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Inibidores de Mieloperoxidase como Candidatos a
Farmacos Anti-Inflamatérios

Myeloperoxidase Inhibitors as Anti-Inflammatory Drug Candidates

Rémulo Pereira de Jesus,® Leticia de Souza Fraga,® Barbara Abrahim Vieira,*># Maria Leticia de
C. Barbosa,**

Myeloperoxidase (MPO) is an enzyme directly linked to innate immune responses and inflammation,
which belongs to the hemeperoxidase family and is expressed in granulated leukocytes, mainly neutrophils.
Once released from these granules, MPO is responsible for the production of highly reactive molecules,
such as free radicals and hypochlorous acid (HCIO), which contribute to the elimination of pathogens
in infections and to the induction of tissue damage in sites of inflammation. Since the increase in MPO
activity is associated with the establishment and progression of several inflammatory diseases, this
enzyme is recognized as a promising therapeutic target for the treatment of several chronic inflammatory,
cardiovascular, neurodegenerative and autoimmune diseases. Despite this, to date, no drug has been
approved on the market as a MPO inhibitor. This review offers a description of the key characteristics
and properties of MPO, presenting the main structural patterns already described for its’ inhibition by
micromolecules. In addition to reviewing and updating the topic, this paper provides a useful overview
of structural information for further design of new chemical entities as MPO inhibitors.

Keywords: Myeloperoxidase; MPO; inflammation; anti-inflammatory; inhibitors; medicinal chemistry;
drugs.

1. Mieloperoxidase: Func¢ao Fisiolégica, Estrutura e Atividade Catalitica

A enzima mieloperoxidase (MPO) desempenha um papel central nas respostas
imunoldgicas inatas e nos processos inflamatdrios,' atuando ndo apenas na defesa inata
do hospedeiro via indugéo eficiente da morte de diferentes patégenos, mas contribuindo
adicionalmente para o dano tecidual progressivo em quadros inflamatdrios cronicos.? Isso
ocorre uma vez que o mecanismo de defesa mediado pela MPO nio € seletivo aos patégenos,
exercendo um efeito citotéxico também nas células do tecido hospedeiro e causando assim
lesdo tecidual.?

A MPO ¢€ expressa majoritariamente em neutréfilos,* leucdcitos polimorfonucleares que
compde parte da resposta inata do sistema imune,’ sendo projetada para o vaciolo quando
hé a fagocitose de um agente patogénico por estas células.” A MPO corresponde a cerca de
2-5% do contetdo total de proteinas nos neutréfilos. Mondécitos humanos também possuem
contetido granular rico em MPO, embora em menor quantidade que os neutréfilos, sendo essa
caracteristica perdida durante a sua diferenciacdo em macréfagos.®

A MPO ¢ uma enzima catidnica composta, basicamente, por duas subunidades idénticas
ligadas por uma ponte bissulfeto, com peso molecular de 144 kD (Figura 1). Cada uma dessas
subunidades € constituida por uma cadeia leve, com 108 aminoacidos, e uma cadeia pesada,
com 466 aminodcidos.”®

A MPO pertencente a familia das hemeperoxidases e age convertendo fons haleto (X, e.g.
CI e Br) presentes no contetdo granular em suas respectivas formas de HOX, utilizando para
tal o peréxido de hidrogénio (H,0,) como substrato.”'° Dentre os compostos formados, existe
um que possui notdria a¢do no dano tecidual: o 4cido hipocloroso (HOCI), que, ao entrar em
contato com tecidos, pode levar a reagdes irreversiveis com biomacromoléculas, danificando
extensamente os mesmos.'!

Os mecanismos de catalise da MPO sdo relativamente complexos, envolvendo transferéncia
de elétrons entre o grupamento heme da enzima e diferentes substratos biol6gicos, o que leva
a formacdo de espécies muito reativas, como radicais livres e oxidantes citotoxicos.

A MPO contém um grupamento prostético heme, em que os nitrogénios presentes nos
quatro anéis heterociclicos de um niicleo porfirinico ligam-se a um atomo de ferro central para
formar a esfera interna de coordenacgao, que € essencial para a atividade catalitica da enzima.
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Figura 1. Representacdo da estrutura tridimensional da enzima mieloperoxidase (MPO) obtida a partir da estrutura cristalografica de c6digo
4C1M,’ disponivel no banco de dados Protein Data Bank (PDB; https://www.rcsb.org/). Imagem gerada no programa Pymol

A MPO no estado nativo (como € secretada), apresenta o
atomo de ferro com NOX 3+ [MPO-Fe(IIl)] (Esquema 1).'°

A atividade catalitica da MPO abrange duas vias
principais, o ciclo de halogenag@o e o ciclo de peroxidacio
(Esquema 1). Em ambos os casos, a [MPO-Fe(IIl)] € oxidada
para formar o intermedidrio convencionalmente denominado
Composto I, o qual possui dois elétrons a menos que a forma
nativa, havendo duas possibilidades para que a enzima seja
convertida novamente a seu estado nativo. Esses elétrons
podem ser obtidos tanto por uma tinica etapa, através de uma
reacdo redox com fons haletos ou pseudohaletos (ciclo de
halogenag@o) ou por duas etapas sucessivas de um elétron
(ciclo de peroxidacdo)."

MPO-Fe(lll)
Enzima nativa

MPO-Fe(ll)-O
Composto il

Conforme ilustrado no Esquema 1, na primeira etapa,
a enzima nativa [MPO-Fe(IIl)] reage de forma rédpida e
reversivel com H,O, para gerar o intermediario nomeado
como Composto I, um intermedidrio oxidado com dois
elétrons a menos, o qual contém um grupo Fe(IV)=0 e um
7t cdtion radical porfirinico estabilizado por ressonincia.>!*13

No ciclo de halogenagdo (Esquema 1), o Composto I
pode reagir com haletos (X°) presentes no meio, como,
por exemplo, fons Cl e Br, ou com pseudohaletos (SCN"),
gerando os correspondentes dcidos HOX e reduzindo a
enzima novamente ao estado nativo [MPO-Fe(III)].6:13-13
Ou seja, ao utilizar o haleto X~ como um cosubstrato na
presenca de perdéxido de hidrogénio (H,0,), o Composto I €

HOX X~
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(o]
N =

MPO-Fe(lV)
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|
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Esquema 1. Ciclo catalitico da enzima MPO: A enzima nativa [MPO-Fe(III)] reage de forma rdpida e reversivel com H,O, para gerar o
Composto I, um intermedidrio oxidado com dois elétrons a menos. No ciclo de halogenagdo, o Composto I pode reagir com haletos (X°)
presentes no meio, gerando os correspondentes dcidos HOX e reduzindo a enzima novamente ao estado nativo [MPO-Fe(III)].

No ciclo de peroxidagdo, o Composto I € inicialmente convertido em Composto II por uma reac¢@o de redugio por um elétron, seguida
de uma nova etapa de redug@o por um elétron ao estado nativo da enzima [MPO-Fe(IlI)]. Em sua atividade peroxidase, a MPO catalisa,
entdo, a oxidagdo de diferentes substratos organicos, enquanto o grupo heme € reduzido em duas etapas sequenciais de redugdo por um elétron
ao estado nativo, passando pela formacdo do intermedidrio Composto II. Uma via catalitica menos relevante para a atividade enzimatica da
MPO compreende a formagdo do Composto III, gerado em determinadas condigdes na presenca de peréxido ou superdxido.
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capaz de gerar oxidantes HOX. Em condigdes fisiolégicas, o
cosubstrato com maior afinidade pela enzima € o fon cloreto,
sendo o dcido hipocloroso (HOCI), uma espécie muito reativa
com potente efeito antimicrobiano, o principal produto deste
tipo de reag@o. Além de contribuir significativamente para
o dano tecidual no tecido inflamado, o HOCI também esta
diretamente envolvido na formagdo de novas espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio, contribuindo para
amplificar o estresse oxidativo caracteristico do processo
inflamatério.*"

Por sua vez, no ciclo de peroxidag¢do (Esquema 1), o
Composto I € inicialmente convertido em Composto II
por uma reacdo de reducdo por um elétron, seguida de
uma nova etapa de redugdo por um elétron que origina o
estado nativo da enzima [MPO-Fe(II)].%"* Através de sua
atividade peroxidase, a MPO catalisa, entdo, a oxidagdo
de diferentes substratos organicos, enquanto o grupo heme
é reduzido em duas etapas sequenciais de reducio por
um elétron ao estado nativo, passando pela formagdo do
Composto II, conforme mencionado. '’ A etapa de conversao
do Composto I em [MPO-Fe(IIl)] corresponde a etapa
limitante de velocidade no ciclo de peroxidagdo.”® Uma
via catalitica menos relevante para a atividade enzimatica
da MPO compreende a formagdo do Composto III, gerado
em determinadas condi¢des na presenca de perdxido ou
superdxido. A presenca de superdxido nos neutréfilos afeta
diretamente o ciclo catalitico, levando a rdpida formacao
do Composto III. O superéxido, além disso, reage com
o Composto II, aumentando a atividade clorinante da
enzima."

2. A MPO como um Biomarcador em
Processos Inflamatorios Crénicos e seu
Potencial como Alvo Terapéutico

Devido ao seu papel de destaque no estresse oxidativo
e no dano tecidual progressivo caracteristicos de processos
inflamatdrios cronicos, ! inimeros estudos cientificos tem
se debrugado sobre a utilidade da MPO como um alvo
terap€utico promissor no tratamento de diversas doencas
inflamatorias.'® Sua importincia € demonstrada pela sua
caracterizagdo como um biomarcador em tecidos inflamados
de doentes acometidos por diferentes enfermidades,
e.g. aterosclerose,'” doenca pulmonar obstrutiva cronica
(DPOC)'8 e doenga de Alzheimer (DA)."”

2.1. Aterosclerose

A aterosclerose € caracterizada por sua patogénese
multifatorial, a qual envolve uma disfun¢do endotelial
vascular, o estabelecimento de alteracdes oxidativas e
inflamatérias e a modificagdo de lipoproteinas.?*2! O papel
da MPO no estabelecimento da doenga € evidenciado
pela presenca da enzima e seus multiplos produtos de
oxidacao nas lesdes ateroscleréticas.”?® Ademais, WONG e
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colaboradores relataram que pessoas com niveis aumentados
de MPO apresentam um maior risco de sofrer algum evento
cardiovascular, sendo a MPO um importante biomarcador
para detectar a vulnerabilidade da placa aterosclerética.?

O aparecimento da aterosclerose passa pela oxidagdo
e acumulo da lipoproteina de baixa densidade (do
inglés, low density lipoprotein - LDL) na intima arterial.
Consequentemente, hd a ativacdo de uma série de vias
pré-inflamatoérias no local, culminando na producdo e
liberagdo de uma grande variedade de citocinas, quimiocinas
e outros mediadores envolvidos no desenvolvimento e
crescimento das placas de ateroma.”® A MPO € uma das
enzimas mediadoras da inflamacéio e do estresse oxidativo
na aterogénese, participando na oxidacdo das moléculas
de LDL.** As lipoproteinas de baixa densidade, quando
oxidadas, desencadeiam o recrutamento e acimulo
de leucdcitos, a lesao do tecido vascular, bem como a
formacao de células esponjosas nas paredes dos vasos.?!*
Adicionalmente, a MPO também pode estar envolvida
no estabelecimento da disfuncdo endotelial, uma vez
que utiliza o 6xido nitrico como um de seus substratos,
o qual tem uma potente acdo ateroprotetora. No entanto,
uma das caracteristicas mais marcantes da MPO e do seu
produto principal HOCI continua sendo a sua capacidade
de ativar as metaloproteinases da matriz (do inglés, matrix
metalloproteinases - MMPs), que sdo responsdveis por
promover a desestabilizacdo da placa aterosclerdtica.?!

Por sua vez, as lipoproteinas de alta densidade
(do inglés, high density lipoproteins - HDL), quando
funcionais, sdo essenciais para impedir o desenvolvimento
da doenca cardiovascular aterosclerdtica. Esse efeito
antiaterosclerético ocorre principalmente devido a agdo
da apolipoproteina Al, principal componente proteico
da HDL no plasma, que possui a capacidade de remover
o excesso de colesterol dos tecidos periféricos, como a
parede de vasos, facilitando assim, a excrecao de colesterol.
Estudos recentes demonstraram que a HDL também sofre
oxidag@o pela MPO, gerando modificacdes nos residuos
de tirosina da apolipoproteina Al, as quais prejudicam
a funcionalidade do transporte reverso de colesterol, e,
consequentemente, contribuindo para a formacao das placas
aterosclerdticas.®20

2.2. Doenca Pulmonar Obstrutiva Crénica (DPOC)

A doenca pulmonar obstrutiva crénica (DPOC) ndo €
uma doenca isolada, mas um termo genérico empregado
para descrever doencas pulmonares cronicas que geram
limitagdes ou impedimentos no fluxo aéreo pulmonar,
respectivamente, falta de ar, produgdo excessiva de muco
e tosse cronica, sendo caracterizadas pela inflamacdo das
vias aéreas.’**” Termos mais populares, como “bronquite
cronica” e “enfisema”, ndo sao mais usados, mas agora estao
incluidos no diagnéstico de DPOC. Exacerbagdes agudas
da DPOC subjacente sdo uma causa comum de deterioracio
respiratdria.?*
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A DPOC provavelmente continuard sendo um importante
problema de saude no futuro. Com fatores de risco
praticamente inalterados, devido ao crescimento populacional
em paises desenvolvidos e um crescimento significativo
de “doengas e agravos nao transmissiveis (DANTSs)” em
paises de baixa renda, estima-se que a incidéncia da DPOC
seguird aumentando nos préximos anos, resultando em um
crescente 6nus social e econdmico.* O estudo sobre a carga
global da doenca (do inglés, Global Burden of Disease -
GBD) reporta uma prevaléncia de 251 milhdes de casos de
DPOC em 2016, e estima que 3,17 milhdes de mortes foram
causadas pela doenga em 2015, ou seja, 5% de todas as mortes
mundialmente naquele ano.?' Proje¢des preveem que a DPOC
podera se tornar a terceira principal causa de morte em todo
o mundo até 2030.%

As causas que levam ao desenvolvimento da DPOC estdo
ligadas a dois fatores principais, a saber: pré-disposicio
genética e exposi¢do ambiental. Na fase adulta, o tabagismo
€ a causa mais importante da DPOC. A fumaca inalada atua
em conjunto com a suscetibilidade do usudrio e com outros
fatores ambientais para resultar na DPOC em 15% de todos
os fumantes. A fumaga do cigarro inalada € considerada como
o ponto de partida, desencadeando a liberag@o de espécies
oxidantes e proteases nas vias aéreas e em células residentes
no pulmdo, com dano crénico sequencial aos alvéolos,
juntamente com inflamagdo peribronquica e hiperplasia de
células secretoras de muco, culminando nas consequéncias
da sindrome clinica conhecida como DPOC.***

A MPO ¢€ considerada um biomarcador e um alvo
terapéutico de interesse na DPOC por varios motivos.'*
Uma vez que a DPOC ¢ caracterizada pela inflamacéo
das vias aéreas, uma andlise dos componentes do escarro
possibilita a quantificagdo nio invasiva da progressdo da
inflamacdo local. A MPO presente no escarro dos pacientes
pode ser quantificada e usada como biomarcador nédo
invasivo da atividade dos neutréfilos, refletindo a gravidade
ou o prognéstico da DPOC.36%°

Os niveis séricos de MPO estdo relacionados a
diminuicdo acelerada da funcdo pulmonar e ao aumento
do risco de mortalidade cardiovascular.*® As espécies
oxidantes geradas pela MPO sdo capazes de oxidar uma
ampla variedade de substratos, incluindo os componentes
quimicos da fumaca do cigarro e também as diversas
biomacromoléculas do tecido pulmonar e vascular do
paciente. Estudos em animais demonstraram que a inibicao
da MPO por uma micromolécula pode deter a progressdao
das alterag¢des induzidas pelo fumo, incluindo o enfisema,
o remodelamento das vias aéreas e remodelagdo arterial
pulmonar, mesmo quando o inibidor € fornecido de forma
tardia apds a exposi¢do continua a fumaga do cigarro.*'4?

2.3. Doenca de Alzheimer (DA)

A deméncia € um termo genérico empregado para
designar doencas que afetam o ser humano de forma
similar, comprometendo a memdria, habilidades cognitivas
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e o comportamento. Quase sempre estas doengas sdo
progressivas, ou seja, pioram no decorrer do tempo,
interferindo na qualidade de vida do paciente e dificultando
atividades corriqueiras. Dentre as deméncias, a mais comum
¢é a doenca de Alzheimer (DA).** A Associagdo Brasileira
de Alzheimer estima que mais de 1 milhdo de brasileiros
convivem com a DA e prevé que até 2030, ano no qual a
populacio acima de 60 anos ultrapassard a populagido na
faixa de 0 a 14 anos, esse nimero terd dobrado.*

A DA é uma desordem neurodegenerativa caracterizada
principalmente pela presenga de emaranhados neurofibrilares
intracelulares compostos pela proteina tau e por placas
extracelulares contendo peptideo B-amiloide.**

A MPO estd normalmente ausente no parénquima
cerebral, mas, em pacientes com DA, esta enzima pode ser
encontrada em macréfagos ativos da micréglia em torno das
placas amiloides.*® Em estudo realizado por GELLHAAR e
colaboradores, a andlise de amostras de cortex cerebral de
pacientes com DA permitiu a identificagdo de células com
expressido aumentada de MPO nas proximidades dos vasos
sanguineos de dreas com uma extensa neurodegeneragio.*
A colocalizagdo da MPO com os agregados -amiloides
e com as dreas de neurodegeneracdo “*°° permite a sua
caracterizagdo como um biomarcador da DA.

3. Inibidores de MPO como Novos Candidatos
a Farmacos Anti-Inflamatodrios

Embora a MPO j4 seja reconhecida como um importante
alvo terapéutico para o tratamento de diversas doengas
inflamatorias, até o momento ndo existe no mercado
farmacéutico um inibidor aprovado para uso clinico.
Dentre os inibidores conhecidos, diversas substincias
anti-inflamatdrias sdo capazes de inibir reversivelmente a
MPO, requerendo, no entanto, concentragdes elevadas para
uma inibicdo significativa. Por outro lado, alguns potentes
inibidores de MPO ja descritos apresentam uma toxidez
elevada que inviabiliza seu emprego terapéutico.'® Assim
sendo, diferentes grupos de pesquisa t€m se dedicado a
encontrar novos inibidores de MPO com efic4cia clinica e
seguranca adequadas.’' No entanto, devido a complexidade
do mecanismo catalitico da enzima alvo (Esquema 1), a
busca por um inibidor seguro e eficaz ainda representa um
grande desafio para os pesquisadores da drea.'’ Para que
uma micromolécula inibidora de MPO seja considerada
um candidato a firmaco ideal, esta deve apresentar algumas
caracteristicas importantes, como estabilidade quimica e
viabilidade sintética, além de um potente efeito inibitdrio e
uma biodisponibilidade aceitdvel, garantindo assim eficacia
adequada com minimos efeitos adversos, para assegurar a
sua seguranga clinica.

Os inibidores de MPO ja descritos na literatura nas
ultimas quatro décadas, podem ser agrupados de acordo com
seu mecanismo de inibicdo da enzima em trés categorias
principais: i) inibidores que promovem o acimulo do
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Composto II, os quais correspondem a substratos fracos do
ciclo de peroxidacdo, ou seja, conseguem reagir rapidamente
com o Composto I e lentamente com o Composto II,
promovendo, por isso, 0 acimulo do dltimo; i7) os inibidores
irreversiveis, também denominados substratos suicidas, os
quais, quando oxidados pela MPO, promovem a inativacio
por modificagdo estrutural da enzima; e iii) os inibidores
reversiveis, que se ligam reversivelmente a enzima
nativa.”'*!

Particularmente, a inibig¢do in vitro da MPO por
substratos fracos do ciclo de peroxidagao, resultando em
acimulo do Composto II, provavelmente ndo € capaz de
refletir em um efeito terap€utico ttil, uma vez que outros
substratos naturais de peroxidagdo estdo presentes em
abundéncia em condi¢des fisioldgicas, permitindo a rapida
conversdo do Composto Il em enzima nativa.” Por isso,
para que um inibidor com este mecanismo seja promissor,
é necessdrio que esta substancia forme um complexo estavel
com o Composto II, evitando a sua conversdo a enzima
nativa."

Pesquisas buscaram também descobrir inibidores
endogenos da MPO, identificando a proteina plasmatica
ceruloplasmina como um inibidor de MPO in vitro,
estando a CI;, entre 25 e 50 nM.>? No entanto, ndo existem
até o momento evidéncias claras do seu efeito inibitério
in vivo. O mecanismo inibitério proposto para a ac¢do da
ceruloplasmina baseia-se na associacio das duas proteinas
(MPO-ceruloplasmina), sendo a ceruloplasmina capaz
de reduzir o Composto I a Composto II, retardando a
subsequente reducio do Composto II de volta para a MPO
nativa (vide Esquema 1).52%

3.1. Substratos fracos do ciclo de peroxidagao

3.1.1. Melatonina

A melatonina (1, Figura 2) € o principal hormdnio
secretado pela glandula pineal e estd envolvida na regulag@o
dos ritmos circadianos, sono, humor e outras funcdes ainda
nio totalmente elucidadas, tendo um aumento em sua
concentragdo sérica durante a noite, devido a escuriddo, e
um declinio durante o dia, induzido pela luz. E utilizada na
clinica para tratar distdrbios do sono e enxaquecas.*

HN/<
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-

N\

N
H

Melatonina

M

Figura 2. Estrutura quimica da melatonina (1)

Pesquisas demonstraram a agdo inibitéria de 1 frente
a MPO para ambas as atividades cataliticas.” Avaliaco
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in vitro evidenciou que o aumento da concentragdo de
melatonina (1) no meio diminui a taxa de consumo de H,O,
no ciclo de peroxidagio, pois desencadeia a formagdo de
um complexo melatonina-MPO inativo. Por sua vez, em
ensaios na presenca de fon cloreto, referentes ao ciclo
de halogenacdo, evidenciou-se também um aumento
significativo da interag@o entre a melatonina e a MPO, logo,
favorecendo o equilibrio para a formacdo de complexo
melatonina-MPO inativo. Tal fato foi justificado pela
hipétese de o cloreto interagir com a enzima causando
modificagdes estruturais que possibilitam uma melhor
interagdo enzima-melatonina, amplificando a atividade
inibitdria esperada sobre a MPQ.5>%

A melatonina (1) inibe a atividade catalitica da MPO
promovendo o acimulo do Composto II, apresentando
assim um ciclo semelhante ao esperado para um substrato
fraco (vide Esquema 1). Em testes in vitro, foi determinada a
concentragdo inibitéria média (Clsy) de 18 uM. A melatonina
(1) ndo consegue modular adequadamente a atividade
da MPO em condicdes fisiolégicas, uma vez que suas
concentragdes in vivo ndo sdo suficientes para observacio
do referido efeito. No entanto, buscar compreender como
a estrutura de 1 interage com a MPO € relevante visando
incrementar o conhecimento sobre as micromoléculas
capazes de serem reconhecidas de maneira complementar
por esta enzima, fornecendo informagdes estruturais uteis
para o planejamento de novos inibidores.>>’

3.1.2. Derivado 3-(aminoalquil)-5-fluoroinddlicos

A série de andlogos 3-(aminoalquil)-5-fluorindélicos
(3a-y) foi desenvolvida e sintetizada a partir de informagdes
estruturais obtidas pelos estudos de docking molecular com
a S-fluorotriptamina (2), um inibidor ja conhecido da MPO.
Duas estratégias foram utilizadas para construir essa nova
série de andlogos: variar o comprimento da cadeia lateral
amino alquila de 2 e adicionar substituintes de diferentes
tamanhos no grupo amino da cadeia lateral (Figura 3).%

A
[ HZC/}::‘\R
A\

F NH,
A\ F
N N
H H
5- flurotriptamina Andlogos
(2) 3-(aminoalquil)-5-fluoroindélicos
3a-y

Figura 3. Modificacéo estrutural do precursor 5-fluorotriptamina (2)
para o planejamento de novos candidatos a inibidores inddlicos
de MPO 3a-y*»

Para a nova série de andlogos, o estudo de relagdo
estrutura-atividade (do inglés, Structure-Activity
Relationship - SAR) demonstrou que a distancia entre o
anel indol e o dtomo de nitrogénio da alquilamina € um
importante pardmetro para a interagdo e a consequente
inibi¢do da enzima MPO. A observacdo das poses de
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docking obtidas para os derivados 3a, 3b e 3¢ (n=1) indicou
que, por conta da cadeia lateral alquila curta, o nitrogénio
protonado da amina nio consegue se aproximar do residuo
de aminodcido Glu102, que € negativamente carregado, para
formar uma ponte salina.?

Utilizando-se como referéncia a SAR para as aminas
ndo substituidas 3a, 3d, 3m, 3v, 3w e 3y (Tabela 1), o
efeito da homologacdo na cadeia alquila fica bastante
evidente, com uma reducdo gradativa dos valores de Cl;,
em consequéncia do aumento da cadeia alquila para os
derivados 3a (n =1, Cl;,=0,9 uM), 3d (n = 2, CI;,=0,2 uM),
3m (n =3, Cl;,= 0,05 uM), 3v (n =4, Cl;,= 0,015 uM), 3w
(n =35, CI;,= 0,008 uM). Por sua vez, para 3y, com cadeia
alquila de 6 carbonos, foi observado que o valor de Cly,
volta a aumentar (CL;, = 0,26 uM). Os resultados de maior
poténcia inibitdria para esta série congénere de derivados
foram aqueles descritos para 3v e 3w, contendo uma
amina primdria e uma cadeia alquila com 4 e 5 carbonos,
respectivamente.?

No caso dos derivados com cadeia alquila de 2 e 3
carbonos, foi visto que a substitui¢do do grupo amino com
substituintes alquila mais volumosos também resulta em
reducdo da poténcia inibitéria (Tabela 1), a exemplo dos
resultados obtidos para os derivados 3h (n =2, R, = C,H,,
R,=H, Cl;,=1,03 uM) e 3q (n = 3, R, = C,H,, R, = H,
Cl;,= 1,5 uM).»

No que diz respeito a0 mecanismo de inibi¢do enzimatica
descrito para série em questao, os derivados sdo considerados
doadores de elétrons, atuando no ciclo de peroxidagdo. Como
o Composto I € um oxidante mais forte que o Composto 11, os
inibidores sdo rapidamente oxidados por este. Sendo assim, o
Composto I € reduzido a Composto II, gerando um acimulo
do tltimo (vide Esquema 1).13%

Devido a este alto potencial de redu¢do do Composto I,
os inibidores descritos acabam deslocando a atividade
enzimatica da MPO do ciclo de clorinacdo para o ciclo de
peroxidagdo, prevenindo a acdo da MPO na formacgio de
dcidos HOX a partir de fons haleto, uma vez que promovem
o acimulo do Composto II e, por consequéncia diminuem
a quantidade de enzima nativa e Composto I, os quais sdo
os grandes responsaveis pelos danos oxidativos por meio
da atividade clorinante da enzima.?

Apesar desta nova série de derivados indélicos
apresentar pronunciada inibicdo da MPO in vitro, estes
derivados também inibiram o transportador SERT (do inglés,
serotonin transporter), devido as semelhangas estruturais
entre esses inibidores e o0 neurotransmissor serotonina (4,
vide Figura 4). Sendo assim, foram desenvolvidos andlogos
estruturais otimizados mais seletivos para a inibicdo da
MPO.> As estratégias utilizadas para desenvolver essa nova
série incluiram: i) variagdes na natureza e na posi¢do do
grupo retirador de elétrons do sistema ind6lico; if) alquilacio
do grupamento amino ou ainda substitui¢cio do grupo amino
basico da cadeia lateral por outros grupos, sendo esta dltima
modificagdo importante para diminuir a inibicdo de SERT
por estas novas substincias. A maioria dos compostos
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Tabela 1. Padrdo de substitui¢do e valores de Cl,, (uM) obtidos para a
série de derivados 3-(aminoalquil)-5-fluoroinddlicos desenvolvidos como
inibidores de MPO.%

/R1
[ H 2C‘]' N \
Fu i { n R
N
H
Andlogos
3-(aminoalquil)-5-fluoroinddlicos
3a-y

Derivado n R, R, CIL,, (uM)
3a 1 H H 0,910,3
3b 1 CH, CH, 0,240,2
3c 1 N-metilpiperazinil 1,0+0,1
3d 2 H H 0,20+0,3
3e 2 CH, H 0,20+0,02
3f 2 C,H, H 0,30,1
3g 2 C.H, H 0,80+0,02
3h 2 CH, H 1,0310,08
3i 2 CH, CH, 0,0940,06
3j 2 C,H, C,H, 0,1610,08
3k 2 Pirrolidinil 0,04+0,03
31 2 N-metilpiperazinil 0,240,1
3m 3 H H 0,050+0,008
3n 3 CH, H 0,240,2
30 3 C,H; H 0,310,1
3p 3 C.H, H 0,1740,08
3q 3 CH, H 1,510,5
3r 3 CH, CH, 0,13+0,09
3s 3 C,H, C,H, 0,350,09
3t 3 Pirrolidinil 0,32+0,01
3u 3 N-metilpiperazinil 0,35+0,06
3v 4 H H 0,01510,004
3w 5 H H 0,008+0,002
3y 6 H H 0,2610,01

dessa nova série de andlogos apresentou interagdes do
tipo m-stacking com um anel pirrdlico do grupo prostético
heme da enzima, bem como interac¢des do tipo ligagdo de
hidrogénio e/ou pontes salinas com o residuo de aminoacido
Glu102. Dentre os andlogos otimizados, o derivado 5 (Figura
4) foi o que obteve a combinacio de maior seletividade pela
MPO em comparagdo com o transportador SERT (indice de
seletividade Ki SERT/CI;, MPO igual a 35) e maior poténcia
inibitdria (Cly, igual a 18 nM). »>58

Conforme ilustrado na Figura 4, € possivel observar
a analogia estrutural existente entre o neurotransmissor
serotonina (4) e o andlogo 3-aminoalquila 3v, justificando
a modificac@o estrutural deste dltimo com introducio do
grupamento amida ndo protondvel no derivado 5 para
assegurar maior seletividade na inibicdo da MPO e uma
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Figura 4. Analogia estrutural entre o neurotransmissor serotonina (4) e o andlogo 3-aminoalquila 3v,
justificando a modificagdo estrutural deste ultimo ao andlogo 5, mais seletivo™

reducgio do efeito frente ao transportador SERT. Com relagio
a seu mecanismo de agdo, espera-se que o inibidor 5 se
comporte de maneira semelhante a sua série precursora,
promovendo o acimulo do Composto II, porém seu
mecanismo ainda estd em discussdo e ndo foi totalmente
elucidado.™®

3.1.3. Bis-arilalquilaminas

A classe de inibidores bis-arilalquilaminas foi
identificada empregando-se a técnica de triagem virtual
a partir de uma quimioteca de substincias-teste. Nesta
triagem, o derivado fendlico 6 (Figura 5) foi inicialmente
identificado como um potencial inibidor de MPO,
apresentando, a posteriori, efeito inibitério in vitro com
Cly, igual a 0,5 pM. Ademais, ALDIB e colaboradores
(2012) sugeriram que os inibidores identificados atuam
por transferéncia de elétrons, favorecendo a formagéo do
Composto II e, consequentemente, deslocando a MPO do
ciclo de clorinacdo para o ciclo peroxidase.”

Nos estudos de docking molecular, a pose com melhor
pontuacio obtida para 6 apresentou complementariedade
com a MPO por meio de interagdes do tipo m-stacking
do anel fenélico A (Figura 5) de 6 com o anel pirrol do
grupamento heme da enzima, além da formacdo de uma
ligacdo hidrogénio entre o grupo OH deste grupamento
fendlico e o residuo de aminodcido Arg239. Foram
descritos também uma interac@o idnica entre o residuo de
aminodcido Glu102 e o nitrogénio positivamente carregado
(mais préximo ao anel B) de 6, além de ligacao hidrogénio
entre os residuos Glu102 e Phel47 e o grupo hidroxila do
anel fendlico B. A partir dos modos de ligacdo observados,
ALDIB e colaboradores desenvolveram novos andlogos
estruturais otimizados de 6.%°

BT — G

6
MPO Clsg = 0,5 uM

Um dos novos andlogos planejados a partir de 6, o
composto 7, foi o mais potente do estudo, apresentando
Cl,,igual a 54 nM, 10 vezes mais potente que o seu
precursor 6. O composto 7 apresenta modo de ligacdo com
a MPO semelhante a 6, interagindo no mesmo sitio de
reconhecimento e apresentando interacdes com residuos
importantes, a exemplo de Glul02 e Arg239. Ademais,
por possuir o nicleo 5-fluorindol em substituicdo ao
anel aromédtico B e um espagador propila entre a fungdo
amino e o anel inddlico, o andlogo 7 realiza uma interagdo
complementar mais produtiva com a enzima alvo em relagao
aos demais derivados bis-arilalquilaminas, culminando na
otimizacdo de sua poténcia inibitéria.*>

Por este inibidor apresentar também capacidade de
ligacdo com o transportador SERT, a seletividade frente
a ambas as proteinas de interesse também foi avaliada.
O composto 7 apresentou seletividade pela MPO em
comparagdo ao SERT, com um indice de seletividade
igual a 14 (KiSERT/CI;, MPO), demonstrando assim ser
uma estrutura promissora na busca por novos inibidores
de MPO.*

3.2. Inibidores irreversiveis

3.2.1. Derivados 6-ariltiouracil

Desenvolvidos pelo grupo de pesquisa do laboratério
Pfizer, andlogos 6-ariltiouracil foram obtidos e otimizados
utilizando técnicas de sintese racional baseada em
planejamento estrutural por métodos computacionais.
Estes estudos viabilizaram a criacdo de novos derivados
6-ariltiouracil com atividade inibitéria frente a MPO
(Figura 6), destacando-se como mais promissoras as
substancias PF-1355 (8) e PF-06282999 (9). O estudo

F

NH

OH ¢

MPO Clso = 54 nM
IS Ki SERT/Cl 5o MPO = 14

Figura 5. Bis-arilalquilaminas com efeito inibitério frente a enzima alvo MPO*
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PF-1355 (8) PF-06282999 (9)

MPO C|50 =14 uM MPO Clgg = 1,9 uM

Figura 6. Estruturas quimicas dos derivados 6-ariltiouracila PF-1355
(8) e PF-06282999 (9) com efeito inibitério frente a enzima alvo MPO®

em questdo demostrou ainda a importancia do dtomo
de enxofre presente nas estruturas dos analogos para
a fung¢do inibitdria irreversivel proposta, e, a partir de
estudos computacionais de SAR, foi possivel evidenciar
que a presenca de um grupo aromadtico arila com o
substituinte orfo-metoxi aumentaria a seletividade pela
enzima alvo, sem alterar consideravelmente a poténcia
inibitéria. O derivado PF-06282999 (9) tem somente
uma variagd@o estrutural quando comparado ao PF-1355
(8), correspondendo a presenga de um atomo de cloro na
posicao 5 do anel arila em 9, enquanto no PF-1355 (8)
existe um grupamento metoxi.*

Estudos detalhados in vitro e in vivo demostraram o
efeito inibitério de PF-06282999 (9, Figura 6) frente a MPO
e a sua elevada seletividade pela enzima alvo,® tendo este
derivado avancado para ensaios clinicos de Fase 1, sendo,
no entanto, descontinuado devido aos efeitos colaterais
apesentados (ClinicalTrials.gov Identifier: NCT01965600).
Em ensaios in vitro de inibi¢do da MPO em sangue total
humano foi feita a determinagdo de sua CI;, em 1,9 uM.%

Por sua vez, o derivado PF-1355 (8, Figura 6) foi
submetido a protocolos de avaliag@o in vitro e in vivo
com o objetivo de demostrar sua efetividade inibitéria
frente a atividade catalitica da MPO, apresentado uma
CIy, estimada em 1,4 uM. Além da determinagdo de sua
poténcia inibitéria e da elucidacdo do seu mecanismo de
inibi¢do irreversivel, o estudo visava comprovar a alta
seletividade de 8, demonstrando que este composto ndo
apresentou atividade modulatéria em testes com mais de
50 alvos distintos.®

Ambos os derivados 6-ariltiouracila 8 e 9 (Figura 6)
sdo denominados substratos suicidas por serem inibidores
irreversiveis que ligam-se covalentemente a MPO,
bloqueando, desta maneira, o seu sitio ativo e impedindo
que outros substratos consigam interagir com a mesma.
O estudo do mecanismo de acdo demostrou que sua
atuacdo inibitéria € dependente da presenca de peréxido
de hidrogénio (H,0,) para gerar o Composto I. O dtomo
de enxofre presente no grupo tiuracila €, entdo, oxidado
pelo Composto I, produzindo um intermedidrio radicalar,
que, por sua vez, se liga covalentemente ao grupo heme
da enzima, causando a inativacio da fung@o da mesma,
justificando assim a efetividade inibit6ria.®
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3.3. Inibidores reversiveis

3.3.1. Triazolopirimidinas

Em uma busca por novas substincias com potencial
inibitério frente 2 MPO e mecanismo de agdo reversivel, foi
feito um estudo utilizando a estratégia de triagem robotizada
chamada de high throughput screening (HTS; “triagem de
alta produtividade”, em traducdo livre para o portugués),
que corresponde a um processo automatizado de avaliacio
in vitro que permite examinar milhares de substincias por
dia, possibilitando a triagem de milhdes de substancias por
semana. Partindo de uma quimioteca composta inicialmente
por 124 mil substancias, foi identificado um novo padrio
estrutural triazolopirimidinico para inibi¢do reversivel da
enzima alvo MPO.*!

Partindo do arcabougo geral inicialmente identificado
(Tabela 2), foi realizada a avaliag@o sequencial de andlogos
triazolopirimidinas (10a-1) com padrdes de substituicio
distintos com a finalidade de se identificar o derivado da
série com o melhor potencial inibitdrio.

Tabela 2. Padrdo de substituigio e valores de Cls, (uM) obtidos para a série
de derivados triazolopirimidinas desenvolvidos como inibidores de MPO®!

[ Ir
=
n[ O
2 N
g
H,N” ON H
Andlogos
triazolopirimidinas
10a-l
Derivado n R CIL;, (uM)
10a 0 H >13
10b 1 2-F 0,078
10c 1 2-Cl 0,18
10d 1 2-CH3 0,47
10e 1 3-F 0,040
10f 1 3-Cl 0,20
10g 1 3-OMe 0,49
10h 1 3-OCF2H 0,20
10i 1 4-F 0,047
10j 1 4-CF3 0,14
10k 1 4-CH3 0,51
101 2 H 0,63

O estudo de SAR realizado indicou que o espagador ideal
compreendia a distdncia de um carbono metilénico entre a
fenila e grupo éter. Ademais, a substituicio com dtomos
de fldor no anel fenila demonstrou-se favoravel ao efeito
inibitério frente a MPO, a exemplo dos derivados 10b, 10e
e 10i com CI,, em escala nanomolar (Tabela 2).°!

Em estudos de cocristalizacio com a enzima-alvo, pode-
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se observar que os derivados triazolopirimidinas inibem a
enzima MPO nativa por interagirem com os residuos de
aminodcidos polares GIn-91, His-95 e Arg-239 em seu
sitio ativo, bloqueando deste modo a agdo catalitica e,
consequentemente, a producéo de espécies reativas.®%?

3.4. Padrdes estruturais com mecanismo de inibicdo
desconhecido ou variado

3.4.1. Flavonoides
Segundo Jucd e colaboradores,* os flavonoides sdo

Pteroginosideo inédito (11)
MPO Clsq = 10,3 £ 0,03 nM

Afzelina (13)
MPO Clsp = 13,9 £ 0,04 nM

Quercetina (15)
MPO Clgg = 1,22 # 0,01 nM

OH
MPO Clgg = 3,60 + 0,03 nM

Rutina (17)

Jesus

amplamente reconhecidos por suas agdes antioxidantes,
tornando-se interessantes padrdes estruturais para avaliagao
de uma potencial modulacido da MPO.

Neste contexto, FERNANDES e colaboradores (2008)
isolaram e caracterizaram sete flavonoides, o pteroginosideo
inédito 11, além de kaempferol (12), afzelina (13),
kaempferitrina (14), quercetina (15), isoquercitrina (16) e
rutina (17), a partir da espécie Pterogyne nitens (Fabaceae),
visando sua posterior avaliagdo como inibidores de MPO.
Conforme ilustrado na Figura 7, pode-se constatar que os
flavonoides com maior poténcia inibitéria apresentam a

Kaempferol (12)
MPO Clsq = 8,30 + 0,03 nM

HO

OH

HO
Kaempferitrina (14) OH
MPO Clsq = 15,8 £ 0,05 nM

Isoquercitrina (16 )
MPO Clsq =3,75 £ 0,02 nM

MPO Clgg = 1,0 + 0,3 uM

Figura 7. Estruturas quimicas e potencial inibitdrio frente 8 MPO descrito para os flavonoides isolados de
Pterogyne nitens (11-17),% e de Tapirira guianensis (18)%
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subunidade catecol no anel B, sendo a presenca de uma
carbonila o,[3-insaturada com o grupo hidroxila livre em
C-3 também favoravel para o efeito inibitério, conforme
observado para o flavonoide quercetina (15) em comparacdo
a isoquercitrina (16) e a rutina (17).9

Em estudos mais recentes, flavonoides derivados
da quercetina isolados de folhas de Tapirira guianensis
(Annacardiaceae) foram avaliados frente a MPO,
destacando-se o derivado 18 (quercetina 3-O-(6"-0-galoil)-
[B-D-galactopiranosideo, Figura 7) como o inibidor mais
potente da atividade peroxidase da enzima, com Cly, igual
a 1,0 £ 0,3 uM no ensaio de inibi¢do in vitro.%

Esses dados sdo de extrema releviancia uma vez que os
flavonoides sdo substincias amplamente estudadas, com
baixa toxicidade, e estdo ricamente disponiveis na flora
vegetal, apresentando propriedades de protecdo das células
contra estresse oxidativo induzido pela produgao de radicais
livres. Cabe mencionar que, para estes produtos naturais,
estudos de cinética de inibi¢cdo ndo estdo descritos, sendo
0 mecanismo exato envolvido na inibi¢do enzimatica até o
momento desconhecido.546567

3.4.2. Derivados aril-hidrazénicos
Uma nova série de inibidores aril-hidrazonicos da MPO
(Figura 8) foi desenvolvida a partir da estratégia de Quimica

H
HN’NH2 Os N.
~
N X
N ‘ P
N
Hidralazina (19) Isoniazida

NH2
(20)

Combinatéria Dindmica (do inglés, Dynamic Combinatorial
Chemistry). Partindo do conhecimento sobre a inibigdo
irreversivel da MPO pelas substincias previamente descritas
hidralazina (19) e isoniazida (20), com Cl;, iguais a 0,9 uM
e 5 uM, respectivamente, este estudo propds a exploracio
dareatividade quimica de 19 e 20 na presenca de diferentes
aldeidos aromadticos e alifdticos para a formacdo de
hidrazonas, com o objetivo de identificar novos inibidores
hidrazdnicos de MPO com poténcia otimizada.'?

A partir da formagao das novas hidrazonas e da avaliacdo
da atividade inibitéria frente & MPO, destacaram-se
quatro novos derivados aril-hidrazonicos, sendo todos eles
derivados sintéticos do protétipo 19, i.e. as ftalazinas 21 com
CI, de 0,15 uM, 22 com ClIj, de 0,34 uM, 23 com CI, de
0,11 uM, e 24 com Cl,, de 0,08 uM.'>¢

O estudo de docking molecular para avaliagdo dos modos
de ligac@o das novas aril-hidrazonas 21-24 com a enzima-
alvo MPO destacou importantes intera¢des realizadas pelos
grupamentos provenientes dos aldeidos correspondentes
empregados na preparacdo dos derivados 21-24."

Para os derivados 21 e 22, os substituintes hidroxi
e metoxi participam de interagdes do tipo ligacdo de
hidrogénio com o residuo de Glu102, um residuo-chave para
o reconhecimento e inibi¢do da MPO. Por sua vez, para o
derivado 23, a hidroxila estd também envolvida em ligacdo

MPO Clso = 0,9 pM  MPO Clg =5 pM

HN
N
_N
21

Inibidor irreversivel

MPO Clsp = 0,15 uM

Inibidor irreversivel
MPO Clsp = 0,11 uM

O

~N

OH

o)
Ns_R
Rj)J\H HN N
—_—
Ry
OH
wJI
AN Y o~
SN
|
~N
22

Inibidor irreversivel
MPO Clsg = 0,34 uM

N\
Ny
HN

>N
|
N

24
Inibidor reversivel
MPO Clsp = 0,08 uM

Figura 8. Aplicacédo da estratégia de Quimica Combinatdria Dindmica a partir dos protétipos hidralazina (19) e
isoniazida (20) para a identificagdo de novos andlogos aril-hidrazonicos (21-24) como inibidores de MPO'?
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de hidrogénio com outro residuo, a Thr100. Ademais, para
esses trés derivados (21-23), foi identificada uma interacio
do tipo m-stacking formada entre um anel pirrol do grupo
heme no sitio ativo da MPO e o anel ftalazina na estrutura
dos ligantes.'?

Por sua vez, o padrdo de substitui¢do proveniente
do aldeido empregado na formacgdo da aril-hidrazona 24
resultou em um modo de ligagdo bastante diferenciado para
este derivado, com uma inversao de seu posicionamento no
sitio de ligagdo em comparagdo as aril-hidrazonas 21-23.
Foi observado que 24 interage duplamente por ligagdo de
hidrogénio entre o residuo Glu102 e a fun¢do amino-ftalazina
em sua estrutura. Por outro lado, no andlogo 24, o grupamento
responsavel pela interagdo do tipo mt-stacking com o pirrol do
grupo heme no sitio ativo da MPO € o grupo 4-dimetil-amino-
fenila proveniente do aldeido correspondente. '

Os estudos cinéticos de inibi¢do enziméatica demonstraram
que, enquanto as aril-hidrazonas 21-23 pertencem a classe
dos inibidores irreversiveis, o andlogo 24 foi caracterizado
como um inibidor reversivel de MPO, indicando uma
variacdo no mecanismo de inibi¢do da enzima a depender
do padrio de substitui¢do introduzido a partir do aldeido
empregado na formacdo da aril-hidrazona correspondente.
Esses resultados corroboram com a detec¢do de um modo
de interacdo bastante diferenciado para a aril-hidrazona 24,
conforme observado nos estudos de docking molecular.!?

4. Consideracdes Finais

A mieloperoxidase (MPO) € uma enzima diretamente
ligada a respostas imunoldgicas inatas e a inflamacao. Uma
vez que o aumento da atividade da MPO estd associado ao
estabelecimento e progressdo de diversas enfermidades de
natureza inflamatoria, esta enzima € reconhecida como um
alvo terapéutico promissor para o tratamento de doencas
inflamatérias cronicas, cardiovasculares, neurodegenerativas
€ autoimunes.

Apesar disso, até o momento ndo existe no mercado
farmacéutico um inibidor de MPO aprovado para uso
clinico. Assim sendo, diferentes grupos de pesquisa tém
se dedicado nas ultimas décadas a encontrar inibidores
com seguranga e eficicia adequadas como candidatos a
farmacos anti-inflamatérios. O conhecimento dos esforgos
previamente realizados € primordial para que futuras
iniciativas encontrem maior chance de éxito.

Esta revisdo oferece uma descri¢do das principais
caracteristicas e propriedades da MPO, justificando sua
indicacdo como um alvo terapéutico de interesse para o
tratamento das referidas enfermidades. Além da revisdo e
atualizacdo no tema, o artigo fornece um apanhado til de
informacgdes estruturais para o futuro planejamento de novas
entidades quimicas idealizadas como inibidores de MPO por
meio da apresentagdo dos requisitos estruturais previamente
identificados como relevantes para o reconhecimento
molecular complementar pela enzima alvo e para a inibicio
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potente e seletiva da MPO por diferentes classes quimicas
de micromoléculas.
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