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RESUMO: A organizagdo mundial da saude informa que o diabetes se tornara a sétima causa
de morte mais frequente no mundo, até 2030. Estudos quantitativos sobre a distribuicdo dos
fendbmenos de salde/doenca oncologica e da diabetes mellitus tipo 2 sugerem que existe
uma associacao entre estas duas doengas crOnicas que representam um grande desafio
para os sistemas de saude global. Neste trabalho, as propriedades eletrnicas, estruturais,
vibracionais e 6pticas da fenformina oral da classe das biguanidas na fase gasosa e em
ambiente aquoso descritas com um modelo continuo polarizavel foram investigadas usando
a teoria do funcional da densidade e docking molecular. A absorgcéo ultravioleta-visivel e
infravermelha da fenformina em ambiente simulado com agua apresentou alteragbes nas
transicbes eletrbnicas para altas frequéncias, quando comparado com 0 meio gasoso,
levando a estabilidade da estrutura energética. Célculos relacionados aos orbitais entre
a banda de valéncia mais alta ocupada e a banda de condug¢é@o mais baixa desocupada
mostraram que a fenformina possui uma ampla energia de band gap indicando que o material
pode ser estavel e isolante. Os resultados do docking molecular mostraram que a fenformina
tende a se ligar espontaneamente ao receptor 2 do fator de crescimento epidérmico humano
(ErbB2), destacando a importancia da fenformina como um possivel medicamento que inibe
o crescimento de células de cancer de mama.

PALAVRAS-CHAVE: Ferformina, DFT, Docking Molecular, Cancer de Mama.

DFT AND MOLECULAR DOCKING CALCULATIONS TO STUDY ELECTRONIC,
STRUCTURAL, VIBRATIONAL AND OPTICAL PROPERTIES OF THE ORAL
ANTIDIABETIC DRUG PHENFORMIN

ABSTRACT: The world health organization reports that diabetes will become the seventh
most frequent cause of death in the world, by 2030. Quantitative studies of the distribution
of health phenomena/cancer disease and type 2 diabetes mellitus suggest that there is an
association between these two chronic diseases that represent a major challenge for global
health systems. In this work, the electronic, structural, vibrational and optical, properties of oral
phenformin of the biguanide class in the gas phase and in an water-simulated environment
described with a polarizable continuum model were investigated using density functional theory
and molecular docking. Ultraviolet-visible and infrared absorption of phenformin in an water-
simulated environment showed changes in electronic transitions to high frequencies, when
compared to the gaseous medium, leading to the energetic structure stability. Calculations
related to the orbitals between the highest occupied valence band and the lowest unoccupied
conduction band showed that phenformin has a broad band gap indicating that the material
can be stable and insulating. The molecular docking results showed that phenformin tends
to spontaneously bind to human epidermal growth factor receptor 2 (ErbB2), highlighting the
importance of phenformin as a possible drug that inhibits the growth of breast cancer cells.
KEYWORDS: Pherformin, DFT, Molecular Docking, Breast Cancer.
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INTRODUCAO

As biguanidas formam uma familia de compostos com aplica¢des clinicas no controle
da hiperglicemia, como fenformina, metformina, além de medicamentos antimaléricos,
antissépticos e antivirais [1]. A fenformina e a metformina sdo exemplos de medicamentos
antidiabéticos orais (biguanidas) convenientemente sintetizados em uma reacao quimica de
etapa Unica. Estes medicamentos para diabetes tém aplicacdes terapéuticas em diversos
tipos de céancer [2]. Ha diversos marcadores bioldgicos comuns entre pacientes com
diabetes e cancer, como niveis elevados de peptideo C, resisténcia a insulina, hiperativacéo
do fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1 (IGF-1), efeito mitogénico da insulina,
leptina, baixo nivel de adiponectina em um ambiente pré-inflamatério. Esses indicadores
contribuem para uma associacdo entre essas condi¢cdes [2].

Estudos apontam para a importancia do uso da fenformina como agente
antineoplésico [3]. Agentes antineopléasicos sdo medicamentos usados para inibir o
crescimento acelerado de células cancerigenas. Esse tipo de medicamento comecou a ser
estudado e utilizado no final do século XIX, e seu uso aumentou ainda mais nos ultimos
anos devido ao aumento do diagnostico da neoplasia [4, 5]. Descobertas importantes
tém ocorrido para o desenvolvimento de medicamentos com atividade anticancerigena,
principalmente devido aos avangos feitos na descoberta e distribuicdo de medicamentos
[6, 7]. Afenformina pode ser considerada um avango, pois esse medicamento tem potencial
de letalidade em linhagens celulares de céncer cinquenta vezes maior que a metformina,
outra biguanida [2, 6, 7, 8].

Guo et al. [9] estudaram o uso da fenformina como inibidor do crescimento de
células de cancer de mama com superexpressdo do HER2/neu (receptor 2 do fator de
crescimento epidérmico humano), conhecido também como ErbB2 (proteina presente em
alguns casos de cancer de mama que torna os tumores mais resistentes aos tratamentos
terapéuticos). O estudo foi realizado in vitro e in vivo em ratos e, segundo os autores, a
fenformina, dependendo da dosagem, inibiu em ambos os casos o crescimento de células
cancerigenas conforme mencionado. Krishnamurthy et al. (2014) [8] realizaram estudos
in vivo realizados em ratos camundongos com cancer de pulm&o humano (H460) tratados
com fenformina e demonstraram que este medicamento atuou como um antitumoral eficaz,
néo causando danos hepaticos.

Na pesquisa realizada por Caraci et al. [3] a fenformina e a metformina (biguanida
que substituiu a fenformina no tratamento do diabetes) foram estudadas como inibidores de
células cancerigenas da prostata. O estudo apontou a eficiéncia da fenformina em algumas
concentracdes com diferentes variagdes no tempo, enquanto a metformina se mostrou ineficaz.

Devido a urgéncia no combate ao cancer de mama, neste trabalho investigamos as
propriedades eletronicas, estruturais, vibracionais, épticas e a afinidade de interacdo entre
o receptor de fenformina do fator de crescimento epidérmico humano 2 (ErbB2).
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DETALHES COMPUTACIONAIS

Os calculos foram realizados usando a Teoria do Funcional da Densidade (DFT)
com o funcional hibrido B3LYP (funcédo de troca com trés paradmetros de Becke [10]
combinados com a fung¢éo de correlacéo de Lee, Yang e Parr [11]) e a Aproximacao de
Gradiente Generalizada (GGA) em um conjunto base 6-31+G(d,p). Como primeiro passo,
as coordenadas atémicas que formam uma fenformina foram construidas usando o software
de modelagem Avogadro 1.2.0 [12]. Em seguida, foram gerados arquivos de entrada para o
software Gaussian 09 [13], que realiza calculos Ab Initio e descreve a troca e correlagédo de
energia de estruturas em ambiente gasoso e aquoso. Apds este processo, as geometrias
moleculares da estrutura foram otimizadas, inicialmente na fase gasosa. A quarta etapa
foi calcular as frequéncias Infravermelhas (IR), espectros Ultravioleta-Visiveis (UV-Vis),
Potenciais Eletrostaticos Moleculares (MEPs) e Orbitais Moleculares de Fronteira (FMOs).
Por fim, a estrutura previamente otimizada na fase gasosa foi colocada em um ambiente
aquoso e reotimizada.

Para calcular as frequéncias IR e UV-Vis da fenformina em ambiente aquoso foi
utilizado o Modelo Continuo Polarizavel (PCM) [14] no Campo de Reacgao Autoconsistente
(SCRF) [15], que considera um potencial de interagédo implicito entre o soluto e o solvente.
Ambos os ambientes (gasoso e aquoso) tiveram suas configuragdes minimas de energia
calculadas. Para o docking molecular, a estrutura proteica do dominio extracelular do
HER2/neu (receptor 2 do fator de crescimento epidérmico humano), conhecido também
como ErbB2 foi caracterizada por Difragdo de Raios X (DRX) com resolugéo de 3,25 Al16]
obtida no Protein Database [17] (http:// www.rcsb.org).

O UCSF Chimera [18] foi utilizado para realizar o ajuste entre ErbB2 com hidrogénios
e cargas elétricas negativas e ligantes da fenformina. O AutoDock Vina [19] foi utilizado
para realizar o docking entre ErbB2 e fenformina.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Propriedades estruturais e eletrénicas

As Figuras 1a e 1b mostram as estruturas da fenformina otimizadas em ambiente
gasoso e aquoso, respectivamente. O funcional hibrido B3LYP/6-31++G (d,p) foi usado
para a realizagdo dos célculos. A Figura 1a e 1b e a Tabela 1 mostram uma comparacéo
entre as rotacdes dos angulos diédricos dos atomos de nitrogénio na fenformina em meio
gasoso e aquoso. Quando imersa em agua, a fenformina sofre o efeito de solvatacao que
provoca rotacoes nos angulos diédricos da regido do nitrogénio, em relacdo a fase gasosa.
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Figura 1: Estruturas da fenformina otimizadas. Em (a) em fase gasosa. Em (b) ambiente aquoso.

Ambiente C,,-N,-C-Ng C¢-N,-C, -N, N,-C,,-N,-C.,
Gasoso -8,08° -0,04° -172,70°
Aquoso -8,45° -3,25° -52,01°

Tabela 1: Angulos diédricos da regido de nitrogénio da fenformina.

Mapa de potencial eletrostatico e orbitais moleculares de fronteira

As Figuras 2a e 2b mostram os Mapas de Potencial Eletrostatico (MEP,) em
diferentes angulos e os limites dos Orbitais Moleculares de Fronteira (FMOs) da fenformina,
respectivamente. Os MEPs e os FMOs foram calculados na fase gasosa, usando o método
B3LYP.
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Figura 2: (a) MPEs da molécula de fenformina na fase gasosa vistos de diferentes angulos. (b) FMOs
da molécula de fenformina em fase gasosa.

O vermelho mostrado na Figura 2a representa o potencial eletrostatico mais
eletronegativo com intensa repuls&o. O azul indica o potencial mais eletropositivo com forte
atracdo, enquanto o branco mostra que as regides apolares. A Figura 2a mostra ainda que
as cargas elétricas negativas estdo nas regides que circundam os atomos de nitrogénio
(=NH e -NH,) e as descargas elétricas positivas circundam os atomos de hidrogénio e
nitrogénio (NH).

O orbital molecular ocupado de maior energia (HOMO) doa elétrons para ocupar os
orbitais ligantes e realizar interagbes. O orbital molecular desocupado de menor energia
(LUMO) recebe elétrons doados por um ligante e favorece a formacgédo da ligagédo [22]. A
Figura 2 (b) mostra que os orbitais moleculares mais alto ocupados (HOMO-1 e HOMO)
estdo distribuidos na regidao nitrogenada da molécula de fenformina na fase gasosa. Os
orbitais moleculares mais baixo desocupados (LUMO e LUMO+1) estdo distribuidos
principalmente no anel aromatico da molécula e LUMO na regiéo nitrogenada. A energia de
band gap calculada entre os orbitais HOMO e LUMO foi de (AE =5,720 eV), esse

valor mostra que a molécula é quimicamente estavel [23] e isolante [22].

HOMO-LUMO

Espectroscopia vibracional

Andlises vibracionais usando espectroscopia de infravermelho com transformada de
Fourier (FT-IR) fornecem detalhes sobre as interagdes intermoleculares envolvidas, dando
origem a cada uma das bandas observadas em numeros de onda especificos.
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A Figura 3a e 3b mostram os espectros FT-IR calculados da fenformina, em fase
gasosa e meio aquoso, respectivamente. Os espectros foram obtidos entre 0-4000 cm™'
usando o funcional hibrido B3LYP/6-31++G(d,p).
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Figura 3: Espectro de transmissao infravermelha (IR) da fenformina calculado na fase gasosa e meio
aquoso usando B3LYP/6-31++G(d,p).

Apresentaram bandas de deformagé&o angular dos grupos NH?, NH, 8NH, e 8(NH).
Na fase gasosa (Fig. 3a) foram observadas as bandas relacionadas a deformagéo p(CH2)
em 500 cm~' e aproximadamente 810 cm~' e as deformacdes d(=NH) e 5(C-N) apresentaram
uma banda em torno de 600 cm™'. Em ambiente aquoso (Fig. 3b), a deformag&o p(CH,)
foi observada préximo a 580 cm~' e em 770 cm~" e as deformacgdes d(=NH) e &(C-N)
em aproximadamente 700 cm~'. A banda (N-H), em fase gasosa, foi observada em 3504
cm™ enquanto, em ambiente aquoso, em 3473 cm™'. A Figura 3a mostra ainda, bandas de
p(CH,), v(C=N) e v(N-H) que aparecem em ambiente aquoso com frequéncias ligeiramente
inferiores ao observados na fase gasosa. Uma explicacédo tedrica para esse fato pode
ser atribuida a possibilidade de que, em um ambiente aquoso, certas ligagbes covalentes
intramoleculares da fenformina se tornam menos rigidas e passam a vibrar em frequéncias
mais baixas. A Figura 3a revela bandas de p(CH,), v(C=N) e v(N-H) que s&o observadas
em ambiente aquoso com frequéncias ligeiramente inferiores as observadas na fase
gasosa. Uma explicagéo teérica para esse fendmeno pode ser associada a ideia de que,
em um ambiente aquoso, algumas das ligagdes covalentes intramoleculares da fenformina
tornam-se menos rigidas, resultando em vibragdes em frequéncias mais baixas.
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As localizagdes e aspectos da banda de transmiss@o nos espectros de IR (Fig. 3a
e 3b) assemelham-se aos resultados relatados na literatura para compostos pertencentes
ao grupo das biguanidas e, portanto, estruturalmente semelhantes a fenformina [24,25]. O
espectro IR calculado em ambiente aquoso (Fig. 3b) é semelhante experimental da O-tolil
biguanida, substancia com estrutura anéloga a fenformina, adquirida do banco de dados
espectrofotométrico de materiais Spectra Base [26]. Esta semelhan¢a mostra que o método
teorico utilizado € confiavel.

Espectroscopia ultravioleta-visivel

As Figuras 4a e 4b mostram os espectros de absorcédo Optica da fenformina. Os
espectros foram calculados na regido Ultravioleta-Visivel (UV-Vis) em fase gasosa obtidos
entre 180 a 250 nm (Fig. 4a) e em ambiente aquoso de 170 a 240 nm (Fig. 4b) ambos
espectros foram calculados usando o funcional hibrido B3LYP/6-31++G(d,p).

-_ (a) Absorcdo maxima —-

I I T T T

Absorbancia (a.u.)

UV-Vis meio aquoso

150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250
Comprimento de onda (nm)

Figura 4: Espectros de absorcéo do UV-Vis para fenformina. Em (a) fase gasoso. Em (b) meio aquoso.

As Figuras 4a e 4b mostram que o pico de absorcdo UV-Vis da fenformina
na fase gasosa ocorreu em aproximadamente 205 nm e no meio aquoso em 200 nm,
respectivamente. A partir destes resultados, é possivel observar que, em ambiente aquoso,
h&a uma alteracao nas transicoes eletronicas da fenformina para altas frequéncias, tornando-
as energeticamente mais estaveis.
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O espectro UV-Vis da fenformina mostrado na Fig. 4, calculado na fase gasosa, foi
comparado com o UV-Vis do O-Tolil Biguanidato. A absor¢cdo méxima da radiacdo UV-Vis
observada na O-Tolil Biguanida ocorre em torno de 205 nm, resultado semelhante ao obtido
para a fenformina na fase gasosa no presente trabalho.

As Figuras 5 (a), (b) e a Tabela 2 mostram, respectivamente, as transicoes
eletrbnicas e as energias envolvidas nos primeiros cinco estados excitados da fenformina
em ambiente gasosa e aquoso. As transicoes HOMO-LUMO (55-56) da fenformina na fase
gasosa ocorrem no 1°, 3° e 4° estados de excitagdo, enquanto em ambiente simulado de
agua ocorrem no 2° e 5° estados de excitagéo.

4
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[ : : 57
T T3 B TR SRR N b
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o
c E
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Figura 5: TransigGes eletronicas dos primeiros cinco estados excitados da fenformina. Em (a)
fase gasosa com, 51=HOMO-4, 52=HOMO-3, 53=HOMO-2, 54=HOMO-1, 55=HOMO, 56=LUMO,
57=LUMO+1, 58=LUMO+ 2, 59=LUMO+3. Em (b) meio aquoso com, 52=HOMO-3, 53=HOMO-2,

54=HOMO-1, 55=HOMO, 56=LUMO, 57=LUMO+1, 58=LUMO+2.

Ambiente EES1 EES2 EES3 EES4 EES5
Gasoso 5,19 5,28 5,40 5,40 5,45
Aquoso 5,29 5,68 5,76 5,80 5,86

Tabela 2: Energias dos Estados Excitados (EES), em eV, da fenformina em fase gasoso e meio aquoso.

Docking molecular

O Docking molecular € uma técnica que busca possiveis orientagdes geométricas
para realizar a ligagdo de um ligante a uma macromolecular. As interagdes ligante-proteina
estdo envolvidas em muitos processos bioldgicos com implicagées farmacocinéticas.
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A Figura 6 mostra a proteina ErbB2 que € formada pela combinagéo de seis cadeias

polipeptidicas identificadas em ordem alfabética de Aa F.

Figura 6: Seis cadeias polipeptidicas formando a estrutura quaternaria do dominio extracelular do

A Tabela 3 mostra as dez regides com maior probabilidade de ocorrer docking entre
fenformina e proteina ErbB2, energia de ligacéo e as raizes dos desvios quadraticos médios

do limite inferior (RMSD Ib) e limite superior (RMSD u.b.).

receptor 2 do fator de crescimento epidérmico humano (ErbB2).

Regides Energia (kcal/mol) RMSD L.b. RMSD u.b.
a -6,7 0,00 0,00
b -6,3 2,41 3,30
c -6,6 12,87 14,68
d -6,6 18,74 20,83
e -6,6 19,19 21,42
f -6,4 33,39 34,50
g -6,3 54,19 55,37
h -6,6 54,34 55,60
i -6,5 62,54 64,16
i -6,5 69,71 72,27
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De acordo a Tabela 3, as energias de ligacao calculadas estdo na faixa entre -6,3
e -6,7 kcal/mol. Os valores negativos sugerem que o docking entre fenformina e ErbB2
ocorre de forma espontanea, ou seja, os complexos séo estaveis. Na regido b, o segundo
ajuste mais favoravel, possui maior energia que as demais com exce¢do do docking em
g, mas é um processo muito favorecido devido aos baixos valores de RMSD Ib. e RMSD
u.b. O RMSD mede as distancias interatdmicas entre a estrutura gerada e a estrutura do
molde [27].

As Figuras 7a-j mostram o docking entre fenformina e ErbB2 em dez regides
diferentes. Em a, b e ¢, o docking da fenformina na proteina ErbB2 ocorreu na regido A da
cadeia polipeptidica e estabeleceu uma ligacdo de hidrogénio de 1,94 A com um residuo
de Valina (Val), 2,17 A com um residuo de Glicina (Gly) e 1,98 A com um residuo de Glicina
(Gly) e 1,98 A com um residuo de Alanina (Ala), respectivamente. Em d o docking da
fenformina (ligante) na proteina ErbB2 (receptor) ocorreu na regido da cadeia polipeptidica
A e B com residuos proximos a Alanina (Ala), Treonina (Thr), Leucina (Leu) e Serina (Ser).
Nesta regido nao foram observadas ligagdes de hidrogénio entre o ligante e o receptor. Na
Figura 7e, o docking da fenformina (ligante) na proteina ErbB2 (receptor) ocorreu na regiao
da cadeia polipeptidica A e B, onde ha uma ligacdo de hidrogénio de 1,94 A com a molécula
de fenformina e um residuo de histidina (His) da cadeia A. Regido formada principalmente
pelas cadeias polipeptidicas A e B e que estabeleceu ligagdes de hidrogénio de 3,56 A com
residuo de Glutamina (Glu) da cadeia A, 2,38 A com residuo de arginina (Arg) da cadeia B e
2,53 A de residuo de asparagina (Asn) da cadeia B. Na Figura 7g o docking entre o ligante
e 0 receptor ocorreu em uma regido formada pela cadeia polipeptidica C e estabeleceu
uma ligagdo de hidrogénio de 2,24 A com o residuo Prolina (Pro). Na Figura 7h o docking
entre o ligante e o receptor ocorreu em uma regiéo formada principalmente pelas cadeias
polipeptidicas C e B e os residuos de aminoacidos mais proximos foram o Glutamato (Glu),
Leucina (Leu) e Prolina (Pro). Nesta regiao nao foram observadas ligagdes de hidrogénio
entre o ligante e o receptor. Na Figura 7i o docking entre a fenformina e a proteina ErbB2
ocorreu na regiao da cadeia polipeptidica B e estabeleceu uma ligagéo de hidrogénio de
2,41 A com um residuo de Leucina (Leu). Finalmente, a Figura 7j mostra que o docking
entre fenformina e proteina ocorreu nas regides das cadeias polipeptidicas E e F que
estabeleceram ligacdes de hidrogénio de 2,03 A com residuo de Lisina (Lys) e 2,46 com
residuo de Glicina (Gly), respectivamente.
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Figura 7: Regibes de ajuste do docking entre a fenformina e a proteina ErbB2 em ordem alfabética.

CONCLUSOES

Neste trabalho estudamos as propriedades eletrénicas, estruturais, vibracionais,
opticas e a afinidade da ligacdo entre ErbB2/fenformina a partir dos métodos, DFT/B3LYP-
GGA/6-31+G(d,p) e PCM/SCRF.

Os calculos relacionados aos mapas de potencial eletrostatico mostraram que
ao redor dos atomos de nitrogénio (=NH e -NH,) ha predominéncia de cargas elétricas
negativas e entre as ligagdes dos atomos de hidrogénio com nitrogénio (NH) cargas
elétricas positivas.
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Os espectros UV-Vis e IR calculados em ambiente aquoso mostraram deslocamentos
das transic¢des eletronicas em direcdo a altas frequéncias.

A ligacédo espontanea entre a fenformina e a proteina ErbB2 observada no célculo
de docking molecular mostrou que as biguanidas podem ser utilizadas como possiveis
inibidores do crescimento de células de cancer de mama.

O valor estimado da energia de band gap relacionada aos orbitais moleculares de
fronteira, HOMO-LUMO, mostrou que a fenformina possui um largo band gap indicando
que o material € estavel e isolante.

Nossos resultados mostraram que € urgente uma investigagéo teérica-experimental
mais aprofundada das propriedades da fenformina para ser utilizada como medicamento
anticancerigeno.
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