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RESUMO

A maléria é uma doenga febril aguda causada por protozoérios parasitas pertencentes ao género
Plasmodium, sendo a espécie P. falciparum a responsavel pela maioria das formas severas e
mortes pela doenca. Estes parasitas desenvolveram resisténcia aos farmacos comumente
utilizados e, portanto, existe a necessidade de se desenvolver novos agentes antimalaricos.
Lignanas ariltetraldnicas sdo compostos que apresentam atividade antiplasmodial in vitro contra
o P. falciparum, porém seu mecanismo de acdo ainda ndo é totalmente compreendido. Neste
trabalho, conseguimos postular o0 modo de acéo de algumas lignanas ariltetralonicas e, a partir
dos resultados obtidos, sugerimos modificacdes nestes compostos de modo a obter uma melhoria
na sua atividade bioldgica. Para isso, primeiramente foi realizada uma busca por compostos
quimicos semelhantes, cujos alvos macromoleculares eram conhecidos. A partir dos resultados
obtidos, selecionou-se a tubulina do P. falciparum como potencial alvo para estas lignanas.
Como ndo hé& estrutura tridimensional determinada experimentalmente para esta proteina, foi
realizada a modelagem molecular por homologia da tubulina do P. falciparum, selecionando
como molde a estrutura da tubulina bovina complexada com colchicina. A partir da analise do
modelo construido, verificou-se que a estrutura tridimensional da tubulina do Plasmodium é
conservada em relacdo a tubulina bovina e que ocorrem algumas substituicbes importantes na
regido do sitio de ligacdo da colchicina: Ala250B por Ser248B, Ala316B por Cys314B e 11e318B
por Met316B. Em seguida, foi realizado o docking molecular das lignanas ariltetralonicas, da
colchicina e da podofilotoxina na tubulina do P. falciparum. Os resultados do docking
permitiram concluir primeiramente que, embora ocorram algumas substituicbes de aminoacidos
no sitio, 0 modo de ligacdo da colchicina na tubulina do P. falciparum é exatamente o mesmo ao
ja descrito na literatura para a tubulina bovina. Ja para a podofilotoxina, foi obtido um modo de
ligacdo diferente do descrito na literatura para a tubulina bovina, devido a substituicdo da
Ala250B pela Ser248B e da Val318B pela Met316B. Para as lignanas ariltetralonicas estudadas,
foram obtidos trés modos de ligacdo diferentes: um exibido pelos compostos 1, 2 e 3, outro para
4 e 6 e um terceiro modo exclusivo para 5. As lignanas 1, 2 e 3 orientam-se de modo que o anel
C, que contém o grupo dimetoxi ou metilenodidxi, se posiciona na mesma regido do sitio obtida
para o anel contendo o grupo trimetoxi da colchicina e da podofilotoxina, realizando uma
interacdo C—H...nm com a Leu246B. As lignanas 4 e 6 orientam-se com o anel aromatico C entre a
Alal80A e a Leu246B, sendo mantido nesta posicao por interaces C—H...n. No caso da lignana
5, esta se orienta com o anel aromatico C entre a Leu246B e Leu253B, realizando interacdes C—
H...nm com estes residuos, semelhante ao que foi obtido para a colchicina neste sitio. Assim, o
mecanismo provavel de acdo das lignanas ariltetraldnicas aqui estudadas passaria pela sua
ligacdo ao mesmo sitio de ligacdo da colchicina na proteina tubulina do P. falciparum e, com
isso, interrompendo as divisGes e outras fungdes celulares.

Palavras-chave: 1. Malaria. 2. Plasmodium falciparum. 3. Tubulina. 4. Modelagem molecular
por homologia. 5. Docking. 6. Lignanas ariltetraldnicas.



ABSTRACT

Malaria is an acute febrile disease caused by protozoan parasites of the genus Plasmodium, being
the species P. falciparum responsible for the most severe forms and deaths caused by the disease.
These parasites have developed resistance to commonly used drugs and therefore there is a need
to develop new antimalarial agents. Aryltetralone lignans are compounds that show
antiplasmodial activity in vitro against P. falciparum, but its mechanism of action is still not
fully understood. In this work, we postulate a plausible mode of action of some aryltetralone
lignans and according to the obtained results we suggest modifications to the ligands for a better
biological activity. In order to achieve our objectives we first performed a search for similar
chemical compounds, for which their macromolecular targets were known. From the results
obtained, P. falciparum tubulin was selected as a potential target for these lignans. Since there is
no experimentally determined three-dimensional structure for this protein, we performed a
molecular homology modeling of P. falciparum tubulin and the structure of bovine tubulin
complexed with colchicine was selected as template. The analysis of the obtained model showed
that the three dimensional structure of Plasmodium tubulin is conserved in relation to the bovine
tubulin with some important substitutions occurring in the colchicine binding site region:
Ala250B by Ser248B, Ala316B by Cys314B and 11e318B by Met316B. Then, molecular docking
of the aryltetralone lignans, colchicine and podophyllotoxin was performed in the modeled P.
falciparum tubulin. The docking calculations results allowed to conclude firstly that, although
the amino acid substitutions in the binding site, the colchicine binding mode in the P. falciparum
tubulin is exactly the same as that already described in the literature for bovine tubulin. As for
podophyllotoxin, a different binding mode from that described in the literature for bovine tubulin
was obtained due to the replacement of Ala250B by Ser248B and the Val318B by Met316B. For
the aryltetralone lignans studied, three different binding modes were obtained: one exhibited by
compounds 1, 2 and 3, another by 4 and 6, and a third one by 5. The lignans 1, 2 and 3 are
oriented in a way so that the C ring containing the dimethoxy or methylenedioxy group is
positioned in the same region obtained for the ring containing the trimethoxy group in the case of
colchicine and podophyllotoxin, performing a C-H...x interaction with Leu246B. Lignans 4 and
6 orient themselves with the aromatic ring C between Alal80A and Leu246B and being held in
this position by C-H...n interactions. Lignan 5 is oriented with the aromatic ring C between
Leu246B and Leu253B, performing C-H...w interactions with these residues, in a similar way to
what was obtained with colchicine in this site. So the likely mechanism of action of the
aryltetralone lignans studied here would be their binding to the same colchicine binding site in
the tubulin protein of P. falciparum and thereby interrupting the divisions and other cellular
functions.

Keywords: 1. Malaria. 2. Plasmodium falciparum. 3. Tubulin. 4. Molecular homology modeling.
5. Docking. 6. Aryltetralone lignans.
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1. INTRODUCAO

Este trabalho se insere nas linhas de pesquisa do BioMat — Grupo de Fisica
Tedrica de Materiais e Biomoléculas do Departamento de Fisica — e foi desenvolvido em
conjunto com o LaCrEMM - Laboratério de Cristalografia, Estereodindmica e Modelagem
Molecular do Departamento de Quimica —, ambos da Universidade Federal de Sdo Carlos —
UFSCar, onde tém sido desenvolvidos estudos com foco na determinacdo e/ou analise das
estruturas tridimensionais e de interacGes intermoleculares. O estudo na &area de doencas
negligenciadas nestes grupos de pesquisa se iniciou com o problema da enfermidade de Chagas
(PAULINO et al., 2002; VEGA-TENIDO, CARACELLI e ZUKERMAN-SCHPECTOR, 2006).
Outro problema abordado tem sido o da malaria. Neste caso, foram realizados estudos
cristalograficos sobre compostos com atividade antimalérica, como por exemplo em Constantino
et al. (1996). No BioMat, estudos de docking permitiram avaliar os complexos de possiveis
inibidores com alvos bioldgicos (CORREA, 2007; RODRIGUES, 2008; CORREA, 2010),
apoiados com Bolsa FAPESP (projetos I1C: 2005/02775-3, 1C: 2005/01338-9, MS: 2007/06125-
9). Em 2009, o LaCrEMM e o BioMat receberam o apoio da CAPES (processo 808/2009:
ReN*AMeD — Rede Nacional de Nanobiotecnologia Aplicada & Medicina e & Defesa), para o
desenvolvimento do projeto “Desenvolvimento de agentes terapéuticos para biodefesa e
desenvolvimento de novos e mais efetivos medicamentos para o tratamento de doencas
negligenciadas tais com malaria, enfermidade de Chagas, dengue e febre amarela”.

Esta tese estd organizada em trés capitulos: Introducdo, Desenvolvimento e
Resumo e ConclusGes.

Neste capitulo de Introducéo serd apresentada uma revisao bibliografica sobre o
problema que deu origem a pesquisa e a forma de abordagem ao mesmo. Assim, serd
apresentado um panorama geral a respeito da malaria — numero de casos, forma de transmissao e
tratamento — e do planejamento racional de farmacos, com destaque para as duas principais
técnicas utilizadas neste trabalho — a modelagem molecular por homologia e o docking
molecular. ApOs a abordagem das técnicas utilizadas, sdo discutidos os ligantes e o alvo
biologico selecionados para a pesquisa: as lignanas ariltetralénicas com atividade antiplasmodial
conhecida e a proteina tubulina do Plasmodium falciparum, respectivamente. Ao final do
capitulo, é apresentado o objetivo do trabalho.

O capitulo de Desenvolvimento esta dividido em duas partes. Na primeira, serdo

apresentados 0s materiais € métodos utilizados no trabalho: a modelagem molecular das lignanas
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ariltetralonicas; a pesquisa em bancos de dados por ligantes estruturalmente semelhantes para a
identificacdo do alvo molecular; a modelagem molecular por homologia da tubulina do P.
falciparum; o docking molecular das lignanas ariltetralonicas no sitio de ligacdo da colchicina da
proteina modelada. Ja na segunda parte, serdo apresentados os resultados obtidos a partir dos
materiais e métodos empregados, bem como a discussdo destes resultados.

Em Resumo e ConclusGes sera retomada a ideia principal do trabalho e consolidados os
resultados obtidos, relacionando-os com 0s objetivos inicialmente estabelecidos. Apos este
capitulo ha um apéndice onde estdo listadas todas as interaces intermoleculares dos complexos
proteina-ligante apresentados ao longo do trabalho. Ao final, encontram-se as referéncias

bibliograficas.

1.1 Revisao Bibliografica

1.1.1 A Malaria

A malaria € uma doenca febril aguda causada por protozoarios parasitas
pertencentes ao género Plasmodium e transmitida por meio da picada de mosquitos infectados do
género Anopheles. Quatro espécies — P. falciparum, P. vivax, P. malarie e P. ovale — sdo
responsaveis por quase todas as infecgdes humanas, sendo a espécie P. falciparum a responsavel
pela maioria das formas severas e mortes pela doenca (WHO, s.d.; MAITLAND, BEJON e
NEWTON, 2003; GREENWOOD et al., 2005; CRAWLEY et al., 2010; PRADO et al., 2014;
WORLD MALARIA REPORT, 2014).

Os primeiros sintomas da doenca incluem febre, dor de cabeca e vOmitos e
costumam aparecer entre 10 e 15 dias ap0s a picada. Se ndo tratada, pode progredir para uma
doenca severa e levar a morte (WHO, s.d.; MAITLAND, BEJON e NEWTON, 2003; PRADO et
al., 2014). Entretanto, em diversas partes do mundo o0s parasitas causadores da malaria

desenvolveram resisténcia aos farmacos utilizados para combaté-la (WHO, s.d.).
1.1.1.1  Estimativas recentes do niumero de casos e mortes
Estima-se, atualmente, que 3,2 bilhdes de pessoas em 97 paises ao redor do

mundo estejam sob o risco de serem infectadas com o parasita e desenvolverem a malaria. Deste

total, 1,2 bilhdo encontra-se sob alto risco, ou seja, com chance maior do que uma em mil de
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contrair a doenga no periodo de um ano (WORLD MALARIA REPORT, 2014).

Aproximadamente metade da populacdo mundial vive em regides onde a malaria é endémica

(BOUSEMA et al., 2014).
De acordo com as estimativas mais recentes, no ano de 2013 ocorreram cerca de

198 milhdes de casos de malaria no mundo (Fig. 1). Dentre esses casos, a doenca levou a

aproximadamente 584.000 mortes (Fig. 2), sendo 78% destas entre criangas com menos de cinco

anos de idade (WORLD MALARIA REPORT, 2014).

B

Casos confirmados a cada 1.000 habitantes
Sem transmissdo de malaria
Source: National malaria control programme reports

. 100 10-50 0.1-1

B 50-100 1-10 | N&o se aplica

Figura 1 — Mapa com o panorama global de transmissao da malaria — casos confirmados a cada 1.000 habitantes.
Dados de 2013, adaptado de World Malaria Report (2014).

0-0.1

Mortes por maléria a cada 100.000

habitantes, 2013
Bl >0 1-9
< Sem transmissdo de malaria, 2013
Né&o se aplica

B 50-99
10-49 Mortes estimadas igual a zero |
Figura 2 — Mapa com o panorama global de mortes por malaria a cada 100.000 habitantes. Dados de 2013, adaptado

Source: WHO estimates

de World Malaria Report (2014).
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Como os sistemas de vigilancia de alguns paises nao registram todos os casos e
mortes por malaria, os dados reportados a Organizagdo Mundial da Satide (OMS ou WHO -
World Health Organization) por algumas regides ndo sdo confiaveis e, portanto, é necessario
estimar estas ocorréncias para se chegar aos nimeros globais apresentados (WORLD MALARIA
REPORT, 2014). Estas estimativas feitas pela OMS dependem de estatisticas nacionais
derivadas da deteccdo passiva de casos. ComparacGes demonstraram, por exemplo, que a escala
de subnotificacdo por deteccdo passiva variou de uma diferenca de trés vezes no Brasil para até
uma diferenca de 1000 vezes no Paquistdo (SNOW et al., 2005).

Avaliar com precisdo o impacto da malaria é dificil, uma vez que a maioria das
mortes pela doenga ocorre dentro das residéncias. Além disso, diversas outras doencas febris em
areas endémicas apresentam sintomas semelhantes a malaria e um diagnostico parasitolégico
confirmatorio geralmente ou ndo esta disponivel, ou ndo é confiavel/imediato, especialmente em
zonas rurais (BREMAN, 2001; GREENWOOD e MUTABINGWA, 2002). Com isso, estima-se
que menos de 20% dos casos e mortes chegam ao conhecimento dos sistemas de saude e,
portanto, os efeitos debilitantes agudos e crénicos da doenca acabam ndo sendo corretamente
quantificados (BREMAN, 2001).

Com relagdo ao continente americano, estima-se que cerca de 120 milhdes de
pessoas em 21 paises apresentam o risco de contrair malaria, das quais 25 milhdes encontram-se
sob alto risco. Neste continente, 0 nimero de casos confirmados da doenca em 2013 foi de
aproximadamente 427.000. Somente no Brasil, as estimativas apontam que em 2013 mais de 40
milhdes de pessoas estavam sob risco de contrair a doenca, sendo mais de 4,5 milhGes sob alto
risco. Neste mesmo ano houveram 1.893.018 casos suspeitos no pais, com 178.546 casos
confirmados (Fig. 3) — 29.201 devido ao P. falciparum — e 41 mortes atribuidas a malaria
(WORLD MALARIA REPORT, 2014).

A cada ano, cerca de 25-30 milhGes de viajantes de regifes nao tropicais visitam
paises onde a malaria é endémica. Com isso, foram registrados cerca de 10.000 casos importados
da doenca em paises ditos industrializados (PRADO et al., 2014), de modo que a malaria
representa a causa mais comum de infecgbes importadas sérias em areas nao-endémicas.
Aproximadamente 10% dos pacientes com maléria importada decorrente do P. falciparum
desenvolvem a forma severa da doenca (MARKS et al., 2014), sendo a taxa de mortalidade
aproximadamente 1% para estes casos (MARKS et al., 2014; PRADO et al., 2014).
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Casos confirmados a cada
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£::3 Dados insuficientes
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Figura 3 — Mapa com o panorama de transmissao da malaria no continente americano — casos confirmados a cada
1.000 habitantes. Dados de 2013, adaptado de World Malaria Report (2014).

1.1.1.2  Transmissdo e ciclo de vida do P. falciparum

Os parasitas do género Plasmodium apresentam um ciclo de vida complexo que
envolve a transmissdo entre um vetor (mosquito) e um hospedeiro (homem), bem como estagios

de desenvolvimento sexuado e assexuado (BOUSEMA et al., 2014). Este ciclo esta representado

na Figura 4.
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A Mosquito
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Gametdcitos \ "

Transmiss&o ao mosquito

1" intestino médio

Gameta feminino

Figura 4 — Ciclo de vida do Plasmodium falciparum. A — injegdo de esporozoitos no hospedeiro. B — invasao dos
esporozoitos nos hepatocitos e posterior formagao dos merozoitos. C — multiplicagio assexuada dos merozoitos nos
eritrécitos. D — diferenciacdo de parte dos merozoitos assexuados em gametdcitos sexuados. E — fusdo entre o
macrogameta feminino e o microgameta masculino, formando o zigoto, com posterior desenvolvimento em oocisto.
F — migracéo dos esporozoitos para a glandula salivar do mosquito, de onde poderd infectar novos individuos.
Adaptado de Bousema et al., 2014.

Geralmente, a infeccdo do hospedeiro humano inicia-se com a inje¢do de
esporozoitos pela fémea infectada de mosquitos do género Anopheles (A Fig. 4). Estes
esporozoitos entdo sdo carregados pelo sangue para varios 6rgaos e tecidos do corpo; no figado,
invadem os hepatdcitos e se multiplicam assexuadamente, formando dezenas de milhares de
merozoitos por esporozoito (B Fig. 4) (SHERMAN, 1979; MILLER et al., 2002; BOUSEMA et
al., 2014) — estagio conhecido como desenvolvimento pré-eritrocitico. Para a espéecie P.

falciparum esta fase pré-eritrocitica é curta e 0s merozoitos séo liberados na corrente sanguinea
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apos 6 a 8 dias, onde podem invadir os eritrocitos e iniciar um ciclo de multiplicacdo assexuada
(BOUSEMA et al., 2014). No interior da célula sanguinea cada parasita cresce e se divide
assexuadamente, produzindo um grande nimero de novos merozoitos; isto ocasiona a lise celular
do eritrocito, liberando os merozoitos no sangue e possibilitando nova invasdo de células
sanguineas (C Fig.4) — este desenvolvimento sincronizado da fase assexuada e a ruptura dos
eritrécitos pelo parasita sdo marcados por ciclos periodicos de febre alta, que sdo a marca
registrada das infeccbes por malaria (SHERMAN, 1979; MARKS et al., 2014).

Uma parte dos merozoitos assexuados liberados se diferencia em estagios
sexuados chamados de gametdcitos (D Fig.4), os quais sdo a Unica forma do parasita capaz de
ser transmitida do homem para os mosquitos vetores (SHERMAN, 1979; MILLER et al., 2002;
BOUSEMA et al., 2014). Os gametocitos imaturos sdo sequestrados na medula dssea e apenas as
formas maduras circulam no sangue periférico. Para o P. falciparum, 0 processo de
amadurecimento do gametdcito na medula 0ssea leva de 10 a 12 dias e os gametdcitos maduros
liberados no sangue periférico persistem na circulagcdo por cerca de trés a seis dias e meio.
Durante este periodo, os gametocitos maduros podem ser “captados” pela fémea do Anopheles
ao se alimentar do sangue humano. Com isso, 0 mosquito torna-se apto a transmitir a infeccao
para o proximo individuo hospedeiro (BOUSEMA et al., 2014).

Apos a ingestdo pelo Anopheles, cada gametdcito pode formar um macrogameta
feminino ou até oito microgametas masculinos. No intestino do inseto ocorre a fusdo dos
gametas, produzindo um zigoto que se desenvolve em um oocineto mdvel, que pode penetrar na
parede do intestino e formar oocistos. Os gametocitos séo, portanto, vitais a manutencédo do ciclo
de transmissdo da malaria. Dentro dos oocistos, milhares de esporozoitos sdo produzidos por
multiplicacdo assexuada; ap0s amadurecerem, 0 00CiSto se rompe e 0S NOVOS esporozoitos sao
liberados (E Fig.4). Os esporozoitos entdo migram para a glandula salivar do mosquito, de onde
podem infectar os humanos durante a proxima refeicdo, completando o ciclo de vida do P.
falciparum (F Fig.4) (SHERMAN, 1979; DRAKELEY et al., 2006; BOUSEMA et al., 2014;
MARKS et al., 2014).

1.1.1.3 Sintomas da malaria

As infeccBes por malaria podem resultar em uma parasitemia assintomatica, em
malaria clinica ou ndo complicada, malaria severa e, por fim, levar a morte. Pode representar
uma doenga febril aguda (com danos cerebrais, anemia, dificuldade de respirar, hipoglicemia),

trazer debilitacdo cronica (anemia, subnutricdo, sequelas relacionadas ao sistema nervoso) e
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complicacOes na gravidez (anemia, baixo peso ao nascimento, aumento na mortalidade infantil)
(BREMAN, 2001).

A malaria ndo complicada se apresenta como uma doenca febril, com sintomas
como dor de cabeca, dor muscular, vomitos, aléem da propria febre. Se ndo tratada, pode se
desenvolver para a forma severa da doenca (VAN VUGT et al., 2011).

A maléria severa, por sua vez, ¢ uma desordem que afeta diversos 6rgdos e tecidos
e apresenta altos niveis de parasitemia. Geralmente se manifesta por um ou mais dos seguintes
sintomas: acidose metabdlica (com dificuldade para respirar), anemia severa, hipoglicemia,
faléncia renal aguda e coma (na chamada maléria cerebral) (MAITLAND, BEJON e NEWTON,
2003; VAN VUGT et al., 2011; PRADO et al., 2014). A acidose metabdlica, geralmente
profunda, tem sido reconhecida como a caracteristica patofisioldgica principal das sindromes
clinicas classicas da malaria cerebral e anemia malarica severa. Além disso, uma das
caracteristicas do metabolismo do P. falciparum é sua habilidade em fazer as células sanguineas
infectadas se aderirem as paredes de pequenos vasos sanguineos — isto pode causar a obstrucao
dos vasos e interromper a transmissao de sangue aos tecidos. Estes processos gerais afetam
muitos tecidos, porém também podem focar em 6rgéos especificos em certas situacfes, como por
exemplo no cérebro, na chamada malaria cerebral, ou entdo na placenta, durante a malaria na
gravidez (MILLER et al., 2002). Sem um tratamento rapido e apropriado, pode progredir para a
morte do paciente (VAN VUGT et al., 2011).

1.1.1.4  Tratamento e surgimento da resisténcia aos farmacos atuais

Nos ultimos anos, o aumento do uso de redes tratadas com inseticidas nas
residéncias, pulverizacdes no interior das casas e o tratamento rapido dos pacientes com terapias
combinadas a base de artemisinina (artemisinin-based combination therapies ou ACTs) tem
levado a um progresso na reducdo da mortalidade causada pelo P. falciparum. Com isso, existe
atualmente um grande interesse na possibilidade de eliminacdo da doenca. O grande obstaculo,
no entanto, tem sido a habilidade do parasita em desenvolver resisténcia aos farmacos
antimalaricos (CRAWLEY et al., 2010).

Durante boa parte do século 20, a malaria foi tratada com os agentes cloroquina e
pirimetamina-sulfadoxina, farmacos baratos e de acdo rapida (FIDOCK, 2010). A cloroquina foi
utilizada por muitas décadas devido a sua seguranca, eficacia e baixo custo (SINHA, MEDHI e
SEHGAL, 2014). A partir da década de 1960, no entanto, ocorreu 0 aparecimento e propagacao

da resisténcia a estes medicamentos em diversas partes do mundo (FIDOCK, 2010). Desde os
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primeiros relatos de P. falciparum resistentes a cloroquina no sudeste da Asia e na América do
Sul h& mais de 50 anos atrés, esta resisténcia aos farmacos tem sido um dos maiores problemas
no controle da malaria. Ao longo dos anos ja foram relatadas, por exemplo, resisténcias a
quinina, proguanila, mefloquina e atovaquona, além da propria cloroquina e pirimetamina-
sulfadoxina ja citadas (WONGSRICHANALAI et al., 2002; YEH, et al., 2004; KOKWARO,
2009). Esta crescente resisténcia aos tratamentos convencionais contra a doenga se tornou uma
grande preocupacdo, particularmente em paises menos desenvolvidos, uma vez que estes
antimalaricos eram facilmente acessiveis e, agora, estes paises podem ndo serem capazes de
adquirir agentes antimalaricos mais modernos e efetivos (MAITLAND, BEJON e NEWTON,
2003; KOENDERINK et al., 2010; VAN VUGT et al., 2011).

Atualmente, apenas um pequeno numero de antimalaricos ainda eficazes esta
disponivel e uma terapia contendo uma combinagdo de farmacos com diferentes modos de agdo
passou a ser a abordagem preferencial para o tratamento de malaria, a fim de se inibir a
emergéncia e disseminacdo de parasitas resistentes a um dos componentes da combinacéo. Isto
levou a OMS a recomendar as ACTs para a maioria dos paises que sofrem da doenca causada
pelo P. falciparum, de modo a assegurar um tratamento eficaz e prevenir um futuro surgimento
de resisténcia (GREENWOOD et al., 2005; KOENDERINK et al., 2010; VAN VUGT et al.,
2011; WORLD MALARIA REPORT, 2014). No final de 2013, as ACTs foram adotadas como
politica nacional para tratamento da malaria em 79 dos 88 paises onde o P. falciparum é
endémico. Enquanto isso, a cloroquina continua a ser utilizada em 10 paises da América Central,
onde ainda permanece eficaz (WORLD MALARIA REPORT, 2014). O maior obstaculo para o
uso em larga escala das ACTs passou a ser seu custo: sdo até dez vezes mais caras do que as
monoterapias atuais (GREENWOOD et al., 2005). A Figura 5 retne alguns dos antimalaricos

disponiveis atualmente.
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Figura 5 — Representacdo de alguns dos antimal&ricos atualmente disponiveis. Adaptado de Ridley (2002).

Apesar do grande progresso nos ultimos anos em se reduzir a taxa de mortalidade
por malaria devido a, entre outros fatores, introducdo das ACTs, a confirmacdo da resisténcia a
artemisinina pelo P. falciparum ameaca o sucesso obtido até o momento (VAN VUGT et al.,
2011; SINHA, MEDHI e SEHGAL, 2014). Testes de susceptibilidade in vitro e in vivo relataram
a resisténcia a derivados de artemisinina (KOENDERINK et al., 2010). Também foi evidenciada
a sobrevivéncia de alguns parasitas, mesmo ap0s a administracdo de ACTs, proximo a fronteira
entre a Tailandia e 0 Camboja (FIDOCK, 2010). Portanto, até mesmo a classe mais recente de
farmacos eficientes, a das artemisininas, estd comprometida pelo surgimento de cepas de P.
falciparum com reduzida resposta clinica as combinacdes de medicamentos contendo esta classe
de compostos (GAMO et al., 2010). Estudos de eficacia de farmacos detectaram resisténcia do P.
falciparum as artemisininas em cinco paises: Camboja, Replblica Democratica Popular Lao,

Mianmar, Tailandia e Vietnd. Em muitas areas ao longo da fronteira Camboja-Tailandia, o
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parasita P. falciparum se tornou resistente a maioria dos farmacos antimalaricos disponiveis
(WORLD MALARIA REPORT, 2014). Com isso, a perspectiva de surgimento de resisténcia
aos antimalaricos atuais ainda permanece (FIDOCK, 2010). A Tabela 1 apresenta a data de
introducdo na prética clinica e primeiro relato de resisténcia aos principais farmacos

antimaldricos.

Tabela 1 — Data de introducéo na prética clinica e primeiro relato de resisténcia aos principais farmacos
antimalaricos. Adaptado de Wongsrichanalai et al. (2002) e Sinha, Medhi e Sehgal (2014)

Farmaco antimalarico Data de introdugdo  Primeiro relato de resisténcia

Quinina 1632 1910
Proguanila 1948 1949
Cloroquina 1945 1957

Sulfadoxina-pirimetamina 1967 1967
Mefloquina 1977 1982
Halofantrina 1988 1993
Atovaquona 1996 1996
Artemisinina 1971 1980
Artesunato 1975 2008
Artesunato + mefloquina 2000 2009

Esta resisténcia cada vez mais disseminada do P. falciparum a muitos farmacos
antimalaricos diferentes, a dependéncia dos novos medicamentos as combinacGes com a
artemisinina — para a qual a resisténcia tambem ja surgiu — e 0s esfor¢cos mais recentes para se
erradicar a malaria colocam em evidéncia a necessidade de se desenvolver novos, eficientes e
mais baratos agentes quimioterapicos, de preferéncia com novos mecanismos de acgdo
(OLLIARO, 2001; RIDLEY, 2002; SARMA et al., 2003; OLLIARO e TAYLOR, 2008;
DONDOREP et al., 2009; GUIGUEMDE et al., 2010).

Atualmente, os antimalaricos atuam sobre um ndmero limitado de alvos
biolégicos. Além disso, nenhuma nova classe quimica de antimalaricos foi introduzida na préatica
clinica desde 1996. Portanto, o proximo desafio é identificar novas classes de farmacos que irdo
atacar novos alvos moleculares (SINHA, MEDHI e SEHGAL, 2014). Para isso, € necessario
aumentar nosso entendimento do “espaco quimico” que pode ser trazido para o tratamento da
malaria. Resolver este problema requer o entendimento das relagcbes entre a estrutura dos

compostos ativos contra 0s parasitas causadores da malaria e sua poténcia, seletividade e alvos
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(GUIGUEMDE et al., 2010). Uma das abordagens possiveis para se identificar estes novos

compostos € por meio da estratégia de planejamento racional de farmacos.
1.1.2 Planejamento Racional de Farmacos

Os farmacos sdo, em sua maioria, pequenas moléculas que tem a capacidade de se
ligarem a uma proteina, modulando sua funcdo. Desta forma, os métodos computacionais que
permitem extrair informacdes contidas na estrutura tridimensional de um alvo protéico e/ou de
complexos ligante-alvo — e que também permitem predizer a afinidade de ligacdo da pequena
molécula a proteina — tornaram-se centrais & nova estratégia de desenvolvimento de
medicamentos: o planejamento racional de farmacos (JOSEPH-McCARTHY, 1999; GUNTHER
et al., 2003; JORGENSEN, 2010; HUNG e CHEN, 2014).

Tradicionalmente, farmacos eram descobertos por meio de tentativa e erro, sendo
um processo trabalhoso, caro e demorado. Em um passado ndo tdo distante, os efeitos dos
farmacos nas doencas eram conhecidos apenas por meio de observacfes empiricas. Entretanto,
dado o atual grande nimero de moléculas organicas conhecidas, este processo ndo poderia ficar
reduzido ao simples método de “‘sintetizar e testar”. Sendo assim, um dos objetivos da pesquisa
em biotecnologia tornou-se transformar o processo de desenvolvimento de um novo farmaco de
uma operacdo empirica de tentativa e erro em um processo racional, baseado na estrutura
tridimensional do alvo que se quer “atingir”. Isto reduziria significativamente tanto o tempo
quanto os custos envolvidos na descoberta e otimizacdo de compostos lideres e,
consequentemente, no desenvolvimento de agentes farmacoldgicos promissores. E € neste
contexto em que o planejamento racional de farmacos baseado na estrutura do receptor se insere,
representando atualmente uma tecnologia bem estabelecida e uma ferramenta essencial em
pesquisas pré-clinicas — as maiores companhias farmacéuticas e de biotecnologia do mundo
utilizam ferramentas computacionais nesta etapa da pesquisa (RICHARDS, 1994; AMZEL,
1998; FARBER, 1999; DAVIS, TEAGUE e KLEYWEGT, 2003; GUNTHER et al., 2003;
SINGH, MALIK e SHARMA, 2006; MANDAL, MOUDGIL e MANDAL, 2009;
JORGENSEN, 2010; GRINTER e ZOU, 2014; HUNG e CHEN, 2014).

O planejamento racional de farmacos visa utilizar o conhecimento do alvo
biologico de interesse para se otimizar o processo de encontrar novos medicamentos (GRINTER
e ZOU, 2014). Para se ter uma ideia, o chamado “espaco quimico”, ou numero total de
moléculas organicas pequenas possiveis, é estimado em mais de 10%°. Isso significa que ao tentar

desenvolver novas moléculas do “zero”, iremos nos deparar com quase infinitas possibilidades.



30

Portanto, a pesquisa de novos ligantes deve se restringir aqueles que apresentem certas
caracteristicas espaciais e eletronicas que lhes permitam se ligar a uma proteina alvo de forma
favorével (CAIN et al, 2014).

No planejamento racional de farmacos baseado em estrutura alguns passos séo
necessarios, tais como:

e identificar uma macromolécula alvo que esteja envolvida com o problema em questéo,
baseado no conhecimento do metabolismo do organismo em estudo;

e determinar a estrutura tridimensional desta macromolécula, o que pode ser feito
principalmente por meio de cristalografia de Raios X, ressondncia magneética nuclear
(NMR) ou modelagem molecular por homologia;

e simular o encaixe de ligantes a esta macromolécula utilizando ferramentas
computacionais, possibilitando o estudo da estrutura do complexo formado e a
caracterizacdo dos tipos de interagdes entre as moleculas — um destes métodos € o
docking molecular;

e estimar a afinidade destes ligantes ao alvo — também uma das finalidades dos softwares
de docking;

e identificar um possivel composto lider;

e planejar possiveis melhorias neste composto a partir resultados obtidos nas simulacdes
(AMZEL, 1998; FARBER, 1999; JOSEPH-McCARTHY, 1999; LYNE, 2002
WIEMAN et al., 2004).

Neste tipo de planejamento, a estrutura do complexo ligante-alvo é utilizada para
se aperfeicoar o desenho de novos compostos, na esperanca de se alcancar uma afinidade maior;
0 objetivo do planejamento baseado na estrutura do receptor, portanto, é se otimizar a poténcia
de um dado ligante, melhorando suas propriedades e reduzindo os efeitos colaterais e toxicidade.
Sendo assim, o estudo in silico permite identificar as melhores direcGes para a futura sintese de
novos compostos bioativos, mais especificos — seleciona-se apenas um pequeno subgrupo de
compostos mais promissores para ser sintetizado e testado experimentalmente. Além disso,
permite ainda obter respostas mais rapidas quanto a eficacia e seguranca de novos ligantes, uma
vez que busca desenvolver compostos que se liguem fortemente a sitios receptores especificos,
de modo que possam exercer seu efeito biologico em doses mais baixas e de forma seletiva a
proteina alvo (AMZEL, 1998; FARBER, 1999; JOSEPH-McCARTHY, 1999; LYNE, 2002;
DAVIS, TEAGUE e KLEYWEGT, 2003; SINGH, MALIK e SHARMA, 2006; SCHLOSSER e
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RAREY, 2009; JORGENSEN, 2010; BHARATH, MANJULA e VIJAYCHAND, 2011; HUNG
e CHEN, 2014; SLIWOSKI et al., 2014).

O custo-beneficio de se utilizar ferramentas computacionais nesta fase de
otimizacdo de compostos é substancial. Isto porque o desenvolvimento de um novo medicamento
pode custar algo entre 400 milhGes a 2 bilhGes de dblares, sendo que a sintese e testes dos
analogos dos compostos lideres representam uma grande parcela deste valor. Ao se utilizar
métodos in silico nesta etapa € possivel reduzir o namero de compostos a serem sintetizados e
testados in vitro, excluindo aqueles menos promissores. Sendo assim, o0s relativamente baixos
custos das ferramentas computacionais (comparado com a sintese quimica e caracterizagdo
bioldgica de compostos) tornam este método atrativo para focar, reduzir e diversificar o espaco
quimico a ser explorado no desenvolvimento de um novo farmaco.

O planejamento de farmacos auxiliado por métodos computacionais ja foi
utilizado no descobrimento de compostos que ultrapassaram a etapa de triagem clinica e se
tornaram novos medicamentos no tratamento de diversas doengas, tais como: a dorzolamida,
inibidor da anidrase carbdnica, aprovada em 1995; captopril, inibidor da enzima conversora de
angiotensina, aprovado em 1981 como um medicamento anti-hipertensivo; saquinavir (aprovado
em 1995), ritonavir e indinavir (ambos aprovados em 1996), utilizados no tratamento da AIDS;
por fim, tirofiban, um antagonista do fibrinogénio aprovado em 1998 (SLIWOSKI et al., 2014).

Como se pode observar, uma das etapas de qualquer programa de planejamento de
farmaco baseado na estrutura envolve identificar um alvo bioldgico adequado. No caso de uma
doenca causada por parasita, este alvo deve ser essencial a sua sobrevivéncia e exibir uma
atividade que pode ser alterada por pequenas moléculas (CAIN et al, 2014; GRINTER e ZOU,
2014). Neste trabalho, as pequenas moléculas estudadas sdo as lignanas ariltetraldnicas e a
proteina-alvo selecionada foi a tubulina do P. falciparum causador da malaria. Por ndo possuir
estrutura tridimensional determinada experimentalmente, a proteina foi modelada a partir de
técnicas de modelagem molecular por homologia. Para simular a formacdo do complexo entre o
alvo e os ligantes, utilizou-se a técnica de docking molecular. Estas duas técnicas sdo abordadas

nos préximos itens.
1.1.21  Modelagem molecular por homologia
Avancos em técnicas biofisicas, como cristalografia de Raios X e técnicas de

NMR, tém levado a um aumento na disponibilidade de estruturas experimentais de proteinas, o

que permite o uso de informagGes estruturais para guiar o descobrimento de farmacos



32

(SLIWOSKI et al., 2014). O Protein Data Bank (PDB, s.d.; BERMAN et al., 2000) é a principal
fonte de estruturas tridimensionais de proteinas e outras macromoléculas bioldgicas conhecidas.
Entretanto, para um grande nimero de novos alvos bioldgicos as estruturas cristalogréaficas
experimentais ndo estdo disponiveis e, para estes casos, € necessaria a constru¢do de um modelo
comparativo baseado na estrutura de uma proteina relacionada (CAIN et al, 2014; SLIWOSKI et
al., 2014).

A modelagem molecular por homologia (ou modelagem comparativa) € um
método computacional que tem por objetivo construir um modelo tridimensional de uma
proteina cuja estrutura é desconhecida (chamada de alvo) a partir de proteinas com estruturas ja
determinadas (chamadas de moldes), baseado na similaridade da sequéncia de aminoécidos entre
estas macromoléculas. Desta forma, estruturas proteicas determinadas experimentalmente s&o
utilizadas para se predizer a conformacdo de uma outra proteina, desde que possuam sequéncias
de aminoacidos similares (SALI, 1995; MARTI-RENOM et al., 2000; HILLISCH, PINEDA e
HILGENFELD, 2004; GINALSKI, 2006). Devido aos avan¢os na biologia molecular e
estrutural nos altimos 50 anos, muitas estruturas de proteinas estdo disponiveis, permitindo a
aplicacdo da modelagem por homologia para se predizer as estruturas das proteinas
desconhecidas (HUNG e CHEN, 2014). Esta aproximacdo tem se mostrado Util tanto na
identificacdo/validacdo de alvos terapéuticos, quanto na identificacdo/otimizacdo de compostos
lideres (HILLISCH, PINEDA e HILGENFELD, 2004).

O método em questao se baseia na observacdo de que na natureza a conformacéo
estrutural de uma proteina €, em geral, mais altamente conservada do que sua sequéncia — as
estruturas tridimensionais dentro de uma mesma familia de proteinas, por exemplo, sdo mais
conservadas do que suas sequéncias polipeptidicas. Além disso, sabe-se que pequenas ou medias
alteracbes na sequéncia de aminoacidos de uma proteina geralmente resultam em apenas
pequenas alteragdes em sua estrutura tridimensional. Assim, se uma similaridade entre duas
proteinas é observada ao nivel sequencial, uma similaridade estrutural também pode ser, na
maioria das vezes, assumida. Em alguns casos, até mesmo proteinas que nao apresentam
similaridade sequencial podem apresentar similaridade estrutural. Tipicamente, se esta
identidade sequencial for superior a 30%, pode-se supor gque exista homologia entre as proteinas:
possivelmente apresentam um ancestral comum, sdo relacionadas evolutivamente e,
provavelmente, compartilham de uma estrutura tridimensional comum (SALI, 1995; MARTI-
RENOM et al., 2000; HILLISCH, PINEDA e HILGENFELD, 2004).
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Os métodos de modelagem molecular por homologia consistem, basicamente, em

quatro etapas sequenciais (Fig. 6):

1 — selecdo de uma ou mais proteinas moldes adequadas. Nesta primeira etapa,
identificam-se proteinas que apresentem estrutura tridimensional conhecida (estruturas molde) e
que sejam relacionadas com a sequéncia polipeptidica da estrutura desconhecida (sequéncia-
alvo); para isso, a sequéncia-alvo é utilizada para se fazer uma varredura em bancos de dados de
estruturas de proteinas, utilizando-se algoritmos de busca por similaridade;

2 — alinhamento sequencial alvo-molde(s). Aqui, a sequéncia da(s) proteina(s) molde(s) é
(séo) alinhada(s) com a sequéncia-alvo, a fim de se identificar uma correlacdo 6tima entre 0s
residuos de aminoacidos destas macromoléculas;

3 — construcdo do modelo, onde um modelo tridimensional da proteina alvo é construido
a partir da substituicdo e/ou insercdo/delecdo de aminoacidos na estrutura tridimensional da(s)
proteina(s) molde(s), baseando-se no alinhamento sequencial obtido na etapa anterior;

4 — avaliagdo do modelo, onde este € checado no que diz respeito a aspectos
conformacionais e pode ser corrigido e/ou ter sua energia minimizada. Se o0 modelo final ndo for
satisfatorio, qualquer um destes passos pode ser repetido até que um adequado seja obtido. Para
cada etapa, existem diversos métodos, softwares e/ou servidores online diferentes (MARTI-
RENOM et al., 2000; HILLISCH, PINEDA e HILGENFELD, 2004; GINALSKI, 2006).

Essa mesma técnica ja foi empregada, por exemplo, por Carpenter et al. (2006)
para se construir modelos estruturais de 475 isotipos de tubulinas a ¢ B de eucariontes (inclusive
humanas), e por Noél et al. (2001) para se construir 0 modelo do dimero de tubulina do parasita

Trichomonas vaginalis.
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Figura 6 — Passos essenciais na modelagem molecular por homologia. Adaptado de Marti-Renom et al. (2000).
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1.1.2.2  Docking molecular

Para que o planejamento racional de farmacos seja possivel é necessario, no
minimo, ter & disposicdo a estrutura tridimensional da macromolécula alvo e ferramentas
computacionais que permitam construir e examinar como pequenas moléculas se encaixam ao
sitio receptor deste alvo (JORGENSEN, 2010). Uma destas ferramentas — e, portanto, uma
importante etapa neste tipo de planejamento — é o docking molecular.

Docking é um termo utilizado para designar métodos computacionais que tentam
encontrar o melhor “encaixe” entre duas moléculas, tipicamente um receptor e um ligante: dadas
as coordenadas atbmicas destas moléculas, tenta-se prever a associacdo entre elas.
Resumidamente, tem por objetivo a identificacio do modo de ligagdo (orientacdo +
conformacéo) de uma pequena molécula (ligante) em um sitio de ligagdo de uma macromolécula
(receptor), podendo formar um complexo estrutural estavel (KUNTZ et al., 1982; EWING e
KUNTZ, 1997; EWING et al., 2001; MOUSTAKAS et al., 2006; GRINTER e ZOU, 2014;
HUNG e CHEN, 2014).

Sabe-se que a habilidade de uma molécula de interagir com uma proteina
especifica e exercer seu efeito bioldégico depende de sua capacidade de interagir favoravelmente
com um sitio de ligacao particular desta proteina. Moléculas que compartilham destas interacfes
favoraveis irdo exercer efeitos bioldgicos similares (SLIWOSKI et al., 2014). Sendo assim, 0S
conhecimentos gerados na simulacdo de docking (mecanismos de interacdo receptor-ligante)
podem ser utilizados para propor novos ligantes de forma a otimizar a interacdo com o sitio
estudado da macromolécula alvo (KONTOYIANNI, McCLELLAN e SOKOL, 2004); quando a
estrutura do complexo proteina-ligante é conhecida, a estrutura quimica inicial de um ligante
pode ser modificada a fim de se melhorar a afinidade pelo mesmo sitio de ligacdo (HUNG e
CHEN, 2014). Portanto, os métodos de docking permitem estimar de forma mais rapida a
afinidade e modo de ligacdo de um ligante a uma proteina receptora de interesse, fornecendo
subsidios para que compostos mais promissores sejam testados experimentalmente (RESTER,
2006; GRINTER e ZOU, 2014).

Esta técnica computacional tem sido utilizada com sucesso, pelo nosso grupo de
pesquisa, tanto para facilitar as varias etapas da pesquisa farmacéutica, aumentando a velocidade
na identificacdo e otimizacdo de compostos lideres, como para criar modelos para explicar dados
experimentais (CUNHA et al. 2006; STEFANI et al. 2012a, 2012b). O docking molecular tem
uma longa e bem sucedida historia de aplicacBes préticas, incluindo a descoberta de novos

inibidores enzimaticos, antagonistas e agonistas de receptores, blogueadores de canais idnicos,
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bem como novos farmacos aprovados que foram desenvolvidos com o auxilio do planejamento
de farmacos baseado na estrutura (GRINTER e ZOU, 2014). Além do docking proteina-ligante,
esta técnica também tem sido aplicada a interagdes proteina-DNA, proteina-proteina (HUNG e
CHEN, 2014) e em particular pelo nosso grupo para prever e explicar dados experimentais de
interagcdes complexos de coordenagdo-DNA (SENG et al. 2008, 2010).

Existe uma grande variedade de softwares de docking disponiveis. Os mais
populares incluem DOCK, AutoDock, LUDI, FlexX, Glide, AutoDock Vina e GOLD
(GRINTER e ZOU, 2014), sendo este ultimo o melhor software de docking disponivel
atualmente (DAVIS, TEAGUE e KLEYWEGT, 2003).

Neste trabalho, sera realizado o docking de lignanas ariltetralénicas no sitio de
ligagdo da colchicina presente na tubulina do P. falciparum, causador da malaria. SimulagGes de
docking envolvendo inibidores da tubulina ja foram empregadas, indicando um caminho

interessante para fornecer novos agentes antitubulina (SOULERE, 2009).

1.1.3 Os Ligantes — As Lignanas Ariltetral6nicas

Os compostos estudados no presente trabalho séo as lignanas ariltetralénicas (Fig.
7) isoladas da planta Holostylis reniformis Duch., da familia Aristolochiaceae (SILVA e LOPES,
2004; SILVA e LOPES, 2006; ANDRADE-NETO et al., 2007; MESSIANO et al., 2009). Essa
planta ja é utilizada na medicina tradicional brasileira para tratar a malaria (SILVA e LOPES,
2004) e outras enfermidades; lignanas ariltetraldnicas extraidas desta mostraram atividade
antiplasmodial in vitro contra uma cepa de P. falciparum resistente a cloroquina, alem de baixa
toxicidade em células hepaticas (ANDRADE-NETO et al., 2007). Entretanto, seu mecanismo de
acdo ainda ndo é totalmente compreendido.

Estes compostos sdo estruturalmente semelhantes a podofilotoxina (Fig. 8). A
podofilotoxina também é uma lignana, conhecida por se ligar a tubulina e, consequentemente,
inibir a montagem de microtdbulos (IMBERT, 1998).
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Figura 7 — Lignanas ariltetralénicas. Adaptado de Andrade-Neto et al. (2007).
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Além da podofilotoxina, sdo conhecidos outros agentes antimicrotibulos retirados

de plantas, como a colchicina, a esteganacina e a combretastatina. Todos estes compostos se

ligam ao sitio da colchicina na cadeia f da tubulina e inibem a montagem (ou induzem a
desmontagem) do microtibulo (SACKETT, 1993).

Produtos naturais sdo excelentes fontes para o descobrimento e desenvolvimento

de farmacos. Em particular, os inibidores mais potentes conhecidos de microtubulos sao

produtos naturais ou derivados destes, sendo a maioria obtida de plantas superiores (HAMEL,
1996; BELL, 1998; ALTMANN e GERTSCH, 2007; DUMONTET e JORDAN, 2010; YUE,

LIU e GUO, 2010). Além disso, muitos dos medicamentos antiparasitarios sdo derivados diretos

ou baseados em produtos naturais, 0 que mostra a importancia destes no descobrimento de novos
farmacos contra doengas causadas por parasitas (WATTS, TENNEY e CREWS, 2010).
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1.1.4 O Alvo - A Tubulina do P. falciparum

A macromolécula biolégica selecionada neste trabalho como alvo para as lignanas
ariltetralonicas foi a tubulina do P. falciparum.

A tubulina é uma proteina heterodimeérica formada por dois mondmeros de cerca
de 55 kDa, a tubulina o e a tubulina B, ligados de forma ndo covalente. Essas duas cadeias sdo
estruturalmente muito similares, contendo cerca de 450 aminoacidos cada e formadas por um
nicleo de duas folhas P rodeadas por hélices a (LITTLE e SEEHAUS, 1988; DESAI e
MITCHISON, 1997; NOGALES, WOLF e DOWNING, 1998; DOWNING, 2000) (A Fig. 9).
Uma repeti¢do de heterodimeros o/B-tubulina em sequéncia, com monoémeros de a e  tubulina
alternados, constitui os microtubulos, polimeros essenciais que compdem o citoesqueleto de
todos os eucariontes (MANDELKOW e MANDELKOW, 1995; HAMEL, 1996; DESAI e
MITCHISON, 1997; NOGALES, WOLF e DOWNING, 1998; NOGALES et al., 1999;
NOGALES, 2000; LOWE et al., 2001) (B Fig. 9).

Heterodimeros .
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Figura 9 — A. Representacgdo da estrutura tridimensional da tubulina bovina, codigo 1sal no PDB (PDB, s.d.;
RAVELLI et al., 2004). O mondmero o aparece em amarelo e o p em ciano. Em stick aparecem os nucleotideos
GDP e GTP (um em cada mondmero), além do ligante podofilotoxina (seta). B. Esquema mostrando como os
heterodimeros de a/p tubulina se associam para formar o microtibulo. A parte B da figura foi adaptada de Dumontet
e Jordan, 2010.

Os microtubulos estdo envolvidos em muitas fungdes essenciais em todo o ciclo
celular, incluindo o transporte de materiais no interior da célula, a motilidade celular, o
desenvolvimento e a manutengdo do formato da célula, atuagdo como suporte para organelas e

membranas, posicionamento do nucleo, organizacdo e transporte de vesiculas, secrecdo e
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sinalizacdo celular, absorcdo de nutrientes, determinacdo da polaridade da célula, além de
servirem como o principal elemento estrutural de cilios e flagelos. De particular interesse,
entretanto, é seu papel durante a divisdo celular, quando toda a rede de microtubulos se rearranja
para formar o fuso mitético, o qual é responsavel pela segregacao fisica das cromatides-irmas,
distribuindo com incrivel precisdo o genoma duplicado para as células filhas durante a divisdo
celular (LACEY, 1988; SACKETT, 1993; MANDELKOW e MANDELKOW, 1995; DESAI e
MITCHISON, 1997; KOWALSKI, GIANNAKAKOU e HAMEL, 1997; DOWNING, 2000;
KARSENTI e VERNOS, 2001; ALTMANN e GERTSCH, 2007; DUMONTET e JORDAN,
2010).

Muitas destas atividades essenciais estdo associadas com a reestruturacéo
dindmica do microtubulo. O microtdbulo é uma estrutura altamente dindmica, podendo alternar
entre fases de crescimento e de encurtamento (por meio da perda ou adi¢cdo de heterodimeros de
o/B tubulina em uma de suas extremidades), ou at¢é mesmo podendo ocorrer sua completa
desmontagem e reconstrucdo — este comportamento de ndo-equilibrio é conhecido como
instabilidade dinamica e é fundamental para as fungdes microtubulares (SHEARWIN, PEREZ-
RAMIREZ e TIMASHEFF, 1994; DESAI e MITCHISON, 1997; NOGALES et al., 1999;
DOWNING, 2000; NOGALES, 2000; KARSENTI e VERNOS, 2001; ALTMANN e
GERTSCH, 2007; VALIRON et al., 2010).

Nos ultimos anos, tem sido descoberta uma grande variedade de farmacos
antimitéticos que interagem com a tubulina e provocam alteragdes significativas nesta
instabilidade dinamica dos microtdbulos. Trés classes principais destes farmacos foram
identificadas: anadlogos da colchicina, alcaloides vinca e taxanos. Essas classes podem ser
distinguidas por meio da ligacdo a diferentes partes da proteina, em diferentes sitios de ligacdo
(Fig. 10). Funcionalmente, entretanto, estes ligantes antimitoticos podem ser divididos em
apenas duas grandes categorias: compostos que inibem a montagem/polimerizacdo e/ou
desestabilizam os microtibulos — “inibidores da polimerizagdo da tubulina”, como os alcaloides
vinca e analogos da colchicina —, e compostos que promovem a montagem/polimerizacdo e/ou
estabilizam os microtUbulos — “estabilizadores de microtiibulos”, como os taxanos (HAMEL,
1996; DESAI e MITCHISON, 1997; KOWALSKI, GIANNAKAKOU e HAMEL, 1997;
DOWNING, 2000; NOGALES, 2000; ALTMANN e GERTSCH, 2007).
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Sitio de ligac3o Sitio de ligac3o Sitio de ligagao
do taxol da colchicina da vimblastina

Figura 10 — Representacio da estrutura tridimensional de heterodimeros de o/p tubulina alternados, com destaque
para a localizacdo de trés sitios de ligacdo conhecidos: o sitio de ligacdo da colchicina localiza-se na interface
intradimero, o sitio de ligac@o do taxol na subunidade B e, por fim, o sitio de ligagdo da vimblastina localiza-se na
interface interdimeros. Adaptado de Tripathi et al. (2010).

A susceptibilidade a antimitoticos ja é bem conhecida para protozoarios do género
Plasmodium. Isto porque o ciclo de vida destes parasitas é caracterizado por inameras divisoes
nucleares e fases de diferenciacdo celular (Fig. 4), onde as estruturas microtubulares apresentam
varias funcdes essenciais: sdo aparentemente necessarias para a divisdo nuclear, citocinese,
distribuicdo das organelas e citossol nos novos merozoitos formados, transporte intracelular,
motilidade, integridade estrutural, estrutura do axonema, integridade/movimento flagelar e, por
fim, durante a exflagelacdo dos gametdcitos masculinos em gametas (WESSELING et al., 1989;
MAESSEN et al., 1993; TILNEY e TILNEY, 1996; BEJON et al., 1997; SINOU et al., 1998;
FENNELL et al., 2003; NAUGHTON et al., 2008; FENNELL, AL-SHATR e BELL, 2008).
Estudos indicam, ainda, que os microtubulos presentes no P. falciparum também exercem um
papel essencial durante o processo de invasdo dos parasitas as hemacias do hospedeiro, ja que
estdo envolvidos com a motilidade do protozoario (BEJON et al., 1997; FOWLER et al., 1998;
FOWLER et al., 2001). Portanto, inibidores de microtibulos podem ser considerados
promissores para atuarem como agentes antimalaricos (BEJON et al., 1997; FENNELL et al.,
2003; NAUGHTON et al., 2008).
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Sabe-se que certos compostos anticancerigenos inibidores de microtubulos
apresentam potente atividade antimalarica em baixas concentra¢fes — a colchicina, por exemplo,
ja foi utilizada como uma terapia adjunta no tratamento da maléria. Entretanto, seu potencial
para atuarem como farmacos antimalaricos é limitado devido sua alta toxicidade em células de
mamiferos (SCHREVEL et al., 1994; POUVELLE et al., 1994; BEJON et al., 1997; SKINNER-
ADAMS et al., 1997; BELL, 1998; SINOU et al., 1998; FENNELL et al., 2003; FENNELL et
al., 2006; NAUGHTON et al., 2008). Por outro lado, algumas classes de herbicidas
antimitdticos (como as dinitroanilinas, entre elas a trifluralina) exibem baixa ou até mesmo
indetectavel citotoxicidade em mamiferos e atividade moderada contra o P. falciparum. Sao,
portanto, compostos seletivos contra os parasitas, com maior afinidade pela tubulina do
protozoario. Sendo assim, parece possivel desenvolver um composto antimalarico, inibidor de
microtubulos, que combine a poténcia dos anticancerigenos com a seletividade dos herbicidas,
como um resultado das sutis diferencas entre as estruturas das tubulinas do parasita e humana
(WESSELING et al.,, 1989; BELL, 1998; TRAUB-CSEKO et al., 2001; DOW et al., 2002;
FENNELL et al., 2003; FENNELL et al., 2006; MITRA e SEPT, 2006; FENNELL, AL-SHATR
e BELL, 2008; NAUGHTON et al., 2008).

1.2  Objetivos

O objetivo principal deste trabalho & propor um mecanismo de acdo para as
lignanas ariltetralénicas com atividade antimalaria conhecida, a fim de que este se torne um guia
para a sintese de novos compostos mais eficazes. Para isso, é necessario:

e identificar o possivel alvo bioldgico das lignanas ariltetralénicas;
e obter a estrutura tridimensional da tubulina do P. falciparum por métodos teoricos;
e elucidar o comportamento de lignanas ariltetraldnicas no sitio de ligacédo da colchicina da

tubulina do P. falciparum, por meio da formacdo de complexos proteina-ligante teoricos.
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2. DESENVOLVIMENTO

Neste capitulo serdo descritos, primeiramente, 0s materiais e métodos utilizados
para se investigar o problema apresentado na introducgéo e se atingir os objetivos propostos. Em

seguida, s&o discutidos os resultados obtidos no trabalho.

2.1 Materiais e Métodos

O primeiro passo do trabalho foi obter as coordenadas atbmicas tridimensionais
de seis lignanas ariltetralonicas (ligantes). Entéo, foi realizada uma busca em diferentes bancos
de dados a fim de se identificar possiveis alvos bioldgicos para estes compostos. Selecionado o
alvo — a tubulina do P. falciparum (macromolécula alvo) — realizou-se a modelagem molecular
por homologia desta proteina. Tendo em maos as coordenadas tridimensionais dos ligantes e do
alvo, foram realizadas simulagdes da formacdo dos complexos entre estas moléculas, por meio
da técnica de docking molecular. Finalmente, os complexos formados e 0s parametros obtidos
nas simulacdes foram avaliados com o auxilio de softwares de visualizacdo molecular. Cada uma

destas etapas sera descrita nas secdes a seguir.

2.1.1 Programas (softwares) utilizados

Para a realizacdo dos desenhos moleculares 2D foram utilizados os softwares
MarvinSketch 14.12.15.0 (CHEMAXON, s.d.) e PubChem Sketcher V2.4 (PUBCHEM s.d.,
IHLENFELD, BOLTON e BRYANT, 2009). Todos os desenhos 3D de macromoléculas foram
realizados utilizando o sistema Discovery Studio Visualizer 2.0 (DS Visualizer, s.d), exceto nos
casos expressamente indicados.

Para a modelagem molecular 3D das lignanas ariltetralénicas foram utilizados os
softwares MarvinSketch 14.12.15.0 (CHEMAXON, s.d.) e o sistema VegaZZ 3.0.5.12
(PEDRETTI, VILLA e VISTOLLI, 2002).

A modelagem molecular por homologia da proteina estudada foi realizada
utilizando o software MODELLER (SALI e BLUNDELL, 1993). Para a sobreposicao estrutural
utilizou-se o software Swiss-PDB Viewer v.4.1.0 (GUEX e PEITSCH, 1997).

Alguns outros programas de uso mais especifico sdo descritos quando utilizados.
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2.1.2 Modelagem Molecular dos Ligantes

Inicialmente, a estrutura bidimensional dos seis ligantes (Fig. 7) foi desenhada no
MarvinSketch 14.12.15.0 e, em seguida, sua estrutura tridimensional foi gerada utilizando-se a
fungdo Clean in 3D (Fine Build). Esta funcédo calcula novas coordenadas tridimensionais para a
molécula construindo os conférmeros, dentre eles o de menor energia é mantido. A qualidade
das estruturas ¢ medida por uma funcdo de energia simples, baseada no campo de forca
DREIDING (CHEMAXON, s.d.). O DREIDING é um campo de forca genérico capaz de
fornecer geometrias precisas de moléculas organicas e bioldgicas (MAYO, OLAFSON e
GODDARD, 1990). Todos os aomos que compdem os ligantes estudados — C, H e O — estéo
parametrizados neste campo de forca.

O MarvinSketch (CHEMAXON, s.d.) ja foi utilizado para se preparar ligantes
para simulacdes de docking molecular envolvendo inibidores da superdxido dismutase do P.
falciparum (BERNHARDT, PINTO e PAI, 2010), inibidores da dihidrofolato redutase com
potencial atividade anticancerigena (SAHU e NERKAR, 2014), antivirais contra a sindrome
respiratoria aguda grave ou SARS (VIRUPAKSHAIAH et al., 2007) e inibidores da hsp90 para a
terapia contra cancer de mama (MAHANTA, PILLA e PAUL, 2013).

Uma vez gerada a estrutura tridimensional dos compostos, a geometria inicial de
cada um deles foi otimizada utilizando o programa de modelagem molecular AMMP
implementado no VegaZZ 3.0.5.12. O método selecionado foi o Conjugate-gradients, com 3000
minimization steps (padrdo do programa).

Como ultima etapa, foram realizados calculos semi-empiricos com o MOPAC
(STEWART, 1990), tambem implementado no VegaZZ 3.0.5.12, utilizando o método PMS3.
Neste método também estdo parametrizados todos 0s atomos que compdem as lignanas.

Esta preparacdo das moléculas ligantes utilizando o AMMP e o MOPAC
implementados no sistema VegaZZ ja foi realizada, por exemplo, para estudos de docking de
aril-aminopiridinas (ERIC et al., 2012) e oxindol pentaciclico (KOZIELEWICZ et al., 2014)

com diferentes proteinas envolvidas em processos cancerigenos.
2.1.3 Pesquisa em Bancos de Dados
A fim de se identificar o possivel alvo biolégico das lignanas ariltetralénicas no

parasita P. falciparum, foi realizada uma busca por ligantes estruturalmente semelhantes em

diferentes bancos de dados e, entédo, verificados os alvos conhecidos para estes ligantes.
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Para isso, as estruturas bidimensionais das seis ariltetralonas descritas por
Andrade-Neto et al. (2007) (Fig. 7) foram desenhadas no PubChem Sketcher V2.4, assim como a
subestrutura que corresponde a estrutura minima em comum presente em todas as moléculas
estudadas.

Neste mesmo editor foram gerados os codigos SMILES (Simplified Molecular
Input Line Entry System) para cada ligante, os quais foram utilizados nas ferramentas de busca
dos bancos de dados. O SMILES é um sistema linear de notacdo quimica, desenvolvido
especialmente para o uso computacional, onde estruturas moleculares séo especificadas de forma
Unica e precisa (WEININGER, 1988). A estrutura bidimensional e o codigo SMILES dos
ligantes utilizados nas buscas nos bancos de dados sdo exibidos na Figura 11.

A seguir, sdo apresentados 0s bancos pesquisados e 0s parametros utilizados para

a busca em cada um destes.

a. PubChem (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/)

O PubChem é um repositério publico de estruturas quimicas de pequenas
moléculas e suas propriedades/atividades bioldgicas (PUBCHEM, s.d.; BOLTON et al., 2008; LI
et al., 2010). Em 2010, este repositério possuia mais de 25 milhdes de estruturas de compostos
quimicos e 90 milhdes de resultados de bioatividade, associados a milhares de alvos
macromoleculares.

Por meio da opcdo Structure Search do PubChem foi realizada uma busca por
similaridade (ldentity/Similarity) aos seis compostos estudados. Selecionou-se um threshold
maior ou igual a 80% (em uma escala onde o valor de 100% retorna somente a estrutura exata
fornecida e 0% retorna todas as estruturas quimicas presentes no banco) e foi adicionado um
filtro para se exibir apenas compostos com bioatividade experimental. Além disso, também foi
realizada uma busca por subestrutura (Substructure/Superstructure), utilizando a subestrutura

apresentada na Figura 11, para esta ndo foram utilizados filtros adicionais.
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Compostol  C1=C(C(=CC2=C1C([C@H]([C@@H]([C@@H]2C3=CC=CA4C(=C3)OCO4)C)C)=0)OC)OC
Composto 2 C1=C(C(=CC2=C1C([C@H]([C@@H]([C@@H]2C3=CC=C(C(=C3)OC)OC)C)C)=0)OC)OC
Composto 3 C1=C(C(=CC2=C1C([C@@H]([C@H]([C@@H]2C3=CC=C(C(=C3)OC)OC)C)C)=0)OC)OC
Composto 4  C1=C(C(=CC2=C1C([C@H]([C@H]([C@@H]2C3=CC=C(C(=C3)OC)OC)C)C)=0)OC)OC
Composto 5  C1=C4C(=CC2=C1C([C@H]([C@H]([C@@H]2C3=CC=C(C(=C3)OC)OC)C)C)=0)0CO4
Composto 6  C1=C(C(=CC2=C1C([C@H]([C@H]([C@@H]2C3=CC=C4C(=C3)OC0O4)C)C)=0)OC)OC
Subestrutura C1=C(C(=CC2=C1C(C(C(C2C3=CC=C(C(=C3)0)0)C)C)0)0)O

Figura 11 — Estrutura bidimensional e SMILES de cada um dos ligantes utilizados para realizar a busca em
diferentes bancos de dados.

b. ChEMBL (https://www:.ebi.ac.uk/chembl/)

O ChEMBL (CHEMBL, s.d.; BENTO et al., 2014) é um banco de dados aberto,

de bioatividade experimental, contendo informacGes extraidas em grande parte de forma manual

da literatura de quimica medicinal, além de integrar dados de outros bancos publicos e

informacGes sobre farmacos aprovados (BENTO et al., 2014). Este banco contém dados de mais

de 59.000 publicacdes cientificas, além de atualmente reunir estruturas de mais de 1,7 milhdo de

compostos, dados de mais de 13 milhGes de bioatividades experimentais e mais de 10.000 alvos

macromoleculares (CHEMBL, s.d.).

Utilizando a opcéo Ligand Search presente no ChEMBL realizou-se uma busca

por similaridade (Similarity) fornecendo o SMILES de cada um dos seis ligantes. Considerou-se
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um limiar de similaridade acima de 80%. Além disso, também foi realizada uma busca por
subestrutura (Substructure Search), utilizando o SMILES da subestrutura apresentada na Figura
11.

c. ChEBI (http://www.ebi.ac.uk/chebi/)

O Chemical Entities of Biological Interest (ChEBI) é um dicionario de entidades
moleculares focado em pequenas moléculas. Estas entidades sdo produtos naturais ou sintéticos
utilizados para intervir nos processos dos organismos vivos. Atualmente, possui informagoes de
mais de 42.000 compostos (CHEBI, s.d.; DEGTYARENKO et al., 2007).

Por meio da opcdo Advanced Search neste servidor, foi realizada uma busca por
similaridade (Find compounds which resemble this structure), desenhando-se cada um dos seis
ligantes no editor de moléculas do proprio website. O limiar de similaridade considerado também
foi maior ou igual a 80%. Em seguida, foi realizada a busca utilizando como entrada a
subestrutura dos compostos (Find compounds which contain this structure), apresentada na

Figura 11.

d. PDB (http://www.rcsh.org/pdb/home/home.do)

O Protein Data Bank, PDB (PDB, s.d.; BERMAN et al., 2000), é um repositorio
aberto de informacdes sobre a estrutura tridimensional de macromoléculas biolégicas, como
proteinas e acidos nucleicos, atualizado semanalmente. Existem atualmente cerca de 106.000
estruturas depositadas no PDB, entre as quais podemos encontrar mais de 17.000 ligantes
diferentes complexados a estas macromoléculas.

A fim de se identificar ligantes semelhantes aos compostos estudados e que
estejam complexados a macromoléculas bioldgicas com estrutura tridimensional conhecida, foi
feita uma busca por similaridade no PDB utilizando o mecanismo Search by Ligands. Foram
utilizados dois tipos de busca: Similar e Substructure. No primeiro, foram fornecidos os SMILES
de cada ariltetralona e definido um limiar de similaridade de 80%; para o segundo, utilizou-se o
SMILES da subestrutura (Fig. 11).

e. PDBeChem (http://www.ebi.ac.uk/pdbe-srv/pdbechem/#)
O PDBeChem (PDBECHEM, s.d.; DIMITROPOULOS, IONIDES e HENRICK,
2006) é um dicionario de componentes quimicos (como ligantes, pequenas moléculas e

mondmeros) presentes nos arquivos do PDB, o qual fornece mecanismos de busca abrangentes a
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fim de se permitir encontrar um componente em particular. Atualmente, este realiza a busca
sobre mais de 19.000 ligantes.

Este banco de dados também foi explorado a fim de se buscar ligantes
semelhantes aos estudados, complexados a alvos macromoleculares com estrutura determinada
experimentalmente. Para isso, 0 SMILES da subestrutura das lignanas foi utilizado como entrada
para 0 mecanismo de busca Non-Stereo SMILES (Has Sub-Structure) presente no PDBeChem. O
PDBeChem ndo oferece a opc¢do de se pesquisar por similaridade, apenas por componentes que

contenham a subestrutura fornecida como entrada.

f. ZINC (http://zinc.docking.org/)

ZINC (ZINC, s.d.; IRWIN e SHOICHET, 2005; IRWIN et al., 2012) é um banco
de dados publico de compostos comercialmente disponiveis que contém a estrutura
tridimensional de mais de 35 milhdes de compostos, bem como algumas de suas propriedades
fisicas e bioldgicas.

Por meio da opcdo Search by Structure presente no ZINC, foi realizada uma busca
por similaridade, acima do limiar de 80%, fornecendo-se os SMILES dos seis compostos
estudados. Também foi realizada a busca utilizando a subestrutura como entrada e selecionando

0 mecanismo Substructure.

g. GenomeNet (http://www.genome.jp/)

O GenomeNet (GENOMENET, s.d.; HATTORI et al., 2010) € uma rede japonesa
de bancos de dados e servigos computacionais para a pesquisa do genoma e areas relacionadas
das ciéncias biomédicas. Dois dos servigos computacionais disponiveis no GenomeNet séo o
SIMCOMP (SIMilar COMPound) e 0 SUBCOMP (SUBstructure matching of COMPounds),
métodos de busca por estruturas quimicas similares — por similaridade ou por subestrutura,
respectivamente — disponiveis nos bancos de dados de compostos quimicos.

Por meio da ferramenta SIMCOMP Search presente no GenomeNet foi realizada
uma busca por similaridade aos seis compostos estudados. Para isso, utilizaram-se como entrada
0s SMILES destes compostos e a base de dados selecionada foi a COMPOUND. O score de
similaridade definido foi de 0,8. Além disso, também foi realizada uma busca por subestrutura
por meio da ferramenta SUBCOMP Search, utilizando o SMILES da subestrutura das lignanas

como entrada.
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h. BindingDB (http://www.bindingdb.org/bind/index.jsp)

O BindingDB (BINDINGDB, s.d ; LIU et al., 2007) é um banco de dados publico
de medidas experimentais de afinidades de ligacdo, focado principalmente nas interacdes entre
proteinas consideradas como alvo terapéutico e pequenas moléculas semelhantes a farmaco. Esta
base de dados contém atualmente mais de 1.000.000 de dados de afinidade, para quase 7.000
alvos proteicos e mais de 450.000 pequenas moléculas.

Por meio da opcdo Search and Browse — Chemical Structure presente no
BindingDB, foi realizada uma busca por similaridade a partir dos SMILES das ariltetralonas
(Fig. 11). Nesta, foi definida uma similaridade acima de 0,7 (70%). Em seguida, realizou-se uma

busca do tipo Substructure utilizando o SMILES da subestrutura como entrada.

i. CARLSBAD (http://carlsbad.health.unm.edu/carlsbad/)

O Confederated Annotated Research Libraries of Small molecule Biological
Activity Data, CARLSBAD (CARLSBAD, s.d.; MATHIAS et al., 2013), € um banco de dados
desenvolvido como um recurso integrado a partir de um conjunto de diferentes bases de dados de
bioatividade (compostos quimicos testados sobre alvos selecionados), que sdo agregados e
apresentados de maneira uniforme. Isto o torna adequado para o estudo das relagdes entre
pequenas moléculas e seus alvos. Atualmente, estdo disponiveis no banco mais de 930.000
atividades, cerca de 890.000 pares Unicos de ligante-alvo, mais de 3.500 alvos e 435.000
estruturas unicas de ligantes.

Utilizando a ferramenta Structures presente no CARLSBAD, foram fornecidos
como entrada os SMILES das lignanas e entdo realizou-se uma busca por similaridade acima de
0,8 (80%). Também foi realizada a busca utilizando a subestrutura como entrada, selecionando a

opcdo substructure do servidor.

j. DrugBank (http://www.drugbank.ca/)

DrugBank (DRUGBANK, s.d.; LAW et al., 2014) é um banco de dados
abrangente, contendo diversas informacgdes bioquimicas e farmacologicas sobre farmacos, seus
mecanismos de acdo e seus alvos bioldgicos — combina dados detalhados dos farmacos com
amplas informacdes sobre seus alvos. Atualmente contém mais de 7.700 farmacos, além de
quase 4.300 sequéncias de proteinas ndo-redundantes relacionadas a estes compostos.

Neste trabalho, utilizou-se a ferramenta ChemQuery Structure Search presente no
DrugBank Version 4.1 para realizar uma busca por farmacos semelhantes as lignanas

ariltetralénicas. Para isso, primeiramente as seis lignanas estudadas foram desenhadas no editor
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de moléculas do website e foi definido um Similarity threshold de 0,7 (ou 70%), além de uma

busca desenhando-se a subestrutura dos compostos e selecionando a opg¢éo Substructure.

2.1.4 Modelagem Molecular por Homologia da Tubulina do P. falciparum

Como ndo estdo disponiveis estruturas tridimensionais da tubulina do P.
falciparum obtidas por métodos experimentais, foi necessario obté-la por métodos tedricos. Para
isso, foi realizada a modelagem molecular por homologia do dimero (cadeia o + cadeia [3) desta
proteina, seguindo 0s passos essenciais descritos por Marti-Renom et al. (2000) (Fig. 6).

As etapas da modelagem por homologia realizadas neste trabalho sdo descritas
nos itens a-g a seguir. Seguindo as ideias de Carpenter et al. (2006) para se obter a estrutura de
475 isotipos de tubulinas o e § de eucariontes e por Noél et al. (2001) para se construir o modelo
do dimero de tubulina do parasita Trichomonas vaginalis, o software MODELLER foi utilizado

para a construcao do modelo.

a. Obtencao da sequéncia de aminoacidos

O primeiro passo da modelagem por homologia consistiu em se obter a sequéncia
de aminoacidos das cadeias o ¢ B da tubulina do P. falciparum. Para isso, foi feita uma busca
pelo termo “plasmodium falciparum tubulin nos bancos de dados presentes no National Center
for Biotechnology Information (NCBI) (NCBI, s.d.) e no Universal Protein Research — UniProt
(UNIPROT, s.d.).

Os dados das sequéncias selecionadas para as etapas seguintes da modelagem
estdo resumidos na Tabela 2 e suas sequéncias, em formato FASTA, sdo apresentadas na Figura
12.

Tabela 2 — Dados das sequéncias de aminoacidos selecionadas para a modelagem por homologia das cadeias a e
da tubulina do P. falciparum

Informacéao Cadeia alfa Cadeia beta
Organismo Plasmodium falciparum 3D7 Plasmodium falciparum 3D7
GenBank?® CAD51722.1 AAN35282.1
gi® 23504938 23494948
UniProtKB/TrEMBL®  Q6ZLZ9 (Q6ZLZ9_PLAFT7) Q7KQL5 (TBB_PLAF7)
Gene* PF10180w PF10_0084
Referéncia Hall et al. (2002) Gardner et al. (2002)

® NUimero de acesso e versdo da sequéncia proteica no NCBI;

> Cédigo tnico atribuido de forma consecutiva a cada nova entrada no NCBI;
¢ Codigo da proteina no UniProtKB/TrEMBL;

¢ Simbolo do gene da proteina em questéo.
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>tr|Q62LZ9|Q6ZLZ9 PLAF7 Alpha tubulin OS=Plasmodium falciparum (isolate
3D7) GN=PFI0180w PE=3 SV=1
MREVISIHVGQAGIQVGNACWELFCLEHGIQPDGOMPSDKASRANDDAFNTFEFSETGAGK
HVPRCVFVDLEPTVVDEVRTGTYRQLFHPEQLISGKEDAANNFARGHYTIGKEVIDVCLD
RIRKLADNCTGLQGFLMFSAVGGGTGSGFGCLMLERLSVDYGKKSKLNFCCWPSPQVSTA
VVEPYNSVLSTHSLLEHTDVAIMLDNEAIYDICRRNLDIERPTYTNLNRLIAQVISSLTA
SLRFDGALNVDVTEFQTNLVPYPRIHFMLSSYAPVVSAEKAYHEQLSVSEITNSAFEPAN
MMAKCDPRHGKYMACCLMYRGDVVPKDVNAAVATIKTKRTIQFVDWCPTGFKCGINYQPP
TVVPGGDLAKVMRAVCMISNSTAIAEVFSRMDOQKEFDLMYAKRAFVHWYVGEGMEEGEFSE
AREDLAALEKDYEEVGIESNEAEGEDEGYEADY

>sp |Q7KQLS5 | TBB_PLAF7 Tubulin beta chain OS=Plasmodium falciparum (isolate
3D7) GN=PF10 0084 PE=3 SV=1
MREIVHIQAGQCGNQIGAKFWEVISDEHGIDPSGTYCGDSDLQLERVDVEYNEATGGRYV
PRAILMDLEPGTMDSVRAGPFGQLFRPDNEVFGQTGAGNNWAKGHYTEGAELIDAVLDVV
RKEAEGCDCLQOQGFQITHSLGGGTGSGMGTLLISKIREEYPDRIMETEFSVFPSPKVSDTVV
EPYNATLSVHQLVENADEVQVIDNEALYDICFRTLKLTTPTYGDLNHLVSAAMSGVTCSL
RFPGQLNSDLRKLAVNLIPFPRLHFFMIGFAPLTSRGSQQYRALTVPELTQOMFDAKNMM
CASDPRHGRYLTACAMFRGRMSTKEVDEQMLNVONKNSSYFVEWIPHNTKSSVCDIPPKG
LKMAVTFEFVGNSTAIQEMFKRVSDQFTAMFRRKAFLHWYTGEGMDEMEFTEAESNMNDLVS
EYQQYQODATAEEEGEFEEEEGDVEA

Figura 12 — Sequéncia FASTA das cadeias o e B da tubulina do P. falciparum, cepa 3D7, obtidas do UniProt sob 0s
codigos Q6ZLZ9 (HALL et al., 2002) e Q7KQL5 (GARDNER et al., 2002), respectivamente.

b. Identificacdo de proteinas homoélogas

Uma vez obtida a sequéncia de aminoacidos das cadeias a ¢  da tubulina do P.
falciparum (Fig. 12), o passo seguinte foi realizar uma busca por proteinas homdélogas cujas
estruturas tridimensionais experimentais estivessem disponiveis. Esta busca foi feita por meio
dos servidores online Basic Local Alignment Search Tool — BLAST (BLAST, s.d.; ALTSCHUL
et al., 1990) e FASTA (FASTA, s.d.; PEARSON e LIPMAN, 1988).

BLAST e uma ferramenta que busca regibes de similaridade local entre
sequéncias. O programa compara a sequéncia de proteinas (ou nucleotideos) com bancos de
dados de sequéncias e calcula a significancia estatistica dos resultados — é a ferramenta mais
utilizada para se calcular similaridade sequencial. Os parametros utilizados para a busca por
proteinas homdlogas a tubulina do P. falciparum no BLAST foram:

e Algoritmo — blastp (protein-protein BLAST) (ALTSCHUL et al., 1997; ALTSCHUL et
al., 2005), o qual realiza uma varredura em bancos de dados de proteinas a partir de uma
sequéncia proteica fornecida como entrada;

e Sequéncia de entrada — sequéncias FASTA Q6ZLZ9 (HALL et al., 2002) para a cadeia o
e Q7KQL5 (GARDNER et al., 2002) para a cadeia B (Fig. 12), obtidas do UniProt como

descrito na etapa anterior;
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Banco de dados — Protein Data Bank proteins(pdb). Selecionou-se este banco pois
contém 75499 sequéncias extraidas do PDB, com estruturas tridimensionais determinadas
experimentalmente;

Matriz de substituicdo — BLOSUM62 (HENIKOFF e HENIKOFF, 1992). A matriz de
substituicdo associa um score a cada par de residuos alinhados, sendo a BLOSUMG62 a
matriz padrdo do programa e recomendada para sequéncias com mais de 85 aminoacidos
de extenséo;

Penalidade dos gaps — Existence: 11 Extension: 1 (11,1), ou seja, hd uma penalidade de -
11 para cada gap existente no alinhamento, além de uma penalidade de -1 para cada
residuo de aminoécido no gap. Esses valores também sdo o padrdo da ferramenta
BLAST.

A pesquisa por proteinas homologas também foi realizada utilizando o programa

FASTA, o qual, assim como o BLAST, fornece uma busca por similaridade sequencial em

bancos de dados de proteinas a partir de uma sequéncia de interesse (FASTA, s.d.; PEARSON e
LIPMAN, 1988). Os parametros utilizados foram:

Algoritmo — FASTA,

Sequéncia de entrada — também foram utilizadas as sequéncias FASTA Q6ZLZ9 (HALL
et al., 2002) e Q7KQL5 (GARDNER et al., 2002) (Fig. 12);

Banco de dados — Protein Structure Sequences, que traz sequéncias de proteinas cujas
estruturas tridimensionais séo descritas no PDB;

Matriz de substituicdo — BLOSUM50, matriz padrdo do programa;

Penalidade dos gaps — -10 para gap open e -2 para gap extend.

c. Obtencéo das estruturas tridimensionais das proteinas homdlogas

As estruturas tridimensionais das principais proteinas homélogas identificadas na

etapa anterior foram obtidas do PDB. O critério para selecdo destas estruturas foi possuir mais de

80% de identidade com as cadeias o e B da proteina do P. falciparum e ser uma tubulina de

qualquer espécie.

d. Sobreposicao estrutural e visualizacdo molecular

A fim de se analisar e comparar as estruturas das proteinas homologas candidatas

a molde, foi realizada a sobreposicao estrutural de todas as tubulinas obtidas no PDB, seguida da

inspecdo visual das mesmas. Como etapa preparatoria, foi realizada a edicdo manual dos



52

arquivos no formato .pdb, mantendo-se apenas as cadeias o ¢ 3 de cada tubulina, bem como os
ligantes complexados a estas cadeias; as demais cadeias e ligantes, quando presentes, foram
manualmente excluidas.

Para a sobreposi¢do estrutural, utilizou-se a funcdo Iterative Magic Fit disponivel
no software Swiss-PDB Viewer v.4.1.0. Com esta funcdo, o programa compara as sequéncias
primarias de duas proteinas, seleciona a melhor combinacdo entre os fragmentos de pares de
aminoacidos e, baseado nesta, sobrepde as moléculas. A sobreposicdo € entdo otimizada
iterativamente pela minimizagdo do root-mean-square deviaion (RMSD) entre os carbonos a.: as
iteracdes sdo realizadas até que 0 RMSD nédo possa mais ser diminuido, mantendo o nimero de
residuos alinhados o mais alto possivel (DEEPVIEW USER GUIDE, 2001).

Para a anélise e inspecdo das estruturas das tubulinas obtidas do PDB e tambem
das estruturas sobrepostas, utilizou-se o software de visualizagdo molecular DS VISUALIZER
2.0 e o proprio Swiss-PDB Viewer v.4.1.0.

e. Alinhamentos sequenciais

Com o objetivo de se identificar quais sdo as substituicoes, insercdes e delecdes
de aminoé&cidos que ocorrem na tubulina do P. falciparum em relacéo as proteinas homologas de
outros organismos, além de investigar quais sdo as regides mais bem conservadas e as variareis
na tubulina, foi realizado o alinhamento sequencial mdltiplo entre as sequéncias FASTA de
tubulinas obtidas no PDB e as sequéncias Q6ZLZ9 (HALL et al., 2002) e Q7KQL5 (GARDNER
et al., 2002) do P. falciparum (Fig. 12). Os alinhamentos sequenciais multiplos sdo essenciais na
maioria das analises bioinformaticas que envolvem comparar sequéncias homdélogas (SIEVERS
et al., 2011). Neste trabalho, o alinhamento multiplo foi realizado por meio do servidor online
Clustal Omega (CLUSTAL OMEGA, s.d.; SIEVERS et al., 2011), utilizando seus parametros
padrdes.

Também foram realizados alinhamentos pairwise globais entre as sequéncias de
aminoacidos das cadeias o e B da tubulina do P. falciparum (Fig. 12) e as mesmas cadeias da
tubulina cuja estrutura experimental foi selecionada como molde para a modelagem por
homologia: a tubulina bovina obtida no PDB sob o codigo 402b (PROTA et al., 2014a). Um
alinhamento pairwise global compara duas sequéncias de seu inicio até o seu final, alinhando
cada “letra” em cada sequéncia apenas uma Unica vez. O alinhamento global foi realizado

utilizando o BLAST, selecionando o algoritmo Needleman-Wunsch e seus parametros padrdes.



53

f. Construcéo do modelo

Nesta etapa, foi realizada a constru¢cdo do modelo da estrutura tridimensional do
dimero da tubulina do P. falciparum, utilizando-se a estrutura da tubulina bovina sob o codigo
PDB 402b como molde e o software MODELLER v.9.14.

O MODELLER é o software utilizado para modelagem por homologia (ou
comparativa) de estruturas tridimensionais de proteinas. A partir do alinhamento entre uma
sequéncia de aminoéacidos a ser modelada e estruturas relacionadas conhecidas, o programa
calcula um modelo considerando uma série de restricbes espaciais — tais como distancias entre
carbonos alfa, distancias entre os atomos N-O da cadeia principal, angulos diedro da cadeia
principal e das cadeias laterais dos aminoacidos da proteina, além dos contatos entre atomos
proximos obtidos de um campo de forca da mecénica molecular (SALI e BLUNDELL, 1993;
MARTI-RENOM et al., 2000). Os passos realizados neste trabalho para a construgio do modelo
no MODELLER v.9.14 sdo descritos a seguir.

Primeiramente, foi realizado o alinhamento da sequéncia de amino&cidos das
cadeias da tubulina do P. falciparum com a estrutura da proteina-molde. Este é diferente do
alinhamento sequéncia-sequéncia descrito no item anterior, pois se leva em consideracao
informacGes a respeito da estrutura da macromolécula. Aqui, aplica-se uma penalidade de modo
que os gaps tendem a se localizar em regides de loop e expostas ao solvente, fora de segmentos
de estrutura secundaria. Como resultado, os erros nos alinhamentos s&o reduzidos a
aproximadamente um terco em relacdo aqueles que ocorrem nas técnicas de alinhamento
sequenciais padrdo (MODELLLER DOCUMENTATION, s.d.).

Para realizar o alinhamento das sequéncias Q6ZLZ9 (HALL et al., 2002) e
Q7KQL5 (GARDNER et al., 2002) (Fig. 12) do P. falciparum as cadeias a e B, respectivamente,
da estrutura molde 402b, criamos 0s scripts apresentados na Figura 13 e que foram rodados no
MODELLER v.9.14.
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Cadeia a

from modeller import *

env = environ ()
aln = alignment (env)
mdl = model (env, file='402B', model segment=('FIRST:A', 'LAST:A'))

aln.append model (mdl, align codes='402BA', atom files='402B.pdb")
aln.append(file='PfTuA.ali', align codes='PfTuA')

aln.align2d()

aln.write(file="'PfTuA-402BA.ali', alignment format='PIR'")
aln.write(file="PfTuA-402BA.pap', alignment format='PAP')

Cadeia

from modeller import *

env = environ ()

aln = alignment (env)

mdl = model (env, file='402B', model segment=('FIRST:B', 'LAST:B'))
aln.append model (mdl, align codes='402BB', atom files='402B.pdb")
aln.append(file='PfTuB.ali', align codes='PfTuB')

aln.align2d()

aln.write(file="PfTuB-402BB.ali', alignment format='PIR'")
aln.write(file="PfTuB-402BB.pap', alignment format='PAP')

Figura 13 — Scripts utilizados para realizar o alinhamento sequéncia-estrutura no MODELLER v.9.14.

Nesses scripts, o termo “402B” corresponde a estrutura 402b obtida no PDB e 0s
termos ‘“PfTuA” e “PfTuB” correspondem as sequéncias Q6ZLZ9 (HALL et al.,, 2002) e
Q7KQL5 (GARDNER et al., 2002), respectivamente, obtidas no UniProt (Fig. 12).

Como neste trabalho planejou-se realizar o docking molecular das lignanas
ariltetralénicas no sitio da colchicina, que se localiza na interface entre as cadeias a ¢ B da
tubulina (Fig. 10), o objetivo nesta etapa foi construir o dimero (cadeia o + cadeia ) da tubulina
do P. falciparum, com a colchicina complexada neste sitio. Para isso, foram necessarios alguns
passos anteriores a geracdo do modelo. Primeiramente, o arquivo da estrutura 402b foi editado
manualmente, excluindo-se as cadeias C, D, E e F e mantendo-se apenas os ligantes GTP501
(guanosina trifosfato ligada a cadeia o), GDP501 (guanosina difosfato ligada a cadeia B) e
LOCS503 (colchicina ligada ao sitio da colchicina, na interface entre 0s monémeros) — 0s demais
heterodtomos da estrutura também foram excluidos. Em seguida, o arquivo do alinhamento
sequéncia-estrutura — gerado ao rodar o script apresentado na Figura 13 — foi editado
manualmente para se considerar o dimero e estes trés ligantes durante a geracdo do modelo
estrutural. O alinhamento final encontra-se na Figura 14; neste, a sequéncia-alvo do parasita foi
chamada de “Ipft”.
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>P1;402b

MRECISIHVGQAGVQIGNACWELYCLEHGIQPDGOMPSDKTIGGGDDSENTEFEFSETGAGKHVPRAVEVDLEPTVI
DEVRTGTYROQLFHPEQLITGKEDAANNYARGHYTIGKEIIDLVLDRIRKLADQCTGLOQGFLVFHSFGGGTGSGET
SLLMERLSVDYGKKSKLEFSIYPAPQVSTAVVEPYNSILTTHTTLEHSDCAFMVDNEATYDICRRNLDIERPTYT
NLNRLISQIVSSITASLREFDGALNVDLTEFQTNLVPYPRIHFPLATYAPVISAEKAYHEQLSVAEITNACFEPAN
OMVKCDPRHGKYMACCLLYRGDVVPKDVNAATIATIKTKRSIQFVDWCPTGEFKVGINYQPPTVVPGGDLAKVQRAV
CMLSNTTAIAEAWARLDHKFDLMYAKRAFVHWYVGEGMEEGEFSEAREDMAALEKDYEEVGVDS/
MREIVHIQAGQCGNQIGAKFWEVISDEHGIDPTGSYHGDSDLOLERINVYYNEATGNKYVPRAILVDLEPGTMDS
VRSGPEFGQIFRPDNEFVFGQSGAGNNWAKGHYTEGAELVDSVLDVVRKESESCDCLOGFQLTHSLGGGTGSGMGTL
LISKIREEYPDRIMNTEFSVMPSPKVSDTVVEPYNATLSVHQLVENTDETYCIDNEALYDICFRTLKLTTPTYGDL
NHLVSATMSGVTTCLRFPGQLNADLRKLAVNMVPFPRLHFFMPGFAPL-—-———— QYRALTVPELTQQOMFDSKNMM
AACDPRHGRYLTVAAIFRGRMSMKEVDEQMLNVONKNSSYEFVEWIPNNVKTAVCDIPPRGLKMSATEFIGNSTATIQ
ELFKRISEQFTAMFRRKAFLHWYTGEGMDEMEFTEAESNMNDLVSEYQQYQDA. . . *

>P1l;1pft

MREVISIHVGQAGIQVGNACWELFCLEHGIQPDGOMPSDKASRANDDAFNTFEFSETGAGKHVPRCVEVDLEPTVV
DEVRTGTYROLFHPEQLISGKEDAANNFARGHYTIGKEVIDVCLDRIRKLADNCTGLOGFLMEFSAVGGGTGSGEG
CLMLERLSVDYGKKSKLNFCCWPSPQVSTAVVEPYNSVLSTHSLLEHTDVAIMLDNEAIYDICRRNLDIERPTYT
NLNRLIAQVISSLTASLRFDGALNVDVTEFQTNLVPYPRIHFMLSSYAPVVSAEKAYHEQLSVSEITNSAFEPAN
MMAKCDPRHGKYMACCLMYRGDVVPKDVNAAVATIKTKRTIQFVDWCPTGFKCGINYQPPTVVPGGDLAKVMRAV
CMISNSTAIAEVFSRMDQKFDLMYAKRAFVHWYVGEGMEEGEFSEAREDLAALEKDYEEVGIES/
MREIVHIQAGQCGNQIGAKFWEVISDEHGIDPSGTYCGDSDLOLERVDVEYNEATGGRYVPRAILMDLEPGTMDS
VRAGPFGQLFRPDNFVEFGQTGAGNNWAKGHYTEGAELIDAVLDVVRKEAEGCDCLOGFQITHSLGGGTGSGMGTL
LISKIREEYPDRIMETEFSVEFPSPKVSDTVVEPYNATLSVHQLVENADEVQVIDNEALYDICFRTLKLTTPTYGDL
NHLVSAAMSGVTCSLREPGQLNSDLRKLAVNLIPFPRLHFFMIGFAPLTSRGSQQYRALTVPELTQOMEDAKNMM
CASDPRHGRYLTACAMFRGRMSTKEVDEQMLNVONKNSSYFVEWIPHNTKSSVCDIPPKGLKMAVTEVGNSTAIQ
EMFKRVSDQFTAMFRRKAFLHWYTGEGMDEMEFTEAESNMNDLVSEYQQYQDA . . . *

Figura 14 — Alinhamento dos dimeros de tubulina bovina (402b) e do P. falciparum (“1pft”) utilizado para a
construcdo do modelo estrutural no MODELLER v.9.14.

As barras “/” indicam o término de uma cadeia e o inicio da outra, sinalizando a
construgdo do modelo de um dimero (cadeia a + cadeia ). Os trés pontos “...” a0 final de cada
sequéncia sinalizam que os trés primeiros ligantes (grupo de heterodtomos) presentes no arquivo
da estrutura-molde deverdo ser considerados para a construcdo do modelo e incluidos na
estrutura final modelada. Os ultimos 14 residuos de aminoécido da porcdo C-terminal da cadeia
o ¢ os ultimos 17 da cadeia f foram manualmente excluidos do alinhamento estrutural, pois estas
regibes ndo estdo presentes na estrutura experimental 402b e, além disso, localizam-se na
superficie da proteina e distantes do sitio de ligacdo da colchicina; portanto, estas regides ndo
foram modeladas.

Uma vez preparado o arquivo contendo o alinhamento molde-alvo, no passo
seguinte criamos um script para o MODELLER v.9.14 gerar o modelo tridimensional da

tubulina do P. falciparum a partir deste alinhamento. Este script é apresentado na Figura 15.
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from modeller import *
from modeller.automodel import * # Load the automodel class

log.verbose ()

class MyModel (automodel) :
def special patches(self, aln):
# Rename both chains and renumber the residues in each
self.rename segments (segment ids=['A', 'B'],
renumber residues=[1, 1])
# Another way to label individual chains:

self.chains[0] .name = 'A'
self.chains[1l] .name = 'B'
env = environ ()
# directories for input atom files
env.io.atom files directory = ['.', '../atom files']

# Read in HETATM records from template PDBs
env.io.hetatm = True

# Be sure to use 'MyModel' rather than 'automodel' here!
a = MyModel (env,

alnfile = 'alignmen.ali' , # alignment filename

knowns = '"4o2b"', # codes of the templates

sequence = 'lpft') # code of the target
a.starting model= 2 # index of the first model
a.ending model = 10 # index of the last model

# (determines how many models to

calculate)
a.make () # do homology modeling

Figura 15 — Script utilizado para gerar o modelo por homologia da tubulina do P. falciparum no MODELLER
v.9.14.

O comando “env.io.hetatm = True” sinaliza que o programa deve considerar os
heterodtomos do molde durante a constru¢do do modelo; neste caso, 0s heteroatomos
correspondiam aos ligantes GTP, GDP e colchicina. O termo “alignmen.ali” refere-se ao
alinhamento apresentado na Figura 14, que serviu de base para a construcao do modelo. A partir

deste script, 0 MODELLER gerou nove modelos estruturais da tubulina do P. falciparum.

g. Avaliacdo do modelo

Como ultima etapa da modelagem por homologia, foram utilizados diferentes
métodos para a avaliacdo/validacdo do modelo final gerado.

Primeiramente, foi realizado o upload do arquivo final do modelo em formato pdb
no servidor PDBsum (LASKOWSKI et al., 1997), por meio da opcdo PDBsum Generate. Isto
gerou uma vasta analise estrutural da proteina, como uma analise PROCHECK completa. O

PROCHECK verifica a qualidade estereoquimica da estrutura da proteina, produzindo diversos
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graficos que analisam sua geometria geral e também residuo por residuo; é um programa Util
para avaliar a qualidade de estruturas de proteinas modeladas a partir de estruturas conhecidas
(LASKOWSKI et al., 1993).

Também foram gerados diagramas esquematicos das estruturas secundarias que
compdem as cadeias da tubulina por meio do programa PROMOTIF, o qual analisa um arquivo
de coordenadas atémicas e fornece detalhes sobre os motivos estruturais na proteina
(HUTCHINSON e THORNTON, 1996), além de diagramas das interacdes entre os ligantes e 0s
residuos de aminodcidos da tubulina por meio do programa LIGPLOT v.4.5.3 (WALLACE,
LASKOWSKI e THORNTON, 1995).

O servidor ProSA (Protein Structure Analysis) (PROSA, s.d.; SIPPL, 1993;
WIEDERSTEIN e SIPPL, 2007) também foi utilizado para se avaliar a qualidade do modelo.
Esta é uma ferramenta de diagnostico bem estabelecida e frequentemente utilizada na validacéo
de estruturas de proteinas; é baseada na analise estatistica de todas as estruturas proteicas
disponiveis e calcula um score global de qualidade para uma estrutura especifica. Para isso, foi
realizado o upload das cadeias a e 3 separadamente, gerando um z-score para cada uma.

Outra ferramenta utilizada para se inspecionar a qualidade do modelo gerado foi o
servidor Verify 3D (UCLA MBI, s.d.; BOWIE, LUTHY e EISENBERG, 1991; LUTHY,
BOWIE e EISENBERG, 1992). Este determina a compatibilidade entre o modelo atémico
tridimensional e sua sequéncia de aminoacidos, por meio da atribuicdo de uma classe estrutural
para cada residuo — baseada na sua localizacdo e ambiente — e comparacao dos resultados com
estruturas reconhecidamente de boa qualidade. Para isso, foi feito o upload do arquivo pdb do
modelo no servidor, o qual gerou scores para todos os residuos de aminoacidos do modelo.

Finalmente, também foi realizado o upload do modelo no servidor de avaliacdo de
modelos ModEval (MODEVAL, s.d.). Esta é uma ferramenta para avaliacdo de modelos de
estruturas de proteinas que fornece, entre outros dados, o valor do score GA341 — um score
desenvolvido para se distinguir entre modelos com enovelamento correto ou incorreto (MELO e
SALI, 2007; ERAMIAN et al, 2008).

2.1.5 Docking

Uma vez obtidas as coordenadas tridimensionais dos atomos das lignanas
ariltetralénicas (por modelagem molecular) e da tubulina do P. falcipaum (por modelagem por
homologia), o proximo passo foi realizar o docking molecular. Para esta simulagdo da formagéo

dos complexos tedricos biomolécula-ligantes, foi utilizado o programa GOLD v.5.3.0 (Genetic



58

Optimisation for Ligand Docking), o qual faz uso de um algoritmo genético na busca por
possiveis solu¢bes (JONES, WILLETT e GLEN, 1995; JONES et al., 1997). Em estudo
conduzido por Kontoyianni, McClellan e Sokol (2004), o GOLD foi o programa mais confiavel
para predizer modos de ligacdo, entre cinco dos programas de docking mais utilizados. Uma
revisdo sobre algoritmos genéticos aplicados ao docking molecular e sobre o programa GOLD
estd disponivel na dissertacdo de mestrado apresentada neste mesmo Programa de POs-
Graduagdo (CORREA, 2010).

Neste trabalho, foram realizados dois experimentos de docking, na sequéncia:

1 — redocking e cross-docking da colchicina e da podofilotoxina, respectivamente, na
estrutura 402b. O ligante colchicina foi extraido da prépria 402b, enquanto que a podofilotoxina
foi extraida da estrutura 1sal (RAVELLI et al., 2004);

2 — docking da colchicina, da podofilotoxina e das lignanas ariltetralonicas na tubulina
modelada do P. falciparum.

O primeiro experimento foi realizado na proteina molde (402b) com o objetivo de
se validar os parametros a serem utilizados para o docking na proteina modelada (tubulina do P.
falciparum).

SimulacGes de docking proteina-ligante geralmente ndo sdo aplicadas a toda a
superficie da proteina. Ao inves disso, podem ser utilizadas informacgdes biologicas sobre o alvo
proteico para se determinar o sitio de ligacdo e, entdo, o docking subsequente fica restrito ao sitio
de interesse (GRINTER e ZOU, 2014). Nos experimentos realizados neste trabalho, o sitio de
ligacdo foi definido como sendo composto por todos os atomos da proteina presentes em até 6,0
A ao redor do ligante colchicina.

A funcdo score selecionada para os célculos foi a ChemPLP, a qual tem se
mostrado possuir maiores taxas de sucesso tanto para a predicdo do modo de ligacdo quanto para
experimentos de screening virtual (LIEBESCHUETZ, COLE e KORB, 2012; GOLD USER
GUIDE, 2014). Esta é a funcdo padrao do GOLD v.5.3.0.

Para os parametros do algoritmo genético, foi selecionado o modo Automatic, no
qual o préprio programa calcula automaticamente um nimero otimizado de operac@es genéticas
(crossover, migracdo e mutacdo) dependendo das caracteristicas do ligante (nimero de ligacdes
rotacionaveis, volume do sitio de ligacdo, entre outras) (GOLD USER GUIDE, 2014). Os
parametros evolucionarios pré-definidos pelo GOLD v.5.3.0 em cada célculo foram:

e Numero de operadores genéticos aplicados em cada calculo = entre 33500 e 48000;
e Tamanho da popula¢do (nGmero de cromossomos na populagédo) = 100;

e Pressdo de selecdo = 1.100;
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e Numero de ilhas = entre 3 e 4;
e Tamanho do nicho = 2;
e Pesos dados aos operadores = 95, 95 e 10 para cruzamento, mutacdo e migragéo,

respectivamente.

2.2 Resultados e Discussao

Nesta secdo, serdo apresentados e discutidos os resultados obtidos no trabalho: a
obtencdo da estrutura tridimensional das lignanas ariltetralonicas por modelagem molecular; a
identificacdo do potencial alvo macromolecular destes ligantes, por meio da pesquisa em
diferentes bancos de dados; a obtengéo da estrutura tridimensional da tubulina do P. falciparum
por modelagem por homologia; por fim, a identificagdo do possivel mecanismo de agdo das

lignanas por meio de docking molecular.

2.2.1 A Estrutura Tridimensional das Lignanas Ariltetral6nicas

As lignanas ariltetraldnicas estudadas, descritas por Andrade-Neto et al. (2007) e
cujo mecanismo de acdo ndao € compreendido, foram modeladas utilizando-se os softwares
MarvinSketch 14.12.15.0 e VegaZZ 3.0.5.12 e suas estruturas tridimensionais sdo mostradas na
Figura 16.

Como se pode observar, as estruturas tridimensionais dos compostos 1 a 6 séo
semelhantes, o que ja era esperado uma vez que as Unicas diferencas entre eles sdo 0s
substituintes presentes nos anéis A e C, que podem ser um grupo dimetdxi ou um metilenodioxi,

e a configuracdo dos estereocentros presentes no anel B (Fig. 7).
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Composto 1

Composto 4 Composto 5 Composto 6

Figura 16 — Estruturas tridimensionais das lignanas ariltetral6nicas obtidas por modelagem molecular. Os 4tomos
de carbono sdo representados na cor cinza, os de oxigénio sdo representados em vermelho e os de hidrogénio na cor
branca.

2.2.2 A ldentificacdo do Alvo Bioldgico

Descobrir quais ligantes, dentre uma vasta biblioteca de compostos, sdo provaveis
de se ligarem a uma proteina de interesse ja estd se tornando uma rotina na quimica
computacional. O problema inverso, no entanto, ainda é uma questdo dificil: a partir de um
determinado composto, tentar descobrir seu alvo mais provavel (PAUL et al., 2004). E este foi
um dos pontos principais deste trabalho: identificar o possivel alvo biolégico das lignanas
ariltetralénicas no organismo do P. falciparum causador da maléria, a fim de se elucidar o
mecanismo de acdo destes compostos (ANDRADE-NETO et al., 2007). Para isso, foi realizada
uma busca em diferentes bancos de dados por ligantes estruturalmente semelhantes as lignanas
estudadas (Fig. 11).

Segundo Liu et al. (2007), uma das potenciais aplicagfes de um banco de dados

de afinidades de ligacdo é a de elucidar o mecanismo de a¢do de uma molécula bioldgica: se
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determinado composto quimico de ocorréncia natural inibe a proliferacdo celular, por exemplo,
uma busca em bancos de dados por ligantes quimicamente similares pode revelar um composto

semelhante que se liga a uma proteina conhecida por estar envolvida na regulagdo do ciclo
celular — esta proteina seria, portanto, um possivel alvo.

Os resultados quantitativos obtidos nesta pesquisa estdo resumidos na Tabela 3.

Tabela 3 — Quantidade de compostos quimicos obtidos nos bancos de dados a partir da busca por ligantes similares
a cada uma das lignanas ariltetraldnicas estudadas e a sua subestrutura (Fig. 11)

Banco de Compostos similares
dados 1 2 3 4 5 6 Subestrutura

PubChem 1.150 2.008 2.008 2.008 1.150 1.150 3.386
GenomeNet 609 617 617 617 600 609 6
ZINC 251 197 197 197 282 251 560
CARLSBAD 43 78 78 78 38 43 30
ChEMBL 13 11 11 11 16 13 370
BindingDB 9 34 34 34 7 9 17
ChEBI 1 3 3 3 1 1 7
PDB 0 1 1 1 0 0 3
DrugBank 0 0 0 0 0 0 3
PDBeChem - - - - - - 3

O conjunto de ligantes obtido em cada um destes bancos foi explorado com o
objetivo de se identificar seus alvos biologicos. Foi feita uma andlise selecionando-se apenas 0s
ligantes que possuiam atividade experimental descrita na literatura e alvo macromolecular
conhecido. Os principais compostos quimicos que atenderam a estes critérios sao apresentados

na Tabela 4, juntamente com sua estrutura, seus dados de atividade e alvo proteico.

Tabela 4 — Principais ligantes obtidos, similares as lignanas ariltetralénicas, com alvo conhecido e atividade
experimental determinada

Estrutura Identificacao® Atividade® Alvo proteico Referéncia(s)
' 1Csp: 0,35 uM Tubulina suina Prinz et al. (2011)
0 N .
o Podofilotoxina ICs0: 0,35 uM Tubulinasuina  ickel etal.
<J©E:Q CHEMBL: 61 so- B0 (2010)
0 CID: 10607
SID: 10316808 1Cs0: 0,35 uM Tubulina suina (Szlgll(g; etal.
. .~  ZINC: 03861806

| o ICs0: 0,35 uM Tubulina suina Zuse et al. (2006)
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Tabela 4 (continuacgao) — Principais ligantes obtidos, similares as lignanas ariltetralénicas, com alvo conhecido e
atividade experimental determinada

Estrutura

Identificacao®

Atividade®

Alvo proteico

Referéncia(s)

Podofilotoxina
CHEMBL.: 61
CID: 10607
SID: 10316808
ZINC: 03861806

ICso: 0,35 uM
ICso: 0,46 uM
ICso: 0,46 uM
ICso: 0,46 uM
ICso: 0,59 uM

ICso: 0,60 uM

1Csp: 1,20 uM
1Csp: 1,30 uM
1Csp: 1,40 uM
1Csp: 1,56 uM
1Csp: 1,65 uM
1Cs0: 1,70 pM
1Cs0: 1,70 pM
1Cs0: 3,00 pM
1Cs0: 4,00 pM

1Cs: 23,35 HM

Tubulina suina
Tubulina bovina
Tubulina de rato
Tubulina bovina

Tubulina bovina

Tubulina bovina

Tubulina bovina

Tubulina bovina

Tubulina suina

Tubulina suina

Tubulina suina

Tubulina humana

Tubulina bovina

Tubulina de ovelha

Tubulina bovina

Tubulina de cabra

Prinz et al. (2003)
Hour et al. (2000)
Xia et al. (1998)

Li et al. (1994)
Zhang et al. (1999)

Song, Zhang e
Chang (1994)

Goldbrunner et al.
(1997)

Kuo et al. (1993)

Morgan et al.
(2008)

Li et al. (2005)

Zavala et al.
(1980)

Hallur et al. (2006)

Romagnoli et al.
(2006)

Daley et al. (1998)

Mahboobi et al.
(2006)

Liu et al. (2012)
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Tabela 4 (continuacgao) — Principais ligantes obtidos, similares as lignanas ariltetralénicas, com alvo conhecido e
atividade experimental determinada

Estrutura Identificacao® Atividade® Alvo proteico Referéncia(s)
0
<Omo Desoxipodofilotoxina
CHEMBL.: 149525
: © CID: 72434 1Cs0: 2,10 uM Tubulina suina Zavalaetal.

(1980)
SID: 103398721

ZINC: 01575139

5-metoxipodofilotoxina

CHEMBL.: 292945 . .

CID: 3035544 1Cs0: 5,00 pM Tubulina suina Zhang et al. (2007)
SID: 103258808

ZINC: 26182697

s

~
. 5-(3,4,5-
< trimethoxyphenyl)-
o 5,6,7,8-
tetrahydrobenzo[f] . .
[1,3]benzodioxole 1Cs0: 2,40 pM Tubulina bovina Huber et al. (1991)
‘ CHEMBL.: 81233
0 o~ CID: 15931564
L

SID: 103284240
ZINC: 26488608

8 CHEMBL: CHEMBL ID do composto, atribuido pelo ChEMBL (CHEMBL, s.d.);
CID: Compound Identifier, identificador permanente atribuido pelo PubChem (PUBCHEM, s.d.);
SID: Substance ldentifier, identificador permanente atribuido pelo PubChem (PUBCHEM, s.d.);
ZINC: codigo identificador atribuido pelo ZINC (ZINC, s.d.);

b Atividade medida na forma de 1Cs, — concentracdo do composto necesséria para 50% de inibic&o.

Como principal resultado obtido nesta etapa do trabalho, pode-se destacar que a
podofilotoxina foi identificada em todos os bancos de dados pesquisados como estruturalmente
semelhante as lignanas ariltetralonicas (Tabelas 3 e 4). Nestes mesmos bancos, foi possivel
extrair informacg6es adicionais a respeito deste farmaco e, com isso, identificar seu modo de acéo
e alvos biolégicos.

A podofilotoxina é também uma lignana e tem sua acdo farmacologica
classificada como “moduladora da tubulina”, ou seja, ¢ um agente que interage com a tubulina
para inibir ou promover a polimerizacdo de microttbulos (CHEBI, s.d.; PUBCHEM, s.d. — CID
10607 e SID 103168084). E um farmaco aprovado, utilizado no tratamento de condiloma
acuminado ou verrugas genitais (CHEBI, s.d.; DRUGBANK, s.d.).

Foram encontrados diferentes trabalhos na literatura que descrevem a capacidade

da podofilotoxina em se ligar e inibir a tubulina de diferentes organismos, com atividade
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inibitéria na ordem de micromolar (Tabela 4). Outro resultado expressivo foi obtido a partir da
pesquisa nos bancos de dados de estruturas tridimensionais de macromoléculas biologicas PDB e
PDBeChem, onde foi encontrada a estrutura tridimensional de cédigo PDB 1sal (RAVELLI et
al., 2004) que apresenta a podofilotoxina (sob o cddigo de trés letras POD) complexada ao sitio
de ligacdo da colchicina em uma tubulina bovina.

Além da podofilotoxina, a desoxipodofilotoxina e a 5-metoxipodofilotoxina
também foram identificadas nas buscas. Zavala et al. (1980) mostraram que a
desoxipodofilotoxina inibe a polimerizacdo da tubulina de forma competitiva a colchicina. Ja
Zhang et al. (2007) mostraram que a 5-metoxipodofilotoxina também exibe atividade
antitubulina.

Por fim, o composto 5-(3,4,5-trimethoxyphenyl)-5,6,7,8-tetrahydrobenzo[f]
[1,3]benzodioxole, semelhante aos compostos estudados, também inibe a tubulina bovina
(HUBER et al., 1991).

Portanto, como foram identificados ligantes estruturalmente semelhantes as
lignanas ariltetralonicas e que exibem afinidade experimental pela proteina tubulina de diferentes
organismos, neste trabalho selecionou-se a tubulina do P. falciparum como possivel alvo
biologico destes compostos com atividade antiplasmodial conhecida (ANDRADE-NETO et al.,
2007). Esta proteina plasmodial, no entanto, ndo possui estrutura tridimensional determinada
experimentalmente, de modo que o passo seguinte do trabalho foi realizar sua modelagem

molecular por homologia.

2.2.3 A Estrutura Tridimensional da Tubulina do P. falciparum

A cadeia o da tubulina do P. falciparum, cepa 3D7 (PfTuA), possui uma
sequéncia de 453 aminoacidos, codificada pelo gene PFI0180w localizado no cromossomo 9 do
parasita. Ja a cadeia B da mesma proteina (PfTuB) possui uma sequéncia de 445 aminoéacidos,
codificada pelo gene PF10_0084 localizado no cromossomo 10 do P. falciparum (NCBI, s.d.). A
primeira etapa para se modelar a estrutura tridimensional do dimero desta proteina (PfTu) foi

encontrar proteinas homélogas a cada uma das cadeias, com estrutura conhecida.
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2.2.3.1  Proteinas homdlogas a tubulina do P. falciparum

Em uma analise inicial das sequéncias de aminoacidos da PfTuA e da PfTuB
utilizando o recurso Conserved Domain Database (CDD, s.d.; MARCHLER-BAUER et al.,
2015), identificou-se que ambas possuem dominios reconhecidos como pertencentes a
superfamilia de proteinas tubulina (Fig. 17). O Conserved Domain Database € um recurso que
descreve as unidades funcionais de proteinas. Neste, um specific hit representa uma associacao
de alta confiabilidade entre uma sequéncia proteica e um determinado dominio -
consequentemente, uma alta confiabilidade a respeito da funcdo inferida para a proteina em
questdo. Para cada hit é associado um E-value, parametro que descreve o nimero de resultados
que se espera encontrar ao acaso; isto significa que quanto mais proximo de zero for este valor,
mais significativo sera o resultado.

Para a cadeia a, ¢ possivel observar que praticamente toda sua extensao (intervalo
entre 0s residuos 2-435) corresponde a um dominio de o tubulina (specifc hit), com um E-value
de 0e+00; 0 mesmo ocorre para a cadeia B, a qual corresponde a um dominio de  tubulina (Fig.
17). Além disso, também foram identificados residuos de aminoacidos envolvidos em sitios e
caracteristicas estruturais conservados, como os sitios de ligacdo de nucleotideos e do taxol, alem
do dominio da interface alfa/beta — representados como tridngulos verdes na Figura 17.

Ao realizar a busca por estruturas homdlogas a PFTUA e PfTuB no BLAST e no
FASTA foram encontradas sequéncias de proteinas com mais de 80% de identidade e com
estrutura tridimensional determinada experimentalmente. A maioria destas corresponde a
tubulinas de mamiferos. As Tabelas 5 e 6 mostram os resultados com identidade acima de 80%
obtidos para a PfTuUA e PfTuB, respectivamente.

Nessas tabelas, os scores (tanto para 0 BLAST quanto para o FASTA) sdo valores
numéricos que descrevem a qualidade do alinhamento: quanto maior o valor, maior a
similaridade entre as sequéncias (a escala destes scores depende da matriz de substituicdo
escolhida e das penalidades atribuidas aos gaps durante o alinhamento). J& o E-value representa
0 nimero de resultados que se espera encontrar ao acaso no banco de dados, de modo gque quanto

menor este valor, mais significativo é o resultado.
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Figura 17 — Dominios identificados para as cadeias o e B da tubulina do P. falciparum — sequéncias Q7KQL5
(GARDNER et al., 2002) e Q6ZLZ9 (HALL et al., 2002), respectivamente — utilizando o recurso Conserved
Domain Database.
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Tabela 5 — Proteinas homologas a cadeia o da tubulina do P. falciparum obtidas no BLAST e FASTA para a
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sequéncia Q7KQL5
Cadigo Descricio Score Score E-value E-value Identidade  Positivos
de acesso? ¢ BLAST FASTA BLAST FASTA (%) (%)
1708 A> Cadeiaadamwbulina g0 2634 00  B82E-194 840 95.3
- (Bos taurus)
3HKB A Cadeiaadatubulina oo, 2658 00  1.2E-195 84.2 96.0
- (Ovis aries)
44T A Cadelaadatubulina 44, 2656 00  1.7E-195 84.0 96.0
= (Bos taurus)
3RYC Ac Cadeiaadatubuling g, 2656 00  1.7E-195 84.0 96.0
- (Ovis aries)
ADRX A Cadeiaadatubulina o0 2606 00  1.1E-191 84.7 96.3
- (Ovis aries)
3pu7 a¢ Cadeiaadatubuling g 2632 00  1.2E-193 83.5 95.1
= (Bos taurus)
15a0 A" Cadeiaadatubuling 400 2645 00  12E-194 838 95.8
- (Bos taurus)
1FFX Al Cadeiaadatubuling  oop 2639 00  3.4E-194 836 95.6
= (Bos taurus)
3j6E o)  Cadeiaadatubuling g, 2503 00  11E-190 841 95.9
- (Sus scrofa)
1TuB Ak Cadeiaadatubuling o, 2503 00  1.1E-190 84.1 95.9
- (Sus scrofa)
1FF A1 Cadeiaadawbulina g 2636 00  58E-194 836 95.6

(Bos taurus)

% Cadigo da estrutura no PDB. Estruturas semelhantes sdo agrupadas em uma mesma saida, as quais s&o
apresentadas nos préximos itens.

b Estruturas no mesmo grupo: 1Z2B_C

¢ Estruturas no mesmo grupo: 3HKB_C; 3HKC_A; 3HKC_C; 3HKD_A; 3HKD_C; 3HKE_A; 3HKE_C; 3N2G_A,
3N2G_C; 3N2K_A; 3N2K_C

¢ Estruturas no mesmo grupo: 414T_C; 4155_A; 4155_C; 41HJ_A; 4IH] C

¢ Estruturas no mesmo grupo: 3RYC_C; 3RYF_A; 3RYF_C; 3RYH_A; 3RYH_C; 3RYI_A; 3RYI_C; 4F61_A;
4F61_C; 4F6R_A; 3UT5_A; 3UT5_C; 4EB6_A; 4EB6_C; 4150_A; 4150_C; 411J_A; 411J_C; 4HNA_A; 402A_A;
402A_C; 402B_A; 402B_C; 404H_A; 404H_C; 4041_A; 4041_C; 404J_A; 404)_C; 404L_A; 404L_C;
ATUY_A; 4TUY_C; 4TV8_A; 4TV8_C; 4TV9_A; 4TVI_C; 4LNU_A; 3J8X_A,; 3J8Y_A; 4WBN_A; 4WBN_C

" Estruturas no mesmo grupo: 4DRX_C

9 Estruturas no mesmo grupo: 3DU7_C; 3E22_A; 3E22_C
_h Estruturas no mesmo grupo: 1SA0_C; 1SA1_A; 1SAl1 C; 3EDL _F
" Estruturas no mesmo grupo: 1FFX_C; 1IA0_A; 2HXF_A; 2HXH_A; 2P4N_A

I Estruturas no mesmo grupo: 3J6E_C; 3J6F_A; 3J6F_C; 316G_A; 316G_C
K Estruturas no mesmo grupo: 1ITVK_A

! Estruturas no mesmo grupo: 3EDL_A; 3DCO_A; 2WBE_A; 31Z0_A; 4ABO_B; 4ABO_D; 3J1T_B; 3J1U_B;
3J2U_A; 3J2U_C; 4UXO_A; 4UXP_A; 4UXR_A; 4UXS_A; AUXT_A; 4UXY_A; 4UY0_A; 3J71_A; 3J6P_A
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sequéncia Q6ZLZ9
Cadigo Descricio Score Score E-value  E-value Identidade Positivos
de acesso® ¢ BLAST FASTA BLAST FASTA (%) (%)
4DRx pb Cadeiaadatubulina  oog 2654 00  21E-177 88.6 97.7
- (Ovis aries)
461 pe  Cadeiacdatubuling - ogg 2725 00  2.4E-182 88.3 97,5
- (Ovis aries)
gpy7 g¢ Cadeiaadatubuling g 2724 00  2.8E-182 88.3 97,5
- (Bos taurus)
44T e Cadeia adatubulina 797 2726 0.0 2.0E-182 88.3 97.5
- (Bos taurus)
170 gt Cadeiaadatubulina g, 2723 00  3.3E-182 88.3 97.3
- (Bos taurus)
1FFx po Cadeiaadatubuling o0 2703 00  82E-181 87.9 96.9
- (Bos taurus)
oxRp A Cadeiaadatubuling - Sqq 2723 00  3.3E-182 88.3 97.3
= (Bos taurus)
srRyc pi Cadeiaadatubulina  oqp 2717 00  8.7E-182 87.9 97.3
- (Ovis aries)
qNy g Cadeiaadatubuling g, 2715 00  1.2E-181 87.4 97.3
- (Ovis aries)
iTug g Cadeia a da tubulina 791 2635 0.0 4.3E-176 88.8 97.4
- (Sus scrofa)
auyo g Cadeiaadatwbuling g 2628 00  13E-175 887 97.4

(Bos taurus)

8 Cadigo da estrutura no PDB. Estruturas semelhantes sdo agrupadas em uma mesma saida, as quais sdo
apresentadas nos préximos itens.

b Estruturas no mesmo grupo: ADRX_D

¢ Estruturas no mesmo grupo: 4F61_D; 4HNA_B; 3J8X_B; 3J8Y_B
¢ Estruturas no mesmo grupo: 3DU7_D; 3E22_B; 3E22_D; 3HKB_B; 3HKB_D; 3HKC_B; 3HKC_D; 3HKD_B;
3HKD_D; 3HKE_B; 3HKE_D; 3N2G_B; 3N2G_D; 3N2K_B; 3N2K_D
¢ Estruturas no mesmo grupo: 414T_D; 4150 _B; 4150 _D; 4155 _B; 4155 _D; 411J_B; 411J_D; 4IH) B; 41HJ_D;
402A_B; 402A _D; 402B_B; 402B_D; 404H_B; 404H_D; 4041_B; 4041_D; 404J B; 404J)_D; 404L_B;
404L_D; 4TUY_B; 4TUY_D; 4TV8_B; 4TV8_D; 4TV9_B; 4TV9_D; 4WBN_B; 4WBN_D

" Estruturas no mesmo grupo: 1Z22B D

9 Estruturas no mesmo grupo: 1FFX_D; 1JFF _B; 11A0_B; 1SA0_B; 1SA0_D; 1SA1_B; 1SAl1 D; 2HXF B;
2HXH_B; 2P4AN_B; 3EDL_B; 3EDL_G; 3DCO_B; 2WBE_B; 31Z0_B; 4ABO_A; 4ABO_C; 3J2U_B; 3J2U_D;
4UXO_B; 4UXP_B; 4UXR_B; 4UXS_B; 4UXT_B; 4UXY_B; 3J71_B; 3J6P_B
" Estruturas no mesmo grupo: 2XRP_C; 4ATU_A; 4ATU_C; 4ATX_A; 4AQV_B; 4AQW_B; 4CK5_B; 4CK6_B;

4CK7_B

' Estruturas no mesmo grupo: 3RYC_D; 3RYF_B; 3RYF_D; 3RYH_B; 3RYH_D; 3RYI_B; 3RYI_D; 4F6R_B;

3UTR_B; 3UTR_D; 4EB6_B; 4EB6_D

I Estruturas no mesmo grupo: 1TVK_B; 3J1T_C; 3J1U_C; 3J6E_B; 3J6E_D; 3J6F B; 3J6F D; 3J6G_B; 316G_D

Para um experimento de modelagem por homologia, a sequéncia-alvo deve

apresentar a0 menos 30% de identidade sequencial com um molde estrutural (MARTI-RENOM

et al., 2000). Sendo assim, levando-se em conta apenas a identidade sequencial, qualquer uma

das estruturas de tubulina apresentadas nas Tabelas 5 e 6 poderiam, a principio, servir como

molde neste trabalho — todas apresentam mais de 83% de identidade.
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Como foram obtidas quase 50 proteinas homdlogas, com uma faixa muito

proxima de identidade, score e E-value (Tabelas 5 e 6), foi necessario realizar um estudo

estrutural destas macromoléculas para se escolher o melhor molde para a construcdo do modelo.

Para isso, todas as estruturas de tubulina com identidade maior do que 80% em relagdo a

sequéncia-alvo foram extraidas do PDB, sobrepostas e analisadas. A partir da sobreposicdo

estrutural (Fig. 18), identificou-se o sitio de ligacdo ocupado pelos ligantes de cada proteina

candidata a molde.

A relacdo destas estruturas aparece na Tabela 7, bem como informagdes

importantes para a escolha do molde, como: presenca de ligante e seu respectivo sitio de ligacao,

resolucéo da estrutura, R-value e fonte.

Cadeia

Sitio da
colchicina

=SNG
e

A B0
V“' Sitio do

taxol

Sitio da
vimblastina

Cadeia o

Figura 18 — Sobreposicdo das estruturas de tubulina obtidas a partir do PDB (Tabela 7).



Tabela 7 — Relaco das struturas experimentais das tubulinas depositadas no PDB
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Cddigo® Ligante(s) Sitio(s) 'Véf(tpo_fo F\E'e&s)f I?(g/gslje Fonte - Referéncia
1ffx - i RX 395 0267 Bostaurus ggigmaL
lia0 Docetaxel Taxol ME 15,00 - Sus scrofa éi(;(gf)wa etal.
1jff Taxol Taxol ME 3,50 - Bostaurus  Ldwe et al. (2001)
1sa0  Colchicina Colchicina RX 3,58 0,233  Bostaurus (RZ%\{)eAIfI)i etal.
1sal  Podofilotoxina  Colchicina RX 420 0206 Bostaurus (Rzao‘gei;i etal.
1tub Docetaxel Taxol ME 3,70 - Sus scrofa ggg\?{:ﬁ%\gggg
ltvk  EpotilonaA  Taxol ME 2,89 - Bos taurus ggaﬁam-
Ly o CAOmad0 oxz sestans G
ohxf  Taxol Taxol ME 1000 -  Susscrofa ﬁ:rgsmae(zoo .
2hxh  Taxol Taxol ME 11,00 -  Susscrofa ﬁ:rgsxae(zoo .
2pin Taxol Taxol ME 900 -  Bostaurus E”Q@ﬁ'ﬁrge(zooy)
we Twol  Teol  ME . sm - mesans ool
2xrp - - - ME 8,20 - Bos taurus g’;{g;o' etal.
3dco  Taxol Taxol ME 11,00 - Bos taurus E:Z%%hg)"’m etal
3du7 nggg)zii?lz A \C/(i)rlrz:gligsi?i?la RX 4,10 0,218 Bos taurus (Czc())rorgi)er etal.
T SR ot
3edl _?g)l(((:)r;icina _?g)l(%r;icina ME 28,00 - Bos taurus ;rzeg]d;ice e Sosa
Shkb - : RX 385 0216 Ovisaries oo et
3hke E70 Colchicina RX 3,80 0,206 Ovis aries ?Z%r(;ge)ms etal.
3hkd N16 Colchicina RX 3,70 0,212 Ovis aries Dorléans et al.

(2009)
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Tabela 7 (continuagdo) — Relacdo das struturas experimentais das tubulinas depositadas no PDB

i a . . Método Res. R-value A
Cadigo Ligante(s) Sitio(s) exp.” A) (0bs.) Fonte Referéncia
3hke  T13 Colchicina RX 360 0209  Ovis aries (Dz%gg‘)’”s etal.
. Alushin et al.
3iz0 Taxol Taxol ME 8,60 - Bos taurus (2010)
3n2g  G2N Colchicina RX 4,00 0211  Ovisaries (Bzﬂf(')‘;r etal.
32k K2N Colchicina RX 400 0225  Ovisaries Zagfé‘;r etal.
Nawrotek,
3ryc - - RX 2,10 0,172 Ovis aries  Knossow e Gigant
(2011)
Nawrotek,
3ryf - - RX 2,52 0,170 Ovis aries  Knossow e Gigant
(2011)
Nawrotek,
3ryh - - RX 2,80 0,168 Ovis aries  Knossow e Gigant
(2011)
Nawrotek,
3ryi - - RX 2,40 0,169 Ovis aries  Knossow e Gigant
(2011)
Colchicina Colchicina L Ranaivoson et al.
3uts Ustilotoxin D Vimblastina RX 2,73 0,186 Ovis aries (2012)
Maurer et al.
4abo - - ME 8,60 - Sus scrofa (2012)
L Pecqueur et al.
4drx - - RX 2,22 0,161 Ovis aries (2012)
4eb6 Vimblastina Vimblastina RX 3,47 0,215 Ovis aries (RZ%nlazlz/oson etal.
L Mignot et al.
4161 - - RX 4,17 0,242 Ovis aries (2012)
L Mignot et al.
4f6r - - RX 2,64 0,178 Ovis aries (2012)
4iat Zampanolida Taxol RX 1,80 0,173 Bos taurus  Prota et al. (2013a)
4i50 Epotilona A Taxol RX 2,30 0,193 Bos taurus  Prota et al. (2013a)
4i55 - - RX 2,20 0,169 Bos taurus  Prota et al. (2013a)
4ihj - - RX 2,00 0,170 Bos taurus  Prota et al. (2013b)
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Tabela 7 (continuagdo) — Relacdo das struturas experimentais das tubulinas depositadas no PDB

i a . - Método Res. R-value A
Cadigo Ligante(s) Sitio(s) exp.” A) (0bs.) Fonte Referéncia

4iij - - RX 2,60 0,199 Bos taurus  Prota et al. (2013b)

402a BAL27862 Colchicina RX 2,50 0,196 Bos taurus  Prota et al. (2014a)

402b  Colchicina  Colchicina RX 230 0,18  Bostaurus (Pzr(;’fjae)t al.

404h Laulimalida Unico RX 2,10 0,194 Bos taurus  Prota et al. (2014b)

aoaj  Lulimalida  Unico RX 240 0190 Bostaurus Protaetal. (2014b)
Epotilona A Taxol

404j Pelorusida A Unico RX 2,20 0,203 Bos taurus  Prota et al. (2014b)

o4y  PelorusidaA - Unico RX 220 0188 Bostaurus Protaetal. (2014b)
Epotilona A Taxol

4tuy Rizoxina Qnico RX 2,10 0,186 Bos taurus  Prota et al. (2014c)

4tv8 Maitansina Unico RX 2,10 0,191 Bos taurus  Prota et al. (2014c)

4tv9 PM060184 Unico RX 2,00 0,182 Bos taurus  Prota et al. (2014c)

& Cadigo da estrutura no PDB.

® Método experimental para obtencdo da estrutura tridimensional: difracdo de Raios X (RX) ou microscopia
eletrénica (ME);

¢ Resolugdo da estrutura.

O primeiro item analisado para a escolha da tubulina-molde para o trabalho de
modelagem foi a presenca de ligantes na proteina. Para a composicdo da Tabela 7, foram
considerados como “ligantes” apenas os inibidores da tubulina, excluindo, portanto, moléculas
como o GDP, GTP e outros compostos oriundos do processo de cristalizacdo. Foi observado, por
meio da sobreposicdo estrutural, que a maioria destes ligantes ocupa um dos trés sitios de ligacédo
conhecidos para a tubulina: sitio do taxol, da colchicina ou da vimblastina (Fig. 18). Sete
ligantes, no entanto, encaixam-se em regides diferentes da proteina, as quais foram tratadas
como “sitio unico” (Tabela 7).

Segundo Fiser e Sali (2003), o critério para se selecionar um molde deve estar
relacionado com o objetivo do modelo: se o objetivo for construir um modelo proteina-ligante,
por exemplo, a escolha de um molde que contenha um ligante similar €, possivelmente, mais
importante do que a propria resolucdo da estrutura. Grinter e Zou (2014) também sugerem que
selecionar um molde baseado na ocupacdo do ligante no sitio de interesse pode produzir um
modelo mais adequado para estudos de docking do que escolher baseado apenas na identidade
sequencial. Com base neste critério, mantiveram-se como candidatas a molde apenas as
estruturas de tubulina experimentais contendo ligantes complexados ao sitio da colchicina
(Tabela 7) — sitio onde sera realizado o docking molecular das lignanas ariltetralénicas neste
trabalho.

Com relagdo a qualidade estrutural, a resolugdo e o R-value das proteinas também

foram itens considerados para a selecdo do molde. Cada estrutura experimental apresenta uma
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resolucdo, que é uma medida da qualidade dos dados coletados do cristal da proteina. Estruturas
com resolucdo igual ou superior a 3 A sdo consideradas de baixa resolugdo. Como regra geral,
quanto menor este valor, mais confiavel é a localizacdo dos &tomos na estrutura. Para cada
estrutura determinada por difracdo de Raios X também h&a um R-value associado. O R-value é a
medida da qualidade do modelo atémico obtido a partir dos dados cristalograficos: um grupo
totalmente aleatério de dtomos gera um R-value de cerca de 0,63, enquanto que um resultado
“perfeito” geraria um valor de 0; normalmente, estes valores sdo aproximadamente 0,20. Sendo
assim, dentre as tubulinas contendo ligantes no sitio da colchicina, considerou-se aquelas que
apresentavam menores valores de resolucéo e R-value.

O ultimo item analisado para a escolha do molde foi a fonte das tubulinas. Foram
obtidas proteinas de trés organismos diferentes: boi (Bos taurus), javali (Sus scrofa) e ovelha
(Ovis aries). A fim de se verificar as diferencas sequenciais entre as proteinas destes mamiferos,
foi realizado o alinhamento maltiplo entre as sequéncias FASTA das cadeias a e B de cada
organismo. Para fins de comparacdo, as sequéncias da tubulina do P. falciparum e humana foram
incluidas nesses alinhamentos (Figs. 19 e 20). Como resultado, pode-se observar que ndo ha uma
diferenca significativa entre as sequéncias de boi, javali ou ovelha, de modo que a fonte da
tubulina, portanto, ndo foi adotada como um critério para selecdo do molde.

Por possuir um ligante complexado no sitio de interesse — colchicina ligada no
sitio da colchicina — e, além disso, apresentar caracteristicas estruturais (resolucdo e R-value)
mais adequadas do que as demais tubulinas com ligantes no mesmo sitio, a estrutura 402b
(PROTA et al., 2014a), em destaque na Tabela 7, foi a selecionada como molde para a
modelagem por homologia da tubulina do P. falciparum. A 402b corresponde a estrutura
tridimensional da tubulina bovina (Bos taurus) determinada por difracdo de Raios X, com
resolucdo de 2,30 A,
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tr|Q6ZLZ9|Q6ZLZ9 PLAF7
sp|P68366| TBA4A HUMAN
3UTS5:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
402B:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
4ABO:B|PDBID|CHAIN|SEQUENCE

tr|Q6ZLZ9|Q6ZLZ9 PLAF7
sp|P68366| TBA4A HUMAN
3UTS5:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
402B:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
4ABO:B|PDBID|CHAIN|SEQUENCE

trQ6zLZz9|Q67ZLZ9 PLAF7
sp|P68366| TBA4A HUMAN
3UT5:A| PDBID|CHAIN|SEQUENCE
402B:A| PDBID|CHAIN|SEQUENCE
4ABO:B|PDBID|CHAIN|SEQUENCE

trQ6zLZ9|Q67ZLZ9 PLAF7
sp|P68366| TBA4A HUMAN
3UT5:A| PDBID|CHAIN|SEQUENCE
402B:A| PDBID|CHAIN|SEQUENCE
4ABO:B|PDBID|CHAIN|SEQUENCE

tr|Q62L29|Q62L29 PLAF7
sp|P68366| TBA4A HUMAN
3UTS5:A|PDBID|CHAIN| SEQUENCE
402B:A|PDBID|CHAIN| SEQUENCE
4ABO:B|PDBID|CHAIN| SEQUENCE

tr|Q62L729|Q6ZL29 PLAF7
sp|P68366| TBA4A HUMAN
3UTS5:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
402B:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
4ABO:B|PDBID|CHAIN | SEQUENCE

tr|Q6ZLz9|Q6Z2LZ9 PLAF7
sp|P68366| TBA4A HUMAN
3UTS5:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
402B:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
4ABO:B|PDBID|CHAIN | SEQUENCE

tr|Q6ZLz9|Q6Z2LZ9 PLAF7
sp|P68366| TBA4A HUMAN
3UTS5:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
402B:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
4ABO:B|PDBID|CHAIN|SEQUENCE

MREVISIHVGQAGIQVGNACWELFCLEHGIQPDGOMPSDKASRANDDAEFNTEFEFSETGAGK
MRECISVHVGQAGVOMGNACWELYCLEHGIQPDGOMPSDKTIGGGDDSFTTFFCETGAGK
MRECISIHVGQAGVQIGNACWELYCLEHGIQPDGOMPSDKTIGGGDDSENTEFEFSETGAGK
MRECISIHVGQAGVQIGNACWELYCLEHGIQPDGOMPSDKTIGGGDDSENTFEFSETGAGK
MRECISTHVGQAGVQIGNACWELYCLEHGIQPDGOMPSDKTIGGGDDSEFNTFFSETGAGK

KAK AKX e AXKAKAAK e K e AAXKAAAK e AAX A A A A A A A AKX A KKK o KK ek KAk KA KK KK

HVPRCVFVDLEPTVVDEVRTGTYRQLFHPEQLISGKEDAANNFARGHYTIGKEVIDVCLD
HVPRAVFVDLEPTVIDEIRNGPYRQLFHPEQLITGKEDAANNYARGHYTIGKEIIDPVLD
HVPRAVFVDLEPTVIDEVRTGTYRQLFHPEQLITGKEDAANNYARGHYTIGKEIIDLVLD
HVPRAVFVDLEPTVIDEVRTGTYRQLFHPEQLITGKEDAANNYARGHYTIGKEIIDLVLD
HVPRAVFVDLEPTVIDEVRTGTYRQLFHPEQLITGKEDAANNYARGHYTIGKEIIDLVLD

KAKKAK AAAAAAKAAK e AKX ek K& AAAAAAAAKAAK s AA XA AKX AKX e KA XA A AKX KK o XK * *

RIRKLADNCTGLQGFLMFSAVGGGTGSGFGCLMLERLSVDYGKKSKLNFCCWPSPQVSTA
RIRKLSDQCTGLQGFLVFHSFGGGTGSGFTSLLMERLSVDYGKKSKLEFSIYPAPQVSTA
RIRKLADQCTGLQGFLVFHSFGGGTGSGFTSLLMERLSVDYGKKSKLEFSIYPAPQVSTA
RIRKLADQCTGLQGFLVFHSFGGGTGSGFTSLLMERLSVDYGKKSKLEFSIYPAPQVSTA
RIRKLADQCTGLQGFSVFHSFGGGTGSGFTSLLMERLSVDYGKKSKLEFSIYPAPQVSTA

KAKKAK e ke AAKXKAKAKAKX ok o KA XKAKAK KK Ko s KAKXKA AKX KA AKX KKK o % ek e KKK KKK

VVEPYNSVLSTHSLLEHTDVAIMLDNEATIYDICRRNLDIERPTYTNLNRLIAQVISSLTA
VVEPYNSILTTHTTLEHSDCAFMVDNEAIYDICRRNLDIERPTYTNLNRLISQIVSSITA
VVEPYNSILTTHTTLEHSDCAFMVDNEAIYDICRRNLDIERPTYTNLNRLISQIVSSITA
VVEPYNSILTTHTTLEHSDCAFMVDNEAIYDICRRNLDIERPTYTNLNRLISQIVSSITA
VVEPYNSILTTHTTLEHSDCAFMVDNEAIYDICRRNLDIERPTYTNLNRLIGQIVSSITA

KAKAA KA K e ke hkhke KHAKek Kok eoe AAAAAAAAAAA A AKX A A AKX AKX AKX AKX KKK Ko o kk o kK

SLRFDGALNVDVTEFQTNLVPYPRIHFMLSSYAPVVSAEKAYHEQLSVSEITNSAFEPAN
SLRFDGALNVDLTEFQTNLVPYPRIHFPLATYAPVISAEKAYHEQLSVAEITNACFEPAN
SLRFDGALNVDLTEFQTNLVPYPRIHFPLATYAPVISAEKAYHEQLSVAEITNACFEPAN
SLRFDGALNVDLTEFQTNLVPYPRIHFPLATYAPVISAEKAYHEQLSVAEITNACFEPAN
SLRFDGALNVDLTEFQTNLVPYPRGHFPLATYAPVISAEKAYHEQLSVAEITNACFEPAN

KAAA AKX A A A AR e AAKA KA A A A KA A KK Ak ke s kA Ak e kAKX A A AKX A A A Ak e Ak Kk ke KAk kk

MMAKCDPRHGKYMACCLMYRGDVVPKDVNAAVATIKTKRTIQFVDWCPTGFKCGINYQPP
OMVKCDPRHGKYMACCLLYRGDVVPKDVNAAIAATIKTKRSIQFVDWCPTGEFKVGINYQPP
OMVKCDPRHGKYMACCLLYRGDVVPKDVNAAIATIKTKRSIQFVDWCPTGEFKVGINYQPP
OMVKCDPRHGKYMACCLLYRGDVVPKDVNAAIATIKTKRSIQFVDWCPTGEFKVGINYQPP
OMVKCDPRHGKYMACCLLYRGDVVPKDVNAAIATIKTKRTIQFVDWCPTGFKVGINYEPP

K A KA A A A A A A A A A AR e A A A A A A A A A A KK e ke kA KAk e A AKX A AR K Ak Kk k o kk

TVVPGGDLAKVMRAVCMISNSTAIAEVFSRMDQKFDLMYAKRAFVHWYVGEGMEEGEFSE
TVVPGGDLAKVQRAVCMLSNTTAIAEAWARLDHKFDLMYAKRAFVHWYVGEGMEEGEFSE
TVVPGGDLAKVQRAVCMLSNTTAIAEAWARLDHKFDLMYAKRAFVHWYVGEGMEEGEFSE
TVVPGGDLAKVQRAVCMLSNTTAIAEAWARLDHKFDLMYAKRAFVHWYVGEGMEEGEFSE
TVVPGGDLAKVQRAVCMLSNTTAIAEAWARLDHKFDLMYAKRAFVHWYVGEGMEEGEFSE

KA A A A KA KK AA Ak ek ke kA KAA K o e kekoe kA XA A A A A A A A A A A A A A A A A ARk k Kk

AREDLAALEKDYEEVGIESNEAEGEDEGYEADY
AREDMAALEKDYEEVGIDSYEDEDEGEE-----—
AREDMAALEKDYEEVGVDSVEGEGEEEGEEY--
AREDMAALEKDYEEVGVDSVEGEGEEEGEEY --
AREDMAALEKDYEEVGVDSVEGEGEEEGEEY --

Khkkkoekhkhkhkhkhhhhhe ok * * * *

Figura 19 — Alinhamento multiplo, feito utilizando o Clustal Omega (CLUSTAL OMEGA, s.d.), entre as cadeias o
das tubulinas do P. falciparum (Q6ZLZ9 no UniProt), humana (P68366 no UniProt), de boi (402B no PDB), de
ovelha (3UT5 no PDB) e de javali (4ABO no PDB). Os asteriscos (“*””) indicam posi¢des onde ha residuos
totalmente conservados; dois-pontos (“:””) indicam a conservagéo entre grupos de propriedades fortemente similares;
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um ponto (“.”) indica a conservagdo entre grupos de propriedades fracamente similares.
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sp|Q7KQL5 | TBB_PLAF7
sp|P04350 | TBB4A HUMAN
4ABO:A | PDBID|CHAIN|SEQUENCE
3UT5:B|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
402B:B|PDBID|CHAIN|SEQUENCE

sp|Q7KQL5 | TBB_ PLAF7
sp|P04350 | TBB4A HUMAN
4ABO:A | PDBID|CHAIN|SEQUENCE
3UT5:B|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
402B:B|PDBID|CHAIN|SEQUENCE

sp|Q7KQLS5 | TBB_PLAF7
sp|P04350 | TBB4A HUMAN
4ABO:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
3UT5:B|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
402B:B|PDBID|CHAIN|SEQUENCE

sp|Q7KQLS5 | TBB_PLAF7
sp|P04350 | TBB4A_ HUMAN
4ABO:A | PDBID|CHAIN|SEQUENCE
3UT5:B| PDBID|CHAIN|SEQUENCE
402B:B|PDBID|CHAIN|SEQUENCE

sp|Q7KQLS5 | TBB PLAF7
sp|P04350| TBB4A HUMAN
4ABO:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
3UT5:B|PDBID | CHAIN| SEQUENCE
402B:B|PDBID|CHAIN| SEQUENCE

sp|Q7KQLS5 | TBB_PLAF7
sp|P04350 | TBB4A_ HUMAN
4ABO:A|PDBID|CHAIN | SEQUENCE
3UT5:B|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
402B:B|PDBID|CHAIN|SEQUENCE

sp|Q7KQLS5 | TBB_PLAF7
sp|P04350 | TBB4A_HUMAN
4ABO:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
3UT5:B|PDBID|CHAIN | SEQUENCE
402B:B|PDBID|CHAIN|SEQUENCE

sp|Q7KQLS5 | TBB_PLAF7
sp|P04350 | TBB4A_HUMAN
4ABO:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
3UT5:B|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
402B:B|PDBID|CHAIN|SEQUENCE

MREIVHIQAGQCGNQIGAKFWEVISDEHGIDPSGTYCGDSDLQLERVDVEYNEATGGRYV
MREIVHLQAGQCGNQIGAKFWEVISDEHGIDPTGTYHGDSDLQLERINVYYNEATGGNYV
MREIVHIQAGQCGNQIGAKFWEVISDEHGIDPTGSYHGDSDLQLERINVYYNEAAGNKYV
MREIVHIQAGQCGNQIGAKFWEVISDEHGIDPTGSYHGDSDLQLERINVYYNEATGNKYV
MREIVHIQAGQCGNQIGAKFWEVISDEHGIDPTGSYHGDSDLQLERINVYYNEATGNKYV

KAKKKAK ¢« AA XA A A A A A A A A A AKX A A A A AKX A A AKX e K ek AXAKAAAAA AKX o o ke AAKK o % * *

PRAILMDLEPGTMDSVRAGPFGQLFRPDNFVEFGQTGAGNNWAKGHYTEGAELIDAVLDVV
PRAVLVDLEPGTMDSVRSGPFGQIFRPDNFVFGQSGAGNNWAKGHYTEGAELVDAVLDVV
PRAILVDLEPGTMDSVRSGPFGQIFRPDNFVFGQSGAGNNWAKGHYTEGAELVDSVLDVV
PRAILVDLEPGTMDSVRSGPFGQIFRPDNFVFGQSGAGNNWAKGHYTEGAELVDSVLDVV
PRAILVDLEPGTMDSVRSGPFGQIFRPDNFVFGQSGAGNNWAKGHYTEGAELVDSVLDVV

KAK oK e KA XA KA AKX KAKAAK s AAKAAK e AA XX AKX AKX AKX s AA XA AKX A A A A AKX A AKX K o ke KA KKK

RKEAEGCDCLQGFQITHSLGGGTGSGMGTLLISKIREEYPDRIMETEFSVEFPSPKVSDTVV
RKEAESCDCLQGFQLTHSLGGGTGSGMGTLLISKIREEFPDRIMNTEFSVVPSPKVSDTVV
RKESESCDCLQGFQLTHSLGGGTGSGMGTLLISKIREEYPDRIMNTEFSVVPSPKVSDTVV
RKESESCDCLQGFQLTHSLGGGTGSGMGTLLISKIREEYPDRIMNTEFSVMPSPKVSDTVV
RKESESCDCLQGFQLTHSLGGGTGSGMGTLLISKIREEYPDRIMNTEFSVMPSPKVSDTVV

KA K ek AAKAAKAKAAK e AA XA A A A A AKX A A A A AKX AKX AKX KA AKX e AKX KKK e AA KK KA XXX KKK KK

EPYNATLSVHQLVENADEVQVIDNEALYDICFRTLKLTTPTYGDLNHLVSAAMSGVTCSL
EPYNATLSVHQLVENTDETYCIDNEALYDICFRTLKLTTPTYGDLNHLVSATMSGVTTCL
EPYNATLSVHQLVENTDETYCIDNEALYDICFRTLKLTTPTYGDLNHLVSATMSGVTTCL
EPYNATLSVHQLVENTDETYSIDNEALYDICFRTLKLTTPTYGDLNHLVSATMSGVTTCL
EPYNATLSVHQLVENTDETYCIDNEALYDICFRTLKLTTPTYGDLNHLVSATMSGVTTCL

RR R R R I S R AR R R R R R R R I I I S SR *

RFPGQLNSDLRKLAVNLIPFPRLHFFMIGFAPLTSRGSQQYRALTVPELTQQOMFDAKNMM
RFPGQLNADLRKLAVNMVPFPRLHFFMPGFAPLTSRGSQQYRALTVPELTQQOMFDAKNMM
RFPGQLNADLRKLAVNMVPFPRLHFFMPGFAPLTSRGSQQYRALTVPELTQQOMFDAKNMM
RFPGQLNADLRKLAVNMVPFPRLHFFMPGFAPLTSRGSQQYRALTVPELTQOMFDSKNMM
RFPGQLNADLRKLAVNMVPFPRLHFFMPGFAPLTSRGSQQYRALTVPELTQOMFDSKNMM

KAKAAAAK e AA KA A KA A K o o AAKXKA AKX A AKX A A A A A A A A A A A A A A AR KK o AKXk

CASDPRHGRYLTACAMFRGRMSTKEVDEQMLNVQONKNSSYFVEWIPHNTKSSVCDIPPKG
AACDPRHGRYLTVAAVFRGRMSMKEVDEQMLSVQSKNSSYFVEWIPNNVKTAVCDIPPRG
AACDPRHGRYLTVAAVFRGRMSMKEVDEQMLNVQNKNSSYFVEWIPNNVKTAVCDIPPRG
AACDPRHGRYLTVATIFRGRMSMKEVDEQMLNIQNKNSSYFVEWIPNNVKTAVCDIPPRG
AACDPRHGRYLTVAAIFRGRMSMKEVDEQMLNVQONKNSSYFVEWIPNNVKTAVCDIPPRG

* kK kKK kK Kk k s e kKA KA KK KAAKAAAKAAK ok KA AAA A A A A Ak k ke o kAKX KKKk ok

LKMAVTFVGNSTAIQEMFKRVSDQFTAMFRRKAFLHWYTGEGMDEMEFTEAESNMNDLVS
LKMAATFIGNSTAIQELFKRISEQFTAMFRRKAFLHWYTGEGMDEMEFTEAESNMNDLVS
LKMSATFIGNSTAIQELFKRISEQFTAMFRRKAFLHWYTGEGMDEMEFTEAESNMNDLVS
LKMSSTFIGNSTAIQELFKRISEQFTAMFRRKAFLHWYTGEGMDEMEFTEAESNMNDLVS
LKMSATFIGNSTAIQELFKRISEQFTAMFRRKAFLHWYTGEGMDEMEFTEAESNMNDLVS

KhK e KKk e AAAAAAAK e kA Kk ok o kA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AR AR KKKk

EYQQYQODATAEEEGEFEEEEGDVEA
EYQQYQODATAE-EGEFEEEAEEEVA
EYQQYQODATADEQGEFEEEGEEDEA
EYQQYQODATADEQGEFEEEEGEDEA
EYQQYQODATADEQGEFEEEEGEDEA

Khkkhkhkhhk kKo ohkkAkKKK . *

Figura 20 — Alinhamento multiplo, feito utilizando o Clustal Omega (CLUSTAL OMEGA, s.d.), entre as cadeias
das tubulinas do P. falciparum (Q7KQL5 no UniProt), humana (P04350 no UniProt), de boi (402B no PDB), de
ovelha (3UT5 no PDB) e de javali (4ABO no PDB).
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2.2.3.3  Alinhamento sequencial alvo-molde

Para se construir um modelo, os softwares de modelagem por homologia se
baseiam em uma lista de equivaléncia estrutural entre os residuos de aminoacidos da proteina
alvo e do molde. Esta lista é definida pelo alinhamento das suas sequéncias. O alinhamento
global entre a cadeia a da tubulina do P. falciparum e a mesma cadeia da tubulina 402b
selecionada como molde é mostrado na Figura 21; por sua vez, a Figura 22 exibe o alinhamento
global obtido para a cadeia p.

Os alinhamentos podem ser melhorados ao se incluir informagdes estruturais da
proteina molde (FISER e SALIL, 2003). Portanto, além dos alinhamentos apresentados (Figs. 21 e
22), foi realizado também um alinhamento entre a sequéncia de aminoacidos das cadeias da
PfTu e a estrutura da proteina-molde 402b. Diferente do anterior, este alinhamento considera as
informacbGes  estruturais do molde, reduzindo-se possiveis erros (MODELLLER
DOCUMENTATION, s.d.). Os resultados destes novos alinhamentos sdo mostrados nas Figuras
23 e 24.

Score NW Identidade Positivos Gaps

2071 379/453(84%) 421/453(92%) 2/453(0%)
402b:A 1 MRECISIHVGQAGVQIGNACWELYCLEHGIQPDGQOMPSDKTIGGGDDSFNTFFSETGAGK 60
PftubA 1 B I.V....... Fo i ASRAN..A............ 60

402b:A 61 HVPRAVFVDLEPTVIDEVRTGTYRQLFHPEQLITGKEDAANNYARGHYTIGKEIIDLVLD 120
PftubA 61 el Clllla Ve iiiiiaia, S... .. ... Fo.o.o.o.o.o.... v..vCc.. 120

402b:A 121 RIRKLADQCTGLQGFLVFHSFGGGTGSGFTSLLMERLSVDYGKKSKLEFSIYPAPQVSTA 180
PftubA 121 ....... N........ M.SAV........ GC.ML............. N.CCW.S...... 180

402b:A 181 VVEPYNSILTTHTTLEHSDCAFMVDNEAIYDICRRNLDIERPTYTNLNRLISQIVSSITA 240
PftubA 181 ....... V.S..SL.. . T.V.I.L.... it iitiiiiinnininnnnn A.VI..L.. 240

402b:A 241 SLREFDGALNVDLTEFQTNLVPYPRIHFPLATYAPVISAEKAYHEQLSVAEITNACFEPAN 300
PftubA 241 ........... Ve oo oo M.SS....V............ S....SA..... 300

402b:A 301 QMVKCDPRHGKYMACCLLYRGDVVPKDVNAAIATIKTKRSIQFVDWCPTGEFKVGINYQPP 360
PftubA 301 M.A.............. Moot Voo, B C....... 360

402b:A 361 TVVPGGDLAKVQRAVCMLSNTTAIAEAWARLDHKEFDLMYAKRAFVHWYVGEGMEEGEFSE 420
PftubA 361 ........... M..... I..S..... VES.M.Q. .. ittt it iiiiiaa 420

402b:A 421 AREDMAALEKDYEEVGVDSVEGEGEEEGEE--Y 451
PftubA 421 ....L........... IE.N.A...D..Y.AD. 453

Figura 21 — Alinhamento global, realizado no BLAST, entre a cadeia o da tubulina do P. falciparum (PftubA) e da
proteina molde (402b). Os residuos ndo-conservados sdo destacados em vermelho.
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Score NW
2130

402b:B 1
PftubB 1

402b:B 61
PftubB 61

402b:B 121
PftubB 121

402b:B 181
PftubB 181

402b:B 241
PftubB 241

402b:B 301
PftubB 301

402b:B 361
PftubB 361

402b:B 421
PftubB 421

Identidade
393/445(88%)

Positivos
424/445(95%)

Gaps
0/445(0%)

MREIVHIQAGQCGNQIGAKFWEVISDEHGIDPTGSYHGDSDLQLERINVYYNEATGNKYV 60

................................ s.T.C.........VD.F......GR.. 60
PRAILVDLEPGTMDSVRSGPFGQIFRPDNFVEFGQSGAGNNWAKGHYTEGAELVDSVLDVV 120
..... M...........A.....L..........T.........oovv ) TLALL L. 120
RKESESCDCLQGFQLTHSLGGGTGSGMGTLLISKIREEYPDRIMNTFSVMPSPKVSDTVV 180
AG........ I e e E F.o......... 180
EPYNATLSVHQLVENTDETYCIDNEALYDICFRTLKLTTPTYGDLNHLVSATMSGVTTCL 240
............... A..VQV. .. ... ... ittt AL L.CS 240
REFPGQLNADLRKLAVNMVPFPRLHFFMPGFAPLTSRGSQQYRALTVPELTQOMEFDSKNMM 300
....... S........LL.........T. ... ... .. . i ..A 300
AACDPRHGRYLTVAAIFRGRMSMKEVDEQMLNVONKNSSYFVEWIPNNVKTAVCDIPPRG 360
C.S......... AC.M...... e H.T.SS...... K 360
LKMSATFIGNSTAIQELFKRISEQFTAMFRRKAFLHWYTGEGMDEMEFTEAESNMNDLVS 420
AV, VLo . 5 420
EYQQYODATADEQGEFEEEEGEDEA 445
.......... E.E........DV 445

Figura 22 — Alinhamento global, realizado no BLAST, entre a cadeia [ da tubulina do P. falciparum (PftubB) e da

proteina molde (402b). Os residuos ndo-conservados sdo destacados em vermelho.

_aln.pos
402BA
PEfTuA

__consrvd

_aln.p
402BA
PfTuA

_consrvd

_aln.pos
402BA
PfTuA

_consrvd

_aln.pos
402BA
PfTuA

__consrvd

_aln.pos
402BA
PfTuA

__consrvd

_aln.pos
402BA
PfTuA

__consrvd

_aln.p 4
402BA
PfTuA
~_consrvd

10 20 30 40 50 60
MRECISIHVGQAGVQIGNACWELYCLEHGIQPDGOMPSDKT IGGGDDSENTFFSETGAGKHVPRAVEV
MREVISTIHVGQAGIQVGNACWELFCLEHGIQPDGOMPSDKASRANDDAFNTFEFSETGAGKHVPRCVEV

Ak khkkhkrhkkhkhkkhkk Kk kkhkhkkkhkhk kkhkhkkkhkhkkkrkkhkkkkkk *k hkkkkrxkkhkkkhkrkkkkkhkk Kkkxk

70 80 90 100 110 120 130
DLEPTVIDEVRTGTYRQLFHPEQLITGKEDAANNYARGHYTIGKEIIDLVLDRIRKLADQCTGLQGFL
DLEPTVVDEVRTGTYRQLFHPEQLISGKEDAANNFARGHYTIGKEVIDVCLDRIRKLADNCTGLQGEL

hhkxkhkkhkkh KAhkkhkhkhkkhkhhkhkrkhkhkhkhkhhhkdx k,hkhkrhkhkhk *hkkhkrxkhkxkhkk*x *x% Ak rxhkkhkkkhkkhkk KArxkkkkhkk

140 150 160 170 180 190 200
VFHSFGGGTGSGFTSLLMERLSVDYGKKSKLEFSIYPAPQVSTAVVEPYNSILTTHTTLEHSDCAFMV
MFSAVGGGTGSGFGCLMLERLSVDYGKKSKLNFCCWPSPQVSTAVVEPYNSVLSTHSLLEHTDVAIML

* * Kk ok kK x kK * kxkkhkkkkhkkhkxkkx * * kkxkhkxkhkkhkkkhkrkk Kk kK *k*x k* K* *x

210 220 230 240 250 260 270
DNEAIYDICRRNLDIERPTYTNLNRLISQIVSSITASLRFDGALNVDLTEFQTNLVPYPRIHFPLATY
DNEAIYDICRRNLDIERPTYTNLNRLIAQVISSLTASLRFDGALNVDVTEFQTNLVPYPRIHFMLSSY

Ak Kk hkkhkhrhkhkhkhhkrhkhkrxkhkhkrxhkkhkxkhkkhkrkx * *h kkhkxkhkkhkkhhkrhkkhkhkh khkrkkkhkhkkkhkkkkxkhkkk *x *

280 290 300 310 320 330 340
APVISAEKAYHEQLSVAEITNACFEPANQMVKCDPRHGKYMACCLLYRGDVVPKDVNAATIATIKTKRS
APVVSAEKAYHEQLSVSEITNSAFEPANMMAKCDPRHGKYMACCLMYRGDVVPKDVNAAVATIKTKRT

hkhkkhk hhkkhkkhkhkkhkhkkhkhkk k K*hkkKk khkkhkk Kk khkkhkhkhkhkhkhAkhkrAhkhk dhkhkrhkrkhkrkhkrkhkrk krkkkkkk

350 360 370 380 390 400
IQFVDWCPTGFKVGINYQPPTVVPGGDLAKVQRAVCMLSNTTATAEAWARLDHKEDLMYAKRAFVHWY
IQFVDWCPTGFKCGINYQPPTVVPGGDLAKVMRAVCMISNSTATIAEVEFSRMDQKFDLMYAKRAFVHWY

hAhkhkhkAhkhkkhhkhhkk k K, hhkkhhkkhhkhhkhkhkkhhkkhhkhhk *kk k%, K% **k%k%% * kK kkkkhkkkhkkkhkkkhkkkhkkkk

10 420 430 440
VGEGMEEGEFSEAREDMAALEKDYEEVGVDS ———==—————————
VGEGMEEGEFSEAREDLAALEKDYEEVGIESNEAEGEDEGYEADY

KAk KA KAAKA ANk Kk A,k *AA*kk A khkkhkk% *

Figura 23 — Alinhamento entre a cadeia o da tubulina do P. falciparum (PfTuA) e a estrutura da proteina molde

(402b), realizado no MODELLER v.9.14.
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_aln.pos 10 20 30 40 50 60
402BB MREIVHIQAGQCGNQIGAKFWEVISDEHGIDPTGSYHGDSDLOQLERINVYYNEATGNKYVPRAILVDL
PfTuB MREIVHIQAGQCGNQIGAKFWEVISDEHGIDPSGTYCGDSDLQLERVDVEFYNEATGGRYVPRAILMDL
consrvd kA Ak hkkhkhhkhhhkkhkhhhrkhkhkhkhkkhkkhkhkhkhkhkkhkkhkhkhkhkkhkkx * * *,hhkhkkhkrxxk*% * Kk kkkkx *hkkkkkkx k)
_aln.p 70 80 90 100 110 120 130
402BB EPGTMDSVRSGPFGQIFRPDNFVEFGQSGAGNNWAKGHYTEGAELVDSVLDVVRKESESCDCLQGFQLT
PfTuB EPGTMDSVRAGPFGQLFRPDNFVFGQTGAGNNWAKGHYTEGAELIDAVLDVVRKEAEGCDCLQGFQIT
consrvd KhkAkkhkhkkhkhk hhkkhkk KhkhAkhkkhkhkkhkhhk *Ahhkkhkkhhkhkhkhkhkhkhkhrhhhk | *hkkhkkkhkhkkxk,k * )k kkhkkk kkxx*kx *
_aln.pos 140 150 160 170 180 190 200
402BB HSLGGGTGSGMGTLLISKIREEYPDRIMNTEFSVMPSPKVSDTVVEPYNATLSVHQLVENTDETYCIDN
PfTuB HSLGGGTGSGMGTLLISKIREEYPDRIMETFSVEFPSPKVSDTVVEPYNATLSVHQLVENADEVQVIDN
Consrvd KAKKAKXKAKA KA KA KA KA XA AKX AKX XXX AKRAKAAXAAKX AXA*AKX AXAXAAXAXA XA XA A XA XA XA XA A XA Ak hk* k% * k%
_aln.pos 210 220 230 240 250 260 270
402BB EALYDICFRTLKLTTPTYGDLNHLVSATMSGVTTCLRFPGQLNADLRKLAVNMVPEFPRLHFFMPGFAP
PfTuB EALYDICFRTLKLTTPTYGDLNHLVSAAMSGVTCSLRFPGQLNSDLRKLAVNLIPFPRLHFFMIGFAP
Consrvd kA Kk Ak hhkkhhhkkhrkhrhkhkkhkhhrhrhrkhhkkhkhhdx*x *kkk%x kkhkkkkhkhkkhk Krxkkhkkkhkh*k *khkkkhkkhkkkkk kkkk
_aln.pos 280 290 300 310 320 330 340
402BB L-———-- QYRALTVPELTQOMFDSKNMMAACDPRHGRYLTVAATIFRGRMSMKEVDEQMLNVQONKNSSY
PfTuB LTSRGSQQYRALTVPELTQOMFDAKNMMCASDPRHGRYLTACAMFRGRMSTKEVDEQMLNVQONKNSSY
Consrvd * KAKXAAXAAAXAAXAAAAAK), *AhAhAk*x * *kAk*AkkkAkkkAx% K KKK AKRKA AKX AKAAAA XA A XA A XA A XA KR K
_aln.pos 350 360 370 380 390 400
402BB FVEWIPNNVKTAVCDIPPRGLKMSATFIGNSTAIQELFKRISEQFTAMFRRKAFLHWYTGEGMDEMEF
PfTuB FVEWIPHNTKSSVCDIPPKGLKMAVTEVGNSTAIQEMFKRVSDQFTAMFRRKAFLHWYTGEGMDEMEF
Consrvd RO Rk S S 3 *kkkkk Kkkk*k Kk kkkkhkkhkkhkk KAk kK AAkAkAkAkAkAkAkAkAkrAkhkhAkAhkhAkAk kA kA kkhkkk*k
_aln.p 410 420 430 440
402BB TEAESNMNDLVSEYQQYQDA--———————————————
PfTuB TEAESNMNDLVSEYQQYQODATAEEEGEFEEEEGDVEA
Consrvd R R R b b i b I b b b b b b i 4

Figura 24 — Alinhamento entre a cadeia  da tubulina do P. falciparum (PfTuB) e a estrutura da proteina molde
(402b), realizado no MODELLER v.9.14.

E possivel observar que o alinhamento entre a sequéncia e a estrutura refletiu o
alinhamento sequéncia-sequéncia. Alguns pontos a se destacar, no entanto, sdo que tanto a
cadeia a quanto a cadeia  da estrutura 402b determinada experimentalmente ndo apresentam
alguns residuos de aminoacidos na porcdo C-terminal da proteina; por isso, os Ultimos 14
residuos da cadeia o (Fig. 23) e 0s 17 ultimos da cadeia 3 (Fig. 24) foram desconsiderados para a
construcdo do modelo. Além disso, existe na cadeia § da 402b uma regido contendo seis residuos
de aminoéacidos que nédo foi resolvida experimentalmente, gerando um gap no alinhamento no
trecho entre os residuos 274 e 279 (Fig. 24).

2.2.3.4 A construcdo do modelo por modelagem por homologia

A partir dos alinhamentos apresentados nas Figuras 23 e 24 e utilizando a

estrutura 402b como molde, foi construido o modelo por homologia do dimero (cadeia a +

cadeia ) da tubulina do P. falciparum, contendo os ligantes GTP, GDP e colchicina.
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Nesta etapa, o programa MODELLER v.9.14 gerou nove modelos (Fig. 25), cujos
scores sdo apresentados na Tabela 8. O molecular PDF ou molpdf é a funcdo score padrdo do
MODELLER v.9.14 e representa a soma de todas as restricdes espaciais. Este score é utilizado
para ranquear os modelos calculados a partir de um mesmo alinhamento e, desta forma, a escolha
pelo melhor modelo gerado pode ser feita selecionando-se aquele que apresenta o menor valor de
molpdf (MODELLLER DOCUMENTATION, s.d.).

Figura 25 — A. Sobreposi¢do dos nove dimeros gerados durante a modelagem por homologia, destacando suas
estruturas secundarias. As hélices alfa sao representadas em vermelho e as folhas beta em ciano. B. Destaque para a
sobreposicdo dos residuos de aminoacidos que compdem o sitio de ligacdo da colchicina. Sdo exibidas as
colchicinas dos modelos e os residuos situados a até 3,5 A dos ligantes. N&o sio mostrados atomos de hidrogénio.

Tabela 8 — Scores obtidos para os modelos gerados pelo MODELLER v9.14

Estrutura Score (molpdf)

Modelo 1 4954,9214
Modelo 2 5149.4922
Modelo 3 5241.8896
Modelo 4 5116.3315
Modelo 5 5166.6875
Modelo 6 5171.4980
Modelo 7 5658.9526
Modelo 8 5501.9297

Modelo 9 4962.5327
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E possivel observar que os nove modelos gerados foram semelhantes, com suas
estruturas secundarias bem sobrepostas (A Fig. 25). A Unica exce¢do ficou por conta de um loop
localizado na superficie da cadeia [ da proteina. Este loop corresponde exatamente ao segmento
dos residuos de aminoacidos 274-279, que ndo estavam presentes na estrutura cristalografica
402b que serviu como molde (Fig. 24). Para o sitio de ligacdo da colchicina, observa-se que nao
ha diferenca significativa na orientacdo das cadeias laterais dos aminoacidos que ficam proximos
ao ligante (B Fig. 25). Sendo assim, devido a grande semelhanca estrutural entre os modelos
gerados, o0 Modelo 1 foi o selecionado para os estudos de docking por possuir o melhor score
(Tabela 8).

2.2.35  Avaliagdo do modelo obtido

Um dos principais problemas na biologia estrutural é a identificagdo de erros em
modelos experimentais e tedricos de estruturas de proteinas (WIEDERSTEIN e SIPPL, 2007). A
medida que os metodos de determinacdo de estruturas tridimensionais de proteinas foram sendo
desenvolvidos, verificar se 0 modelo proteico final esta correto se tornou um problema
recorrente (LUTHY, BOWIE e EISENBERG, 1992). Por isso, uma vez construido o modelo da
PfTu por modelagem por homologia, este foi avaliado utilizando-se diferentes ferramentas.

A Figura 26 exibe o grafico de Ramachandran gerado a partir da analise
PROCHECK (PDBSUM, s.d.; LASKOWSKI et al., 1993) do modelo construido. Este grafico
mostra 0s angulos de torcdo phi-psi para todos os residuos de aminoacido na estrutura; apenas 0s
residuos de glicina sdo identificados separadamente por triangulos, pois sua cadeia lateral é
formada por um atomo de hidrogénio e, com isso, ndo ficam restritos as regides do grafico
apropriadas para os outros tipos de cadeias laterais.

No grafico de Ramachandran, diferentes cores representam diferentes regides: as
areas mais escuras (vermelho) correspondem as regides que representam as combinacGes mais
favoraveis dos valores dos angulos phi-psi. A porcentagem de residuos nestas regides € um dos
melhores indicadores de qualidade estereoquimica da proteina: espera-se que um modelo de boa
qualidade apresente mais de 90% de seus residuos nas regides mais favoraveis (PDBSUM, s.d.;
MORRIS et al., 1992). No modelo construido, 95,4% dos residuos localizam-se nestas regides,
ou seja, acima do valor minimo considerado para estruturas de boa qualidade (Fig. 26). O Unico
residuo presente em regido ndo permitida do grafico — a GIn279B (Fig. 26) — localiza-se em um
loop situado na superficie da proteina (A Fig. 25), cuja regido ndo estava presente na proteina

utilizada como molde.
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Estatisticas do grdfico de Ramachandran

No. de
residuos Porcentagem
Regides mais favoraveis [A,B,L] 724 95.4%
Regides adicionalmente permitidas [a,b,1,p] 34 4.5%
Regides generosamente permitidas [~a,~b,~1,~p] 0 0.0%
Regides ndo-permitidas [XX] 1 0.1%%*
Residuos n&o-glicina e ndo-prolina 759 100.0%
Residuos finais (exc. Gly and Pro) 7
Residuos de glicina 66
Residuos de prolina 38
Numero total de residuos 870
Fatores G
Score
Parametro Score médio
Angulos diedro:-
Distribuicdo phi-psi 0.26
Distribuicdo chil-chi2 -0.16
Apenas chil 0.06
Chi3 & chi4 0.53
Omega -0.11
0.08
Forcas covalentes da cadeia principal:-
Comprimentos de ligacdo da cadeia principal -0.03
Angulos de ligacdo da cadeia principal -0.16
-0.11
MEDIA GLOBAL 0.01

Figura 26 — Gréafico de Ramachandran obtido para o modelo final da tubulina do P. falciparum. S&o mostrados
também as estatisticas do grafico de Ramachandran e a média do fator G. Adaptado do PDBsum (PDBSUM, s.d.).
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Para esse mesmo modelo obteve-se também uma média geral do fator G de 0,01
(Fig. 26). Para este parametro, sdo considerados valores ndo-usuais aqueles abaixo de -0,5
(PDBSUM, s.d.).

Outros gréficos gerados na andlise PROCHECK indicam que os valores obtidos
para 0 modelo com relacdo a qualidade do grafico de Ramachandran e ao fator G superam o0s

valores tipicos encontrados para uma estrutura experimental de 2,0 A de resolucéo (Fig. 27).

Avaliagéio da qualidade do
grafico de Ramachandran

Fator G global
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Figura 27 — Gréficos que exibem a avaliacdo da qualidade do grafico Ramachandran (a esquerda) e o fator G global
(& direita), em comparagdo com valores tipicos. O quadrado em preto representa os valores obtidos para o modelo
construido da tubulina do P. falciparum. Adaptado dos resultados obtidos no PDBsum.

Outro indicador utilizado para se avaliar o modelo da tubulina foi o z-score,
obtido a partir do servidor ProSA (PROSA, s.d.; SIPPL, 1993; WIEDERSTEIN e SIPPL, 2007).
Esta € uma medida que indica a qualidade global do modelo. O z-score obtido para as cadeias o e
B da proteina modelada foram -9,6 e -10,18, respectivamente. A Figura 28 compara estes valores
com o z-score obtido para cadeias de proteinas determinadas experimentalmente e depositadas
no PDB. E possivel observar que os valores encontrados para as cadeias do modelo estdo dentro
dos valores observados para proteinas nativas de tamanho similar, determinadas por difracdo de
Raios X.
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Figura 28 — Comparacdo entre o z-score obtido para as cadeias a (-9,6) e B (-10,18) e estruturas determinadas
experimentalmente. O ponto preto indica o z-score das cadeias modeladas, as regides em azul claro indicam o0s
valores tipicos encontrados para estruturas determinadas por difracdo de Raios X e as regides em azul escuro
indicam os valores tipicos encontrados para estruturas determinadas por NMR. Dados obtidos do servidor ProSA.

Ja na inspecdo da estrutura realizada utilizando o Verify 3D (UCLA MBI, s.d.;
BOWIE, LUTHY e EISENBERG, 1991; LUTHY, BOWIE e EISENBERG, 1992), obteve-se
que 95,56% — o valor considerado bom é de pelo menos 80% — dos residuos apresentaram um
score 3D-1D médio maior ou igual a 0,2. A Figura 29 exibe a distribuicdo do score médio 3D-
1D por residuo para as cadeias o € B do modelo construido por homologia.

Por fim, ao submeter as duas cadeias da proteina modelada ao servidor ModEval
(MODEVAL, s.d.), obteve-se um valor para o score GA341 igual a 1,0 para ambas. Este € um
score que mede a confiabilidade de um modelo: o modelo é predito como confiavel quando seu
score é maior do que 0,7. Considera-se um modelo confidvel aquele que apresenta uma
probabilidade maior do que 95% de seu enovelamento estar correto.

Portanto, a estrutura tridimensional da PfTu modelada submetida a quatro
ferramentas de analise estrutural diferentes — PROCHECK, ProSA, Verify 3D e ModEval —

pode ser considerada validada e adequada para as simulacdes de docking molecular.
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Figura 29 — Score médio 3D-1D por residuo de aminoacido das cadeias o ¢ p da tubulina do P. falciparum obtida
por moldelagem por homologia. Obtido do servidor Verify 3D.

2.2.3.6 O modelo final da tubulina do P. falciparum

A estrutura quaternaria da proteina PfTu obtida por modelagem por homologia
aparece na Figura 30, destacando o posicionamento dos ligantes GTP, GDP e colchicina. E
possivel observar que estes ligantes localizam-se na interface entre as cadeias a e B, embora a
colchicina e o GDP interajam predominantemente com a cadeia 3, enquanto que o GTP interage
predominantemente com a cadeia a (Fig. 30).

A forma como a sequéncia linear de aminoacidos se organiza em estruturas
secundarias na proteina — hélices alfa e folhas beta — pode ser conferida no diagrama
esquematico apresentado na Figura 31, gerado pelo PROMOTIF (HUTCHINSON e
THORNTON, 1996). Este mesmo diagrama destaca os residuos de aminoacido envolvidos em

contatos com os ligantes (GTP, GDP ou tubulina).
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Figura 30 — Estrutura quaternaria do modelo da tubulina do P. falciparum. A cadeia a esta representada em amarelo
e a cadeia B em ciano. Sao destacados os ligantes GTP, GDP e colchicina.

Analisando o diagrama das estruturas secundarias (Fig. 31) e a estrutura
tridimensional da proteina modelada (Fig. 32), é possivel concluir que tanto a cadeia o quanto a
cadeia p da PfTu sdo formadas por duas folhas [ centrais (totalizando 10 fitas paralelas),
rodeadas por cerca de 22 hélices a. Observa-se que as duas cadeias do dimero sdo
estruturalmente semelhantes. Isto esta de acordo com outros trabalhos que descrevem a tubulina
como sendo composta por duas cadeias estruturalmente muito similares, contendo cerca de 450
aminoacidos cada e formadas por um nticleo de duas folhas B rodeadas por hélices o (LITTLE e
SEEHAUS, 1988; DESAI e MITCHISON, 1997; NOGALES, WOLF e DOWNING, 1998;
DOWNING, 2000).
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Figura 31 — Diagrama das estruturas secundarias das cadeias o e 3 da tubulina do P. falciparum modelada.
Adaptado do PDBsum.



87

Cadeia

Cadeiao.

GTP

Colchicina

Figura 32 — Estrutura tridimensional da tubulina do P. falciparum obtida por modelagem por homologia. As hélices
alfa sdo representadas em vermelho e as fitas/folhas beta em ciano. Em destaque, os ligantes GTP, GDP e colchicina
representados com superficie.

A Figura 33A representa a sobreposicao das estruturas da PfTu em vermelho
(modelo) e da tubulina bovina 402b em azul (molde). E possivel concluir que as estruturas
secundarias destas proteinas sdo conservadas e bem sobrepostas; nota-se variacdo apenas nas
regides de loop localizadas na superficie das proteinas (setas).

A partir desta sobreposicdo, foi possivel analisar as alteracdes que ocorrem no
sitio de ligacdo da colchicina entre a PfTu modelada e a tubulina bovina (Fig. 33B). Como
principais substituicdes, podemos destacar que na PfTu ha a Ser248B (em substituicdo a
Ala250B na 402b), cuja hidroxila interage com a colchicina; a Ala250B ndo interage com o
ligante na 402b, por possuir cadeia lateral menos volumosa. O mesmo ocorre na substituicdo da
Ala316B da 402b pela Cys314B na tubulina do parasita, na qual o enxofre deste residuo interage
com a colchicina — interacdo esta que ndo ocorre na proteina bovina. O enxofre da Met316B da
tubulina do parasita também interage com a colchicina; esta substitui a 11e318B da 402b que,
também por possuir uma cadeia lateral menos volumosa, ndo interage com o ligante. Embora a
estrutura tridimensional experimental da tubulina humana ndo esteja disponivel, pelo
alinhamento realizado neste trabalho (Figs. 19 e 20) pode-se inferir que o sitio da colchicina na

forma humana seja muito semelhante ao da tubulina bovina, uma vez que a Unica diferenca entre
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elas nesta regido é a substituicdo da 11e318B da proteina bovina por uma valina na mesma

posicao.

Met316 Cys241

lle518

Alasle

Figura 33 — A. Sobreposicdo entre a tubulina do P. falciparum modelada (vermelho) e a tubulina bovina
experimental 402b (azul). As setas apontam para regides de loop variaveis. B. Sobreposicdo do sitio de ligacdo da
colchicina da tubulina modelada (4&tomos de carbono em verde) e da 402b (4&tomos de carbono em cinza). Sdo
mostrados os principais residuos de aminoacido que compdem o sitio (todos da cadeia ), juntamente com a legenda
(em vermelho para a tubulina do P. falciparum e em preto para a tubulina bovina).

A Figura 34 apresenta diagramas esquematicos da colchicina nos sitios da PfTu e
da tubulina bovina-molde (402b), gerados pelo LIGPLOT (WALLACE, LASKOWSKI e
THORNTON, 1995). E possivel observar que a ligacdo de hidrogénio entre o ligante e a Val181
da cadeia o ¢ mantida entre as duas formas da proteina. O residuo Vall81A tambem é
conservado na tubulina humana (Fig. 19), portanto sugere-se que esta ligacdo de hidrogénio

também deva ocorrer entre a colchicina e a proteina humana.
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Figura 34 — Diagramas das interagdes entre a colchicina e os residuos de aminoacidos da tubulina do P. falciparum
e da tubulina bovina (402b). Adaptado do PDBsum.

2.2.4 Predicdo do Mecanismo de Ac¢ao das Lignanas Ariltetralénicas Antiplasmodiais

Apos ter obtido a estrutura tridimensional das lignanas ariltetralénicas por
modelagem molecular, ter identificado a tubulina do P. falciparum como possivel alvo biolégico
destes compostos por meio da busca em bancos de dados e ter obtido a estrutura tridimensional
da PfTu por modelagem por homologia, a Gltima etapa para se elucidar o provavel mecanismo
de acdo destas lignanas foi posiciona-las no sitio de ligacdo da colchicina da PfTu e analisar as
interacdes que estes compostos realizam com a proteina. Isto foi possivel por meio de estudos de
docking molecular, cujos resultados serdo discutidos nesta secéo.

Os dados experimentais de atividade antiplasmodial destas ariltetralonas, obtidos

por Andrade-Neto et al. (2007), estdo reunidos na Tabela 9.
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Tabela 9 — ICsj e I1Cq das lignanas ariltetralnicas testadas no P. falciparum isolado BHz26/86. Adaptado de
Andrade-Neto et al. (2007)

| i | f | | i 1 |
O~ P 0 PN PN o
A Al B ( '
J J el oW
5 Np \;:[/ 0 = g \.r -0~
O— / /o C ./'0
Composto 1 Composto 2 Composto 3 Composto 4 Composto § Composto 6
Lignana Nomenclatura 1Cso (nM)? ICgo (M)"
(7'R,8S,8'R)-4,5-Dimetoxi-3",4"-metilenodioxi-
1 2.7 -ciclolignan-7-ona 0,26 + 0,08 3,35+0,12
(7'R,85,8'R)-3",4,4",5-Tetrametoxi-2,7 -
2 ciclolignan-7-ona 0,32+0,11 4,60+ 0,30
(”’R,8R,8°S)-3",4,4",5-Tetrametoxi-2,7 -
3 ciclolignan-7-ona 0,20 £ 0,09 3,00+0,15
(7'R,85,8°S)-3",4,4",5-Tetrametoxi-2,7 -
4 ciclolignan-7-ona 0,63+0,20 2,61+0,06
(7'R,8S,8°S)-3",4"-Dimetoxi-4,5-metilenodioxi-
5 2.7 -ciclolignan-7-ona 8,00 + 0,65 19,70 £ 0,42
6 (7'R,8S,8°S)-4,5-Dimetoxi-3",4"-metilenodioxi- 140,00 140,00

2,7 -ciclolignan-7-ona

& Concentracdo inibitoria para 50% de inibicéo;
b Concentragdo inibitéria para 90% de inibicao.

No Apéndice disponivel ao final deste trabalho estéo reunidas as tabelas contendo
as interacdes entre todos os ligantes estudados e o sitio receptor da tubulina, obtidas nos

resultados de docking.

2.2.4.1  Redocking e cross-docking na tubulina bovina 402b

Os métodos de docking sdo utilizados para se predizer 0 modo como um
determinado composto se liga a uma proteina receptora (SUTHERLAND et al., 2007). O
chamado redocking consiste em se reproduzir um complexo cristalografico proteina-ligante com
um root-mean-square deviation (RMSD) menor do que 2 A (NISSINK et al., 2002; VERDONK
et al., 2003; KANG et al., 2009): o ligante é extraido da estrutura cristalografica e entdo
reposicionado no sitio por meio de docking molecular. Uma forma mais realistica de se avaliar a
capacidade do programa de docking em reproduzir um resultado cristalografico, no entanto, é o
cross-docking, no qual se utiliza a estrutura proteica de um complexo contendo um ligante
diferente do utilizado na simulacdo (SUTHERLAND et al., 2007).

Assim, neste trabalho primeiramente foi realizado o redocking da colchicina e o

cross-docking da podofilotoxina no sitio de ligacdo da colchicina da estrutura cristalografica
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402b, como uma forma de se validar os pardmetros utilizados nos célculos de docking.
Considerando que o sitio de ligagdo da colchicina da 402b é estruturalmente semelhante ao
mesmo sitio da PfTu modelada (B Fig. 33), uma vez validados os pardmetros do docking na
402b estes podem ser extrapolados para os experimentos de docking das lignanas ariltetralonicas
na PfTu.

Para o redocking, o ligante cristalografico colchicina foi extraido da prépria
estrutura 402b, enquanto que para o cross-docking a podofilotoxina cristalogréfica foi extraida
de outra estrutura de tubulina bovina, sob o cédido PDB 1sal (RAVELLI et al., 2004). Os
resultados do redocking e do cross-docking na 402b sdo mostrados na Figura 35. Os scores

obtidos neste primeiro experimento sdo apresentados na Tabela 10.
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Figura 35 — A. Orienta¢des obtidas para a colchicina no redocking na estrutura 402b. Os atomos de carbono da
colchicina cristalografica original estdo representados em verde, enquanto que os atomos de carbono das colchicinas
obtidas no redocking sdo representados em cinza. A linha pontilhada representa ligac6es de hidrogénio. B. Sitios de

ligacdo da colchicina da 402b e da 1sal sobrepostos. Os carbonos alfa dos residuos da 402b e das podofilotoxinas
resultantes do cross-docking aparecem em verde, enquanto que os carbonos alfa da 1sal, bem como de sua
podofilotoxina cristalografica complexada, aparecem em cinza. A Val318B na 402b é substituida pela 11e318B
(legenda em vermelho) na 1sal.

Tabela 10 — Scores obtidos durante o redocking (colchicina) e cross-docking (podofilotoxina) na 402b

Ligante Score (média)®
Redocking
Colchicina 81,62
Cross-docking
Podofilotoxina 68,60

# Dado pela funcéo score ChemPLP.
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E possivel observar que as orientacbes geradas para a colchicina durante o
redocking ficaram sobrepostas a orientacdo cristalogréfica deste ligante (A Fig. 35). Inclusive a
ligacdo de hidrogénio entre a colchicina e a Val181A da tubulina bovina experimental (Fig. 34)
foi recriada durante a simulacdo computacional (A Fig. 35). O RMSD obtido entre uma das
poses do redocking e a colchicina co-cristalizada foi de 0,4132 A, sendo que para um
experimento de redocking ser considerado bem-sucedido este valor deve ser inferior a 2,0 A
(NISSINK et al., 2002; VERDONK et al., 2003; KANG et al., 2009). Assim, foi possivel recriar
a orientacdo cristalografica do ligante colchicina na estrutura experimental 402b por meio de
docking molecular, utilizando o programa GOLD.

Ja no experimento de cross-docking, considerando esta mesma estrutura 402b,
obteve-se uma pose para a podofilotoxina semelhante a pose deste mesmo ligante co-
cristalizado com a tubulina bovina sob o cddigo PDB 1sal: o anel com substituinte trimetoxi
orientando-se proximo a Cys241B e a por¢do contendo o metilenodidxi orientando-se préximo a
Thr314B (B Fig. 35). A Figura 35B mostra os sitios de ligagdo da colchicina das estruturas 402b
(carbonos em verde) e 1sal (carbonos em cinza) sobrepostos, onde o RMSD entre a
podofilotoxina co-cristalizada a 1sal e uma das poses do cross-docking obtidas para a 402b foi
de 1,8733 A. Experimentos de cross-docking também s&o considerados bem-sucedidos ao se
obter RMSD inferior a 2,0 A; devido as incertezas resultantes da sobreposicdo das proteinas,
alguns estudos utilizam inclusive o limiar de 2,5 A para se determinar a eficacia dos resultados
do cross-docking (SUTHERLAND et al., 2007). Assim, também foi possivel reproduzir na
estrutura 402b a orientagdo do ligante podofilotoxina co-cristalizado em outra estrutura
cristalografica (1sal), utilizando os métodos de docking molecular implementados no programa
GOLD.

Como se obteve éxito no redocking da colchicina e no cross-docking da
podofilotoxina na tubulina bovina 402b, os mesmos parametros utilizados nestes experimentos

também o foram para o docking molecular das lignanas ariltetralénicas na PfTu.

2.2.4.2  Docking das lignanas ariltetralénicas, colchicina e podofilotoxina na tubulina do

P. falciparum

Utilizando os mesmos parametros do redocking e cross-docking na 4o02b,
realizou-se o docking das liganas ariltetraldnicas, da colchicina e da podofilotoxina no sitio de

ligacdo da colchicina na PfTu obtida por modelagem por homologia. As orientagdes obtidas para
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estes ligantes na proteina sdo apresentadas na Figura 36 e 0s scores associados a cada uma
aparecem na Tabela 11.

Figura 36 — Orientaces obtidas no docking dos ligantes colchicina (atomos de carbono em amarelo),
podofilotoxina (atomos de carbono em verde) e lignanas ariltetralonicas 1, 2, 3, 4, 5 e 6 (a&tomos de carbono em
cinza) no sitio de ligagdo da colchicina da tubulina do P. falciparum. A estrutura secundaria da cadeia a da proteina
¢ representada em amarelo e da cadeia f em ciano. Nio sdo exibidos os atomos de hidrogénio.

Tabela 11 — Scores obtidos durante o docking no sitio de ligagdo da colchicina da tubulina do P. falciparum obtida
por modelagem por homologia

Ligante Score® Ligante Score®
1 48,46 5 50,10
2 51,13 6 47,48
3 49,41 Colchicina 60,76
4 53,80 Podofilotoxina 42,28

# Dado pela fungéo score ChemPLP. Exibido apenas o score da pose selecionada para cada ligante.

Pode-se observar que todos os ligantes estudados ocupam uma mesma regido do
sitio de ligagdo da colchicina, localizado na interface entre as cadeias a e  da tubulina (Fig. 36).

A seguir, sdo discutidos os resultados obtidos para cada um destes ligantes.

2.2.4.2.1 Colchicina e podofilotoxina

A primeira etapa do estudo de docking molecular na PfTu consistiu em descrever
0 modo de ligacdo da colchicina — um conhecido inibidor da tubulina de diversas espécies. A

orientacdo obtida para este ligante no sitio de ligacdo da colchicina é apresentada na Figura 37.
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Pode-se observar que, embora ocorram algumas substituicbes de aminoéacidos nesta regido, o
modo de ligagdo da colchicina na tubulina do parasita € o mesmo que na tubulina bovina
cristalogréfica: o anel aromatico do ligante € mantido entre os residuos Leu246B e Leu253B por
meio de interagbes C—H...w, além de ocorrer uma ligagdo de hidrogénio N—H...O entre seu &tomo
de oxigénio e a Vall81A. O RMSD obtido entre a colchicina co-cristalizada a 402b e uma das
poses obtidas no docking deste mesmo ligante & PfTu foi de 0,4694 A, o que também indica a
equivaléncia no modo de ligacdo deste composto nestas duas proteinas.

E possivel observar também que a estrutura secundaria na regido do sitio de
ligagdo da colchicina é conservada entre as duas proteinas, assim como o0s residuos Vall81A,
Leu246B e Leu253B que mantém a colchicina na posic¢ao indicada por meio de suas interagdes
com o ligante (Fig. 37). Pela analise do alinhamento maltiplo realizado (Figs. 19 e 20), verifica-

se que estes residuos também sdo conservados na forma humana da tubulina.

Vall81A

-

Figura 37 — Orientaces obtidas para a colchicina no docking (atomos de carbono em cinza) na tubulina do P.
falciparum (estrutura secundaria em amarelo) em comparagdo com a orientacdo da colchicina cristalogréafica
(&tomos de carbono em verde) na tubulina bovina 402b (estrutura secundéria em azul). Ligacdes de hidrogénio sdo
representadas como linhas pontilhadas, enquanto que outros tipos de interacdes sdo representadas na forma de linhas
continuas.

As principais interaces que a colchicina faz com a proteina PfTu estéo
representadas na Figura 38. Comparando-se com o complexo cristalogréafico entre a colchicina e
a tubulina bovina 402b, algumas destas interagdes ocorrem apenas na forma plasmodial da

proteina, tais como:
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e interagdo C—H...O com a hidroxila da Ser248B; na 402b este residuo é substituido pela
Ala250B, que ndo possui este grupo funcional em sua cadeia lateral;

e interacdo S-H...O com o grupo tiol da Cys314B; o residuo é substituido pela Ala316B na
correspondente bovina;

e interacdo entre um dos oxigénios do ligante e o enxofre da Met316B; este residuo é
substituido pela 11e318B na 402b.

Além destas interacfes Unicas, hd outras interacbes importantes que também
ocorrem para a tubulina bovina, como as ja citadas interaces C—H...nt com Leu246B e Leu253B
e ligacdo de hidrogénio com a Vall81A, e as interagdes C—H...O com a Thrl79A, Vall81A,
Ser248B e Asn256B (Fig. 38).

Thr1 79A

Ser248B

Ala 250B

Leu246B
Vall81A

3 34

Asn256B .
» Met316B

Cys314B
Ne31SB

Ala316B

Figura 38 — Principais interagdes entre a colchicina e residuos de aminoécido do sitio de ligacdo da tubulina do P.
falciparum. S&o exibidas as distancias, em A, entre os dtomos envolvidos nas interages. N&o s&o mostrados os
atomos de hidrogénio. Para fins de comparacéo, os residuos que sdo substituidos na 402b aparecem com 0s &tomos
de carbono em verde e legenda em vermelho.

Entre os ligantes estudados nos experimentos de docking na PfTu neste trabalho,
a colchicina foi a que obteve os melhores scores (Tabela 11).

Para a podofilotoxina, outro conhecido inibidor de tubulinas de diferentes
organismos (Tabela 4), foi obtido que na PfTu seu anel aromatico contendo o substituinte
trimetdxi orienta-se em uma posi¢cdo semelhante ao obtido para a podofilotoxina co-cristalizada

na 1sal e também semelhante ao obtido no cross-docking na 402b. Esta posicdo do anel seria
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mantida principalmente pela interagdo C—H...nr com a Leu246B, conservada nestas trés tubulinas
(A Fig. 39) — interacdo esta que também ocorre com a colchicina (Fig. 35).

O restante da molécula, no entanto, ocupa uma posi¢do diferente no sitio em
relacdo ao observado para a 1sal (cristalogréfica) e 402b (cross-docking). Essa diferenca pode
ser devido a substituicdo da Ala250B na forma bovina pela Ser248B na tubulina plasmodial, de
modo que o composto se desloca para que ocorra uma ligacdo de hidrogénio O—H...O entre a
hidroxila deste residuo e um dos grupos metoxi do anel aroméatico da podofilotoxina (A Fig. 39
e Fig. 40). Com este deslocamento do anel contendo o trimetoxi, o restante da molécula ocupa
uma posicdo distinta no sitio, a fim de se evitar choques estéricos principalmente com a
Asn256B.

Além disso, vemos na posi¢do 316B (ou 318B na forma bovina) uma substituicdo
de residuos com cadeias laterais cada vez mais volumosas: Val318B (menos volumosa) na 1sal,
I1e318B (volume intermediario) na 402b e Met316B (mais volumosa) na PfTu (B Fig. 39). Essas
diferencas no volume das cadeias laterais também podem ter contribuido para o deslocamento
gradual da podofilotoxina no sitio: quanto mais volumosa a cadeia lateral do residuo nesta
posicdo, mais afastada a podofilotoxina se encontra em relagéo a este residuo (B Fig. 39). Para

fins de comparacéo, na tubulina humana temos uma valina nesta posicéo (Fig. 20).

\a2508

Ser248B

LeuZd6B

Figura 39 — A. Orientac¢des obtidas para a podofilotoxina no sitio de ligacdo da colchicina da tubulina do P.
falciparum (docking, &tomos de carbono em cinza), da tubulina bovina 402b (cross-docking, &tomos de carbono em
verde) e da tubulina bovina 1sal (cristalogréfica, &omos de carbono em amarelo). Destaque para as interacdes C—
H...t com a Leu246B e a ligacdo de hidrogénio com a Ser248B, substituida por Ala250B na proteina bovina. B.
Outra viséo das podofilotoxinas no sitio de ligagdo, mostrando as estruturas secundarias das tubulinas (P.
falciparum em cinza, 402b em verde e 1sal em amarelo). Destaque para o residuo Met316B na tubulina plasmodial,
substituida por 11e318B na 402b e Val318B na 1sal.
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Além destas interacbes citadas, a podofilotoxina realiza, ainda, outras
importantes interagdes com a PfTu. De acordo com o resultado obtido no docking, este ligante
realiza seis ligagdes de hidrogénio com a proteina (Fig. 40):

e N-H...O com Asnl101A (duas ligacGes), Asn256B e Ser351B;
e O-H...O com Serl78A e Ser248B (ja citada anteriormente).

Ainda, hd uma interagdo C—H...O entre um de seus grupos metoxi e a Lys350B

(Fig. 40).

Lys350B

Ser351B
Asn256B

Ser248B

Asnl01A

\  Leu246B

\
Serl 78A ; Y

Figura 40 — Interacdes entre a podofilotoxina e os residuos de aminodcido do sitio de ligacdo da colchicina da
tubulina do P. falciparum. Os atomos de carbono da podofilotoxina sdo representados na cor verde. Ndo sdo
exibidos atomos de hidrogénio.

Dentre os ligantes estudados, a podofilotoxina foi a que apersentou piores scores

nos experimentos de docking (Tabela 11).
2.2.4.2.2 Lignanas ariltetralonicas 1, 2 e 3

Para as lignanas ariltetralénicas 1, 2, 3, 4, 5 e 6, foram obtidos scores
intermediarios entre a colchicina (maior score) e a podofilotoxina (menor score) (Tabela 11).

Os resultados obtidos no docking molecular indicam que as lignanas 1, 2 e 3
(Tabela 9) apresentam um mesmo modo de ligacdo no sitio da colchicina da PfTu (Fig. 41).

Neste, o anel C dos ligantes (Tabela 9) orienta-se na mesma regido do sitio obtida para o anel
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contendo os substituintes metoxila da colchicina e da podofilotoxina, realizando uma interacao
C-H...n com a Leu246B — assim como 0 obtido para os conhecidos inibidores ja apresentados.
Pode-se observar, inclusive, que este anel C se sobrepbe ao anel contendo o trimetdxi da
podofilotoxina (Fig. 41). Estas lignanas apresentaram valores préximos de score (Tabela 11),
além de atividades experimentais semelhantes (Tabela 9) (ANDRADE-NETO et al., 2007).

Figura 41 — Orientaces obtidas para as lignanas ariltetralonicas 1, 2 e 3 no sitio de ligacdo da colchicina da
tubulina do P. falciparum, em comparacéo com o obtido para a colchicina (&tomos de carbono em amarelo) e para a
podofilotoxina (atomos de carbono em verde) no mesmo sitio. A estrutura secundaria da proteina também é
representada. Destaque para as intera¢des C—H...w com a Leu246B.

As principais interacdes que os ligantes 1, 2 e 3 realizam com a proteina sdo (Figs.
42, 43 e 44, respectivamente):

e trés interacbes C—H...n, sendo duas com a Leu246B (uma com 0 anel A e outra com o
anel C dos ligantes) e uma com a Serl78A. Como ja citado, interacdo C-H...n com a
Leu246B também foi obtida para os conhecidos inibidores colchicina (Fig. 38) e
podofilotoxina (Fig. 40);

e duas ligacBes de hidrogénio O-H...O, sendo uma com a hidroxila da Serl78A e a outra
com o mesmo grupo funcional da Ser248B. Estas duas ligacdes de hidrogénio, com estes
mesmos residuos, também foram obtidas para a podofilotoxina neste sitio (Fig. 40);

e uma ligacdo de hidrogénio N-H...O com a GIn245B;

e interacbes C—H...O com a Thr179A, Asn256B e Ser351B. Este mesmo tipo de interagéo
com Thrl179A e Asn256B também foi obtido para a colchicina (Fig. 38).
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Met316B

Ser351B

Ser248B

_LA . Serl 78A

Asn256B

Thr179A

AsnlOLA

Figura 42 — InteracOes entre o composto 1 e os residuos de aminoacido do sitio de ligacdo da colchicina da tubulina
do P. falciparum.

Met316B

Ser351B

Serl 78A

Asn256B

Thr1 79A
AsnlOlA

Figura 43 — Interacfes entre 0 composto 2 e os residuos de aminoacido do sitio de ligacdo da colchicina da tubulina
do P. falciparum.
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Met316B

Gln245B

Ser248B &

3 N
—h Serl 7SA

Thr1 79A
Asnl01A

Figura 44 — InteracOes entre o composto 3 e os residuos de aminoacido do sitio de ligacdo da colchicina da tubulina
do P. falciparum.

Embora o composto 1 possua um substituinte diferente no anel C — um
metilenodioxi, ao invés do dimetoxi que ocorre em 2 e 3 (Tabela 9) — a principal interacdo desta
porcdo dos ligantes com o sitio de ligacdo € mantida: uma ligacéo de hidrogénio O-H...O com a
hidroxila da Ser248B (Fig. 42), tambem obtida para a podofilotoxina (Fig. 40). Isto é possivel
pois, embora 0s substituintes sejam diferentes, os atomos de oxigénio do metilenodioxi e do
dimetdxi ficam sobrepostos, podendo manter esta ligacdo de hidrogénio nas duas situacoes.

Para o composto 3, foi obtida uma ligacdo de hidrogénio N-H...O com a
Asnl101A que ndo ocorre para os demais ligantes (Fig. 44); ligacdes de hidrogénio deste tipo,
com este residuo, também foram encontradas para a podofilotoxina no mesmo sitio (Fig. 40).
Isto € devido a uma configuracdo diferente dos estereocentros no anel B de 3 (Tabela 9), que
permite que o ligante se aproxime deste residuo (Fig. 45); a proximidade de um dos grupos
metila dos ligantes 1 e 2 com a Alal80A nédo permite que estes ligantes se orientem de modo a
ocorrer esta ligacdo de hidrogénio com a Asnl101A como ocorre para 3. Além disso, esta
configuracdo Unica dos estereocentros de 3 permite que somente para este ligante ocorra uma
interacdo C-H...O adicional com a Asn256B (Fig. 45) — interacdo deste tipo também foi
encontrada para a colchicina (Fig. 38). Também foi obtida unicamente para o ligante 3 uma
interagdo C-H...S com a Met316B (Fig. 44); para a colchicina, foi obtido que um de seus

oxigénios interage com o enxofre deste mesmo residuo.
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Asn256B

Alal80A

AsnlO01A

Figura 45 — InteracBes exclusivas de 3 (carbonos em verde) em comparagdo com 1 e 2 (carbonos em amarelo),
devido as diferencas na configuracdo dos estereocentros no anel B.

E importante destacar que a Ser248B e a Met316B ocorrem apenas na forma
plasmodial da proteina, em comparacdo com as tubulinas humana e bovina. A Ser248B é
substituida por uma alanina e a Met316B por uma valina ou isoleucina nas tubulinas de
mamifero estudadas (Fig. 20). Portanto, interagdes com estes residuos sao importantes para se
buscar inibidores mais seletivos a proteina do parasita (maior afinidade pela tubulina do
Plasmodium do que pelas tubulinas de mamiferos).

Com base no modo de ligacdo obtido para as lignanas 1, 2 e 3, sugere-se que para
se melhorar a atividade destes compostos seja considerada a adicdo de mais um grupo metdxi ao
anel C, de modo a formar um substituinte trimetoxi semelhante a colchicina e a podofilotoxina.
Isto permitiria um melhor preenchimento do sitio de ligacdo, inclusive possivelmente realizando
uma interacdo C—H...O com a Lys350B, como foi obtido para a podofilotoxina — cujo anel

aromatico se sobrepde aos anéis C de 1, 2 e 3 neste mesmo sitio (Fig. 46).
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Met316B

Leu253B

Cys314B Asp249B

Ser352B

Ser351B
Lys352B

Figura 46 — Comparacdo do preenchimento do sitio pelo substituinte trimetoxi da podofilotoxina (carbonos em
verde) e dos substituintes dimetdxi ou metilenodidxi das lignanas 1, 2 e 3 (carbonos em amarelo). Sdo exibidos
apenas os residuos proximos a esta porc¢ao dos ligantes. Destaque para a interacdo C—H...O Unica da podofiloxotina
com a Lys350 (linha continua) e para as ligacBes de hidrogénio com a Ser248B obtidas para todos os ligantes.

2.2.4.2.3 Lignanas ariltetralonicas 4 e 6

Para as lignanas ariltetralénicas 4, 5 e 6 foi obtido um modo de ligagéo distinto do
obtido para os ligantes 1, 2 e 3. Provavelmente isto seja devido a configuracdo dos estereocentros
no anel B destes ligantes, a qual ndo permite que se orientem da mesma maneira que o obtido
para 1, 2 e 3, ja que ocorreriam choques estéricos com a Thrl79A e Alal80A devido a
proximidade dos substituintes metila com estes residuos (Fig. 47). E possivel observar na Figura
47 que na configuracdo dos estereocentros dos ligantes 1 e 2 um dos grupos metila fica proximo
a Alal80A, porém o outro grupo fica distante da Thr179A; o inverso ocorre para o ligante 3,
onde uma metila fica proxima da Thrl179A e a outra distante da Alal80A. Assim, uma lignana
ariltetralénica com os dois grupos metila na mesma configuracdo, como ocorre em 4, 5 e 6, ndo
poderia apresentar o mesmo modo de ligacdo que 1, 2 e 3 devido a proximidade desta porcao do

ligante com o par de residuos Thr179A/Alal80A do sitio de ligacéo.
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Thr1 79A

Alal80A

Figura 47 — Comparacdo da proximidade dos substituintes metila dos ligantes 2 (carbonos em verde) e 3 (carbonos
em amarelo) com os residuos Thr179A e Alal80A do sitio de ligagdo. Os atomos de hidrogénio sdo exibidos apenas
para os ligantes.

Neste item, serd discutido o modo de ligacdo obtido para as lignanas 4 e 6; no
item seguinte sera apresentado o obtido para 5. Embora tenham sido obtidos diferentes modos de
ligacéo, os valores de score foram proximos para todas as lignanas estudadas (Tabela 11).

Os compostos 4 e 6 orientam-se da mesma maneira no sitio de ligacdo da
colchicina da PfTu, com o anel aromatico C entre os residuos Alal80A e Leu246B (Fig. 48). As
principais interacdes que estes ligantes realizam com residuos de aminodacido do sitio sdo (Fig.
49 e 50):

e interacbes C-H...n com Alal80A, Leu246B (uma com cada um dos anéis dos ligantes) e
Lys350B. Embora o anel contendo o trimetdxi da colchicina e da podofilotoxina
orientem-se em uma posicao distinta do sitio, para estes inibidores também ocorre uma
interacdo deste tipo com a Leu246B (Figs. 38 e 40);

e ligacdo de hidrogénio S—H...O entre o tiol da Cys314B e o oxigénio do substituinte
metoxi dos ligantes. Para a colchicina também foi obtida uma interacdo deste tipo com a
Cys314B (Fig. 38). Interacdes com a Cys314B sdo importantes para se promover a
seletividade dos inibidores a proteina do parasita, uma vez que nas tubulinas humana e
bovina este residuo € substituido por uma alanina (Fig. 20), incapaz de realizar este tipo
de interacdo S—H...O;

e ligacdo de hidrogénio O-H...O com a hidroxila da Ser352B. Assim como a Cys314B,

este também é um residuo substituido por uma alanina nas tubulinas humana e bovina,
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incapaz de realizar este tipo de ligacdo de hidrogénio com o ligante. Portanto, as
interacGes com este residuo devem ser exploradas para promover a seletividade & PfTu;

e interacbes C—H...O com a Serl78A e Asn256B. Este mesmo tipo de interacdo com a

Asn256B tambem foi obtido para a colchicina (Fig. 38).

Além das interacOes destacadas acima, apenas o ligante 4 é capaz de realizar duas

ligacGes de hidrogénio N—H...O entre seu substituinte metoxi do anel C e os residuos Asn101A e

Asn256B (Fig. 49). Estas duas ligacdes de hidrogénio, com os mesmos residuos do sitio, também

foram obtidas para a podofilotoxina (Fig. 40). Como o composto 6 apresenta um metilenodidxi

nesta mesma posicéo, estas interagcdes ndo foram encontradas para este ligante (Fig. 50).

AlalS80OA

Figura 48 — Modo de ligacéo obtido para as lignanas 4 (carbonos em verde) e 6 (carbonos em amarelo) na tubulina
do P. falciparum. Séo destacadas as ligagbes C—H...n que ocorrem com residuos das duas cadeias da proteina. A
estrutura secundaria da cadeia o da tubulina ¢ representada em dourado e da cadeia § em ciano.
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AsnlOLA

Cys314B

Serl 78A

Ser352B

Figura 49 — InteracOes entre o composto 4 e os residuos de aminoacido do sitio de ligacdo da colchicina da tubulina
do P. falciparum.

Asnl01A

Cys314B

Lys350B

Leu246B

Ser352B

Figura 50 — Interacdes entre 0 composto 6 e os residuos de aminoacido do sitio de ligacdo da colchicina da tubulina
do P. falciparum.
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Para este modo de ligacédo, sugere-se que uma forma de se melhorar a atividade
dos compostos seja a introducdo de uma hidroxila, por exemplo, ligada ao carbono do
substituinte metila que se orienta proximo a Serl78A. Isto poderia promover a ocorréncia de
uma ligacéo de hidrogénio O—H...O entre os ligantes 4 e 6 e este residuo do sitio (Figs. 49 e 50).

2.2.4.2.4 Lignana ariltetralonica 5

O modo de ligacdo obtido para o composto 5 é Unico, distinto dos demais ligantes
apresentados anteriormente. A configuracdo de seus estereocentros no anel B ndo permite que
esta lignana se oriente como 1, 2 e 3 — da mesma forma como discutido para 4 e 6. Além disso, a
presenca do substituinte metilenodioxi no anel A também ndo permite que 5 apresente 0 mesmo
modo de ligacdo que 4 e 6, de forma a evitar choques estéricos com a Cys314B; observa-se uma
proximidade entre os substituintes dimetoxi do mesmo anel A dos ligantes 4 e 6 e este residuo
(Fig. 51).

Figura 51 — Representacdo da proximidade entre as lignanas 4 (verde) e 6 (amarelo) e a Cys314B do sitio de ligacéo
da tubulina do P. falciparum.

Para a lignana 5, os resultados de docking molecular indicam que este ligante
orienta-se no sitio de ligacdo da colchicina da PfTu de modo que seu anel A, contendo o
substituinte metilenodioxi, se sobrepde ao anel contendo trimetoxi da colchicina, reproduzindo
duas interacbes C-H...n obtidas para este conhecido inibidor da tubulina (Fig. 52). Nesta

orientacdo, as principais interacdes que o ligante realiza com a proteina sdo (Fig. 53):
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e interacbes C-H..m com a Leu246B (uma com cada anel aromético do ligante) e
Leu253B, também obtidas para a colchicina (Fig. 38). J& para a podofilotoxina também
foi encontrada este tipo de interacdo com a Leu246B (Fig. 40);

e interacdo N-H...m com a Asn256B;

e interacbes C—H...O com Thr179A, Leu253B, Asn256B e Lys350B. Interacdes deste tipo
com a Thrl79A e Asn256B também foram obtidas para a colchicina (Fig. 38), e com a
Lys350B também foi obtida para a podofilotoxina (Fig. 40);

e interagdo C-H...S com o tiol da Cys314B. Nas tubulinas humana e bovina ha uma alanina
nesta posicdo, incapaz de realizar este tipo de interacdo por ndo possuir grupo tiol. E,
portanto, uma interagdo Unica a forma plasmodial da tubulina.

Além destas interacfes, um de seus atomos de oxigénio interage com o enxofre da
Met316B, o que também ocorre para a colchicina neste mesmo sitio (Fig. 38) — este residuo é
substituido por alanina ou isoleucina nas tubulinas humana e bovina.

Assim como no caso de 4 e 6, sugere-se que uma forma de se melhorar a atividade
do composto 5 seria a introducdo de uma hidroxila, por exemplo, ligada ao carbono de um dos
substituintes metila no anel B. Desta vez, o grupo metila orienta-se proximo ao tiol da Cys314B
e, portanto, a presenca da hidroxila poderia promover a ocorréncia de uma ligacdo de hidrogénio
S—H...O entre o ligante 5 e este residuo do sitio (Fig. 53). Conforme j& exposto, as interacdes
com o tiol da Cys314B sdo importantes caso se deseje aumentar a seletividade dos compostos a
tubulina do P. falciparum, ja que nas tubulinas humana e bovina este residuo € substituido por

uma alanina (Fig. 20).
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Leu253B

Leu246B

Figura 52 — Modo de ligacéo obtido para a lignana 5 (verde) no sitio da tubulina do P. falciparum, em comparagao
com o obtido para a colchicina (amarelo) no mesmo sitio. Sdo destacadas as ligagdes C—H...t que ocorrem com
residuos da proteina. A estrutura secundaria da cadeia o da tubulina é representada em dourado e da cadeia f em

ciano.

Thr179A
Asn256B

Leu246B

Leu253B
Lys350B

Cys314B
Met316B

Figura 53 — Interacdes entre 0 composto 5 e os residuos de aminoacido do sitio de ligacdo da colchicina da tubulina
do P. falciparum.
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3. RESUMO E CONCLUSOES

Devido a resisténcia do Plasmodium falciparum aos farmacos antimaléricos
atualmente disponiveis, neste trabalho escolheu-se estudar uma série de lignanas ariltetraldnicas
isoladas da planta Holostylis reniformis Duch. (ANDRADE-NETO, 2007), ja utilizada na
medicina tradicional brasileira para tratar a malaria, doenca que causou mais de 500.000 mortes
somente em 2013. S&o compostos que apresentam atividade antiplasmodial in vitro contra o P.
falciparum, mas cujo mecanismo de a¢do nao é compreendido.

O primeiro passo para propor um mecanismo de acdo destas moléculas foi realizar
uma ampla busca, em diferentes bancos de dados, por compostos quimicos semelhantes, cujo
alvo macromolecular era conhecido. Isto resultou na identificacdo da podofilotoxina,
desoxipodofilotoxina, 5-metoxipodofilotoxina e 5-(3,4,5-trimethoxyphenyl)-5,6,7,8-
tetrahydrobenzo[f][1,3]benzodioxole como analogos destes ligantes.

Sabe-se que a podofilotoxina € um inibidor da tubulina de diferentes organismos,
conhecida por se ligar ao sitio de ligacdo da colchicina desta proteina. Além disso, os demais
ligantes citados acima, todos estruturalmente semelhantes as lignanas estudadas, também inibem
a tubulina. Assim, conclui-se que a tubulina do P. falciparum é um possivel alvo biolégico das
lignanas ariltetraldnicas, podendo estar envolvida com o mecanismo de acdo destes compostos.

Como ndo existe estrutura tridimensional da tubulina do parasita causador da
malaria determinada experimentalmente, para se investigar o modo de ligacdo das ariltetralonas
nesta proteina foi necessario realizar a sua modelagem molecular por homologia. Entdo, as
sequéncias de aminoacidos das cadeias a ¢ B da tubulina do P. falciparum foram obtidas de
bancos de dados de sequéncia de proteinas e, a seguir, foi realizada uma busca por proteinas
homologas, cuja estrutura tridimensional era conhecida. Por possuir melhor qualidade estrutural
e apresentar a colchicina complexada no sitio de ligacdo onde seriam realizados os célculos de
docking das lignanas, uma tubulina bovina foi selecionada como molde para a modelagem por
homologia. Esta proteina apresenta mais de 84% de identidade com a tubulina do Plasmodium,
acima do limite minimo recomendado (30%) para a realizacdo de modelagem por homologia,
sendo assim um molde adequado para o experimento.

Foi realizado o alinhamento entre a sequéncia de aminoacidos da tubulina alvo, do
P. falciparum, e a sequéncia da tubulina bovina molde, com estrutura conhecida; a partir deste
alinhamento, foi gerado um modelo teorico da estrutura tridimensional das cadeias a ¢ B da

tubulina do P. falciparum. Este modelo foi construido considerando a presencga da colchicina no
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sitio de ligacdo, de modo que este sitio estaria, portanto, preparado para receber as lignanas nos
experimentos de docking molecular.

O modelo final foi submetido a quatro ferramentas diferentes de avaliacdo,
ficando dentro dos limites recomendados em todas as avaliagcbes. Portanto, a estrutura
tridimensional tedrica do dimero da tubulina do P. falciparum, obtida por modelagem molecular
por homologia, foi validada com sucesso e, entdo, utilizada para simulacGes de docking
molecular.

A analise do modelo construido mostrou que a estrutura secundaria da tubulina do
Plasmodium é conservada em relacdo a tubulina bovina, de modo que as hélices a e folhas [ se
sobrepGem ao se comparar estruturalmente as duas proteinas. Apenas algumas regides de loop,
localizadas na superficie da proteina, ndo ficaram sobrepostas na comparagdo molde-modelo.
Também foi encontrado que as cadeias o ¢ P da tubulina do parasita sdo estruturalmente
semelhantes, formadas por duas folhas beta centrais (totalizando 10 fitas paralelas), rodeadas por
cerca de 22 hélices alfa. Com relacdo ao sitio de ligacdo da colchicina, observou-se que ocorrem
algumas substituicdes de aminoacidos que interagem com este ligante, tais como Ala250B (na
forma bovina) por Ser248B (na forma plasmodial), Ala316B por Cys314B e 11e318B por
Met316B.

Com a estrutura obtida e validada da tubulina do P. falciparum, foi realizado o
docking molecular das lignanas ariltetralonicas no sitio de ligacdo da colchicina. Para se validar
0s parametros selecionados para as simulacéos, foi realizado o redocking e o cross-docking neste
mesmo sitio da tubulina bovina de estrutura conhecida. Como foi possivel recriar as orientacfes
cristalogréficas tanto da colchicina (redocking) quanto da podofilotoxina (cross-docking) nesta
proteina, os parametros selecionados nas simulacfes foram utilizados para encontrar o modo de
ligacdo de inibidores no sitio da colchicina da tubulina.

A partir dos resultados de docking obtidos para colchicina na tubulina do P.
falciparum, encontrou-se que, embora ocorram algumas substituicGes de aminoacidos neste sitio,
0 modo de ligacdo da colchicina nesta proteina € 0 mesmo que o descrito para a tubulina bovina,
no qual o anel aromético do ligante é mantido entre os residuos Leu246B e Leu253B por meio de
interacdes C—H...w, além de ocorrer uma ligagdo de hidrogénio N-H...O entre seu atomo de
oxigénio e a Vall81A. Para a podofilotoxina, por sua vez, foi obtido que seu anel aromatico
contendo o grupo trimetdxi orienta-se em uma posicdo semelhante ao descrito para a
podofilotoxina co-cristalizada a uma tubulina bovina (1sal), na qual ocorre uma interagdo C—
H...m com a Leu246B. O restante da molécula, no entanto, ocupa uma posicéo diferente no sitio

em comparacdo ao ligante cristalogréafico. Esta diferenca pode ser devida a substituicdo da
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Ala250B na forma bovina pela Ser248B na tubulina plasmodial, o que faz com que o composto
se desloque para promover uma ligagdo de hidrogénio com a hidroxila deste residuo, além da
substituicdo da Val318B pela Met316B de cadeia lateral mais volumosa, o que faz com que o
ligante se desloque para evitar choques estéricos.

As lignanas ariltetralénicas apresentam trés modos de ligacdo diferentes no sitio
de ligacdo da colchicina da tubulina do P. falciparum, dependendo da configuragdo dos
estereocentros no anel B e dos substituintes (metilenodidxi ou dimetdxi) nos anéis A e C. No
primeiro modo de ligagdo obtido, as lignanas 1, 2 e 3 orientam-se de forma que o anel C,
contendo o grupo dimetoxi ou metilenodidxi, fica na mesma regido do sitio obtida para o anel
aromatico contendo o grupo trimetoxi da colchicina e da podofilotoxina, realizando uma
interacdo C—H...m com a Leu246B. Neste modo de ligacao, a substituicdo do grupo dimetoxi pelo
grupo metilenodioxi no anel C do ligante ndo interfere significativamente na atividade dos
compostos, uma vez que a ligacdo de hidrogénio com a Ser248B por meio de um atomo de
oxigénio do substituinte & mantida, independente do substituinte. J& a alteracdo na configuracéo
dos estereocentros no anel B permite que o composto 3 realize uma ligacdo de hidrogénio
exclusiva com a Asnl01A, além de uma interagdo C—H...O adicional com a Asn256B, o que
poderia explicar sua atividade um pouco melhor em relacdo a 1 e 2.

A configuracdo diferente dos estereocentros no anel B de 4, 5 e 6 foram
responsaveis por estes ligantes assumirem modos de ligacao distintos dos obtidos para 1, 2 e 3,
como mostram os resultados de docking. Isto seria devido a proximidade dos substituintes metila
do anel B com os residuos Thrl79A e Alal80A do sitio. No segundo modo de ligacéo,
apresentado pelas lignanas 4 e 6, o anel C dos ligantes orienta-se entre a Alal80A e a Leu246B,
sendo mantido nesta posicao por interacbes C—H...n. Além disso, ocorre uma interagdo S—H...O
com a Cys314B, ndo observada para as outras lignanas neste sitio; interacdes com este residuo
sdo importantes para se promover a seletividade dos compostos a tubulina plasmodial, uma vez
que na tubulina humana e bovina este residuo é substituido por uma alanina. Considerando
apenas este modo de ligacdo, pode-se concluir que a presenca do grupo dimetdoxi como
substituinte no anel C é mais favoravel do que um grupo metilenodidxi, pois permite a
ocorréncia de duas ligacGes de hidrogénio com Asn101A e Asn256B — isto esta de acordo com
os dados de atividade, que indicam 4 ser mais ativo do que 6.

O terceiro modo de ligacdo obtido neste sitio é exclusivo para a lignana 5. Embora
esta apresente a mesma configuracdo dos estereocentros que 4 e 6, ndo se orienta da mesma
forma que estas lignanas no sitio. A partir dos resultados de docking, pode-se concluir que isto

seja devido a proximidade do substituinte dimetoxi de 4 e 6 com a Cys314B — um grupo
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metilenodioxi nesta posi¢do, como em 5, promoveria um choque estérico com o residuo do sitio.
Ainda, o composto 5 orienta-se com o anel aromatico entre a Leu246B e Leu253B, realizando
interacbes C—H...n com estes residuos, semelhante ao que foi obtido para a colchicina neste sitio.

A partir dos resultados obtidos neste trabalho, foi possivel descrever o provavel
mecanismo de acdo das lignanas ariltetralonicas com atividade antimaléria conhecida. Estes
compostos atuariam ligando-se no sitio de ligacdo da colchicina da proteina tubulina do P.
falciparum. Além disso, baseado na analise do modo de ligacdo obtido para estes compostos no
sitio receptor da proteina, foi possivel sugerir modificacGes nos ligantes a fim de se aumentar a
afinidade pela tubulina, como a inser¢do de mais um substituinte metdxi no anel C de 1, 2 e 3,
além da insercdo de uma hidroxila ligada ao carbono de um dos substituintes metila no anel B de
4,5e6.
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APENDICE - Interacfes proteina-ligantes

Neste Apéndice, sdo listadas todas as interagOes intermoleculares dos complexos
proteina-ligante apresentados ao longo do trabalho. Para cada interacdo, sdo apresentados o
atomo do ligante, o &tomo do sitio receptor e a distancia interatdmica.

Para a composicdo das tabelas, foram consideradas apenas as interacfes com
distancia interatdmica menor ou igual a 3,5 A — com excecéo das interagbes com centroides dos
anéis dos ligantes, para as quais foi considerado um limite de até 5,0 A. Além disso, ndo foram

considerados 0s &tomos de hidrogénio.

1. Colchicina-402b (redocking)

Lista de interacOes entre a colchicina e residuos de aminoacido da tubulina bovina 402b

Atg(r)no Distancia Atc;??ic:)do Aminoacido do sitio

ligante A) receptor receptor
04 3,49 CD1 LEU248 B
C12 3,40 CD1 LEU248 B
C13 3,47 0 THR179 A
Cco 3,49 C LYS254 B
01 3,30 CB ALA316B
C17 3,32 CG LYS352 B
C16 3,36 CB ASN258 B
C16 3,35 CG LYS352 B
05 3,26 CA ALA180 A
05 3,05 N VAL181 A
05 3,34 CB ASN258 B
05 3,37 CG ASN258 B
06 3,46 CG1 VAL181 A
06 3,39 CG LYS352 B
C18 3,45 0 ASN350B

Centr. 3,78 CD2 LEU248 B

Centr. 3,48 CD1 LEU255B
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2. Podofilotoxina-402b (cross-docking)

Lista de interacOes entre a podofilotoxina e residuos de aminoécido da tubulina bovina 402b

AtC(I)(r)no Distancia At(;?;i%do Aminoacido do sitio
ligante A) receptor receptor
05 2,94 CB ALA250B
05 3,24 C LYS254 B
05 2,88 CB LYS254 B
05 3,33 N LEU255B
C13 3,32 CB ALA250B
C13 3,50 CB LYS254 B
04 3,42 0D1 ASN101 A
04 3,35 CB ALA250B
C12 3,33 0oD1 ASN101 A
C5 3,39 CB ASN258 B
Cé6 3,48 CB ASN258 B
03 2,78 0 THR179 A
03 3,43 CG LYS352 B
Cc7 3,47 CB ASN258 B
Cc7 3,17 CG LYS352 B
Cc2 3,31 CG LYS352 B
C3 3,46 SD MET259 B
C4 3,43 CB ASN258 B
02 3,29 CG1 VAL181 A
02 3,35 CG LYS352 B
C1 3,39 CB THR314 B
C1 3,38 0 ASN350B
01 3,38 CG MET259 B
01 2,47 SD MET259 B
C15 3,39 CD1 LEU255B
C20 3,34 0 ASP251 B
Cc17 3,43 CD2 LEU248 B
07 3,49 SG CYS241B
C22 3,49 C LYS352 B
C22 3,22 0 LYS352 B
Centr. 4,35 CB LYS352 B
Centr. 3,25 CB ASN258 B
Centr. 3,63 CD1 LEU255 B

Centr. 3,72 CD2 LEU248 B
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3. Colchicina-PfTu

Lista de interagBes entre a colchicina e residuos de aminoacido da tubulina do Plasmodium falciparum

AtC(I)(r)no Distancia At(;?:i%do Aminoacido do sitio

ligante A) receptor receptor
C13 3,29 CB SER178 A
C13 3,20 0 THR179 A
C14 3,27 0oD1 ASN256 B
C15 3,35 0oD1 ASN256 B
C10 3,35 0G SER248 B
C9 3,19 0oD1 ASN256 B
C8 3,41 0G SER248 B
C7 2,92 0G SER248 B
01 3,36 CB CYS314 B
01 3,41 SG CYS314 B
02 3,50 SD MET316 B
Cé6 3,34 0 SER248 B
Cé6 3,44 0 ASP249 B
C21 3,14 0oD1 ASN256 B
C20 3,20 0oD1 ASN256 B
C20 3,09 SG CYS314 B
C19 3,46 0oD1 ASN256 B
C19 3,28 SG CYS314 B
C17 2,85 CG LYS350 B
Cle 3,45 CG ASN256 B
Cle 3,39 0oD1 ASN256 B
Cle 3,03 CG LYS350 B
05 3,08 CA ALA180 A
05 3,46 C ALA180 A
05 2,96 N VAL181 A
05 3,24 CG2 VAL181 A
05 3,49 CB ASN256 B
05 3,36 CG LYS350 B
05 3,24 NZ LYS350 B
06 2,98 CG2 VAL181 A
06 2,92 CG LYS350B
C18 3,25 CG2 VAL181 A
C18 3,45 0 ASN256 B
C18 3,32 0 ASN348 B

Centr. 3,44 CD1 LEU253 B

Centr. 4,53 CD2 LEU246 B
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4. Podofilotoxina-PfTu

Lista de interacGes entre a podofilotoxina e residuos de aminodacido da tubulina do Plasmodium falciparum

AtC(I)(r)no Distancia At(;?;i%do Aminoacido do sitio
ligante A receptor receptor
05 3,12 ND2 ASN101 A
05 3,04 CG ASN256 B
05 3,16 0oD1 ASN256 B
05 2,40 ND2 ASN256 B
C13 3,34 ND2 ASN101 A
04 3,33 0oD1 ASN101 A
04 2,88 ND2 ASN101 A
03 3,33 CD2 LEU246 B
c7 3,46 CA SER178 A
c7 2,92 CB SER178 A
c7 3,13 oG SER178 A
Cc2 3,30 CB SER178 A
Cc2 3,20 oG SER178 A
C3 3,27 CB LYS350 B
C4 2,99 CB LYS350 B
C4 3,36 CG LYS350 B
02 3,34 CA SER178 A
02 3,36 CB SER178 A
02 2,85 oG SER178 A
C1 3,28 0 SER351 B
01 3,28 CA LYS350 B
01 3,01 CB LYS350 B
01 3,07 N SER351 B
01 3,41 0 SER351 B
C20 3,26 C LYS350 B
C20 3,11 0 LYS350 B
C20 3,45 N SER351B
C20 3,45 C SER351B
C18 3,39 oG SER248 B
C19 3,41 oG SER248 B
08 2,92 oG SER248 B
C22 3,24 CB SER248 B
C22 2,94 oG SER248 B
C22 3,34 0 ASP249 B
C22 3,35 CB LYS252 B
C22 3,15 N LEU253 B
C22 3,36 CA LEU253 B

Centr. 3,86 CD2 LEU246 B
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5. 1-PfTu

Lista de interacBes entre o composto 1 e residuos de aminoacido da tubulina do Plasmodium falciparum

AtC(I)(r)no Distancia At(;?;i%do Aminoacido do sitio

ligante A) receptor receptor
Cc2 3,20 CB SER178 A
Cc2 3,41 oG SER178 A
C3 3,40 CB SER178 A
C3 3,18 0G SER178 A
C3 3,40 CD2 LEU246 B
C4 3,38 CD2 LEU246 B
C5 3,49 CD2 LEU246 B
C9 3,47 0 THR179 A
01 3,48 CB SER178 A
01 3,39 0 GLN245B
02 2,89 oG SER178 A
02 3,45 CD GLN245B
02 3,19 NE2 GLN245B
C11 3,29 ND2 ASN101 A
C11 3,16 CA ALA180 A
C11 2,39 CB ALA180 A
C11 2,87 ND2 ASN256 B
C12 3,38 0oD1 ASN256 B
C12 3,47 CG LYS350 B
C14 3,46 CB LYS350 B
C18 3,29 CD2 LEU246 B
05 3,04 oG SER248 B
C19 3,33 CD GLN245B
C19 3,48 0 SER351 B
C21 3,44 CD1 LEU253 B

Centr. 3,22 CD2 LEU246 B

Centr. 3,60 CB SER178 A
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6. 2-PfTu

Lista de interacBes entre o composto 2 e residuos de aminoacido da tubulina do Plasmodium falciparum

AtC(I)(r)no Distancia At(;?;i%do Aminoacido do sitio
ligante A) receptor receptor
Cc2 3,35 CB SER178 A
C3 3,26 CB SER178 A
C3 3,16 0G SER178 A
C3 3,40 CD2 LEU246 B
C4 3,38 CD2 LEU246 B
C9 3,30 0 THR179 A
01 3,29 0 GLN245B
02 3,41 CB SER178 A
02 2,72 oG SER178 A
02 3,24 NE2 GLN245B
03 3,41 0oD1 ASN101 A
C11 3,11 ND2 ASN101 A
C11 3,17 CA ALA180 A
C11 2,31 CB ALA180 A
C11 2,85 ND2 ASN256 B
C14 3,41 CB LYS350 B
C18 3,47 CD2 LEU246 B
05 3,24 oG SER248 B
C19 3,31 OH TYR224 A
C20 3,47 CG GLN245B
C20 3,26 CD GLN245B
C20 3,31 NE2 GLN245B
C21 3,43 CB CYS314 B
C22 3,45 oG SER248 B
C22 3,37 N LEU253 B
C22 3,35 CA LEU253 B
C22 3,48 0oD1 ASN256 B
Centr. 3,58 CB SER178 A
Centr. 3,26 CD2 LEU246 B

Centr. 3,86 CD2 LEU246 B




138

7. 3-PfTu

Lista de interacBes entre o composto 3 e residuos de aminoacido da tubulina do Plasmodium falciparum

AtC(I)(r)no Distancia At(;?;i%do Aminoacido do sitio
ligante A) receptor receptor
Cc2 3,39 CB SER178 A
Cc2 3,40 CD2 LEU246 B
C3 3,28 CD2 LEU246 B
C4 3,34 CD2 LEU246 B
C5 3,50 CD2 LEU246 B
C9 3,38 0oD1 ASN256 B
C10 3,44 CG ASN256 B
C10 3,38 0oD1 ASN256 B
C10 3,08 ND2 ASN256 B
01 3,26 CB SER178 A
02 3,33 CB SER178 A
02 2,78 oG SER178 A
03 3,31 0oD1 ASN101 A
03 3,21 ND2 ASN101 A
C11 3,25 0oD1 ASN256 B
C11 3,30 ND2 ASN256 B
C13 3,28 0 THR179 A
C13 3,15 CA ALA180 A
C13 3,50 CB ALA180 A
C18 3,47 CD2 LEU246 B
05 3,27 0G SER248 B
C19 3,47 N ASN247 B
C20 3,41 0 SER351B
C21 3,46 CB CYS314 B
C21 3,48 SD MET316 B
C22 2,82 0G SER248 B
Centr. 3,15 CD2 LEU246 B
Centr. 4,23 CD2 LEU246 B
Centr. 4,68 CD1 LEU253 B

Centr. 4,12 CB SER178 A
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8. 4-PfTu

Lista de interacBes entre o composto 4 e residuos de aminoacido da tubulina do Plasmodium falciparum

AtC(I)(r)no Distancia At(;?;i%do Aminoacido do sitio
ligante A) receptor receptor
C4 3,25 CB LYS350 B
C4 3,48 CG LYS350 B
C5 3,43 CB LYS350 B
C7 3,48 CD2 LEU246 B
C8 3,50 0 THR179 A
01 3,47 SG CYS314 B
02 3,12 0oD1 ASN256 B
02 3,26 SG CYS314 B
03 3,16 0 SER351B
03 3,08 CA SER352 B
03 2,58 CB SER352 B
03 3,10 oG SER352 B
C11 2,77 oG SER178 A
C12 3,44 0 SER351B
C13 3,40 0 THR179 A
C14 3,36 0 THR179 A
04 2,72 0oD1 ASN101 A
05 3,39 CG ASN101 A
05 3,49 0oD1 ASN101 A
05 2,55 ND2 ASN101 A
05 3,45 ND2 ASN256 B
C20 3,21 0oD1 ASN256 B
C20 3,34 CG LYS350 B
C22 3,24 ND2 ASN101 A
C22 3,33 CB LYS252 B
C22 3,36 ND2 ASN256 B
Centr. 3,57 CB LYS350 B
Centr. 4,21 CB ALA180 A
Centr. 4,70 CD2 LEU246 B

Centr. 4,46 CD2 LEU246 B
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9. 5-PfTu

Lista de interacBes entre o composto 5 e residuos de aminoacido da tubulina do Plasmodium falciparum

AtC(I)(r)no Distancia At(;?;i%do Aminoacido do sitio
ligante A) receptor receptor
C3 3,42 oG SER248 B
C4 3,39 oG SER248 B
C4 3,44 CD1 LEU253 B
C8 3,26 0oD1 ASN256 B
01 3,26 C ASP249 B
01 2,43 0 ASP249 B
01 3,35 CB LEU253 B
02 3,47 CB SER239 B
03 3,36 SD MET316 B
C11 2,69 CB LYS350 B
C11 3,21 C LYS350 B
C11 3,41 0 LYS350 B
C12 2,66 SG CYS314 B
C14 3,39 oG SER248 B
C15 3,32 ND2 ASN101 A
C15 3,44 CB SER248 B
05 3,28 0 THR179 A
C19 3,42 CD2 LEU240 B
C19 3,30 0 ASP249 B
C20 3,36 CE LYS252 B
C20 3,42 NZ LYS252 B
C21 3,36 0 THR179 A
Centr. 3,64 CD1 LEU253 B
Centr. 4,47 CD2 LEU246 B
Centr. 4,53 CD1 LEU246 B
Centr. 3,91 CD2 LEU246 B

Centr. 4,14 ND2 ASN256 B
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10. 6-PfTu

Lista de interacBes entre o composto 6 e residuos de aminoacido da tubulina do Plasmodium falciparum

AtC(I)(r)no Distancia At(;?;i%do Aminoacido do sitio
ligante A) receptor receptor
C4 3,29 CB LYS350 B
C5 3,45 CB LYS350 B
C7 3,47 CD2 LEU246 B
C8 3,50 0 THR179 A
01 3,50 SG CYS314 B
02 3,03 0oD1 ASN256 B
02 3,34 SG CYS314 B
03 3,19 0 SER351B
03 3,09 CA SER352 B
03 2,57 CB SER352 B
03 3,09 oG SER352 B
C11 2,79 oG SER178 A
C12 3,40 0 SER351B
C13 3,39 0 THR179 A
C15 3,19 CB ALA180 A
04 2,80 0oD1 ASN101 A
C20 3,13 0oD1 ASN256 B
C20 3,39 CG LYS350 B
Centr. 4,75 CD2 LEU246 B
Centr. 4,43 CD2 LEU246 B
Centr. 3,61 CB LYS350 B

Centr. 4,15 CB ALA180 A




