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RESUMO

“IDENTIFICACAO ASSISTIDA POR DOCKING MOLECULAR DE POTENCIAIS
ALVOS EM PLASMODIUM FALCIPARUM PARA DERIVADOS DE INDOL-3-
GLIOXILTIROSINA COM ATIVIDADE ANTIMALARICA IN VITRO”

A malaria, embora ndo seja mais considerada uma doenca
negligenciada, permanece como problema de saude publica. Somente em 2018, a
Organizacdo Mundial da Saude estimou 228 milh&es de novos casos e 405 mil mortes
ao redor do mundo. Atualmente, a quimioterapia é a Unica estratégia disponivel para
o tratamento desta doenca. No entanto, devido ao surgimento de resisténcia do
Plasmodium spp. aos antimalaricos disponiveis faz-se necessério e preeminente o
desenvolvimento de novos farmacos para tratar a mesma. Neste sentido encontram-
se descritos na literatura uma série de derivados de indol-3-glioxiltirosina com
atividade antiparasitaria in vitro frente ao estagio intra-eritrocitico do Plasmodium
falciparum. Como nos ultimos anos os métodos assistidos por computador para o
desenvolvimento de medicamentos fizeram grandes avancgos, sendo comumente
integrados na fase de desenvolvimento pré-clinico, seu uso foi aplicado para tentar
desvendar seu mecanismo de acgédo e/ou alvo biologico. Neste trabalho, empregamos
triagem virtual inversa baseada no docking molecular para identificar potenciais alvos
dos derivados de indol-3-glioxiltirosina. No total, 34 enzimas diferentes do Plasmodium
falciparum, com estruturas disponiveis no Banco de Dados de Proteinas, foram
avaliadas de forma detalhada mediante simulacfes de docking molecular. Em adicéo,
simulacdes de dinAmica molecular foram empregadas para estudar a estabilidade dos
complexos proteina-ligante considerados como promissores. Os resultados
apontaram as enzimas de Plasmodium falciparum dihidroorotato desidrogenase
(DHODH) e plasmepsina Il (PMIl) como potenciais alvos. As simulacdes de docking
mostraram que 0S compostos mais ativos conseguiriam estabelecer as interacées
nao-covalentes fundamentais para a inibicdo dos alvos, ou seja, 0s resultados do
docking concordam com os valores experimentais de atividade antiparasitaria. Ja a
dindmica molecular foi utilizada para estudar a estabilidade dos complexos proteina-
ligante em uma situacdo que simula as condi¢fes bioldgicas. Todos estes resultados
mostram que a metodologia aqui descrita pode ser empregue na otimizagado dos
derivados de indol-3-glioxiltirosina visando um aumento da sua atividade
antiplasmodial.

Palavras-chave: Triagem virtual inversa. Docking. Malaria. Indol-3-glioxiltirosina.
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ABSTRACT

“IDENTIFICATION, ASSISTED BY MOLECULAR DOCKING, OF POTENTIAL
TARGETS IN PLASMODIUM FALCIPARUM FOR INDOLE-3-GLYOXYL TYROSINE
DERIVATIVES WITH IN VITRO ANTIMALARIAL ACTIVITY”

Malaria, although it is no longer considered a neglected disease, remains
a public health problem. In 2018 alone, the World Health Organization estimated 228
million new cases and 405,000 deaths worldwide. Currently, chemotherapy is the only
strategy available for the treatment of this disease. However, the emergence of
resistance from Plasmodium spp. to the available antimalarials makes it necessary and
preeminent to develop new drugs to treat it. In this sense, the in vitro activity against
Plasmodium falciparum, in the intraerythrocytic stage, of a series of indole-3-glyoxyl
tyrosine derivatives are described in the literature. As in recent years, computer-aided
methods for drug development have made great advances, being commonly integrated
into the preclinical development phase, their use was applied to try to unveil their
mechanism of action and/or target which is unknown. In this work, we employ inverse
virtual screening based on molecular docking to identify potential targets for the indole-
3-glyoxyl tyrosine derivatives. In total, 34 different enzymes from Plasmodium
falciparum, with structures available in the Protein Data Bank, were evaluated in detail
using molecular docking simulations. Besides, molecular dynamics simulations were
used to study the stability of the protein-ligand complexes considered to be promising
leads. The results indicated the enzymes dihydroorotate dehydrogenase (DHODH)
and plasmepsin Il (PMII), of Plasmodium falciparum, as potential targets. The docking
simulations showed that the most active compounds would be able to establish the key
non-covalent interactions needed for target inhibition, that is, the docking results agree
with the experimental values of the antiparasitic activity. Molecular dynamics was used
to study the stability of protein-ligand complexes in a situation that simulates biological
conditions. All of these results show that the methodology described here can be used
in the optimization of the indole-3-glyoxyl tyrosine derivatives aiming at increasing their
antiplasmodial activity.
Keywords: Inverse virtual screening. Docking. Malaria. Indole-3-glyoxyl tyrosine.
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CAPITULO 1 - INTRODUQAO
1.1 — Malaria

A maléria, doenca infeciosa febril, embora ndo seja mais considerada
uma doenca negligenciada?, permanece como problema de saude publica. Em 2018
foram registrados cerca de 228 milhdes de novos casos e 405 mil 6bitos ao redor do
mundo, nimeros predominantes entre popula¢des negligenciadas (WHO, 2019). A
Organizacdo Mundial da Saude, estimou que a nivel mundial ndo houve uma
diminuicao significativa na incidéncia da doenca no periodo 2014-2018. No continente
americano, em 2017, registrou-se um aumento no namero de casos, principalmente
em regides da Nicaragua, Venezuela e Brasil (WHO, 2018, 2019).

As areas endémicas do mosquito Anopheles spp., vetor do agente
etiolégico da malaria, o parasito® Plasmodium spp., sdo as zonas climaticas tropicais
e subtropicais. Portanto, aproximadamente a metade da populacdo mundial esta sob
risco de infec¢éo (Fig. 1.1). Os grupos de risco mais vulneraveis a contrair esta doenca
sao as criangas, as mulheres gestantes, os idosos, 0s turistas, migrantes e pessoas
imunocomprometidas (VERLINDEN; LOUW; BIRKHOLTZ, 2016; WHO, 2019).

a Segundo a Organizacdo Mundial da Saude, em 2020, sdo doencgas tropicais negligenciadas (DTNSs):
i) tlcera de Buruli, ii) doenca de Chagas, iii) dengue e chikungunya, iv) dracunculiase (doenca do verme-
da-guiné), v) equinococose, vi) trematodiases alimentares, vii) tripanossomiase africana (doenga do
sono), viii) leishmaniose, ix) hanseniase (lepra), x) filariase linfatica, xi) micetoma, cromoblastomicose
e “outras micoses profundas”, xii) oncocercose (cegueira dos rios), xiii) raiva, xiv) sarna e outras
doencas causadas por ectoparasitos, xv) esquistossomose, xvi) verminose por contato com solo
contaminado, xvii) envenenamento por picada de cobra, xviii) teniase/cisticercose, xix) tracoma e xx)
bejel, pinta e bouba (treponematoses endémicas). Este grupo diversificado de doencas transmissiveis
nao recebe a devida atencdo no atendimento médico, no desenvolvimento de farmacos e no
desenvolvimento de métodos diagndsticos. As mesmas prevalecem em 149 paises, nas regides
climaticas tropicais e subtropicais, afetando mais de um bilhdo de pessoas. As populacdes mais
afetadas sé@o aquelas vivendo na pobreza, sem saneamento adequado e em contato direito com vetores
infecciosos e animais domésticos e pecuarios. A cada ano, as DTNs custam bilhdes de dolares as
economias em desenvolvimento (WHO, 2020).

b A Sociedade Brasileira de Parasitologia recomenda o uso do termo parasito para se referir ao ser vivo
de menor porte que vive associado a outro ser vivo de maior porte, a custa ou na dependéncia deste
(SOCIEDADE BRASILEIRA DE PARASITOLOGIA, [s.d.]).
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FIGURA 1.1 — Mapa de risco da malaria.
Fonte: elaborada pela autora com base em HR HEALTHCARE LTD., 2020.

A principal via de contagio no ser humano é pela picada de uma fémea
do mosquito Anopheles spp. infectada com o parasito. Apés contagio, a infeccdo se
desenvolve em duas fases, a hepatica e a sanguinea (Fig. 1.2). Os diferentes sintomas
clinicos sdo sO observados durante o estagio intra-eritrocitico da fase sanguinea.
Neste estagio, os parasitos invadem os glébulos vermelhos (eritrécitos), degradam a
hemoglobina para se nutrir e se reproduzem assexuadamente. Como consequéncia,
ocorre a lise celular e se libera na corrente sanguinea a hemozoina, conhecida
coloquialmente como pigmento malarico. A hemozoina é o produto da biocristaliza¢éo
do grupo heme, toxico para o parasito, pelo Plasmodium spp. (DHANGADAMAJHI,
KAR; RANJIT, 2010; LANG-UNNASCH; MURPHY, 1998).



(1) Transmissdo ao homem: inoculagéo de
esporozoitos.

@Migrat;éo dos esporozoitos pela
corrente sanguinea até o figado e
infeccéo dos hepatdcitos.

(3) Estagio hepatico (ciclo assexuado e
assintomatico): diferenciacao em
esquizontes >  diferenciagdo em
merozoitos = liberacdo dos merozoitos
na corrente sanguinea.

(4) Estagio intra-eritrocitico (ciclo
assexuado e sintomatico): diferenciacéo
em trofozoitos - diferenciagdo em
esquizontes >  diferenciagdo em
merozoitos > liberagdo de novos
merozoitos na corrente sanguinea.

(5) Diferenciacdo de alguns merozoitos em
gametocitos (formas sexuadas).

(8) Transmissao ao mosquito.

FIGURA 1.2 — Ciclo de vida simplificado do Plasmodium spp. no hospedeiro humano.
Fonte: figura tomada e adaptada com fins académicos de BYJU’S, 2020.

A duracgdo e recorréncia dos sintomas (calafrios, febre e sudorese,
podendo estar acompanhados, ou ndo, por dores de cabeca, dores musculares,
fadiga, nauseas, vomitos e diarreia) depende da espécie do parasito causante da
infeccdo. Cinco espécies diferentes de Plasmodium podem infectar humanos: P.
falciparum (prevalente na Africa, no sudeste asiatico, no mediterraneo oriental e no
pacifico ocidental), P. vivax (prevalente na América), P. malariae (de baixa
prevaléncia, presente na Africa subsaariana, no sudeste asiatico, no pacifico ocidental
e na bacia amazdnica), P. ovale (de baixa prevaléncia, presente na Africa
subsaariana, no sudeste asiatico e no pacifico ocidental) e P. knowlesi (presente no
sudeste asiatico) (COLLINS, 2012; MUELLER; ZIMMERMAN; REEDER, 2007; WHO,
2019). As complicagbes da malaria que podem levar ao Obito, na auséncia de
tratamento oportuno, sdo anemia severa, malaria cerebral, edemas pulmonares,
insuficiéncia renal e/ou hepética e hipoglicemia (RUIZ LOPEZ DEL PRADO et al.,
2014; VAN VUGT et al., 2011).

A quimioterapia constitui a Unica estratégia atualmente viavel para o
tratamento da malaria. No entanto, o Plasmodium spp., principalmente P. falciparum,

responsavel pelas formas mais letais da doencga, tem desenvolvido resisténcia aos
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farmacos disponiveis no mercado® os quais, na sua grande maioria, atuam durante o
estagio intra-eritrocitico da infeccéo (Tabela 1.1, Fig. 1.3) (BIRKHOLTZ et al., 2012;
BLASCO; LEROY; FIDOCK, 2017; LALLOO et al., 2016; LENGELER, 2004; TSE;
KORSIK; TODD, 2019; VERLINDEN; LOUW; BIRKHOLTZ, 2016; WHO, 2018).

TABELA 1.1 — Principais familias de antimalaricos comerciais.

Familia de Farmaco Mecanismo de agéo / alvo no Estagio de
farmacos representativo parasito atuacao
Aminoquinolinas Cloroquinaf Ihnterfere,nma ha formagdo da Intra-eritrocitico

emozoina
Aminoalcoois Mefloquina Complexo téxico com o grupo hemeft  Intra-eritrocitico
. Inibicdo da enzima dihidropteroato Intra-eritrocitico/
Sulfadoxina . X L
. sintase do Plasmodium Hepatico
Antifolatos
. . Inibicdo da enzima dihidrofolato Intra-eritrocitico/
Pirimetamina . o
redutase do Plasmodium Hepatico
Naftoquinonas Atovaguona Complexo com citocromo bci do Intra-eritrocitico/
q q Plasmodium? Hepatico
Formacao de espécies reativas de
Endoperoxidos Artemisina oxigénio (ERO) / Alquilacdo do grupo  Intra-eritrocitico
heme

T A cloroquina é usada como uma mistura racémica. T O mecanismo de acdo exato ainda precisa
ser elucidado.

Fonte: elaborada pela autora com base em TSE; KORSIK; TODD, 2019 e VERLINDEN,;
LOUW; BIRKHOLTZ, 2016.
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FIGURA 1.3 — Farmacos representativos das principais familias de antimalaricos comerciais.
Fonte: elaborada pela autora com base em TSE; KORSIK; TODD, 2019 e VERLINDEN; LOUW;
BIRKHOLTZ, 2016.

¢ Na atualidade, n&o ha relatérios de resisténcia contra o farmaco tafenoquina, aprovado pela agéncia
para a Administracéo de Alimentos e Medicamentos dos Estados Unidos (FDA, do inglés Food and
Drugs Administration) em julho de 2018. A tafenoquina esté indicada como agente quimiopreventivo de
todas as formas de malaria e para o tratamento apos infec¢cdo por P. vivax (HOUNKPATIN;
KREIDENWEISS; HELD, 2019).
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Em adicéo, o uso dos mesmos pode causar efeitos secundarios graves
(e.g. alteracdes cardiacas e da visdo no caso da cloroquina ou dano permanente do
sistema nervoso central no caso da mefloquina), consequéncia de interacbes com
alvos secundarios (os denominados off-targets) ndo desejadas. Assim, € necessario
o desenvolvimento de novos compostos antimaléricos que possam ser administrados
isolados ou em combinagcdo com outros farmacos e que apresentem, além de baixa
toxicidade, i) diferenciacdo quimica dos ja existentes; ii) alvo(s) conhecido(s) antes
dos ensaios clinicos; iii) novas entidades/processos bioquimicos como alvos e iv) uma
cura radical® apés uma Gnica exposicdo (TSE; KORSIK; TODD, 2019; VERLINDEN;
LOUW,; BIRKHOLTZ, 2016).

1.1.1 — Derivados da indol-3-glioxiltirosina com atividade

antimalarica in vitro

Mediante o ensaio in vitro SYBR Green | de células inteiras®, o Prof. Dr.
Hélio A. Stefanif e colaboradores identificaram derivados de indol-3-glioxiltirosina com
atividade antimalérica frente a linhagem 3D79 de P. falciparum. Da série sintetizada
(Fig. 1.4, enantidbmeros S), os compostos 6b e 6d consideraram-se promissores ja que
diminuiram em mais de 85% a parasitemia relativa” apds exposicdo a uma
concentragdo 25 yM dos mesmos, exibindo valores de ECso' na faixa 0,2-4,8 uM

(Tabela 1.2). Em adicdo, 6b e 6d mostraram-se nao-citotoxicos frente a linhagem

d Os Centros de Controle e Prevencéo de Doengas (CDC, do inglés Centers for Disease Control and
Prevention) especificam que o termo cura radical corresponde a completa eliminacdo dos parasitos
Plasmodium do corpo. O termo aplica-se especificamente a eliminacao do estagio de dorméncia no
figado (hipnozoitos) apos infecdo com P. vivax efou P. ovale.

¢ Ensaio de correlacdo de fluorescéncia no que se detecta a presenca de ADN, neste caso do P.
falciparum, em eritrécitos infectados como uma medida i) do crescimento e propagacgédo do parasito ou
i) da inibicdo do crescimento do mesmo por compostos com atividade antimalarica (CHIBA et al., 2010).
f Professor titular do Departamento de Farmécia da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade de S&o Paulo (FCF-USP).

9 Linhagem africana de P. falciparum cloroquina-sensivel amplamente utilizada em ensaios in vitro (SU,
2014; WALLIKER et al., 1987).

" NUmero de parasitos normalizado em relagdo ao controle com células infectadas expostas a uma
concentracao equivalente do solvente dimetilsulféxido (DMSO) (VASCONCELOS et al., 2019).

i Concentracéo efetiva para obtencdo da metade do efeito maximo (PROUDFOOT et al., 2011). Neste
caso, diminuir em 50% a parasitemia relativa.
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celular hepatica humana HepG2 no ensaio in vitro de viabilidade celular WST-1k
(VASCONCELOS et al., 2019).
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FIGURA 1.4 — Derivados de indol—3—gI|OX|It|rosma aqui estudados.
Fonte: elaborada pela autora com base em VASCONCELOS et al., 2019.

FF

TABELA 1.2 — Viabilidade celular (%) e valores de ECso (uM) determinados in vitro para os derivados
de indol-3-glioxiltirosina contra o estagio intra-eritrocitico da linhagem 3D7 de P. falciparum.

Viabilidade (%)

Composto 25 oM 50 pM 100 Ml ECso (UM)1T
6a 21,1+19 9,0+0,6 3,1+1,3 --
6b 7,0+0,9 3,9+0,9 1,8+0,5 13+1,1
6¢ 19,4 + 3,8 13,0+ 2,3 8617 --
6d 13,0+ 7,5 75+29 19+0,6 3,711
6e 26,7+5,4 10,1+ 1,7 76+1,6 --
6f 29,8+2,8 9,9+0,8 58+0,9 --
6h 27,2+5,7 82+18 50+£1,2 --
6i 332+14 111+1,4 9,2+23 --
6] 249+53 10,7+ 2,1 85+1,7 --
6k 23,2+3,9 13,9+2;3 102+1,1 --
6l 204+29 114+0,6 51+0,8 --

TTempo de exposicdo: 96 h; temperatura: 37 °C; referéncia: eritrocitos saudaveis e eritrocitos
infectados sem exposi¢do aos compostos.

Tt Valores determinados unicamente para os compostos considerados como promissores.

Valores de ECso (MM) na linhagem 3D7 de alguns farmacos comerciais apresentados na literatura:
cloroquina, 0,003; mefloquina, 0,02; sulfadoxina, 0,03; pirimetamina, 0,0072; atovaquona, 0,0004 e
artemisina, 0,01.

Fonte: elaborada pela autora com base em DENG et al., 2010; HAIN et al., 2014; PLOUFFE et al.,
2008; SANTOS et al., 2015 e VASCONCELOS et al., 2019.

I Linhagem imortal de hepatocarcinoma humano que constitui um modelo economicamente acessivel
para os estudos exploratérios de metabolismo e toxicidade hepéatica de pequenas moléculas
(ALBRECHT et al., 2019).

k Ensaio espectrofotométrico (de correlagdo de absorbancia) no qual se determina a atividade
metabolica da célula, amplamente dependente da producéo glicolitica de NAD(P)H em células viaveis
(YIN et al., 2013).
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Em vista dos resultados obtidos, 6b e 6d consideraram-se hits' para o
desenho de novos antimalaricos. No entanto, seu mecanismo de a¢do permanece
desconhecido, sendo preciso identificar um potencial alvo (receptor) no P. falciparum

gue permita sua posterior optimizacao.

1.2 — Desenho de farmacos assistido por computador

O desenho de farmacos assistido por computador (CADD, do inglés
computer-aided drug design) “envolve todas as técnicas assistidas por computador
empregadas para descobrir, projetar e otimizar compostos biologicamente ativos a fim
de serem administrados como farmacos” (VAN DE WATERBEEMD et al., 1997).
Exemplos de métodos CADD s&o o docking molecular, a dinAmica molecular, o
desenho de novo de ligantes, 0 mapeamento de pontos farmacoforicos, a construcéo
de modelos de relacdo quantitativa estrutura-atividade (QSAR, do inglés quantitative
structure-activity relationship) e a modelagem de estruturas proteicas por homologia
(BIOINFORMATICS, [s.d.]; LEELANANDA,; LINDERT, 2016; SLIWOSKI et al., 2014).

As diferentes técnicas de CADD séo usualmente integradas a pipeline
de desenvolvimento de farmacos durante as etapas de descoberta de candidatos e
de desenvolvimento pré-clinico (Figs. 1.5 e Esquema 1.1) permitindo assistir a
identificacdo e validacdo de alvos moleculares; aumentar a taxa de identificacdo de
moléculas hit; orientar os processos de otimizac¢éao hit-to-lead e do lead™ e/ou estimar
propriedades de adsorcdo, distribuicdo, metabolismo, excrecdo e toxicidade
(BIOINFORMATICS, [s.d.]; LEELANANDA; LINDERT, 2016; SLIWOSKI et al., 2014).
Exemplos de farmacos comerciais desenvolvidos com ajuda de técnicas CADD séo

apresentados na Tabela 1.3.

I'Hit: “molécula de estrutura conhecida com uma atividade reproduzivel acima de um limite definido num
ensaio bioldgico” (FULTON, 2014).

m Lead: “Composto que satisfaz critérios minimos predefinidos para uma otimizacdo adicional de
estrutura e atividade” (FULTON, 2014).
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FIGURA 1.5 — Linha do tempo do processo de descoberta e desenvolvimento de farmacos.
Fonte: figura tomada e adaptada com fins académicos de GENOME RESEARCH LIMITED, 2016.



ESQUEMA 1.1 — Integracdo de métodos CADD ao processo de descoberta e desenvolvimento de

Identificacdo
do alvo

Validacéo
do alvo

Descoberta
de hits

|

Descoberta e
optimizacéo do lead

}

Desenvolvimento
pre-clinico

Desenvolvimento
clinico

Screening virtual inverso baseado do
docking (docking reverso).
Bioinformatica.

Quimica biologica computacional.

Predi¢ao da drogabilidade do alvo.
Biologia de sistemas computacional.

Desenho de farmacos baseado na estrutura:
* Screening virtual (docking molecular,
simulagdes de dindmica molecular,
simulagées QM/MM).
+ Desenho de novo de ligantes.
Desenho de farmacos baseado no ligante:
* Analises (Q)SAR.
* Mapeamento de pontos farmacoféricos.
* Busca por similaridade.

Predicao ADME-Tox.

Simulagdes do metabolismo e
farmacocinética.

Biologia de sistemas computacional.

farmacos. A seta circular reflete o carater iterativo do processo.
Fonte: elaborada pela autora com base em HOQUE et al., 2017.

TABELA 1.3 — Farmacos aprovados pela FDA até 2017 desenvolvidos com ajuda de métodos CADD.
Aprovagdo Farmaco Alvo principal Tratamento / Uso Primario
Enzima conversora da

1981 Captopril . X Hipertenséo
angiotensina
1986 Norfloxacino  DNA girase (bacteriana) Lnrgﬁg?i%es bacterianas do trato
1994 Dorzolamida  Anidrase carbonica Glaucoma
1995 Losartan Receptores de angiotensina Il Hipertensao
1995 Saquinavir Protease VIH-1 Terapia anti-HIV
1996 Indinavir Protease VIH-1 Terapia anti-HIV
1996 Ritonavir Protease VIH-1 Terapia anti-HIV
1997 Nelfinavir Protease VIH-1 Terapia anti-HIV
1998 Tirofiban Glicoproteina IIB/IIIA Antiplaquetario
1999 Amprenavir Protease VIH-1 Terapia anti-HIV
1999 Zanamivir Neuraminidase (viral) Influenza A e B
2002 Valsartan Receptores de angiotensina Il Hipertensdo
2003 Enfuvirtide (C\%/Iil:;:izg)rotemas gp120 e gp4l Terapia anti-HIV
2003 Zolmitriptano  Receptor 5HT1D Antienxaquecoso
2006 Sunitinib Receptor tirosina quinase Carcinoma de células renais
2007 Aliskiren Renina Hipertensao
2007 Nilotinib Tirosina quinase BCR-ABL1 Leucemia mieloide cronica
Quinase do linfoma anaplasico carci d Imao de célul
2011 Crizotinib Proteina tirosina quinase proto- arcinoma de puimao de celuias
o ndo pequenas
oncogénica ROS1
2011 Rilpivirina RT VIH-1 Terapia anti-HIV

(continGia)
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(Continuacao)

Aprovacdo Farmaco Alvo principal Tratamento / Uso Primario
2016 Grazoprevir  Proteasa NS3/4a Hepatites virus C
2016 Rucaparib PARP Cancer de ovério
2017 Betrixaban Factor Xa Tromboembolismo venoso
Quinase do linfoma anaplasico Carcinoma de pulmé&o de células
2017 Brigatinib Receptor do fator de ~ P
! o ndo pequenas
crescimento epidérmico
2017 Vaborbactam En2|mgs B-lactamase Infeggloes b_acter|ar_1as do trato
(bacterianas) urindrio e pielonefrite

Fonte: elaborada pela autora com base em ATHANASIOU; COURNIA, 2018.

1.2.1 — Docking molecular e triagem virtual inversa baseada

no docking

A técnica de docking molecular tem como intuito predizer o melhor
encaixe de uma pequena molécula (denominada ligante) num receptor considerando
a sua complementaridade quimica, eletrostatica e espacial. Para isto, é preciso
conhecer as estruturas tridimensionais tanto do ligante como do(s) sitio(s) de ligacao
de interesse no receptor, uma biomolécula que pode ser uma proteina ou um acido
nucléico (MORRIS; LIM-WILBY, 2008).

Durante uma simulacdo de docking molecular, os graus de liberdade
rotacionais, translacionais e conformacionais do ligante sao explorados dentro do sitio
de ligacao definido. A flexibilidade do receptor pode ser tratada empregando diferentes
abordagens. Dentre as mais comuns estao i) considera-lo como um corpo rigido
(abordagem mais usada devido seu baixo custo computacional); ii) empregar um
conjunto de estruturas do mesmo receptor com diferentes conformacdes do sitio de
ligacdo a ser explorado (as quais podem ser obtidas mediante simulac¢des de dinamica
molecular na auséncia de um set diverso de estruturas determinadas
experimentalmente) ou iii) considerar uma flexibilidade parcial do mesmo, permitindo
a rotacao e torsdo das cadeias laterais de residuos de interesse (DE VIVO et al., 2016;
SALMASO; MORO, 2018).

O resultado de uma simulacédo de docking molecular é um conjunto de
poses da pequena molécula avaliada. Uma pose descreve a posi¢ao, conformacao e
orientacdo predita para o ligante dentro do sitio de ligagdo explorado. A cada pose
esta associado um valor de pontuacgéo, o qual € uma estimacéo da qualidade (aptidao)
da mesma (Fig. 1.6) (MORRIS; LIM-WILBY, 2008; TAYLOR; JEWSBURY; ESSEX,
2002). Cabe ao pesquisador determinar qual pose do conjunto total obtido representa

o modo de ligagdo mais viavel do ligante ao receptor. A selecdo da mesma nédo
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depende apenas dos valores de pontuagdo, sendo necessaria uma analise que
considere a relevancia estatistica da pose (a mesma pertence a um cluster de poses
com uma populacédo significativa?), a literatura, os dados estruturais disponiveis e se
as ligacdes covalentes" e as interacfes ndo-covalentes® mais importantes para a
formacdo de um complexo estavel com o receptor foram satisfeitas (MAKENENI;
THIEKER; WOODS, 2018; MORRIS; LIM-WILBY, 2008; RADOUX et al., 2016;
RAMIREZ; CABALLERO, 2018).

7
o
\\\{{:
+ o P -
4}_;\’
0>0>0>0>0
Receptor Ligante Complexo

FIGURA 1.6 — Representa¢do esquemética de uma simulacdo de docking molecular. Em amarelo,
destaca-se o sitio de ligacdo explorado.
Fonte: elaborada pela autora.

Como apresentado no Esquema 1.1, dentre as abordagens in silico
disponiveis para a identificacdo de alvos moleculares esta a triagem virtual inversa
(IVS, do inglés inversed virtual screening) baseada no docking, também chamado de
docking inverso ou docking reversoP (LEE; LEE; KIM, 2016; XU; HUANG; ZOU, 2018).
No IVS baseado no docking, modela-se o encaixe de uma pequena molécula de
interesse num conjunto de diversos receptores a fim de identificar um subconjunto de
potenciais alvos para a mesma (Fig. 1.7). Assim, além da identificacdo de alvos, as
aplicacdoes deste método incluem, entre outros, o estudo de reposicionamento de
farmacos e a exploracédo de efeitos secundarios e de toxicidade de compostos (XU;
HUANG; ZOU, 2018).

" Quando pertinente, é dizer, no estudo de ligantes irreversiveis.

° As interag6es ndo-covalentes séo introduzidas na subsec¢éo 1.1.3.

P O enfoque ‘classico’ da triagem virtual é o de efetuar simulagdes de docking de diferentes pequenas
moléculas num dnico receptor de interesse.
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FIGURA 1.7 — Esquematizagdo da técnica de triagem virtual inversa baseada no docking.
Fonte: elaborada pela autora.

A implementagéo da triagem virtual inversa ja permitiu: identificar alvos
dos compostos acteosida, quercetin e epigalocatecina-3 galato, derivados de
fitoterapicos tradicionais chineses (ZHANG et al., 2019); que 0s compostos
xantohumol e isoxantohumol, produtos naturais com atividade antioxidativa,
apresentam atividade inibitéria frente as quinases PDK1l e PKC, as quais
desempenham um papel fundamental na progressdo de tumores (LAURO et al.,
2012); a otimizacdo de um receptor sintético baseado na [B-ciclodextrina
especificamente adaptado para a solubilizacdo do farmaco camptotecina (STEFFEN
et al., 2007) e a correta identificacdo das macromoléculas estreptavidina, receptor de
estrogeno-a, adenosina deaminasa e dihidrofolato reductasa como os alvos das
pequenas moléculas biotina, 4-hidroxi-tamoxifeno, 6-hidroxil-1,6-dihidropurina

ribonucleosido e metotrexato, respectivamente (PAUL et al., 2004).

1.2.1.1 — GOLD, Genetic Optimization for Ligand Docking

Dentre as mais de 50 opc¢des disponiveis para executar simulacdes de
docking molecular (BIOINFORMATICS, [s.d.]) destaca-se o software GOLD. GOLD,
acronimo de Genetic Optimization for Ligand Docking, demonstrou ser capaz de

predizer com maior exatiddo o modo de ligacdo de diferentes pequenas moléculas
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num conjunto diverso de receptores? (COLE et al., 2005; FAN; FU; ZHANG, 2019;
JONES et al., 1997; JONES; WILLETT; GLEN, 1995; KELLENBERGER et al., 2004;
PAGADALA; SYED; TUSZYNSKI, 2017; TAO et al.,, 2020; WANG et al., 2016;
YURIEV; RAMSLAND, 2013), o que constitui uma vantagem para executar IVS
baseado no docking.

GOLD emprega um algoritmo genético (método estocastico inspirado na
biologia evolutiva) baseado no modelo de ilhas para a geracao das poses e atribui os
tipos de atomos e ligacbes segundo a notacdo SYBYL. Os trés operadores que
emprega durante a aplicagdo do algoritmo genético sdo: recombinacédo (A + B > C),
mutacéo (A - B) e migracao entre ilhas vizinhas. O processo pode ser resumido nas
seguintes etapas (JONES et al., 1997):

1. Atribuicdo dos pesos aos operadores recombinacdo e mutacdo. O operador
migracao esta configurado para que ocorra cerca do 5% do tempo.

Geracao aleatdria da populacéo inicial de poses nas diferentes ilhas.

Avaliacdo das poses das populacdes iniciais (atribuicdo das pontuacdes).

Escolha do operador a ser aplicado empregando o método da roleta.

o bk~ 0N

Escolha das poses iniciais onde sera aplicado o operador empregando o método

da roleta (a escolha de poses com as melhores pontuacdes é a favorecida).

6. Aplicacdo do operador e geracdo de novas poses.

7. Avaliacdo das novas poses geradas (atribuicdo das pontuacoées).

8. Substituicdo das poses com 0s menores valores de pontuacao da populacao pelas
novas poses, se as mesmas estiverem melhor classificadas e ainda nao estiverem
presentes na populacéo.

9. Repeticao dos passos 4—-8 até alcancar o numero de operacfes especificadas ao

iniciar o algoritmo genético.

Desde a versdo GOLD 5.1, ChemPLP é a funcéo de aptidao padréo para
a atribuicdo das pontuagbes. ChemPLP é uma funcdo de pontuacdo empirica
adimensional que tem demostrado ser “geralmente mais eficaz do que outras funcdes
de pontuacéo, tanto para previsdo do modo de ligagdo quanto para a triagem virtual”
(CCDC SOFTWARE, 2018). A mesma corresponde a soma de diferentes fungdes (Eq.
1):

9 Tomam-se como referéncia estruturas determinadas por difracdo de raio-X de complexos receptor-
pequena molécula avaliada.
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fChemPLP = fPLP + fchem—hb + fchem—cho + fchem—met + flig—clash + (1)

flig—tors + fchem—cov + fchem—prot + fcons

Onde cada termo considera:

e A complementaridade estérica entre o receptor e o ligante empregando um
potencial linear em trechos (PLP do inglés, piecewise linear potential). Este
termo modela as interacfes de van der Waals e as interacdes repulsivas.

e A capacidade de estabelecer ligagdes de hidrogénio (finem—np + fehem—cho) €
metélicas (f.rem—met) receptor-ligante, considerado distancias e angulos.

e O potencial intramolecular de clash do ligante (f};5—ciasn)-
e O potencial de tor¢ao do ligante (f;;g—tors)-

e A formacao de ligagOes covalentes receptor-ligante (fenem—cov)-

e Aflexibilidade do receptor (fipem—prot)-

e Moléculas de agua explicitas e/ou restricdes (f.ons) (CCDC SOFTWARE, 2018;
KORB; STUTZLE; EXNER, 2009).

1.2.2 — Pos-processamento de simulacdes de docking

empregando dinamica molecular

A dindmica molecular (DM) é uma técnica computacional que permite
simular o comportamento de um sistema no decorrer do tempo. A mesma esta
fundamentada nos principios da mecanica classica. Portanto, considera as moléculas
como conjuntos de particulas unidos por forcas harmdnicas ou elasticas, cujas
interacBes podem ser descritas pela segunda lei de Newton (ALLEN, 2004; DE VIVO
et al., 2016; MURA; MCANANY, 2014) (Eq. 2):

fi(®) = ma;(¢t) (2)

Onde, no tempo t, f; é a forca resultante na i-ésima particula de massa
m; e a;, a aceleragdo da mesma. A forca resultante também pode ser escrita como o

gradiente da energia potencial (Eq. 3):
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fi(®) ==VU(@;(1)) )

Onde U(r;(t)), é a energia potencial de interagdo da i-ésima particula
com as particulas restantes no tempo t. O anterior € sé possivel assumindo que a
energia potencial € aditiva (BINDER et al., 2004). A energia total do sistema esta dada
pelas interacdes intra- e intermoleculares por meio do chamado campo de forga. Um
campo de forca representa o conjunto de potenciais de interacdo em um sistema de
particulas, atomos em nosso caso. Assim, este descreve as propriedades mecanicas
e geomeétricas derivadas dos parametros ligados e ndo-ligados do sistema (NAMBA,
SILVA; SILVA, 2008) (Eq. 4):

Utorar (i (1)) = U(ri(t))ligados + U(ri(t))nio—ligados 4)
Os parametros ligados modelam as ligacbes covalentes (Eq. 5)

enquanto que, os ndo-ligados, as intera¢cdes de van der Waals e eletrostéticas (Eqg. 6),

como representado a continuagao:

U(ri(t))ligados = Z kb (b - bO)Z + Z ke (9 - 90)2 +

Comprimentos Angulos
de ligagio de ligagio
®)
ky(1+ cos(ng —6)) + z k,(w— wy)?
Dihedros Dihedros
proprios improéprios
12 6
U(r;(t)) =€ Romin Kminy + 4
. So—ligados = _ - —= - J
: ndo—igaaos Tij 47} 4‘7T€0Tij (6)
N————
van der Waals eletrostaticas

Na Eg. 5, k;, é a constante de forca da ligacdo; b — by, a variacdo do
comprimento da ligacdo entre dois &tomos em relacdo ao seu valor anterior; ky a
constante da forca angular; 6 — 6,, a variacdo do angulo formado por trés atomos em
relagdo ao seu valor anterior; k4, a constante de forca dos angulos diédricos ou de
torcdo; n, a multiplicidade da funcéo; ¢, o angulo diédrico; §, a mudanca de fase; k,,,
a constante de forca dos diedros improprios e w — w,, 0 angulo formado pela variagédo
do plano formado por quatro atomos em relacéo de sua posicéo anterior. Os diferentes
parametros podem ser observados na Fig. 1.8. Na Eq. 6, o primeiro termo representa

as interagfes de van der Waals, e 0 segundo, as eletrostéticas. As interacfes de van
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der Waals séo representadas por um potencial de Lennard-Jones, onde o termo
elevado a 12 representa as interacdes repulsivas e o termo elevado a 6, representa

as interagdes atrativas; € € o tamanho do pogo do potencial de Lennard-Jones; 7;;, a
distancia entre dois &tomos ndo ligados e Rining;» O raio no qual a funcao de Lennard-
Jones € igual a zero. No termo que representa as interagGes eletrostaticas, q; € q;, a

carga de cada atomo néao ligado e ¢,, a permitividade ou permissividade elétrica no
vacuo (ALLEN, 2004; DE VIVO et al., 2016; MURA; MCANANY, 2014).

b J o
L. AN X k
i j ;0 " /
i
A. B. C.

FIGURA 1.8 — Representagdo esquemética dos diferentes parametros considerados na funcao de
energia potencial dos termos ligados nos campos de forca. A. Comprimento da ligacdo entre dois
atomos — b. B. Angulo formado por trés atomos — 6. C. Angulo diédrico ou de torgdo — @. D. Angulo
diédrico improprio ou angulo formado pela variacéo do plano formado por quatro &tomos — w.

Fonte: elaborada pela autora.

Em publicagdo de 2016, De Vivo e colaboradores sinalizaram que as
familias de campos de forca mais usados nas simulacdes de sistemas biomoleculares
sdo AMBER, CHARMM e OPLS, e que estes campos de forga “atingiram um padréo
de qualidade tdo alto que a preferéncia por um sobre o outro geralmente é ditada
apenas por consideracdes praticas, relacionadas a sua implementacdo com o
software de trabalho para a execucédo da DM” (DE VIVO et al., 2016).

A solucdo numérica da Eq. 2 para o sistema de trabalho gera uma
trajetdria, a qual é a descri¢do detalhada da dinAmica do sistema no tempo simulado.
Quando o sistema de interesse € uma proteina, as simulacdes de DM permitem
estudar, entre outros, o mecanismo de enovelamento, propriedades estruturais,
mudancas conformacionais, efeitos de mutacfes e eventos de reconhecimento
molecular, como a ligacédo de farmacos. Durante as mesmas, € possivel considerar a
presenca de solvente e condigcdes como pressao, temperatura e forga idnica (MURA,;
MCANANY, 2014).

De tal modo, a técnica de DM pode ser empregada para o pos-
processamento de calculos de docking molecular simulando condigdes biologicas (DE
VIVO et al., 2016; MAKENENI; THIEKER; WOODS, 2018; SAKANO et al., 2016).
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1.3 — Reconhecimento molecular e interagcdes nao-covalentes

O reconhecimento molecular, é dizer, a interacdo especifica entre
moléculas que exibem complementaridade quimica, estérica e eletrostatica € a base
de todas as funcdes bioldgicas e acontece por meio de interagcdes ndo-covalentes (DU
et al., 2016; ERMONDI; CARON, 2006; ISRAELACHVILI, 2011; MURTHY, 2006;
RADOUX et al, 2016). Como exemplo de um processo governado pelo
reconhecimento molecular tem-se a formacdo de complexos proteina-ligante. No
processo de ligacdo de uma pequena molécula a uma proteina, acontece a formacgéao
e quebra de muitas interagdes individuais, como a perda de interagdes ndo-covalentes
da proteina e da pequena molécula com o solvente, a formacao de novas interacdes
nao-covalentes entre a proteina e a pequena molécula, e a reorganizacao do solvente
em torno ao complexo formado. Durante este processo, cada uma das interagdes nao-
covalentes perdidas ou estabelecidas contribui com aproximadamente
1-120 kcal mol* a componente entdlpica (AH) da energia livre de ligacdo (AG)",
podendo ter um carater atrativo (estabilizante) ou repulsivo (desestabilizante) (DU et
al., 2016; ERMONDI; CARON, 2006; ISRAELACHVILI, 2011).

As interacbes ndo-covalentes de carater atrativo séo interacdes
favoraveis entre regibes com potencial eletrostético positivo e regides com potencial
eletrostatico negativo® da mesma molécula (intramoleculares) ou de moléculas
diferentes (intermoleculares). Tais regifes podem ser induzidas ou fazer parte de um
dipolo permanente. Buracos-c (o-holes, setores de baixa densidade eletronica

aproximadamente lineares ao eixo de uma ligacdo covalente) e buracos-1r (1T-holes,

" A energia livre de ligac@o (AG) é o potencial termodinAmico que determina a espontaneidade da
formagdo de um complexo proteina-ligante assim como a estabilidade do mesmo. A energia livre de
ligacdo pode ser escrita em funcdo das mudancas de entalpia (AH) e entropia (AS) durante o processo
de ligacao a temperatura T (em Kelvin) mediante a relagao:
AG = AH —TAS
Onde a entalpia de ligagéo (AH) reflete a mudanca de energia do sistema enquanto que a entropia (AS)
reflete o aumento ou a diminuic&o geral do grau de liberdade do sistema (DU et al., 2016).
s Usualmente, as regides de potencial positivo e negativo séo identificadas com ajuda de mapas do
potencial eletrostatico. Esses mapas sdo empregados para identificar, representar e visualizar no
espaco tridimensional a distribuicao de cargas de uma molécula. A interpretagdo dos mesmos, baseia-
se na escala de cor escolhida para representar as regides com potencial eletrostatico negativo, neutro
e positivo e sdo construidos com base na relacéo:
Zy p(r)dr'
LR~ ) =

V.

Onde V., é o potencial eletrostatico — um observavel fisico — em cada ponto r; Z,, é a carga do nudcleo
A localizado no ponto R, e p(r), é a densidade eletrénica da molécula (MURRAY; POLITZER, 2017;
POLITZER; MURRAY, 2019).
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setores de baixa densidade eletrénica aproximadamente perpendiculares ao eixo de
uma ligacdo covalente) sdo exemplos de areas de baixa densidade eletrbnica,
resultado da distribuicdo anisotropica da densidade eletrénica, que usualmente estao
associadas a regibes com potencial eletrostatico positivo' (CLARK; MURRAY;
POLITZER, 2018; POLITZER; MURRAY, 2019, 2018). Quando presentes, sdo as
regibes com potencial eletrostético positivo as que determinam a direcionalidade, i.e.,
0S parametros geométricos, da interacdo n&o-covalente, como observado nas
denominadas ligacdes de hidrogénio (Fig. 1.9), ligacdes de halogénio (Fig. 1.10) e
interagdes-1 (Fig. 1.11).

A. B.
A /
X
5 ey, /)\'/Y
& et
= ----Ligac&o de hidrogénio R-OH---O

do..o(8) = 2,75 | dy...o(R) = 1,76 | 8ppo(®) = 171,1

FIGURA 1.9 — Ligacg@es de hidrogénio. A. Mapa de potencial eletrostatico da molécula de pterostilbeno.
Pode-se observar que a regido de potencial eletrostatico mais positivo estd4 associada ao atomo de
hidrogénio do grupo fenol. B. Ligacbes de hidrogénio observadas no polimorfo mais estavel do
pterostilbeno. Para cada uma das ligacdes de hidrogénio, o grupo doador € 0 —OHtenoi de uma molécula
enquanto que o grupo aceptor é o &tomo Orenol de uma outra molécula. Os atomos Otenol, @presentam
um potencial eletrostatico negativo por conta dos seus pares isolados de elétrons.

Fonte: figuras tomadas e adaptadas com fins académicos de BOFILL et al., 2019.

t“Os termos buraco-o e buraco-1r referem-se as caracteristicas da densidade eletrénica da molécula
em certas regifes. Os potenciais eletrostaticos nessas regides refletem essas caracteristicas, mas
também refletem as contribuicdes das distribuicdes de carga em toda a molécula. Portanto, ndo ha
necessariamente uma correspondéncia direta entre ter um buraco-o ou um buraco-1 e um potencial
positivo” (POLITZER; MURRAY, 2018).
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.* !
- Phe 218, .' ~ 1730
gua estrutural
}
S
\‘x p——
4

--- Ligagao de halogénio
TR-a humana ligada ao horménio T,
(PDB ID 2H79)

FIGURA 1.10 - LigagBes de halogénio. A. Mapas de potencial eletrostatico para halobenzenos e
halopentafluorobenzenos (halogénio X = CI, Br e I). Podem-se observar regides de potencial
eletrostatico positivo associadas aos diferentes buracos-o sobre os atomos de cloro, bromo e iodo e
como os valores de Vsmax tornam-se mais positivos quando a polarizabilidade do halogénio X aumenta
ef/ou pela presenca de grupos elétron-atraentes (CAVALLO et al., 2016). B. Liga¢cBes de halogénio entre
0s atomos de iodo (em roxo) do horménio Ts e 0 seu aceptor, a proteina TR-a. Os grupos aceptores
das ligacbes de halogénio sdo i) o atomo de oxigénio da cadeia principal do residuo Gly290 e ii) o
atomo de oxigénio de uma molécula de agua estrutural. Aos dois grupos aceptores se encontram
associados potenciais eletrostaticos negativos por conta dos seus pares isolados de elétrons.

Fonte: figuras tomadas e adaptadas com fins académicos de CAVALLO et al., 2016 e SCHOLFIELD et
al., 2013.
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CeHs:
D WY | d.(A) =370
V@ | () =294

6(°) = 148,0

CeFe: :

dy(A) = 4,20 :

d,(A) = 3,15 CeHe:CoFe:

6(°) = 1349 dy(A) = 3,65
A. B. C. D. E. F.

FIGURA 1.11 - InteragBes-11. Mapas de potencial eletrostatico e empacotamento cristalino das
moléculas de benzeno (A. e B.) e de hexafluorobenzeno (C. e D.) Na molécula de benzeno, podem-se
observar regiées de potencial eletrostatico positivo sobre os atomos de hidrogénio e uma regido de
potencial eletrostatico negativo perpendicular ao plano do anel (A.. Na molécula de
hexafluorobenzeno, pode-se observar uma regido de potencial eletrostatico positivo associada ao
buraco-1r perpendicular ao plano do anel, consequéncia dos grupos elétron-atraentes, e diferentes
regides de potencial eletrostatico negativo sobre os diferentes atomos de flor (C.). Estas diferencas
na distribuicho de cargas, governam o0 empacotamento cristalino do benzeno (B.), do
hexafluorobenzeno (D.) e da mistura 1:1 de benzeno—hexafluorobenzeno (F.). Os empacotamentos
cristalinos em B. e D. revelam intera¢g8es-1 da forma-T edge-to-face entre as moléculas (E.) enquanto
gue, para a mistura 1:1 benzeno—hexafluorobenzeno séo reveladas interagdes-1r do tipo empilhamento
(F.).

Fonte: figuras tomadas e adaptadas com fins académicos de COCKCROFT et al., 2018; LORENZO;
LEWIS; DANCE, 2000 e PACE; GAO, 2013.

7

Assim, a natureza das interacBfes nao-covalentes é coulbmbica,
envolvendo os efeitos intrinsecos da polarizacdo e eletrostaticos, conforme apontado
na mecanica quantica pelo teorema de Hellmann-Feynman. Durante a formacgéo de
uma interacdo nado-covalente, a polarizacdo sempre tem um efeito estabilizador
atraente enquanto que a eletrostatica inclui efeitos estabilizadores (atracfes elétron—
nucleo) e efeitos desestabilizadores (repulsées nucleo—nucleo e elétron—elétron). Os
efeitos atraentes sdo dominantes até atingir a separacao de equilibrio, i.e., distancia
na qual a energia potencial de interacéo atinge o minimo (Fig. 1.12). Para distancias
menores que a separacdo de equilibrio, os efeitos repulsivos prevalecem (CLARK;
MURRAY; POLITZER, 2018; POLITZER; MURRAY, 2019). A energia de interacéo é

U Na mecéanica quantica, o teorema de Hellmann—Feynman relaciona a derivada da energia total do
sistema em relacéo a um parametro, ao valor esperado da derivada do Hamiltoniano em relagéo a esse
mesmo parametro. De acordo com o teorema, uma vez que a distribuicdo espacial dos elétrons é
determinada pela resolu¢do da equacdo de Schrddinger, todas as for¢cas no sistema podem ser
calculadas usando a eletrostatica classica (CLARK; MURRAY; POLITZER, 2018).
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dependente tanto da distancia de separacdo como das espécies interagindo (Tabela
1.4) (ERMONDI; CARON, 2006; ISRAELACHVILI, 2011).

0©

@ Benzeno-benzeno

Benzeno-agua T edge-to-face

8,
GO

Energia potencial (kJ mol-)
A

Benzeno-benzeno ||Benzeno-benzeno
Empilhamento-1r forma-T

-16 A . il . .
0.2 0.3 04 0.5 0.6 07 0.8
r (nm)

FIGURA 1.12 — Exemplo da dependéncia energia—distancia das intera¢des ndo-covalentes. Diagramas
de energia potencial da interacao ndo-covalente entre o benzeno e uma molécula de agua (preto) e de
dimeros de benzeno nas geometrias empilhamento-r (vermelho), forma-T edge-to-face (verde) e
forma-T (azul). As separac¢des de equilibrio de cada interagdo s&@o ressaltadas com pontos nas
diferentes curvas e com linhas pontilhadas no plano. A esquerda das linhas pontilhadas, prevalecem
os efeitos repulsivos. A direita, os atrativos.
Fonte: figura tomada e adaptada com fins académicos de FU; TIAN, 2014.

TABELA 1.4 — Tipos de interag8es nao-covalentes de carater atrativo e sua dependéncia energia—
distancia.
Interacéo

Tipos de substancias interagindo, Ae B Dependéncia energia-

ndo-covalente distancia

Dipolo induzido— . ~ 6
dipolo induzidot A, B: covalente néo polar r
Dipolo—dipolo A: Polar 1/r6
induzido? B: Covalente nao polar
Dipolo—dipolof A, B: covalente polar 1/r6
Carga—dipolo A: ibnica ou covalente polar 4
) . : ~ 1/r
induzido B: covalente ndo polar

. A: ibnica s
Carga-dipolo B: covalente polar 1
Carga—cargatt A, B: i6nicas de carga oposta r

A: atomo de hidrogénio ligado covalentemente a

L!gagaf) (.je um atomo de maior eletronegatividade ~ 1/r?
hidrogénio } T NG e
B: regido nucleofilica®™/ nucledfilo
L A: atomo de cloro, bromo ou iodo ligado
Ligacdo de
A covalentemente n.a.
halogénio

B: regido nucleofilicat™t/ nucledfilo
(continua)



22

(Continuacao)
Interacéo
ndo-covalente

Dependéncia energia—

Tipos de substancias interagindo, Ae B distanci
istancia

A: atomo de cloro, bromo ou iodo ligado
covalentemente n.a.
B: regido nucleofilicat™/ nucledfilo

Ligacéo de
halogénio

A: sistema 1
B: sistema 11, metal, cation ou anion

T As interagdes dipolo induzido—dipolo induzido (forcas de dispersdo de London), dipolo—dipolo
induzido (forcas de Debye) e dipolo—dipolo (forcas de Keesom) sdo comumente conhecidas como
interacdes de van der Waals.

Tt Também conhecidas como pontes salinas.

Tt Exemplos de regides nucleofilicas: pares de elétrons isolados e elétrons-r.

n.a. = informacéo ndo achada.

Fonte: elaborada pela autora com base em ERMONDI; CARON, 2006; ISRAELACHVILI, 2011 e
MURTHY, 2006.

Interagdes 1T n.a.

Os compostos tipo indol-3-glioxiltirosina aqui estudados apresentam um
scaffold comum e possuem mudltiplas regides que podem estar envolvidas em
diferentes interacdes ndo-covalentes. Na Fig. 1.13, essas regifes sdo assinaladas

para o composto 6d em representacdo de toda a série.

© Ligacao de hidrogénio
(grupo doador).
Ligacao de halogénio

O Ligacao de hidrogénio (grupo doador)

(grupo aceptor).

Ligagcéo de hidrogénio O Interagaoi.

(grupo doador ou aceptor).

FIGURA 1.13 — Identificagdo de algumas intera¢gBes ndo-covalentes que podem ser estabelecidas pelo
composto 6d.
Fonte: elaborada pela autora.

Empregando a técnica de triagem virtual inversa baseada no docking e
simulacdes de dinamica molecular, o presente trabalho visa identificar potenciais alvos
em Plasmodium falciparum para os compostos derivados de indol-3-glioxiltirosina com
atividade antimalarica in vitro reportados por Vasconcelos e colaboradores.

A presente tese desenvolveu-se na Universidade Federal de Sao Carlos,
no Laboratério de Cristalografia, Estereodinamica e Modelagem Molecular-LaCrEMM
do Departamento de Quimica em conjunto com o Grupo de Fisica Tedrica de Materiais
e Biomoléculas—BioMat do Departamento de Fisica. As linhas de pesquisa nas quais
se insere sdo i) quimica supramolecular: cocristais, interacbes ndo covalentes e

interacdes proteinas-ligantes do LaCrEMM e ii) moléculas e biomoléculas: estudos por
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meétodos experimentais, docking, dinamica molecular e abordagem supramolecular do
BioMat. Nos apéndices, sdo apresentadas as publicacbes em jornais cientificos

resultado de trabalhos paralelos desenvolvidos.
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CAPITULO 2 - OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho foi o de identificar, empregando a técnica
de triagem virtual inversa baseada no docking, potenciais alvos em Plasmodium
falciparum para os derivados de indol-3-glioxiltirosina com atividade antimalarica in

vitro reportados por Vasconcelos e colaboradores. Os objetivos especificos foram:

e Modelar as estruturas tridimensionais dos derivados indol-3-glioxiltirosina com
atividade antimalarica in vitro reportados por Vasconcelos e colaboradores.

e Efetuar simulacdes de docking molecular em estruturas de proteinas de
Plasmodium falciparum disponiveis no Banco de Dados de Proteinas e
consideradas como alvos possiveis.

e Determinar um subconjunto de alvos potenciais apds andlises em tela gréafica
dos diferentes resultados de docking.

e Estudar a estabilidade dos complexos obtidos por docking nos alvos
considerados como promissores empregando simulacdes de dinamica

molecular.
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CAPITULO 3 - MATERIAIS E METODOS

As etapas gerais seguidas no desenvolvimento do presente trabalho sdo

as apresentadas no Esquema 3.1:

Modelagem Molecular

Compostos ) )
Biomolécula
Docking considerada Dinamica
Molecular como alvo Molecular
i i t potencial?
Biomolécula
Selecdo e preparacdo
da estrutura Alvo descartado

ESQUEMA 3.1 — Etapas gerais envolvidas no desenvolvimento do presente trabalho.
Fonte: elaborada pela autora.

3.1 — Modelagem molecular dos compostos

Dada a auséncia de estruturas cristalograficas, a modelagem molecular
dos derivados da indol-3-glioxiltirosina (Tabela 3.1), sintetizados, caracterizados e
reportados previamente por VASCONCELOS et al. (2019), foi realizada no programa
Discovery Studio Visualizer v.17.2.0.16349 (BIOVIA, 2016). O conférmero
tridimensional da N-(1H-indol-3-iloxoacetil)-DL-tirosina disponivel na base de dados
PubChem (PubChem CID: 355071 (KIM et al., 2019)) foi utilizado como modelo.
Obtiveram-se estruturas numa conformacao intermédia entre a linear e a U (Fig. 3.1).

N&o foram atribuidas cargas. Todos os atomos de hidrogénio foram adicionados.

TABELA 3.1 — Cédigos de identificagdo e nomes IUPAC dos derivados da indol-3-glioxiltirosina.

Caodigo Nome

6a Metil (S)-2-(2-(1H-indol-3-il)-2-oxoacetamido)-3-(6-hidroxi-[1,1’-bifenil]-3-
il)propionato

6b Metil (S)-2-(2-(1H-indol-3-il)-2-oxoacetamido)-3-(4’-fluoro-6-hidroxi-[1,1’-bifenil]-
3-il)propionato

6¢ Metil (S)-2-(2-(1H-indol-3-il)-2-oxoacetamido)-3-(4’-cloro-6-hidroxi-[1,1’-bifenil]-3-

il)propionato
(continua)
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(Continuacao)

Caodigo Nome

6d Metil (S)-2-(2-(1H-indol-3-il)-2-oxoacetamido)-3-(4’-bromo-6-hidroxi-[1,1’-bifenil]-
3-il)propionato

6e Metil (S)-2-(2-(1H-indol-3-il)-2-oxoacetamido)-3-(4-hidroxi-3-(5-metiltiofen-2-
il)fenil)propionato

6f Metil (S)-2-(2-(1H-indol-3-il)-2-oxoacetamido)-3-(4-hidroxi-3-(tiofen-3-
ifenil)propionato

6h Metil (S)-2-(2-(1H-indol-3-il)-2-oxoacetamido)-3-(4'-(tert-butil)-6-hidroxi-[1,1'-
bifenil]-3-il)propionato

6i Metil (S)-2-(2-(1H-indol-3-il)-2-oxoacetamido)-3-(3',6-dihidroxi-[1,1'-bifenil]-3-
il)propionato

6] Metil (S)-2-(2-(1H-indol-3-il)-2-oxoacetamido)-3-(4-hidroxi-3-(naftalen-2-
il)fenil)propionato

6k Metil (S)-2-(2-(1H-indol-3-il)-2-oxoacetamido)-3-(4'-acetil-6-hidroxi-[1,1'-bifenil]-3-
il)propionato

6l Metil (S)-2-(2-(1H-indol-3-il)-2-oxoacetamido)-3-( 6-hidroxi-4'-(trifluorometil)-[1,1'-

bifenil]-3-il)propionato
Fonte: elaborada pela autora com base em VASCONCELOS et al., 2019.
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FIGURA 3.1 — Modelagem molecular dos compostos. A. Representacao bidimensional da estrutura da
(2-(1H-indol-3-il)-2-oxoacetil)-L-tirosina empregada como modelo para a modelagem dos diferentes
derivados da indol-3-glioxiltirosina. Os grupos modelados sdo destacados com sombra cinza. B.
Superposicdo das estruturas modeladas.

Fonte: elaborada pela autora.

3.2 — Busca, selecao e preparacao das biomoléculas

As estruturas tridimensionais das diferentes biomoléculas de
Plasmodium falciparum aqui avaliadas foram obtidas do Banco de Dados de Proteinas
(PDB, do inglés Protein Data Bank) (BERMAN et al., 2000). Trabalhou-se com
estruturas determinadas por difragdo de raio-X contendo pelo menos um ligante
cristalografico do tipo inibidor, garantindo assim que as mesmas estdo numa

conformacao adequada para a formacao de complexos. Em 28 de maio de 2019, o
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total de estruturas de P. falciparum cumprindo os critérios acima descritos ascendia a
230, representando um total de 40 tipos de enzimas diferentes.

No desenvolvimento do trabalho, foram priorizados alvos enzimaticos
essenciais para 0 parasito no seu estagio intra-eritrocitico, estagio no qual foram
efetuados os ensaios in vitro reportados (VASCONCELOS et al., 2019).

No caso de enzimas com mais de uma estrutura disponivel, foram
preferidas aquelas com as melhores resolucdes e as sequéncias mais completas, quer
dizer, contendo a menor quantidade de gaps quando alinhadas. Exceto quando
indicado em contrario, todas as moléculas de agua e de co-cristalizantes (e.g.
moléculas de etilenoglicol e ions sulfato) foram removidas. Nos casos em que um
mesmo residuo/inibidor apresentasse mais de uma conformacao, foi escolhida aquela
com o maior valor de ocupacdo. Quando possivel, trabalhou-se com uma Unica

cadeia.

3.3 — Docking molecular

As simulacdes de docking molecular foram executadas utilizando o
programa GOLD v.5.6.1 (JONES et al.,, 1997; JONES; WILLETT; GLEN, 1995)
disponivel dentro da CSD-Discovery Suite, disponibilizada pela CAPES via Dot.Lib
Brasil. As estruturas de partida foram as estruturas das biomoléculas (receptores,
secdo 1.3.2) e as moléculas modeladas (ligantes, secdo 1.3.1). Trabalhou-se sob a
aproximacédo de receptor rigido—ligante flexivel. Como configuracdes gerais foram

estabelecidas:

e Preparacdo da estrutura da proteina: a adicdo dos atomos de hidrogénio foi
realizada de forma automatica no GOLD. Caso nédo seja indicado, trabalhou-se
com os estados de protonacao e tautbmeros predefinidos pelo programa.

e Definicdo do sitio de ligagdo: o sitio de ligagéo foi definido como todos os atomos
da proteina presentes em uma distancia de até 6,0 A (exceto quando indicado em
contrario) ao redor do ligante (inibidor) cristalografico. Detectou-se a cavidade e
todos os atomos doadores/aceptores de ligacbes de hidrogénio foram tratados
como acessiveis pelo solvente.

e Selecao dafuncéo fitness: Foi selecionada a funcao de pontuagdo ChemPLP. N&o

foi permitida a terminagao antecipada (early termination).
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e Configuracdes do Algoritmo Genético: Trabalhou-se com a opcdo automatica—

muito flexivel.

As avaliacdes em tela grafica dos resultados obtidos (pelo menos 10
poses por ligante) foram realizadas empregando o programa Discovery Studio
Visualizer v.17.2.0.16349.

Os parametros de analises para determinar a viabilidade de um receptor
ser ou nao um alvo provavel dos compostos além dos valores de pontuacao obtidos
foram i) o reconhecimento de um padrdo de ligacdo preferencial por parte dos
compostos (i.e., cluster de poses majoritario. A pose de maior pontuacao do cluster
foi a escolhida para analises em cada caso) e ii) a identificacdo da reproducao de

interacdes intermoleculares consideradas como fundamentais para a inibicéo do alvo.

3.4 — Identificacdo de interacdes nao-covalentes

Na identificagdo de interagbes n&o-covalentes foram tomados os

seguintes valores como referéncia:

¢ InteracOes de van der Waals: se empregaram os valores dos raios de van der
Waals para elementos ndo metalicos apresentados por Bondi (BONDI, 1964).

¢ InteracOes-1: Para a determinacao de interac6es de empilhamento 1r-11 do tipo
face a face, paralelo deslocado e de forma-T, levaram-se em consideracdo os
parametros de distancia apresentados para o dimero de benzeno por Sinnokrot
& Sherrill (SINNOKROT; SHERRILL, 2004, 2006).

e LigagcOes de hidrogénio: se empregaram como parametros os considerados
pela funcéo de pontuagdo ChemPLP (KORB; STUTZLE; EXNER, 2009).

e LigacOes de halogénio: se empregaram como parametros os considerados por
Ho (HO, 2014).

3.5 - Representacao espacial de interagcbes nédo-covalentes

Para a representacao grafica das regides de interacdes ndo-covalentes,
empregou-se o programa NCIPLOT v.3.0. (CONTRERAS-GARCIA et al., 2011;
JOHNSON et al., 2010), auxiliando-se na construcao dos graficos bidimensionais com

0 pacote gnuplot v.5.2 e na representacdo das intera¢cdes no espaco real com o
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programa PyMOL v.1.8 (DELANO, 2014). Trabalhou-se com a aproximacgdo de
densidades promoleculares empregando o gradiente de cores arco-iris (violeta-indigo-
azul-verde-amarelo-laranja-vermelho). As faixas de trabalho do Gradiente de
Densidade Reduzida (RDG, das siglas em inglés) e da densidade (p) sédo indicadas

em cada caso.

3.6 — Dinamica molecular

As simulagbes de dindmica molecular foram realizadas utilizando os
complexos resultantes das simulacdes de docking considerados como promissores.

As simulacdes de DM foram realizadas usando GROMACS versao 5.1.4
(ABRAHAM et al., 2015; BERENDSEN; VAN DER SPOEL; VAN DRUNEN, 1995; VAN
DER SPOEL et al., 2005). Ligacdes nos complexos envolvendo atomos de hidrogénio
foram restringidas com o algoritmo LINCS (HESS et al., 1997). As moléculas de agua
foram tratadas com o algoritmo SETTLE (MIYAMOTO; KOLLMAN, 1992). O campo
de forca aditivo all-atom CHARMMS36 (BEST et al., 2012; HUANG et al., 2017) foi
usado para tratar os complexos proteina-ligante. A topologia e parametrizacdo dos
ligantes foi gerada no servidor SwissParam (ZOETE et al., 2011).

Os complexos foram inseridos em caixas cubicas, com pelo menos 1,3
nm de comprimento desde o mesmo até a fronteira da caixa, e solvatados com
moléculas pré-equilibradas de 4gua TIP3P (JORGENSEN et al., 1983). Nas caixas de
agua foram adicionados, em posicfes aleatdrias, ions sddio e cloreto suficientes para
atingir tanto a neutralidade como uma concentragéo 0,15 mol-L1. Apés montagem dos
sistemas realizou-se a minimizagcédo dos mesmos usando o algoritmo steepest descent
(50000 passos com um tamanho de passo de 0,01 kJ-mol?), definindo uma restricdo
de posicdo para os atomos ndo-hidrogénios dos ligantes. Em seguida, foram
realizadas equilibrac6es usando os ensambles NVT (2 ns) e NpT (3 ns) fixando os
atomos nao-hidrogénios tanto da proteina como dos ligantes. Por dltimo, para cada
sistema considerado, foram executadas trés simulacbes de dinamica molecular
independentes (para o qual foi mudado o niumero correspondente a semente para o
gerador de numeros aleatérios) de 100 ns cada, com intervalos de tempo de 2 fs,
liberando todas as restricbes de posicao.

Os sistemas foram simulados usando condi¢des periddicas de fronteira

e mantendo uma temperatura constante de 310 K (controlada por um termostato
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modificado Berendsen) e uma pressdo de 1 bar (controlada por um barostato de
Berendsen (BERENDSEN et al., 1984) durante as equilibragdes e por um barostato
Parrinello-Rahman (PARRINELLO; RAHMAN, 1981) durante a fase de producéo). As
interacbes nao-ligadas foram truncadas em 1,2 nm. O método de Particula-Malha
Ewald (PME, do inglés Particle-Mesh Ewald (DARDEN; YORK; PEDERSEN, 1993))
foi utilizado para o tratamento das interacBes eletrostaticas de longo alcance,
definindo um espacamento da grelha de 0,16 nm e uma ordem de interpolacéo de 4.

As andlises das diferentes trajetorias, considerando os 10001 snapshots
gerados em cada caso, foram realizadas com os programas disponiveis no pacote
GROMACS, empregando as configura¢cdes padrdo caso nao seja indicado o contrario.
Para a atribuicdo da estrutura secundéaria, foi usado GROMACS em conjunto com o
programa DSSP (KABSCH; SANDER, 1983). As avaliacbGes em tela gréafica dos
resultados obtidos e geracdo de graficos 3D, foram realizadas empregando os
programas VMD v.1.9.2 (HUMPHREY; DALKE; SCHULTEN, 1996) e PyMOL v.1.8
(DELANO, 2014). Os diferentes graficos 2D foram gerados empregando o pacote
gnuplot v. 5.2.
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CAPITULO 4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

No total, 230 estruturas de Plasmodium falciparum depositadas no PDB
satisfizeram os critérios de busca definidos. Estas estruturas representam 40 enzimas
diferentes, como apresentado na Tabela 4.1. Como conjunto base para a execucao
da triagem virtual inversa baseada no docking, tomaram-se as 34/40 estruturas que
foram verificadas, mediante revisdo bibliografica, como presentes e/ou essenciais
durante o estagio intra-eritrocitico da infeccdo. Em seguida, serdo apresentados os
resultados obtidos nas enzimas dihidroorotato desidrogenasse (DHODH) e
plasmepsina 1l (PMIl), as quais foram consideradas como alvos viaveis no

Plasmodium falciparum para os derivados da indol-3-glioxiltirosina.

TABELA 4.1 — Sumario das estruturas de P. falciparum que satisfizeram os critérios de busca definidos
no PDB. Para cada enzima, indica-se se a mesma € expressada e/ou € um alvo essencial, i.e.,
indispensével para o parasito, durante o estagio intra-eritrocitico da infeccao.

Expressada e/ou

Classificacéo n. E.C. Abreviaturat E.s(tjrituras” essencial no estagio
intra-eritrocitico?
1.1.1.27 LDH 5 Sim
1.1.1.267 DXR 19 Sim
1.2.1.12 GAPDH 2 Sim
Oxidoreductases 13.1.9 ENR 24 N_'Elo
1352 DHODH 17 Sim
1.5.1.3/2.1.1.45 DHFR-TS 13 Sim
1.6.5.3 NDH2 1 Nao
1.20.4.1(1.8.4.2) Grx1 3 Sim
2312 ATC 1 Sim
2.3.1.48 GCN5 1 Sim
2421 PNP 8 Sim
2.4.2.22/2.4.2.8 HGXPRT 2 Sim
Transferases 25.1.16 SpdS 4 S?m
2.7.4.9 TMPK 3 Sim
27111 CDPK2 1 N&o
27111 CDPK4 1 N&o
271111 PKAR 1 Sim
2.7.11.22/2.7.11.23 PK5 2 Sim
3.1.1.96 DTD 3 Sim
3.4.11.- PfA-M1 44 Sim
34.11.1 PfA-M17 8 Sim
3.4.22.- Falcipain-2 1 Sim
3.4.22.- Falcipain-3 1 Sim
3.4.23.38 PMI 1 Sim
Hidrolases 3.4.23.39 PMII 19 Sim
3.4.23.- PMIV 1 Sim
3.4.23.- HAP 3 Sim
3.5.1.88 PDF 1 Sim
3531 Arginase 3 N&o
3544 ADA 1 Sim
3.6.1.23 dUTPase 6 Sim

(Continua)
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(Continuacao)

Presente e/ou essencial

- ~ . n.de L
Classificacéao n. E.C. Abreviaturat no estagio intra-
Estruturas'? eritrocitico?
4.1.1.23 OMPD 6 Sim
Liases 4.1.2.13 TRAP 1 Nao
4.2.1.- Fabz 2 Sim
4.23.12 PTPS 1 Sim
Isomerases 5.2.1.8 FKBP35 4 Sim
6.1.1.1 TyrRS* 1 Sim
Ligases 6.1.1.2 TrpRS* 1 Sim
g 6.1.1.6 Lysyl-tRNA 9 Sim
6.1.1.15 ProRS 5 Sim

t Abreviaturas fornecidas dos nomes em inglés. T Ultimo levantamento: 28 de maio de 2019.
*Estruturas consideradas por conter os substratos L-tirosina (TyrRS) e L-triptofano (TrpRS).

Fonte: elaborada pela autora com base em dados coletados do Banco de Dados de Proteinas
(BERMAN, 2000) e de BANSAL et al., 2017; BHATT et al., 2010; BRACCHI-RICARD et al., 2001;
CASSERA et al., 2011; CUI et al., 2007; DITTRICH et al., 2008; DOWLING et al., 2010; JAIN et al.,
2017; KE et al., 2019; LUNEV et al., 2016; MORAHAN; WANG; COPPEL, 2009; PASAJE et al., 2016;
RAJAN et al., 2013; RAMYA; SUROLIA; SUROLIA, 2006; VAN SCHAIJK et al., 2014; VIDADALA et
al.,, 2014; WHITTINGHAM et al., 2010 e WURTZ et al., 2009 em conjunto com o sitio web Malaria
Parasite Metabolic Pathways (GINSBURG; ABDEL-HALEEM, 2016).

4.1 — Avaliacdo da enzima dihidroorotato desidrogenase de P.

falciparum

A enzima dihidroorotato desidrogenase de P. falciparum (DHODH, E.C.
1.3.5.2) catalisa a Unica reagéo redox na via exclusiva para obteng&o de pirimidinas
no parasito: a oxidagéo do L-dihidroorotato para orotato (ORO) na presenca do cofator
mononucleotideo de flavina (FMN) e da coenzima ubiquinona (CoQ) (Esquema 4.1).
Esta enzima monomérica, essencial para o parasito, localiza-se na membrana interna
mitocondrial (pH ~ 7,0-7,4), sendo classificada como uma DHODH do tipo 2
(KRUNGKRAI, 1995; SINGH et al., 2017).

PO S
o NN OH

o}
HN HO,, -2
a\ ¢ H HO, ~, = H
0% "N - ‘. O
4 €02 OH OH 6-10

L-Dihidroorotato 0 FMN CoQH;

o X,

N
HN HO,, H L
PN, N
0O N 0y HO,, OH (o] <r"TH
H (o] 6-10

Orotato g FMNH, CoQ

‘o
ESQUEMA 4.1 — Reacéo catalisada pela enzima DHODHPf na presenca do cofator FMN e da coenzima
CoQ.

Fonte: elaborada pela autora com base em SINGH et al., 2017.
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Dezessete estruturas da DHODHPT ligadas a um inibidor, o produto da
reacdo enzimatica ORO e o cofator FMN encontraram-se depositadas no PDB (Tabela
4.2). Em todas, o inibidor cristalografico ocupa o sitio de ligacdo da coenzima CoQ,

sitio que seréa daqui em diante referido como “sitio dos inibidores”.

TABELA 4.2 — Cddigos de identificacdo (PDB IDs) e resolucdo das estruturas da DHODHPf
consideradas. Para cada PDB ID, é apresentado o respectivo inibidor cristalogréafico junto com os
valores in vitro de ICsona enzima e de ECso na linhagem 3D7 de Pf.

Estruturaf Inibidor
PDB__ Res. ID " DHODHPf 3D7 ECs Ref.
ID (A) PDB/Ref,  Eotrutura2b ICso (UM) (M)
H
Jzsl N WHITE et al.
¥ ‘ -- - !
6EOB* 2009 o0 N,\NYN 2019
N
N
FIT/ NN KOKKONDA et
6GJG 1,99 /0 0,068 0,081
15 F3CONH _N al., 2018
—N
782/ PHILLIPS et al.
\_ =N 1
5TBO 215 [0 3 @NH . 0,053 0,014 D016
Fa
H
Br NW
5Y5/ @@ L KOKKONDA et
SFI8 232 o, O 0,0046 000039 [ "o0e

D59/ Q o | o DENG et al,
SDEL 220 pgvisg o Nké/“to. 0.016 N 2015

—N
4RX0 225 o e PHILLIPS et al.,

0,024 0,0046
5800 280 DOMZ85  ee (T N‘N/)\(F;: 2015

DSM338 NH N7 °CF, 2014

=N
R =N
3

IBW/ 0
I\
4CQ8 1,98  Genz- /QNQ\/( 0,08 13
at

HN
669178 RN ~

XBL/ «Nﬁ/é?
4CQ9 272 |5leoes N}N\N/ N 35 12000 ROSS et al,
oF
acoA 282 DO 3w 135 2300
: IDI-6273 = @C, ’

(Continua)
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Estruturaf Inibidor
PDB  Res. ID DHODHPf 27 Ref
. . .
ID (A)  PDB/Ref, EStrutura ICso (UM) =550
(uM)
—N
D67/ ém COTERON et
3SFK 295 Dol o VA 0,038 0010 7000
Fs;C NH Fyp
08A/ RS N
308A 230 Genz %OQNMNﬂ 0,022 0007 ~ BOOKERetal,
667348 A
H
Jzsl N
365 200 0 N,\NWN 0,047 .
LN
H
Jazi e DENG et al,
368 240 DX N;NW" 0,056 - Do
LN
H
J52/ NN
3R 250 DL acQN'“W" 0.28 .
NN
N
%\ ; HURT;
1Tvs 240 KoY ﬁNOfF . . WIDOM:
or CLARDY, 2006

T Além do inibidor, as estruturas apresentam os ligantes ORO e FMN (produto da reag&o enzimatica
e cofator, respetivamente). Tt Ressaltam-se os grupos que interagem mediante ligacGes de
hidrogénio com as cadeias laterais dos residuos His185 (verde) e Arg265 (azul). *Mutante C276F.
Fonte: elaborada pela autora com base nas referéncias apresentadas na Ultima coluna da tabela.

O sitio dos inibidores na DHODHPTf localiza-se junto ao bolso de ligacao
do cofator FMN, baixo as hélices a2 e all e acima do dominio B/a-barril (Fig. 4.1)
(DENG et al., 2014). Dentre os residuos que conformam o sitio dos inibidores temos
a His185, Phe227, Cys233, e a Arg265. Apds alinhamento e comparacdo das 17
estruturas, identificou-se que aquelas com PDB ID 1TV5, 308A, 4CQ9, 4CQA, 40RM
e 5DEL conseguem representar as diferentes configuracdes observadas para o sitio
de ligacdo dos inibidores, em funcdo do posicionamento das cadeias laterais dos
residuos Phel71, His185, Phel88 e Arg265. Este subconjunto pode, a0 mesmo
tempo, ser subdividido em dois, baseando-se na posicao relativa da cadeia lateral do
residuo Phel88. Nas estruturas com PDB ID 1TV5, 308A e 4CQA, a cadeia lateral da
Phel88 encontra-se ‘para baixo”. Em contraste, nas estruturas com PDB ID 4CQ9,
40RM e 5DEL, a cadeia lateral da Phel88 encontra-se ‘para acima”, aumentando a

profundidade desta cavidade (Fig. 4.2).
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@ —| Helice o1

Hélice a2

FIGURA 4.1 — Estrutura tridimensional da DHODHPf. O produto da reacao enzimatica (ORO, magenta)
e a coenzima (FMN, amarelo) sdo apresentados no modelo de preenchimento do espaco. A regido dos
inibidores cristalograficos esta representada como pontos (azul claro). Séo indicadas as posicdes das
hélices a2 (laranja) e all (verde) e do dominio B/a-barril (azul escuro).

Fonte: elaborada pela autora com base em DENG et al., 2014.

A. Hélice a1l B, Hélice a11
rd Q?‘ Phe171 o
Hélice a2 Hélice a2
\ \ “para acima”
Phe188
“bara baixo”. = ke 30 o
C LRNEA Y | Arg265
OO
PDB ID 1TVS 308A 4CQA PDB ID 4CQ9 40ORM SDEL

FIGURA 4.2 — Sitio de ligacéo dos inibidores na DHODHPf. Comparacao das posi¢des dos residuos
Phel71, His185, Phel88 e Arg265 nas estruturas com PDB ID 1TV5, 308A, 4CQA (A.) e com PDB ID
4CQ9, 40RM e 5DEL (B.). Pode-se observar que, quando a cadeia lateral do residuo Phel88 esta
‘para acima”, a profundidade do sitio de ligacdo dos inibidores (representado com pontos cinzas),
aumenta.

Fonte: elaborada pela autora.
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A determinacdo do estado de protonacdo do residuo His185 a ser
considerado nas simulagdes, realizou-se mediante avaliagdo das interacdes tipo
ligacdo de hidrogénio (HB, do inglés hydrogen bond) que o mesmo estivesse
efetuando com outros residuos e/ou com os inibidores nas diferentes estruturas. Esta
avaliacdo mostrou que o residuo His185 pode adotar os estados de protonacao
denominados como HSE e HSP (Esquema 4.2). Nas estruturas com PDB IDs 4CQ9
e 4CQA, as quais contém os inibidores com a menor poténcia, observou-se que a
cadeia lateral da His185 néo estabelece HBs com outros residuos nem com o inibidor
(Tabela 4.2), enquanto nas 15 estruturas restantes, observou-se que a cadeia lateral
da His185 poderia estar realizando, simultaneamente, duas ligagdes de hidrogénio. O
primeiro HB seria entre o atomo de oxigénio da cadeia principal do residuo Phe227 e
o atomo Ne? da cadeia lateral do residuo His185 (Phe227:0-His185:N¢?), indicando
que o atomo His185:Ne? deve estar protonado. O segundo HB é entre os inibidores e
o atomo No&! da cadeia lateral do residuo His185 (His185:Nd?). Neste Gltimo caso, a
protonacdo do atomo His185:Nd! depende de se o inibidor atua como grupo aceptor
do HB (e.g., na estrutura com PDB ID 1TV5, Fig. 4.3, A e C.) ou como grupo doador
do HB (e.g., na estrutura com PDB ID 40RM, Fig. 4.3, B. e D.).

J=*NH NH;* O
HN lc';
5! . o 5! .
I, — w1
£ —_— _ €
= C__ I \)\)\/C\ .
o JTNH  NHg* O ©
HSD HN I HSE
_— o

HSP
ESQUEMA 4.2 — Possiveis estados de protonagcdo do aminoacido L-a-histidina a valores de pH
proximos ao fisioldgico. Nomenclatura tomada do campo de forca CHARMM36.
Fonte: Elaborada pela autora com base em LI; HONG, 2011.
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FIGURA 4.3 — LigagGes de hidrogénio da cadeia lateral da His185 nas estruturas cristalogréficas da
DHODHPT{. Representacéo bidimensional dos inibidores A77 1729 (A.) e DSM338 (B.) e liga¢cbes de
hidrogénio (representadas por linhas ponteadas) estabelecidas pelo residuo His185 nas estruturas da
DHODHPf com PDB ID 1TV5 (C.) e 40RM (D.).

Fonte: elaborada pela autora.

Com fins ilustrativos, apresentam-se as superficies correspondentes as
interacOes ndo-covalentes entre os grupos His185-HSP, Phe227 e inibidor A77 1729
da estrutura com PDB ID 1TV5 e His185-HSE, Phe227 e inibidor DSM338 da estrutura
com PDB ID 40RM (Fig. 4.4). Os diferentes HBs estabelecidos com a His185 sdo
revelados como superficies bem definidas no espaco, em torno a valores de
densidade (p) compreendidos entre 0,04—0,07 u.a., com carater meramente atraente

(ao ser o sinal do A2 negativo), o que se reflete nos tons azulados.
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FIGURA 4.4 — Representacdo espacial das interacBes ndo-covalentes entre a Hisl85 e a
Phe227/inibidores cristalograficos. A. inibidor A77 1729 (PBD ID 1TV5, H185-HSP). B. inibidor DSM338
(PBD ID 40RM, H185-HSE). As superficies de NCI correspondem a valores do RDG = 0,30 a.u e a

uma escala de cor arco-iris de -0,07 < p (a.u.) < 0,07.
Fonte: elaborada pela autora.

Assim, simulagcbes de docking molecular nas estruturas com PDB IDs
5DEL, 40RM, 4CQ9, 4CQA, 308A e 1TV5 considerando o residuo His185 nos
estados de protonacdo HSE e HSP foram executadas. Apds inspecao visual,
observou-se que nas estruturas com PDB ID 1TV5, 308A e 4CQA (Phe188 “para
baixo”, menor profundidade do sitio de liga¢édo), as simulacdes foram inconclusivas.
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Em contraste, no conjunto de estruturas com PDB ID 4CQ9, 40RM e 5DEL, as
simulacdes de docking foram satisfatorias, sobressaindo os resultados obtidos na
estrutura com PDB ID 40RM. Daqui em diante, unicamente os resultados obtidos
nesta estrutura serdo os discutidos.

No modo de ligagéo predito na estrutura com PDB ID 40RM, o grupo
indol dos derivados da indol-3-glioxiltirosina foi posicionado no fundo da cavidade
correspondente ao sitio de ligacdo dos inibidores. Na maioria dos casos, 0 grupo
—NHindol €ncontrou-se orientado para o residuo Met536. Os diferentes grupos —R

ficaram parcialmente expostos ao solvente (Fig. 4.5).

\%ArgZGS

H185-HSE \%ArgZGS H185-HSP

Met536 Met536
» B.

FIGURA 4.5 — Modo de ligacao predito para os derivados da indol-3-glioxiltirosina ap6s simulacdes de
docking na estrutura da DHODHPf com PDB ID 40RM. S&o apresentadas as poses obtidas
considerando o residuo His185 no tautdbmero HSE (A. e C.) e HSP (B. e D.). Os atomos de carbono do
cofactor FMN sdo apresentados em laranja. Para maior clareza, os atomos de hidrogénios ndo sao
apresentados.

Fonte: elaborada pela autora.
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A reprodutibilidade do posicionamento dos compostos dentro do sitio de
ligacao, indiferente do estado de protonacéo da His185, se reflete nos valores obtidos
de deslocamento quadratico médio (RMSD, do inglés root-mean-square deviation).
Compararam-se as poses obtidas para os mesmos nas duas configuracbes do
receptor consideradas. Na maioria dos casos, este valor foi menor que 1,00 A (Tabela
4.3).

TABELA 4.3 — Valores de RMSD comparativos e pontuacfes associadas as poses selecionadas para
andlise apés simulagdes de docking na estrutura da DHODHPf com PBD ID 40RM.
Pontua¢cdo ChemPLP

- T
Composto R His185-HSE His185-HSP RMSD? (A)
oH 6a__ Ph 59,3 62,4 0.49
R 6b  4-F-Ph 64,3 68,1 0,80
6c  4-Cl-Ph 64,7 66,6 0,63
OMe 6d  4-Br-Ph 68,5 68,1 0,25
o8 6e a-Metiltiofeno 69,9 70,4 0,19
. o 6f  Tiofeno 68,2 64,9 0.77
6h  4-C(CHa)s-Ph 67,1 61,7 1.84
0P 6i  3-OH-Ph 66,7 68,7 0,27
NH 6  Naftil 68,2 78,0 1,49
6k  4-COCHs-Ph 71.6 70,9 0,37
6l  4-CFs-Ph 77.2 73,8 0,45
DSM338tt 115,7 110,7 0,11

T Grupo de referéncia: &tomos n&o-hidrogénios. Tt Resultados das simulagdes de redocking. As
mesmas validam o experimento in silico.
Fonte: elaborada pela autora.

Note-se que a partir dos valores de pontuacédo avulsos, associados a
cada uma das poses (Tabela 4.3), ndo é possivel determinar o estado de protonacao
da His185 com o qual os compostos apresentariam uma maior afinidade pelo sitio de
ligacdo. As interaces ndo-covalentes receptor—ligante identificadas como comuns no

modo de ligacéo predito e, representadas para o composto 6a na Fig. 4.6, sao:

e Interacdo T edge-to-face da forma-T entre a cadeia lateral da Phe227 (edge) e o
grupo indol (face) dos ligantes. Ndo observada nas poses His185-HSE 6c, e
His185-HSP 6k e 6j.

e Para as simulacbes considerando a configuracdo His185-HSP, ligacbes de
hidrogénio do tipo —NH---O envolvendo o a&tomo Ns! da cadeia lateral da His185
(protonado, como grupo doador) e um dos atomos de oxigénio da porcéo
oxoacetamida dos ligantes (grupo aceptor). Ndo observada para a pose do

composto 6l.
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HIS-185

ILE-263

MET-536

LEU-197

CYs-233

. ILE-237 H185-HSE

ILE-263

LEU-197

CYs-233 ©
ILE-237 H185-HSP

LEU-240

FIGURA 4.6 — Interacfes ndo-covalentes, representadas para o0 composto 6a, estabelecidas pelo modo
de ligacao predito apos simulagbes de docking dos derivados da indol-3-glioxiltirosina na estrutura da
DHODHPf com PDB ID 40RM. S&o apresentadas as poses de 6a obtidas considerando o residuo
His185 no tautbmero HSE (atomos de carbono em verde-azulado, topo) e HSP (d&tomos de carbono em
violeta claro, parte inferior). Os atomos de carbono da enzima sédo apresentados em cinza e os do
cofactor FMN, em laranja. As ligacdes de hidrogénio sdo apresentadas em vermelho. As interacbes
envolvendo sistemas 11, em amarelo. Distancias em A. Unicamente sdo apresentados os hidrogénios
polares. Inset: sobreposicdo das poses de 6a.

Fonte: elaborada pela autora.
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e Ligacdes de hidrogénio do tipo —NH---O envolvendo os atomos Nt e/ou Ny da
cadeia lateral da Arg265 (protonados, como grupos doadores) e 0 ceto-oxigénio

da funcao éster dos ligantes (grupo aceptor).

Destas intera¢des comuns, aquelas com os residuos Phe227 (interacéo-
) € com a Arg265 (HB), contribuiriam especialmente com o grau de afinidade dos
compostos para o sitio de ligacdo (DENG et al., 2009). Ja o HB com a His185, além
de contribuir com a afinidade e poténcia dos inibidores, aumentaria a seletividade dos
compostos sobre a DHODHPT frente a formas mamiferas da enzima (DENG et al.,
2009). Simultaneamente, o posicionamento do grupo indol no fundo da cavidade, onde
sdo encontrados os residuos Leul89, Leul97, Phe227, Cys233, 11e237, Leu240 e
Met536, € consistente com as orienta¢cdes observadas para grupos nao-polares de
diferentes inibidores cristalogréaficos (SINGH et al., 2017).

As interagbes comuns identificadas para os diferentes grupos —R foram
uma interacdo de empilhamento 1 envolvendo a cadeia lateral da His185 junto com
interacbes Tr—alquil envolvendo a cadeia lateral da 1le263 e o grupo metila
correspondente ao atomo C7M da porcao o-xileno do FMN (Fig. 4.7). Estes grupos,
parcialmente expostos ao solvente, foram posicionados no canal delimitado pelos
residuos Glul82, Gly226, Lys229, Arg262, Cys276 e Asn279 (Fig. 4.7). Os dados
estruturais disponiveis até o momento, mostram que os inibidores conhecidos da
DHODHPf nédo fazem interacbes com os residuos desse canal. Ao avaliar as
diferentes interagbes estabelecidas pelos diferentes grupos —R (Tabela 4.4),
observou-se que nas poses dos compostos 6b e 6d, os quais exibiram os melhores
resultados nos testes de atividade biologica, os grupos —R apresentam o menor
namero de interacfes com o seu entorno, assim como as poses dos compostos 6a,
6c, 6f e 6).
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<« Hélice a2 Arg262 B. ~6b

PDB ID 40RM

FIGURA 4.7 — Posicionamento dos grupos —R no modo de ligag¢&o predito para os compostos derivados
da indol-3-glioxiltirosina ap6s simulacdes de docking na estrutura da DHOHDPf com PDB ID 40RM. A.
Poses dos compostos 6b, 6¢, 6d e 6i. Distancias em A. B. representacdo da estrutura da enzima em
superficie e dos compostos 6b, 6d e 6h no modelo de preenchimento do espago.

Fonte: elaborada pela autora.

TABELA 4.4 Interacdes estabelecidas pelos diferentes grupos —R no modo de ligacao predito apés
simulac¢bes de docking na estrutura da DHODHPf com PBD ID 40RM.

Composto -R Glul82 Gly226 Lys229 Arg262 Cys276 Asn279 Tyr528
A 6D 4-F-Ph vdw
o 6d 4-Br-Ph vdw vdwW
E: 6¢C 4-Cl-Ph vdw vdwW
-'g 6l 4-CFs-Ph vdw vdw vdw vdw
= 6a Ph
I 6k  4-COCHs-Ph vdw vdw HB
g 6 Naftil vdW vdwW
g 6e a-Metiltiofeno  vdW vdw
- 6h  4-C(CHs)s-Ph  vdW vdW vdW vdw vdwW
6f Tiofeno
6i 3-OH-Ph HB HB

vdW = van der Waals. HB = liga¢&o de hidrogénio.
Fonte: elaborada pela autora.
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Os complexos DHODHPfH185-Hse~ORO-FMN-6a € DHODHPfH185-HsP—
ORO-FMN-6a2, foram selecionados para executar o refinamento empregando
simulacbes de dinamica molecular (DM). Para cada sistema, geraram-se trés
trajetorias independentes de 100 ns cada a uma temperatura de 310 K e 1 atm de
presséao.

Em nenhuma das trajetérias obtidas observaram-se alteracdes
estruturais da enzima, de acordo com i) a evolugcdo no tempo do raio de giro (Rg)® e
do RMSD°® dos carbonos-a, frente as suas posicdes iniciais (Fig. 4.8) e ii) a
estabilidade no tempo da estrutura secundaria (Fig. 4.9). Ao monitorar o sitio de
ligacdo dos inibidores, foi observado o movimento ascendente da hélice az (Fig. 4.8).
Tal movimento, aumenta a largura do canal onde reside o grupo —R, aumentando o

grau de exposicao ao solvente do mesmo.

a O composto 6a foi escolhido como referéncia por representar o scaffold comum dos compostos de
maior poténcia (6b e 6d).
b O raio de giro (Rg) é definido como a distribuicdo dos atomos da proteina, em torno ao centro de

massa da mesma:
N
1
Rg(t) - (M é_l m; (rl(t) R) >

Onde M, é a massa da proteina; m;, a massa do i-ésimo atomo; r;, a possi¢do do i-ésimo &tomo no
instante de tempo t e R, 0 centro de massa da proteina conformada por N atomos. O raio de giro reflete
a compactacdo de uma proteina (SNEHA; GEORGE PRIYA DOSS, 2016).

¢ Deslocamento quadratico médio (RMSD) € a raiz do desvio na posi¢cdo observado para um atomo
frente a sua posicdo de referéncia:

N
RMSD(t) = (%Z(ri(t) — e )2>

Onde N, é o numero de atomos constituintes dos sistema,; r;, a possi¢ao do i-ésimo atomo no instante
detempote riref, a possicao do i-ésimo atomo no instante escolhido como referéncia. A representacéo
grafica dos valores de RMSD reflete possiveis variagées que ocorrem ao longo da simulagao. O RMSD
de todos os atomos Ca, é considerado o critério central para medir a convergéncia (SNEHA; GEORGE
PRIYA DOSS, 2016).

1/2

1/2
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FIGURA 4.8 — Evolucdo temporal de algumas das caracteristicas estruturais da DHODHPf nas
simulagdes de DM dos complexos DHODHPfiss-Hse-ORO-FMN-6a (topo) e DHODHPfi1ss-1sp-ORO-
FMN-6a (parte inferior). A. Rg (primeira coluna) e RMSD (segunda coluna) dos atomos carbono-a nas
trajetdrias obtidas para os complexos. B. Sobreposicdo dos complexos em t = 100 ns. A estrutura em
cinza corresponde a estrutura cristalografica (PDB ID 40RM). Cada cor corresponde a uma simulacéo
diferente. O movimento ascendente observado para a hélice a2 é destacado.

Fonte: elaborada pela autora.
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FIGURA 4.9 — Evolucdo temporal da estrutura secundaria da DHODHPf nas trajetérias independentes
obtidas para os complexos DHODHPfHiss-Hse-ORO-FMN-6a (topo) e DHODHPfH1ss-Hsp-ORO-FMN-6a
(parte inferior). Grupo de referéncia: atomos ndo-hidrogénios da enzima.
Fonte: elaborada pela autora.
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Como esperado, os ligantes ORO e FMN permaneceram no modo de
ligacéo cristalografico nas diferentes trajetorias, de acordo com i) a evolugao temporal
do RMSD dos atomos néao-hidrogénios dos mesmos, em funcdo das suas posi¢des
iniciais, nos que sé&o registrados valores menores ou iguais a 1,0 A (Fig. 4.10), e ii) os
graficos de distribuicdo de tais valores de RMSD onde um Gnico pico é observado (Fig.
4.11). Na terceira réplica (T3) da DM do complexo DHODHPfH185-Hse-ORO-FMN-6a,
foi observada uma rotacdo de quase 180° do grupo carboxila de ORO (Fig. 4.10-A), o

gue gera, desde o ponto de vista quimico, um modo de ligacéo equivalente ao original.
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FIGURA 4.10 — Evolucéo temporal dos ligantes ORO e FMN nas simulacbes de DM dos complexos
DHODHPfH1ss-Hse-ORO-FMN-6a (topo) e DHODHPfH1ss-1sp-ORO-FMN-6a (parte inferior). A. Evolugéo
temporal dos RMSDs dos 4tomos néo-hidrogénios de ORO (primeira coluna) e FMN (segunda coluna).
Referéncia: Posicdes iniciais dos atomos nao-hidrogénios de cada ligante. B. Sobreposicao dos
complexos em t = 100 ns. A estrutura em cinza corresponde & estrutura cristalogréafica (PDB ID 40RM).
Cada cor corresponde a uma simulacédo diferente. S&o destacadas as conformacdes dos ligantes ORO
e FMN.

Fonte: elaborada pela autora.
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FIGURA 4.11 - Distribuigcbes normalizadas dos valores de RMSD registrados para os atomos nao-
hidrogénios dos ligantes cognato ORO (A.) e FMN (B.) nas simulacdes de DM dos complexos
DHODHPfH1ss-Hse-ORO-FMN-6a (primeira coluna de cada painel) e DHODHPf1ss-Hsp-ORO-FMN-6a
(segunda coluna de cada painel). Referéncia: Posic¢des iniciais dos atomos nao-hidrogénios de cada
ligante. Cada cor corresponde a uma simulacéo diferente.

Fonte: elaborada pela autora.

Ao monitorar 6a, observou-se que 0 mesmo permaneceu no sitio de
ligacdo dos inibidores, adotando conformacfes préoximas ao modo de ligacédo predito
nas simulacdes de docking, como mostrado pela evolucdo temporal do RMSD dos
atomos nao-hidrogénios do mesmo, em funcao das suas respetivas posi¢des iniciais,
o qual n&o ultrapassou os 2,0 A na maioria do tempo simulado (Fig. 4.12, A. e C.) (LIU;
KOKUBO, 2017; RAMIREZ; CABALLERO, 2018). O perfil das distribuicées do RMSD
(Fig. 4.12, C.), aponta que 6a apresentou as maiores flutuagcdes na sua conformagao
nas trajetorias T2 e T3 considerando a H185-HSP. Analises de agrupamento (clusters)
tomando como referéncia os atomos nédo-hidrogénios de 6a revelaram que a
ocupacao no tempo da principal conformacgéo adotada pelo composto foi superior o
igual ao 75% do tempo simulado, tomando como valor de corte na diferenca de RMSD
1,0 A (Tabela 4.5) (FRIEDRICH; SIMSIR; KIRCHMAIR, 2018).
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FIGURA 4.12 — Evolucdo temporal dos composto 6a nas simulaces de DM dos complexos
DHODHPfH1s5-Hse-ORO-FMN-6a € DHODHPfH1ss-Hsp-ORO-FMN-6a. A. Evolugéo temporal do RMSD
dos atomos n&o-hidrogénios do composto 6a. Referéncia: Posi¢Bes iniciais dos atomos nao-
hidrogénios. Cada cor corresponde a uma simulagéo diferente. B. Sobreposicdo dos complexos em t =
100 ns destacando as conformagBes do composto 6a. Em cinza, € apresentada a estrutura
cristalografica e a pose predita nas simulacoes de docking (PDB ID 40RM). C. Distribuicbes
normalizadas dos valores de RMSD apresentados em A.

Fonte: elaborada pela autora.

TABELA 4.5 — Ocupacéo no tempo (%) da conformacéo principal adotada por 6a durante as simulacdes
de DM dos complexos DHODHPfH1ss-Hse-ORO-FMN-6a € DHODHPfH18s5-1sp-ORO-FMN-6a.

Sistema
Trajetéria His185-HSE His185-HSP
T1 99,9 98,0
T2 77,8 81,5
T3 89,4 75,0

Fonte: elaborada pela autora.

O nuamero de contatos de curto alcance enzima---ligantes (residuos em
até 4 A dos ligantes), permaneceu constante nas seis trajetorias (Tabela 4.6). Ao
avaliar as interacdes tipo ligacdo de hidrogénio DHODHPf{-6a (Tabela 4.7), foi
observado que, no sistema considerando a His185-HSP, o HB predito no docking com
a cadeia lateral do residuo His185 é perdido, enquanto que, aquele com o residuo
Arg265 apresentou uma ocupacao média de 13% + 9% (o valor do desvio padréao
indica que o mesmo tende a ndo ser estavel devido a sua baixa reprodutibilidade). Em
contraste, no sistema considerando a His185-HSE, 6a estabeleceu uma ligacao de
hidrogénio com atomo Ns* do residuo His185 mediante a funcdo —NHamida (Ocupacéo
média de 16% + 3%), e aquele com o residuo Arg265 é perdido. Em ambos os casos,
observou-se uma ligagdo de hidrogénio envolvendo o &tomo de oxigénio da cadeia
principal da Leu531 e 0 —NHindol dOS compostos, interagdo ndo observada nas

simulac¢des de docking.
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TABELA 4.6 — Numero de contatos (d < 4 A) enzima: --ligantes presentes durante as simulacdes de DM
dos complexos DHODHPfH1s5.-Hse-ORO-FMN-6a e DHODHPfH185-Hsp-ORO-FMN-6a. Em parénteses é
apresentado o desvio padréo.

ORO FMN 6a
His185-HSE

T1 20 (4) 37 (4) 15 (4)

T2 21 (3) 37 (5) 12 (4)

T3 20 (3) 37 (5) 13 (4)

Média 20 (2) 37 (3) 13 (2)
His185-HSP

T1 20 (4) 34 (5) 13 (5)

T2 21 (3) 38 (5) 11 (4)

T3 22 (3) 36 (4) 17 (5)

Média 21 (2) 36 (3) 14 (3)

Fonte: elaborada pela autora.

TABELA 4.7 — Ocupacéo no tempo (%) das ligacdes de hidrogénio mais representativas enzima:--6a
estabelecidas durante as simulagbes de DM dos complexos DHODHPfuiss-Hse-ORO-FMN-6a e
DHODHPfH1ss-Hsp-ORO-FMN-6a. Em parénteses é apresentado o desvio padrao.

Grupos participantes adi
Sistema - pos parc T1 T2 T3 Media
Residuo 6a (DP)
His185 Cadeia lateral —NHamida (doador) 16 12 20 16(3)
His185-HSE Arg265  Cadeia lateral —Oceto-ester (ACEPLOr) 15 1 3 6 (6)
Leu531  Cadeia principal —NHindol (doador) 44 0 19 21(18)
Glul82  Cadeia lateral —OHerenol (doador e aceptor) 4 15 81 33(34)
. His185 Cadeia lateral —Oceto-oxoacetoamide (d0ador) 0 1 3 2 (1)
His185-HSP )
Arg265  Cadeia lateral —Oceto-ester (ACEpLOr) 1 16 23 13(9
Leu531  Cadeia principal —NHindol (doador) 35 11 29 25(10)

Fonte: elaborada pela autora.

Uma andlise mais detalhada das interacbes nao-covalentes
DHODHPf---6a foi realizada. Para isto, trabalhou-se com as estruturas mais
representativas de cada trajetéria, as quais foram identificadas nas analises de
agrupamento (cluster) realizadas para determinar a ocupac¢éo no tempo da principal
conformacao adotada por 6a. Os resultados sdo os sumarizados na Tabela 4.8. Pode-
se observar que a interacfes de carater ™ com os residuos His185 e Phe227 séo

mantidas.
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TABELA 4.8 — Resumo das principais interacdes ndo-covalentes, diferentes de ligag6es de hidrogénio,
observadas nas estruturas mais representativas de cada uma das simula¢cées de DM dos complexos
DHODHPfH185-Hse-ORO-FMN-6a € DHODHPfH185 Hsp-ORO-FMN-6a.

N © pan, [ < Lo © N~ N — [ ©
5 S 3 %35 2 @ & ¢ 8 & & 8 &
His185-HSE
T1 X X X m X X X CHm X CHm
T2 X X X m CHm  Tm CHr X CH X
T3 X X X m CHm CHm X X X X X
His185-HSP
T1 X X X CHm X Tm X X CHr
T2 X X X X CHm CHm Tm X X X
T3 X X X X il X X X X  CHm X X

X =interacdes de van der Waals. 1 = interagédo de empilhamento-1. T11 = interagcdo de empilhamento-
 na forma T. CH1r = interagdo —CH---r.
Fonte: Elaborada pela autora.

Tomando os resultados das simulacdes de docking e de dinamica
molecular, a diferenca na atividade dos compostos derivados de indol-3-glioxil-tirosina
pode ser explicada em funcdo das diferencas nas energias livres de hidratacao
(AGHidratacao) dOS grupos —R, os quais ficam expostos ao solvente. Grupos —R de menor
AGridratagao (Valores mais negativos, i.e., interacdes mais estaveis com o solvente),
contribuiriam a uma maior estabilidade do modo de ligac&do. Assim, por exemplo, as
energias livres de hidratacdo experimentais dos grupos —R dos compostos 6b (-R =
4-F-Ph) e 6d (-R = 4-Br-Ph) sédo -0,86 e -1,46 kcal-mol?, respectivamente, enquanto
o valor para o grupo —R de 6h (4-C(CHz)3-Ph) é de -0,44 kcal-mol* (Tabela 4.9).

TABELA 4.9 — Valores de energia livre de hidratacdo (AGHidratacaso) dos derivados do benzeno
correspondentes aos grupos —R dos compostos derivados da indol-3-glioxiltirosina (I3GT) 6b, 6d, 6c,
6a e 6h.

Composto AGhigratacao (Kcal-mol™?) Derivado I13GT -R
Fluorobenzeno F-Ph -0,80 6b 4-F-Ph
Bromobenzeno Br-Ph -1,46 g % 6d 4-Br-Ph
Clorobenzeno CIl-Ph -1,12 GEJ g jg 6C 4-Cl-Ph

Benzeno Ph -0,86 27:’ = 6a Ph
t-Butilbenzeno C(CHzs)s-Ph -0,44 6h 4-C(CHa)3-Ph

Fonte: elaborada pela autora com base em ABRAHAM et al., 1990 e RIZZO et al., 2006.

Em suma, estes resultados respaldam a escolha da proteina DHODHPf
como o possivel alvo dos compostos derivados da indol-3-glioxiltirosina. Os valores
de atividade biolégica observada para os derivados concordam com os dados
estruturais e a literatura disponivel. Inibidores que néo interagem via ligacdo de

hidrogénio com a cadeia lateral da His185, apresentam baixa atividade antiparasitaria
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in vitro contra o estagio intra-eritrocitico de P. falciparum. Exemplo disso, sdo os
compostos IDI-6253 e IDI-6273 (inibidores presentes nas estruturas com PDB ID
4CQ9 e 4CQA respetivamente, Tabela 4.2). Por outro lado, inibidores que interagem
fortemente mediante ligacbes de hidrogénio com as cadeias laterais dos residuos
His185 e Arg265 apresentam alta atividade antimalarica in vitro contra o estagio intra-
eritrocitico de P. falciparum. Este comportamento € o observado para o DSM338
(inibidor cristalografico da estrutura com PDB ID 40RM, Tabela 4.2) e outros inibidores
derivados da triazolopirimidina, onde a ressonancia permite fortalecer os HB devido a
redistribuicdo de carga (DENG et al., 2009). Os nossos resultados posicionam 0s

derivados de indol-3-glioxiltirosina no intermédio entre estes dois tipos de ligantes.

4.2 — Avaliacdo das plasmepsinas vacuolares de P. falciparum

As plasmepsinas sdo uma familia de pelo menos dez proteases®
asparticas do Plasmodium falciparum. Destas, as isoformas plasmepsina | (PMI, E.C.
3.4.23.38), plasmepsina Il (PMIl, E.C. 3.4.23.39), plasmepsina IV (PMIV,
E.C. 3.4.23.-) e a protease histo-aspartica (HAP, do inglés histo-aspartic protease,
também conhecida como PMIII), localizam-se no vacuolo digestivo acido (pH ~5) do
parasito e participam na degradacédo da hemoglobina humana durante o estagio intra-
eritrocitico da infeccdo (Esquema 4.3) (ERSMARK; SAMUELSSON; HALLBERG,
2006).

Hemoglobina Activacdo

Plasmepsinas vacuolares (proplasmepsina convertase) Proplasmepsinas vacuolares
(I, 11, IV e HAP) (I, 11, IV e HAP)

Falcipainas
(-1,-2,-2'e-3)

Heme +————

Biocristalizagao . .
Peptideos medianos

. Falcilisina

Hemozoina

DPAP1

Peptideos pequenos - - Amino acidos
Aminopeptidases

(citoplasma do parasito)
ESQUEMA 4.3 — Esquematizacéo do processo de degradacéo (catabolismo) da hemoglobina pelo P.
falciparum durante o estagio intra-eritrocitico da infeccao.
Fonte: elaborada pela autora com base em ERSMARK; SAMUELSSON; HALLBERG, 2006.

d Enzimas que clivam ligagtes peptidicas.



52

As plasmepsinas vacuolares de P. falciparum apresentam um
enovelamento carateristico das proteases tipo pepsina (Fig. 4.13-A), sendo
mondmeros funcionais (LIU; ISTVAN; GOLDBERG, 2006; RATHORE et al., 2020). Os
inibidores das mesmas, ligam-se aos seus sitios ativos, os quais sdo fendas na
interface dos dominios N- e C-terminal, onde se localiza a diade catalitica acida (Fig.
4.13-A, B). Nas enzimas PMI, PMII e PMIV, a diade catalitica sdo dois residuos de
aspartato, aqui numerados como 36 e 216. Na HAP, a aspartato 36 é substituida por
uma histidina®. Em todos os casos, a diade catalitica esta rodeada por diferentes
subsitios (Figs. 4.13-B e 4.14), nomeados segundo a nomenclatura Schechter-Berger.
Um motivo alca-B (B-hairpin), conhecido como flap (Fig. 4.13-A, B), cobre a diade
catalitica. A sua funcédo é a de facilitar a fixacdo dos substratos, podendo adotar

conformacdes desde fechadas até abertas (Fig. 4.13-D).

¢ O mecanismo de reacdo da HAP néo tem sido completamente elucidado. Em diferentes estudos, a
histidina 36 tem se mostrado nédo-catalitica (NASAMU et al., 2020).
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Pepsina humana

Dominio C-terminal
(PDB ID 1PSO)

Enzima (PDBID):
PMI(3QS1)  PMII (5YIA)
PMIV (1LS5)  HAP (3QV]) PDBID 1LF2 1W6H 2BJU 2IGY 4CKU 4722 S5YIA

FIGURA 4.13 — Estrutura tridimensional da pepsina humana e das plasmepsinas vacuolares de P.
falciparum. A. Estrutura terciaria da pepsina, uma protease aspéartica humana. Na mesma sdo
assinalados os dominios N- e C-terminal (em azul e vermelho respetivamente), o motivo grampo-8
conhecido como flap (em ciano) e a posicao da diade catalitica &cida, os residuos Asp32 e Asp215
neste caso. B. Destaque dos diferentes subsitios em torno a diade catalitica (em vermelho) nas
plasmepsinas vacuolares de Pf representadas para a PMIl. C. e D. Sobreposicéo das estruturas da
PMI, PMII, PMIV e HAP de Pf avaliadas mediante simula¢gfes de docking. Pode-se observar que nas
mesmas o flap adota diferentes posicoes.

Fonte: elaborada pela autora.
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% ,Dupla catalitica.
Bolsos: /, flap; 1, subsitio S1/S3; 2, subsitio S2; 1°, subsitio S1”; 2’, subsitio S2".

FIGURA 4.14 — Alinhamento das sequéncias das plasmepsinas vacuolares de P. falciparum. Quadros
vermelhos com letras brancas representam uma identidade estrita entre residuos. Caracteres pretos
em negrito representam residuos similares na mesma coluna. Caracteres entre quadros azuis
preenchidos de amarelo representam similaridade entre os grupos. Encontram-se assinalados os
residuos da diade catalitica assim como aqueles dos subsitios S1/S3, S2, S1’, S2’ e do flap.

Fonte: elaborada pela autora com ajuda do servidor ESPript 3.0 (ROBERT; GOUET, 2014) com base
em BHAUMIK et al., 2011 e HUIZING; MONDAL; HIRSCH, 2015.
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Ao comparar as sequéncias das plasmesinas vacuolares de P.
falciparum, observam-se percentagens de identidade na faixa de 59-73% (Tabela
4.10). Quando comparados os sitios de ligacéo, a identidade com respeito a PMII é
de 84%, 68% e 39% para PMI, PMIV e HAP respetivamente (COOMBS et al., 2001;
ERSMARK; SAMUELSSON; HALLBERG, 2006). Estas similaridades, tanto no
enovelamento como na identidade, refletem-se no fato de que é necessario inibir mais
de uma protease vacuolar para combater o parasita (ERSMARK; SAMUELSSON;
HALLBERG, 2006).

TABELA 4.10 — Percentagem de identidade entre as sequéncias das enzimas PMI, PMIl, PMIV e HAP
de P. falciparum.

PMI PMII PMIV HAP
oMl —_ 69 "
PMII -- 69 60
PMIV 70 6 -- 59
HAP 64 60 59 --

Identidade: Extens@o em que duas sequéncias tém os mesmos residuos nas mesmas posicdes em
um alinhamento, frequentemente expressas como uma percentagem.

Fonte: Elaborada pela autora com base nos resultados obtidos apds alinhamento no servidor BLAST
(ALTSCHUL, 1997; ALTSCHUL et al., 2005; valores E < 7-10-16%) das sequéncias no formato FASTA
disponiveis no Banco de Dados de Proteinas para as estruturas da PMI, PMIl, PMIV e HAP com PDB
IDs 3QS1, 5YIA, 1LS5 e 3FNU respetivamente.
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No total, ligadas a um inibidor, encontraram-se depositadas no PDB 1
estrutura de PMI, 19 estruturas de PMII, 1 estrutura de PMIV e 3 estruturas de HAP
(Tabela 4.11).

TABELA 4.11 — Cddigos de identificacdo (PDB IDs) e resolucdo das estruturas das plasmepsinas
vacuolares consideradas. Para cada PDB ID, é apresentado o respectivo cddigo do inibidor
cristalogréfico junto com os valores in vitro de Ki e ICso na enzima e de ECso na linhagem 3D7 de Pf
quando disponiveis.

Estrutura Inibidor
Kina ICs0 Na
Res. ID . ; . 3D7 Ref.
PDB ID Tipott Enzima Enzima
A PDB/Ref. EC M
PMI
006/ BHAUMIK et al.,
3QS1 3,10 KNI-10006 °M 11,0 0,28 -- 2011
PMII
8VF/
5YIE 2.1 KNI-10742 °M 5,6 -- -
K95/
5YID 2,1 KNIL10395 °M 4,0 - -
8vo/ MISHRA et al.,
5YIC 1,9 KNI10333 ™M 1,3 - 0,93 2018
8VvC/
5YIB 2,15 KNIL10743 °M 3,3 - 0,43
8vo/
5YIA 2 KNI-10343 ™M 3,0 -- -
4KG/ RASINA et al.,
4722 2,62 JRBS3p NPM - 0,34 - 2016
49W/
4YA8 33 PG394 NPM - 08 - RECACHA et al.,
48Q/ 2015
4Y6M 2,27 PGU18 NPM  -- 0,070 --
P2F/ JAUDZEMS et al.,
4CKU 1,85 1SR NPM  -- 0,15 0,002 5014
2AGY 2.6 fBZT/ NPM - 0113 -
ALT/ BOSS et al., 2006
21GX 1,7 > NPM  -- 0,054 -
IH4/ PRADE et al.,
2BJU 1,56 1 NPM  -- 0,034 - 2005
1XE6 2,8 5FP P - - - 4
n.d.
1XE5 2,4 5FE P - - -
TIT/ JOHANSSON et
1W6H 2,24 1 P -- 0,0022 -- al., 2005
1IME6 2,7 VS P - - - n.d.
EH5/ ASOJO et al.,
1LF3 2,7 EHES NPM  -- 0,100 - 5003
R37/
1 - .
1LF2t 1.8 rs370 NPM 0,030 ASOJO et al.,
1LEET 1.9 R36/ NPM - 0,018 - 2002
rs367

(Continua)
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(Continuacao)

Estrutura Inibidor
Kina ICs0 Na
Res. ID . ; . 3D7 Ref.
PDB ID Tipott Enzima Enzima
A PDB/Ref. ECso (MM
PMIV
Pepstatin/
1LS5 2,8 Pepstatin P -- -- -- /;g(%]o etal,
A
HAP
K95/ BHAUMIK et al.,
3QVi 2,50 KNI-10395 M - - N 2011b
Pepstatin/
3FNT 330  Pepstatin P - 0,002 - SC')*OAQUEM'K etal,
306/ FRIEDMAN;
3FENU 3,00 KNI-10006 PM -- 0,69 -- CAFLISCH, 2009
T Mutante M205S. 1T P = peptidico. PM = peptidomimético. NPM = n&o-peptidomimético. n.d.= ndo
disponivel.

Fonte: elaborada pela autora com base nas referéncias apresentadas na ultima coluna da tabela.

Nas estruturas de PMI e PMIV, em 18/19 estruturas de PMIl e na
estrutura da HAP em complexo com pepstatina A (PDB ID 3FNT), observou-se
ligacBes de hidrogénio entre os inhibidores (do tipo peptidicos, peptidomiméticos e
nao-peptidomiméticos) e a diade catalitica, interacao chave para inibir estas enzimas
(HUIZING; MONDAL,; HIRSCH, 2015). Na estrutra da PMII com PDB ID 2IGY e na
estrutura da HAP com PDB ID 3QVI, a interacdo do inibidor com a diade catalitica
encontra-se mediada pela molécula de agua estrutural conhecida como W1, essencial
para a catalise. Na estrutura da HAP com PDB ID 3FNU, ndo ha interacao de ligacao
de hidrogénio, direta ou mediada, entre o inibidor e a diade catalitica.

Assim, simulacdes de docking molecular foram realizadas nas cadeias
A das diferentes estruturas disponiveis da PMI, PMIV e HAP e nas estruturas da PMII
com PDB IDs 1LF2, 1W6H, 2BJU, 2IGY (com e sem a molécula de agua estrutural
W1), 4CKU, 4Z22 e 5YIA, um subconjunto das 19 estruturas que consegue
representar as diferentes conformacBes observadas para sitio de ligacéo,
especialmente para o flap (Fig. 4.13-D) (HUIZING; MONDAL,; HIRSCH, 2015; SILVA
et al., 1996). As estruturas bidimensionais dos inibidores presentes nas estruturas

avaliadas, sao apresentadas na Fig. 4.15.
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FIGURA 4.15 — Estruturas dos inibidores cristalograficos presentes nas estruturas avaliadas das

plasmepsinas vacuolares de P. falciparum.
Fonte: Elaborada pela autora.

No caso das enzimas PMI, PMIl e PMIV o residuo Asp36 considerou-se

desprotonado enquanto que, o Asp216 protonado (Esquema 4.4) (FRIEDMAN;

CAFLISCH, 2007). No caso da HAP, consideraram-se as diversas combinagdes

possiveis dos estados de protonacéo da diade catalitica, tomando a His36 como HSP

e HSE (Esquema 4.2, ap6s analises de contatos nas estruturas cristalograficas como

o realizado na avaliacdo da enzima DHODH) e a Asp216 tanto neutra como

desprotonada.
o]
H Il H II _
H3N—C|:—C—O HaN— <|: —C—0
CH, CH,
i !
_— PN 17
oH” Yo 0” o

Neutro (protonado)

Carregado (desprotonado)

ESQUEMA 4.4 — Possiveis estados de protonagdo do aminoacido acido L-aspartico a valores de pH

proximos a 4.
Fonte: Elaborada pela autora.
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Os resultados das simulacdes de docking obtidos na estrutura da PMII
com PDB ID 5YIA, em que o flap estd em conformacédo semi-aberta, sobressairam e
foram selecionados para analises, sendo os valores de pontuacdo obtidos os

apresentados na Tabela 4.12.

TABELA 4.12 — Valores de pontuacao associados as poses selecionadas para andlise dos compostos
apos simulacées de docking na estrutura da PMII com PBD ID 5YIA.

Composto -R Pontuacdo ChemPLP
OH 6a Ph 82,8
R 6b 4-F-Ph 82,9
6¢ 4-Cl-Ph 83,3
OMe 6d 4-Br-Ph 82,1
o0& 6e a-Metiltiofeno 78,5
HN. o of Tiofeno 77,5
6h 4-C(CHs)s-Ph 85,6
o _ 6i 3-OH-Ph 82,5
NH 6j Naftil 87,9
6k 4-COCH3s-Ph 84,4
6l 4-CFs-Ph 82,2
8voat 114,7

TResultados das simulacdes de redocking. As mesmas validam o experimento in silico.
Fonte: elaborada pela autora.

No modo de ligacao predito na estrutura da PMIl com PDB ID 5YIA, o
grupo indol foi posicionado no subsitio S1/S3 e 0s grupos —R, 0s quais ficaram
expostos ao solvente e ndo apresentaram interacdes diferenciais, no subsitio S2' (Fig.
4.16-A). Observou-se uma ligacéo de hidrogénio entre o grupo fenil dos compostos e
o residuo Asp216 da diade catalitica, crucial para a inibicdo da enzima (Fig. 4.20-B,
exceto pelos compostos 6i, 6j, 6k e 6l). As interacdbes comuns observadas,
representadas para o composto 6a na Fig. 4.16-B, sao:

e Ligacao de hidrogénio entre o &tomo de oxigénio da funcédo cetona dos ligantes
ligada ao —NHamida € @ cadeia lateral do residuo Ser81 localizado no subsitio
1/subsitio 3.

e Ligacdo de hidrogénio entre o ceto-oxigénio da porgcao éster dos ligantes e a
cadeia lateral do residuo Ser81 localizado no subsitio 1/subsitio 3.

e Ligacdo de hidrogénio entre o grupo —NHamidza dos ligantes e o atomo de
oxigénio da cadeia principal do residuo Gly218 localizado no subsitio 1/subsitio
3.

e Interacéo -CH---1r entre o grupo indol dos ligantes e a cadeia lateral da Thr219

localizado no subsitio 1/subsitio 3.
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e Ligacdo de hidrogénio entre o atomo de oxigénio da porcao oxoacetamida
vizinho ao grupo indol e a cadeia principal do residuo Ser220 localizado no
subsitio 1/subsitio 3.

¢ Interacdo 1 na forma T entre os grupos —R e a cadeia lateral do residuo Tyr79
localizado no subsitio S2'.

¢ InteracOes do tipo van der Waals com os residuos lle34 (subsitio 1/subsitio 3),
Asp36 (diade catalitica), Gly38, Ser39 (subsitio 2’), Val80 (subsitio 1’), Phel113
(flap), Thrl16 (subsitio 1/subsitio 3), Phel22 (subsitio 1), Ala221 (subsitio 2),
Thr223 (subsitio 2), 11e292 (subsitio 2), Le294(subsitio 1’) e 1le302 (subsitio 2)

foram também observadas.

e

Ser220

Thr219

PBB ID 4 _ | PDBID 5YIA

FIGURA 4.16 — Modo de ligacao predito para os compostos apos simulagdes de docking na estrutura
da PMII de P. falciparum com PDB ID 5YIA (A.) e interacbes comuns observadas nos complexos
obtidos representadas para o composto 6a, apresentado em amarelo (B.). A diade catalitica é
apresentada na cor vermelhdo Comprimentos em A. As ligacfes de hidrogénio, sdo apresentadas em
vermelho em quanto que as interagfes-1, em roxo. Para maior clareza, unicamente os hidrogénios
polares sdo representados.

Fonte: elaborada pela autora.

A estabilidade do complexo PMIll-6a foi avaliada empregando
simulacGes de DM. No total, foram geradas trés trajetérias independentes, nas que
nao foram observadas mudancas estruturais na enzima, como apresentado pela
evolucao temporal do Rg e do RMSD dos carbonos-a, frente as suas posi¢oes iniciais
(Fig. 4.17-A). Durante o tempo simulado, o flap permaneceu na conformacéo semi-
aberta (Fig. 4.17-B).
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FIGURA 4.17 — Evolucao temporal de algumas das caracteristicas estruturais da PMII nas simulagdes
de DM dos complexos PMII-6a. A. Evolucdo temporal do raio de giro e do RMSD dos carbonos-a da
PMII. B. Sobreposicao das estruturas da PMII correspondentes at =100 ns. Na cor cinza é apresentada
a estrutura cristalografica de partida (PDB ID 5YIA). Cada cor corresponde a uma trajetéria diferente.
Fonte: elaborada pela autora.

Ao avaliar a dinamica de 6a, observou-se que o mesmo tendeu a adotar
uma conformacdo em U (Fig. 4.18-D). Nas trés trajetdrias, apresentou um modo de
ligagdo predominante em torno a valores de RMSDjg de 2 A, valor calculado com
respeito a posi¢cao dos atomos nao-hidrogénios de 6a no modo de ligacéo predito nas
simulacbes de docking (Fig. 4.18-B). As analises das ligacdes de hidrogénio
mostraram que, N0 meio aquoso, a interacdo entre 0 grupo —OHrenol-6a € a diade
catalitica é predominante com o residuo Asp36. A frequéncia registrada para as
ligacbes de hidrogénio com a diade catalitica € de 93% = 5% e 22% * 14%,
considerando os residuos Asp36 e Asp216 respectivamente e de 21% + 11%

considerando a diade catalitica de forma simultanea (Tabela 4.13).
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FIGURA 4.18 — Evolucao temporal do composto 6a nas simula¢gdes de DM dos complexos PMII-6a. A.
Evolugcédo temporal do RMSD dos atomos nao-hidrogénios do composto 6a. Referéncia: Posi¢cdes
iniciais dos &tomos ndo-hidrogénios. B. Distribuicdes normalizadas dos valores de RMSD
apresentados em A. C. Sobreposi¢éo das estruturas do complexo PMII-6a a t = 100 ns. Com esferas,
destacam-se as posi¢8es da diade catalitica. O composto 6a é apresentado como paus. Na cor cinza
€ apresentada a pose predita no docking. D. Conformac¢des observadas para o composto 6a no sitio
de ligacdo da PMII no t = 50 ns de cada trajetéria. Para cada, sdo mostrados os residuos da diade
catalitica e aqueles com o0s que o composto se encontra interagindo via ligac6es de hidrogénio.
Distancias em A. Cada cor corresponde a uma trajetéria diferente.

Fonte: elaborada pela autora.

TABELA 4.13 — Ocupacéo no tempo (%) das liga¢des de hidrogénio entre a enzima PMIl e o composto
6a estabelecidas durante as simula¢gfes de DM. Em parénteses é apresentado o desvio padréo.

Residuo Participante Carater TL T2 T3 Média (DP)
Asp36 Cadeia lateral Aceptor 97 95 87 93 (5)
Asp216 Cadeia lateral Aceptor e doador 33 6 27 22 (14)
Asp36 & Asp216 Cadeia Lateral Aceptor e doador 32 6 25 21 (11)
Ser81 Cadeia lateral Doador 8 12 1 7 (6)
Gly2182 Cadeia principal Aceptor 2 42 4 16 (23)
Thr219 Cadeia lateral Aceptor 10 2 68 27 (36)
Ser220P Cadeia principal Doador 58 88 16 54 (36)

aenvolvendo o &tomo de O da cadeia principal. PEnvolvendo o &tomo de N da cadeia principal.
Fonte: elaborada pela autora.

Na terceira trajetoria gerada, observou-se a perda da ligacdo de
hidrogénio a diade catalitica e o processo de desligue (unbinding) em tempos em torno
aos 90 ns (Fig. 4.18-A, B). Ao monitorar as demais ligages de hidrogénio preditas no
docking, observou-se que aquela com os residuos Ser81 (cadeia lateral) e Gly218

(cadeia principal) apresentaram uma ocupac¢do no tempo menor ao 20% (Tabela
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4.13). Ja o predito com o atomo de nitrogénio da cadeia principal do residuo Ser220,
apresentou uma ocupac¢do no tempo de 54% + 36%. A Unica ligacdo de hidrogénio
nao predita nas simulacdes de docking e observada durante as simulacdes de DM
com uma frequéncia superior ao 10% foi aquela com a cadeia lateral da Thr219
(Tabela 4.14). Ao monitorar o numero de ligagbes de hidrogénio estabelecidas de
forma simultanea, observou-se que a tendéncia € a de manter 2 ou 3 HB simultaneos
PMIl-6a (Tabela 4.14).

TABELA 4.14 — Ocupagéo no tempo (%) das ligagBes de hidrogénio simultaneas entre a enzima PMI|
e 0 composto 6a estabelecidas durante as simulacdes de DM. Em parénteses é apresentado o desvio
padréo.

n.de HB simultdneos T1 T2 T3 Média (DP)

0 1 1 2 1(0)
1 21 9 9 13 (6)
2 42 33 15 30 (11)
3 31 44 49 41 (8)
4 5 10 22 12 (7)
5 0 2 2 1(1)

Fonte: elaborada pela autora.

Assim, as simula¢des de DM mostram que 0S compostos, na presenca
de solvente explicito, seriam capazes de inibir a enzima PMII, ligando-se a mesma
numa conformacéao preferencial em U. Os derivados de indol-3-glioxiltirosina seriam
capazes de interagir com a diade catalitica mediante ligagcbes de hidrogénio,
bloqueando o sitio catalitico. Como no caso da enzima DHODH, a diferenca na
capacidade inibitéria ao longo da série seria consequéncia das diferencias na
distribuicao eletronica dos compostos, o que permitiria fortalecer as interagcdes do tipo
ligacdo de hidrogénio estabelecidas pelo grupo —NHamida (envolvendo os residuos
Gly218 e Thr219) nos compostos mais ativos da série (6b e 6d), assim como por

grupos —R com valores mais favoraveis de AGridratacao (Tabela 4.6).
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CAPITULO 5 - CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Os compostos derivados de indol-3-glioxiltirosina com atividade
antimalarica in vitro, frente ao estagio intra-eritrocitico do Plasmodium falciparum,
reportados por Vasconcelos e colaboradores, foram modelados de forma satisfatoria
empregando como referéncia o conformero tridimensional da (2-(1H-indol-3-il)-2-
oxoacetil)-L-tirosina disponivel na base de dados PubChem. Com estes, foram
realizadas simulagbes de docking em 34 enzimas diferentes do Plasmodium
falciparum, com estruturas disponiveis no Banco de Dados de Proteinas, as quais
estdo presentes/sdo essenciais durante o estagio intra-eritrocitico da infecgéo.

Os resultados das simulacdes de docking molecular nas enzimas
dihidroorotato desidrogenase (DHODH) e plasmepsina Il (PMII) sobressairam apos
andlise detalhada dos mesmos. Levou-se em consideracao i) o reconhecimento de
padrées de ligacdo, ii) os valores de pontuacado e iii) a informacdo disponivel na
literatura assim como o conhecimento extraido das analises dos complexos proteina-
ligante cristalograficos para determinar se os modos de ligagcéo preditos conseguiriam
estabelecer as interagdes ndo-covalentes fundamentais para a inibicdo dos alvos.

No modo de ligacdo predito pelas simulacbes de docking na enzima
DHODH, o scaffold comum dos compostos estabelece as interacbes fundamentais
para a inibicdo da enzima, quer dizer as ligacdes de hidrogénio envolvendo as cadeias
laterais dos residuos His185 (observada nos resultados de docking quando
considerado este residuo no estado biprotonado) e Arg265, junto com uma interagédo-
T envolvendo a cadeia lateral do residuo Phe227. Os grupos —R dos compostos mais
ativos (4-F-Ph e 4-Br-Ph para 6b e 6d respetivamente) seriam 0s responsaveis pela
melhor atividade antiplasmodial ao interagir de forma favoravel com o solvente, ao que
ficam expostos. O monitoramento da estabilidade no tempo das interagbes do tipo
ligacdo de hidrogénio proteina-ligante, cruciais para a inibicdo deste alvo, suporta 0s
valores de atividade antiplasmodial na casa micromolar registradas pelos compostos.
Os dados disponiveis na literatura indicam que, em ensaios in vitro contra o estagio
intra-eritrocitico de Pf, inibidores que ndo interagem via ligacdo de hidrogénio com a
cadeia lateral da His185, apresentam baixa atividade antiparasitaria (na faixa mili- a
micromolar) enquanto que, inibidores que interagem fortemente mediante ligagcdes de
hidrogénio com as cadeias laterais dos residuos His185 e Arg265 apresentam alta

atividade antimalarica (na faixa nanomolar).
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No modo de ligacdo predito pelas simulagbes de docking na enzima
PMII, as interacdes fundamentais para a inibicdo da enzima, quer dizer, interagcdes do
tipo ligacdo de hidrogénio com a cadeia lateral dos residuos constituintes da diade
catalitica (Asp36 e Asp216), é satisfeito pela funcdo hidroxila presente no scaffold
comum dos compostos. Os diferentes grupos —R estdo expostos ao solvente, sendo
gue os mesmos influenciariam na atividade antiplasmodial dos compostos da mesma
forma que na DHODH. O monitoramento da estabilidade do complexo PMiII-6a
empregando simulacfes de dinamica molecular mostrou que, na presenca de solvente
explicito, os compostos prefeririam adotar uma conformacéo em U, e que a ligacdo de
hidrogénio com a diade catalitica seria estavel e preferencial com o residuo Asp36. O
caso da enzima PMII é diferente do da DHODH ja que para atingir valores de atividade
antiplasmodial na casa nanomolar ou menor é necessario inibir simultaneamente uma
outra plasmepsina vacuolar.

Assim, baseando-nos na concordancia dos valores de atividade
antiplasmodial exibidos pelos e os resultados das simula¢gdes de docking e dinamica
molecular, identificaram-se as enzimas de Plasmodium falciparum dihidroorotato
desidrogenase (DHODH) e plasmepsina Il (PMIlI) como sendo os alvos viaveis dos
compostos.

A partir dos resultados aqui apresentados, trabalhos futuros podem ser
desenvolvidos visando a otimizacdo dos derivados de indol-3-glioxiltirosina,
empregando uma estratégia baseada na estrutura do receptor (structure-based drug
design). No caso da DHODHPf, sugere-se explorar o uso de grupos substituintes de
formula -(CH2)n-(4-X-Ph), com X = F, Cl e Br. Em adi¢do, considera-se necessario a
integracdo de métodos mais sofisticados para estimar a energia livre de ligacdo dos

compostos aos receptores, tais como simulagdes FEP (Free Energy Perturbation).
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CAPITULO 7 - APENDICES

7.1 — Apéndice A. Trabalhos realizados em paralelo.

Em conjunto com o projeto “Identificacéo assistida por docking molecular
de potenciais alvos em Plasmodium falciparum para derivados de indol-3-
glioxiltirosina com atividade antimalarica in vitro”, participou-se em diferentes
colaboragfes, as quais renderam as seguintes publicagdes:

e Davila-Rodriguez, M. J., Freire, T. S., Lindahl, E., Caracelli, |., Zukerman-
Schpector, J., & Friedman, R. Is breaking of a hydrogen bond enough to lead to
drug resistance? Chemical Communications, v. 56, n. 49, p. 6727-6730, 2020.
DOI: 10.1039/D0CC02164D

Resultado do estagio realizado entre os dias 9 de setembro e 4 de dezembro de
2019 no Grupo de Quimica Computacional e Bioquimica (CCBG, do inglés
Computational Chemistry and Biochemistry Group) do Departamento de Quimica e
Ciéncias Biomédicas da Universidade de Lineu, Kalmar, Suécia, sob orientacdo do
Prof. Dr. Ran Friedman, dentro do projeto binacional Suécia-Brasil “Computer-aided
development of potent inhibitors for wild type and mutant kinases” coordenado pela
Profa. Dra. Ignez Caracelli e o Prof. Dr. Ran Friedman e financiado pelo Conselho
de Pesquisa Sueco.

e Souza, A.R.D., Boza, I. A. F., Ximenes, V. F., Yoguin, M. |., Davila-Rodriguez, M.
J., Morgon, N. H., & Caracelli, I. Elucidation of the induced chirality of dansylglycine
by its interaction with human serum albumin. Quimica Nova, v. 42, n. 2, p. 135-142,
2019. DOI: 10.21577/0100-4042.20170341

Resultado da parceria com o grupo do Prof. Dr. Aguinaldo Robinson de Souza do
Departamento de Quimica, Faculdade de Ciéncias, Universidade Estadual Paulista,
Bauru—SP, Brasil. Artigo de capa da revista.

e Balfour, M. N., Zukerman-Schpector, J., Rodriguez, M. J. D., Reis, J. S., Esteves,
C. H. A., & Stefani, H. A. Combination of Sonogashira coupling and 5-endo-dig
cyclization for the synthesis of 2, 6-disubstituted-5-azaindoles. Synthetic
Communications, V. 49, n. 3, p. 351-358, 2019.
DOI: 10.1080/00397911.2018.1545032

Resultado da parceria com o grupo do Prof. Dr. Helio A. Stefani do Departamento
de Farmacia da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sao
Paulo (FCF-USP), Sdo Paulo—SP, Brasil.
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