénio (HC{, HBr e HI), o tribometo de fésforo (PBrs),

tricloreto ou pentacloreto de fosforo (PCls e PCls, respectivamente) e o cloreto de
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tionila (SOCHt2). Todos esses reagentes promovem uma clivagem da ligacdo
estabelecida entre a hidroxila e o carbono do grupo alquila (ligacdo C—O) por meio de
um ataque nucleofilico exercicio por ions haleto, apds conversao da hidroxila em um
bom grupo abandonador por acdo do proprio reagente. No entanto, todas essas
reacfes sdo caracterizadas como reagfes de substituicdo nucleofilica, podendo ser
realizadas tanto por mecanismo Sn1, quanto por mecanismo Sn2, o que indica que ou
resultam em um produto com configuracdo invertida no carbono atacado, ou uma
mistura de isbmeros é obtida. Sendo assim, com excecao da reacdo envolvendo
SOCY2, que depende das condi¢gOes pode resultar em um produto com retencao da
configuracéo, a aplicacdo de nenhum desses métodos seria eficiente para transformar
0 grupo hidroxila em um bom grupo abandonador dentro da proposta da rota sintética

sugerida (Carey & Giuliano, 2016).

O mecanismo pelo qual um ion azideto é adicionado a um substrato contendo
um alcool secundéario pode ocorrer por ambos 0s mecanismos de substituicdo
nucleofilica (Sn1 ou Sn2), dependendo das condi¢des reacionais empregadas. No
caso de substratos como 1c, em que ndo ha uma boa estabilizacdo caso haja
formacao de carbocétion, a reacdo ocorrera preferencialmente por um mecanismo
Sn2, levando assim a formag&o de um produto de configuragdo invertida do centro
quiral atacado (C-3). Dessa forma, se ao invés de 1c, a sequéncia reacional partisse
de 1a, a aplicacdo em sequéncia de uma reacao de formacao de um haleto de alquila
e substituicao do haleto por um grupo azida seria, no entanto, adequada, pois também

resultaria na formacao do intermediario planejado (1e).

Essa rota alternativa, apesar de promissora e ser capaz de fornecer 1e por meio
de apenas duas etapas reacionais, apresenta algumas complicacdes que a torna uma
opcdo menos vantajosa. Em estudos anteriores, Ottoni (2018) e Andrade (2020)
determinaram uma condi¢do mais favoravel para obter 1le a partir de um intermediario
contendo um grupo iodeto na posicao C-3a (Figura 34), mas esta ndo apresentou um
rendimento adequado para a obtencdo do intermediario desejado (Ottoni, 2018;
Andrade, 2020).
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Figura 33 — Rota alternativa para obtencado do intermediério 1f a partir de la.

Os métodos mais amplamente empregados para obtengdo de um bom eletréfilo
a partir de um substrato alcodlico se baseiam na formacéo de um derivado de éster
sulfonato, como os mesilatos, tosilatos e triflatos. Reacdes desse tipo sdo geralmente
realizadas em piridina, um solvente de carater basico que além de ser capaz de
solubilizar adequadamente o cloreto de sulfonila apropriado, também dificulta a
formacdo do acido cloridrico, evitando assim variagdes do pH da mistura reacional
gue podem ser incompativeis com alguns substratos. Essas rea¢cdes também ocorrem
por um mecanismo de substituicdo nucleofilica do tipo Sn2. No entanto, a formacgéo
do éster sulfonato ndo afeta a estereoquimica, pois quem atua como nucledfilo é o
grupo hidroxila do substrato, e o atomo eletrofilico ndo € o carbono, mas o 4tomo de
enxofre. Dessa forma, os produtos sédo obtidos com retencdo da configuracdo do
centro quiral envolvido na ligacdo C-O. Por essa razdo, a aplicacdo desses métodos
para a conversao do grupo hidroxila na posicdo C-3a de 1c em um bom grupo
abandonador se mostrou ser o mais apropriado para cumprir a rota sintética proposta.

O mecanismo da reac¢éo de 1c com o cloreto de para-toluenosulfonila (Figura
35) se inicia com um ataque nucleofilico, exercicio pelo grupo hidroxila em C-3a, ao
atomo de enxofre. O ataque é caracterizado pela sobreposicao do orbital do &tomo de
oxigénio contendo os pares de elétrons ndo-compartilhados e do orbital antiligante
(m*) da dupla ligacéo formada entre o atomo de enxofre e 0 atomo de oxigénio. Em
virtude da aproximacéo do nucledfilo, o par de elétrons  dessa ligacéo se afasta ainda
mais do atomo de enxofre e se concentra no atomo de oxigénio, levando a formacéao
do intermediario da reacdo. Em seguida, espontaneamente o par de elétrons
concentrado no atomo de oxigénio retorna regenerando a dupla ligacdo com o 4&tomo
de enxofre, ao passo que a ligacdo entre enxofre e cloro vai sendo quebrada, liberando

o0 ion cloreto no meio reacional. Uma molécula de piridina entdo reage em uma reacao
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acido/base com o produto formado e captura o préton ligado ao oxigénio, restaurando
0 par de elétrons ndo-compartilhados desse atomo e levando ao produto esperado
(2d).

O produto obtido apos reacdo de tosilagdo, assim como planejado, comporta-
se como substrato em reacbes de substituicdo nucleofilica. Dessa forma, foi
necessario empregar uma condicao livre de moléculas de agua, que pode atuar como
nucledfilo e atacar o carbono eletrofilico. Como essa reacéo ocorre com inverséo da
configuracdo, a expulsdo do grupo tosila e a introducdo de um grupo hidroxila
resultante desse ataque levaria a formacéo do produto inicial da sequéncia reacional,
a 3B-hidroxi-digitoxigenina (1a). Por essa razdo, antes que a reacao fosse executada,
o solvente foi mantido por 48 horas em peneira molecular 3 A para garantir a condi¢&o
anidra necesséria. Além disso, ap6s a mistura dos reagentes, o ar foi removido de
dentro do frasco por suc¢do, com auxilio de uma seringa, até exaustao, assegurando
assim uma condicdo de vacuo e, consequentemente, auséncia de umidade

proveniente do ar atmosférico.

Figura 34 — Mecanismo da reacao com cloreto de p-toluenossulfonila.
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Fonte: Solomons et al., 2018 (adaptado).

A reacdo também foi mantida em temperatura controlada para evitar um
aguecimento do sistema, o que poderia propiciar uma reacao de eliminacao e levar a

formacdo de subprodutos — os alcenos A23-digitoxigenina e A3-“-digitoxigenina.

Uma analise por CCD da mistura reacional apés 20 horas de reacao
demonstrou a formacdo de apenas um unico produto, confirmando que as medidas

adotadas foram eficientes para evitar reagdes indesejadas.
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Para elaboracdo da reacdo, Sawlewicz e colaboradores (1972) propuseram
uma extracdo liquido-liquido, realizada a temperatura ambiente, empregando
sequencialmente solu¢des aquosas de um acido e uma base. O material obtido apds
aplicacdo dessa abordagem, no entanto, apresentava o produto desejado (1d)
contaminado com uma pequena porcdo de (la), provavelmente formado em
decorréncia das condi¢cdes empregas no processo de elaboracdo. Por essa razao,
algumas modificacbes foram adotadas, objetivando torna-la menos propicia a

ocorréncia de rea¢cfes secundarias.

Dessa forma, a mistura reacional foi transferida para um béquer de 250,0 mL
contendo cerca de 100,0 mL de uma mistura de agua destilada e gelo pilado, o que
resultou na precipitacdo do produto de interesse em virtude da sua baixa solubilidade
em agua. Para eliminacdo do excesso de piridina ainda presente, também foram
adicionados ao frasco cerca de 160 mL de solugdo de HC{ 2 mol/L previamente

resfriada, conferindo a suspenséao um pH igual a 3,0.

A piridina € um solvente polar aprotico, de coloracédo levemente amarelada e
gue possui odor caracteristico. O acido conjugado dessa base possui um pKa de 5,2.
Dessa forma, a acidificacdo da mistura até um pH proximo de 3,0 garante que cerca
de 99,5% das moléculas desse solvente serdo devidamente ionizadas. O cloreto de
piridinio formado pela neutralizacao da piridina com HCZ € um sal soluvel em agua e
gue nao possui o odor tipico das aminas. Além disso, o deslocamento do equilibrio de
ionizagdo da piridina para a sua forma protonada contribui ainda mais para a
precipitacdo do produto, visto que na sua forma ionizada a piridina ndo € capaz de
solubilizar o produto formado e, portanto, ndo serd capaz de promover um arraste

mecanico significativo durante a filtracao (Perrin et al., 1981; PubChem, 2020).

ApoOs neutralizacdo, a suspensao obtida foi filtrada sob pressao reduzida e o
material retido no funil foi lavado com cerca de 50,0 mL de solugéo de NaHCO3 3%
m/v previamente resfriada para eliminagéo do residuo de &cido para-toluenossulfénico
formado quando o excesso de cloreto de para-toluenossufonila reage com a agua nas

etapas iniciais da elaboracéo.

O sdlido branco obtido apds filtrac&o foi analisado por CCD (Figura 36) e por

UPLC-PAD-ESI-MS (Apéndice B) e apenas um produto foi observado em ambas as
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analises. Nos espectros de massas também foram observados picos com reacdo m/z
gue confirmam a massa de 1d, como o pico em m/z 529,34 no modo de ionizacéo

positivo (ESI+), correspondendo ao cation [M + H]*.

Figura 35 — Cromatoplacas da analise do produto da reacao de tosilacao.
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Legenda: (A e B) cromatoplacas de silica geral obtidas ap6s eluicdo com acetato de etila’hexano (3:2)
e revelacéo com reagente de Kedde e anisaldeido sulfirico, respectivamente. (1) referéncia do 3a-O-
hidroxi-digitoxigenina (1d); (2) produto obtido apés reacéo de tosilacdo; (3) referéncia do material de
partida (1c).

6.1.6 Reacédo V - Sintese da 3B-azido-3-desoxi-digitoxigenina

A reacdo de azidacéo foi realizada conforme descrito na se¢do Materiais e
Métodos (Item 5.7.6).

Apoés ativacao da hidroxila da posi¢céo C-3a, por meio da conversao em um bom
grupo abandonador, o intermediario chave (1f) da reacdo de obtencdo dos derivados
estruturalmente semelhantes ao amantadig (4) pode ser alcancado por trés caminhos
principais. O mais simples deles, embora menos efetivo, seja por meio de um ataque
nucleofilico direto da ambnia ao carbono eletrofilico do substrato contendo um bom
grupo abandonador. A amina resultante, no entanto, possui um carater nucleofilico
ainda mais potente do que a amo6nia em razao do efeito indutivo doador de densidade
eletronica exercido pelos grupos alquila vizinhos, aumentando assim a disponibilidade
do par de elétrons ndo-compartilhados do &tomo de nitrogénio. Dessa forma, o
produto formado passa a competir com amdnia, o pode acabar resultando em
alquilacbes mudltiplas, com obtencdo de uma mistura de aminas primarias,

secundarias, terciarias e até do sal de amonio quaternario. Por essa razao, mesmo
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gue um excesso de amdnia seja adicionado (acima de 50 equivalentes), é muito
improvavel que a reacdo se limite apenas a obtencdo da amina primaria, como
desejado para a rota sintética proposta para obtencdo de 1f (Maddani et al., 2010;

Solomons et al., 2018).

Um método mais eficiente para prepara¢do de uma amina primaria é conhecido
como Sintese de Gabriel e se baseia na utilizacdo de sais de ftalimida. No primeiro
estagio dessa reacdo o anion ftalimida reage com o substrato contendo um grupo
abandonador (Sn2) para fornecer um intermediario que posteriormente, no segundo
estagio, pode ser hidrolisado — em meio acido ou basico — ou, mais comumente, sofrer
uma hidrazindlise. Os dois principais sais empregados no primeiro estagio dessa
estratégia sintética sdo a ftalimida de sédio e de potassio, obtidas por meio da
neutralizacdo da ftalimida (pKa = 8,3) com hidréxido de sédio ou de potassio,
respectivamente. No entanto, embora existam na literatura relatos de sucesso
empregando bases mais fracas, como carbonato de potassio e de sédio, as reacdes
desse tipo também séo altamente susceptiveis aos impedimentos estéricos. Por ser
uma espeécie mais volumosa, o ion ftalimida raramente atua como nucledfilo na
presenca de substratos terciarios e, frequentemente se comporta como uma base na
presenca de substratos secundarios ou primarios estericamente impedidos. Essa
dificuldade em reagir com substratos mais impedidos pode ser compensada por um
aumento na temperatura reacional, o que, no entanto, favorece reagcdes secundarias
decorrentes do comportamento adicional do ion. Dessa forma, sdo observados
frequentemente produtos da reagao de eliminacao quando substratos mais volumosos
sao considerados. Por essa razdo, mesmo que na literatura exista uma ampla gama
de variacdes descritas para as condicfes reacionais empregadas, as evidéncias
parecem sugerir que a aplicacdo dessa estratégia ndo seja a mais promissora para
obtencdo de derivados amino dos cardioativos (Gabriel, 1887; Sakellarios, 1946;
Gibson & Bradshaw, 1968).

Um dos melhores e mais convenientes métodos para obtencdo de aminas a
partir de substratos como 1d envolve inicialmente a conversao do substrato eletrofilico
em alquilazidas e, em seguida, procede-se com a reducéo desse grupo funcional para
obtencdo das aminas correspondentes com bons rendimentos. Uma das principais
vantagens dessa metodologia se respalda no controle regio e estereosseletivo que

acompanha o preparo de muitas azidas organicas, o0 que consequentemente também
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permite uma conversdo controlada desse grupo nas aminas desejadas (Maddani et
al., 2010).

Apesar de o grupo azida ligado covalentemente resultar na formacdo de
substancias relativamente explosivas, toxicas e que se decompdem facilmente, a
introducéo desse grupo funcional em moléculas organicas tem se mostrado de grande
aplicabilidade para obtencéo de intermediarios de sintese, em razao da ampla gama
de transformacdes possiveis. Segundo Smith (2020), sdo estaveis e manipulaveis as
substancias cuja numero de &tomos de nitrogénio na molécula ndo excedem o nimero
de atomos de carbono e que cumprem a relacdo (N°c + N°)/N° > 3 (Brase et al.,
2005; Faria et al., 2020; Smith, 2020).

A estrutura linear desse grupo, definida por difracdo de elétrons e andlises de
raio-X, apresenta ligagdes covalentes entre trés atomos de nitrogénio que admite a
deslocalizacédo dos elétrons m e pares de elétrons ndo-compartilhados, sugerindo a
contribuicdo de quatro diferentes formas candnicas na determinagdo do hibrido de
ressonancia. Embora a forma canodnica (A), seja a que fornece maior contribuigéo por
nao apresentar separacdo de cargas, € a estrutura mesomérica de (D) que explica a
regiosseletividade desse grupo em reacdes nucleofilica e eletrofilicas. Nessa
representacao dipolar, o grupo azida por atuar como eletrofilo e ser atacado no atomo
de nitrogénio deficiente em elétrons (N3) ou atuar como nucledfilo e atacar, um ponto
deficiente em elétrons em outra molécula, por meio do atomo de nitrogénio contendo
um par de elétrons ndo-compartilhados (N1). Dessa forma, o comportamento desse
grupo nas reacdes € determinado pelas condicdes reacionais propostas (Boyer &
Canter, 1954; Brase et al., 2005).

toe 3 + - - 4+ - +
R—N=N—-N <—— R—N=N=N <—— R—-N—N=N <—— R—-N—-N=N
A B C D

A principio, azidas organicas podem ser preparadas por uma ampla variedade
de métodos sintéticos, sendo o principal deles por inser¢cdo do grupo por meio das
supracitadas reacfes de substituicdo ou adicdo nucleodfilica e eletrofilica. Na maioria

dos casos, o0 método de escolha compreende uma classica substituicdo nucleofilica
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do tipo Sn2, envolvendo um haleto de alquila ou éster sulfonato como substrato e a

azida de sodio (NaNs) como fonte do grupo azida (Brase & Banert, 2010).

O solvente dimetilformamida (DMF), sob condi¢cdes de temperatura controlada,
é frequentemente empregado como solvente em reac¢des seguindo esse mecanismo.
Como a maioria dos substratos dessas rea¢gdes nao apresenta adequada solubilidade
em solventes que geralmente promovem uma adequada solubilizacdo da NaNs, o uso
de DMF, um solvente polar aproético tem apresentado notavel capacidade de fornecer
uma adequada homogeneidade da mistura reacional, sem comprometer a reatividade
do ion azideto. Em reacfes do tipo Sn2, € adequado que o nucledfilo esteja
minimamente envolvido pelas moléculas do solvente. Quando mais solvatado, menos
energeticamente favoravel serd a reacao, visto que € necessario que o nucledfilo se
desvencilhe primeiro das moléculas do solvente para sé entdo ser capaz de promover
a transferéncia do par de elétrons para o orbital antiligante da ligagdo estabelecida
entre o &tomo atacado e o grupo abandonador (Brase & Banert, 2010; Louvis & Silva,
2016).

No entanto, o uso de DMF como solvente da reacdo também possui alguns
inconvenientes. Esse tipo de solvente, além de ser toxico, em alguns casos também
representa uma dificuldade quanto ao isolamento do produto da reacdo por ser
altamente miscivel com a 4gua e a maioria dos solventes organicos e, por apresentar
ponto de ebulicdo alto (158 °C), o que na maioria das vezes nao € compativel com as
moléculas organicas de aplicacao farmacéutica (Brase & Banert, 2010; Louvis & Silva,
2016; O"Neil, 2006).

Com base nesse conhecimento e visando minimizar as perdas do material
obtido no processo de elaboracdo da reacéo, o volume de DMF empregado para
solubilizacédo da mistura reacional foi reduzido em cerca de 80% em relacédo ao que
foi proposto por Sawlewicz e colaboradores (1972). Essa quantidade foi suficiente
para dissolver 1,0 grama de 1d e promoveu a solubilizagdo parcial de NaNs, assim
como ocorreu na metodologia original. Uma vez que grande parte desse agente
nucleofilico ndo se solubiliza no solvente da reacdo e considerando a reducéo
significativa de solvente empregado, um excesso de NaNs foi adicionado para
assegurar que quantidade suficiente estivesse disponivel em solu¢do para converter

0 substrato no produto esperado.
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Além disso, assim como na reagdo anterior, a presenca de 4gua no sistema
reacional € um ponto critico e a auséncia total de umidade deve ser garantida para
evitar a ocorréncia de rea¢fes secundarias — resultando na formacéo de la. Por essa
razdo, um tubo conector contendo cloreto de célcio anidro foi introduzido no topo do
sistema de refluxo para impedir que o ar atmosférico introduzisse umidade no meio

reacional.

Sawlewicz e colaboradores (1972) propuseram que a reacao fosse mantida sob
aquecimento (75 °C) por trés horas e, em seguida, fosse mantida a temperatura
ambiente por mais 16 horas. No entanto, levando em consideracdo que as condi¢des
reacionais (solvente e substrato) ndo favorecem a formacdo de carbocation e,
considerando que o ion azideto ndo apresenta a tendéncia de se comportar como uma
base, a probabilidade de favorecimento de reacdo de eliminacdo em razdo do
aumento da temperatura pareceu néo ser significativa. Dessa forma, considerando
essas analises estruturais, ao invés de adotar as condi¢cdes propostas pelos autores
supracitados, a reacao foi mantida a 75 °C ao longo de todo o curso reacional, a fim

de avaliar os possiveis efeitos.

Apés 7 horas de reacdo nessas condi¢des, uma aliquota de 10 pL do meio
reacional foi tomada e aplicada em uma cromatoplaca de silica gel para andlise em
CCD. Devido os deslocamentos ocasionados nos valores de retencdo dos compostos
em decorréncia da presenca de DMF, também foram aplicados 10 pL desse solvente
nos pontos de aplicacéo das referéncias de 1d e de le, para assegurar que os valores
de Rf observados fossem comparativos. ApGs revelacdo com reagente de Kedde, foi
possivel constatar o total consumo do material de partida (1d) e a formacdo de um

anico produto, de natureza menos polar.

Para elaboracédo da reacéo, o frasco reacional foi preenchido com uma mistura
de agua e gelo pilado, considerando a baixa solubilidade de le e alta solubilidade de
NaNs nesse solvente. Dessa forma, foi possivel promover a precipitacdo do produto
desejado, enquanto o excesso de NaNs e do para-toluenossulfonato de sodio,
formado apos liberacdo do grupo abandonador, foram completamente solubilizados

no meio aquoso, permitindo isolar 1e por meio de um processo de filtragao.

O material retido no funil ainda foi lavado com agua gelada mais uma vez antes

de ser mantido em dessecador para eliminacado do solvente residual. Foram obtidos
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716,5 mg de 3B-azido-3-desoxi-digitoxigenina (1e), correspondendo a um rendimento
de aproximadamente 95,0%. Uma amostra do produto obtido foi novamente analisada
por CCD e UPLC-PAD-ESI-MS (Apéndice B), confirmando a presenca de uma unica
substancia, apresentando massa molecular compativel com o produto e picos com

m/z compativeis com o esperado.

Como exposto anteriormente, em uma analise retrossintética mais simples,
esse intermediario 1le, poderia ser preparado por meio de uma reacao de substituicdo
eletrofilica do tipo Sn2, empregando 1a como composto de partida (Figura 37). Essa
metodologia permitiria reduzir pela metade a quantidade de etapas sintéticas
necessarias ou mesmo submeter o substrato da reacdo (1la) as duas etapas
reacionais em um mesmo frasco de reacdo, considerando-se a estratégia one-spot
reaction. Em estudos anteriores, Ottoni (2018) e Ribeiro (2020) se propuseram a
determinar as condi¢des reacionais mais adequadas para a obtencdo de le por meio

dessas possiveis metodologias.

Figura 36 — Analise retrossintética alternativa para obtencéo de 1le.

As metodologias propostas foram adaptadas do método descrito originalmente
por Garegg-Samuelsson (1979) para substituicdo de grupos hidroxila por iodo em
carboidratos, empregando como reagentes uma mistura de trifenilfosfina, iodo e
imidazol, em tolueno. Nessas condicbes (Figura 38), forma-se inicialmente um
complexo [PhsP-Imidazol]*I- resultante da reacdo dos trés reagentes empregados, que
€ posteriormente atacado pela hidroxila alcodlica presente no substrato, resultando na
conversao desse grupo em um bom grupo abandonador. Dessa forma, o ion iodeto
gerado na etapa inicial da reacdo é capaz de atacar o carbono em uma reagédo de

substituicéo eletrofilica (Sn2) e assumir no substrato uma orientagdo contréria aquela
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originalmente ocupada pelo grupo hidroxila (Garegg & Samuelsson, 1979; Oliveira,
2008; Andrade, 2020).

Figura 37 — Proposta de mecanismo da rea¢do de formacao de um

intermediario iodado.
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. —Ph;P=0
Fonte: Andrade, 2020 (adaptado).

O principal inconveniente enfrentando nesse tipo de reagéo é atribuido a alta
reatividade desse derivado em virtude da fraca ligacéo estabelecida entre o iodo e 0
atomo de carbono. Quando elementos que apresentam raios atdmicos com uma
grande diferenca de tamanho estdo envolvidos na formacdo de uma ligagcédo, essa
ligagcdo € altamente polarizada e, consequentemente, mais fraca, podendo ser
facilmente quebrada. O iodo é um elemento que pertence ao grupo dos halogénios e
possui uma eletrosfera composta por cinco niveis de energia. Ja4 a eletrosfera do
carbono é constituida por apenas dois niveis de energia. Sendo assim, em uma
ligacdo C—I, os elétrons envolvidos estdo muito mais proximos do nucleo do atomo de
carbono do que do atomo de iodo, em razdo da grande diferenca no raio atdbmico
desses elementos (140 pm e 70 pm, respectivamente para iodo e carbono). A nivel
orbitalar, isso significa que a formacéo dessa ligacdo C—l envolve a sobreposicao de
um orbital 5p, fornecido pelo atomo de iodo, com um orbital 2p, fornecido pelo atomo
de carbono. A grande diferenca de tamanho desses dois orbitais faz com que seja
menos efetiva a sobreposicdo entre eles, resultando em uma ligacdo de facil
dissociacdo. Aléem disso, a volumosa nuvem eletronica do iodo faz com que a
dispersdo da carga negativa gerada pela dissociacdo seja muito mais eficiente,
tornando sua base conjugada (iodeto) bastante estavel (Fossey et al., 1995; Carey &
Giuliano, 2016).
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Por essas razbes, dois subprodutos sao frequentemente observados nas
reacdes desse tipo, obtidos como resultado da reacéo de eliminacédo desse grupo em
decorréncia do excesso de imidazol na mistura reacional. A contaminacao do produto
com AZ3-digitoxigenina (20) e A%>“-digitoxigenina (21) diminui o rendimento global da
reacdo de obtencado de 1le empregando essa rota alternativa, que apos purificacdo em
coluna aberta de silica gel foi ajustado para 64% (Ottoni, 2018). No entanto, embora
forneca o intermediario desejado com um desprendimento de tempo menor e
empregando uma quantidade ligeiramente menor de solventes nocivos, esse
rendimento ainda estd muito abaixo do obtido pela rota classica apos otimizacdes
(cerca de 95%).

6.1.7 Reacdo VI - Sintese da 3B-amino-3-desoxi-digitoxigenina

A reacéo de reducgéo do grupo azida foi realizada conforme descrito na secgéo
Materiais e Métodos (Item 5.7.7).

A reducéo de azidas organicas para obtencdo das aminas correspondentes
pode ser realizada por diversas metodologias. Agentes redutores classicos como
H2/Ni, H2/Pd-C, H2/Pt, Pd/CaCOs, LiAlH4, NaBH4, Na:S e varios outros menos
convencionais, como TiCls ou FeCls/Nal, MoO2(S2CNEt2)2, Zn ou Fe/NH4C{, séo
alguns dos reagentes descritos na literatura para obtencdo de amino compostos a
partir de intermediarios azida. A maioria desses agentes redutores, no entanto,
apresenta alguma limitacdo relacionada a falta de seletividade e incompatibilidade
com outros grupos funcionais e de protecdo, ou sdo executadas sob condi¢bes
drasticas de temperatura e pressdo, empregando muitas vezes reagentes caros e
perigosos sob longos tempos reacionais, além de demandar procedimentos de

purificagéo laboriosos em alguns casos. Todos esses aspectos acabam tornando a
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eficiéncia desses métodos muitas vezes pouco satisfatorias, com aplicagéo limitada a
moléculas mais simples (Brieger & Nestrick, 1974; Corey et al., 1975; Lin et al., 2002;
Brase et al., 2005; Bartoli et al., 2007; Maddani et al., 2010).

Sawlewicz e colaboradores (1972) inicialmente propuseram que a reducgéo do
grupo azida no intermediario (1e) fosse realizada por um método de hidrogenacao
catalitica empregando Pd/CaCOs (catalisador de Lindlar) como agente catalizador.
Esse método ja havia sido aplicado anteriormente para reducéo de grupos azida em
derivados dos bufadienolideos e se mostrou eficiente, sendo capaz de reduzir
seletivamente esse grupo sob condicbes amenas de temperatura e pressao. No
entanto, quando a 3p-hidroxi-digitoxigenina (1a) foi submetida a essas mesmas
condicdes reacionais, o0 material analisado apds 3 horas de reacdo, ndo apresentava
mais um maximo de absor¢éo caracteristico na regido do UV em cerca de 217 nm,
tipica do anel lacténico a,B-insaturado dos derivados cardenolideos. Isso sugere que
esse método de reducdo ndo seria 0 mais adequado para conversao de 1le em 1f, em
razdo do risco de comprometimento de um dos grupos essenciais para a atividade

dos derivados planejados.

Um método amplamente utilizado para conversdo de azidas em aminas
emprega trifenilfosfina em uma metodologia conhecida como Reduc¢éo de Staudinger,
desenvolvida em 1919 por Staudinger e Meyer. O mecanismo (Figura 39) proposto
para essa reacao envolve a formacéo de um intermediario fosfazina (A), resultante de
um ataque nucleofilico do par de elétrons nao-compartilhados do atomo de fésforo da
trifenilfosfina ao &tomo de nitrogénio eletrofilico do grupo azida. Nesse intermediario
A, o atomo de fosforo deficiente em elétrons € atacado pelo atomo de nitrogénio
nucleofilico em um ataque intramolecular, resultando na formacao de um intermediario
ciclico de quatro membros altamente instavel (B), que imediatamente perde uma
molécula de nitrogénio molecular para formacéo de um intermediario mais estavel (C).
A diferenca de eletronegatividade entre os atomos de nitrogénio e fésforo nesse
intermediario formado (C), torna a dupla ligacdo entre esses atomos altamente
polarizada, com a nuvem eletrdbnica concentrada mais préxima ao atomo de
nitrogénio. Dessa forma, na presenca de agua, esse intermediario é espontaneamente
hidrolisado fornecendo a amina correspondente e o 6xido de trifenilfosfina (Staudinger
& Meyer, 1919; Clayden et al., 2012).
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Figura 38 — Mecanismo da reacao de reducao com trifenilfosfina.
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Fonte: Clayden et al., 2012.

A reducdo de 1le com trifenilfosfina foi realizada seguindo as condi¢cOes
propostas na patente WO2013000286, que descreve o método de preparacdo de
derivados nitrogenados da bufogenina. A elaboracdo da reacdo, no entanto, foi
realizada conforme procedimento descrito por Sawlewicz e colaboradores (1972),
seguindo marcha quimica classica para extracdo de aminas, com algumas

modificagdes (Sawlewicz et al., 1972; Hu, 2013)

A reacao também foi monitorada por analises em UPLC-PAD-ESI-MS (Figura
40), por meio da coleta de amostras da mistura reacional em tempos determinados (O,
1, 2, 4, 6, 8, 16 e 24 horas), para otimizacdo do tempo reacional e variacées no
protocolo de elaboracdo foram realizadas e avaliadas para determinagdo da

metodologia mais eficiente para extracao do produto de interesse.

No cromatograma gerado pelo detector de arranjo de diodos na analise da
aliquota referente ao tempo 0 da reacdo (Figura 40 — TO) foi possivel observar um
pico com tempo de retencdo de 7,26 minutos apresentando espectro de massas

compativel com o composto de partida, a 33-azido-3-desoxi-digitoxigenina (1e).
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Figura 39 — Perfis cromatogréaficos das aliquotas recolhidas durante o estudo

da cinética da reacdo de obtencéo do intermediario 1f.
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Legenda: cromatogramas obtidos por UPLC-PDA-ESI-MS para o meio reacional nos tempos: (T0) 0
horas; (T1) 1 hora; (T2) 2 horas; (T4) 4 horas; (T6) 6 horas; (T8) 8 horas; (T16) 16 horas e (T24) 24
horas. Apos 8 horas de reacéo todo o material de partida j4 havia sido consumido (setas vermelhas).
A formacao do oxido de trifenilfosfina é observado logo apds a mistura dos reagentes.
Condicdes analiticas: vide se¢do Material e Métodos (item 5.6).

No cromatograma obtido com detector de massas também foi possivel observar

um pico com tempo de retencdo de 5,61 minutos, cujo espectro de massas

correspondente apresentou sinal com m/z compativel com o coproduto da reacéo, o

oxido de trifenilfosfina, tais como os picos em m/z 279 e 301 correspondendo,

respectivamente, aos adutos [M + H]* e [M + Na]*, além do pico m/z em 201, resultante

da perda de um grupo fenila (Figura 41).
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Figura 40 — Espectro de massas no modo ESI-positivo para o pico com tempo

de retencédo de 5,61 minutos.

[M-Ph]*
m/z 201
[M+H]*
m/z 279 1: Scan ES+
100 201 M + Na]* 1.34e8
242 (/301
‘ \ m/z 301
=
l 342 445 579
4374 4o
173000 |y l it 557| 541648 657
-t T A NS SRERER T T T T T T T m/z
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200

Em concordancia com essa analise, o espectro de absorcdo na regido do UV
correspondente a esse pico apresentava perfil caracteristico da presenca do anel
benzénico, sendo, portanto, observado trés maximos de absorcdo (dados nao
apresentados). A auséncia do produto esperado (1f) em TO sugere que o Oxido de
trifenilfosfina detectado na andlise corresponde, na verdade, a uma impureza do
agente redutor empregado (trifenilfosfina), ndo sendo, portanto, um indicativo do inicio

da reacdo (Armarego et al., 1980).

Em uma outra andlise realizada 1 hora ap0s o inicio da reacéo (Figura 40 —
T1) ja foi possivel observar a presenga de um pico referente a uma substéancia de
natureza mais polar (tempo de reten¢cédo = 3,17 minutos). Apos 6 horas de reagéo, no
entanto, no cromatograma gerado pelo detector de massas, esse mesmo pico foi
observado com dois ombros, e os espectros de massas referentes aos trés picos
apresentavam o mesmo perfil de fragmentacéo, incluindo os picos com relacdo m/z
compativeis com o produto de interesse, como 0s picos com relacdo m/z de 339 e
357, que correspondem aos fragmentos [M - NHz - H20 + H]* e [M - NH2 + HJ*,

respectivamente (Figura 42).

A identificacdo das substancias referentes a esses trés picos, no entanto, ndo
pbde ser realizada. A elucidacéo estrutural dessas substancias depende de analises
adicionais, como a obtencédo de espectros de RMN *H e RMN *3C.
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Figura 41 — Resultado da andlise por espectrometria de massas do meio

reacional apds 6 horas de reacéo.
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Legenda: (A) perfil cromatogréfico referente ao meio reacional ap6s 6 horas reagao obtido pela andlise
com detector de MS; (B) espectros de massas no modo ESI-positivo referente aos picos com tempos
de retengdo de 2,89, 3,09 e 3,45 minutos.

Apods 8 horas de reagdo, uma nova amostra da mistura reacional foi coletada e

analisada (Figura 40 — T8). O cromatograma gerado ainda apresentava um pico com

tempo de retencéo de 7,23 minutos, cujo espectro de absor¢cao da regidao do UV néo

apresentava um maximo de absor¢cdo em 220 nm caracteristico do anel lacténico dos

cardenolideos e cujo espectro de massas gerado no modo ESI+ ndo evidenciava picos

com relacdo m/z compativeis com o composto de partida, permitindo concluir assim

gue 1le ja havia sido consumido totalmente.

No entanto, apés 2 horas de reacdo (Figura 40 — T2), foi possivel observar o

aparecimento de um novo pico, com tempo de retencdo de 6,31 minutos que ainda

estava presente no cromatograma gerado na analise realizada apds 8 horas do inicio

da reacado (Figura 40 — T8). O espectro de massas obtido no modo positivo (ESI+)
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para este pico (Figura 43) indicou um sinal com m/z em 634, compativel com o aduto

[M + H]* do intermediario iminofosforano (C).

Figura 42 — Espectro de massas no modo ESI-positivo referente ao pico com

tempo de retencdo de 6,31 minutos.
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Considerando que ap6s 16 horas de reacdo ndo se observou mais a presenca
do intermediario (C), a reacdo foi novamente realizada, empregando as mesmas
condicOes anteriores, para avaliacdo do meio reacional ap6s 10, 12 e 14 horas do
inicio da reacdo (dados cromatograficos ndo apresentados). Foi possivel constatar
gue todo o intermediario se converteu no produto desejado no intervalo entre 12 e 14
horas de reagdo. Por essa razéo, todas as reacOes lancadas a posteriori, para
otimizacao do processo de extracdo do produto de interesse, foram mantidas por 14

horas.

A execugédo da elaboragao da reagdo conforme descrito por Sawlewicz (1972)
e colaboradores ndo se mostrou eficiente para extragdo seletiva de 1f. Uma analise
por UPLC-PAD-ESI-MS da fase organica lll obtida ao final do processo indicou a
presenca de oxido de trifenilfosfina, o coproduto da reacdo. No entanto, como essa
substancia possui um grupo cromoéforo que apresenta uma absortividade molar (&)
maior do que a absortividade molecular caracteristica do anel lacténico dos derivados
cardioativos, ndo foi possivel estimar uma relacéo entre area do pico dessa impureza

e da &rea do pico referente a 1f.

Algumas pequenas modificagées no protocolo, no entanto, foram realizadas na
tentativa de maximizar a eliminacdo do oxido de trifenilfosfina nas etapas iniciais da
elaboracao da reacéo (Figura 44 e Tabela 5). Em todas as propostas de modificacédo
realizadas, a primeira etapa da extragdo com solucdo aquosa acida (HCI 0,05 mol/L)

foi mantida sem alteragdes e se mostrou eficiente na extracdo de 1f. Em nenhuma
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das fases organica I, analisadas por UPLC-PAD-ESI-MS, foi observada a presenca
do produto de interesse. Além disso, em todas elas observou-se a presenca

majoritaria do oxido de trifenilfosfina e outras impurezas nao-identificadas.

Figura 43 — Esquema geral da marcha quimica aplicada na purificacdo do

intermediario 1f.
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Para extrair o produto de interesse da fase aquosa |, foi inicialmente proposto
gue essa fase 4cida (pH = 3,0) fosse previamente tratada com solugdo de amdnia 3%
v/v, provocando assim um deslocamento no equilibrio de ionizacdo dessa substancia
e favorecendo a presenca majoritaria do grupo amina na sua forma livre. Dessa forma,
com o aumento no coeficiente de particdo do produto de interesse, esse pode ser

facilmente extraido empregando-se um solvente organico imiscivel em agua.

No entanto, na tentativa de eliminar completamente o 6xido de trifenilfosfina,

ainda presente na fase aquosa I, antes de promover o tratamento dessa fase com
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solucdo alcalina, procedeu-se com uma extracdo adicional com solvente organico

conforme exposto na Tabela 5.

Tabela 5 — Condicdes testadas nas etapas 2 e 3 no processo de

elaboracéo da reagéao VI.

Proposta de Elaboracéao Etapa 2 Etapa 3
1 4 x 30,0 mL de DCM 5 x 30,0 mL de AcOEt
2 4 x 30,0 mL de AcOEt 5x 30,0 mL de DCM
3 4 x 30,0 mL de DCM 5 x 30,0 mL de DCM
4 4 x 30,0 mL de AcOEt 5x 30,0 mL de AcOEt

12 - 3 x 30,0 mL de AcOEt
5 5 x 30,0 mL de DCM
22 -2 x 30,0 mL de DCM

As analises dos materiais obtidos apds eliminacdo dos solventes das fases
organica lll demonstraram a eficiéncia das propostas 4 e 5 de elaboracao (Figura 45).
As fases organica Il geradas também foram analisadas e em nenhuma delas o produto
de interesse foi observado. No entanto, apés a comparacao entre as massas obtidas
apos a execucao das sequéncias correspondentes as duas melhores tentativas (36,2
mg e 62,5 mg, respectivamente), foi possivel concluir que a proposta 5 se mostrou

mais adequada para extracdo seletiva do produto de interesse.
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Figura 44 — Perfil cromatogréfico do material obtido apds aplicacdo da marcha

guimica de elaboracédo da reacdo empregando cada uma das propostas.
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Legenda: as setas indicam o pico referente ao 6xido de trifenilfosfina.

A reacdao foi entdo realizada novamente nas condi¢des estabelecidas por mais

trés vezes e em todas o rendimento obtido se manteve com uma média de 65%.

6.1.8 Reacdo VIl — Primeiro Acoplamento

A reacéo do primeiro acoplamento foi realizada conforme descrito na secgao
Materiais e Métodos (Item 5.7.8).

Foram submetidos a reacéo do primeiro acoplamento aproximadamente 350,0
mg de 3B-amino-3-desoxi-digitoxigenina (1f), resultando na obtencéo de 340,0 mg de
3B-(cloroacetil)amino-3-desoxi-digitoxigenina, com rendimento de 80,6%.

A reacao entre o grupo amina presente na molécula do substrato (1f) e o cloreto
de cloroacetila resulta na formacéao de acido cloridrico em virtude do deslocamento do
ion cloreto apdés o ataque nucleofilico a carbonila. Dessa forma, e considerando a
susceptibilidade a desidratacdo da hidroxila em C-14f3, o monitoramento do pH da
mistura reacional foi um ponto critico para execu¢do da reacdo. A adi¢do de cerca de
100,0 pL da solucédo do reagente eletrofilico, no geral, resultou na diminuicdo no pH

de 9,0 para 5,0. No entanto, a adicdo subsequente de 100,0 uL dessa mesma solucao,
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promovia uma diminui¢do ainda mais acentuada, de 5,0 para 2,0. Dessa forma, a cada
adicao de 50,0 pL da solucéo de cloreto de cloroacetila, foi realizada a verificacdo do
pH do meio e a cada diminuicdo de duas unidades nesse, mais solucdo de K2COs foi

adicionada até que o pH igual a 9,0 fosse novamente atingido.

A reacdo foi monitorada por analises em CCD, empregando-se as condi¢cfes
descritas anteriormente (seccédo Materiais e Métodos — item 5.6.2), e ap0s trés horas
de reacdo ndo se observou mais a banda referente ao material de partida, indicando
o fim da reagdo. A recuperagédo do produto formado foi realizada mediante eliminagao
do solvente organico da reacao (THF) sob pressao reduzida em evaporador rotatorio,
ocasionando a precipitacdo do mesmo. Apos filtracdo e lavagem do material retido do
funil, uma amostra foi coletada e analisada por UPLC-PAD-ESI-MS (Apéndice B). Um
Unico pico foi observado do cromatograma gerado pelo detector de arranjo de diodos,
com tempo de retencédo de 5,65 minutos e o0s picos observados do espectro de massas
no modo ESI+ e ESI- também eram compativeis com a massa esperada para o
produto (MM = 450,02 g/mol).

Originalmente esse trabalho tinha como objetivo principal a obtencé&o de uma
série de derivados estruturalmente semelhantes ao amantadig (4) visando a
determinacao in vitro da atividade citotoxica frente a diferentes linhagens tumorais de
mama (MCF-7, MDA-MB-231 e SKBR3), préstata (DU145 e PC-3) e pulméo (A549).
No entanto, em virtude da impossibilidade de continuacdo da proposta inicial, em
virtude do periodo de pandemia pela Covid-19, foi entdo proposto a aplicacdo de
metodologia in silico da avaliacdo da capacidade inibitoria dessas substancias frente
a Na*/K*—ATPase.

Dentre as hipéteses levantadas para o0 mecanismo da acao citotoxica desses
derivados, a mais promissora delas aponta o alvo primario desses GC como
determinante para a inducéo dos efeitos observados. Corroborando essa conjectura,
Nolte et al. (2017), Silva et al. (2018) e Boff et al. (2019) também demonstraram que
os efeitos antiproliferativos desencadeados pelo amantadig (4) e derivados
relacionados, apresentavam relacdo com a inibicdo da Na*/K*—ATPase (Nolte et al.,
2017; Silva et al., 2018; Boff et al., 2019).
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6.2 Anaédlises in silico

Uma das principais vantagens das triagens em modo virtual € a possibilidade
de avaliar moléculas cuja amostras nao estejam fisicamente disponiveis. Isso é
particularmente util para tornar mais consciente o processo de tomada de deciséo
sobre as moléculas que serdo adquiridas comercialmente, além de poupar tempo e o
consumo desnecessario do material requerido para a sintese de novas entidades
guimicas (Sliwoski et al., 2013; Piccirillo & Amaral, 2018).

Por essas razfes, antes de proceder com a sintese da série de derivados da
3B-amino-3-desoxi-digitoxigenina (1f) e considerando que dentre as varias teorias
propostas para 0s possiveis mecanismos de acdo dos GC, as que sugerem a
interagéo com a subunidade alfa da bomba Na*/K*—ATPase s&o as mais promissoras,
uma analise por docking molecular foi conduzida previamente, com o intuito de prever
guais derivados apresentariam maior afinidade pelo sitio de ligacdo presente nas
diferentes isoformas da subunidade alfa dessa proteina transmembrana. Com essa
metodologia de docking foi possivel determinar a conformacdo dos grupos
farmacoféricos, permitindo evidenciar as interacées intermoleculares estabelecidas e

classificar os ligantes de acordo com a afinidade apresentada pelo alvo molecular.

6.2.1 Modelagem Por Homologia

Até o inicio desse trabalho, nenhuma estrutura cristalografica da proteina
transmembrana Na*/K*—ATPase expressa em células humanas havia sido depositada
nos bancos de dados de proteinas. No entanto, como o sitio de ligacdo dos GC, dos
fons Na*, K* e Mg?* e do ATP estdo todos localizados na subunidade alfa dessa
macromolécula, uma busca pelas sequéncias primarias das diferentes isoformas
dessa subunidade expressa na Na*/K*—ATPase humana foi realizada nos principais
bancos de dados. Todas as sequéncias obtidas correspondiam a sequéncia candnica,
gue compreende a sequéncia proveniente da tradugcdo do genoma humano de

referéncia (Tabela 6).
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Tabela 6 — Sequéncias priméarias das isoformas.

Isoforma

N° de Acesso

Sequéncia FASTA

a1

P05023

MGKGVGRDKYEPAAVSEQGDKKGKKGKKDRDMDELKKEVSMDDHKLSLDELHRKYGTDLS
RGLTSARAAEILARDGPNALTPPPTTPEWIKFCROQLFGGFSMLLWIGAILCFLAYSIQAA
TEEEPONDNLYLGVVLSAVVIITGCESYYQEAKSSKIMESFKNMVPQQALVIRNGEKMSI
NAEEVVVGDLVEVKGGDRIPADLRITISANGCKVDNSSLTGESEPQTRSPDFTNENPLETR
NIAFFSTNCVEGTARGIVVYTGDRTVMGRIATLASGLEGGQTPIAAEIEHFIHIITGVAV
FLGVSFFILSLILEYTWLEAVIFLIGIIVANVPEGLLATVTVCLTLTAKRMARKNCLVKN
LEAVETLGSTSTICSDKTGTLTONRMTVAHMWEDNQIHEADTTENQSGVSEFDKTSATWLA
LSRIAGLCNRAVFQANQENLPILKRAVAGDASESALLKCIELCCGSVKEMRERYAKIVEI
PENSTNKYQLSTIHKNPNTSEPQHLLVMKGAPERILDRCSSILLHGKEQPLDEELKDAFQN
AYLELGGLGERVLGFCHLFLPDEQFPEGFQFDTDDVNEFPIDNLCEFVGLISMIDPPRAAVP
DAVGKCRSAGIKVIMVTGDHPITAKAIAKGVGIISEGNETVEDIAARLNIPVSQVNPRDA
KACVVHGSDLKDMTSEQLDDILKYHTEIVFARTSPOQOKLIIVEGCQRQGAIVAVTGDGVN
DSPALKKADIGVAMGIAGSDVSKQAADMILLDDNFASIVTGVEEGRLIFDNLKKSIAYTL
TSNIPEITPFLIFIIANIPLPLGTVTILCIDLGTDMVPAISLAYEQAESDIMKRQPRNPK
TDKLVNERLISMAYGQIGMIQALGGFFTYFVILAENGFLPIHLLGLRVDWDDRWINDVED
SYGOOWTYEQRKIVEFTCHTAFFVSIVVVOWADLVICKTRRNSVFQQGMKNKILIFGLFE
ETALAAFLSYCPGMGVALRMYPLKPTWWEFCAFPYSLLIFVYDEVRKLITRRRPGGWVEKE
TYY

a?

P50993

MGRGAGREYSPAATTAENGGGKKKQKEKELDELKKEVAMDDHKLSLDELGRKYQVDLSKG
LTNQRAQDVLARDGPNALTPPPTTPEWVKEFCRQLEFGGEFSILLWIGAILCFLAYGIQAAME
DEPSNDNLYLGVVLAAVVIVTGCESYYQEAKSSKIMDSFKNMVPQOALVIREGEKMQINA
EEVVVGDLVEVKGGDRVPADLRIISSHGCKVDNSSLTGESEPQTRSPEFTHENPLETRNI
CFFSTNCVEGTARGIVIATGDRTVMGRIATLASGLEVGRTPIAMEIEHFIQLITGVAVEL
GVSFEFVLSLILGYSWLEAVIFLIGIIVANVPEGLLATVTVCLTLTAKRMARKNCLVKNLE
AVETLGSTSTICSDKTGTLTONRMTVAHMWEDNQIHEADTTEDQSGATFDKRSPTWTALS
RIAGLCNRAVFKAGQENISVSKRDTAGDASESALLKCIELSCGSVRKMRDRNPKVAEIPF
NSTNKYQLSIHEREDSPQSHVLVMKGAPERILDRCSTILVQGKEIPLDKEMOQDAFQNAYM
ELGGLGERVLGFCQLNLPSGKFPRGFKFDTDELNFPTEKLCEVGLMSMIDPPRAAVPDAV
GKCRSAGIKVIMVTGDHPITAKAIAKGVGIISEGNETVEDIAARLNIPMSQVNPREAKAC
VVHGSDLKDMTSEQLDEILKNHTEIVFARTSPQOKLIIVEGCQRQGAIVAVTGDGVNDSP
ALKKADIGIAMGISGSDVSKQAADMILLDDNFASIVTIGVEEGRLIFDNLKKSIAYTLTSN
IPEITPFLLFIIANIPLPLGTVTILCIDLGTDMVPAISLAYEAAESDIMKRQPRNSQTDK
LVNERLISMAYGQIGMIQALGGFFTYFVILAENGFLPSRLLGIRLDWDDRTMNDLEDSYG
QEWTYEQRKVVEFTCHTAFFASIVVVQWADLIICKTRRNSVEFQOGMKNKILIFGLLEETA
LAAFLSYCPGMGVALRMYPLKVIWWFCAFPYSLLIFIYDEVRKLILRRYPGGWVEKETYY

a3

P13637

MGDKKDDKDSPKKNKGKERRDLDDLKKEVAMTEHKMSVEEVCRKYNTDCVQGLTHSKAQE
ILARDGPNALTPPPTTPEWVKFCROQLFGGFSILLWIGAILCFLAYGIQAGTEDDPSGDNL
YLGIVLAAVVIITGCESYYQEAKSSKIMESFKNMVPQOALVIREGEKMQVNAEEVVVGDL
VEIKGGDRVPADLRITISAHGCKVDNSSLTGESEPQTRSPDCTHDNPLETRNITFESTNCV
EGTARGVVVATGDRTVMGRIATLASGLEVGKTPIAIEIEHFIQLITGVAVFLGVSFFILS
LILGYTWLEAVIFLIGIIVANVPEGLLATVTVCLTLTAKRMARKNCLVKNLEAVETLGST
STICSDKTGTLTONRMTVAHMWEDNQIHEADTTEDQSGTSEFDKSSHTWVALSHIAGLCNR
AVFKGGQODNIPVLKRDVAGDASESALLKCIELSSGSVKLMRERNKKVAETIPENSTNKYQL
SIHETEDPNDNRYLLVMKGAPERILDRCSTILLQGKEQPLDEEMKEAFQONAYLELGGLGE
RVLGFCHYYLPEEQFPKGFAFDCDDVNETTDNLCEVGLMSMIDPPRAAVPDAVGKCRSAG
IKVIMVTGDHPITAKAIAKGVGIISEGNETVEDIAARLNIPVSQVNPRDAKACVIHGTDL
KDFTSEQIDEILONHTEIVFARTSPQOQOKLIIVEGCQROQGAIVAVTGDGVNDSPALKKADIT
GVAMGIAGSDVSKQAADMILLDDNFASIVTIGVEEGRLIFDNLKKSIAYTLTSNIPEITPF
LLFIMANIPLPLGTITILCIDLGTDMVPAISLAYEAAESDIMKROQPRNPRTDKLVNERLI
SMAYGQIGMIQALGGFFEFSYFVILAENGFLPGNLVGIRLNWDDRTVNDLEDSYGQOWTYEQ
RKVVEFTCHTAFEFVSIVVVOWADLIICKTRRNSVFQQOGMKNKILIFGLFEETALAAFLSY
CPGMDVALRMYPLKPSWWFCAFPYSFLIFVYDEIRKLILRRNPGGWVEKETYY
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Tabela 6 — Sequéncias priméarias das isoformas (continuagéo).

Isoforma

N° de Acesso

Sequéncia FASTA

(o V]

MGLWGKKGTVAPHDQSPRRRPKKGLIKKKMVKREKQKRNMEELKKEVVMDDHKLTLEELS
TKYSVDLTKGHSHQRAKEILTRGGPNTVTPPPTTPEWVKFCKQLFGGFSLLLWTGAILCE
VAYSIQIYFNEEPTKDNLYLSIVLSVVVIVTGCEFSYYQEAKSSKIMESFKNMVPQOALVI
RGGEKMQINVQEVVLGDLVEIKGGDRVPADLRLISAQGCKVDNSSLTGESEPQSRSPDET
HENPLETRNICEFFSTNCVEGTARGIVIATGDSTVMGRIASLTSGLAVGQTPIAAETIEHFET
HLITVVAVFLGVTFFALSLLLGYGWLEAITIFLIGIIVANVPEGLLATVTVCLTLTAKRMA
RKNCLVKNLEAVETLGSTSTICSDKTGTLTONRMTVAHMWEDMTVYEADTTEEQTGKTET
KSSDTWEMLARIAGLCNRADFKANQEILPIAKRATTGDASESALLKFIEQSYSSVAEMRE
KNPKVAEIPEFNSTNKYQOMSIHLREDSSQTHVLMMKGAPERILEFCSTFLLNGQEYSMNDE
MKEAFQONAYLELGGLGERVLGFCFLNLPSSEFSKGFPEFNTDEINFPMDNLCEFVGLISMIDP
PRAAVPDAVSKCRSAGIKVIMVTGDHPITAKAIAKGVGIISEGTETAEEVAARLKIPISK
VDASAAKATIVVHGAELKDIQSKQLDQILONHPEIVFARTSPQOKLIIVEGCQRLGAVVAV
TGDGVNDSPALKKADIGIAMGISGSDVSKQAADMILLDDNFASIVTGVEEGRLIFDNLKK
SIMYTLTSNIPEITPFLMFIILGIPLPLGTITILCIDLGTDMVPAISLAYESAESDIMKR
LPRNPKTDNLVNHRLIGMAYGQIGMIQALAGFFTYEFVILAENGFRPVDLLGIRLHWEDKY
LNDLEDSYGOOWTYEQRKVVEFTCQTAFFVTIVVVOWADLIISKTRRNSLEFQQGMRNKVL
IFGILEETLLAAFLSYTPGMDVALRMYPLKITWWLCAIPYSILIFVYDEIRKLLIRQHPD
GWVERETYY

Antes de submeter as sequéncias aos servidores especificos para identificagéo

de uma proteina homéloga capaz de atuar como molde na constru¢cdo dos modelos
tridimensionais necessarios para as simulacdes de docking, foram realizadas as

andlises necessérias para verificar a existéncia da sequéncia do peptideo sinal.

A sequéncia do peptideo sinal — composta por cerca de 15 a 30 aminoacidos —
€ responsavel por sinalizar as proteinas que atuam em regides celulares distintas
daquelas onde foram sintetizadas. Durante ou apos a translocacdo da membrana,
essa sequéncia é reconhecida e clivada por acdo de proteases para permitir o pleno
funcionamento da proteina — com excecdo de algumas proteinas que possuem a
sequéncia do peptideo sinal localizado internamente e ndo dependem da clivagem
para ativacao, mantendo-se assim presente na constituicdo da proteina mesmo apos
a exportacdo. Dessa forma, as sequéncias do peptideo sinal, embora estejam
codificadas nos genes encarregados, frequentemente néo estdo presentes na forma
ativa da maior parte das proteinas e precisam ser removidas da sequéncia de
aminoacidos que compdem a estrutura primaria da proteina analisada (Armenteros et
al., 2019; Nielsen et al., 2019).

Para as sequéncias primarias das quatro isoformas da subunidade em analise,

néo foi predita nenhuma sequéncia sinalizadora.



150

Dessa forma, as sequéncias primarias foram submetidas sem alteracdo ao
recurso online HHpred/HHsearch para alinhamento das sequéncias e identificacao do
molde mais adequado para a modelagem dessas proteinas. A estrutura cristalografica
depositada no PDB sob o codigo de identificacdo 3A3Y foi apontada como o homdlogo

mais proximo para todas as sequéncias consultadas (Ogawa et al., 2009) .

Essa proteina corresponde a bomba de Na*/K*—ATPase isolada de glandulas
retais da espécie Squalus acathias fixada em um estado analogo ao estagio E2-2K*-Pi,
cuja afinidade pelos ions K* é acentuada e ainda se observa uma unidade fosfato
ligada. A estrutura cristalogréafica, apresentando resolucéo de 2,80 A, foi obtida por
difracdo de raios-X e o ligante complexado foi inserido no cristal mediante processo
de soaking em solucéo tampao contendo ouabaina na concentracdo de 20 nM (Ogawa
et al., 2009).

A estrutura 3A3Y selecionada como molde apresentou 100% de probabilidade,
identidade estrutural superior a 75% e similaridade acima de 1,2 quando comparada

a todas as quatro diferentes isoformas analisadas (Tabela 7).

Tabela 7 — Parametros para avaliagcdo do grau de similaridade entre as
sequéncias das isoformas e do cristal 3A3Y.

Isoforma Probabilidade e-Value Identidade Similaridade
a1 100% 2,2 x 10121 89% 1,395
a? 100% 4,2 x 10121 86% 1,356
a3 100% 1,5 x 10°%?? 86% 1,362
4 100% 2,4 x 1017 78% 1,241

Proteina Molde: 3A3Y (PDB ID) — Cadeia A (Ogawa et al., 2009)
Organismo: Squalus acanthias
Resolucéo: 2,8 A

Os GC séao capazes de inibir a Na*/K*—ATPase em varios estados assumidos
por essa proteina durante o ciclo reacional. No entanto, devido ao antagonismo
observado entre essas substancias e o ion K*, a estrutura fixada no estagio em que

os sitios de ligacdo dos ions K* estdo ocupados representa, consequentemente, um
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estagio de baixa afinidade por esses inibidores glicosilados. De acordo com modelos
de homologia, a reducdo da afinidade de ligacdo ocorre essencialmente em
decorréncia da proximidade observada entre o sitio de ligacao dos ions K* e o sitio de
ligacdo dos GC. Dessa forma, 0 que se observa € uma certa oclusdo na abertura da
cavidade de ligagdo dos cardiotdnicos ocasionada pela ocupacdo dos ions K* aos
seus respectivos sitios de ligacdo. A maioria das estruturas fixadas no estado de alta
afinidade (E2P) pela ouabaina, no entanto, séo obtidas por estudos de metagénese e
andlises comparativas indicaram que o sitio de ligacdo dessas substancias é
essencialmente o0 mesmo em ambos 0s estagios assumidos. Por essa razdo, a
estrutura cristalografica selecionada foi considerada adequada para servir de molde
para a modelagem das estruturas tridimensionais das isoformas de interesse nesse
trabalho (Ogawa et al., 2009; Shinoda et al., 2009).

Uma vez que a qualidade dos modelos construidos depende diretamente da
proteina selecionada como molde, além da necessidade de avaliar alguns parametros
experimentais relacionados a estrutura dessa proteina, também é necessario verificar
se existem grandes diferencas conformacionais nao explicadas entre os elementos da
estrutura secundéria da estrutura molde e da estrutura modelada. No geral, quando o
grau de identidade é superior a cerca de 30%, os residuos formados pelas hélices-a
e fitas-B apresentam um bom alinhamento com os residuos correspondentes do
molde. Além disso, o desvio minimo da média quadratica das posi¢cdes atdémicas (do
inglés, RMSD — Root Mean Square Deviation), que determina a medida da distancia
média entre os atomos na cadeia principal de proteinas sobrepostas, também é
dependente do grau de identidade das sequéncias comparadas. Assim, quanto menor
o RMSD, mais adequado € o molde selecionado. Proteinas que apresentam grau de
identidade superior a 50%, no geral, apresentam um RMSD inferior a 1,0 A. Dessa
forma, diversos estudos que investigam estatisticamente a influéncia da identidade
estrutural de proteinas determinaram que embora seja possivel observar bons
alinhamentos quando ha baixa identidade estrutural, no geral, proteinas-moldes
adequadas apresentam no minimo 40% de identidade estrutural com relacdo as
proteinas modelos (D'Alfonso et al., 2001; Filho & Alencastro, 2003; Coutsias et al.,
2004).

Todos os modelos tridimensionais construidos foram entdo sobrepostos a

proteina molde (PDB ID: 3A3Y) com auxilio do software PyMOL e todos os ligantes
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relevantes — como a ouabaina, os ions K* e Mg?* e o analogo do fosfato (MgF4?) —
gue interferem na afinidade de ligacéo, também foram incluidos nos modelos de cada

uma das isoformas.

As estruturas obtidas apés alinhamento e acoplamento com os ligantes de
interesse foram entéo tratadas utilizando o programa Biopolymer implementado no
pacote computacional Sybyl-X 2.1.1 para minimizacdo da energia da estrutura
terciarias. A minimizacdo de energia auxilia na acomodacdo mais adequada dos
residuos de aminoécidos no espaco tridimensional, permitindo a determinar o arranjo
molecular mais adequado e estavel, tornando, portanto, a estrutura quimica

energeticamente mais favoravel (Roy et al., 2015).

Em seguida, os modelos refinados obtidos foram avaliados por ferramentas de
diagnostico de modelos de proteinas de alta confianca capazes de relevar regides
problematicas e errbneas de uma estrutura tridimensional que podem inferir na

adequacao dos modelos construidos.

Os gréficos de Ramachandran, gerados utilizando o programa MolProbity, sdo
construidos com base na verificagdo dos parametros estereoquimicos dos modelos,
como os angulos diédricos (phi e psi), estdo dentro de limites aceitaveis. Com essa
analise é possivel identificar as regifes da proteina que precisam ser reavaliadas ou
refinadas, dependendo do modo de obtencéo da estrutura. Os gréaficos obtidos apoés
a analise dos modelos (Apéndice C) demonstraram que todos as estruturas obtidas
por modelagem possuem mais de 90% de residuos nas regiées mais favorecidas, o
que pressupdem qualidade adequada aos modelos (Davis et al., 2007; Chen et al.,
2010; Williams et al., 2018).

Outro recurso utilizado foi o Verify3D, capaz de determinar a compatibilidade
de uma estrutura tridimensional (3D) com a sua respectiva sequéncia primaria (1D)
por aplicacédo de matrizes de pontuacéo e posterior comparacao dos resultados com
outras estruturas de boa qualidade disponiveis em banco. Um modelo é considerado
adequado segundo o recurso Verify3D se pelo menos 80% dos aminoacidos
apresentarem uma pontuacdo > 0,2 no perfil gerado pela relacdo 3D/1D.

Aproximadamente 83,52% dos residuos na isoforma ai, 82,19% dos residuos na

isoforma a2, 81,72% dos residuos na isoforma as e 80,30% dos residuos da isoforma
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a4 apresentaram pontuagcdo adequada para a relacdo 3D/1D, sendo todas as
estruturas 3D, portanto, consideradas modelos de boa qualidade (Bowie et al., 1991;
Lathy et al., 1992).

O recurso ERRAT analisa as interagdes entre 4&tomos nao-covalentemente
ligados presentes na estrutura e promove uma andlise estatistica por comparagao
com outras estruturas confiaveis de alta resolucdo para calcular a funcéo de erro. O
Fator de Qualidade Global (FQG) expressa o percentual de regides da proteina na
qgual o erro calculado esta abaixo do limite de rejeicdo de 95%, que corresponde as
regibes da estrutura proteica que podem ser rejeitadas com um nivel de confianca de
95% em razado do elevado erro associado. Uma estrutura proteica € considerada de
alta qualidade se ndo mais do que 5% das regifes da estrutura puderem ser rejeitadas
com um nivel de confianca de 95%. Proteinas apresentando uma resolucdao em torno
de 2,5 a 3,0 A apresentam um FQG préximo de 91%. O fator de qualidade global
ERRAT para as estruturas correspondentes foi de 88,1633 para a1, 86,4147 para az,
87,7676 para as e 87,7175 para a4 (Colovos & Yeates, 1993).

Os modelos também foram avaliados pela ferramenta ProSA Web para uma
verificacdo complementar dos potenciais erros associados as estruturas
tridimensionais obtidas para cada uma das quatro diferentes isoformas. A anélise dos
modelos por esse avaliador permite determinar duas caracteristicas relacionadas a
energia das estruturas: o Z-Score e a Qualidade do Modelo Local. A primeira delas
indica a qualidade geral do modelo e mede o desvio da energia total da estrutura em
relacdo a uma distribuicdo de energia derivada de outras conformacfes aleatorias.
Estruturas consideradas errbneas apresentam um valor de Z-Score fora do intervalo
tipicamente observado para proteinas nativas de tamanho semelhante. Ja os graficos
de energia referentes a Qualidade do Modelo Local tragcam as energias como uma
funcéo das posicbes das sequéncias de aminoacidos. No geral, as regides errdbneas
ou probleméaticas dos modelos apresentam valores positivos no grafico. O Z-Score
calculado para cada um dos modelos construidos foi de — 11,25 (a1), — 11,26 (a2), —
11,44 (as) e — 10,57 (aa4), valores que estdo contemplados dentro do intervalo de Z-
Score tipicamente observado para conformacgdes nativas semelhantes (Figura C. 9 —
Apéndice C). Além disso, os graficos de energia correspondentes (Figura C. 10 —
Apéndice C) também demonstraram que a maior parte dos residuos apresentam

energia amplamente negativa, com algumas excecdes, representadas pelos picos na
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regido positiva do grafico. Suponha-se que esses picos correspondam as regides da
proteina que abrangem a membrana plasmatica. Considerando que as funcbes de
energia utilizadas para os calculos via ProSA sao derivadas principalmente de
proteinas globulares sollveis, algumas incompatibilidades podem ser observadas na
analise de proteinas contendo dominios que abrangem a membrana das células
(Sippl, 1993; Wiederstein & Sippl, 2007).

O consenso dos resultados obtidos com a aplicacdo dessas ferramentas de
validacdo sugere que a qualidade geral desses modelos é adequada e que os modelos
construidos sdo aceitaveis para a execucdo do estudo de ancoragem molecular
proposto neste trabalho. Os resultados das analises realizadas nos servidores online
MolProbity, SAVES v6.0 e ProSA-Web estdo expostos em detalhes nas figuras C. 1 —

C. 10 no apéndice C e resumidos na Tabela 8.

Tabela 8 — Resultado da avaliagdo dos modelos construidos utilizado os
servidores MolProbity, SAVES e ProSA-Web.

Estrutura
Servidor o1 a2 a3 Q4 3A3Y
MolProbity RAMACHANDRAN PLOT

Residuos em regido favoravel (%) 93,5% 92,6% 93,5% 93,8% 91,1%
Residuos em regido permitida (%) 99,2% 99,4% 99,6% 99,2% 99,0%

Residuos em regido proibida (%) 0,8% 0,6% 0,4% 0,8% 1,0%

VERIFY 3D

83,5% 82,2% 81,7% 80,3% 84,6%

SAVES
ERRAT

88,16 86,41 87,77 87,72 89,42
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Tabela 8 — Resultado da avaliagcdo dos modelos construidos utilizado os
servidores MolProbity, SAVES e ProSA-Web (continuacao).

Estrutura

Servidor a1 a2 a3 o4 3A3Y

Z-SCORE

ProSA-Web
-11,25 -11,26 -11,44 -10,57 -10,80

Para avaliar a similaridade estrutural entre os modelos construidos apoés
refinamento, as estruturas foram sobrepostas utilizando o programa PyMOL (Figura
46).

Figura 45 — Sobreposicdo dos modelos construidos (a1, a2, as, a4) € do molde
selecionado (3A3Y).

d apepiungng

Legenda: isoforma a1 (azul), isoforma a2 (verde), isoforma as (rosa), isoforma a4 (vermelho) e molde
3A3Y (amarelo). Em evidéncia no retangulo preto o sitio de ligacdo dos GC.

A comparacdo realizada entre as sequéncias de aminoacidos das quatro
diferentes isoformas demonstrou que as isoformas a: e az apresentam o maior grau
de similaridade conformacional, com um valor de RMSD de 0,296 A (Tabela 9). A

isoforma a4, como esperado, apresenta a estrutura tridimensional que mais se difere
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das demais, com valores de RMSD de 0,310, 0,386 e 0,441 A em relacéo as isoformas

di, A2 € a3, respectivamente.

Tabela 9 — Valores de RMSD (A) referentes a comparacéo entre as diferentes

isoformas modeladas.

Isoforma a1 o> a3 o4 3A3Y
ar - 0,348 0,296 0,310 0,298
o2 0,348 - 0,381 0,386 0,355
a3 0,296 0,381 - 0,441 0,351
oy 0,310 0,386 0,441 — 0,380

3A3Y 0,298 0,355 0,351 0,380 -

Considerando, no entanto, a extensa sequéncia de aminoacidos que compdem
essas estruturas — mais de 1.000 residuos — esses resultados ainda assim denotam
uma expressiva similaridade entre essas isoformas e corrobora a elevada similaridade
com o homodlogo mais préximo encontrado. A isoforma a2, por outro lado, apresenta
similaridade estrutural semelhante com todas as demais isoformas. Todas essas
observacdes estdo em consonancia com os padroes de semelhanca constatados por

Blanco e colaboradores (2005).

As diferentes isoformas da subunidade alfa apresentam um elevado grau de
conservacao entre diferentes espécies, compartilhando uma similaridade de cerca de
90% em suas sequéncias de aminoacidos. Essa constatacdo corrobora os percentuais
observados para o grau de identidade quando as diferentes isoformas expressas em
humanos foram comparadas a estrutura homoéloga — utilizada como molde — extraida
de glandulas de uma espécie de tubardo. Em contraste, na comparacdo entre
isoformas expressas por uma mesma espécie, observa-se um grau de homologia
menor entre as isoformas da subunidade alfa, sendo de aproximadamente 87% entre
as isoformas a1, a2 e a3, ao passo que a isoforma as compartilha apenas de 76% a

78% de identidade com as demais isoformas (Blanco, 2005).
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As trés regides que apresentam maior probabilidade de variabilidade estrutural
entre as isoformas correspondem a: (1) a porcdo N-terminal que comp&em o dominio
A, (2) uma regido especifica na principal alca formada entre os dominios TM4 e TM5,
e (3) a porcéo da alga extracelular formada entre os dominios TM1 e TM2, que faz
parte da composicao do sitio de ligacdo dos GC (Blanco, 2005).

Dessa forma, mesmo pequenas diferencas nas sequéncias de aminoacidos das
diferentes isoformas sdo capazes de promover alteracdes perceptiveis na interacao
das isoenzimas da Na*/K*—ATPase com GC e alterar consideravelmente a capacidade

de inibicdo dessas substancias.

A titulo de exemplo, a sensibilidade de roedores a acdo dos GC varia
expressivamente entre as isoformas a1, a2 e az. Uma dupla mutacdo genética na
sequéncia que codifica o sitio de ligagdo na isoforma a: desses animais resulta em
uma sensibilidade diminuida aos GC em cerca de 1.000 vezes, quando comparado a
mesma variante em humanos. Essa resisténcia, decorrente de adaptacdes evolutivas,
também é observada em algumas espécies de insetos que se alimentam de folhas de
espécies vegetais produtoras desses metabdlitos secundarios, como no caso das
lagartas da espécie Danaus plexippus e de duas espécies de besouros, a

Chrysococus auratus e a C. cobaltinus (Mijatovic et al., 2007).

Alguns estudos também apontam que todas as isoformas da subunidade alfa
expressas em humanos sdo sensiveis a ouabaina — um dos mais conhecidos
representantes dos derivados cardiotdnicos. No entanto, o que se observa é uma
diferenca nas taxas de associacao/dissociacdo que essas variantes apresentam em
relacdo a essa substancia. A ouabaina se liga com muito menos afinidade a isoforma
a2 quando comparado a afinidade de ligagao as isoformas ai e az. Essa diferenca de
afinidade pode ser evidenciada pelas taxas de dissociacdo correspondentes: as
ligagOes estabelecidas entre esse glicosideo e as isoenzimas formadas com a1 e as
apresentam uma meia-vida que varia de 30 a 80 minutos, enquanto com aquelas
formadas com a isoforma a2 esse tempo é significativamente menor, por volta de 4 a
5 minutos (Crambert et al., 2000; Mijatovic et al., 2007).

Além disso, ja estd bem consolidado na literatura que as diferentes isoenzimas

se caracterizam por apresentarem propriedades enziméticas especificas e um padrao
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de expressdo que depende do tipo de célula, do estagio de desenvolvimento do
organismo e de estimulacdo hormonal. As evidéncias apontam, que no caso das
células tumorais, a sensibilidade alterada a acao dos GC pode ser tanto um reflexo do
aumento da densidade de insercdo dessa proteina na membrana plasmatica, bem
como devido as diferencas na proporc¢éo das diferentes isoformas na composi¢ao das

isoenzimas (Mijatovic et al., 2012).

Durante o desenvolvimento de um método para determinacdo da eficacia do
tratamento do cancer com GC (US0317541), os pesquisadores envolvidos
constataram que uma resposta eficiente a acdo dessas substéncias depende da
proporgao com que as isoformas a1 e as estdo presentes na constituicdo da Na*/K*—
ATPase expressa em células cancerosas. No geral, a taxa de expressao da isoforma
a1 € significativamente maior nas células neoplasicas nos estagios iniciais da
tumorigénese. Nos estdgios mais avancados, em contraste, a expressao dessa
isoforma é significativamente menor em favor de uma elevacdo na expressédo da
isoforma as. Assim, 0s autores sugerem que as amostras coletadas por bidpsia sejam
analisadas em ensaios imuno-histoquimicos e de western-blot para determinacéo
prévia dessa propor¢ao e avaliagdo da possivel capacidade de resposta a terapia com
CG (Albuquerque et al., 2017; Mijatovic et al., 2012).

Por essa razédo, considerando todas essas fortes evidéncias acerca da maior
contribuicdo das isoformas a1 e asz em células cancerosas, a determinacdo da
afinidade e da capacidade de inibicdo dos GC para essas duas isoformas pode ser
especialmente interessante para otimizar o processo de tomada de decisao da melhor
terapia a ser empregada no tratamento do cancer. Sendo assim, para realizacédo dos
ensaios de docking propostos nesse trabalho, foram considerados apenas os modelos

construidos para as isoformas a1 e as.

Com os modelos sobrepostos, foi possivel realizar uma analise visual dos
residuos que compdem a cavidade de interacdo dos GC, sendo evidenciado que as
estruturas de ambas as isoformas a1 e asz apresentam uma similaridade quanto aos
residuos presentes que estdo dispostos a uma distancia de até 5,0 A em relacéo ao
ligante (ouabaina) inserido aos modelos, mas diferem ligeiramente quanto a posi¢ao

relativa desses residuos (Figura 47).
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Na interacdo da ouabaina com cada uma dessas isoformas, o anel lacténico se
encontra localizado préximo aos residuos de lle-327 e Ala-330 (a1) e lle-317 e Ala-
320 (as); a face hidrofébica do nucleo esteroidal se acomoda a cavidade interagindo
com um cluster formado pelos residuos Phe-323 e Phe-790 (a1) e Phe-313 e Phe-780
(a3), ao passo que a hidroxila em C-143 presente na face hidrofilica do nucleo
esteroidal interage com o residuo Thr-804 (a1) e Thr-794 (as). Na interagcdo com a
isoforma as, as hidroxilas em C-113 e C-193 também parecem estabelecer interagcoes

com os residuos lle-312 e Asn-119, respectivamente.

Figura 46- Principais residuos que compdem a cavidade de ligacdo dos GC nas

isoformas ai e as.

Legenda: Leu-110, Ala-114, Leu-132, Tyr-315, Glu-319, lle-322, Phe-323, lle-325, Gly-326, lle-327, lle-
328, Val-329, Ala-330, Asn-331, lle-787, Phe-790, Phe-793, lle-794, Leu-800, Leu-802, Gly-803, Thr-
804, lle-807, Arg-887, Val-888 e Asp-891 (ISOFORMA a3).

Ala-104, Asn-119, Leu-122, Tyr-305, Glu-309, lle-312, Phe-313, Gly-316, lle-317, lle-318, Val-319, Ala-
320, Asn-321, Gly-326, lle-777, Phe-780, Phe-783, lle-784, Leu-790, Leu-792, Gly-793, Thr-794, lle-
797, Asp-881 e Leu-878 (ISOFORMA a3).

Asn-129, Glu-319, lle-322, Phe-323, Gly-326, lle, 327, lle-328, Ala-330, Val-329, Asn-331, Tyr-315,
Phe-790, Phe-793, Leu-800, Leu-802, Gly-803, lle-807, Arg-887, Asp-891, Thr-804 (3A3Y).
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6.2.2 Simulagbes de Ancoragem Molecular (Molecular Docking)

As simulacdes de ancoragem molecular tém por objetivo predizer o modo e a
afinidade de ligacéo de diferentes ligantes nas cavidades presentes nas biomoléculas
receptoras. Um método de analise eficiente do modo de encaixe apropriado
geralmente consiste em duas etapas principais: o estagio de amostragem e o estagio
de pontuacdo. Ambas as etapas sdo complexas e apresentam consideraveis
limitacbes (Yan & Zou, 2017).

Dessa forma, para a realizacdo das simula¢fes de docking, além da adequada
selecdo da estrutura tridimensional da biomolécula receptora e da qualidade das
estruturas dos ligantes analisados, a escolha do programa também & uma etapa
crucial para o sucesso das andlises, visto que a definicdo do programa também implica
na definicdo do modo de acoplamento que sera executado, na definicdo do algoritmo
de busca e da funcdo de pontuacdo que serdo utilizados para identificacdo dos

ligantes mais promissores.

O conjunto constituido pelos 57 derivados selecionados — incluindo os dez
novos derivados propostos — foi submetido as simulacbes frente aos modelos

construidos para as isoformas a1 e as (Apéndice A).

As simulacgdes foram realizadas em quatro diferentes programas de simulagdes
de ancoragem: Sybyl-X Suite 2.1.1, Gold 5.1, OEDocking 4.0 e Glide 7.7.

Nos protocolos definidos nesse trabalho usando os programas Sybyl-X, Gold e
OEDocking, as estruturas das isoformas foram consideradas como uma estrutura
rigida, enquanto o ligante foi considerado como uma estrutura flexivel, possuindo

varios graus de liberdade translacional, rotacional e conformacional.

O primeiro programa testado foi o Sybyl-X 2.1.1 (Tripos Associates, Inc., St.
Louis, MO, USA) sob 0 modo Surflex-Dock Geom (SFXC), que combina um método
de ancoramento incremental (algoritmo de Hammerhead) com um algoritmo de busca
por similaridade morfolégica para a geracdo das poses putativas dos ligantes (Jain,
2003, Spitzer & Jain, 2012).

A cavidade de ligacéo (protomol) foi definida tomando como base a posicéo do
ligante cristalografico (ouabaina) e todos os demais parametros foram mantidos sem

alteracao.



161

Cada uma das solugbes geradas foi sobreposta ao ligante cristalogréafico para
avaliacao do posicionamento dos ligantes dentro da cavidade de ligacdo. No entanto,
nenhum dos ligantes propostos se superp6s adequadamente ao ligante cristalogréafico
(ouabaina). Em todos os casos, poses irracionais foram obtidas, sendo observado
uma inversdo na posicao de encaixe das moléculas (Figura 48). Ao contrario do que
era esperado, a cadeia lateral em C-3 dos derivados selecionados foi predita para
interagir na regido mais interna da cavidade, enquanto o anel lacténico em C-17 foi

posicionado na regido proxima a abertura do sitio.

Figura 47 — Sobreposi¢cao da conformacao de menor energia de C-17 ao ligante

cristalogréafico na cavidade de ligacdo da isoforma aj.

Legenda: ligante cristalografico (amarelo), ouabaina (verde).

Em virtude desses resultados irracionais, optou-se por prosseguir com as
simulacdes empregando outro recurso computacional. Assim, o segundo programa de
ancoragem considerado foi o Gold 5.1 (Cambridge Crystallographic Data Center:
Cambridge, UK), que opera sob aplicacdo de um algoritmo genético para explorar toda
a flexibilidade conformacional dos ligantes e a flexibilidade parcial da biomolécula
receptora. Além da funcdo de pontuacdo ChemPLP - funcdo padrdo da versao
empregada, — as simulacdes também foram executadas empregando-se outras
funcdes disponiveis: GoldScore, ChemScore e ASP (Astex Statistical Potential).
(Jones et al., 1997; Verdonk et al., 2003).

Para avaliar se os parametros adotados seriam adequados para 0 proposito

das analises realizadas, um estudo de redocking foi inicialmente realizado. Para isso,
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a ouabaina foi submetida aos mesmos procedimentos de preparo dos derivados
selecionados e posteriormente foi submetida as simulacdes de ancoragem com o
modelo construido e otimizado referente a isoforma ai1. Foram desenvolvidas 100
corridas de busca e a eficiéncia maxima foi ajustada para 200%. Em todos os demais

parametros foram mantidos os valores padrao.

As solucbes obtidas foram agrupadas em clusters de acordo com RMSD
calculado em relacédo a solucdo mais estavel em cada conjunto. Foi estipulado um
RMSD maximo de 1,5 A por cluster. Foram obtidos ao todo 28 clusters e o cluster mais

populoso era composto por 15 conformagdes preditas para a ouabaina.

Para a analise dos resultados do experimento, as solu¢cdes de menor energia
presentes no cluster mais populoso (A) e segundo cluster mais populoso (B) foram

entdo sobrepostas a estrutura do ligante cristalografico para verificar se houve
reprodutibilidade de posicionamento (Figura 49).

Figura 48 — Sobreposicado das conformacdes de menor energia da ouabaina ao

ligante cristalogréfico na cavidade de ligacdo daisoformas as.

Legenda: (A) solugdo de menor energia observado para o cluster mais populoso; (B) solu¢cdo de menor
energia para o segundo cluster mais populoso. A estrutura do ligante cristalografico foi representando
em amarelo.

O representante do cluster A ndo apresentou posicionamento compativel com
a conformac&o observada para ligante cristalografico. Como no experimento realizado
anteriormente no modo Surflex-Dock, a cadeia lateral em C-3 e o0 anel lactonico em
C-178 interagiram com os residuos em regiées contrarias ao que era esperado. Para

o representante do cluster B também néo foi observado uma superposicdo adequada
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com o ligante cristalografico. Embora os grupos em C-3p e C-178 tenham adotado
uma posicao esperada um em relagcéao ao outro, o anel lacténico assumiu uma posi¢cao

inversa em relacéo a posicéo observada no ligante cristalografico.

O terceiro programa de simulacdes testado foi o OEDocking 4.0 (OpenEye
Scientific Software, Inc., Santa Fe, NM). O recurso Posit, implementado no programa,
emprega um algoritmo de busca baseado na complementariedade de forma, uma
abordagem que representa uma extensao dos algoritmos de alinhamento de ligantes
gue séo utilizados nos filtros de triagem virtual baseados em shape (do inglés, formato
molecular) e que opera mediante a premissa de que moléculas que apresentam um
formato similar, talvez possam também apresentar propriedades similares (Erickson
et al., 2004, Kelley et al., 2015).

Assim como na simulagao anterior, um estudo de redocking foi previamente
conduzido para avaliar se os parametros adotados estavam de acordo com a proposta
do trabalho. As cavidades de ligacédo nas isoformas ai e az foram determinadas pelo
recurso Make Receptor 3.3.0.3 e as conformacBes de amostragem foram geradas
utilizado o programa OMEGA 2.5.1.4 (OpenEye Scientific Software, Inc., Santa Fe,
NM), uma ferramenta que também esta implementada na plataforma (Hawkins et al.,
2010).

Na comparacao entre a conformacéo do ligante cristalografico e a conformacéao
gue recebeu a melhor pontuacdo apdés o experimento de ancoragem, observou-se
uma adequada superposi¢ao dos ligantes dentro da cavidade de ligacao (Figura 50).
Como as estruturas se posicionaram quase exatamente no mesmo local, as principais
interacdes observadas na formacédo do complexo foram mantidas. Essa adequada
superposicao também sugere que os parametros utilizados para os calculos estdo

devidamente ajustados para avaliacdo dos derivados selecionados.
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Figura 49 — Sobreposicdo da conformagdo de menor energia da ouabaina ao

ligante cristalogréafico inserido no modelo construido para a; e as.

Legenda: (A) sobreposicdo na cavidade de ligac@o na isoforma a1 (B) sobreposi¢édo na cavidade de
ligacdo na isoforma as; o ligante do cristalogréafico foi representando em amarelo e as conformacgdes de
menor energia preditas para a ouabaina em verde (A) e branco (B).

Diante desse resultado, os potenciais inibidores propostos nesse trabalho
foram submetidos ao estudo de ancoragem com os modelos construidos para as
isoformas a1 e as. Para fins praticos e de avaliacdo dos resultados, as substancias
gue compdem o conjunto de dados em analise foram inicialmente classificadas em
duas categorias (ativas ou inativas) tomando como base as atividades anti-herpética
e citotoxica previamente determinadas nos experimentos in vitro (Bertol et al., 2011;
Carvalho, 2012; Ramos, 2018; Boff et al., 2019).

Assim, dentre as 31 substancias que tiveram ambas as atividades
determinadas previamente, 15 foram classificadas como ativas segundo os critérios

pré-estabelecidos anteriormente (Tabela 10).

Tabela 10 — Estrutura das moléculas selecionadas como “ativas”.

C-02 C-03 C-04
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Tabela 10 — Estrutura das moléculas selecionadas como “ativas” (continuacao).

C-05

C-06

HO™"

C-16

C-15

C-42

C-77
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Todas as 18 substancias preditas como as de maior possibilidade de interagir
de maneira favoravel com a cavidade de ligacdo na estrutura da isoforma ai
apresentaram reprodutibilidade de posicionamento dos grupos quando comparadas

ao ligante cristalografico (Apéndice C).

No entanto, entre essas solugcbes preditas apenas trés das substancias
consideradas ativas (C-02, C-45 e C-77) foram selecionadas, 0 que representa uma
assertividade de apenas 18,8%. Outras seis substancias consideradas ativas (C-03,
C-04, C-09, C-16, C-17 e C-18) foram apontadas como moléculas qgue embora tenham
sido ancoradas no sitio de ligacdo, sofreram penalidades por questdes de
impedimento estérico. As diferencas estruturais mais significativas entre essas
moléculas ativas preditas com ancoramento satisfatério e inadequado estédo centradas
no numero de acgucares que compdem a cadeia osidica e o grau de oxidacdo na
posicdo C-19. Tanto C-16, quanto C-17 e C-18 apresentam uma Unica molécula de
acucar ligada na posicdo C-3 do nucleo esteroidal (assim como C-02, C-45 e C-77),
mas possuem um grupo aldeido na posi¢cdo C-19. Alguns estudos que investigam a
relag@o entre as caracteristicas estruturais e a atividade, no entanto, tém demonstrado
um efeito prejudicial de grupos polares substituindo as posi¢cées C-1 e C-19, em
virtude do posicionamento em regiées hidrofébicas do nucleo esteroidal (Paula et al.,
2005).

Dessa forma, era esperado que essas moléculas pudessem assumir
conformacdes que visassem minimizar essa repulsdo e acabassem se posicionando
dentro da cavidade além das regifes delimitadas pela caixa. Suposicdo parecida
também foi proposta para explicar a colisdo das moléculas contendo dois ou mais
residuos de acucar na cadeia lateral em C-3. Por essas razdes, um ajuste na extensao
da caixa definida para essa isoforma foi realizado, ampliando o volume de 7.000 A
para 12.000 A e as simulagdes de ancoragem foram novamente executadas.

Nenhuma alterag&o, no entanto, foi observada nos resultados obtidos.

Para as solucdes preditas para as simulacdes processadas com o modelo
construido para a isoforma as, dentre as 14 substancias selecionadas, além das trés
identificadas nas simulacbes com a isoforma a1 (C-02, C-45 e C-77), uma outra
substancia (C-76) — que tem despertado a atengdo dos nossos colaboradores pela
potente atividade anti-herpética e citotoxica — também foi selecionada. Ainda assim, a

baixa assertividade das simulacdes (28,6%) sugere que o poder preditivo do conjunto
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de parametros definidos nédo foi adequado para a identificacdo fidedigna das

moléculas com maior potencial de inibicdo da Na*/K*—ATPase.

Além das supracitadas limitacbes recorrentes para 0s algoritmos de
amostragem e as fungbes de pontuacdo, alguns outros fatores também sao
determinantes para o desempenho dos estudos computacionais de ancoragem

molecular.

Os desenvolvedores da maioria dos recursos computacionais testam e validam
0os parametros envolvidos nas predicdes executando testes com conjuntos de
moléculas que podem estar fora do dominio de aplicabilidade requerido para a
simulacdes dos usuarios. Ja € bem compreendido que o numero de ligacBes
rotacionaveis determina o grau de flexibilidade dos ligantes e tem mostrado exercer
influéncia critica no desempenho dos algoritmos de amostragem. Quanto maior o
numero de ligagOes rotacionaveis na estrutura molecular, menores sdo as taxas de
sucesso na previsado corretas das poses. Em uma analise incluindo 1790 farmacos
aprovados pelo FDA, mais de 90% possuiam ndo mais do que 10 ligacGes
rotacionaveis, 0 que sugere que os candidatos mais promissores a farmaco séo
moléculas menos flexiveis. Por essa razdo, frequentemente o desempenho dos
programas de docking é determinando considerando moléculas contendo em torno de
20 ligacOes rotacionaveis. Dessa forma, no geral, as simulacdes envolvendo ligantes
com maior massa molecular e mais ligacdes rotacionaveis — como aqueles que
mimetizam peptideos e o0s heterosideos — apresentam menos chance de sucesso.
Além disso, fun¢bes cuja entropia é considerada tendem a atribuir menos pontuacao
para moléculas mais flexiveis do que para moléculas rigidas, prejudicando a
confiabilidade dos resultados (Kitchen et al., 2004; Ekins et al., 2010; Wang et al.,
2016).

Os residuos de agucares que compdem as cadeias osidicas dos heterosideos
representam um espago quimico altamente complexo em virtude das centenas
unidades monoméricas encontradas na natureza. Além de possuirem diferentes
configuracbes e assumirem variadas conformacdes, esses mondmeros também
podem ser organizados em cadeias, unindo-se por ligacfes glicosidicas, resultando
em carboidratos ainda mais complexos, como o0s oligossacarideos e 0s

polissacarideos. No entanto, em contraste a essa extensa diversidade de
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possibilidades estruturais, uma deficiéncia na representatividade dos carboidratos nos
principais repositérios de estruturas 3D de biomacromoléculas tem sido observada.
Apenas 9,4% de todas as estruturas depositadas compreendem biomoléculas
receptoras glicosiladas ou complexadas com ligantes glicosilados. Dessas, menos de
40% apresentam resolucéo superior a 2,0 A (Meirelles et al., 2020).

Os estudos de ancoragem com os GC ainda apresentam mais um obstaculo a
ser superado: a cadeia lateral osidica da maioria dos glicosideos naturais é
caracterizada pela presenca de um a quatro residuos de hexoses, incluindo alguns
acucares raros na natureza, como D-fucose, D-digitoxose, D-quinovose e D-digitalose
(Kreis et al., 1998; Kreis, 2017).

Na analise da ocorréncia de cada monossacarideo nas entradas do PBD, por
exemplo, um dos mais abundantemente observados foi a D-glicose. No entanto, a D-
xilose, um monossacarideo amplamente encontrado na natureza, e 0 sexto residuo
mais abundante nas entradas do PBD, foi identificado em apenas 1,1% do total de
todos as estruturas glicosiladas depositadas. Ademais, 63,1% de todas as
informacdes estruturais coletadas sao referentes aos monossacarideos isolados.
Quanto maior a quantidade de unidade monoméricas inseridas na cadeia osidica,
menor a representatividade observada. Carboidratos complexos representam apenas
11% do total observado (Meirelles et al., 2020).

Essas limitacbes impactam na elucidacdo do espaco conformacional
representado por essas moléculas, o que acaba por afetar a parametrizacdo dos

campos de for¢a, a modelagem e o desenvolvimento das técnicas de ancoragem.

Outro aspecto importante a ser considerado é que sempre que mudancas
conformacionais estdo envolvidas durante o mecanismo de acdo dos ligantes
analisados, as abordagens de ancoragem que mantém a biomolécula receptora como
uma espécie rigida, apresentam, consequentemente, uma limitacdo no seu potencial
preditivo. Permitir, no entanto, que as estruturas do ligante e da biomacromolécula
receptora se reorganizem para resultar em previsdes mais robustas e precisas €, do
ponto de vista computacional, substancialmente mais desafiador em virtude do

aumento nos graus de liberdade associados (Kitchen et al., 2004; Yan & Zou, 2017).

Em teoria, a correta estrutura do complexo gerado pela interacao entre ligante

e biomacromolécula receptora pode ser determinada por simulagdes de dindmica
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molecular. No entanto, a formac&o dos complexos muitas vezes se configura como
um processo lento, demandando rearranjos nas cadeias laterais e principal e que
geralmente sdo impraticaveis em triagens envolvendo muitas moléculas. Em virtude
desse obstaculo, diversas abordagens tém sido desenvolvidas na tentativa de explorar
a flexibilidade da biomolécula receptora de forma mais pontual nas regiées envolvidas

na interacdo com o ligante (Carlson, 2002; Sherman et al., 2006).

Considerando essas informacdes, foi entdo proposto explorar os graus de
liberdade das cadeias laterais das isoformas a1 € as por meio de uma metodologia de
ajuste induzido (do inglés, induced-fit).

Embora a amostragem dos graus de liberdade dos ligantes e da biomolécula
receptora possam ocorrer de forma simultanea, em métodos de ajuste induzido que
envolvem principalmente alteragBes nas cadeias laterais e minimas alteragbes na
cadeia principal, a flexibilidade das estruturas explorada de forma independente tem
se mostrado viavel e mais eficiente computacionalmente. Por essa razéo, foi proposto
realizar um acoplamento interativo, empregando o moédulo de refinamento
implementado no programa Prime (Schrédinger, LLC, New York, NY, USA) para
amostrar a flexibilidade da cavidade de ligacdo nas isoformas, e o programa Glide
(Schrédinger, LLC, New York, NY, USA) para explorar a flexibilidade dos ligantes
(Jacobson et al., 2002; Friesner et al., 2004; Sherman et al., 2006).

O programa de acoplamento Glide (versdo 7.7) opera executando uma
metodologia de acoplamento que promove uma busca exaustiva no espago
conformacional mediante aplicacdo hierarquica de uma série de filtros que fornecem
pontuacdes progressivamente mais precisas para as poses geradas (Friesner et al.,
2004).

No protocolo das simulacfes de acoplamento empregado por esse recurso,
uma pesquisa conformacional exaustiva € realizada e as poses mais favoraveis
identificadas nessa triagem inicial envolvendo um método sisteméatico de busca por
aplicacao de algoritmo incremental (func&o heuristica), sdo submetidas a uma funcéo
de campo de forca (OPLS-AA17) para minimizacao da energia. As poses de menor
energia encontradas dessa maneira sdo entdo refinadas pelo algoritmo de Monte
Carlo, um método estocastico de busca que gera varias poses aleatdrias promovendo
alteracdes arbitrarias nos angulos de tor¢cdo dos ligantes e por fim, todas as poses

minimizadas séo classificadas mediante aplicacdo de funcdes de pontuacdo empirica,
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baseada na fungao desenvolvida por Eldridge e colaboradores (1997) com ajustes que
incluem termos de penalizacdo das interacdes que violando o0s principios
estabelecidos pela fisico-quimica (Eldridge et al., 1997; Friesner et al., 2004; Halgren
et al., 2004).

Esse programa opera sob aplicagdo de duas funcdes de pontuacdo, que
embora sejam semelhantes, foram formuladas para propoésitos distintos: GlideScore
SP e GlideScore XP. A modalidade SP da funcédo é mais indulgente e identifica os
ligantes mais propensos de interagir com a biomolécula receptora, mesmo nos casos
em que as poses apresentam imperfei¢des significativas. Em contraste, a modalidade
XP aplica severas penalidades para poses inadequadas, minimizando a obtencao de
falsos hits e gerando informacfes mais precisas para a otimizacdo de promissores

candidatos a farmaco (Friesner et al., 2004)

Embora alguns erros significativos na previsdo das poses sejam observados
em alguns casos, em comparacdes de performance com outros recursos
computacionais alternativos, esse recurso tem fornecido resultados mais rapidos,
robustos e com maior precisdo na predicao das afinidades de ligacdo (Halgren et al,
2004; Kitchen et al, 2004).

As simulacdes de ancoragem utilizando esse programa foram conduzidas pelo
Dr. Thales Kronenberger do departamento de Oncologia Médica e Pneumonia do

Hospital Universitario de Tubingen, na Alemanha.

Como resultado das simulagdes realizadas por esse recurso computacional,
empregando como fungdo de pontuacdo a modalidade XP, 49 substancias foram
preditas como as de maior possibilidade de interagir de maneira favoravel com a
cavidade de ligagéo na estrutura da isoforma a1 e 45 foram preditas para a isoforma
as(Tabelas 11 e 12). Dentre essas, apenas uma das substancias classificadas como
ativas (C-14) nao foi predita pelas simulagdes realizadas frente a isoforma a1 e duas
(C-06 e C-14) nao foram selecionadas nas simulagdes frente a isoforma az. Em todas
as moléculas preditas foi observada reprodutibilidade de posicionamento dos grupos

guando comparadas ao ligante cristalografico.
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Tabela 11 — Derivados selecionados na simulacéo de ancoragem frente a isoforma as.

Cédigo NC Intervalo de Pontuacao
C-67 4 - 6,115 a - 4,360
C-68 6 -6,084 a-4,731
C-69 3 - 5,994 a - 5,260
C-80 13 - 5,234 a - 3,882

1D 10 -5,363 a - 3,533
C-12 3 - 7,664 a - 5,462
C-78 15 -4,715a- 1,296
C-71 7 - 6,832 a- 4,659

AN 16 - 5,946 a - 4,020
C-79 10 -5,247 a- 3,792
C-05 3 - 5,927 a - 5,604
C-82 13 -5651a-2,731

NC = Numero de conférmeros selecionados.

Em negrito estado destacados os derivados classificados como “ativos”

Cédigo NC Intervalo de Pontuacao
10 19 - 6,146 a - 3,424
1M 17 - 6,057 a- 2,378

C-74 5 - 7,667 a - 6,468
C-06 1 - 5,881
C-03 19 - 7,273 a - 5,056
1p 18 - 5,302 a - 3,265
C-09 5 -6,235a-4,768
C-43 15 - 4,689 a - 3,663
C-42 18 -4,778 a- 2,820
C-72 7 - 5,200 a- 4,413
C-04 17 - 6,726 a - 4,643
Prod 2 19 -5,342a-3,131
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Tabela 11 — Derivados selecionados na simulagdo de ancoragem frente a isoforma a: (continuacgéo).

Cédigo NC Intervalo de Pontuacéao
Prod 1 19 - 5,326 a - 3,559
C-13 3 - 8,878 a- 7,459
C-15 1 - 5,834
C-08 11 - 6,746 a - 4,706
C-44 14 - 5,156 a - 3,542
1B 8 -4301a-6,734
C-16 2 -5,923a-4,694
1c 16 -5,133a-1,769
1R 17 -5,226a-2,911
C-18 2 -4,620 a - 3,896
1K 14 -5,126 a - 3,662
C-17 11 -5,169 a-4,511
C-76 19 -6,182a-2,414

Cédigo NC Intervalo de Pontuacao
13 19 - 5,466 a - 3,426
1Q 17 -5054a-3471
1E 12 -5,503 a-4,189

C-45 19 -4,530 a - 3,245
1L 20 -4,456 a - 3,438
C-77 20 -5,295a-2,115
C-02 15 -5,000a- 3,891
C-49 10 - 6,834 a - 4,330
1A 9 - 5,601 a - 5,032
1c 9 - 5,392 a- 4,808
1F 3 - 5,408 a - 4,543
C-73 1 -4,734

NC = Numero de conférmeros selecionados.
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Tabela 12 — Derivados selecionados na simulagéo de ancoragem frente a isoforma aa.

Cédigo NC Intervalo de Pontuacao
C-67 5 - 6,114 a - 4,920
C-69 4 - 5,758 a - 5,229
C-68 3 - 5,207 a - 4,990
C-78 19 - 5,637 a- 3,522

AN 18 - 6,037 a - 3,817
C-72 15 - 5,819 a- 4,845
C-05 2 - 7,931 a - 5,907
C-80 18 -5,891 a - 2,023
C-79 9 -5,647a-3,785

R 13 - 6,180 a - 2,329
C-74 1 -7,821

1p 19 -5,623a-3,814

NC = Numero de conférmeros selecionados.

Em negrito estao destacados os derivados classificados como “ativos

Cédigo NC Intervalo de Pontuacao
C-09 13 - 6,430 a- 5,070
C-71 14 - 6,198 a - 4,523

1D 7 -4,328 a - 3,359

Prod 2 17 - 5,397 a - 3,856
C-17 15 - 5,194 a - 4,465
C-42 18 -4510a- 3,291

1Q 13 - 5,034 a - 3,657
C-82 18 -4,785 a - 3,153
C-03 19 - 6,599 a- 5,015
C-43 19 -4,903 a - 3,016

Prod 1 20 - 5,353 a- 3,341
C-04 15 -6,781 a-4,681
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Tabela 12 — Derivados selecionados na simulagdo de ancoragem frente a isoforma as (continuacgéo).

Cédigo NC Intervalo de Pontuacéao Cédigo NC Intervalo de Pontuacao
1R 20 - 5,106 a - 3,847 1k 18 -4,722 a- 1,505
1B 13 - 7,147 a - 4,496 C-18 3 -3,510a- 3,125

C-15 2 - 5,068 a- 6,798 C-44 16 -4,849 a - 3,707

C-08 13 - 5,732 a - 4,406 C-76 18 -5,642 a-2,244
10 17 - 5,195 a - 3,384 C-02 12 - 5,188 a - 4,217

C-16 1 - 4,805 1 18 - 4,826 a - 3,503
1c 4 - 5,140 a - 3,488 1A 4 -4394 a-4,174

C-73 2 - 6,000 a - 4,016 C-77 19 -4,725a - 2,057
1 12 - 5,396 a - 4,313 C-49 3 - 5,094 a - 3,768

C-45 17 -4,647 a- 3,272 1G 13 -3,005a- 1,627
1L 20 -4,647 a - 2,465

NC = Numero de conférmeros selecionados.
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As duas substancias consideradas ativas e que néo receberam as melhores
pontuacbes nas simulacdes frente isoforma as (C-06 e C-14) correspondem a
glicosideos da 3[B-hidroxi-digitoxigenina (1a) cuja cadeia lateral em C-3[3 apresenta
trés residuos de D-digitoxose ligados em sequéncia. Esses derivados C-06 (3 -acetil-
digitoxina) e C-14 (a-acetil-digitoxina) sdo glicosideos naturalmente encontrados em
espécies do género Digitalis e apresentam, respectivamente, um grupo acetil na
posicao C-4 e um grupo metoxila na posi¢cdo C-3 da unidade terminal de D-digitoxose
na cadeia lateral osidica (Rucker, 1988; Stoll & Kreis, 1952).

Em modelos de 3D-QSAR construidos para investigar as interacfes que
medeiam a especificidade de ligacdo desses glicosideos, os mapas de contorno
hidrofobicos revelam que a regido da cavidade de ligacdo que permeia o residuo de
acucar diretamente ligado na posicdo C-3B € revestida por residuos polares,
sugerindo que mesmo que a porc¢ao glicosidica ndo seja essencial para a atividade, a
presenca de pelo menos um residuo de aclUcar € determinante para uma alta
afinidade. Os mapas de contorno para grupos doadores de ligacdo de hidrogénio
corroboram essa evidéncia ao descrever uma interacdo favoravel entre o grupo
hidroxila substituinte na posicdo C-4' desse residuo de agucar (a) e um residuo

aceptor de ligacao de hidrogénio presente na cavidade de ligacdo (Paula et al., 2005).

Por outro lado, os mapas de contorno estéricos demonstram que a regiao em
gue o terceiro residuo de agucar se acomoda na cavidade € estericamente restrita. Ja
0s mapas de contorno para grupos doadores de ligacdo de hidrogénio sugerem uma
significativa reducao na afinidade pela adicdo de mais de dois residuos de acucar. De
fato, na determinacdo experimental das afinidades, o derivado monossacarideo da
digoxigenina (23) demonstrou uma afinidade cerca de 2,5 vezes maior do que a
digoxina (2) e cerca de 13,4 vezes maior do que a aglicona corresponde (22),

evidenciando assim a alta afinidade de ligacdo exibida pelos derivados

monossacarideos (Paula et al, 2005).
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O conjunto de dados constituido pelos 57 derivados selecionados apresenta
trés glicosideos (C-10, C-54 e C-55) cuja cadeia lateral € constituida por quatro
residuos de acucar ligados em sequéncia e nenhuma delas foi classificada como ativa
pelos critérios pré-estabelecidos. De forma esperada, também nenhuma dessas
substancias foi apontada como um ligante efetivo para os sitios de ligacao observados

em ambas as isoformas analisadas.

Dentre outros trés derivados trissacarideos também classificados como inativos
(C-12, C-13 e C-51), nenhum deles foi apontado como um bom ligante para a isoforma
as. Dois deles (C-12 e C-13), no entanto, apresentaram pontuacgdo suficiente para

serem classificadas como possiveis inibidores para a isoforma ax.

Ho"™
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O derivado codificado como C-12 corresponde a digoxina (2) o unico
representante dos GC que ainda € prescrito em algumas condi¢des para o tratamento
de paciente acometido com ICC. No entanto, apesar de apresentar atividade
satisfatoria frente a cepa KOS do virus HSV-1 (ICso = 0,13 + 0,01) e frente a linhagem
A549 (ICso = 0,66 + 0,01), em um estudo in silico, conduzido pelo nosso grupo de
pesquisa para predicdo da afinidade (resultados ndo divulgados), esse derivado ja
havia demonstrado menor afinidade pelo sitio de ligagdo do que outros derivados com
poténcia similar ou considerados menos potentes. O mesmo também foi observado
para os derivados C-10 (ICso = 0,13 + 0,01 e ICs0 = 0,94), C-51 (IC50 = 0,21 + 0,01 €
ICs0 = ND), C-54 (ICs0 = 0,24 + 0,01 e ICs0 = ND) e C-55 (ICs0 = 0,26 + 0,01 e ICs0 =
1,27) (Bertol et al., 2011, Carvalho, 2012).

Alguns estudos ja& demonstram anteriormente que a expressao das diferentes
isoformas da subunidade alfa na composicdo da bomba de Na*/K*—ATPase sofre
variacdo quando tecido recém-isolados e diferentes tipos de culturas celulares
utilizadas os estudos in vitro (primarias, secundaria ou continua) sdo comparados
entre si (Sharabani-Yosef et al.; 1999; Blanco, 2005).

Assim a divergéncia dos resultados para afinidade e potencial de inibigdo
observada pode decorrer das condicdes das culturas in vitro utilizadas nas

determinacdes. N&ao obstante, outras teorias também tém sido levantadas.

Em estudos moleculares que buscam explicar o mecanismo pelo qual os GC
se ligam e promovem a inibicdo da Na*/K*—ATPase, um modelo proposto sugere que
essas substancias sdo especificamente reconhecidas por uma determinada regido
enzimatica e uma vez ligados, exercem a atividade inibitéria durante um momento
especifico do ciclo catalitico, restringindo a flexibilidade da alga formada pelos
dominios TM5 e TM6 da subunidade alfa. Dessa forma, embora modelos 3D-QSAR
construidos para previsdo da afinidade e inibicdo dessas substancias demonstrem
gue existe uma correlagcdo consideravel, é possivel que a poténcia inibitoria
apresentada por essas substancias e a afinidade de ligacdo observada néo estejam
totalmente correlacionadas (Lingrel & Kuntzweiler, 1994; Palasis et al., 1996, Paula et
al, 2005).

Em concordancia com essa observacao, a distincdo acentuada da capacidade

de inibicdo da Na*/K*—ATPase pelo amantadig (4) e seu derivado acetilado (7) néo
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pbde ser explicada pela abordagem proposta de ancoragem in silico, conforme

relatado em estudo recente pelo nosso grupo (Silva et al., 2018).

Além disso, é valido considerar que algumas investigacdes conduzidas acerca
da atividade antiproliferativa demonstraram que o anel lacténico a,3-insaturado nao
se mostrou essencial. Esse resultado sugere que os efeitos desencadeados por acao
desses derivados cardenolideos podem nédo estar relacionados com a inibicdo da
Na'/K*—ATPase, visto que substancias desprovidas desse grupo em C-173 ndo sao
capazes de se ligar a cavidade de ligagcado com afinidade suficiente para interromper o
funcionamento dessa enzima. Dessa forma, outros alvos moleculares como as
topoisomerases e as caspases podem estar envolvidos nas atividades biologicas

dessas substancias (Winnicka et al., 2008).

Ainda assim, as substancias mais promissoras para a atividade anti-herpética
também sdo aquelas que apresentam maior potencial citotdxico, o que sugere que
ambas as atividades estdo relacionadas com interacbes com um mesmo alvo

molecular.

Além disso, os dois derivados menos ativos frente a linhagem de células A549
(C-69—-1Cs50=10,09 + 1,48 e C-70 — ICs0 = 26,33 =+ 4,45) ndo apresentaram interacao
satisfatoria com o sitio de ligacdo da isoforma a1, embora C-69 tenha sido predita para

interagir com a isoforma as.

Vérios estudos tém sugerido uma afinidade seletiva dos GC as diferentes
isoformas da subunidade alfa, como a ouabaina pelas isoformas a1 e as. No entanto,
de forma inesperada, no presente estudo, esse glicosideo ndo foi predito para

nenhuma dessas duas isoformas.
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Entre os derivados semissintéticos da 3(3-hidroxi-digitoxigenina (Tabela 13)
apenas um dos derivados que compdem a série proposta para sintese (1) ndo
estabeleceu interacdo adequada com os sitios de ligacdo de ambas as isoformas
analisadas. Esse resultado corrobora as analises acerca da cavidade estericamente
restrita em que o terceiro residuo de agUcar dos glicosideos comumente se acomoda.
O volumoso grupo terc-butila, localizado na regido terminal da cadeia lateral em C-33
desse derivado, supostamente impede a ancoragem adequada a cavidade de ligacéo

em virtude de um impedimento estérico.

Tabela 13 — Estrutura dos derivados propostos para a sintese.

1 1 1K
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Tabela 13 — Estrutura dos derivados propostos para a sintese (continuacao).

1R

As moléculas selecionadas (1J — 1R) apresentaram consideravel diversidade de
posicionamento ao longo da cavidade de ligacdo, principalmente em relacdo as
por¢cdes mais flexiveis da molécula: a cadeia lateral em C-3f e o anel lacténico em C-
178 (Figura 51). As poses de encaixe mais favoraveis aos ligantes foram
selecionadas por inspecéao visual tomando como base em suas interacbées comuns
com residuos como Ala-320, Thr-794, Arg-877 e Phe-780 e a pontuagdo de encaixe
atribuida (Tabela 14).

Figura 50 — Sobreposicdo das poses mais favoraveis para os derivados 1J - 1R.

Legenda: (A) sobreposi¢ao na cavidade de ligagdo na isoforma a1 (B) sobreposi¢édo na cavidade de
ligacdo na isoforma as.

A variacdo de pontuacdo apresentada pelas poses mais favoraveis também
permitird, apos determinacao in vitro da inibicdo enzimética Na*/K*—ATPase, avaliar a
capacidade preditiva do programa em classificar esses ligantes conforme seus

respectivos potenciais de inibicdo. A interacdo hidrofébica entre a face hidrofébica do
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nucleo esteroidal e o residuo Phe-780 e a interacéo por ligagéo de hidrogénio entre o
residuo Arg-877 e a carbonila da amida presente na cadeia lateral dos derivados foram
as unicas interacfes comuns a todas as poses selecionadas, em ambas as isoformas
analisadas. Cabe salientar que a interacdo com o residuo Arg-877 néo foi evidenciada
anteriormente em estudo de ancoragem realizado com o derivado amantadig (4) e seu
derivado acetilado (7) na cavidade de ligacdo da estrutura cristalografica (PDB ID:
4HYT) da Na*/K*—ATPase extraida de rins de javali (Silva et al., 2018; Laursen et al.,
2013).

Tabela 14 — Pontuacao de encaixe das poses selecionadas e observancia

guanto as interagc6es mais comuns.

ISOFORMA a1

1J 1K 1L Im IN 1o 1P 10 1R

PONTUAGAO -5,466 -5,126 -4,456 -5,876 -5,946 -6,146 -5,201 -4,954 -5,090

ALA-320
THR-794 X X X X X X X
ARG-877 X X X X X X X X X
PHE-780 X X X X X X X X X
LEU-790 X X X X X X
ISOFORMA a3
1 1K 1L M AN 10 1p 1Q 1R

PONTUAGCAO -4,988 -4,685 -4,010 -6,180 -6,037 -4,647 -5,623 -4,642 -5,106

ALA-320

THR-794

ARG-877

PHE-780

LEU-790

X X X X
X X X X X X X X X
X X X X X X X X X
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Em contrapartida nenhuma das poses conservou a interagao por ligagao de
hidrogénio entre a carbonila do anel lacténico e o residuo Ala-320, embora para o
derivado 1L uma interacdo entre Ala-320 e o oxigénio saturado do anel lacténico tenha

sido estabelecida na cavidade de ligagdo da isoforma au.

Os derivados 1IN, 1P e 1Q foram 0s Unicos que mantiveram exatamente 0s
mesmos pontos de interagao tanto com a isoforma ai, quanto com a isoforma as. Os
isbmeros 1P e 1Q diferem apenas pela cadeia alquila ligada ao atomo de nitrogénio na
posicao 4’: 1p apresenta um grupo terc-butila e 1Q apresenta dois grupos etila. Em
ambas as poses selecionadas para esses derivados, observou-se as interagdes por
ligacdo de hidrogénio entre a hidroxila em C-143 e o residuo de Thr-794, e entre a
carbonila da amida e o residuo de Arg-877 (Figura 52 — B e C). Além dessa, também
foram observadas interac6es hidrofébicas com os residuos de Phe-780 e Leu-790.
Todas essas intera¢des também sao observadas no complexo formado com o ligante

cristalografico (ouabaina).

Figura 51 — Representacdo das principais interacfes estabelecidas pelas

ligantes 1N (A), 1p (B) e 1Q (C) em ambas as isoformas.
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O derivado 1N, por sua vez, possui um grupo nitro para-posicionado no anel
aromatico presente na cadeia lateral. Em ambas as poses selecionadas, esse grupo
foi ancorado proximo a um residuo carregado positivamente (Arg-883), permitindo

estabelecer uma interacéo eletrostatica adicional (Figura 52 — A).

As poses selecionadas para os derivados 1J e 1L também foram ancoradas ao
longo da cavidade de ligagao na isoforma a1 conservando as interagfes com a maior
parte dos residuos principais (Thr-794, Arg-877, Phe-780 e Leu-790). O anel lactdnico
em C-17f do derivado 1L foi ancorado préximo ao residuo de Ala-320, permitindo que
uma interacdo por ligagdo de hidrogénio também fosse estabelecida. O mesmo,
entretanto, nado foi observado para a isoforma as (Figura 53). Nas simulagfes com
essa isoforma, para ambos os derivados, em nenhuma das poses geradas a interacao
por ligacéo de hidrogénio com o residuo Thr-794 foi conservada. Também n&o foram

observadas as intera¢c@es hidrofébicas estabelecidas com o residuo de Leu-790.

Figura 52 — Representacao das principais interacdes estabelecidas pelo ligante

13 (A) e 1L (B) na cavidade de ligacdo das isoformas ai e aa.
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Nas simulacdes de ancoragem com o derivado 1K, a interacéo da hidroxila em
C-143 com o residuo de Thr-794 também so foi conservada nas poses geradas na
cavidade de ligacdo da isoforma ai. Nas poses mais favoraveis em ambas as
isoformas, o grupo morfolina na porcado terminal da cadeia lateral em C-3f foi
ancorado préximo ao residuo Arg-883, permitindo que uma interacdo por ligacdo de
hidrogénio adicional fosse estabelecida com o atomo de oxigénio heterociclico (Figura
54).

Figura 53 — Representacéo das principais interacdes estabelecidas pelo ligante

1k em ambas as isoformas.

5 ffa 1 . Alfa 3
P T Y ~ ¥
:320 H : >
ot W R
(N o ) v
& I 4 a »
5 0
& 5%
Interactions
B Conventional Hydrogen Bond [ Alkyl
[1 carbon Hydrogen Bond 1 Pi-Alkyl

A presenca de um anel piridinico na porgao terminal da cadeia lateral em C-3f3
no derivado 1M possibilita estabelecer uma interagéo eletrostatica entre o nitrogénio
guaternario e o carboxilato do residuo de aspartato (Asp-881). Essa interacédo foi
observada nas poses mais favoraveis para ambas as isoformas analisadas (Figura
55). Além dessa, também foram observadas interacfes estabelecidas com os
residuos Arg-877, Thr-794 e Phe-780, tanto para a isoforma a1, quanto para az. A
proximidade do residuo de arginina (Arg-877) com os elétrons deslocalizados do anel
piridinico também favorece uma interacdo tipo complexo m, evidenciada na pose mais

favoravel para a isoforma au.
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Figura 54 — Representacéao das principais interagfes estabelecidas pelo ligante

1M em ambas as isoformas.
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Nenhuma pose gerada para o derivado 10 estabeleceu a interagéo por ligagao
de hidrogénio com o residuo de Thr-794 (Figura 56). No entanto, a proximidade da
hidroxila em C-14f a esse residuo sugere que em um estudo de dinadmica molecular,
essa interacdo se estabeleceria facilmente apds o relaxamento e estabilizacdo da
estrutura do complexo. Para esse derivado, as poses mais favoraveis, tanto para a
isoforma a1, quando para as, sugerem que 0 anel aromatico presente na porgao
terminal da cadeia lateral em C-3 estabelece uma interagéo tipo complexo = com o
carboxilato do residuo de aspartato (Asp-881).

Figura 55 — Representacéo das principais interagcfes estabelecidas pelo ligante

10 em ambas as isoformas.
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Embora estudos anteriores j4 tenham destacado a importante contribuicdo do
grupo NH: livre na posicéo 4’ da cadeia lateral do amantadig (4), apenas na pose mais
favoravel para o derivado 1R em a1 foi observado a interagéo por ligagéo de hidrogénio
entre esse grupo e o residuo de Asp-881 (Figura 57). Em nenhuma das poses obtidas
para os derivados propostos para sintese, esse grupo esteve envolvido em alguma
interacdo que fosse capaz de justificar essa contribuicdo. Resultado semelhante ja
havia sido relatado na comparacdo das interacdes estabelecidas pelo derivado
amantadig (4) e seu derivado acetilado (7), cuja capacidade de inibicdo da Na*/K*—
ATPase a 1,0 uM é nula. Estudos anteriores, no entanto, ja haviam relatado que a
substituicdo do grupo hidroxila por um grupo amino na posicdo C-4’ no residuo de
ramnose da ouabaina provoca um aumento na afinidade pelo sitio ativo. E necessario
considerar, no entanto, que essas constatacdes foram extraidas de estudos in vitro
empregando a enzima isolada de tecido cardiaco humano. Dessa forma, a afinidade
dessas substancias apresentando grupo amino na cadeia lateral foi determinada
considerando toda a cinética da interacdo. Importante reafirmar nesse caso, que as
abordagens de ancoragem molecular apresentam algumas limitacdes e podem acabar
ignorando as mudancas dinamicas que possivelmente ocorrem ao longo do tempo,
mesmo quando o método de ajuste induzido é considerado (Schénfeld et al., 1985;
Silva et al., 2018).

Figura 56 — Representacao das principais interacfes estabelecidas pelo ligante

1rR em ambas as isoformas.
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Dentre todas as 57 substancias submetidas as simulacdes de ancoragem,

apenas um dos intermediarios (1b) da sintese proposta nesse trabalho originou poses
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cuja interacdo entre o residuo Ala-320 e a carbonila do anel lactdénico pdde ser
evidenciada. No complexo formado pela interacdo com o ligante cristalografico
(ouabaina), o anel lacténico também interage com um residuo de valina (Val-329), que
influencia na coordenagéo de ion K* em conjunto com os residuos Val-332 e Ala-330.
O afastamento desse residuo pela acomodacdo do anel lactbnico provoca uma
destruicdo parcial no sitio de coordenacédo do ion K*, impedindo a dissociacdo desse.
Isso sugere que a interacdo dos GC com esses residuos pode ser determinante para

o potencial de inibicdo dessas substancias (Ogawa et al., 2009; Shinoda, et al., 2009).

Essas constatagcbes, em conjunto com a observacéo de que alguns derivados
também nao estabeleceram a interacdo com o residuo de Thr-794 — mesmo com a
proximidade aparente — sugerem que o0 acréscimo nos graus de liberdade do
complexo formado entre os ligantes e a biomolécula receptora, possa resultar na

formacéao e estabilizagdo dessas interacdes relevantes.

Essas limitacdes intrinsecas das simulacbées de ancoragem reforcam a
necessidade de submeter as substancias selecionadas aos ensaios bioldgicos
apropriados para avaliacdo das atividades de interesse, além de encorajar a
realizacdo de estudos in silico adicionais que sejam capazes de fornecer um
panorama mais fidedigno da dindmica das interacdes estabelecidas entre essas

substancias e o sitio de ligacao.
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7 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

* O material de partida (1a) para as reac6es de modificacdo molecular propostas foi
obtido em quantidade satisfatoria a partir de processos sequenciais de extracao,

purificacé@o e reagdo de hidrdlise em meio acido.

* A estratégia sintética proposta se mostrou eficiente, possibilitando a obtencdo dos

intermediarios 1b — 1e com rendimentos superiores a 90%.

* Ainda que a obtengdo da 3p-amino-3-desoxi-digitoxigenina tem sido alcancada
nesse trabalho, é inegavel a necessidade de ajustes adicionais na metodologia
proposta para obtencdo desse intermediario. Propostas de sintese ou de purificacdo
alternativas também devem ser consideradas visando a obtencéo de um produto mais

puro.

* Os derivados propostos para sintese (11— 1R) foram previamente submetidos aos
estudos de ancoragem molecular para sele¢éo dos inibidores mais promissores. Além
desses, também foram submetidos as simula¢cfes de ancoragem os 7 intermediarios
sintéticos obtidos experimentalmente nesse trabalho e outros 40 derivados
cardiotdnicos selecionados a partir de um banco de dados de moléculas do nosso
grupo de pesquisa, totalizando 57 moléculas analisadas. Dessas, 15 foram
classificadas como ativas segundo cutoff de atividade anti-herpética e citotoxica

determinadas experimentalmente (in vitro).

* Os modelos tridimensionais utilizados nas simulacdes de ancoragem foram
construidos aplicando-se método de modelagem por homologia, utilizando como
molde a estrutura cristalogréfica PDB ID 3A3Y. Apo6s otimiza¢cdo os modelos foram
validados por um conjunto de ferramentas de diagndstico que atestaram a qualidade
e confirmaram que as estruturas se mostravam adequadas para o0 propésito dos

estudos.

* As simulagdes foram realizadas em quatro programas computacionais empregando
algoritmos de amostragem e fungbes de pontuagdo distintos: Sybyl-X, Gold,
OEDocking e Glide. Estudo preliminares de redocking foram realizados para avaliacao
dos parametros estabelecidos. Poses irracionais foram obtidas nas simulacfes

utilizando os programas Sybyl-X e Gold, permitindo concluir que os conjuntos de
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parametros disponiveis nesses programas nao fornecem resultados confiaveis para

analises de glicosideos.

* No estudo de redocking realizado no programa OEDocking, as conformacdes de
menor energia obtidas apresentaram adequada sobreposicdo com o ligante
cristalografico. No entanto, a capacidade preditiva desse programa nao foi satisfatoria.
Dentre as 15 substancias classificadas como ativas, apenas trés foram previstas nas
simulagbes com a isoforma a1 e quatro foram selecionadas para a isoforma as. No
entanto, para ambas as isoformas apenas um glicosideo (C-02) foi apontado como
um ligante favoravel. Entre as moléculas que sofreram penalidade por questdes de
impedimento estérico, apenas mono e dissacarideos foram considerados. Dessa
forma, trissacarideos importantes clinicamente, como digitoxina (1) e digoxina (2) nédo
foram apontados como bons ligantes. Esses resultados sugerem que esse pacote
computacional também ndo esta paramentado adequadamente para conduzir

analises de ancoragem com glicosideos.

* No programa Glide as conforma¢cdes de menor energia obtidas no estudo de
redocking também apresentaram grande semelhanca de posicionamento com a pose
estabelecida com o ligante cristalografico, indicando o protocolo de andlise
estabelecido estava adequado para o estudo pretendido. Nas simula¢gdes conduzidas
nesse programa, 14 das substancias consideradas ativas foram preditas para interagir
adequadamente com a cavidade de ligacdo na isoforma ai e 13 foram preditas para a
isoforma a3, correspondendo a uma assertividade de 93,3% e 86,7%,

respectivamente.

* Dentre os potenciais inibidores propostos nesse trabalho (11— 1R), apenas o derivado
11 ndo foi predito como um bom inibidor para ambas as isoformas testadas.
Interessante considerar que entre os derivados selecionados, todas as poses mais
favoraveis estabelecem uma interacdo por ligagdo de hidrogénio entre o residuo de
Arg877 e a carbonila da amida presente na cadeia lateral. As poses selecionadas para
os derivados 1M e 1N estdo entre poses que receberam as maiores pontuacdes tanto
nas simulagbes com a isoforma a1, quando com a isoforma as. Em ambas as poses,
uma interacao eletrostatica com o residuo de Arg-881 foi observada, o que sugere que
explorar a interacdo com esse residuo pode ser interessante no planejamento de
novos inibidores para a Na*/K*—ATPase. O derivado 1R, por sua vez, foi o Unico cuja

interacao esperada entre o nitrogénio em 4’ e o sitio de ligagao foi evidenciada.
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* Embora 1M, 1IN e 1R, tenham se mostrado mais promissores, todos os inibidores
propostos nesse trabalho (11 — 1R) serdo sintetizados posteriormente. Uma vez
sintetizadas, essas substancias serdo submetidas aos testes biologicos pertinentes
para avaliacdo da capacidade de inibicdo e das atividade anti-herpética e citotdxica.
Esses resultados permitirdo avaliar a capacidade preditiva do protocolo utilizado nas
simulacdes de ancoragem, além de permitir a determinacdo da relacdo entre a

estrutura e a atividade dessas substancias, para que novos ligantes sejam planejados.

* Todos esses potenciais inibidores também serdo submetidos as simulacdes de
ancoragem com as isoforma az e a4 para avaliacéo da seletividade de inibicdo dessas
substancias. Dessa forma, serd possivel direcionar as substancias para estudos
subsequentes de acordo com o grau de expressao da Na*/K*—ATPase previamente

descrito para cada tipo de tumor, visando propiciar tratamentos mais seletivos.
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APENDICE A



A. 1 - Derivados selecionados para realizacao dos estudos de ancoragem.
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Citotoxica Antiviral

Massa Molar

Inibicdo da NaK

Estrutura Cddigo ICso0 (LM) ICso0 (LM)
(g/mol) [Cs0 (LM)

0,63 + 0,05¢ 3,04 + 0,07°
1A 374,51 —

1,68 + 0,52¢ 1,09 + 0,02¢
1B 372,50 - - -

>1,0°¢

1c 374,51 - NDP




A. 1 - Derivados selecionados para realizagcédo dos estudos de ancoragem (continuagao).
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Citotoxica Antiviral
o Massa Molar  Inibicdo da NaK
Estrutura Cddigo ICso0 (LM) ICso0 (LM)
(g/mol) [Cs0 (LM)
1D 528,70 — - -
1E 399,53 - >1,0¢ -
1F 373,53 - >1,0° NDP
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A. 1 - Derivados selecionados para realizagcédo dos estudos de ancoragem (continuagao).

Citotoxica Antiviral

o Massa Molar  Inibicdo da NaK
Estrutura Cddigo ICso0 (LM) ICso0 (LM)
(g/mol) ICs0 (LM)

1c 450,01 - - 0,69 + 0,06¢

Prod 1 472,66 - 0,123d -

Prod 2 472,66 - 0,190¢ -
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A. 1 - Derivados selecionados para realizagcédo dos estudos de ancoragem (continuagao).

Citotoxica Antiviral

o Massa Molar  Inibigdo da NaK
Estrutura Cddigo ICs0 (LM) ICs0 (LM)
(g/mol) ICs0 (LM)

1 568,83 -

13 513,71 -

1K 500,67 -
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A. 1 - Derivados selecionados para realizagcédo dos estudos de ancoragem (continuagao).

Citotéxica Antiviral

o Massa Molar  Inibicdo da NaK
Estrutura Cddigo ICs0 (LM) ICso0 (LM)
(g/mol) ICs0 (LM)

1L 498,70 _

im 493,66 -

IN 551,67 -
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A. 1 - Derivados selecionados para realizagcédo dos estudos de ancoragem (continuagao).

Citotoxica Antiviral
o Massa Molar Inibicdo da NaK
Estrutura Cddigo ICs0 (ULM) ICs0 (LM)
(g/mol) ICs0 (LM)
10 520,70 -
1P 486,69 -

1Q 486,69 -
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A. 1 - Derivados selecionados para realizagcédo dos estudos de ancoragem (continuagao).

Citotoxica Antiviral

o Massa Molar  Inibicdo da NaK
Estrutura Cddigo ICs0 (LM) ICs0 (LM)
(g/mol) ICs0 (LM)

1R 458,63 -

C-02 504,66 - 0,03 + 0,00 0,14 + 0,00°

C-03 634,80 - 0,06 + 0,00° 0,12 + 0,01°
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A. 1 - Derivados selecionados para realizagcédo dos estudos de ancoragem (continuagao).

Citotoxica Antiviral

Massa Molar

Inibicdo da NaK

Estrutura Cddigo ICso0 (LM) ICso0 (LM)
(g/mol) ICs0 (LM)

C-04 666,80 — 0,02 + 0,00¢ 0,13 + 0,01°
C-05

o 764,94 - 0,37 +£0,02¢ 0,34 + 0,06°

(digitoxina)

HO™"

C-06 806,98 — 0,22 + 0,00¢ 0,36 + 0,01°




225

A. 1 - Derivados selecionados para realizagcédo dos estudos de ancoragem (continuagao).

Citotoxica Antiviral

o Massa Molar  Inibicdo da NaK
Estrutura Cddigo ICso0 (LM) ICso0 (LM)
(g/mol) ICs0 (LM)

C-08 682,80 - 0,61 + 0,03° 0,83 + 0,01°

C-09 650,80 - 0,15 + 0,02¢ 0,27 £+ 0,01°

C-10 943,08 - 0,13 + 0,00¢ 0,94 + 0,05
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A. 1 - Derivados selecionados para realizagcédo dos estudos de ancoragem (continuagao).

Citotoxica Antiviral

Massa Molar  Inibicdo da NaK

Estrutura Cddigo ICso0 (LM) ICso0 (LM)
(g/mol) ICs0 (LM)

C-12

o 780,94 — 0,13 + 0,01¢ 0,66 + 0,01°

(digoxina)

HO™"
C-13 872,95 - 0,61 + 0,00¢ 0,33 + 0,03°
C-14 778,97 — 0,30 + 0,00¢ 0,12 4+ 0,02°
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A. 1 - Derivados selecionados para realizagcédo dos estudos de ancoragem (continuagao).

Citotoxica Antiviral

o Massa Molar  Inibicdo da NaK
Estrutura Cddigo ICso0 (LM) ICso0 (LM)
(g/mol) ICs0 (LM)

C-15 778,97 — 0,19 + 0,00°¢ 0,14 + 0,02°

Ho™"

C-16 550,64 - 0,03 + 0,00¢ 0,02 + 0,00°

C-17 534,28 - 0,05 + 0,00 0,08 + 0,00°
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A. 1 - Derivados selecionados para realizagcédo dos estudos de ancoragem (continuagao).

Citotoxica Antiviral

Massa Molar  Inibicdo da NaK

Estrutura Cddigo ICso0 (LM) ICso0 (LM)
(g/mol) ICs0 (LM)
C-18 548,66 - 0,12 + 0,00¢ 0,14 + 0,02°
C-42
564,80 — 0,09 + 0,00¢ 0,39 + 0,03°

(amantadig)

C-43

500,67 - 0,24 + 0,08° 0,83 + 0,16°
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A. 1 - Derivados selecionados para realizagcédo dos estudos de ancoragem (continuagao).

Citotoxica Antiviral

o Massa Molar  Inibicdo da NaK
Estrutura Cddigo ICso0 (LM) ICso0 (LM)
(g/mol) ICs0 (LM)

C-44 466,55 - 0,80 + 0,01¢ 0,23 + 0,04

C-45 482,55 - 0,28 + 0,03 0,39 + 0,06°

C-49 666,80 - 0,63 + 0,01¢ 1,37 + 0,06
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A. 1 - Derivados selecionados para realizagcédo dos estudos de ancoragem (continuagao).

Citotoxica Antiviral

o Massa Molar  Inibicdo da NaK
Estrutura Cddigo ICso0 (LM) ICso0 (LM)
(g/mol) ICs0 (LM)

C-51 794,97 — 0,21 £ 0,00¢ NDP

C-54 927,08 - 0,24 £ 0,01° NDP

C-55 985,12 - 0,26 + 0,02¢ 1,27 + 0,07°
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A. 1 - Derivados selecionados para realizagcédo dos estudos de ancoragem (continuagao).

Citotoxica Antiviral

o Massa Molar  Inibicdo da NaK
Estrutura Cddigo ICso0 (LM) ICso0 (LM)
(g/mol) ICs0 (LM)

C-67 785,88 - - 6,27 + 0,94

C-68 785,88 — - ND'




A. 1 - Derivados selecionados para realizagcédo dos estudos de ancoragem (continuagao).
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Citotoxica Antiviral
o Massa Molar Inibicdo da NaK
Estrutura Cddigo ICs0 (LM) ICs0 (LM)
(g/mol) ICs0 (LM)
10,09 +
C-69 785,88 4,469 1,57 + 0,58
1,48
26,33 +
C-70 1074,13 — _

4,45
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A. 1 - Derivados selecionados para realizagcédo dos estudos de ancoragem (continuagao).

Citotoxica Antiviral

o Massa Molar  Inibicdo da NaK
Estrutura Cddigo ICso0 (LM) ICso0 (LM)
(g/mol) ICso (UM)

C-71 617,73 - - 2,79 + 0,10°

C-72 617,73 - - 0,98 + 0,17f
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A. 1 - Derivados selecionados para realizagcédo dos estudos de ancoragem (continuagao).

Citotoxica Antiviral

o Massa Molar  Inibicdo da NaK
Estrutura Cddigo ICso0 (LM) ICso0 (LM)
(g/mol) ICs0 (LM)

C-73 617,73 5,479 0,58 + 0,15¢ 0,55 + 0,07"

C-74 779,87 - - 4,29 + 0,06'
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A. 1 - Derivados selecionados para realizacdo dos estudos de ancoragem (continuacao).

Citotoxica Antiviral

o Massa Molar  Inibigdo da NaK
Estrutura Cddigo ICs0 (LM) ICs0 (LM)
(g/mol) ICs0 (LM)

C-76 474,63 1,999 0,19 + 0,03¢ 0,23 + 0,01f

C-77 431,56 0,849 0,34 + 0,03¢ 0,24 + 0,03

C-78 513,69 4,169 0,54 + 0,25¢ 0,60 + 0,11f
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A. 1 - Derivados selecionados para realizacdo dos estudos de ancoragem (continuacao).

Citotoxica Antiviral

o Massa Molar  Inibigdo da NaK
Estrutura Cddigo ICs0 (LM) ICs0 (LM)
(g/mol) ICs0 (LM)

C-79 574,79 6,609 1,43 + 0,36 0,44 + 0,03

C-80 541,12 10,829 1,38 + 0,43¢ 1,51 + 0,14

C-82 505,69 2,059 0,68 + 0,13° 1,46 + 0,33
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A. 1 - Derivados selecionados para realizacdo dos estudos de ancoragem (concluséo).

Citotoxica Antiviral

o Massa Molar  Inibigdo da NaK
Estrutura Cddigo ICs0 (LM) ICs0 (LM)
(g/mol) ICs0 (LM)

Ouabaina 584,65 - - 0,082

ND = Nao definido.

a Atividade antiviral determinada pelo ensaio de placas de lise. A ICso corresponde a concentra¢éo capaz de inibir 50% da replica¢éo da capa VR-733 (HSV-1)
em células Vero apés tratamento por (Su et al, 2008).

b Atividade antiviral determinada pelo ensaio de placas de lise. A ICso corresponde a concentracdo capaz de inibir 50% da replicagdo da capa KOS (HSV-1)
em células Vero ap6és 72 horas de tratamento (Bertol et al., 2011).

¢ Atividade citotoxica determinada pelo método colorimétrico MTT. A ICso corresponde a concentragdo capaz de reduzir a viabilidade celular (linhagem A549)
em 50% apos 48 horas de tratamento (Carvalho, 2012).

d Atividade citotoxica determinada pelo método colorimétrico SRB. A ICso corresponde a concentragdo capaz de reduzir a viabilidade celular (linhagem A549)
em 50% apos 48 horas de tratamento (Ramos, 2018).

€ Atividade citotoxica determinada pelo método colorimétrico SRB. A ICso corresponde a concentragdo capaz de reduzir a viabilidade celular (linhagem A549)
em 50% apos 48 horas de tratamento (Boff et al., 2019).

f Atividade antiviral determinada pelo ensaio de placas de lise. A ICso corresponde a concentracéo capaz de inibir 50% da replicagéo da capa KOS (HSV-1) em
células Vero apds 48 horas de tratamento (Boff et al., 2019).

9 Inibicdo da Na+/K+—ATPase determinada conforme metodologia descrita por Nolte et al., 2017 (Boff et al., 2019).
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B. 1 - Anélise por UPLC-PDA-ESI-MS do material obtido apés reacdo Il.

Tempo de retencao = 5,17 minutos

3: Diode Array
Joent 517 Range: 7 506e+1
e
6.0e+1 A |
5.0e+1
406+
=
30e+1
20e+d
10.83
10e+1 N
N 048 . — — T
j 100 200 300 100 500 500 700 500 T Te0o | 1000 1100 1200
2 ScanES-
B [M + HCOO] -
m/z 417,26
]
[M - H] + 41821
MM = 372,51 g/mol m/z 371,21
21934
3 T72.35
2726 27615 2sacs 28075 29780209 5y 280300 45 3179231893 32535 33266 406634274 3““3::;_3‘07 H#110 Wy |7 a7 0 *S30929 3993140133 4WIJ\B\’M“” [ amas 4347&4355454:”';

275 280 285 200 205 300 305 310 315 320 305 330 335 840 345 350 355 380

T T T T T t T T T 1 T T - T v T
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1. Scan ES+

o 385.27 373.29 1.34e8
C [M-H,O+H]* [M+H]*
m/z 355,27 m/z 373,29
M+K]*
m/z 411,15
=& 37430
;5522
[M + Na] *
33732
m/z 395,28 [M+H;CCN+H]*
om S m/z 414,30
< 390.30°
N 21918 28535 20 9341 30349 094131108 3194332143 3w :m | 3921 g 369.12 367 12.368.76 [ 3azss‘mz\]‘ |, [T, YiRE T i e L,
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Legenda: (A) perfil cromatogréafico do produto da reagdo de oxidagdo com H2CrOs (1b); (B) espectro
de massas obtido no modo ESI-negativo para o pico referente ao tempo de retencdo de 5,17 minutos
(principais adutos e fragmentos identificados); (C) espectro de massas obtido no modo ESI-positivo
para o pico referente ao tempo de retencdo de 5,17 minutos (principais adutos e fragmentos

identificados).
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B. 2 — Anédlise por UPLC-PDA-ESI-MS do material obtido ap6s reacao |ll.

Tempo de retencdo = 5,11 minutos

3 Diode Array
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10es1 A
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Legenda: (A) perfil cromatogréfico do produto da reacao de reducdo com NaBH4 (1c); (B) espectro de
massas obtido no modo ESI-negativo para o pico referente ao tempo de retencdo de 5,11 minutos
(principais adutos e fragmentos identificados); (C) espectro de massas obtido no modo ESI-positivo
para o pico referente ao tempo de retencdo de 5,11 minutos (principais adutos e fragmentos

identificados).
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B. 3 — Anédlise por UPLC-PDA-ESI-MS do material obtido apds reacgéo IV.

Tempo de retencdo = 7,29 minutos
3 Diode Array
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Legenda: (A) perfil cromatografico do produto da reacdo de tosilacdo com cloreto de p-
toluenossulfonila (1d); (B) espectro de massas obtido no modo ESI-negativo para o pico referente ao
tempo de retencdo de 7,29 minutos (principais adutos e fragmentos identificados); (C) espectro de
massas obtido no modo ESI-positivo para o pico referente ao tempo de retencdo de 7,29 minutos
(principais adutos e fragmentos identificados).
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B. 4 — Anélise por UPLC-PDA-ESI-MS do material obtido ap6s reacao V.

Tempo de retenc¢ao = 7,16 minutos

3 Diode Array
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Legenda: (A) perfil cromatografico do produto da reacé@o de azidagdo com NaNs (1e); (B) espectro de
massas obtido no modo ESI-negativo para o pico referente ao tempo de retencdo de 7,16 minutos
(principais adutos e fragmentos identificados); (C) espectro de massas obtido no modo ESI-positivo
para o pico referente ao tempo de retencdo de 7,16 minutos (principais adutos e fragmentos
identificados).
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5 — Analise por UPLC-PDA-ESI-MS do material obtido apds reagéo VII.

Tempo de retencao = 5,65 minutos

3 Diode Array
Range: 1.087e+2

10e+2 A
8.0e+1
LS
4.0e41 10.89
20e+1 - —
0.0 T T T T T T — T T T T T T T T T T T T T
100 200 300 200 500 0o 700 800 500 1000 1100 12,00
2. Scan ES-
1004 49465 0.00e6
B [M + HCOO] -
m/z 494,65
o
. cl N
[2M + HCOO] - ;
hios 61
m/z 944,08
+ 196 65 ’
[M-H] MM = 450,02 g/mol
m/z 448,63 las0 57
v iee [T
9678 4eppp WEIZ g4y g0 293485, 6532743 36032 L | A0e82 5092 ggu g mness 2 TR gsim o9113 1018304004 39 109871 gy 6 125282 158148 .
W00 | 450 | 200 | 250 | 800 | 350 | 400 | 450 = 500 | 550 | 600 | €50 | 700 | 750 | 600 | 650 | 00 | 950 ' 1000 1050 4100 = 1150 = 1200 | 1250
[M-H,0 +H]*
m/z 432,63
1 Scan ES+
1004 1.07e8
[M - Ct-H,CC=0-NH, - H,0 + H] *
m/z 339,56
(==) M+H]™
) ——————————————>
m/z 450,63
-
M- Cf
U s m/z 414,62
wysepom  (dae
107.23
AN g ;g 2269 453 55
d 24156 36,61 1 673.93 2059
bt bbbt bl b L0607 | AT 5353 6952970400 77364 86412 90019 9205 114531 122152 )
B B b e B L s B A B L AL A AL R AR RaS s SR Lesa Rosts aan e natas naces natsnanantlla
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 Q00 950 1000 1050 1100 1150 1200 1250

Legenda: (A) perfil cromatogréfico do produto da reagdo do primeiro acoplamento com cloreto de
cloroacetila (19); (B) espectro de massas obtido no modo ESI-negativo para o pico referente ao tempo
de retencdo de 5,56 minutos (principais adutos e fragmentos identificados); (C) espectro de massas
obtido no modo ESI-positivo para o pico referente ao tempo de retengdo de 5,56 minutos (principais
adutos e fragmentos identificados).
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APENDICE C

Modelo 1 (Isoforma az)

180° — : [ 80° !D;S;) — o 1§
D [
beral (licina Prolina Pré-Proling

93,5% (923/987) de todos os residuos de aminoacidos em regiao FAVORAVEL.
99,2% (979/987) de todos os residuos de aminoacidos em regido PERMITIDA.
Outliers: 8 aminoacidos

(98 Gly, 99 Gly, 314 Glu, 501 Pro, 506 Val, 566 Pro, 576 Val e 1016 Trp)

\\‘ \ ““\ \\
o ‘ . \ /@ ’ 7 \@ )
qu‘\ \\\ 0 ‘\\ W “ ‘ o \: “\\\‘77\ 1l
B ?‘ @ = )
| S \ / P
180° L 180° 180° o 180° 180° L 180° 180° I 180°
D () D [
Geral (licina Prolina Pré-Proling

92,6% (913/986) de todos os residuos de aminoacidos em regiao FAVORAVEL.
99,4% (980/986) de todos os residuos de aminoacidos em regiao PERMITIDA.
QOutliers: 6 aminoacidos

(96 Gly, 97 Gly, 563 Pro, 573 Leu, 733 llee 1013 Trp)
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Modelo 3 (Isoforma as)

beral (licina Prolina Pré-Proling

93,5% (924/988) de todos os residuos de aminoacidos em regiao FAVORAVEL.
99,6% (984/988) de todos os residuos de aminoacidos em regido PERMITIDA.
QOutliers: 4 aminoacidos

(304 Gly, 556 Pro, 566 Val e 976 Ser)

.....

Geral {licina Prolina Pré-Proling

93,8% (922/983) de todos os residuos de aminoacidos em regidao FAVORAVEL.
99,2% (975/983) de todos os residuos de aminoacidos em regido PERMITIDA.
Qutliers: 8 aminoacidos

(106 Gly, 107 Gly, 217 Gln, 336 Ile, 473 Ser, 507 Ser, 582 lle e 742 lle)
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C. 1 - Analise Verify3D do modelo construido para a isoforma a:.

83.52% of the residues have
averaged 3D-1D score >= 0.2
Pass

At least 80% of the amino acids have scored >= 0.2 in the 3D/1D profile.

Verify3D: (alfa1_alin_opt.pdb)

] Averaged Score [l Raw Score

0.6 . . .
s o 4 . . 2 ) 50 . . L
A A R N N N A A
T S ST FF AL F ST ITF S ST FE LS E TS LS F S S S
Y0P I PP P VI P OEFIFT VI IT TP PTEF P S QDIPTSR

C. 2 — Analise Verify3D do modelo construido para a isoforma a..

82.19% of the residues have
averaged 3D-1D score >=0.2
Pass

At least 80% of the amino acids have scored >= 0.2 in the 3D/1D profile.

Verify3D: (alfa2_alin_opt.pdb)

] Averaged Score [l Raw Score

“ e s . . . . . . e . . . .

06 . . .
-0.8 - - - .s
Y 2 BN > Y A N Y N A Y > A A A A
e F T T TS S L LTSI LTS TS EIFES LSS S ELL 8
VIV VPP I IFY VP OVE FPITIFTIFTFTEFTS T EFIFTEPL L FIFTFSF S &
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C. 3 - Analise Verify3D do modelo construido para a isoforma as.

81.72% of the residues have
averaged 3D-1D score >= 0.2
Pass

At least 80% of the amino acids have scored >= 0.2 in the 3D/1D profile.

Verify3D: (alfa3_alin_opt.pdb)

E——] Averaged Score |l Raw Score

0.8 - . - .

. se e .

N o SRR, AR NN
TR R E N S LG L T T A S
' j .E#‘&/-:?ﬁ 5 : %’ﬂ%%ﬁ% b

£l b belater | ok L™ ool " |ekures . WE: R

| A - A s b
3 e e %+ P 8 I e T
0.2
bl L. o $d s i 1 _
N & N N A N A N A A A U 2
O O g g e S S P S S S SR G I S gl St
VIV IVPF P IP VP FP PP PP VI I I TSP ELTFTS 0P G FFTFISF S S S S

C. 4 — Analise Verify3D do modelo construido para a isoforma as.

80.30% of the residues have
averaged 3D-1D score >= 0.2
Pass

At least 80% of the amino acids have scored >= 0.2 in the 3D/1D profile.

Verify3D: (alfa4_alin_opt.pdb)

] Averaged Score [l Raw Score

06 . i B, ° . . . ° % . . .
N - . o BRE . 3 . . . P S “ | siim

o A N N A & A & 2] S & N N A A A & ERY & A
TS S T ST L T F LI ST LN L LS TS TS TS LTS 8
@ VOGP VO PP PP EEITITITIT VFE T FT PP 0 QP FPFF PSP 3
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C. 5 - Analise ERRAT do modelo construido para a isoforma a.

Overall quality factor**: 88.163

99%

Error value*

95%

160 80
Residue # (window center)

200 220 240 260 280 300

Legenda: as regifes aceitaveis sdo mostradas nas colunas cinzas e as regides que podem ser
rejeitadas em um nivel de confianca de 95% e 99% sdo mostradas em colunas amarelas e vermelhas,
respectivamente.

C. 6 — Analise ERRAT do modelo construido para a isoforma a..

Overall quality factor**: 86.415

99%

95%

Error value*

160 180
Residue # (window center)

200 220 240 260 280 300

Legenda: as regides aceitaveis sdo mostradas nas colunas cinzas e as regides que podem ser
rejeitadas em um nivel de confianca de 95% e 99% sao mostradas em colunas amarelas e vermelhas,
respectivamente.
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C. 7 — Analise ERRAT do modelo construido para a isoforma as.

Overall quality factor**: 87.768

©
©
B

Error value*
w
[4)]
=

140 = 160 180 200 220
Residue # (window center)

240 260 280 300 320

Legenda: as regibes aceitaveis sdo mostradas nas colunas cinzas e as regides que podem ser

rejeitadas em um nivel de confianca de 95% e 99% sdo mostradas em colunas amarelas e vermelhas,
respectivamente.

C. 8 — Andlise ERRAT do modelo construido para a isoforma a..

Overall quality factor**: 87.718

Error value*

| |
¥
|

280 300 320
Residue # (window center)

80 100 120 140 200

Legenda: as regides aceitaveis sdo mostradas nas colunas cinzas e as regides que podem ser

rejeitadas em um nivel de confian¢a de 95% e 99% sdo mostradas em colunas amarelas e vermelhas,
respectivamente.
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C. 9 - Andlise Z-Score dos modelos construidos.

2 i
o i i : i 4‘ i : i ;
lsoforma o lsoforma &y lsoforma oy lsoforma z; Y
(Proteina Molde)
C. 10 - Andlise da Qualidade do Modelo Local dos modelos construidos.
Pl ha V0 R LT
TSRV [V R

Sequence positon

lsoforma o lsoforma lsoforma o lsoforma o 33

(Proteina Molde)



APENDICE D

Tabela D. 1 — Derivados selecionados na simulagdo de ancoragem frente a

isoforma a; empregando o pacote computacional OEdocking.

15

Cédigo Probabilidade Qualidade do Resultado Pontuacao Total

1 C-44 0,72 Bom - 7,07
2 1p 0,50 Mediocre - 6,99
3 1E 0,50 Mediocre - 6,86
4 1F 0,42 Mediocre -6,73
5 C-02 0,85 Otimo - 6,44
6 1o 0,50 Mediocre - 6,20
7 C-45 0,72 Bom - 6,09
8 1L 0,50 Mediocre - 6,07
9 1K 0,50 Mediocre - 5,89
10 C-43 0,5 Mediocre - 5,89
11 1G 0,72 Bom - 5,33
12 C-77 0,72 Bom - 5,06
13 Prod 2 0,50 Mediocre -4,75
14 1 0,50 Mediocre -4,51
15 1P 0,50 Mediocre -4,42
16 C-79 0,42 Mediocre

Os derivados considerados como “ativos” foram destacados em negrito.
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Tabela D. 2 — Derivados penalizados na simulacéo de ancoragem frente a

isoforma a; empregando o pacote computacional OEdocking.

Codigo Probabilidade Qualidade Clash  Pontuacéo Total

1 C-82 0,50 Mediocre 0,67 - 5,86
2 C-03 0,50 Mediocre 1,30 -5,61
3 Ouabaina 0,91 Otimo 0,65 -5,31
4 C-09 0,42 Mediocre 0,70 - 4,30
5 C-17 0,42 Mediocre 1,34 - 3,10
6 C-18 0,50 Mediocre 1,43 -2,54
7 C-78 0,42 Mediocre 0,99 - 1,99
8 C-16 0,82 Otimo 0,82 -1,76
9 C-04 0,50 Mediocre 1,18 -1,43
10 C-08

11 C-49

Os derivados considerados como “ativos” foram destacados em negrito.
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Tabela D. 3 — Derivados selecionados na simulagcdo de ancoragem frente a

isoforma az empregando o pacote computacional OEdocking.

Cddigo Probabilidade Qualidade do Resultado Pontuacao Total

1 1F 0,42 Mediocre - 5,69
2 C-82 0,42 Mediocre -5,51
3 C-02 0,85 Otimo -5,31
4 C-44 0,72 Bom - 5,04
5 1E 0,50 Mediocre - 5,04
6 18 0,50 Mediocre -4,92
7 C-77 0,50 Mediocre -4,89
8 Prod 1 0,50 Mediocre - 4,87
9 1) 0,50 Mediocre -4,52
10 1c 0,50 Mediocre -4,44
11 Ouabaina 0,99 Otimo - 4,25
12 C-76 0,50 Mediocre - 4,22
13 C-45 0,72 Bom -4,21

14 1Gc 0,72 Bom -4,16

Os derivados considerados como “ativos” foram destacados em negrito.



18

Tabela D. 4 — Derivados penalizados na simulacéo de ancoragem frente a

isoforma a; empregando o pacote computacional OEdocking.

Codigo Probabilidade Qualidade Clash  Pontuacéo Total
1 C-18 0,50 Mediocre 2,20 - 4,20
2 C-17 0,50 Mediocre 2,45 - 3,96
3 C-16 0,82 Otimo 1,04 -2,41
4 C-49 0,50 Mediocre 0,98 - 1,36
5 1M 0,42 Mediocre 2,01 - 0,89
6 C-43 0,42 Mediocre 2,00 -0,80
7 1K 0,42 Mediocre 2,00 - 0,80
8 1L 0,42 Mediocre 1,98 - 0,67
9 Prod 2 0,42 Mediocre 1,97 - 0,03
10 C-80 0,42 Mediocre 2,00 0,68
11 C-78 0,42 Mediocre 2,00 0,81
12 10 0,42 Mediocre 2,33 0,98
13 1p 0,42 Mediocre 2,33 1,09

Os derivados considerados como “ativos” foram destacados em negrito.



