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Dallasta Pedroso, Sofia Estudo de azaglicares como inibidores de GIgE, uma maltosiltransferase de
Mycobacterium tuberculosis, por meio de docking molecular e da avaliagdo de interagdes moleculares.
2023. Programa de Pds-graduagdo em Biotecnologia — UFSCar, Sdo Carlos, 2023.

RESUMO

A tuberculose é uma doenca ainda preocupante em todo o0 mundo, especialmente em paises de baixa e média
renda. O tratamento atual para a tuberculose envolve uma combinagdo de antibidticos, no entanto,
frequentemente ¢ ineficaz devido a resisténcia aos medicamentos e a dificuldade de eliminar completamente a
bactéria causadora da doenca, Mycobacterium tuberculosis. Nesse contexto, o uso do docking molecular é uma
ferramenta promissora no desenvolvimento de novos medicamentos para o tratamento da tuberculose. O
docking molecular consiste na analise computacional do encaixe de moléculas candidatas a farmacos com
proteinas da bactéria, permitindo assim identificar compostos promissores e ainda otimizar sua eficéacia, o seu
uso visa acelerar o desenvolvimento de novos medicamentos, melhorando a eficicia do tratamento da
tuberculose. Neste contexto os azaglcares tém sido estudados como possiveis farmacos para o tratamento da
tuberculose, devido & sua capacidade de inibir a enzima maltosiltransferase (GIgE), essencial para a
sobrevivéncia do Mycobacterium tuberculosis. Além disso, 0s azagUcares apresentam baixa toxicidade e alta
seletividade, aumentando sua eficacia terapéutica. Nesse sentido, no presente trabalho descrevemos o estudo
trés séries de azaglcares com 0 objetivo de avaliar seu potencial como anti-tuberculésicos com alvo na GIgE.
Os resultados apontam para um composto, denominado A532 neste estudo, como uma substancia de interesse
farmacoldgico para esse fim, devido a sua interagdo favoravel com o sitio ativo da enzima, explicada pela
existéncia de uma rede de interagdes n e ligagdes de hidrogénio. Além disso, os resultados apresentados trazem
maiores informagdes sobre a estrutura de possiveis azagucares inibidores de GIgE e sua relagdo com os residuos

que compdem o sitio ativo.

Palavras-chave: Tuberculose, GIgE, docking molecular, inibidor seletivo.



Dallasta Pedroso, Sofia Study of aza-sugars as inhibitors of GIgE, a maltosyltransferase from Mycobacterium
tuberculosis, through molecular docking and evaluation of molecular interactions. 2023. Dissertacdo
(Programa de Pds-graduagdo em Biotecnologia) — UFSCar, Sdo Carlos, 2023

ABSTRACT

Tuberculosis is still a worrying disease around the world, especially in low- and middle-income countries.
Current treatment for tuberculosis involves a combination of antibiotics, however, it is often ineffective due to
drug resistance and the difficulty of completely eliminating the disease-causing bacteria, namely
Mycobacterium tuberculosis. In this context, the use of molecular docking is a promising tool in the
development of new drugs for the treatment of tuberculosis. Molecular docking consists of the computational
analysis of the fitting of a drug candidate molecule with bacterial proteins, thus allowing the identification of
promising compounds and optimizing their effectiveness. Its use aims to accelerate the development of new
drugs, improving the effectiveness of tuberculosis treatment. In this context, azasugars have been studied as
possible drugs for the treatment of tuberculosis, due to their ability to inhibit the enzyme maltosyltransferase
(GIgE), essential for the survival of Mycobacterium tuberculosis. Furthermore, azasugars have low toxicity and
high selectivity, increasing their therapeutic efficacy. In this sense, in the present work we describe the study
of three series of azasugars with the aim of evaluating their potential as anti-tuberculosis drugs targeting GIgE.
The results point to a compound, called A532 in this study, as a substance of pharmacological interest for this
purpose, due to its favorable interaction with the active site of the enzyme, explained by the existence of a
network of m interactions and hydrogen bonds. Furthermore, the results presented provide further information
about the structure of possible GIgE-inhibiting azasugars and their relationship with the residues that make up

its active site.

Keywords: Tuberculosis, GIgE, molecular docking, selective inhibitor.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Estrutura tridimensional de GIgE em hélices, loops e folhas, com
superficie.

Figura 2. Reagdo que ocorre para o processamento do substrato natural em
GlgE.

Figura 3. Estrutura geral de aza-agucares.

Figura 4. Estrutura de DDGIM.

Figura 5. Estrutura 2D dos seis ligantes avaliados no estudo.

Figura 6. Parametros utilizados pelo WIM para determinagdo das interagdes .
Figura 7. Ligante RZM na cavidade de ligagdo de 4U2Y e sua estrutura 2D.

Figura 8. Subsitios que formam o sitio ativo de GIgE. O subsitio -1 é apresentado
em verde e o subsitio -2, em azul.

Figura 9. LigacGes de hidrogénio entre o substrato cristalografico RZM e o sitio
ativo de GIgE.

Figura 10. InteragGes envolvendo sistemas m entre RZM e o sitio ativo de GIgE.

Figura 11. Pose do redocking — em verde - em relagdo ao ligante cristalografico —
em cinza.

Figura 12. Projec¢do do anel de cinco membros em direcdo a abertura ligada ao
subsitio -2 estabilizada pela ligacdo de hidrogénio com K264.

Figura 13. Liga¢des de hidrogénio entre A591 e os residuos do sitio de ligagdo de
GIgE.

Figura 14. Intera¢Oes de van der Waals entre A591 e o sitio ativo de GIgE.
Figura 15. LigacGes de hidrogénio entre A592 e o sitio ativo de GIgE.
Figura 16. Interagdes 1 entre A592 e o sitio ativo de GIgE.

Figura 17. InteragGes de van der Waals entre A592 e o sitio ativo de GIgE.
Figura 18. Posicionamento geral de A591 e A592 no sitio ativo de GIgE.
Figura 19. LigacOes de hidrogénio para A481 no sitio de ligacdo de GIgE.

Figura 20. Projecdo de A481 na abertura ligada ao subsitio -1 e ligacdo de
hidrogénio com Y357.

Figura 21. Ligacdo it para o ligante A481.
Figura 22. InteragGes de van der Waals observadas em A481.

Figura 23. Anel aromatico de A481 projetado pela abertura ligada ao subsitio -2
e hidrofobicidade da regido.

Figura 24. LigacGes de hidrogénio entre A482 e o sitio ativo de GIgE.
Figura 25. Interacdo m em A482.
Figura 26. Interacdo de van der Waals entre A482 e S279.

Figura 27. Anel aromatico de A482 projetado pela abertura ligada ao subsitio -1
e hidrofobicidade da regido.

Figura 28. Sobreposicdo entre os ligantes A481 (em rosa) e A482 (em azul).
Figura 29. LigacGes de hidrogénio para A531.

Figura 30. Interagdes 1t para A531.

Figura 31. Interacdo de van der Waals para A531.

Figura 32. Sobreposicdo de A481 (em rosa) e A531 (em laranja) no sitio de ligacdo
de GIgE.



Figura 33. Parte das ligagOes de hidrogénio para A532.

Figura 34. Parte das ligagGes de hidrogénio para A532.

Figura 35. Interagdes it em A532.

Figura 36. InteragGes de van der Waals em A532.

Figura 37. Sobreposigdo dos ligantes A482 e A532.

Figura 38. Posicionamento no sitio ativo de GIgE dos ligantes A531 e A532.
Figura 39. Avaliacdo da hidrofobicidade da regido em que se projetam os anéis
exclusivos a série A53 em a. A531 e b. A532.

Figura 40. InteragGes entre S279 e A591 (em amarelo), A592 (em roxo), A481 (em
rosa), A482 (em azul), A531 (em laranja) e A532 (em ciano).

Figura 41. InteragGes entre Y357 e A591 (em amarelo), A592 (em roxo), A481
(em rosa), A482 (em azul), A531 (em laranja) e A532 (em ciano).

Figura 42. Interagdo entre D480 e os ligantes A481 (em rosa), A482 (em azul),
A531 (em laranja) e A532 (em ciano).



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Principais vias alvo para compostos contra Mycobacterium
tuberculosis

Tabela 2. Resumo dos principais farmacos avaliados contra
tuberculose

Tabela 3. Resultado do levantamento de estruturas no PDB

Tabela 4. Interagdes entre os compostos analisados e os residuos da
cavidade de ligacao

Tabela 5. InteragGes entre A591 e o sitio ativo de GIgE
Tabela 6. Interagdes entre A592 e o sitio ativo de GIgE
Tabela 7. Detalhamento das interagGes entre A481 e GIgE
Tabela 8. Detalhamento das interagdes para A482

Tabela 9. InteracGes para A531 em GIgE

Tabela 10. Detalhamento das interag8es para A532

15

20
36
42

43
45
51
55
58
62



LISTA DE ABREVIATURAS

Mth Mycobacterium tuberculosis

TB e, Tuberculose

WIM Weak Interaction Mapping

HIV Virus da imunodeficiéncia humana
GIgE Maltosiltransferase

5'UTR e, 5" untranslated region

M1IP e, Maltose-1-fosfato

DDGIM ..cccoverviieee, 2,5-dideoxy-3-0-a-D-glucopyranosyl-2,5-imino-D-mannitol



SUMARIO

Capitulo 1 — Introducéo 12
1.1 Panorama global da tuberculose 12
1.2 Estado da arte no desenvolvimento de farmacos contra tuberculose 15
1.3 GIgE como um alvo especifico para o desenvolvimento de farmacos contra

tuberculose 25
1.4 Objetivos 29
Capitulo 2 — Materiais e Métodos 30
2.1 Levantamento de informacdes e estruturas de GIgE em bancos de dados 30
2.2 Analise da proteina selecionada em tela gréafica 31
2.3 Os ligantes 31
2.4 Docking molecular 32
2.5 Analise dos resultados 34
Capitulo 3 — Resultados e Discusséo 36
3.1 Selecédo da estrutura para calculos de docking 36
3.2 Redocking 40
3.3 Docking 41
Capitulo 4 — Conclusdes 75

Referéncias 78



Capitulo 1 — Introdugao
1.1 Panorama global da tuberculose

O famoso poeta inglés John Keats morreu de tuberculose (Tb) em 1821, aos 25 anos
de idade. A mesma doenca foi responsavel pela morte do escritor tcheco Franz Kafka em
1924. George Orwell, autor de "1984" também morreu de tuberculose em 1950. Frederic
Chopin faleceu aos 39 pela mesma doenga. Desta lista extensa das personalidades famosas
acometidas por tuberculose fazem parte também o dramaturgo francés Moliére, Emily
Bronté, autora de "O Morro dos Ventos Uivantes", o autor russo Anton Chekhov, René
Descartes, fildsofo, matematico e cientista francés, bem como personalidades brasileiras
como Machado de Assis, Oswald de Andrade e Lima Barreto. A tuberculose — popularizada
como a “enfermidade dos poetas” — é uma doenca antiga e com registros que datam a 9000
anos atrds (Bynum, 2012). No entanto, sua compreensdo bioldgica acerca da causa e
transmissao foi apresentada no final do século XIX, quando o cientista alem3do Robert Koch
identifica e isola o bacilo Mycobacterium tuberculosis (Mtb) e o associa a patologia hoje
chamada de tuberculose. Por esta descoberta, Koch recebe o Prémio Nobel de Fisiologia ou
Medicina em 1905 (Pezzella, 2019).

Os farmacos efetivos contra a tuberculose foram langados no mercado em meados
de 1940 e o tratamento bdasico — também chamado de primeira linha - é feito com uma
combinacdo de lIsoniazida, Rifampicina, Etambutol e Pirazinamida. Esses farmacos tém
como alvos celulares as principais vias biossintéticas do Mycobacterium tuberculosis, como
a replicacdo e a traducgdo, mostrando-se efetivos em situacdes de alta multiplicacdo do
bacilo em questdo (Dartois & Rubin, 2022). Este tratamento padrdo é conhecido como
2RHZE/4RH, ja que nos primeiros dois meses, o paciente toma lIsoniazida, Rifampicina,
Etambutol e Pirazinamida (2RHZE) e nos quatro ultimos meses, Isoniazida e Rifampicina
(4RH) (Nezenega, Perimal-Lewis, & Maeder, 2020).

Apesar da revolucdo no tratamento de tuberculose causada pela aplicacdo deste
protocolo de primeira linha, hoje essa abordagem convencional apresenta baixa eficacia
nos casos de contaminacdo por linhagens resistentes de Mycobacterium tuberculosis,

especialmente em relacdo a Isoniazida e a Rifampicina (Dartois & Rubin, 2022). Nestes
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casos, inicia-se o que é chamado de tratamento de segunda linha (Gopalaswamy,
Shanmugam, Mondal, & Subbian, 2020), em que medicamentos menos comuns —
geralmente mais potentes e com mais efeitos colaterais — sdo administrados. Estes
compostos sao do tipo fluoroquinolonas (como o Levofloxacino e Moxifloxacino),
aminoglicosideos (como a Amicacina, Kanamicina e Capreomicina), protionamidas,
cicloserinas e Linezolida (Feuerriegel, et al., 2021). O tratamento de segunda linha é mais
longo quando comparado ao de primeira linha e pode durar um ano ou mais, dependendo
do grau de reposta apresentado pelo paciente. No entanto, ha diversos casos reportados
em gue nenhum dos fdrmacos mencionados anteriormente é eficaz (Pontali, Raviglione, &
Migliori, 2019). A estes, se denomina “tuberculose resistente a multiplas drogas” ou MDR-
TB (do inglés, multidrug-resistant tuberculosis) e o tratamento é ainda mais dificil que a
segunda linha (Muthukrishnan, 2021). Neste caso, medicamentos como Bedaquilina e
Delamanid sdao administrados, ambos com elevado custo e efeitos colaterais significativos
(Hwang, et al., 2021).

A resisténcia bacteriana pode ser originada por diversos fatores, como a
transferéncia horizontal de genes, o uso indiscriminado de antibiéticos, mutacdes nas
linhagens existentes, dentre outros (Abushaheen, et al., 2020). No tratamento da
tuberculose, um dos principais fatores que contribuem para o surgimento da resisténcia
bacteriana é a descontinuagdo dos tratamentos sem prescricdo médica, principalmente
devido aos efeitos colaterais muitas vezes intoleraveis aos pacientes (Pietersen, et al.,
2023). Além disso, a administracdo prolongada de altas doses de antibidticos pode
selecionar linhagens resistentes com multiplos genes de resisténcia, levando a emergéncia
de Mycobacterium sp. multirresistentes (Gygli, et al., 2021).

O tratamento da tuberculose torna-se excepcionalmente complexo quando
consideramos a simultaneidade com outras condicdes médicas, especialmente em um
cenario global marcado pela pandemia de COVID-19 (Shah, Shah, Yasmeen, Baloch, & Xia,
2022). Pacientes com tuberculose frequentemente sofrem de outras doencgas cronicas,
como diabetes ou HIV, o que enfraquece ainda mais seus sistemas imunolégicos e aumenta

o risco de complicacoes (Wong, et al.,, 2020). Além disso, a pandemia de COVID-19
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sobrecarrega os sistemas de saude ja fragilizados em varias partes do mundo, dificultando
0 acesso dos pacientes aos servigos de salde necessarios para o diagndstico e tratamento
da tuberculose (Gupta, et al., 2020). A situacdo é agravada pelo fato de que a tuberculose
e a COVID-19 compartilham sintomas semelhantes, o que pode levar a diagndsticos
errdneos ou atrasos no tratamento adequado (Al Lawati, et al., 2021).

Outro desafio no tratamento da tuberculose a ser levado em conta é o ponto de
vista medicamentoso, especialmente para pacientes que ja estdo em outros regimes de
medicacado devido a condigdes médicas coexistentes (Riccardi, et al., 2021). As interagdes
medicamentosas representam uma preocupacao significativa, pois alguns medicamentos
usados no tratamento da tuberculose podem interferir com a eficacia de outros
medicamentos ou aumentar o risco de efeitos colaterais (Caceres, Calderon, & Ugarte-Gil,
2022). Pacientes com tuberculose muitas vezes precisam ser cuidadosamente monitorados
para evitar intera¢des prejudiciais entre os medicamentos antituberculose e os
medicamentos para outras condi¢des, como diabetes, hipertensao ou distlurbios cardiacos
(Noor, Ismail, & Khan, 2021).

De acordo com o relatdrio divulgado pela Organizacdo Mundial da Saude em 2022
(WHO, 2023), a tuberculose continua sendo uma doenca de alto indice de mortalidade e
contagio, colocando novos desafios quando se leva em conta o contexto da COVID-19. O
Global Tuberculosis Report - 2022 apresentou dados alarmantes: até 2021, 10 milhdes de
casos foram estimados mundialmente, além de 1,5 milhGes de mortes provenientes dessa
doenca s6 em 2020. Ainda, a pandemia teve impacto significativo no diagndstico e
tratamento da tuberculose, pois os relatérios de casos registrados durante a pandemia
mostraram a uma reducdo no numero de pessoas com tuberculose, além do decréscimo no
numero de pessoas que receberam os medicamentos adequados para o tratamento dos
casos de tuberculose resistente. Por este motivo, houve um declinio global nos
investimentos em recursos voltados ao estudo/tratamento desta doenca, cujas
consequéncias possivelmente serdo observadas a longo prazo.

Portanto, é imperativo investir continuamente no desenvolvimento de novos

medicamentos contra a tuberculose devido a persisténcia deste problema de satude global.
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Embora houveram avangos significativos na compreensdo e tratamento da tuberculose ao
longo dos anos, as cepas resistentes a medicamentos e as interagdes com outras condigdes
médicas apresentam desafios considerdveis. Além disso, a pandemia de COVID-19
exacerbou ainda mais a complexidade do cenario de saude global. O desenvolvimento de
novos medicamentos é crucial para oferecer tratamentos mais eficazes, com menos efeitos
colaterais e de menor duragao. Além disso, a melhora dos tratamentos disponiveis tem um
papel importante na reducdo e na propagacao da doenca, esta € uma outra preocupacao
global com relagdo a tuberculose.

1.2 Estado da arte no desenvolvimento de farmacos contra tuberculose

Como mostrado no item anterior, o desenvolvimento de novos farmacos é uma
necessidade urgente para o tratamento efetivo da tuberculose. Neste sentido, alguns
estudos buscam utilizar terapias combinatdrias com medicamentos ja existentes, esta uma
abordagem comumente utilizada no manejo da doenca. Além disso, a busca constante por
novos compostos capazes de tornarem-se farmacos eficazes tém se concentrado em
identificar novos alvos moleculares para o desenvolvimento de substancias com maior
eficacia e menor toxicidade para os pacientes.

Neste contexto, diversos novos alvos para atingir o Mtb sdao apontados, como por
exemplo dentro das vias de sintese de parede celular, envolvidos na replicacdo, transcricao
e traducao de DNA, no metabolismo energético, no processamento de proteinas e no
metabolismo celular. A Tabela 1 apresenta alguns destes alvos investigados, bem como os

principais trabalhos a eles relacionados.

Tabela 1. Principais vias alvo para compostos contra Mycobacterium tuberculosis

Funcgao Rota Alvo molecular
Mur ligases
D-alanina:D-alanina ligase
Translocase-1
Lipideo Il
D,D - transpeptidase
Sintese de parede celular L,D-transpeptidase
Inibidores de DprE1
Camada de arabino-galactana Arabinosyl transferase
Inibidores de WecA
Inibidores de MmpL3
Inibidores de InhA

Camada de peptideo-glicano

Camada do acido micodlico
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Inibidores de KasA

Replicagdo de DNA DNA girase

Transcrigdo de DNA RNA polimerase

Tradugdo de DNA rRNA / ribossomo
ATP-sintase

Citocromo bcl-aa3
NADH desidrogenase tipo Il

Metabolismo energético

Inibidor MenG
Metabolismo de ClpC
proteinas ClpP1P12

Triptofano sintase
Aspartato descarboxilase

Metabolismo celular

Atingir as vias de sintese de peptideoglicanos, arabinogalactanas e acido micdlico
sdo estratégias interessantes quando se pensa no desenvolvimento de fdrmacos contra a
tuberculose. Isto pois, estes compostos formam a parede celular de Mtb conhecida como
complexo mAGP. Esta estrutura hidrofébica complexa tem como funcdo proteger o
Mycobacterium tuberculosis de fontes de estresse e a inibicdo de sua produc¢do ou
estabilidade pode culminar em morte celular (Shinde, Ahmad, Surana, & Patel, 2021).

No caso dos peptideos glicanos, o primeiro alvo molecular sdo as enzimas Mur
envolvidas nos dois estagios de sintese destes compostos. Estas proteinas sdao ausentes em
humanos e, portanto, interessantes como alvos moleculares para farmacos contra Tb
(Maitra, et al., 2021), principalmente quando se fala do desenvolvimento de compostos
multi alvo, devido a semelhanca em termos de sitio catalitico e reacbes que nele ocorrem
entre as diversas enzimas Mur de Mtb (Kouidmi, Levesque, & Paradis-Bleau, 2014), (Maitra,
et al., 2019). Outro alvo dentro da via dos peptideosglicanos é a D-alanina-D-alanina ligase,
responsavel pela sintese de precursores destes compostos, cujo andlogo estrutural D-
cicloserina é um antibidtico ja utilizado para o tratamento de formas resistentes de Tb
(Nocentini, 2024). Ainda, a translocase 1 —também chamada de MurX ou MurY — é uma das
primeiras enzimas envolvidas na sintese de peptideoglicanos, responsavel por formar o
lipideo |, que rapidamente é convertido em lipideo Il pelas proteinas Mur (Tran, et al., 2021).
Neste sentido, tanto inibidores desta translocase quanto compostos capazes de ligarem-se
ao lipideo Il (Han, Liu, Zhang, Quinn, & Feng, 2022) sdo estratégias interessantes para

impedir a sintese de peptideoglicanos. Por fim, as transpeptidases que estado relacionadas
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com a capacidade de adaptacao aos disturbios a membrana causados por antibiéticos, por
exemplo, estando associadas com a resisténcia a antibiéticos B lactamicos (Aliashkevich &
Cava, 2022). Logo, compostos que atinjam tal via podem estar relacionados com o
tratamento de linhagens resistentes de Mtb.

Na via de sintese de arabinogalactanas, o DprE1 é um alvo interessante cuja funcao
é a sintese de DPA, um precursor de arabinana (Liu, et al., 2020). Compostos que atingem
esta enzima ja sdo investigados como farmacos contra tuberculose, dentre eles estao o
BTZ043 (1,3-benzothiazinona) e PBTZ169 — conhecido comercialmente como Macozinona -
, atualmente avaliados em testes clinicos (Robertson, et al., 2021). Outro alvo interessante
desta via é a arabinosiltransferase C, uma enzima responsdvel pela polimerizacdo de
arabinogalactana (Das, Jena, & Pradhan, 2020). Por fim, a enzima WecA é uma GIcNAc
transferase também envolvida na sintese de arabinogalactanas e que faz parte da via de
resisténcia a rifampicina (Kuang, Zhang, Wang, & Yang, 2020). Sendo assim, a reduc¢do da
acdo desta enzima seria uma abordagem importante para o tratamento das formas
resistentes de Mycobacterium tuberculosis.

A proteina MmpL3 — Mycobacterial membrane protein large 3- é um alvo da via de
sintese do acido micdlico. Sua funcdo na célula bacteriana é importar a molécula de
trealose-monomicolato que é precursora para a sintese deste acido (Sethiya, Sowards,
Jackson, & North, 2020). A MmpL3 é vista como estratégia promissora para tratamento de
linhagens resistentes de Tb, visto que apresenta diversos pontos de ligacdo para estruturas
derivadas de carbozamida, pirrol e pirazol quinolina e quinolona, adamantano,
benzimidazol e acetamida (Umare, Khedekar, & Chikhale, 2021). Outro alvo interessante
dentro desta via é a proteina redutase carreadora de enoil-acil (InhA), envolvida na sintese
de acidos graxos e cujo potencial anti-Mtb esta relacionado com o fato de apresentar sitio
ativo Unico de Mtb, com cavidades de ligacdo profundas que permitem o design de
inibidores especificos (Prasad, Bhole, Khedekar, & Chikhale, 2021). Por fim, a B-cetoacil-ACP
sintase (KasA), cujo papel estd relacionado com a elongacdo das cadeias de acido graxo, é
um alvo molecular da via do acido micdlico com inibidores propostos como DG167 e JSF-

3285, ainda em estudos pré-clinicos (Inoyama, et al., 2020).
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Sobre os alvos moleculares que atingem o processamento do material genético, a
DNA girase é um alvo promissor quando se fala sobre a inibicdo da replicagdo do DNA.
Compostos como a Evybactina isolada de Photorhabdus noenieputensis, bem como G24 e
G26 s3ao moléculas que se mostram promissoras em andlises iniciais na e inibicdo desta
proteina (Imai, et al., 2022) (Pakamwong, et al., 2022). A RNA polimerase, por sua vez, é um
alvo molecular para inibi¢do da transcri¢ao e ja é atingido por farmacos como a rifampcina
(Lilic, et al., 2020). Neste sentido, a busca por novos compostos capazes de atuar sobre esta
enzima se da justamente em vista da existéncia de linhagens de Mtb resistentes a
antibidticos. A sintese de proteinas também é uma via interessante a ser considerada na
busca por farmacos contra tuberculose. Os segmentos ribossomais bL37 e bS22 especificos
de Mycobacterium sao os principais focos dos estudos neste campo, além disso, busca-se
desenvolver estratégias de controle de Mtb voltadas para caracteristicas especificas como
os mRNAs ausentes de regides 5° UTR (Kumar, Sharma, & Kaushal, 2021).

A via do metabolismo energético é também um alvo terapéutico muito visado no
desenvolvimento de novos farmacos, principalmente quando se leva em conta a diferenca
entre procariotos e eucariotos nas enzimas que realizam as reacgdes essenciais. Apesar de
diversos pontos serem considerados como alvo farmacolégico, destaca-se quatro deles
(Urban, Slachtova, & Brulikova, 2021). O primeiro é a ATP sintase, ja utilizada como alvo
para diversos anti-tuberculésicos como a Bedaquilina, por exemplo, empregada no
tratamento da forma latente da doenca (Guo, et al., 2021). Esta proteina transmembrana
apresenta diversos dominios, logo, é um interessante alvo para uma ampla gama de
estruturas de compostos, visto que contém um grande numero de sitios de ligacao (Kumar,
Sharma, & Kaushal, 2021). O segundo alvo é o citocromo bcl-aa3, com papel na
transferéncia de elétrons para reducdo do oxigénio na respiracao. Por apresentar diversas
subunidades, este complexo também atrai atencdo pela capacidade de abrigar uma miriade
de compostos (Sindhu & Debnath, 2022). J& a NADH desidrogenase tipo Il é alvo de
medicamentos visando combater as formas multirresistentes de Mtb, com sucesso em
ensaios in vitro com compostos do tipo TriSLa (Tryicyclic SpiroLactam) (Dam, et al., 2022).

O quarto e ultimo alvo molecular da rota energética é MenG, uma metiltransferase parte
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da rota de sintese de ubiquinona (Pujari, Rozman, Dhiman, Aldrich, & Crick, 2022), esta
atingida pelo fdrmaco SQ109 com sucesso durante a fase 1B dos ensaios clinicos (Li, et al.,
2014).

Outra via interessante considerada para o desenvolvimento de farmacos é a de
degradacdo e manutencdo dos niveis de proteinas. Neste caso, os alvos moleculares sdo as
enzimas que compde o complexo ClpC, o sistema da proteina caseinolitica (d’Andrea, et al.,
2022) formado por enzimas da via proteolitica contendo duas subunidades com fung¢do de
hidrolase conhecidas como ClpP1P2 (Portugal, et al., 2017). Atingir esta via é interessante
em vista da importancia da proteostase na adaptacdo ao ambiente hospedeiro, sendo
assim, interrup¢des neste processo podem comprometer a sobrevivéncia do Mtb,
principalmente quando se leva em conta as formas latentes da doenca (Lunge, Gupta,
Choudhary, & Agarwal, 2020).

Por fim, a ultima rota a ser destacada como alvo contra Mycobacterium tuberculosis
é a do metabolismo celular. Nela, a triptofano sintase TrpAB é interessante dada sua
importancia para a sobrevivéncia da bactéria frente ao sistema imune do hospedeiro. Esta
proteina é alvo de diversos compostos em avaliacio como possiveis farmacos anti-
tuberculose (Michalska, et al., 2020), como é o caso de BRD4592, que apresenta alta
afinidade por um dos sitios alostéricos desta enzima (Wellington, et al.,, 2017). Ja a
descarboxilase PanD é alvo da Pirazinamida, um farmaco contra tuberculose que
apresentou baixa atividade inibitéria para esta enzima (Q, et al., 2020). A PanD é um alvo
interessante por estar envolvida na sintese de vitamina B5, precursora da coenzima A
(Ragunathan, et al., 2021). O terceiro e ultimo alvo molecular desta via é o complexo de
transporte em efluxo de antibidticos (efpA), responsdvel por garantir a sobrevivéncia de
Mtb frente a uma vasta gama de compostos. Atingir esta via é essencial ja que esta
relacionada com a resisténcia aos farmacos do tratamento de primeira (como rifampicina,
isoniazida e streptomicina) e segunda linha (como a amikacina) (Rai & Mehra, 2021).

Levando em consideracdo o grande espectro de alvos moleculares possiveis para o
desenvolvimento de farmacos contra tuberculose, uma gama ainda maior de compostos

surge como possiveis farmacos ativos para tal fim. A Tabela 2 abaixo mostra os principais
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compostos para tratamento de infec¢des por Mycobacterium tuberculosis em estagios de

desenvolvimento avangados.

Tabela 2. Resumo dos principais fdarmacos avaliados contra tuberculose

Fase Nome Estrutura Referéncia
Ensaio OTB-658 ’\)_ ‘\’\ Guo S, 2021; Jiang J, 2021; Liu H, 2023
£ N 7/ \ / /o \_=0
ré Oxazolidinona N £ 8] F
P ( - =
clinico o
TB47 o u . -0 | Yy, 2021
(Pirazolopiridina | ] 7
carboxamida)
GSK839 (Tetrazol) /7, |KumarA.K, 2021
MBX-4888A Perveen, 2022
(Spectinamida)
N
|
1810 @ Sy
Ensaio TBDO09 (MK7762) N ID de teste clinico: NCT05824091
clinico (Oxazolidinona) Patrocinador: Bill & Melinda Gates Medical
fasel Research Institute
GSK-286 Brown KL, 2023; Nuermberger EL, 2022
ID do teste clinico: NCT04472897
Patrocinador: GlaxoSmithKline
TBAJ-587 ID de teste clinico: NCT04890535
(Diarylquinolina) Patrocinador: Global Alliance for TB Drug
Development

20



TBI-223

(Oxazolidinona)

ID de teste clinico: NCT03758612,
NCT04865536
Patrocinador: Global Alliance for TB Drug

Development

MCZ, PBTZ-169

(Macozinona)

ID de teste clinico: NCT04150224,
NCT03036163, NCT03334734
Patrocinador: Nearmedic Plus LLC
ID de teste clinico:NCT03776500,
NCT03423030

Patrocinador: Innovative Medicines for

Tuberculosis

TBAJ-876

(Diarylquinolina)

ID de teste clinico: NCT04493671,
NCT05526911, NCT06058299
Patrocinador: Global Alliance for TB Drug

Development

TBI-166
(Antibidtico

riminofenazinico)

ID de teste clinico: NCT04670120

Patrocinador: Beijing Chest Hospital

Ensaio
clinico

fase Il

OPC-167832
(Quabodepistat)

ID de teste clinico: NCT05221502,
NCT03678688,

Patrocinador: Otsuka Pharmaceutical
Development & Commercialization, Inc.

ID de teste clinico:NCT05971602
Patrocinador: Bill & Melinda Gates Medical

Research Institute

GV-104326

(Sanfetrinem)

ID de teste clinico: NCT05388448

Patrocinador:TASK Applied Science
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WX-081

(Sudapyridina)

ID de teste clinico: NCT05824871
Patrocinador:Shanghai Jiatan Pharmatech

Co., Ltd

PNU-100480

(Sutezolida)

ID de teste clinico: NCT03199313
Patrocinador: Global Alliance for TB Drug
Development

ID de teste clinico:NCT00871949,
NCT01225640, NCT00990990
Patrocinador: Sequella, Inc.

ID de teste clinico: NCT03959566,
NCT05807399

Patrocinador: Michael Hoelscher

ID de teste clinico: NCT05971602
Patrocinador: Bill & Melinda Gates Medical
Research Institute

ID de teste clinico:NCT05686356
Patrocinador: The Aurum Institute NPC
ID de teste clinico: NCT03237182
Patrocinador: Centre for the AIDS

Programme of Research in South Africa

BTZ-043
(Benzothiazinona)

ID de teste clinico:NCT04874948,
NCT03590600, NCT05926466,
NCT04044001

Patrocinador: Michael Hoelscher

(2023). Retrieved October 24, 2023, from

Clinicaltrials.gov website:

Rif -
ttampicina https://clinicaltrials.gov/search?cond=tuber
culosis&intr=Rifampicin%E2%80%8C
BVL-GSK098 o] ID de teste clinico: NCT04654143
(Alpibectir) ‘(\OJ\/\CE Patrocinador: BioVersys AG
Rty ID de teste clinico: NCT05473195

Patrocinador: TASK Applied Science
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GSK3036656 N ID de teste clinico: NCT03557281,
(Ganfeborole) HCI NCT05382312, NCT03075410
0
\ Patrocinador: GlaxoSmithKline
~—O0
0
O/\/
LCB01-0371 | o\(o ID de teste clinico: NCT02836483,
oV
(Delpazolida) | N\GEF NCT04550832
N/\ Patrocinador: LegoChem Biosciences, Inc
k\N’N\CH
3

SPR720

(Fobrepodacina)

ID de teste clinico: NCT04553406

Patrocinador: Spero Therapeutics

Q203 (Telacebec)

ID de teste clinico: NCT03563599

Patrocinador: Qurient Co., Ltd.

TBA-7371

ID de teste clinico: NCT04176250
Patrocinador: Bill & Melinda Gates Medical
Research Institute.

ID de teste clinico: NCT03199339
Patrocinador: Global Alliance for TB Drug

Development

SQ109

ID de teste clinico: NCT01874314,
NCT01358162, NCT00866190
Patrocinador: ational Institute of Allergy
and Infectious Diseases (NIAID)

ID de teste clinico: NCT01218217,
NCT01785186

Patrocinador: Michael Hoelscher

ID de teste clinico: NCT01585636

Patrocinador: Sequella, Inc.
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Linezolida

(2023). Retrieved October 24, 2023, from
Clinicaltrials.gov website:

https://clinicaltrials.gov/search?cond=tuber

A=
A L/ N7/ culosis&intr=linezolid
Tr N
Levofloxacina o} (2023). Retrieved October 24, 2023, from

Clinicaltrials.gov website:
https://clinicaltrials.gov/search?cond=tuber

culosis&intr=Levofloxacin

Ensaio
clinico

fase lll

Bedaquilina

4

ID de teste clinico: NCT02354014,
NCT02274389
Patrocinador: Janssen Research &

Development, LLC

Delamanida

ID de teste clinico: NCT02573350,
NCT01131351, NCT01856634,
NCT01859923, NCT01424670,
NCT00685360, NCT05221502,
NCT03141060, NCT03568383,
NCT03678688

Patrocinador: Otsuka Pharmaceutical

Development & Commercialization, Inc.

Rifapentina

ID de teste clinico: NCT02410772
Patrocinador: Centers for Disease Control

and Prevention
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Rifampicina ID de teste clinico: NCT02581527
Patrocinador: St George's, University of

London

o} ID de teste clinico: NCT01498419,

ﬁ )F< - | NCT01215851, NCT02342886,
0" "F I NCT02333799, NCT03086486,

Pretomanida Q

NCT03338621, NCT02193776
Patrocinador: Global Alliance for TB Drug
Development

ID de teste clinico: NCT02589782

Patrocinador: Medecins Sans Frontieres

Clofazimina ID de teste clinico: NCT01691534
Patrocinador: Global Alliance for TB Drug

Development

Z " ID de teste clinico: NCT02754765,

© NCT03896685
Patrocinador: Médecins Sans Frontieres

ID de teste clinico: NCT04062201
Patrocinador: Wits Health Consortium (Pty)
Ltd

1.3 GlgE como um alvo especifico para o desenvolvimento de farmacos contra tuberculose

Na identificacdo de alvos terapéuticos em rotas metabdlicas essenciais de
Mycobacterium tuberculosis, encontrou-se que a inibicdo das proteinas TreS — trealose
sintase (E.C. 2.4.1.15) - e/ou Pep2 — peptidase M24 (E.C. 3.4.24.71) - resulta na morte celular
desse bacilo (Kalscheuer, et al.,, 2010). Estas enzimas estdo relacionadas com vias
metabdlicas distintas neste organismo, estando a Pep2 inserida na rota de degradacdo de
proteinas, reciclagem de aminoacidos e a producdo de energia a partir da degradacdo de

proteinas em condicdes de estresse (Kermani, et al., 2019), enquanto a TreS estd envolvida
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com a sintese de trealose, um importante dissacarideo regulador da sobrevivéncia e
viruléncia de Mtb pela induc¢do da via de conversao de a-glicanos (Thanna & Sucheck, 2016).

No contexto da via de producao dos a-glicanos da qual participa TreS, a enzima GIgE
— maltosiltransferase E (E.C. 2.4.1.242) - é um alvo promissor para o desenvolvimento de
farmacos contra o Mycobacterium tuberculosis. 1sso se deve ao fato de que mutacgdes no
gene que codifica essa enzima levam necessariamente a morte do parasita. Em contraste,
mutacdes em outras enzimas da via metabdlica ndo apresentaram efeitos letais
(Kalscheuer, et al., 2010). Além disso, é conhecido que a letalidade decorrente da auséncia
de GIgE funcional esta relacionada ao aumento dos niveis do intermedidrio maltose-1-
fosfato (M1P) intracelular. Esse aumento de M1P sinaliza a ativacdo de uma via que
despolimeriza as cadeias de oa-glicanos, liberando trealose, que é posteriormente
convertida em M1P (Korte, et al., 2016). Esse processo leva a formacdo de um ciclo vicioso
de producdo de MI1P como um metabdlito téxico dentro da célula, resultando
inevitavelmente na morte do organismo.

Ainda, é importante ressaltar que mutagdes na enzima GlgB — maltosiltransferase B,
que faz parte da via da trealose e relacionada com GIgE - também resultam na morte do
parasita, uma vez que impedem a geragao de ramifica¢des, levando a agregac¢ao das cadeias
de a-glicanos em um precipitado insoluvel ao longo do tempo. No entanto, a GIgE é o
principal alvo farmacolégico selecionado para o desenvolvimento de compostos contra a
tuberculose devido a sua auséncia em humanos, o que é um critério seletivo importante
durante a criacdo de novos farmacos (Leiba, et al., 2013). Outro fator que privilegia a
escolha de GIgE como alvo para o desenho de farmacos é o de que a seletividade da GlgB é
problematica, pois existem diversas enzimas ramificadoras com as quais um possivel
composto contra o Mycobacterium tuberculosis tendo como alvo esta enzima pode
interagir. Tal situacdo é um risco em potencial, ja que pode gerar efeitos colaterais drasticos
indesejados (Kalscheuer, et al., 2010).

Do ponto de vista estrutural, a estrutura tridimensional da GIgE de Mtb é um
homodimero de 661 residuos, no qual cada subunidade é formada por cinco dominios

(Figura 1). O sitio de ligacdo primario da proteina (PBS), ao qual o substrato natural M1P se
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liga, e é definido por quatro aminodcidos: Y357, D394, E423 e D480 (Lindenberger, Kumar
Veleti, Wilson, Sucheck, & Ronning, 2015). A atividade catalitica consiste em um passo
inicial de remocdo da porc¢do de fosfato do acucar ativado (M1P), seguido por uma extensao
da cadeia de polissacarideo pela adicao de unidades de monossacarideos. A reagdo de
remocado de fosfato é causada por D394, que ataca a ligacdo entre o fosfato e a maltose,
fazendo com que o substituinte de fosfato abandone a molécula, sendo aceito por E423
enquanto D394 permanece ligado ao acgucar (Syson, et al., 2014). Esta sequéncia de reacdes

estd mostrada na Figura 2.

Figura 1. Estrutura tridimensional de GIgE em hélices, loops e folhas, com superficie.
Fonte: Desenvolvido pelo autor.

Asp394 Asp394
OH OH Asp394 OH
HO&& oH @ ° HONQ o 0 O on 9°
HO HOG o) Ha Hooégv o MO~ o 0
C: _— >
HO 0 \ HO N HO i,
HO.O-P-o HO OH HOQ 0
o X HO
HO-P-O" HO (0] HO

Glu423 Glu423

Figura 2. Reagdo que ocorre para o processamento do substrato natural em GIgE.
Fonte: Adaptado de Veleti, Lindenberger, Ronning & Sucheck, 2014.

Sobre as estratégias de inibicdo de GIgE, recentemente tém-se proposto o uso de
anticorpos especificos capazes de impedir a funcdo da enzima e, consequentemente, a

sintese de polissacarideos (Saliba & Pohl, 2016). Outra estratégia de inibicdo é o emprego
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dos andlogos de nucleosideos, compostos estruturalmente semelhantes a nucleotideos que
prejudicam a fun¢do desta proteina (Colpaert, et al., 2020). Apesar disso, a abordagem mais
comum permanece sendo a de busca por compostos capazes de ligarem-se ao sitio ativo
desta enzima. Neste caso, moléculas fosfatadas capazes de mimetizar a ligagao do substrato
natural foram as primeiras propostas, como é o caso da maltose-C-fosfato (MCP) (Thanna
& Sucheck, 2016). No entanto, outra alternativa explorada é o potencial de azagucares, cuja
estrutura geral encontra-se na Figura 3, como possiveis compostos anti-tuberculose (Veleti,
Lindenberger, Ronning, & Sucheck, 2014). Isto pois, estas moléculas apresentam um atomo
de nitrogénio em um anel de cinco ou seis membros que causa ligacdo ao sitio ativo capaz
de mimetizar o estado de transi¢ao observado no substrato natural. Um exemplo deste tipo
de composto é DDGIM (2,5-dideoxy-3-O-a-D-glucopyranosyl-2,5-imino-D-mannitol),

mostrado na Figura 4 (Lindenberger, Kumar Veleti, Wilson, Sucheck, & Ronning, 2015).

O

v A

Figura 3. Estrutura geral de aza-agucares.
Fonte: Desenvolvido pelo autor.

Figura 4. Estrutura de DDGIM.
Fonte: Data, P. (2023). RCSB PDB - RZM Ligand Summary Page. Retirado em Novembro, 22, 2023, de
Rcsb.org website: https://www.rcsb.org/ligand/RZM.
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1.4 Objetivos

O presente trabalho tem como objetivo avaliar utilizando docking molecular trés
azacgUcares - a saber A48, A53 e A59 — e seus isbmeros a fim de compreender o modo de
ligacdo destes compostos no sitio ativo da GIgE, avaliar seu potencial como inibidores desta
enzima e contribuir para o desenvolvimento de novos azagucares como inibidores desta
enzima. Estes compostos foram desenvolvidos e sintetizados pelo Dr. Ariel Llanes
(UNICAMP) e enviados ao grupo de pesquisa para avaliacdo tedrica de seu potencial

farmacoldgico.
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Capitulo 2 — Materiais e Métodos
2.1 Levantamento de informagdes e estruturas de GIgE em bancos de dados

A busca de estruturas de proteinas GIgE em bancos de dados de proteinas pode ser
dividida em trés etapas principais: selecdo do banco de dados, busca e avaliagdo das
informacgdes presentes nas estruturas. Neste trabalho, a busca por estruturas de proteinas
GIgE foi feita utilizando-se o banco de dados de proteinas Protein Data Bank (Protein Data
Bank, s.d.), um repositdrio internacional de dados que contém informagdes de alta
qualidade sobre estruturas tridimensionais de proteinas. Além disso, outros bancos de
dados como o PDBSum (PDBsum, s.d.) foram consultados a fim de obter informacdes
complementares as disponibilizadas no PDB, como diagramas de estrutura tridimensional e
interacdes com o ligante cristalografico, quando existentes. Nesta avaliacdo inicial, os
termos de busca utilizados foram “GIgE” e “maltosiltransferase”, inicialmente filtrando os
resultados para o organismo Mycobacterium tuberculosis, mas depois ampliando a busca
para avaliar todos os organismos fonte desta proteina disponiveis na plataforma.

Apds este levantamento inicial das estruturas de GIgE, realizou-se uma avaliag¢do das
informacgdes disponiveis sobre elas, como os residuos que compdem o sitio ativo e a
presenca de ligantes ou inibidores seletivos. Além disso, uma revisdo da literatura dos
trabalhos cientificos que abordam o sitio ativo da GIgE foi feita na plataforma PubMed
(PubMed, s.d.), utilizando como filtro de busca “GIgE”, “maltosiltransferase” e
“Mycobacterium tuberculosis”. Neste caso, buscou-se por trabalhos com estudos de
mutagénese ou anadlises de docking molecular, para avaliar a relevancia das informacdes
encontradas nas estruturas selecionadas.

Ainda na etapa de andlise e selecdo da estrutura para os préximos passos de
simulacdo, consideraram-se critérios como a qualidade da resolucdo da estrutura —
selecionando-se a estrutura com melhor valor de resolucdo dentre as eleitas como possiveis
-, 0 método utilizado para a determinacao da estrutura — priorizando-se a difracdo de raios
X -, a presenca e o tipo de ligante no sitio ativo — idealmente selecionando estruturas cujo
ligante cristalografico fosse um azacucar - e a disponibilidade de informacgdes adicionais,

como mutagdes e interagdes com ligantes.
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2.2 Analise da proteina selecionada em tela grafica

Ap0ds a obtencdo da estrutura tridimensional das possiveis proteinas de interesse, a
escolha daquela que serviria como modelo para os cdlculos de docking levou em
consideragao os critérios supramencionados de organismo fonte da proteina, resolucao,
integridade estrutural, existéncia de mutacdes no sitio ativo e presenca de ligantes do tipo
azaguUcar. Para isto foi utilizado o programa Discovery Studio v.3.2. (Discovery Studio
Visualizer® DSV v.3.2), pelas suas ferramentas de visualizagdo tridimensional para
identificacdo das regides do sitio ativo da proteina e avaliagdao de sua conformacgao. Além
disso, a analise de sequéncia de aminodcidos das proteinas consideradas foi feita no mesmo
programa pelo alinhamento manual e verificacdao de identidade de residuos.

Outra andlise conduzida durante esta etapa foi a verificacdo das interacdes entre as
proteinas e seus ligantes cristalograficos (caso presentes), utilizando as ferramentas de
avaliacdo de docking molecular do Discovery Studio (Discovery Studio Visualizer® DSV v.3.5).
Os critérios analisados nesta etapa incluem a conformacdo da proteina em relacdo ao
ligante e a formacdo de interagdes especificas (como ligagbes de hidrogénio, interagdes de
van der Waals e interacdes envolvendo sistemas 1). Caso a proteina ndo atendesse aos
critérios de qualidade estrutural ou de interacdo com seus ligantes naturais ou conhecidos,
esta era desconsiderada para as etapas seguintes de docking molecular e uma nova
estrutura era avaliada.

2.3 Os ligantes

Os ligantes avaliados estdo apresentados na Figura 5. Os compostos A482, A532 e
A592 correspondem as estruturas cristalograficas e os A481, A531 e A591 os
correspondentes enantibmeros (Garcia, 2008). As estruturas cristalograficas foram
optimizadas utilizando-se o programa Discovery Studio (Discovery Studio Visualizer® DSV

v3.2) o qual também foi utilizado para gerar os correspondentes enantiomeros.
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Figura 5. Estrutura 2D dos seis ligantes avaliados no estudo.
Fonte: Desenvolvido pelo autor.

Os arquivos dos ligantes foram comparados as estruturas propostas a fim de
verificar a acuidade, e quando necessarias foram feitas alteracdes utilizando-se o programa
Discovery Studio (Discovery Studio Visualizer® DSV v3.2).

2.4 Docking molecular

O docking molecular foi realizado utilizando o programa GOLD (Genetic Optimisation
for Ligand Docking) (Jones G. P., 1997). A execucdo deste experimento compreende quatro
etapas principais: preparacdo da proteina alvo, preparagao dos ligantes, configuracdo dos
parametros a serem utilizados no docking molecular e finalmente anélise dos resultados.
Na preparacao da proteina alvo, apds obtencdo e selecdo da estrutura tridimensional da

proteina em formato mol2, realizou-se a remogao das moléculas de dgua e outros ligantes
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—quando ndo ligados ao sitio ativo — presentes na estrutura original da proteina, em seguida
foi feita a adi¢do de hidrogénios utilizando o programa Discovery Studio v.3.2.

Na preparagao do calculo de docking molecular, definiu-se a cavidade com base na
posicdo do ligante cristalografico, assumindo-se um raio de 6 A. O algoritmo para avaliacdo
das poses geradas durante o cdlculo foi a funcdo GoldScore e o campo de forga, Tripos 5.2
(Clark, 1989). Nesta fungao, contribuem para o valor final obtido para cada ligante a energia
de ligacdo de hidrogénio do complexo receptor ligante, a energia de ligacdo de van der
Waals, a energia de ligagdao de hidrogénio intramolecular do ligante e a energia de van der
Waals interna do ligante (Jones G. P., A Genetic Algorithm for Flexible Molecular Overlay
and Pharmacophore Elucidation., 1995a); (Jones G. P., 1995b); (Jones & Willett., 1995)
(Jones G. P., 1997). Abaixo se encontra a funcdo GoldScore e os parametros que dela fazem

parte.

GoldsScore Fitness

Onde,
S(hbext): energia de ligacdo de hidrogénio do complexo proteina-ligante;
S(vdwext): energia de van der Waals entre proteina-ligante;
S(vdwint): energia de van der Waals do ligante;

S(hbint): energia de ligacdo de hidrogénio intramolecular do ligante.

Os ligantes foram deixados livres dentro da cavidade e foi permitida a terminagao
precoce da busca por solugdes caso o algoritmo atingisse trés solu¢gdes com energia similar.
O ligante cristalografico da proteina utilizada para os calculos também foi utilizado num
processo conhecido como redocking, que tem como objetivo determinar as varidveis que
possibilitam reproduzir a estrutura cristalografica e que serdo utilizadas nos célculos de

docking com os compostos estudados.
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2.5 Analise dos resultados

Na etapa de avaliagao dos resultados do docking molecular, primeiro realizou-se a
analise do numero de clusters dos complexos proteina-ligante obtidos, suas qualidades em
termos energéticos (score) bem como foram estudadas as interagdes que mantinham estes
complexos, ligagdes de hidrogénio, interagdes 1 e interagdes de van der Waals. As analises
dos clusters e das interagdes foram feitas utilizando os programas Discovery Studio v.3.2
(Discovery Studio Visualizer® DSV v3.2) e WIM (Weak Interaction Mapping) (Brasil Patente
N2 AINPC2017/004, 2019).

As ligacoes de hidrogénio foram tabeladas para uma posterior verificacdo das
distancias doador- aceptor e aceptor- hidrogénio, levando-se em conta os raios de van der
Waals dos dtomos envolvidos em cada uma delas, bem como o angulo doador- hidrogénio-
aceptor, sendo considerados como limite inferior 100°. As interagdes de van der Waals
também foram avaliadas utilizando o programa Discovery Studio v.3.2. Neste caso, o raio
de van der Waals também foi usado como pardmetro para definicdo da existéncia ou ndo
da interacdo, sendo consideradas interacdes em que a distancia entre os atomos fosse
menor ou igual a soma destes raios e como limite superior a soma dos raios de van der
Waals mais 10%. No caso das interagdes m, a situagao torna-se mais intricada, uma vez que
essas interacdes ndo estdo completamente integradas nos softwares de visualizacdo como
o Discovery Studio. Assim, a identificacdo dessas intera¢cdes foi conduzida utilizando o
programa WIM, o qual calcula e valida sua presenca por meio de trés varidveis: o vetor V1,
gue parte do centroide do anel aromatico e é perpendicular ao plano do anel; o vetor V2,
gue conecta o atomo envolvido na interagcao m ao centroide; e o angulo a, formado entre

esses dois vetores. Estes parametros estdo ilustrados na Figura 6.
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Figura 6. Parametros utilizados pelo WIM para determinacgdo das interagdes 1.

Fonte: Desenvolvido pelo autor.

Atomo envolvido na
ligagdo

V2

V1
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Capitulo 3 — Resultados e Discussdo

3.1 Selegdo da estrutura para calculos de docking

Foram encontradas 21 estruturas de GIgk no PDB mostradas na Tabela 3, sendo 3

delas de Mycobacterium thermoresistibile, 2 de Mycobacterium tuberculosis e 16 de

Streptomyces coliecolor. Isso é consistente com a literatura que relata a dificuldade de

cristalizar proteinas de GIgE de M. tuberculosis (Lindenberger, Kumar Veleti, Wilson,

Sucheck, & Ronning, 2015). A estrutura escolhida para o docking molecular foi a de PDB-ID

4U2Y, que tem boa resolucdo (2,48 A) e integridade estrutural. Além disso, essa estrutura

tem como ligante cristalografico um azacgulcar intermedidrio, o que a torna ideal para analise

das interacdes dos ligantes estudados, também azactcares. E importante observar que a

estrutura 4U2Y vem de S. coliecolor e tem uma mutagao V279S no sitio ativo para mimetizar

a eletronegatividade do sitio em M. tuberculosis.

Tabela 3. Resultado do levantamento de estruturas no PDB

. ~_ Resolugdo . Data de
PDB-ID Organismo Fonte Alteragao A) Ligante depésito
5CJ5 Mycobacterium thermoresistibile - 3.13 alfa-maltose 2015
5CIM Mycobacterium thermoresistibile - 3.32 maltose-1-fosfato 2015
5CGM  Mycobacterium thermoresistibile - 1.95 maltose-1-fosfato 2015
4U3C  Mycobacterium tuberculosis - 3.98 alfa-maltose 2015
alfa-maltohexose
4U33 Mycobacterium tuberculosis - 3.29 alfa-maltose 2015
4U2Y  Streptomyces coliecolor V279S 2.48 azacucar intermediario 2015
3ZST Streptomyces coliecolor - 2.30 alfa-ciclodextrina 2011
4U31  Streptomyces coliecolor V279S 1.85 maltose-C-phosphonate 2015
5LGV  Streptomyces coliecolor E423A 2.50 malto-octaose 2016
5CVS Streptomyces coliecolor E423A 2.30 malto-heptaose 2016
4CN4  Streptomyces coliecolor E423A 2.40 2-deoxy-2-fluoro-beta-maltosyl 2014
4CN1  Streptomyces coliecolor D394A 2.55 maltose-1-fosfato 2014
3ZT7 Streptomyces coliecolor - 2.50 maltose 2011
3ZT6 Streptomyces coliecolor - 2.19 alfa-cyclodextrina 2011
maltose
3ZT5 Streptomyces coliecolor - 2.09 maltose 2011
3ZSS Streptomyces coliecolor - 1.80 - 2011
ACN6  Streptomyces coliecolor E423A 2.29 maltose 2014
5LGW  Streptomyces coliecolor D394A 1.95 maltodextrina 2016
4U2Z  Streptomyces coliecolor V279S 2.26 1,2,2-trifluromaltose 2015
5VT4 Streptomyces coliecolor V279S 3.20 :aitehgl-phosphonate pyrolidene- 2017
5VSJ Streptomyces coliecolor V279S 2.46 ethyl-phosphonate pyrolidene- 2017

based
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No estudo de 4U2Y, foi observado que o ligante azagucar de PDB-ID RZM -
(2R,3R,4R,5R) -4-hydroxy-2,5-bis(hydroxymethyl)pyrrolidin-3-yl alpha-D-glucopyranoside —
onde o anel de seis atomos se liga em meia-cadeira semiplanar no sitio ativo, imitando a
conformacdo do substrato natural. Este ligante e sua estrutura podem ser vistos na Figura
7. Ossitio de ligacdo desta proteina é dividido em dois subsitios, -1 e -2, mostrados na Figura
8. O subsitio -1 é conhecido como o sitio de ligagdao ao fosfato, formado por Q324, R392,
D394, E423 e D480. Nele, ocorre a interacdo com o fosfato da molécula de M1P, uma etapa
crucial no processo catalitico. No caso dos inibidores de GIgE, as interagdes com este
subsitio estdo relacionadas com a atividade do composto. Jd o subsitio -2 — formado por
K264, N268, 5279, A282,Y353, D359 e K534 - estd envolvido no reconhecimento e na ligacao
da unidade de maltose do substrato, permitindo a ligacdo do substrato de maneira
adequada. Essa ligacdo especifica é essencial para a orientacdo correta da molécula de M1P
durante a reacao catalitica e ocorre principalmente por ligagcdes de hidrogénio. Quando se
trata de inibidores especificos de GIgE, as interacdes com o subsitio -2 sdo essenciais para

a ligacdo inicial do composto.

P RZM

Figura 7. Ligante RZM na cavidade de ligagdo de 4U2Y e sua estrutura 2D.
Fonte: Desenvolvido pelo autor.
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Figura 8. Subsitios que formam o sitio ativo de GIgE. O subsitio -1 é apresentado em verde e o subsitio -2,
em azul.
Fonte: Desenvolvido pelo autor.

Sobre as interacdes que sdo responsaveis por colocar RZM na cavidade de ligacdo, é
possivel observar uma extensa rede de ligacdes de hidrogénio — convencionais e ndo
convencionais. Na Figura 9, nota-se que hd um maior nimero destas ligacdes entre o ligante
e os residuos do subsitio -1. Esta porg¢do do sitio ativo tem como fun¢ao alocar a por¢ao
redutora do substrato natural e a manutencao de interagdes com os residuos cataliticos
D394 e Q423 é essencial para determinar a capacidade inibitéria deste composto. Além
disso, destaca-se a presenca de interacdo entre o nitrogénio do imino-manitol e D394,
sugerida como caracteristica dos aza-agucares que se ligam ao sitio (Lindenberger, Kumar
Veleti, Wilson, Sucheck, & Ronning, 2015). Além disso, a presenca desta intera¢do evidencia
a melhor performance dos aza-acgucares formados por anéis de cinco membros com relagao
aqueles com anéis de seis membros em vista da capacidade dos primeiros em mimetizar a
carga adotada pelo substrato natural durante o estado de transicdo (Veleti, Lindenberger,
Ronning, & Sucheck, 2014). As ligacGes de hidrogénio com o subsitio -2, por sua vez, sdo
descritas como essenciais para a acomodacdo dos ligantes ao sitio ativo. Neste caso,
destaca-se a presenca de duas ligacdes envolvendo D359, residuo este que quando

deletado em estudos de mutacdo causa a perda de atividade do farmaco avaliado,
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ressaltando sua contribuicdao para a boa posicdo de compostos no sitio ativo de GIgE

(Lindenberger, 2015).

Q324

D359

7y .
{ -1 subsite
-

-2 subsite D480

Figura 9. Ligacdes de hidrogénio entre o substrato cristalografico RZM e o sitio ativo de GIgE.
Fonte: Desenvolvido pelo autor.

Ainda sobre as interagGes envolvendo o ligante cristalografico, observa-se a
contribuicdo das interacdes envolvendo sistemas 1t para o posicionamento deste composto
no sitio. A Figura 10 mostra a interagao com W281 para colocar o RZM em dire¢ao ao fundo
da cavidade, estabilizando uma das substituicdes que parte do anel de cinco membros.
Enquanto isso, as duas interagdes envolvendo Y357 estao possivelmente relacionadas com
a estabilizacdo dos substituintes que se direcionam para o topo da cavidade, posto que este

residuo faz parte do loop que cobre a cavidade.
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Figura 10. InteragGes envolvendo sistemas 1t entre RZM e o sitio ativo de GIgE.
Fonte: Desenvolvido pelo autor.

Em geral, estas interagdes observadas confirmam o que é descrito na literatura para
0 RZM, colocando-o como um bom inibidor de GIgE por sua capacidade de interagir com os
subsitios -1 e -2 de forma a imitar a maneira segundo a qual se posiciona o substrato natural
guando em seu estado de transicdo. A maioria das intera¢Ges descritas em trabalhos
publicados (Veleti, Lindenberger, Ronning, & Sucheck, 2014) (Lindenberger, Kumar Veleti,
Wilson, Sucheck, & Ronning, 2015) foram encontradas nesta analise inicial validando,
portanto, a escolha das condicGes de screening de interagdes intermoleculares.
3.2 Redocking

O resultado do redocking mostra uma excelente concordancia entre a pose
cristalografica e a obtida pelo calculo de docking (Figura 11). O desvio da média quadratica
(RMSD pela sua sigla em inglés: root mean square deviation) foi de 0.331 A. Em funcdo
destes resultados os parametros utilizados para o redocking serdo utilizados nos calculos de

docking da GIgE e os aza-agucares estudados.
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Figura 11. Pose do redocking — em verde - em relacdo ao ligante cristalografico — em cinza.
Fonte: Desenvolvido pelo autor.

3.3 Docking

Na Tabela 4 estdo apresentadas as interacdes de cada um dos ligantes — além de
RZM - com os aminoacidos da cavidade, bem como os scores de docking calculados. O
primeiro ponto a ser levantado é a prevaléncia das ligacdes de hidrogénio como o principal
tipo de interacao responsavel pela ligacdo dos compostos ao sitio ativo. Como mencionado
anteriormente, é tipico que ligantes especificos de maltosiltransferases — tal qual os
inibidores conhecidos para GIgE — apresentem extensas redes de ligacdes de hidrogénio
distribuidas entre os dois subsitios da cavidade de ligacdo. Isto é observado com clareza
para o ligante cristalografico RZM, que apresenta 13 ligacGes deste tipo com residuos de
aminodacidos do sitio ativo. As ligacdes de hidrogénio sdao especialmente importantes por
sua capacidade de modificar a atividade das proteinas, configurando, portanto, um critério

importante a ser considerado na analise dos inibidores avaliados.
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Tabela 4. InteragBes entre os compostos analisados e os residuos da cavidade de ligagao

RZM A591 A592 A481 A482 A531 A532
hb hb
lig-0...H-K | lig-0...H-K
K264 hb
lig-0...H-K
vdw
N268 lig-0...0-N
hb vdw vdw vdw hb vdw
$279 lig-0..H-S [ lig-0..0s | lig-0..05 | lig-0..05 | lig-0..H-S | lig-0...0S
vdw
lig-0...0-S
n n n hb
W281 lig-0...Ct-W lig-0...Ct-W lig-H...Ct-W | lig-O...H-W
n
lig-H...Ct-W
hb hb hb hb
Q324 lig-0...H-Q lig-0...H-Q | lig-0...H-Q lig-0...H-Q
hb hb
K355 lig-0...H-K lig-0...H-K
hb
K356 lig-0...H-K
n hb hb n hb hb
lig-H...Ct-Y lig-0...H-Y | lig-O...H-Y | lig-O...Ct-Y | lig-O...H-Y | lig-O...H-Y
) n n n n
Y357 lig-H...Ct-Y lig-0...Ct-Y | lig-O...Ct-Y lig-H...Ct-Y | lig-O...Ct-Y
n
lig-0...Ct-Y
hb vdw
lig-H...0-D | lig-0...0-D
D359 hb
lig-H...0-D
hb
R392 lig-O...H-R
hb hb
lig-H...0-D lig-H...0-D
hb
D394 lig-H...0-D
hb
lig-H...0-D
hb hb hb
N395 lig-O0...H-N | lig-O...H-N lig-0...H-N
hb hb vdw
lig-H...O-E lig-H...O-E | lig-O...0-E
E423 |2 € €
hb
lig-H...0-E
hb hb hb hb hb hb hb
lig-H...0-D | lig-H...0-D [ lig-H...0-D | lig-H...0-D | lig-H...0-D | lig-H...0-D | lig-H...0-D
hb hb vdw
lig-H...0-D lig-H...0-D | lig-0...0-D
D480 hb vdw
lig-H...0-D lig-0...0-D
vdw
lig-0...0-D
hb vdw hb
lig-H...O-E | lig-0...0-E | lig-H...O-E
£528 £ £ £
hb
lig-H...O-E
hb hb hb hb
K534 lig-0...H-K lig-0...H-K lig-0...H-K lig-0...H-K
hb vdw
lig-H...O-Y lig-0...0-Y
Y535 |8 e
hb
lig-0...H-Y
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Para andlise mais detalhada das interagdes de A591, a Tabela 5 apresenta os

parametros utilizados para definir as interagdes entre o ligante e o sitio ativo de GIgE.

Tabela 5. Interages entre A591 e o sitio ativo de GIgE

Tipo de , Atomo Atomo Distancia entre Angulo D- Angulo a
interacgdo Residuo ligante residuo atomos (A) H(';')A °)
K264 06 HZ3 1,92 136 -
LH S279 H4A 0G 2,12 135 -
D480 H6A 0oD2 2,32 154 -
N268 06 OoD1 3,19 - -
Vdw S279 07 0G 2,78 - -
N359 08 0oD2 2,76 - -

Analisando a tabela acima, é evidente que A591 estabelece ligagdes de hidrogénio
e interacoes de van der Waals. No caso deste composto, a ligacdo de hidrogénio com D480
esta diretamente ligada ao posicionamento de A591 no subsitio -1, enquanto a interagao
com S279 orienta o anel de cinco membros para o subsitio -2, desempenhando um papel
fundamental na estabilizacao dessa estrutura no centro da cavidade molecular. Além disso,
a ligacdo de hidrogénio com K264 estabiliza uma das projecdes que se estendem deste anel

de cinco membros em direcdo a abertura associada ao subsitio -2, como ilustrado na Figura

12. Essas intera¢Oes sao visualizadas de maneira mais detalhada na Figura 13.

Abertura ligada ao

subsﬁ

Figura 12. Proje¢do do anel de cinco membros em diregdo a abertura ligada ao subsitio -2 estabilizada pela
ligagdo de hidrogénio com K264.
Fonte: Desenvolvido pelo autor.
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Figura 13. Ligacdes de hidrogénio entre A591 e os residuos do sitio de ligagdo de GIgE.
Fonte: Desenvolvido pelo autor.

No que diz respeito as interagdes de van der Waals envolvendo A591, trés delas
foram identificadas, todas do tipo O...0. As interagdes com S279 e D359 desempenham um
papel crucial na ligacdo de uma das projecbes que se estende do anel de cinco membros
em dire¢do ao subsitio -2. Simultaneamente, a interagdo com K268 complementa a funcao
da ligagao de hidrogénio com K264, conectando a projegao do anel de cinco membros a

abertura associada ao subsitio -2. A Figura 14 mostra estas interagdes.

D359

. N268

( -1 subsite

-2 subsite

Figura 14. InteragGes de van der Waals entre A591 e o sitio ativo de GIgE.
Fonte: Desenvolvido pelo autor.
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Para o composto A592, a Tabela 6 mostra os parametros para cada uma das

interacdes entre este ligante e o sitio ativo.

Tabela 6. Interagdes entre A592 e o sitio ativo de GIgE

, Atomo Atomo Distancia entre Angulo D- Angulo a

Residuo ) , . 2 H..A o
ligante residuo atomos (A) ) ()
Q324 01 HE21 2,04 160 -
K355 08 HZ2 3,00 123 -
Y357 08 HH 2,32 129 -
H2 OoD1 2,64 111 -

D480
H3 oD1 2,53 105 -
K534 o7 HZ1 2,80 121 -
W281 06 Ct 3,76 - 29
Y357 01 Ct 4,47 - 8
S279 03 oG 2,92 - -
07 OoD1 2,92 - -

D480
06 0D2 2,48 - -

Identificou-se trés ligacdes de hidrogénio que desempenham um papel importante
na ligacdo de A592 ao subsitio -1. Essas ligacdes envolvem os residuos Q324, responsavel
por estabilizar o substituinte do nitrogénio, e D480, cujas liga¢Ges de hidrogénio conectam
o anel de cinco membros na cavidade em dois pontos distintos. Além disso, a ligagdo com
K534 é a unica entre A592 e o subsitio -2, orientando um dos substituintes do anel de cinco
membros em direcdo a abertura ligada a este subsitio. E importante mencionar que essa
fungcdo também é desempenhada pelas ligagdes com os residuos Y357 e K355. Uma visao

detalhada dessas ligacGes de hidrogénio é apresentada na Figura 15.
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Q324

Q-l subsite

-2 subsite

Figura 15. LigacOes de hidrogénio entre A592 e o sitio ativo de GIgE.
Fonte: Desenvolvido pelo autor.

No que diz respeito as interagdes m envolvendo A592, observa-se que a interagao
com W281 desempenha um papel crucial ao ligar esse composto ao fundo da cavidade,
especialmente o substituinte que se dirige a ela. Em contraste, a intera¢ao m com Y357
conecta as partes do composto posicionadas no subsitio -2 a porcdo superior da cavidade.

Esses detalhes sao ilustrados na Figura 16.

Q—l subsite

-2 subsitc

Figura 16. InteragGes 1 entre A592 e o sitio ativo de GIgE.
Fonte: Desenvolvido pelo autor.

Por fim, as interacdes de van der Waals observadas em A592 sdo todas do tipo O...0

e contribuem para estabilizar os substituintes que se voltam tanto para o subsitio -1, no
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caso de D480, quanto para o subsitio -2, no caso de $S279. E importante destacar que a
interacdo com S279 e uma das interagcdes com D480 estdo diretamente relacionadas a
ligacdo de A592 com as porcdes superiores da cavidade. Essas interacdes estdo

apresentadas na Figura 17.

g5

)-1 subsitc

-2 subsite

Figura 17. InteragGes de van der Waals entre A592 e o sitio ativo de GIgE.
Fonte: Desenvolvido pelo autor.

A comparagdo entre os ligantes A591 e A592 revela diferencas significativas no
numero e tipo de interagdes intermoleculares observadas. Enquanto A591 apresenta
apenas trés ligacoes de hidrogénio e trés interacdes de van der Waals, A592 exibe um
aumento expressivo no numero de ligacdes de hidrogénio, além de duas interagdes com
sistemas T. Estas interacGes estdo diretamente relacionadas ao posicionamento desses
ligantes no sitio ativo de GIgE.

A Figura 18, apresentada abaixo, destaca a comparacdo entre A591 e A592 em
relac3o a cavidade de ligagdo e aos subsitios -1 e -2. E evidente um espelhamento na posicdo
dos compostos dentro do sitio ativo, conforme esperado para isomeros. Nesse cenario, a
amina do anel de cinco membros de A591 aponta em direcdo ao subsitio -1, enquanto a de
A592 estd voltada para o subsitio -2. Como resultado, ndo hd sobreposicdao de nenhuma das
substituicGes que se originam do anel em termos de posicdao dentro da cavidade. Apesar
disso, é possivel identificar uma tendéncia de posicionamento geral: o fundo da cavidade,
principalmente marcado pela presenca de W281, acomoda um dos substituintes em ambos

os casos. Além disso, um dos substituintes volta-se para o subsitio -1, enquanto o canal do
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subsitio -2 acomoda outra substituicdo. Por fim, ha uma inclinag¢do clara para direcionar
uma das trés substituicOes para a abertura projetada a partir do subsitio -2 e do loop que

tampa a cavidade.

Abertura ligada ao
( ;j-l subsite subsitio -2

-2 subsite

Figura 18. Posicionamento geral de A591 e A592 no sitio ativo de GIgE.
Fonte: Desenvolvido pelo autor.

Avaliando-se a comparagdo de ligacdo a cavidade de ambos os ligantes e as
interacGes estabelecidas com os residuos do sitio ativo em cada um dos casos, é possivel
observar a predominancia de intera¢des envolvendo o subsitio -2 em A591, o que
possivelmente explica a maior ocupacdo dessa regido por este ligante. Em contrapartida,
em A592 as interagdes envolvendo o subsitio -1 predominam, o que também pode justificar
a ocupacio desta regido. E sabido que os subsitios -1 e -2 apresentam func¢des distintas com
relacdo a atividade inibitoria de GIgE, estando o ultimo relacionado com a ligacdo dos
compostos na cavidade, enquanto um maior nimero de interagcdes com o primeiro estaria
possivelmente ligado a um efeito inibitdrio mais expressivo. Sendo assim, quando se
compara A591 e A592, é possivel que a ocupacgao do sitio -1 por A592 e a extensa rede de
interacGes que estabelece com ele indiguem um maior potencial inibitério quando
comparado ao seu isdbmero A591. Apesar disso, ndo é possivel quantificar o efeito da perda
de interagcGes com o subsitio -2 para a estabilidade do ligante dentro da cavidade.

Ao analisar as tendéncias de posicionamento geral dos ligantes do tipo A59,
podemos identificar as interacBes responsdveis por essas observa¢des. A primeira

semelhanca de posicionamento é a orientacdo de uma das ramificacdes do anel de cinco
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membros para o fundo da cavidade. Em ambos os compostos, o residuo D480 desempenha
um papel crucial nessa ligacao, seja por meio de uma ligagao de hidrogénio em A591 ou por
interacGes de van der Waals em A592. Além disso, em A592, a interacdo m com W281
também contribui para posicionar essa ramificagdo no fundo da cavidade. Portanto, é
possivel inferir que esta ligacdo estd correlacionada com o residuo D480 e pode ser
reforcada por interagdes com os residuos que formam o assoalho do sitio de ligagao, como
W281.

A segunda semelhanca de posicionamento diz respeito as substitui¢cdes do anel de
cinco membros voltadas para o subsitio -1. Em A591, essa orientacdo é resultado da ligacdao
de hidrogénio entre S279 e o anel principal, gerando uma leve inclinacdo do anel no centro
da cavidade e direcionando essa parte do ligante para tal regido. Ja em A592, a carboxila de
uma das substituicdes se volta para o subsitio -1 devido a ligacdo de hidrogénio com Q324
e a ligacdo m com Y357, enquanto o restante dessa ramificacdo é projetado em dire¢do ao
subsitio -2. Nesse caso, a comparacdo entre A591 e A592 revela a tendéncia de posicionar
partes desses ligantes em uma regido do subsitio -1, mas ndo é possivel afirmar quais
residuos sao determinantes para esse fendbmeno. Além disso, é importante notar que A592
se liga de maneira mais direta nessa regiao — ja que em A591 ocorre apenas o a ligagao com
o anel principal -, sendo sustentado por uma rede mais complexa de interacdes em
comparagdo com seu par.

Quanto a terceira semelhanca - o posicionamento das ramificacdes no canal do
subsitio -2 - em A591, as intera¢bes de van der Waals com os residuos D359 e N268 sdo
responsaveis pela ligacdo da ramificacdo que se origina do anel de cinco membros nessa
regido. Em A592, a ramificacdo projetada até o subsitio -2 a partir do subsitio -1 se conecta
a essa regidao por meio de uma interacdo de van der Waals com S$279. Assim como
observado no posicionamento das partes do ligante no subsitio -1, ndo é possivel
determinar um ou mais residuos especificos relacionados a ligacdo dessas partes de A591 e
A592 no subsitio -2, sendo entdo possivel postular que sdo as intera¢ées de van der Waals

responsaveis por essa ligacao.
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Por fim, a quarta e ultima tendéncia observada nos ligantes do tipo A59 refere-se ao
direcionamento das ramificacdes do anel de cinco membros para a cavidade que parte do
subsitio -2. Em A591, uma ligacdo de hidrogénio com K264 e uma interacdo de van der
Waals com N268 sao responsaveis por promover esse posicionamento, ambas envolvendo
a mesma carboxila do ligante. J& em A592, uma variedade maior de interagdes contribui
para essa projecao, incluindo ligagdes de hidrogénio com os residuos K534, Y357 e K355,
além da interacdo de van der Waals com D480. E importante notar o nimero significativo
de ligagGes de hidrogénio envolvidas na estabilizacdo da porgao de A592 que é projetada
pela cavidade do subsitio -2, enquanto essa por¢do em A591 é sustentada por uma rede de
interagdes menos densa.

Ainda é importante destacar o papel de ligacGes de hidrogénio com o residuo D480
gue ndo necessariamente estdo relacionadas com algum tipo de posicionamento comum.
Apesar de ja terem sido mencionadas neste contexto, as liga¢des de hidrogénio envolvendo
este residuo de aminodcido sdo vistas em ambos os compostos A59n e sdo descritas como
tipicas de ligantes da familia de proteinas GH13 a qual pertence a GIgE de Mtb.

Os parametros das intera¢des encontradas para A481 encontram-se na Tabela 7. Na
analise destas interagdes, nota-se que as ligacdes de hidrogénio atuam de forma a garantir,
em sua maioria, a interacdo com o subsitio -1. A Figura 19 mostra como o composto
posiciona-se dentro do sitio de ligacdo com o anel de cinco membros voltado para a o
subsitio -1 principalmente devido as ligacdes de hidrogénio com Q324, N394, N395 e D480.
A interacdo com Y357, por sua vez, envolve o substituinte que se direciona para a abertura
formada entre o subsitio -1 e o loop responsavel por abrir e fechar a cavidade, evidenciando
o papel de Y357 com a estabilizacdo das por¢cdes dos compostos que se afastam do fundo

dela. Esta ultima estd mostrada em detalhes na Figura 20.
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Tabela 7. Detalhamento das interagdes entre A481 e GIgE

Residuo ﬁttomo Atc:»mo Disiténcia entre Anﬁ%{'_z b- Anglojlo a

ligante residuo atomos (A) ) ()
Q324 o7 HE22 1,53 164 -
Y357 05 HH 2,07 135 -
D394 H16 OoD1 2,96 132 -
N395 02 HD22 2,76 107 -
D480 N1 oD1 3,51 158 -
Y357 03 Ct 3,52 - 22
S279 04 0G 3,06 - -
D480 06 0D2 2,64 - -

N395

D394

D480

‘-l subsite

-2 subsite

Figura 19. Ligacdes de hidrogénio para A481 no sitio de ligacdo de GIgE.
Fonte: Desenvolvido pelo autor.
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Figura 20. Projecdo de A481 na abertura ligada ao subsitio -1 e ligagdo de hidrogénio com Y357.
Fonte: Desenvolvido pelo autor.

Quanto as interagdes m, foi identificada apenas uma interacdo entre A481 e Y357,
possivelmente relacionada a presenca de uma ligacdo de hidrogénio envolvendo o mesmo
residuo, conforme mencionado anteriormente. E importante observar que essa interac3do
T ndo estd associada a por¢ao de A481 que se projeta na cavidade ligada ao subsitio -1, mas
sim a estabilizacdo de um dos substituintes que se direciona para o subsitio -2. Essa
interagdo especifica pode ser vista na Figura 21. Mais ainda, na Figura 22, destacam-se as
interacGes de van der Waals para este mesmo composto. Neste contexto, a interagdo com
D480 contribui para a ligacdo de A481 com o subsitio -1, enquanto a interacdo com S279
esta relacionada a estabilizagdo das porgdes deste ligante que se projetam em diregao ao

subsitio -2.
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-1 subsite

-2 subsite

Figura 21. Ligacdo mt para o ligante A481.
Fonte: Desenvolvido pelo autor.

O-l subsite

-2 subsite

Figura 22. Intera¢Ges de van der Waals observadas em A481.
Fonte: Desenvolvido pelo autor.

Um ponto a ser destacado sobre A481 é o impacto da adicdo de um anel aromatico
num substituinte. Ao compararmos o posicionamento deste ligante no sitio ativo com o
observado para A591, notamos uma alteracdo drastica: enquanto A591 estava
predominantemente na regido do subsitio -2, A481 se desloca em direcdo ao subsitio -1.

Essa mudanca na posicao resulta em uma orientacdao completamente diferente do anel de
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cinco membros dentro da cavidade. Agora, o nitrogénio esta voltado também para o
subsitio -2, formando uma ligagdo de hidrogénio com D480. Varios fatores podem estar
contribuindo para essa alteracdo, incluindo o possivel impedimento estérico causado pela
presenca do anel aromatico no canal do subsitio -1.

E interessante notar que essa mudanca no posicionamento n3o apenas introduz
novas interagdes com o subsitio -1, mas também resulta na perda de interagGes
estabelecidas com os residuos K264, N268 e D359 do subsitio -2, que eram caracteristicas
de A591. Além disso, apesar de induzir altera¢des significativas no posicionamento geral do
ligante, a adicdo do anel aromatico ndo resultou em interacdes especificas que justifiqguem
uma melhor adaptacdo deste substituinte na abertura do subsitio -2, por onde se projeta.
Esse direcionamento do anel para a abertura exposta ao solvente é intrigante, considerando

a propria natureza hidrofilica desta regido. Esta situacdo é ilustrada na Figura 23.
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Figura 23. Anel aromatico de A481 projetado pela abertura ligada ao subsitio -2 e hidrofobicidade da regido.
Fonte: Desenvolvido pelo autor.

No caso do composto A482, as interagOes estao detalhadas na Tabela 8. Nota-se que
as ligacdes de hidrogénio relacionadas ao subsitio -1 ocorrem em menor nimero para este
ligante. Estas incluem interagdes com os residuos K355, N395 e D480, sendo esta ultima
responsavel pela ligagdao do nitrogénio do anel. Além dessas interagdes, ha uma ligagdao com
K534, que pertence ao subsitio -2 e esta envolvido na estabilizagdao do substituinte do
nitrogénio. Além disso, ha uma interagdo com E528, que também contribui para a
estabilizacdo deste mesmo substituinte na regido proxima ao subsitio -2. Essas ligacdes de

hidrogénio estdo presentadas na Figura 24.
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Tabela 8. Detalhamento das interagdes para A482

Angulo D-

Residuo ﬁttomo Atc:»mo Disiténcia entre HoA Angglo a

ligante residuo atomos (A) ) (°)
K355 06 HZ2 2,53 162 -
N395 03 HD22 2,77 123 -
D480 N1 oD1 3,25 156 -
E528 H18A OE2 2,77 161 -
K534 05 HZ 2,26 145 -
Y357 02 Ct 3,71 - 28
S279 o7 0G 2,81 - -

(-1 subsite

-2 subsite

Figura 24. Ligagdes de hidrogénio entre A482 e o sitio ativo de GIgE.
Fonte: Desenvolvido pelo autor.

No que diz respeito as interagdes envolvendo sistemas m em A482, os resultados
obtidos sdo bastante semelhantes aos observados para seu par A481; ou seja, apenas uma
ligacdo m envolvendo Y357 foi identificada. Assim como em A481, a presenca dessa ligacdo
em A482, como mostrado na Figura 25, estd relacionada a estabilizacdo de um dos
substituintes que se projeta em direcdao ao loop que encerra a cavidade, ao qual pertence
Y357. Além dessa interagdo m, foi observada uma interacdo do tipo van der Waals com S279
durante a andlise de A482, conforme ilustrado na Figura 26. Esta interacdo estd relacionada

a ligacdo de um substituinte que estd em direcdo ao subsitio -2.
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-1 subsite

-2 subsite

Figura 25. Interagdo m em A482.
Fonte: Desenvolvido pelo autor.

S§279

£9)-1 subsite

-2 subsite

Figura 26. Interacdo de van der Waals entre A482 e S279.
Fonte: Desenvolvido pelo autor.

Da mesma forma que ocorre com A481 e A591, a comparacdo entre o efeito da
adicdo do anel aromatico em A482 em relacdo a A592 revela uma alteracdo no
posicionamento geral do ligante. Neste caso, ele ocupa regides mais préximas ao topo da
cavidade, ao invés de imergir parte de sua estrutura no fundo, como acontece com A591.

No entanto, mesmo apds essa mudanca de posicao, ao comparar A592 e A482, observa-se
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que o ligante ainda mantém interagcdes com residuos cruciais do subsitio -1, como K355,
Y357 e D480. O mesmo vale para o subsitio -2, onde as interagées com os residuos K534 e
S279 sdo preservadas.

Um ponto a ser destacado é que, de maneira semelhante ao que ocorre com A481,

o anel aromatico de A482 que se projeta pela abertura ligada ao subsitio -1 como mostrado

na Figura 27.

Figura 27. Anel aromatico de A482 projetado pela abertura ligada ao subsitio -1 e hidrofobicidade da regido.
Fonte: Desenvolvido pelo autor.

Ao comparar o posicionamento de A481 e A482 dentro da cavidade de ligacao de
GIgE, observa-se que, apesar de ambos os compostos apresentarem o mesmo numero de
ligacdes de hidrogénio, em A481 essas ligacdes formam uma rede capaz de estabilizar
diversos substituintes em direcao ao subsitio -1. Por outro lado, a por¢cdo deste composto
que ocupa o subsitio -2 é estabilizada apenas pela intera¢do de van der Waals com S279.
Em contraste, em A482, as ligacdes de hidrogénio com o subsitio -1 sdo menos numerosas,
e observa-se a presenca dessas ligacdes na regido do subsitio -2, aumentando assim a
interacdo deste composto com essa parte da cavidade.

Apesar dessas diferencas, ambos compostos se ligam de maneiras muito similares a
cavidade, posicionando o anel de cinco membros na interface entre os subsitios -1 e -2. O
substituinte ligado ao nitrogénio e o que contém o anel aromatico sdo direcionados para as
aberturas formadas pela presenca do loop formado pelos residuos K355-Y357, conforme

ilustrado na Figura 28.
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)-1 subsite

-2 subsite

Figura 28. Sobreposi¢do entre os ligantes A481 (em rosa) e A482 (em azul).

Fonte: Desenvolvido pelo autor.

Outro ponto em comum observado para esses ligantes é a orientagao do nitrogénio

no centro da cavidade, possivelmente devido a ligacdo de hidrogénio com D480. Por fim,

nota-se que, mesmo apresentando orienta¢Bes espaciais distintas, ambos os ligantes

projetam seus substituintes para o topo da cavidade, o que é corroborado pelas interacdes

compartilhadas com Y357 e S279.

Os parametros utilizados para determinar as interacées de A531 encontram-se na

Tabela 9.
Tabela 9. Interagdes para A531 em GIgE
, Atomo Atomo Distancia entre Angulo D- Angulo a
Residuo . , . 2 H...A .
ligante residuo atomos (A) ) ()
$279 06 HB1 2,43 114 -
Y357 04 HH 1,90 166 -
E423 H7B OE1l 2,93 105 -
D480 N1 0oD1 3,30 166 -
H12A Ct 3,56 - 26
W281
H12B Ct 3,44 - 11
Y357 H14A Ct 3,65 - 12
E528 09 OE2 2,17 - -

As ligacOes de hidrogénio com os residuos Y357, E423 e D480 tém como papel a

ligacdo de A531 no subsitio -1. A ligacdo de hidrogénio com E423 encontrada apenas em

A531 - sendo uma interacdo de van der Waals em A532, como discutido adiante — é de

extrema relevancia vista a funcdo catalitica deste residuo no processamento da maltose-1-
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fosfato. Sendo assim, a manutencgdo de ligagdes tal como a de hidrogénio com este residuo
tem potencial inibitdrio ao torna-lo inacessivel para catalise do substrato natural. A ligacao
de hidrogénio com D480 é também mantida neste caso e auxilia na ligagdo do nitrogénio
ao subsitio -1 da mesma forma como encontrado anteriormente para outros ligantes. Por
fim, a ligagdo com Y357 tem papel importante no direcionamento do anel aromatico Unico
da série A53n para a cavidade que parte do subsitio -1. Estas trés liga¢des de hidrogénio sao

ilustradas na Figura 29.

y

Q- 1 subsite
-2 subsite

Figura 29. Liga¢des de hidrogénio para A531.
Fonte: Desenvolvido pelo autor.

Sobre as interacdes envolvendo sistemas 1, as duas interacdes com W281 atuam de
maneira a ligar o anel de cinco membros ao fundo da cavidade, estabilizando-o entre os
subsitios -1 e -2. J4 a ligacdo m com Y357 auxilia na ligacdo de um dos substituintes que esta
em direcdo ao subsitio -2. Estas trés intera¢des 1t podem ser vistas na Figura 30. Ainda, um
fato interessante a ser destacado sobre este tema é que ndo se encontrou interagdes 1

envolvendo os anéis aromaticos desta estrutura.

59



Q—l subsite

-2 subsite

Figura 30. Interagbes 1 para A531.
Fonte: Desenvolvido pelo autor.

Por fim, a Unica interacdo de van der Waals identificada para A531 é do tipo O...0
com o residuo E528 e tem como funcdo estabilizar o anel aromatico comum a série A48n

gue se projeta pela abertura ligada ao subsitio -2. A Figura 31 mostra esta situacao.

Q-l subsitc

-2 subsite

Figura 31. Interacdo de van der Waals para A531.
Fonte: Desenvolvido pelo autor.

O ligante A531 se diferencia de A481 pela adicdo de um anel aromatico e um grupo
NO2 ao substituinte do nitrogénio. Da mesma forma como ocorreu na transicdo de A591

para A481, essa alteracdo resultou em uma mudang¢a no posicionamento do composto
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dentro da cavidade de ligagdao. No entanto, essa alteracao é menos drastica em comparagao
com a causada pela adi¢do do primeiro anel aromatico em A481. Em A531, ocorre uma
adaptacdo do ligante dentro da cavidade devido a ligacdo do anel aromatico exclusivo da
série A53n na abertura que parte do subsitio -1. Como resultado, os substituintes nao
aromaticos deste composto sdo deslocados em direcdo ao subsitio -2, sendo estabilizadas
por S279 e Y357, como mencionado anteriormente. Um ponto que refor¢a esse ajuste do
ligante diante da adi¢cdo do novo anel é o fato de que em A531, o0 anel comum a série A48n
posiciona-se da mesma forma que observado em A481. A Figura 32 ilustra a comparagao

do posicionamento de A531 e A481 dentro do sitio ativo.

Abertura ligada ao

_ - subsitio -1
_ )-lsubsite

-2 subsite

Figura 32. Sobreposicdo de A481 (em rosa) e A531 (em laranja) no sitio de ligacdo de GIgE.
Fonte: Desenvolvido pelo autor.

No caso do ligante A532, na Tabela 10 estdo detalhados os parametros das

interagcOes encontradas.
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Tabela 10. Detalhamento das interages para A532

, Atomo Atomo Distancia entre Angulo D- Angulo a

Residuo ) , . 2 H..A o
ligante residuo atomos (A) ) ()
Q324 06 HE22 1,90 154 -
K356 02 HN 2,20 155 -
Y357 05 HH 2,96 111 -
N395 05 HD22 3,01 115 -
D480 N1 oD1 3,61 146 -
H7A OE2 2,72 106 -

E528
H7B OE2 2,74 105 -
K534 04 HZ3 1,20 156 -
05 Ct 3,67 - 26

Y357
07 Ct 3,76 - 25
S271 08 oG 2,72 - -
E423 09 OE2 2,82 - -
Y535 or:} OH 2,75 - -

A andlise da tabela acima mostra o niumero expressivo de ligacdes de hidrogénio
presentes em A532 quando comparado com qualquer um dos demais ligantes. As ligacdes
de hidrogénio com W281, Y357, N395 e D480 atuam de maneira a ligar A532 ao subsitio -1.
Neste contexto, destaca-se que as ligacGes com os residuos W281, Q324, Y357 e N395
ocorrem com um Unico substituinte, enquanto a ligacdo com D480 é similar ao ja observado
nos demais ligantes, ou seja, interacdo com o atomo de nitrogénio no centro da cavidade.
A ligagdo de hidrogénio com K534 é a Unica que envolve um residuo do subsitio -2 e, neste
caso, tem como funcdo estabilizar o substituinte do atomo de nitrogénio em dire¢ao a
abertura ligada a este subsitio. Este mesmo substituinte é também estabilizado por mais
duas ligacdes de hidrogénio com E528 e uma ligacdo entre K356 e um oxigénio do grupo

nitro. Estas ligacdes mencionadas podem ser observadas nas Figuras 33 e 34.
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.-2 subsite ﬁ‘.

o i P~
Figura 33. Parte das ligagdes de hidrogénio para A532.
Fonte: Desenvolvido pelo autor.

~>~

“’-l subsite

-2 subsite
Figura 34. Parte das ligacGes de hidrdgénio para A532.
Fonte: Desenvolvido pelo autor.

As duas interagdes 1 encontradas na analise de A532 ocorrem com o0 mesmo
residuo, Y357. Estas duas interacdes envolvem os dois substituintes ndo aromaticos que se

direcionam para os subsitios -1 e -2. Sendo assim, o papel de ambas as interacdes m é ligar
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os substituintes aos seus respectivos sitios, ao passo que projetam o final de suas cadeias

alifaticas para o topo da cavidade. A Figura 35 mostra esta situacao.

oy 1 5
~ -1 subsite
L

-2 subsite

Figura 35. InteragBes m em A532.
Fonte: Desenvolvido pelo autor.

Por fim, em A532 foram encontradas trés interacdes de van der Waals, todas elas
do tipo O...0. A primeira ocorre com S279 e liga o substituinte alifatico no subsitio -2. A
segunda interacdo de van der Waals envolve E423 e auxilia na proje¢do do anel comum a
série A48n pela abertura ligada ao subsitio -1. Por fim, a terceira e Ultima interacdo ocorre
entre A532 e Y535 e estad relacionada com a estabilizacdo do substituinte ligado ao
nitrogénio e se projeta pela cavidade ligada ao subsitio -2. A Figura 36 ilustra estas

interagoes.
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()1 subsite
O

-2 subsite

Figura 36. InteracGes de van der Waals em A532.
Fonte: Desenvolvido pelo autor.

Quando se compara o posicionamento de A532 com A482, é possivel observar que,
ao contrario do que ocorre com o par A531 e A481, neste caso, a adicdo do segundo anel
aromatico tem um impacto ainda menor na acomodacao geral do ligante na cavidade.
Enquanto para a série 1 houve um leve deslocamento da cadeia de A531 em dire¢do ao
subsitio -2 apds a adicdo deste anel, na série 2, ocorre apenas um giro na porcao alifatica
gue o precede, permitindo que este se projete para a abertura ligada ao subsitio -2. Esta
situacdo é corroborada pela manutengdo da maioria das interacdes de A482 e A532, como
as ligagbes de hidrogénio com N395 — relacionada com a ligagao da cadeia alifatica no
subsitio -1 -, E528 — que estabiliza porc¢ao alifatica que precede o anel exclusivo de A53 na
cavidade ligada ao subsitio -2 - e D480 — com papel na ligacdo do anel de cinco membros ao
centro da cavidade -, uma das intera¢bes m com Y357 — que liga um dos substituintes
alifaticos ao subsitio -2 - e a interagao de van der Waals com S279 — cujo papel é auxiliar na
ligacdo do substituinte que se aloja no subsitio -2. Destaca-se, ainda, que a ligacdo de
hidrogénio com K534 também ocorre nos dois ligantes, no entanto, com porc¢des diferentes
das cadeias que se projetam pelo subsitio -2, mostrando o papel deste residuo em auxiliar

em tal posicionamento. A Figura 37 ilustra esta comparacdo entre A482 e A532.
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Abertura ligada ao
subsitio -2

( Zﬁw-l subsite

-2 subsite

Figura 37. Sobreposicao dos ligantes A482 e A532.
Fonte: Desenvolvido pelo autor.

Ao comparar os ligantes A531 e A532, observa-se uma semelhanca com o que foi
discutido em relacdo ao par A481 e A482. Ou seja, o posicionamento geral dentro da
cavidade é bastante similar: os substituintes alifaticos dirigem-se aos subsitios -1 e -2,
enquanto os substituintes que contém anéis se direcionam para as aberturas ligadas a cada
um dos subsitios. Apesar destas similaridades, existem algumas altera¢des significativas
entre A531 e A532 que tém um impacto direto na rede de interacdes que estabelecem na

cavidade. A Figura 38 apresenta o posicionamento destes dois ligantes.

Abertura ligada ao
subsitio -2

Abertura ligada ao
subsitio -1 .

’::f;l subsite

-2 subsite

Figura 38. Posicionamento no sitio ativo de GIgE dos ligantes A531 e A532.
Fonte: Desenvolvido pelo autor.

66



Em primeiro lugar, ha o ajuste na posicdo de A531 possivelmente em decorréncia
do posicionamento do anel exclusivo a série A53 na abertura ligada ao subsitio -1. Com ele,
as porgdes alifaticas deste ligante distanciam-se do subsitio -1, onde uma parte das
interagdes de hidrogénio esta presente em A532. Ainda assim, o posicionamento destes
dois substituintes no subsitio -2 é estabilizado apenas por uma ligacdo de hidrogénio e uma
interacao 1. Logo, é possivel que a falta de intera¢Oes capazes de ligar A531 aos subsitios
gue formam a cavidade de ligacdo seja determinante em sua eficiéncia como inibidor. Em
contraste, o que se vé em A532 é a formagdao de um complexo de interagdes que suportam
a ligacdo deste composto a cavidade.

A segunda diferenca interessante a ser analisada entre os ligantes da série A53n é a
posicdo que cada um dos anéis aromaticos ocupa. Vé-se que a mesma tendéncia ja
apresentada na série A48n é mantida, ou seja, em A531 o anel aromatico projeta-se pela
mesma abertura ligada ao subsitio -1 em que se encontra em A481, enquanto em A532 este
mesmo anel direciona-se para a abertura ligada ao subsitio -2 da mesma forma como ocorre
em A482. Apesar do posicionamento similar, diferente do que ocorre em A48, os anéis
comuns a série A48 estdo em ambos os ligantes estabilizados por interacdes de van der
Waals com E528 em A531 e E423 — residuo catalitico de GIgE —em A532.

Sobre este posicionamento oposto, quando se avalia as interacdes que suportam a
ligacdo do anel exclusivo a série A53n, a projecao deste substituinte pela cavidade ligada ao
subsitio -1 em A531 é estabilizada apenas pela ligacdo de hidrogénio com E423, enquanto
em A532 este mesmo anel é estabilizado por trés ligagdes de hidrogénio envolvendo os
residuos K534 e E528, bem como uma interagao de van der Waals com K356. Logo, em A532
este anel encontra-se muito melhor ancorado pela rede de interagdes para que se
mantenha nesta posicdo quando comparado a A531. Ademais, um ultimo ponto
interessante a ser levado em consideracdo no contexto deste posicionamento oposto dos
anéis exclusivos em A531 e A532 é a hidrofobicidade da regido em que cada um se projeta.
Pelo fato de o anel conter um grupo nitro como substituinte, regides menos hidrofébicas
favorecem sua exposicdo pela cavidade, o que é o caso de A532, em que a regido que

circunda a cavidade ligada ao subsitio -2 por onde esta estrutura se projeta é menos
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hidrofébica do que a regido em que se posiciona o grupo nitro ligado ao anel aromatico em

A531. A Figura 39 ilustra esta situacao.
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Figura 39. Avaliacdo da hidrofobicidade da regido em que se projetam os anéis exclusivos a série A53 em a.
A531eb. A532.
Fonte: Desenvolvido pelo autor.

Analisando os resultados discutidos, pode-se fazer algumas consideragées sobre os
ligantes avaliados como possiveis inibidores de GIgé. A primeira delas sobre as
modificagGes progressivas da estrutura. A série A59n, que apresenta todos os substituintes
alifaticos, liga-se de maneira muito distinta aos seus derivados com anéis aromaticos. Neste
sentido, é possivel que a auséncia destes anéis permita o posicionamento dos compostos
dentro do sitio de ligacdo de forma a afastarem-se das cavidades e aproximarem-se dos
subsitios -1 e -2. Ainda, dada esta ligacdo com os subsitios -1 e -2, é possivel identificar a
quais sdo os residuos em cada um destes sitios relacionados com a ligagcdo dos compostos.
No subsitio -2, as interagcdes com S279 —em sua maioria de van der Waals — estdo presentes
em todos os compostos e tém funcdo de ligar os substituintes que se projetam para esta
regido, como mostra a Figura 40. Ja no subsitio -1, a interacdo m com Y357 estd presente
em todos os ligantes salvo A481 e liga os substituintes que se direcionam para esta por¢ao
da cavidade, estas interacdes estdo ilustradas na Figura 41. Outra interacdo importante é a
ligagdo de hidrogénio com K534 é mantida em todos os compostos da série 2 — a saber
A592, A482 e A532 — e tem como funcdo ligar um substituinte ao subsitio -2. Por fim, a
ligacdo de hidrogénio entre D480 e o nitrogénio do anel esta presente em todos os ligantes

menos em A481, nas séries A48n e A53n sua funcdo é ligar este anel na interface entre os
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subsitios -1 e -2, como é mostrado na Figura 42. Esta interacdo é potencialmente
importante para o posicionamento de aza-aglcares tais quais os avaliados no presente

trabalho e pode ser pivotal para a ligacdo destes compostos ao sitio ativo.
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Figura 40. Interagdes entre S279 e A591 (em amarelo), A592 (em roxo), A481 (em rosa), A482 (em azul), A531
(em laranja) e A532 (em ciano).
Fonte: Desenvolvido pelo autor.
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Figura 41. InteracBes entre Y357 e A591 (em amarelo), A592 (em roxo), A481 (em rosa), A482 (em azul),
A531 (em laranja) e A532 (em ciano).
Fonte: Desenvolvido pelo autor.
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Figura 42. Interagdo entre D480 e os ligantes A481 (em rosa), A482 (em azul), A531 (em laranja) e A532 (em
ciano).
Fonte: Desenvolvido pelo autor.

A adicdo do primeiro anel aromatico que acontece na série A48, como ja
mencionado, causa uma alteracdo global no posicionamento dos ligantes dentro da
cavidade, em que os substituintes alifaticos opostos ao nitrogénio se voltam para os
subsitios -1 e -2, enquanto os substituintes com o anel aromdtico e o do nitrogénio
projetam-se em direcdo as aberturas formadas a partir destes subsitios. Isto possivelmente
acontece pela incapacidade do sitio em acomodar o anel principal e este novo anel. Neste
sentido, um ponto importante a ser destacado é que mesmo apds essa alteracdo de modo

de ligacdo, o anel de cinco membros ainda permanece dentro da cavidade em todos os
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casos, indicando que esta configuracao é possivelmente favoravel para compostos que se
ligam em GIgE. Deve-se lembrar que este anel aromatico ndo é estabilizado por nenhuma
interacdo tanto em A481 quanto em A482, indicando que sua projecdo pelas aberturas é
fruto muito mais do ajuste do anel de cinco membros no centro do que por algum tipo de
interacdo direcionadora.

Na série A53, o anel aromatico contendo o grupo nitro causa uma alteragdo na
ligagcdo apenas de A531, como ja mencionado. Esta nova alteragao na estrutura dos ligantes
é importante pois mostra, mais uma vez, a propensdao em manter o anel de cinco membros
dentro da cavidade. Ademais, as posicdes de A531 e A532 mostram o mesmo que ja se
observa na série A48 sobre o direcionamento dos anéis aromaticos para cavidades opostas
em cada um dos ligantes, indicando uma possivel relacdo entre a configuracdo destes
compostos com a forma como se ligam na cavidade. Outro ponto importante a ser
destacado sobre a série A53n é que nela, ao contrdrio do que acontece na série A48,
observa-se que existem interacdes auxiliando na ligacdo dos anéis comuns a série A48, o
gue sugere que o ajuste de posi¢ao causado pela adi¢ao do novo anel em A53, mesmo que
discreto, é suficiente para garantir uma maior rede de interacbes capaz de estabilizar o
posicionamento dos anéis que se projetam da cavidade. Sobre esta questdo, ao observar o
numero e o tipo de interacOes da série A53, é possivel generalizar a afirmacdo anterior e
dizer que a alterag¢do no posicionamento fruto da adicdo do novo anel aromatico é
suficiente para garantir uma rede maior de interacGes que suportam a ligacdo destes
compostos no sitio ativo.

Tendo estas consideragdes em mente, avalia-se que a adi¢do progressiva de anéis
aromaticos em substituintes do anel de cinco membros é uma modificagdo interessante
para a estrutura de inibidores de GIgE. Assim, é possivel afirmar que o melhor modo de
ligacdo na cavidade foi exibido pela série A53n, sugerindo-se, portanto, a adicdo de dois
grupos aromaticos ao invés de apenas um, ja que a alteracdo no numero e tipo de
interacGes observadas entre as séries A59n e A48n é discreta. Neste sentido, a estrutura
dos ligantes da série A53n é interessante para inibidores de GIgE por ser capaz de manter

interacGes com residuos dos subsitios -1 e -2, mostradas na literatura como sendo o ponto
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crucial de promocgado da atividade inibitdria (Lindenberger, Kumar Veleti, Wilson, Sucheck,
& Ronning, 2015); (Thanna & Sucheck, 2016).

Diferente da maioria dos inibidores descritos na literatura, que apresentam
estruturas capazes de maximizar as intera¢des dentro dos subsitios -1 e -2, os azagucares
apresentados no presente trabalho podem atuar como bons inibidores por um mecanismo
distinto de inibicdo. No caso da série A53, em especial, é possivel que a inibigdo do sitio se
dé sim pelas interacdes com os subsitios, mas ndo somente: os substituintes aromaticos
presentes nestas estruturas formam interagGes adicionais que auxiliam na ligacdo dos
compostos ao sitio. Sendo assim, estes azacuUcares sdo capazes de formar uma rede de
interagdes dentro da cavidade estabilizados pela ligacdo dos anéis aromaticos nas aberturas
ligadas aos subsitios.

Neste sentido, dentre os ligantes da série A53n, aquele que teria o melhor potencial
inibidor de GIgE seria 0 A532, uma vez que apresenta um nimero maior de ligacdes no sitio
ativo. Neste composto, vé-se uma rede complexa de ligacGes de hidrogénio nos subsitios -
1 e -2, estas descritas como fundamentais para garantir a inibicdo de GIgE. Além disso, as
ligagcdes de hidrogénio envolvendo E528 e K356 promovem maior estabilizagao do anel
aromatico que ocupa a abertura ligada ao subsitio -2. Por fim, neste composto as interacdes
com residuos que formam o loop responsavel por fechar o topo da cavidade — ligacdo de
hidrogénio com K356 e uma ligacdo de hidrogénio e duas intera¢bes m com Y357 —
aumentariam o potencial inibitério de A532 ao impedirem o acesso ao sitio de ligacdo por

outras moléculas.
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Capitulo 4 — Conclusoes

Os pontos destacados que resultaram da analise dos resultados do docking
molecular dos seis azagucares na GIgE sdo: melhor entendimento das interagdes que
realizam os residuos de aminoacidos que compdem o sitio ativo da GIgE com os compostos
que se ligam nesta regido, analise dos diferentes substituintes nos compostos e o seu modo
de ligacdo em GIgE e assim propor dentre os possiveis inibidores avaliados qual deles seria

0 primeiro composto a ser utilizado para ensaios posteriores de inibicao envolvendo GIgE.

Com relagao ao primeiro ponto, os resultados obtidos mostram que os residuos
S$279, W281, Q324, Y357, N395, D480, E528 e K534 sdo os mais importantes para a ligacao
dos potenciais inibidores ao sitio ativo. No caso do S279 observa-se que as interagdes de
van der Waals e ligacdoes de hidrogénio estdo relacionadas com o posicionamento dos
ligantes no subsitio -2, em que a manutencdo das ligacdes de hidrogénio é descrita na
literatura como importante para a inibicdo de GIgE (Lindenberger, Kumar Veleti, Wilson,
Sucheck, & Ronning, 2015). Por outro lado, W281, Q324, N395 tém como funcdo estabilizar
os substituintes do ligante que ocupam o subsitio -1, em particular W281 em ligar os
substituintes que se projetam para o fundo da cavidade. No caso de Y357, as interacdes 1t
com este residuo sao essenciais para ligacao dos substituintes no subsitio -2. Além disso, o
fato de Y357 fazer parte do loop que fecha o sitio de ligacdo faz com que interagdes com
ele e com os residuos subjacentes sejam pontos importantes quando se pensa na
capacidade de impedirem a abertura da prdpria cavidade. Os residuos E528 e K534, por sua
vez, direcionam os anéis para a abertura ligada ao subsitio -2. Por fim, a interacdo com o
residuo D480 é potencialmente a principal interagdo que garante o posicionamento dos
aza-acUcares de estrutura semelhante aos avaliados no presente trabalho dentro do sitio
ativo. Seu papel esta relacionado com a ligacdo do anel destes aza-agucares ao centro da
cavidade entre os subsitios -1 e -2, possibilitando a acomodacdo das substituicdes em
regides adequadas da cavidade. Isto é o que se observa nas séries A48n e A53n, em que
esta interacdo com D480 é responsavel pela ligacdo do anel principal ao sitio ativo e,
possivelmente como consequéncia disso, ocorre a projecdo dos anéis aromaticos pelas

aberturas da cavidade.
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Com relagdo aos trés compostos estudados, vé-se que A59n com seus substituintes
alifaticos ocupa uma posicao diferente dos outros, e mais ainda as interagées com os
subsitios -1 e -2 faz com que os padrdes de ligacdo sejam diferentes entre A591 e A592. Ao
adicionar o primeiro anel aromdatico a um dos substituintes em A48n ocorre uma alteragao
global no posicionamento dos ligantes dentro do sitio. Neste caso, a principal diferenca
entre os compostos A59n e A48n estd no fato dos A48n dirigir o substituinte aromatico para
uma das cavidades presentes no sitio. Isso faz com que o anel de cinco membros assuma
uma posi¢do muito mais horizontal com relagao ao topo da cavidade, além de promover
maior contato com o subsitio -1. J&4 no caso da adicdo do segundo anel aromatico — este
contendo um grupo nitro — em A53n, a alteracdo na posicdo dos ligantes é bem mais
discreta com relacdo aos que sé tem um anel. Neste caso, observa-se a manutencdo do
padrdo de ligacdo, ou seja, A481 e A531 posicionam-se de maneiras muito similares, o
mesmo ocorrendo para A482 e A532. Ainda, destaca-se aqui a importancia, ja mencionada,
da interacdo do anel dos aza-agucares com D480, que é ausente na série A59n e pode estar

relacionada com essa alteracao geral de posicionamento observada nas séries A53n e A48n.

Mais ainda, a presenca de mais um anel em A53n é uma fonte adicional de pontos
de ligacdo dos compostos na cavidade, auxiliando em seu posicionamento geral, ja que a
porcao que ocupa a parte de dentro do sitio nas trés séries € bem menos volumosa quando
comparada a outros tipos de inibidores. Nesse sentido, o padrao de ligacdo observado para
os compostos A48n e A53n mostra uma clara tendéncia de posicionamento do anel de cinco
membros no centro da cavidade, na interface entre os subsitios -1 e -2, com as substituicdes
alifaticas direcionadas para dentro dos mesmos subsitios e as substituicGes aromaticas

voltadas para as aberturas.

Finalmente, dentre os seis compostos analisados, A532 se apresenta como o
possivel melhor inibidor de GIgE, tendo em vista a vasta rede de interacbes que realiza no
sitio ativo, a boa colocagdo entre os subsitios que é essencial para atividade inibitéria, bem
como a existéncia de interacdes que garantem a estabilidade das por¢Ges aromaticas que
sdo projetadas pelas aberturas ligadas ao subsitios -1 e -2. Ainda deve-se lembrar que ha

um conjunto de interacdes com os residuos do loop que fecha o sitio de ligacdo. Assim os
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anéis aromaticos presentes em A532 seriam importantes para seu potencial inibitdrio.
Como etapas futuras para os compostos avaliados, sugere-se uma avaliagdo quantitativa

das energias de ligacdo, bem como ensaios de dindmica molecular.
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