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“E melhor tentar e falhar, que preocupar-se e
ver a vida passar.
E melhor tentar, ainda que em vado que
sentar-se, fazendo nada até o final.
Eu prefiro na chuva caminhar, que em dias
frios em casa me esconder.
Prefiro ser feliz embora louco, que em
conformidade viver.”

(Martin Luther King)


http://pensador.uol.com.br/autor/martin_luther_king/

INIBIGAO DA AROMATASE POR ACIDO VALPROICO NO AUTISMO

O autismo pertence ao Transtorno do Espectro do Autismo (TEA), e é caracterizado
pelo comprometimento da comunicacdo, interacdo social, comportamento
estereotipado e restritos interesses do individuo. A etiologia do autismo ainda é
desconhecida, mas diversos estudos apontam para uma origem multifatorial. No
autismo, alguns componentes enddgenos encontram-se alterados. Dentre esses, a
testosterona destaca-se por apresentar niveis séricos elevados. Diversas isoenzimas
do citocromo P450 apresentam atividade de detoxificagcdo de farmacos. A aromatase
(CYP19A1) é uma isoenzima do citocromo P450, responsavel pela biossintese de
estrogénios a partir de precursores androgénicos. A reacdo catalitica ocorre em um
processo de trés etapas que resultam na aromatizacdo de um dos anéis que formam
0 esqueleto da estrutura basica dos esteroides. A aromatase encontra-se
principalmente na placenta e nos foliculos dos ovarios € em menores concentragoes
no figado, musculo e cérebro. O acido valproico (VPA) é um farmaco da classe de
anticonvulsivantes e é também utilizado como estabilizador de humor. Entretanto,
essa classe apresenta-se como um grupo de substancias com potencial teratogénico
quando utilizados por gestantes esta relacionado ao aumento dos riscos de
surgimento de autismo. O VPA é um dos principais farmacos dessa classe atuando
como inibidor de aromatase. O uso do VPA em mulheres esta associado a efeitos
adversos como ovarios policisticos, anovulagdo e hiperandrogenismo. O objetivo
deste trabalho foi avaliar o mecanismo de inibicdo da aromatase pelo VPA,
relacionado ao Autismo. Para isso, aplicacao de ferramentas de Bioinformatica para a
modelagem da estrutura molecular do VPA, otimizagao da estrutura, docking no sitio
ativo da aromatase e analise dos principais residuos envolvidos na inibicdo da enzima
foram utilizados. Como resultado, a analise sobre os principais residuos envolvidos
na inibicdo da enzima pelo VPA, sugere que a Arg115 é o residuo fundamental para
que ocorra a inibicdo enzimatica. A energia de interagcdo com o VPA é significativa
frente a interagdo que ocorre com precursores androgénicos. O impedimento estérico
gerado pelo ancoramento do VPA a um residuo n&o envolvido na aromatizagao do
precursor androgénico, revela o mecanismo de inibicdo da enzima pelo VPA. Os
resultados apresentados nesse estudo sugerem que 0s niveis séricos elevados de
testosterona podem ter como fundamento a inibicdo da CYP19A1 através do uso do
VPA. Além disso, os resultados obtidos auxiliam na elucidag¢ao estrutural dos fatores
principais no desenvolvimento de novos e promissores inibidores seletivos desta
enzima. O mecanismo de agéo explicado através de metodologia de bioinformatica
contribui de maneira significativa nos avangos dos estudos sobre a eitologia do
autismo.

Palavras-chave: autismo; aromatase; acido valproico; docking.
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1. INTRODUGAO

1.1 Transtorno do Espectro do Autismo

O Transtorno do Espectro do Autismo (TEA), descrito inicialmente por Hans
Asperger em 1938 e, seguido por um relato de uma populagao de 11 criangas feito por
Leo Kanner, em 1943, caracteriza-se por uma série de condicbes comportamentais
compreendendo disturbios do encéfalo que englobam o transtorno autista imaturo,
Sindrome de Asperger eTranstorno Invasivo do Desenvolvimento Nao Especificado
(TDNE) (Kogan et al., 2009). O TEA é caracterizado pelo comprometimento da
comunicagao e interacao social, pelo comportamento estereotipado e pelos restritos
interesses. Cerca de 70% dos individuos caracterizados com autismo apresentam
deficiéncia intelectual e de 25% a ocorréncia de epilepsia (Tuchman e Rapin, 2002;
Baird et al., 2006). Um estudo de Kogan e colaboradores, em 2009, apresentou que a
incidéncia do diagnostico de TEA, entre as criangas norte-americanas com idade de
3 a 17 anos, foi estimada como 110 casos em 10.000 individuos (1:91) (Kogan et al.,
2009). Em 2012, a estimativa de diagndstico apresentada por Elsabbagh e
colaboradores, € de 62 em 10.000 individuos (Elsabbagh et al., 2012).

O autismo é caracterizado por deficiéncias em trés dominios: a) na interagao
social, b) na linguagem, na comunicagéo e, c) em interesses e atividades restritos
(Tuchman e Rapin, 2002; Gadia, Tuchman e Rotta, 2004). O diagndstico é clinico e
baseia-se nos critérios descritos no Manual Estatistico e Diagndstico da Associagao
Americana de Psiquiatria, o DSM (Gadia, Tuchman e Rotta, 2004). A etiologia do
autismo ainda € desconhecida, mas diversos estudos apontam para uma origem
multifatorial. InUmeros, estudos na area da genética (Abrahams e Geschwind, 2008;
Sarachana et al., 2011; Hall e Kelley, 2013), bioldgicas (Belmonte et al., 2004),
ambiental e de desenvolvimento (Elsabbagh et al., 2012) contribuem para o avango
da compreensao da doenca. Além desses, também merece destaque a validacio de
instrumentos de triagem e diagndstico, que auxilia na redugéo da heterogeneidade da
caracterizagao clinica em estudos de investigacao, e o estabelecimento de um modelo

animal de autismo (Bambini-Junior et al., 2011), que permite estudos mais detalhados
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sobre o comportamento e o metabolismo, tais como: mecanismo de acéo de farmacos
para o tratamento dos sintomas relacionados ao espectro, vias metabdlicas e
avaliagao de niveis séricos de componentes enddgenos. Dentre os componentes
enddgenos, a testosterona destaca-se por apresentar niveis séricos elevados. Os
resultados apresentados em estudos que relacionam niveis de testosterona durante a
gestacédo e comportamento autista mostram que criancas de 18 - 24 meses de idade
e de 6 - 9 anos demonstram “tragos” autistas (Auyeung et al., 2009; Auyeung et al.,
2010), assim como interesses restritos aos 48 meses (Knickmeyer et al., 2005).
Recentemente, foi descrito que criangas diagnosticadas com autismo possuem um
aumento dos niveis de testosterona na saliva quando comparado aos niveis em

criangas com desenvolvimento tipico (Majewska et al., 2013).

1.2 Aromatase

A aromatase, uma isoenzima do citocromo P450, também é conhecida como
CYP19A1. Essa enzima €& composta por 503 residuos de aminoacidos e um
grupamento heme no sitio catalitico (Figura 1) e esta localizada na membrana do
reticulo endoplasmatico (Ghosh et al., 2009; Jiang e Ghosh, 2012). A aromatase
apresenta alta especificidade por androstenediona (ASD, sigla em inglés),
testosterona (TST) e 16a-hidroxitestosterona (HTST), sendo que todas possuem a
mesma estrutura basica derivadas do ciclopentanofenantreno (gonano) (Figura 2). Ao
ligar-se a estes substratos, a enzima promove a catalise e conversao em estrona, 173-
estradiol e 17a,16[3-estriol, respectivamente. Entre os vertebrados, a aromatase ¢é a
unica enzima conhecida que catalisa a biossintese de estrogénios a partir de

precursores androgénicos.
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Figura1. Estrutura cristalografica da aromatase (PDB 3S79). (A) Estrutura cristalografica da
aromatase destacando — linha vermelha tracejada - o sitio catalitico da enzima e ligante
(androstenediona). (B) Ampliacdo do sitio catalitico destacando a disposicdo dos residuos de
aminoacido envolvidos na interagdo molecular com a androstenediona (Figuras elaboradas em The
PyMOL Molecular Graphics System, Version 1.3 Schrédinger, LLC)

Figura 2. Estrutura basica de esteroides. Ciclopentanofenantreno.

A reacgao catalitica ocorre por um processo de trés etapas, resultando na
aromatizagao do anel A da estrutura basica andrégena. Cada etapa da reagao requer
um mol de Oz, um mol de NADPH e NADPH citocromo redutase. Nas duas primeiras
reagcoes ha uma reacao tipica de hidroxilagdo na metila C19. Como consequéncia, a
aromatizacao do anel A ocorre na etapa final da catalise, conforme representado na
Figura 3. Muitas outras isoenzimas do citocromo P450 sao responsaveis pelo
metabolismo de uma grande variedade de compostos endégenos e xenobidticos.

A aromatase tem sido intensamente estudada nas ultimas décadas, entretanto,

0 seu mecanismo de agao ainda é pouco esclarecido. Muitos farmacos séao Inibidores
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de Aromatase (IA) e s&o utilizados para impedir a sintese de estrogénio tendo como
finalidade o tratamento de canceres. Derivados triazolicos como anastrazol e
lanotrazol, e analogos de esteroides, como exemestano, sao farmacos IA amplamente

aplicados no tratamento de endometriose, cancer de ovario, de mama, entre outros.
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Figura 3. Reagao catalitica da CYP19A1. No primeiro passo, ocorre a hidroxilagdo do C19 da
androstenediona seguida de uma segunda hidroxilagdo no mesmo carbono, gerando C19-diidroxi-
androstenediona. Ocorre uma desidratagao levando a formagao da C19-aldeido-androstenediona. Em
seguida, um ataque nucleofilico ao H em C2 pela Thr310 e o grupamento cetona da Ala306, ao mesmo
tempo que ocorre um ataque eletrofilico a carbonila em C3 pela Asp309. Dessa forma, os elétrons sao
deslocados, auxiliados pelo Fe do grupamento heme, formando o sistema aromatico e gerando os
produtos acido férmico e estrona. (Adaptado de Suvannang e colaboradores, 2011).



1.3 Acido Valproéico

Farmacos anticonvulsivantes também tém se apresentado como uma classe
de farmacos importantes na inibicdo do CYP19A1. Efeitos adversos comuns em
pacientes que fazem uso continuo dessa classe de medicamentos, sao
consequéncias diretas de alteragbes hormonais, como ovarios policisticos,
anovulacao, obesidade, desordens menstruais, alteracdes das concentragdes séricas
de hormédnios sexuais e hiperandrogenismo (El-Khayat et al., 2004; Morrow et al.,
2006; Krepula et al., 2012). Jacbsen e colaboradores avaliaram a inibicado do
CYP19A1 utilizando vinte farmacos anticonvulsivantes usados como mono ou
politerapia no tratamento de criangas com epilepsia, e observou que sete farmacos
foram capazes de inibir aromatase, dentre esses farmacos destacam-se a
etossuximida, o fenobarbital e o acido valproéico (VPA) (Jacobsen, Halling-Sorensen e
Birkved, 2008).

Alguns farmacos antiepiléticos (FAE) sao utilizados como estabilizadores de
humor e controle de disturbio convulsivo. Entretanto, muitos desses farmacos séo
teratogénicos quando utilizados por gestantes, oferecendo um aumento do risco de
malformagdes congénitas no embridao e no feto (Moore, 2000; Morrow et al., 2006;
Ornoy, 2009). Criancas expostas a esses medicamentos durante o periodo fetal, em
especial o VPA (Bromley et al., 2010), sdo mais vulneraveis a apresentar um
desenvolvimento cognitivo reduzido além de malformagbes congénitas e
caracteristicas autistas (Moore, 2000; Eriksson et al., 2005). Os elevados niveis de
testosterona durante o desenvolvimento é apontado como fator de risco para o TEA,
de acordo com diversos estudos que apresentam que os niveis de testosterona fetal
aumentado estd associada ao TEA e caracteristicas autistas. Estudos em animais
mostram que a administracao de acido valpréico em ratas Wistar prenhes resulta em
uma prole com comportamento semelhante ao apresentado por individuos com
diagndstico de autismo (Bambini-Junior et al., 2011). A representagdo molecular do

VPA pode ser vista na Figura 4.



Figura 4. Estrutura molecular do acido valproico.

1.4 Modelagem molecular in silico como ferramenta na avaliagao de moléculas

A modelagem molecular in silico refere-se a qualquer estudo aplicado a
métodos fisicos ou tedricos para explicar um comportamento observado ou previsto
de moléculas utilizando ferramentas computacionais (Roncaglioni e Benfenati, 2008).
Através desta abordagem, a descoberta e o planejamento de novos farmacos tornam-
se mais atrativos pois o uso desta ferramenta é capaz de proporcionar uma redugao
do tempo na obtencido de resultados e, também, dos altos custos envolvidos em
pesquisas (Magalhdes, 2007). Com a modelagem molecular, é possivel avaliar
parametros toxicolégicos de compostos frente a importantes alvos, planejar
teoricamente moléculas que apresentem propriedades eletrénicas e estruturais para
um encaixe adequado ao receptor (Kitchen et al., 2004). O desenvolvimento de
técnicas de modelagem molecular foi possivel através da determinagéo da estrutura
tridimensional de proteinas e outras moléculas por cristalografia de raios-X e
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), assim como do conhecimento de quimica
molecular e quantica e a aplicacdo da tecnologia computacional.

Para os estudos em modelagem molecular, dois métodos teodricos séo
aplicados: os baseados em mecanica classica e os em mecanica quantica (MQ). Na
mecanica classica, a estrutura molecular é tratada como uma série de esferas
carregadas ligadas por bastdes. Nesse método, ndo € considerado a posicao dos
elétrons. A mecanica classica é utilizada para calcular as diversas interagdes e
energias (campos de forga) resultantes do alongamento das ligagdes, angulo de

flexao, interacdes nao-ligadas e energias de tor¢cdo (Magalhaes, 2007; Patrick, 2009)
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Na mecanica quantica, o efeito das interagbes eletrénicas sdo levados em
conta, o que resulta em dados muito mais precisos. As propriedades da molécula sao
calculadas através da fisica quantica, onde os elétrons e o nucleo de cada atomo séo

considerados, com a aplicagdo da equacao de Schrédinger (equacao 1):

FY=EY (1)

De forma bastante simplificada, o operador hamiltoniano (H) descreve as
energias potenciais e cinéticas entre elétrons e nucleo levando em consideracéo a
posicao espacial de cada particula; o W é a fungdo de onda, que € uma funcao da
posicdo da particula e do tempo, e 0 E € a energia total do sistema (Cramer, 2005).
Os métodos de MQ tém se tornado cada vez mais populares no desenvolvimento de
farmacos auxiliado por computador, principalmente devido a alta importancia do uso
de rotinas com métodos de MQ em todas as fases do desenvolvimento in silico de
farmacos (Raha, 2007), o custo computacional — devido ao grande numero de
elétrons envolvidos — ainda é um fator limitante. Estruturas polieletronicas apresentam
calculos mais complexos e, para a obtencéo de calculos mais provaveis e executaveis,
sado feitas aproximacdes como, por exemplo, estudos da Teoria do Funcional da
Densidade (DFT, sigla em inglés), que considera a densidade eletrbnica (Tostes,
1998). Na DFT, o sistema é descrito em termos de densidade eletrénica p(r), a qual
depende somente de trés coordenadas espaciais, ao invés de funcbes de onda, e a
energia total de um sistema multieletrénico é expresso como fung¢ao da densidade de
carga dos elétrons, através da resolugcao das equagdes de Kohn-Sham (Hohenberg e
Kohn, 1964; Kohn e Sham, 1965).

1.4.1 Ancoramento molecular (Docking)

Métodos e ferramentas computacionais tém sido desenvolvidos e aplicados
visando o estudo especifico dos principios pelos quais os alvos moleculares
reconhecem, interagem e se associam com moléculas ativadoras ou inibidoras
(Perola, Walters e Charifson, 2004). O conhecimento dos mecanismos envolvidos
nestas interagcbes € um dos aspectos essenciais para o sucesso na descoberta e

planejamento de novos farmacos, area conhecida como Desenho Racional de
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Farmacos Baseado em Estrutura (DRFBE) (Kuntz, 1992). O método in silico mais
utilizado para o estudo das interacdes entre ligantes e macromoléculas (enzimas,
receptores proteicos) € o docking molecular.

Os estudos de docking tém evoluido principalmente a respeito do
desenvolvimento de drogas de uso medicinal (Sousa, Fernandes e Ramos, 2006). O
docking molecular pode ser definido como uma predigdo de interacdo, por exemplo,
do modo de ligagao entre ligante e receptor, além de interagbes entre proteinas
(Brooijmans e Kuntz, 2003). Prever as caracteristicas de interacdo entre ligantes e
seus alvos moleculares, é o principal objetivo do docking molecular. O conhecimento
prévio a respeito do ligante e do receptor, como o espago de interagdo no sitio
catalitico, cargas envolvidas, tipos de interagdes, permitem que detalhes do método
sejam mais precisos (Goodford, 1985).

Diversas ferramenta de bioinformatica sdo amplamente utilizadas para o
docking. As mais utilizadas sao os softwares Autodock e Dock, respectivamente, de
acordo com Sousa e colaboradores (2006). O uso do software Autodock tem se
destacado nos ultimos anos por proporcionar qualidade aos resultados e por ser
gratuito (Sousa, Fernandes e Ramos, 2006) (Figura 5). Outros softwares, como o
Autodock Vina (Vina), apresenta-se como uma alternativa ao Autodock. Além de ser
um software mais simples, a velocidade de execug¢ao do Vina € superior a velocidade

apresentada pelo Autodock.
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Figura 5: Frequéncia de utilizagdo dos programas de docking. Andlise dos cinco programas mais

comuns através do ISI Web of Science (Adaptado de Sousa e colaboradores, 2006).



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a interacao entre o CYP19A1 e o acido valprdico, buscando elucidar o

mecanismo molecular de inibicdo da enzima.

2.2 Objetivos Especificos

1. Obter a melhor conformacao do VPA no sitio catalitico da aromatase
através da técnica de docking;

2. Avaliar os principais residuos de interagdo com o ligante afim de
caracterizar o sitio catalitico.



3. METODOLOGIA

3.1 Dados estruturais da Aromatase

A estrutura proteica utilizada neste estudo foi obtida através dos dados
cristalograficos da aromatase placentaria humana - citocromo P450 (CYP19A1) -
complexada com o precursor androstenediona. Os dados cristalograficos (PDB ID:
3S79) foram obtidos por Ghosh e colaboradores através de difragdo de raios X em um
grau de resolugéo de 2,75 A (Ghosh et al., 2012).

3.2 Estrutura molecular do VPA

A estrutura molecular do VPA foi desenhado com o auxilio do programa Marvin
Sketch versao 5.4.1.0 (Marvin Beans Suite — ChemAxon) e seu estado de protonagéo
no pH 7,2 definido com a ferramenta “Protonation -> pKa” do mesmo programa. Afim
de obter-se a melhor conformacéo para usa-la como semente na metodologia de
docking, a estrutura molecular do VPA foi submetida a procedimentos de minimizagéo

energética, como segue:

(1) Otimizacdo geométrica classica utilizando o cédigo FORCITE do pacote
Materials Studio — Accelrys parametrizado com o campo de forga Universal.
Os parametros de tolerancia de convergéncia utilizados foram 2,0 x 10-°
kcal/mol (energia total de variacéo), 0,001 kcal/mol.A™" (forga méaxima por

atomo) e 1,0 x 10 A (deslocamento atdmico maximo).

(i) Utilizando a estrutura gerada no passo anterior foi realizado uma busca
conformacional através do método de annealing com variagdo de
temperatura entre 300 kelvin e 500 kelvin ao longo de 100 ciclos. Ao final
de cada ciclo a conformacao resultante sofreu um processo de minimizagao

energética novamente através do uso do campo de forga Universal nas
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especificagdes citadas anteriormente. Os resultados foram organizados em
ordem decrescente de energia potencial total e a conformagdo de menor

energia foi escolhida para prosseguir o experimento.

(i) A conformagdo de menor energia selecionada no passo anterior foi
submetida a um refinamento conformacional através do método quantico
DFT implementado no cédigo DMOL3 (Delley, 1990; 2000) do pacote
Materials Studio — Accelrys. O nivel de teoria utilizado foi o “Generalized
Gradient Approximation” (GGA, em inglés) com o funcional de correlagao
Perdew-Burke-Ernzerhof (PBE, em inglés) (Perdew, Burke e Ernzerhof,
1996).

3.3 Docking

O docking molecular foi realizado utilizando o programa Autodock versao 4.2
(Morris, 1998; Huey et al., 2007; Morris et al., 2009) para a selecao da melhor
conformacdao do VPA ao sitio catalitico da enzima. A estrutura cristalografica da
CYP19A1 humana (PDB ID 3S79) utilizada para analise foi elucidada por Gosh e
colaboradores (2012), a 2,75 A de resolucéo (Ghosh et al., 2012). Os parametros de
docking formam ajustados para melhor representar as interagdes relevantes no sitio
catalitico, afim de garantir maior acuracia ao procedimento. Para este fim, foi realizado
o redocking.

Foram realizados 10 procedimentos de docking consecutivos, sendo que cada
um utilizou uma semente independente (inicio do processo de busca conformacional)
e gerou 50 possiveis conformacgdes. Ao total foram obtidas 500 poses, as quais foram
agrupadas em clusters com critério de 1,5 A e ordenados de acordo com a energia de

ligacao calculada pelo Autodock 4.2 durante o procedimento.
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3.4 Otimizagao Classica do resultado do docking

Dentre os resultados obtidos no docking, foi selecionada a conformagao mais
representativa do cluster de menor energia e também mais populoso. Esta
conformacao foi entdo adicionada ao arquivo contendo os dados d estrutura da
aromatase (livre do ligante cristalografico) e foram adicionados atomos de hidrogénio
ao sistema afim de submeté-lo a um processo de minimizagao energética classica
para a obtengdo de um estado energético mais favoravel a interagdo com o receptor.
A otimizagdo energética foi realizada em duas etapas. Na primeira, somente os
atomos de hidrogénio de todo o sistema (aromatase e VPA) tiveram suas posicoes
ajustadas. Na segunda etapa, a molécula de VPA e todos os atomos de hidrogénio da
aromatase ficaram livres para o ajuste de suas posi¢des atbmicas. Para a otimizagéo
geométrica classica foi utilizado o cédigo FORCITE do pacote Materials Studio —
Accelrys parametrizado com o campo de forga Universal. Os parametros de tolerancia
de convergéncia utilizados foram 2,0 x 10 kcal/mol (energia total de variagéo), 0,001

kcal/mol A (forga maxima por atomo) e 1,0 x 10 A (deslocamento atémico maximo).

3.5 Obtencao das imagens

Imagens do complexo cristalografico (3S79) e dos complexos gerados por
ancoramento molecular foram obtidas com o programa PyMOL Molecular Graphics

System, Version 1.3.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Estrutura molecular do VPA

Para melhor mimetizar o comportamento molecular em condig¢des fisioldgicas,
o estado de protonagado da molécula de VPA foi avaliada. Conforme a Figura 6, os
resultados obtidos mostram que cerca de 99,13% - 99,45% (pH 7,2 — 7,4,
respectivamente) das moléculas de VPA encontra-se no estado desprotonado em
condicgdes fisioldgicas. A representacdo molecular do VPA em condigdes fisioldgicas

pode ser visualizada na Figura 7.

VPA
100
Of\q/
X 5014
0 ‘ 73 T
0.0 72 13.4
pH

—— Forma desprotonada
Forma protonada

Figura 6: Proporgdo do estado de protonagao. Variagdo do estado de protonagao, conforme o pH do

meio.
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Figura 7: Estado de protonagao do VPA em condicdes fisioldgicas.

4.2 Redocking

O redocking do ligante cristalografico (androstenediona) foi realizado,
mantendo a estrutura flexivel e a proteina rigida, e mostrou resultados satisfatérios
(Figura 8), confirmado pelo valor de Root Mean Square Deviation (RMSD) obtido: 0,72
A. Segundo Brooijmans e colaboradores, resultados inferiores a 2,0 A representam
boa acuracia para sistemas envolvendo o docking de pequenos ligantes em proteinas
(Brooijmans e Kuntz, 2003), o que indica que neste estudo a utilizagdo do software

Autodock versao 4.2 é capaz de propor um modelo de interacao confiavel.

O Conformacéao Cristalografica

. Conformagao do Redocking

Figura 8. Redocking. Redocking da androstenediona.
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4.3 Docking VPA/ CYP19A1

Afim de garantir a reprodutibilidade dos resultados, foram realizados 10
procedimentos de docking, sendo que ao total foram geradas 500 conformagdes.
Estas conformagdes foram agrupadas em clusters (Figura 9) conforme a energia de
interacéo definida durante o docking e separadas por um critério de RMSD de 1,5 A.
Das 500 conformacgbes analisadas, 257 pertenciam ao cluster de menor energia (~
-5,23 kcal/mol) e 140 poses ao segundo cluster. A diferengca energética observada
entre as conformacodes destes dois clusters € de aproximadamente 0,02 kcal/mol e
estruturalmente nao representaram diferencas apds a otimizacao classica dos
resultados. Desta forma, foi escolhida para analise a conformagao representativa do

maior cluster, com energia de -5,23 kcal/mol e ki calculado de 146,3 uM.

® Cluster 1
m Cluster 2
m Cluster 3
m Cluster 4
® Cluster 5
W Cluster 6

Cluster 7

Cluster 8

140

Figura 9. Cluster. Distribuicdo das conformacgdes resultantes do docking, agrupadas por critério de

menor energia.

Afim de buscar a interagado mais adequada entre os residuos de aminoacido do
sitio catalitico da aromatase e o VPA, foi realizado um procedimento de minimizagao
energética. Tal procedimento permitiu que os atomos de hidrogénio de toda a
estrutura, bem como toda a molécula de VPA tivessem suas posi¢coes otimizadas. A
importancia da otimizagao dos hidrogénios se deve ao fato de que estes nao estao
presentes nos dados cristalograficos e foram, portanto, inseridos manualmente no
sistema. Também, a otimizacdo completa da molécula de VPA através de passos de

minimizagao energética permitiu que um nivel energético mais baixo fosse atingido, o
15



que indica uma conformacao mais estavel, bem como uma rede de interagdes intra e
intermoleculares com maior acuracia. O resultado do docking e da conformagao apos

a otimizagéo classica sao representados na Figura 10.

OResuItado do docking
@Reﬁnamento classido do docking

Figura 10. Complexo VPA e CYP19A1. Conformagdes resultantes do docking (cinza) e apos a

otimizagao classica.

Conforme é observado, o deslocamento da molécula de VPA, no sitio da
aromatase, representou um RMSD de 1,7558 A. Tal deslocamento é levemente
superior ao critério para a os limites entre clusters (1,5 A), indicando que esta técnica
proporcionou um refinamento da conformacao analisada mantendo os critérios de
escolha de cluster. Além do mais, a nova conformagao obtida apds a otimizagao
classica permitiu uma significativa melhora entre as interagcbes moleculares, como

pode ser observado pelo aumento da energia de ligagéo representado na Tabela 1.

Tabela 1: Energia de ligacdo do VPA na aromatase antes e apds a minimizagao energética

classica.

Eiig (Kcal/mol) RMSD

Conformacéo do docking -1,37 0
Otimizacgdo classica do docking -34,00 1,7558

Energias de ligagao para ambas as estruturas foram calculadas pelo
cédigo FORCITE, campo de forga Universal (veja detalhes em
materiais e métodos).
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O cristal da enzima complexada ao substrato nos fornece uma ideia sobre as
interagdes mais importantes entre ligante e residuos do sitio catalitico, as quais podem
estar relacionadas no processo de inibicdo enzimatica. No complexo obtido, a
estrutura esteroide (Figura 11) é envolta por residuos hidrofébicos e por residuos
dadores de prétons para os oxigénios posicionados em C3 e C17. A regido molecular
da estrutura do androgeno correspondente a posicdo em C4 e C6, apresenta-se
exposta ao canal de acesso ao sitio catalitico. A aromatizagao do anel ocorre através
dainteracao (do tipo ligacao de hidrogénio) da cetona em C3 com o residuo de Asp309
(residuo acido). Os residuos de Arg115 e Met374, apresentam interagdo com o
oxigénio em C19, sugerindo unicamente que esses residuos atuam como uma
espécie de ancora para estrutura da androstenediona. Esta interagao impossibilita o
deslocamento espacial do precursor andrégeno no sitio catalitico. Sendo assim, os
principais residuos envolvidos na aromatizacdo de androgenos incluem,
essencialmente, de Arg115, Met374 e Asp309.

~d..

\l/‘*.
. ~ Th { Asp\ 8
val I < a0 \309) @
a3 (Leu val @ -
372 370 o ;
er | i} Al
478 ;3/?3 ! 15')%
Phe N2
221 2"’\.(
Q N

His )\\ o '
480 Lo 8
/ ( Glu\)
- ./

Canal de acesso

Figura 11. Residuos de aminoacidos do sitio catalitico da CYP19A1 envolvidos na interagdo com
a androstenediona. Em verde, residuos de carater hidrofébico, amarelo contendo enxofre; magenta,

acido; azul, basico; lilds, polar (adaptado de Gosh, 2009).

A andlise das interag¢des no sitio catalitico indicam a proximidade do VPA com
os residuos de Arg115, Val370 e Trp224, conforme Figura 12. De acordo com a
literatura, os residuos essenciais para a inibicdo da aromatase por |IA sdo Arg115,
Met374 e Asp309 (Suvannang et al., 2011). A proximidade do VPA a regiao contendo
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a Arg115, sugere que ocorre uma interagcéo entre a hidroxila do VPA e o residuo de

Arg115 (residuo basico).

ILE

PHE Egz 133
134 VA
557‘;' 370 ARG
T 2 HEM
0 600
N4
SER
478
THR LEU
310 MET 372

374
VAL
373

Figura 12: Residuos de contato com o VPA no sitio catalitico da Aromatase. Em verde, residuos

basicos; em magenta, residuos polares.

Através dos resultados apresentados neste trabalho, € possivel inferir no
mecanismo de inibigdo da CYP450 pelo VPA, que justifique a alteragao do nivel sérico
de testosterona em pacientes com autismo expostos a esse farmaco durante o
periodo gestacional. Ainda que alguns estudos demonstrem que farmacos
anticonvulsivantes sao potentes inibidores do citocromo P450, o mecanismo de acao
desses sobre a isoenzima CYP19A1 ainda ndo esta bem estabelecido. A aplicagao de
ferramentas de bioinformatica tem possibilitado uma melhor elucidacao e previsdo dos
mecanismos bioquimicos. A modelagem molecular € considerada uma estratégia
promissora no planejamento de novos farmacos, na previsdo de possiveis eventos
adversos e na compreensao de mecanismos de agcao dos mesmos. O método de
mecanica classica aplicado neste trabalho, permitiu a aquisicdo de resultados
estruturais de forma rapida, detalhada e coerente com os mecanismos de inibicao da
aromatase por outros farmacos descritos na literatura.

Utilizando-se do método quantico DFT foi possivel realizar a analise da
contribuigdo individual de alguns residuos do sitio catalitico para a ligagao do VPA. A
Arg115 é considerada um dos principais residuos envolvidos na aromatizacdo da
androstenediona (Ghosh et al., 2009) e na inibigdo enzimatica por IA (Suvannang et
al., 2011).

Neste estudo, a energia de interagéo entre a Arg115 e a androstenediona foi de
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-10,00 kcal/mol, enquanto que, a energia de interagcdo do mesmo residuo e o VPA foi
de -75,30 kcal/mol (Figura 13). A interagdo observada para o residuo Met374 com a

androstenediona foi de -12,50 kcal/mol e com o VPA foi -10.60 kcal/mol.

.ASD -10.00 ASD 12,50

veA I ;0 VPA ] 060
kcal/mol kcal/mol

Figura 13. Energias de interagdao. Comparativo entre as energias de interagdo entre o residuo de
Arg115 e ASD (A) e, também com o VPA (B) e comparativo de energias envolvendo o residuo de Met374
com ASD (C) e com VPA (D).

Observa-se que a Arg115 teve um papel crucial na interacdo local com o
grupamento carboxila do VPA, o qual encontra-se desprotonado e com carga parcial

negativa, conforme observado na Figura 14.
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--4,756e-1
--1,112e-1
--1,748e-1
--2,384e-1

--3,020e-1

Figura 14: Molécula de VPA com representacdo da densidade eletronica. Regibes em vermelho

representam carga negativa e regides em azul, positiva (menor densidade de elétrons).

O complexo obtido pelo docking mostra que ocorre um impedimento estérico
no canal que da acesso ao sitio catalitico, impossibilitando que o ligante natural tenha
acesso. Em comparacao a outros IAs aplicados no tratamento de canceres, o acido
valproico apresenta-se como uma estrutura rigida e pequena, fatores que contribuem
para uma melhor performance para atingir o sitio ativo da enzima. Moléculas maiores,
como o ligante natural, demonstram maior dificuldade em alcancar o sitio, logo,
proporcionando ao VPA um melhor desempenho frente a androstenediona. Conforme
observado na Figura 15, a distribuicdo de cargas no sitio catalitico favorece a forte
interacdo entre o grupamento carboxila do VPA (a regiao em vermelho ao redor do
grupo funcional representa alta densidade eletrénica) e o residuo de aminoacido
Arg115, com baixa densidade eletrénica. Tal distribuigcdo de cargas forma uma regido
com polos de parciais de carga positiva e negativa, favorecendo uma forte interagao

atrativa.
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Figura 15. Densidade eletrénica. Densidade eletronica observada pelo complexo formado pelo VPA

no sitio catalitico da aromatase.

O ambiente proporcionado ao feto, com a administragdo do VPA, infere na
modificagdo hormonal regular da mée e, por consequéncia, do feto. Essa ocorréncia
pode estar diretamente relacionada aos episédios de mal formagédo congénita,
modificagdes de rotas metabdlicas seguidos de alteragdes nos padrdes
comportamentais. Diversos estudos apresentam que o diagndstico de autismo possui
uma estreita relacdo a administracao de VPA durante a gestacdo (Moore, 2000;
Williams et al., 2001; Rasalam et al., 2005; Viinikainen et al., 2006).

Além dos estudos farmacolégicos, estudos genéticos contribuem para que a
hipotese de que hormdnios androgénicos possam estar sendo fatores diretamente
ligados a etiologia do autismo, além de outras desordens metabdlicas e psiquiatricas.
O estudo apresentado em 2011 por Sarachana e colaboradores apresentou o gene

RORA (Retinoic acid-related orphan receptor-alpha) como um potencial gene
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candidato para o Autismo. Neste estudo, foi demonstrado que a expressdo de RORA,
um ator de transcrigdo, pode ser regulada por hormdnios sexuais € que um dos
principais alvos de transcrigcdo € a CYP19A1(Sarachana et al., 2011). Ou seja, RORA
€ regulada negativamente pelo aumento nos niveis de testosterona e, assim, por
consequéncia, reduz a atividade da aromatase (Sarachana et al., 2011), conforme
representado na Figura 16. Sendo assim, o uso do |A durante a gestagao pode estar
gerando o ambiente rico em androgénios para o feto. O aumento na concentracao de
testosterona, ocasiona um feed-back negativo sobre RORA e que,

consequentemente, reduz a atividade da aromatase fetal.

-

Figura 16. Regulagdo de RORA. O esquema ilustra 0 mecanismo pelo qual a redugao observada em

RORA no cérebro autista pode levar ao aumento dos niveis de testosterona através de um feedback

negativo da aromatase (adaptado de Sarachana e colaboradores, 2011).

Os resultados apresentados nesse estudo sugerem que 0s niveis séricos
elevados de testosterona podem ter como fundamento a inibicdo da CYP19A1 através
do uso do acido valpréico, cujo efeito é potencializado pela acdo da testosterona sobre
o gene RORA. O mecanismo de agado explicado através de metodologia de
bioinformatica contribui de maneira significativa nos avangos dos estudos sobre a

etologia do autismo.
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5. CONCLUSOES

Neste trabalho foi realizado o docking do VPA no sitio catalitico da aromatase
citocromo P450. Os resultados indicam que o mecanismo de inibigdo proporcionado
pelo VPA ocorre através da interagdo deste com a porgédo do sitio formada pelos
residuos Arg115, lle133 e Met 374. Dentre estes, destaca-se a importancia da
interagdo com os residuos Arg115 e Met347. A analise da Arg115 demonstrou que esta
interage atrativamente com o VPA através de uma energia de -75,30 kcal/mol. Tal
interacdo € suficiente para evitar o deslocamento imediato do VPA e a ligagao da
androstenediona, a qual apresenta energia de interagdo com a Arg115 de -10,00
kcal/mol. Por sua vez, a conformacido espacial adotada pelo VPA ocupa uma
importante regido do cristal, responsavel pelo ancoramento da androstenediona.
Nesta posicdo, o VPA causa um impedimento estérico no sitio catalitico,
desfavorecendo a interacao do ligante endégeno androstenediona.

Desta forma, conclui-se que a inibicado da aromatase pelo VPA ocorre devido
ao impedimento estérico refor¢ado pela forte interagdo deste com o residuo Arg115 o
qual, apesar de nao participar diretamente da aromatizagcao, € fundamental para
acomodar a androstenediona no sitio. Os dados aqui apresentados sdo de grande
importancia ndo somente para o entendimento do mecanismo de inibigcdo responsavel
pelo aumento dos niveis séricos de testosterona em pacientes autistas, mas também
auxiliam na elucidagao estrutural dos fatores chaves na pesquisa e desenvolvimento
de novos e promissores inibidores seletivos desta enzima, baseados no bloqueio
parcial do sitio catalitico, para o tratamento de cancer. Além disso, a maneira como
ocorre a interacdo do VPA com a CYP19A1, e as consequéncias geradas indicam que

este estudo apresenta uma forte contribuicdo para a etiologia do autismo.
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