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RESUMO

A leishmaniose visceral € uma doenca transmitida por vetor e € causada por parasitos
do género Leishmania. Se nao tratada, a doenca pode ser fatal em mais de 95% dos
casos. No Brasil, 1933 casos de leishmaniose visceral e 165 Obitos causados pela
doenca foram registrados em 2020. A leishmaniose visceral possui tratamento,
incluindo o uso de anfotericina B e sais de antimonio pentavalente. A maioria dos
farmacos disponiveis sao administrados via parenteral, apresentam efeitos adversos
graves, como, por exemplo, cardiotoxicidade e pancreatite, e, além disso, ndo
possuem modo de acdo conhecido. Nesse sentido, h4 uma demanda por novos
farmacos que reanam um perfil seguro e modo de acéo claro no tratamento da doenca.
Recentemente, com a descoberta de dois potenciais candidatos a farmacos para o
tratamento da leishmaniose visceral, denominados LXE408 e GSK3494245, foi
demonstrado que a proteassoma 20S é um promissor alvo terapéutico para o
desenvolvimento de novos farmacos com atividade leishmanicida. A proteassoma dos
eucariotos desempenha um papel importante na degradacao intracelular de proteinas,
clivando ligagdes peptidicas de uma ampla combinagéo de residuos de aminoéacidos.
Dessa maneira, ela regula diferentes processos biolégicos como, por exemplo,
apoptose e controle do ciclo celular. A inibicdo da referida enzima dos parasitos
diminui a carga parasitaria e, além disso, a estrutura da proteassoma 20S dos
parasitos apresenta diferencas importantes em comparacdo com a humana. Neste
trabalho, um modelo computacional da proteassoma 20S da espécie L. tarentolae foi
criado, empregando-se a estrutura tridimensional da referida enzima complexada com
o ligante GSK3494245. A validacéo do modelo computacional foi feita por redocagem
de GSK3494245 no sitio de ligacdo da proteina. Em seguida, 243 substancias,
abrangendo 128 derivados aminoacidicos, 103 benzoiltiouréias e 12 tio-hidantoinas,
foram triadas virtualmente no modelo computacional. Por fim, 10 ligantes, de cada um
dos 3 conjuntos, com potencial atividade inibitoria frente a proteassoma 20S dos
parasitos, foram eleitos. Os 30 ligantes eleitos serdo sintetizados, caracterizados
estruturalmente e submetidos a ensaios in vitro contra amastigotas de L. donovani

situados dentro de macrofagos.

Palavras-chave: Leishmania; leishmaniose visceral; proteassoma 20S; SBDD; ancoragem

molecular.



ABSTRACT

Visceral leishmaniasis is a vector-borne disease caused by parasites of the genus
Leishmania. If left untreated, the disease can be fatal in more than 95% of cases. In
Brazil, 1933 cases of visceral leishmaniasis and 165 deaths caused by the disease
were reported in 2020. Visceral leishmaniasis has treatment, which includes the use
of amphotericin B and pentavalent antimony salts. Most of the available drugs are
administered parenterally, present serious adverse effects, such as cardiotoxicity and
pancreatitis, and have an unknown mode of action. In this scenario, there is a need for
new drugs that bring together a safe profile and a clear mode of action in the treatment
of the disease. Recently, the discovery of two potential drug candidates for the
treatment of visceral leishmaniasis, termed LXE408 and GSK3494245, revealed that
the 20S proteasome is a promising therapeutic target for the development of new drugs
with leishmanicidal activity. The proteasome of eukaryotes plays a key role in
intracellular protein degradation by cleaving peptide bonds from a broad combination
of amino acid residues. Thus, it regulates different biological processes such as
apoptosis and cell cycle control. Inhibition of this enzyme from parasites decreases the
parasite burden and the structure of the 20S proteasome from parasites exhibits
important differences in comparison with the human structure. In this work, a
computational model of the 20S proteasome of the specie L. tarentolae was created
by using the three-dimensional structure of this enzyme complexed with the ligand
GSK3494245. Validation of the computational model was performed by redocking of
GSK3494245 at the binding site of the protein. Then, 243 substances, comprising 128
amino acid derivatives, 103 benzoylthioureas, and 12 thiohydantoins, were virtually
screened into the 20S proteasome. Then, 30 ligands, 10 from each of the 3 sets, with
potential inhibitory activity against the 20S proteasome were chosen. The 30 chosen
ligands will be synthesized, structurally characterized, and submitted to in vitro assays

against L. donovani intramacrophage amastigotes.

Keywords: Leishmania; visceral leishmaniasis; 20S proteasome; SBDD; molecular docking.
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1. INTRODUCAO

1.1 Leishmaniose: Aspectos gerais sobre a doenca

18

A leishmaniose é uma doenca transmitida por vetor e é causada por parasitos,

0s quais sdo digenéticos, flagelados e pertencentes ao género Leishmania. Os

hospedeiros vertebrados, dos referidos parasitos, abrangem uma ampla variedade de

mamiferos, incluindo os canideos, hiracoides, marsupiais, roedores e 0s seres

humanos. Atualmente, 18 espécies e 3 subgéneros de parasitos sdo patdgenos aos

seres humanos, o0s quais estdo dispostos no Quadro 1 (AKHOUNDI et al., 2016;

LAINSON; SHAW, 1987; STEVERDING, 2017).

Espécie

Subgénero

L. aethiopica

L. amazonensis

L. braziliensis

L. donovani

L. guyanensis

L. infantum (sin. L. chagasi)

Leishmania

L. lainsoni

L. lindenbergi

L. major

L. martiniquensis

L. mexicana (sin. L. pifanoi)

L. naiffi

Mundinia

L. panamensis

L. peruviana

L. shawi

L. tropica

L. venezuelensis

L. waltoni

Viannia

Quadro 1 — Espécies e subgéneros de parasitos causadores da leishmaniose nos seres humanos

Fonte: AKHOUNDI et al., 2016; STEVERDING, 2017.

O vetor da leishmaniose é um flebotomineo. Hoje em dia, mais de 800 espécies

sao conhecidas e, entre elas, aproximadamente 464 sdo encontradas no novo mundo
e 375 no velho mundo (GALATI, 2003; SECCOMBE; READY; HUDDLESTON, 1993).
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A espécie mais comum pertence ao género Phlebotomus, no velho mundo, e
Lutzomyia, no novo mundo (ANVERSA et al., 2018). O flebotomineo habita regides
Uumidas e ricas em matéria organica, pois, assim como o sangue dos mamiferos, ela
fornece os nutrientes necessarios para o desenvolvimento do referido inseto. O ciclo
de vida do vetor ocorre em, aproximadamente, 30 dias e abrange 3 estagios principais,
a saber: ovo, larva e forma alada. No Brasil, Lutzomyia longipalpis € a principal espécie
de vetor da doenca, a qual é popularmente chamada de asa-dura, birigui, cangalha,
mosquito-palha ou tatuquira, a depender da regido geogréfica. A referida espécie
possui cor amarela ou palha e, em repouso, permanece com as asas eretas e
semiabertas (BRASIL, 2020; ROGERS; CHANCE; BATES, 2002; ZORZETTO, 2008).

O ciclo de vida do parasito do género Leishmania, o qual é ilustrado pela Figura
1, envolve dois hospedeiros diferentes: o flebotomineo (vetor) e o mamifero. O
flebotomineo contrai os parasitos durante a hematofagia do sangue de hospedeiros
vertebrados infectados — nos centros urbanos, Canis lupus familiaris € o principal
reservatorio domeéstico do parasito (MORENO; ALVAR, 2002) — ingerindo
macréfagos infectados com amastigotas (Estadgio 1, Figura 1). No intestino do
flebotomineo, os amastigotas transformam-se em varios intermediarios morfolégicos
até, por fim, na forma flagelada, denominada promastigota (ROGERS; CHANCE;
BATES, 2002). Os promastigotas replicam-se, por divisdo binaria, e, posteriormente,
migram do intestino para o proboscide do flebotomineo. Entdo, em uma outra ocasido
de hematofagia, os promastigotas sao inoculados nos hospedeiros vertebrados
(Estagios 2, 3 e 4) (WALKER et al., 2013). Apés a inoculagdo dos parasitos em um
ser humano néao infectado (Estagio 5), o sistema imunolégico recruta, por meio de
citocinas e quimiocinas secretadas no local da picada (BIANCHI, 2007; KAYE;
SCOTT, 2011), macréfagos (BRITTINGHAM, 1995) e neutrofilos, os quais iniciam o
processo de fagocitose dos parasitos invasores (Estagio 6). Todavia, 0os parasitos
conseguem desativar mecanismos importantes de fagocitose e se hospedam nas
referidas células (KANE; MOSSER, 2000; LODGE; DIALLO; DESCOTEAUX, 2006;
PETERS et al., 2008; REMALEY et al., 1984; VINET et al., 2009). Especificamente no
interior dos macréfagos, em uma organela denominada vacuolo parasitoféro, os
promastigotas transformam-se em amastigotas, multiplicam-se e, devido a sobrecarga
de parasitos, a ruptura da membrana celular é ocasionada, liberando-os no meio

extracelular, os quais infectam outros macrofagos e acessam diferes areas do corpo
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humano (Estagios 6 e 7), reiniciando o ciclo de vida supracitado (ANTOINE et al.,
1990; ANTOINE et al., 1998; CDC, 2020).

A partir do estagio 7 (Figura 1), o diagndstico da doenca € possivel. Os testes
diagnodsticos da leishmaniose incluem a visualizagdo direta dos amastigotas por
microscopia, reacdo de cadeia polimerase, testes sorolégicos e de deteccdo de
antigenos (CHAPPUIS, 2007; MONDAL; BHATTACHARYA; ALI, 2010; ODIWUOR et
al., 2011).

, Estégio 5: Os promastigotas s&o inoculados no hospedeiro
e

/f;ﬁen rado e, em seguida, sdo fagocitados por macrofagos

Estagio 4: Os promastigotas migram péra
o proboscide do flebotomineo

Estagio 6: Os promastigotas transformam-se
em amastigotas

Estagio 3: No intestino do flebotomineo, \:g;;:}m
os promastigotas multiplicam-se =

Estagio 7: Os amastigotas sao liberados
na corrente sanguinea, apds ruptura
da membrana celular

&

Estagio 2: Os amastigotas transformam-se

em promastigotas
i
> S I Estagio 1: O flebotomineo ingere macréfagos

infectados com parasitos na forma amastigota

Figura 1 — O ciclo de vida do parasito do género Leishmania
Fonte: adaptado de BLANCO; NASCIMENTO-JUNIOR, 2020.

Segundo a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), o ser humano pode
apresentar uma das trés manifestacdes clinicas principais da leishmaniose, a saber:
a cutanea (também é conhecida como tegumentar), a mucocutanea e a visceral
(também é chamada de calazar); a depender da espécie de parasito (CDC, 2020;
WHO, 2020).

A leishmaniose cutdnea é a mais comum e causa lesdes, principalmente
Ulceras, na pele. ApOs a autocura das Ulceras, processo que dura de 8 meses até 2
anos, cicatrizes permanentes sao formadas. Em torno de 95% dos casos ocorrem nas

Ameéricas, Asia Central, Bacia do Mediterraneo e Oriente Médio. Em 2019, mais de
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87% dos novos casos ocorreram nos seguintes paises: Afeganistdo, Argélia, Brasil,
Colébmbia, Ird, Iraque, Libia, Paquistédo, Siria e Tunisia. Estima-se que entre 600 mil a
1 milh&o de novos casos ocorram no mundo, anualmente (MOHEBALI; NADIM;
KHAMESIPOUR, 2019; WHO, 2020).

A manifestacdo clinica mucocutédnea leva a destruicdo parcial ou total das
mucosas da boca, garganta e nariz. Mais de 90% dos casos ocorrem na Bolivia, Brasil,
Etiépia e Peru (WHO, 2020).

A leishmaniose visceral € a manifestacéo clinica mais severa e, se ndo tratada,
é fatal em mais de 95% dos casos. Ela é caracterizada por anemia, aumento do baco
e do figado, crises irregulares de febre e perda de peso. A maioria dos casos ocorre
na Africa Oriental, Brasil e india. E estimado que entre 50 mil a 90 mil novos casos
ocorram anualmente em todo o mundo. Em 2019, mais de 95% dos novos casos
registrados aconteceram nos seguintes paises: Brasil, Eritreia, Etiopia, india, Iraque,
Quénia, Nepal, Somalia, Sudao do Sul e Suddo (WHO, 2020). Os agentes etioldgicos
da leishmaniose visceral sdo parasitos das espécies L. donovani e L. infantum
(WYLLIE et al., 2019).

Particularmente no Brasil, de acordo com dados epidemioldgicos
disponibilizados pelo Ministério da Saude, 1933 casos de leishmaniose visceral e 165
Obitos causados pela doenca foram registrados em 2020. Ademais, no referido ano, a
regido nordeste, em comparacdo com as demais regides, apresentou 0 maior nimero
de casos registrados e 6bitos, 959 e 107, respectivamente. (BRASIL, 2020).

Assim como outras doencas tropicais negligenciadas, a leishmaniose afeta,
principalmente, populagbes que habitam regibes empobrecidas de paises em
desenvolvimento. As condigcbes de mercado, nos referidos paises, desfavorecem
investimentos oriundos de industrias farmacéuticas, com fins lucrativos, em pesquisa
e desenvolvimento de novas alternativas medicamentosas para o tratamento dessa e
outras doencas tropicais negligenciadas. Assim, a farmacopeia para tais doencas é
pequena e ficou inalterada desde meados do século XX (HOTEZ et al., 2006;
SUNYOTO; POTET; BOELAERT, 2018; WHO, 2020).

No que se refere ao tratamento da leishmaniose visceral, atualmente ha 5
opcbes de farmacos disponiveis, a saber: Anfotericina B (1); Antimoniato de
meglumina (2); Estibogluconato de sédio (3); Miltefosina (4) e Paromomicina (5), cujas
formulas estruturais sdo demonstradas pela Figura 2. Os farmacos

supramencionados apresentam sérias desvantagens em termos de seguranca, longa
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duracdo de tratamento em um regime de monoterapia, a maioria € administrada via

parenteral e possui um mecanismo de acdo desconhecido (DNDi, 2020).

Anfotericina B (1)
Clsg= 0,02 uM (THOMPSON et al., 2018)

Estibogluconato de sddio (3)
Clsg= 54,3 uM (THOMPSON et al., 2018)

OH

Antimoniato de meglumina (2)
Clso= 96,40 uM (CORPAS-LOPEZ et al., 2015)

OH OH
R 0.  .OH
- : oH S
OH OH o
Miltefosina (4)

Clgo=2,50 uM (THOMPSON et al., 2018)

o)
J, 08080~ on
- te, - N - N
Na+ O Eé;) Sébj/\/ d,F’\ O/\/N,:"
HO' ™ -~ "“OH
“OH 070" Na+
OH

Paromomicina (5)
Clgg> 30,00 uM (THOMPSON et al., 2018)

HaN

Figura 2 — Férmula estrutural de farmacos utilizados no tratamento da leishmaniose visceral. Os
valores de Clso sdo baseados na espécie L. donovani. Imagem gerada no programa ChemDraw,
versdo 12.0.2.1076

Fonte: elaborado pelo autor.

Em 1955, 1 foi isolado a partir da bactéria Streptomyces nodosus devido a sua
atividade fungicida (GOLD et al., 1956) e, subsequentemente, ele foi reposicionado
no tratamento da leishmaniose visceral, onde o primeiro caso de sucesso foi
registrado no Brasil, em 1963 (PRATA, 1963). Apesar da taxa de eficacia clinica acima
de 97% alcancada na reducéo da carga parasitaria, em todas as regioes geograficas
(GRIENSVEN; DIRO, 2012), efeitos adversos, abrangendo hipocalemia, miocardite,
nefrotoxicidade e reacdes infusionais exigem o monitoramento hospitalar do paciente
durante todo o periodo de tratamento da doenca com o referido farmaco, aumentando

0 custo da terapia. Objetivando a minimizacdo dos efeitos colaterais
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supramencionados, uma formulacdo lipidica de 1, denominada anfotericina B
lipossomal, foi desenvolvida, tal formulagdo atenuou a nefrotoxicidade
(CHAKRAVARTY; SUNDAR, 2019).

O uso de sais de antimbnio pentavalente, tais como 2 e 3, no tratamento da
leishmaniose visceral, iniciou-se em 1940 (ALVAR; CROFT; OLLIARO, 2006). Eles
foram o tratamento padrdo da doenca em varias partes do mundo, no entanto, em
Bihar, localizado no subcontinente indiano, tornaram-se ineficazes devido ao
desenvolvimento de resisténcia nos parasitos (RIJAL et al., 2003; SUNDAR et al.,
2000), rebaixando essa classe da primeira linha de tratamento na referida regido. Os
efeitos colaterais associados ao uso desses farmacos incluem cardiotoxicidade e
pancreatite. Eles podem ser administrados via intravenosa ou intramuscular
(GRIENSVEN; DIRO, 2012).

Originalmente, 4 foi planejado como um farmaco com atividade antitumoral
(HILGARD et al., 1988; UNGER et al., 1989), posteriormente, foi descoberto que ele
também exibia atividade leishmanicida (CROFT et al., 1987; CROFT; SNOWDON;
YARDLEY, 1996) e, em 2002, na india, o uso do referido farmaco foi aprovado no
tratamento da leishmaniose visceral, sendo o primeiro administrado via oral. Apesar
do avanco na melhoria em termos de administracéo, o uso de 4 esta correlacionado a
severos efeitos colaterais, entre eles, os principais sdo gastrointestinais e,
ocasionalmente, hepatotoxicidade e nefrotoxicidade (NAGLE et al., 2014). Além disso,
0 potencial teratogénico é outra limitacdo do emprego de 4, no tratamento da
leishmaniose visceral, em varios paises (GRIENSVEN, 2012).

Em 2006, um antibidtico aminoglicosideo de amplo espectro, isolado na década
de 1950 da espécie Streptomyces rimosus var. paromomycinus, foi introduzido no
tratamento da leishmaniose visceral, exibindo, como principal vantagem, um baixo
custo (NAGLE et al., 2014; WIWANITKIT, 2012). 5 demonstrou ser muito eficaz,
porém, o uso desse farmaco pode ocasionar efeitos téxicos nos rins e ouvidos (DNDi,
2020). Ademais, em uma monoterapia, 5 possui um grande potencial para
desenvolver resisténcia nos parasitos.

Entre os farmacos supracitados, apenas 1, em sua formulacéo lipidica, e 4
foram aprovados pela agéncia norte-americana reguladora de farmacos (FDA, na sigla
em inglés para Food and Drug Administration) para serem empregados no tratamento
da leishmaniose visceral (BERMAN, 1999; FDA, 2014). No Brasil, o tratamento da
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leishmaniose visceral é gratuito, disponibilizado na rede de servigos do Sistema Unico
de Saude (SUS) e baseado no emprego dos farmacos 1 e 2 (BRASIL, 2020).

Além dos desafios inerentes aos proprios farmacos, as respostas para o
tratamento da leishmaniose visceral variam de acordo com a regido geogréfica,
consequentemente, os tratamentos recomendados também diferem, como pode ser

constatado no Quadro 2.

Regido Farmacos Utilizados

Africa Combinacéo de 3 com 5

Primeira opc¢éo: 1
Segundas opc¢des: combinacdo de 1 com 5; 1 com 4; 4 com 5

Asia

América latina | 1e 2

Quadro 2 — Tratamentos da leishmaniose visceral nas regiées endémicas da Africa, Asia e América
Latina

Fonte: What are the current drugs for visceral leishmaniasis?, DNDi, 2021; Ministério da Salde do
Brasil: Situacéo epidemiolédgica da leishmaniose visceral (BRASIL, 2020).

Adicionalmente, a coinfeccdo pelo virus da imunodeficiéncia humana (VIH)
pode aumentar a severidade da leishmaniose visceral, tornando os tratamentos usuais
ineficazes e requerendo novas combinacdes de farmacos, acompanhamento
hospitalar do paciente e maior duracdo de tratamento (DNDi, 2020).

Portanto, é veemente a demanda por novos farmacos para o tratamento da
leishmaniose visceral, que sejam acessiveis por populacbes financeiramente

carentes, atuem em um alvo terapéutico validado e exibam um perfil seguro.

1.2 A proteassoma como alvo terapéutico no tratamento da

leishmaniose visceral

A proteassoma 26S é um grande complexo proteico que possui massa
molecular maior do que 2 MDa e é altamente conservada entre os eucariotos (KIM;
YU; CHENG, 2011). Assim como toda enzima proteolitica, a principal funcao dela € a
degradacéo intracelular de proteinas por meio da clivagem das ligacGes peptidicas
(BEYNON; BOND, 2001), regulando diferentes processos bioldgicos, tais como:
apoptose; controle do ciclo celular; regulacdo imunolégica; sinalizacao e transcricao
(ADAMS, 2001; DIETRICH et al., 1996, THIBAUDEAU; SMITH, 2019).
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A estrutura da proteassoma 26S dos eucariotos é composta por duas partes, a
saber: a proteassoma 20S e um componente regulatério (também & denominado
particula regulatéria ou PA700) (EYTAN et al., 1989; HOUGH; PRATT,
RECHSTEINER, 1987). A proteassoma 20S possui forma cilindrica, massa molecular
igual a, aproximadamente, 700 kDa, dimensdes de, aproximadamente, 160 A de
comprimento e 120 A de diametro, sendo formada pelo empacotamento axial de
quatro anéis heptaméricos de proteinas, dois anéis compostos exclusivamente de
subunidades o (em vermelho, Figura 3), nas extremidades, e dois anéis compostos
exclusivamente de subunidades 3 (em azul), dispostos entre os anéis de subunidades
a, formando uma estrutura de estequiometria o1-7B1-71-7a11-7 (BORISSENKO; GROLL,
2007; HARRIS, 1968; HEGERL et al., 1991). A particula PA700 veda cada uma das
extremidades da proteassoma 20S, regulando a entrada, de forma linear, do substrato
(proteinas danificadas, mal enoveladas ou oxidadas) na regido proteolitica, a saida
dos produtos da protedlise e também realiza a liberacdo das ubiquitinas, as quais
sinalizam o substrato (HERSHKO et al., 1983; THIBAUDEAU; SMITH, 2019).

A proteassoma 20S dos eucariotos contem 3 subunidades proteoliticas ativas
por anel B, a saber: as subunidades B1, p2 e B5. Ha forte evidéncia de que as
subunidades proteoliticas ativas possuem um residuo catalitico de treonina amino-
terminal que atua como nucledfilo no processo catalitico, categorizando a
proteassoma na classe das proteases de treonina (SEEMULLER et al., 1995).
Atualmente, 5 atividades cataliticas diferentes da proteassoma sdo conhecidas, a
saber: a semelhante a caspase, a semelhante a quimotripsina; a preferencial de
aminoacidos de cadeia lateral ramificada (PACL), a preferencial de aminoacidos
neutros e pequenos (PANP) e a semelhante a tripsina, conferindo a proteassoma a
capacidade de clivar ligagbes peptidicas de uma ampla combinacéo de residuos de
aminoacidos (ARENDT; HOCHSTRASSER, 1997; ORLOWSKI; CARDOZO;
MICHAUD, 1993). A subunidade B1 exibe, preferencialmente, atividade semelhante a
caspase e, de acordo com estudos de mutagénese, também exibe atividade, limitada,
do tipo PACL (DICK et al.,, 1998; GROLL et al., 1999; HILT; WOLF, 1996). A
subunidade B2 apresenta atividade semelhante a tripsina. A subunidade B5 exibe,
preferencialmente, atividade semelhante a quimotripsina e, adicionalmente, de acordo
com estudos de mutagénese, também apresenta atividades PACL e PANP
(BORISSENKO; GROLL, 2007).


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?sort=date&term=Hough+R&cauthor_id=3298229
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?sort=date&term=Pratt+G&cauthor_id=3298229
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?sort=date&term=Rechsteiner+M&cauthor_id=3298229
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Subunidades o

Subunidades 3

Subunidades o

Figura 3 — Estrutura da proteassoma 20S de L. tanrentolae (PDB ID 6QM7). Imagem gerada com os
programas DSV e Corel PHOTO-PAINT, versfes 21.1.0.20298 e 22.0.0.412, respectivamente
Fonte: elaborado pelo autor.

Em 2016, Khare e colaboradores reportaram a descoberta de um seletivo
inibidor da proteassoma de parasitos da espécie L. donovani, denominado GNF6702
(9) (KHARE et al., 2016). O referido inibidor foi o resultado da otimizagdo de um hit
(6), o qual foi identificado através da triagem de 3 milh6es de compostos em modelos
de inibicdo da proliferacéo de trés espécies diferentes de cinetoplastideos, a saber: L.
donovani, T. cruzi e T. brucei.

A otimizacdo de 6 envolveu o planejamento e a sintese de aproximadamente 3
mil compostos, objetivando a melhoria da biodisponibilidade e da poténcia na inibigao
do crescimento de parasitos de L. donovani dentro de macrofagos. A modificacao
estrutural mais importante foi a substituicdo do centro azobenzoxazélico por ndcleos
de imidazo e triazolopirimidina substituidos na posicdo namero 6 (Alteracédo a), Figura
4), a qual foi acompanhada por um aumento de aproximadamente 20 vezes da
poténcia contra o crescimento dos parasitos em comparacdo ao hit, resultando na
estrutura de 7. O risco de toxicidade associado a metabolizacdo do grupo furano, do
composto 7, foi reduzido pela substituicdo do referido grupo por uma dimetiloxazola
(Alteragéo b)) e a alteracdo da clorofenila por fluorofenila (Alteracdo c)) melhorou a
seletividade em relacdo a inibicdo do crescimento de células de mamifero, formando
a estrutura de 8. Outras substituicbes, especificamente na posicdo numero 6 do

nacleo estrutural biciclico, contribuiram para um aumento total de cerca de 400 vezes
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da poténcia contra parasitos da espécie L. donovani, em comparacdo com o hit,
resultando na estrutura de 9. Estudos de mutagénese demonstraram que 9 inibe,
seletivamente, a atividade semelhante a quimotripsina da proteassoma dos parasitos
(KHARE et al., 2016).

GNF5343 (6) GNF2636 (7) GNF3849 (8)
CE50=7,3 LIM CE50=350 nl CE50=71 nM
g/ Alteragéo c)

LXE408 (10) GNF6702 (9)
CE50=4O nM CE50=18 nM

Alteracao d)

Figura 4 — Esquematizacdo das mudancgas estruturais iniciadas em 6 que resultaram em 10. Os
valores de CEso sdo baseados na espécie L. donovani. Imagem gerada no programa ChemDraw,
versdo 18.1.0.535

Fonte: elaborado pelo autor.

No entanto, apesar dos promissores resultados obtidos, a baixa absorcéo oral,
limitada pela reduzida solubilidade de 9, dificultou o progresso para ensaios clinicos.
Tal limitacdo poderia ser superada por meio do emprego de formulacdes
especializadas, como, por exemplo, nanosuspensdes e dispersao solida, mas
encareceria o0 custo do tratamento, prejudicando o uso por populagbes
financeiramente carentes (NAGLE et al., 2020).

Entdo, visando a melhoria da solubilidade de 9, uma nova modificacao
estrutural foi realizada, a substituicdo do atomo de hidrogénio da posicdo 3 da
subunidade piridinica por grupos mais volumosos (cloro, fluorometila, hidroximetila,
metila e metoxila) forcando-a para fora do plano em relacdo ao nucleo estrutural

biciclico, diminuindo a energia de empacotamento do cristal e, consequentemente,
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aumentando a solubilidade do referido composto quimico (Alteragcéo d), Figura 4). O
resultado foi um promissor candidato a farmaco para o tratamento da leishmaniose
visceral, denominado LXE408 (10), o qual exibiu excelente eficacia em modelos
animais da doenca, um perfil seguro e um curto periodo de tratamento quando dosado
oralmente (NAGLE et al., 2020).

A obtencéo da estrutura tridimensional de 10 complexado com a proteassoma
20S de L. tarentolae, por meio da técnica de criomicroscopia eletrdnica, demonstrou
que o sitio de ligacdo do referido ligante esta situado entre as subunidades 4 e 5,
em uma regido proximal ao residuo catalitico de T100. Coincidentemente, € no mesmo
local de um analogo estrutural denominado GSK3494245 (20), como € representado
através da Figura 5 (NAGLE et al., 2020; WYLLIE et al., 2019).

Proteassoma 20S

Sitio de ligacao

d8195

\6231 127

PDB ID 6QM7

Figura 5 — Sobreposi¢é@o entre 10 e 20 no sitio de ligacdo da proteassoma 20S de L. tarentolae
(PDB ID 6TCZ e 6QM7, respectivamente). Os atomos de carbono, fllior, nitrogénio e oxigénio dos
ligantes estao coloridos em preto, ciano, azul e vermelho, respectivamente. Todos os atomos dos
residuos de aminoéacidos das subunidades B4 e B5 estédo coloridos em azul e vermelho,
respectivamente. Os a&tomos de hidrogénio foram omitidos para melhor clareza. Imagem gerada com
0s programas DSV e Corel PHOTO-PAINT, versdes 21.1.0.20298 e 22.0.0.412, respectivamente
Fonte: elaborado pelo autor.

As subunidades 4 e 5 das espécies L. tarentolae e L. donovani compartilham
um grau de identidade sequencial de 95% e 98%, respectivamente. Os 26 residuos
de aminoacidos do sitio de ligacdo que estao envolvidos no reconhecimento molecular
de 20 sdo completamente conservados entre as duas espécies, segundo Wyllie e
colaboradores. Ademais, a poténcia de 20 contra parasitos da espécie L. tarentolae
(CEso= 40 nM) foi comparavel a alcancada contra a espécie L. donovani (CEso= 14
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nM). Esses dados garantiram confianga na obtencéo da estrutura tridimensional de 20
complexado com a proteassoma referente a espécie nao patogénica, L. tarentolae.

Entre os residuos presentes no sitio de ligacdo, da proteassoma dos parasitos,
9 séo diferentes da estrutura humana, como € possivel constatar no Quadro 3. A
maioria dos residuos diferentes comp&em um bolsdo hidrofébico, os quais estédo
destacados em negrito, onde estdo inseridas as subunidades (pirrolidina)-1-
carboxamida e, parcialmente, a fluorofenila de 20. Na estrutura humana, o referido
bolsédo hidrofébico é mais aberto, raso e exposto ao solvente, perdendo o carater
hidrofébico, em comparacédo com as estruturas da enzima dos parasitos, o0 que pode
ser a base molecular para a seletividade moderada de 20 frente a enzima humana
(WYLLIE et al., 2019).

Espécie Residuos de aminoéacidos
L. tarentolae | F24 | Y25 | 127 | K28 | 129 | S120 | T121 | D215 | A268
L. donovani | F24 | Y25 | 127 | K28 | 129 | S120 | T121 | D215 | A268
H. sapiens | S24 | N25 | V27 | Q28 | M29 | T120 | A121 | S215 | Y268

Quadro 3 — Residuos de aminoacidos da proteassoma 20S, das espécies L. tarentolae e L.
donovani, os quais compdem o sitio de ligacdo de 20, que sao diferentes da referida enzima da
espécie H. sapiens. Os residuos que compdem o bolsdo hidrofébico do sitio de ligacdo estdo
destacados em negrito.

Fonte: WYLLIE et al., 2019.

20 foi descoberto por um grupo de pesquisadores da Universidade de Dundee,
através da otimizacao estrutural de um hit (11, Figura 6), o qual foi obtido em uma
triagem fenotipica de uma biblioteca de 15659 compostos com atividade contra
parasitos da espécie T. cruzi (WYLLIE et al., 2019).

Inicialmente, os pesquisadores alteraram o ndcleo estrutural biciclico de 11,
formando 12 (Alteracdo a), Figura 6), o qual manteve atividade contra T. cruzi.
Posteriormente, ambos foram triados contra parasitos da espécie L. donovani e, como
resultado, 12 demonstrou ter melhor solubilidade cinética em comparagéo com 11 e,
portanto, ele foi eleito pelos pesquisadores para posteriores otimizagfes estruturais
(WYLLIE et al., 2019).

A substituicdo do atomo de hidrogénio da posi¢do 6 do anel de pirimidina, da
estrutura de 12, por um grupo etoxila (Alteracdo b), Figura 6), melhorou a estabilidade
metabdlica in vitro e gerou o composto 13. Como a metabolizacdo do grupo furano

pode produzir intermediarios altamente reativos e tOxicos, 0s pesquisadores
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substituiram o grupo (furano)-2-carboxamida, do composto 13, por um grupo
(pirrolidina)-1-carboxamida (Alteracéo c)), originando a estrutura de 14. A alteracao
do substituinte 6-etoxila por uma morfolina (Alteracdo d)) resultou em 15, o qual
apresentou boa estabilidade metabodlica e melhor solubilidade. A adi¢do de flior na
quarta posicao do anel fenila (Alteracéo e)) aumentou em mais de 10 vezes a poténcia
contra a espécie L. donovani e gerou 16. Em seguida, a poténcia foi levemente
aumentada com a substituicdo da morfolina por uma fenila (Alteracao f)), criando a
estrutura de 17. O composto 16 demonstrou ser suscetivel a genotoxicidade e o 17
exibiu baixa solubilidade. A estratégia chave empregada pelos pesquisadores para
enfrentar tais limitacdes foi substituir o nucleo estrutural biciclico de ambos (Alteracao
9)), envolvendo a variacdo da posicdo, do numero de heteroatomos e a troca das
posi¢des dos anéis de 6 e 5 membros. Como resultado, 3 compostos foram formados,
a saber: 18, 19 e 20 (WYLLIE et al., 2019).

11 12 13

CE5p=5,7 uM CEgq=26 uM CEgo=4,2 uM
50 i 50 " Alteracéo b) 50 #

Alteragao a)

..................................
i i

CEgp=0,35 uM CEgy=0,41 u CEsp=1.6 uM

Figura 6 — Evolucéo das séries de 11 até 20. Os valores de CEso séo baseados contra amastigotas
de L. donovani situados dentro de macréfagos. Imagem gerada no programa ChemDraw, versao
18.1.0.535

Fonte: elaborado pelo autor.
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O composto quimico 20 apresentou melhor solubilidade em meio de dissolucéo
no intestino delgado, boa estabilidade metabdlica in vitro, seletividade sobre células
de mamiferos e resultados negativos em testes mutagénicos em comparacdo com o0s
analogos estruturais 18 e 19, portanto, Wyllie e colaboradores o elegeram para
caracterizacbes de perfil mais detalhadas, as quais demonstraram que ele detém
propriedades farmacocinéticas balanceadas, perfil seguro e boa seletividade em
relacdo a enzima humana (WYLLIE et al., 2019).

Considerando os exemplos de 10 e 20, conclui-se que a busca por novos
inibidores da proteassoma 20S de parasitos da espécie L. donovani mostra-se uma
promissora estratégia para o descobrimento de potenciais candidatos a farmacos para

o tratamento da leishmaniose visceral.

1.3 Alguns conceitos bésicos relacionados a ancoragem molecular de

ligantes em biomacromoléculas

A descoberta de compostos hits e lideres, que interajam com alvos terapéuticos
especificos, € de importancia central nos estagios iniciais da descoberta de novos
candidatos a farmacos. Isso é convencionalmente realizado por triagem de alto
desempenho, um método préatico empregado na investigacdo de um grande ndimero
de compostos sintéticos em ensaios in vitro miniaturizados, visando a identificacdo de
compostos capazes de modular um determinado alvo bioldgico de interesse. Contudo,
avancos na area de bioinformatica e biologia estrutural abriram espaco para
alternativas de triagem in silico, que, em comparagao com as baseadas em ensaios
in vitro, sdo mais baratas e r4pidas. Nesse contexto, a ancoragem molecular € muito
utilizada na triagem virtual de promissores candidatos a farmacos em alvos biolégicos
especificos (CHENG et al., 2012; PEREIRA; WILLIAMS, 2009).

A ancoragem molecular é uma ferramenta computacional muito importante em
campanhas focadas no planejamento de farmacos baseado na estrutura do receptor
(SBDD, na sigla em inglés de Structure-Based Drug Design). Em tais campanhas,
algumas informacbes da estrutura tridimensional de wuma determinada
biomacromolécula, como, por exemplo, a topologia do sitio de ligacdo, fendas,
cavidades e distribuicdo eletrostética, fornecem uma compreensdo substancial de
aspectos energéticos e espaciais que podem afetar a afinidade entre o ligante e o

receptor. A estrutura tridimensional pode ser obtida experimentalmente, por exemplo,
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pela técnica de difratometria de raios X, Ressonancia Magnética Nuclear (RMN),
criomicroscopia eletrénica ou pode ser estimada através de modelagem comparativa.
Em seguida, por meio da ancoragem molecular, uma determinada quimioteca pode
ser triada em uma regido espacial especifica da estrutura tridimensional do alvo
biol6gico. (ANDERSON, 2003; CHENG et al., 2012; FERREIRA et al., 2015).

Antes da ancoragem molecular, a estrutura tridimensional do receptor e dos
ligantes requerem preparagao, como, por exemplo, adicdo de a&tomos de hidrogénio a
estrutura da biomacromolécula, adequacéo dos estados de protonacédo, tautomérico
e estereoisométrico dos residuos de aminoécidos localizados no sitio de ligacédo e dos
ligantes a serem triados. Em seguida, cada composto é ancorado virtualmente no sitio
de ligacdo do receptor por meio de um programa de ancoragem molecular
(ANDERSON, 2003; CHENG et al., 2012).

Os programas de ancoragem molecular utilizam algoritmos de busca
conformacional que estimam a conformacao e orientacdo espacial de determinado
ligante no sitio de ligac&o do receptor de interesse. Os referidos algoritmos de busca
variam o0s parametros estruturais associados aos graus de liberdade torsional,
translacional e rotacional do ligante, explorando o0 panorama energético
conformacional referente a formacéo do complexo ligante-proteina. A referida busca
conformacional pode ser realizada por dois métodos distintos: sisteméatico ou
estocastico (FERREIRA et al., 2015).

Os algoritmos de busca conformacional que usam o método sistematico
promovem variacdes graduais nos parametros estruturais do ligante e, de forma
deterministica, obtém a solugéo final. Uma maneira de aumentar a chance de se
atingir um minimo de energia global na solucéo final, é a realizacéo de buscas a partir
de conformacdes iniciais distintas do ligante. Além disso, outro problema € o
fenbmeno chamado de explosdo combinatoéria, o qual € causado pelo aumento
exponencial de possiveis combinacfes a medida que o grau de liberdade da estrutura
do ligante aumenta. Os programas de ancoragem molecular superam este problema
por meio de um algoritmo de construcao incremental que fragmenta a estrutura do
ligante. Em seguida, os fragmentos do ligante sdo ancorados individualmente. Dessa
maneira, o algoritmo reduz os graus de liberdade a serem explorados, evitando o
referido fendmeno de explosdo combinatdria (FERREIRA et al., 2015).

Os algoritmos de busca conformacional que empregam o método estocastico

criam um conjunto de conformacdes iniciais distintas de um determinado ligante,
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modificando aleatoriamente os parametros estruturais dele, assim, eles exploram uma
grande area do espaco energético conformacional e aumentam a probabilidade de um
minimo de energia global ser alcan¢cado na solucéo final. Por exemplo, os algoritmos
genéticos, aplicando o método estocastico, codificam todos os parametros estruturais
iniciais do ligante em um cromossomo. Em seguida, aleatoriamente, eles criam uma
populacdo de cromossomos, cobrindo uma ampla area do panorama energético
conformacional. Entdo, cada um deles € avaliado e 0s que apresentam menores
valores de energia sdo selecionados como modelos para a geracdo da préxima
populacdo, onde as informacgdes estruturais mais favoraveis sédo transmitidas. Uma
limitacdo dos referidos algoritmos de busca conformacional é o alto custo
computacional associado (FERREIRA et al., 2015).

Independentemente do método de busca conformacional empregado, os
programas estimam varias poses para um determinado ligante. As funcdes de
pontuacédo realizam o ranqueamento das poses geradas, com base em fatores fisico-
quimicos, aproximados, envolvidos na interacdo ligante-receptor, tais como,
interacdes intermoleculares, desolvatacdo e efeitos entrdpicos (FERREIRA et al.,
2015; HUANG; GRINTER; ZOU, 2010).

As funcbes de pontuacdo sdo categorizadas em trés classes: baseadas em
campo de forca, empiricas e baseadas em conhecimento. As fun¢gdes de pontuacao
baseadas em campo de for¢a consideram parametros fisicos relacionados a interacédo
atdbmica, incluindo interacdes de van der Waals, interacdes eletrostéaticas e forcas de
ligacdo, como estiramento, flexdo e torsdo. Os parametros podem ser derivados a
partir de dados experimentais ou por meio de célculos ab initio. Alguns desafios
relacionados ao uso das referidas fungbes de pontuacéo incluem a consideracdo de
efeitos do solvente na ligacao do ligante, como, por exemplo, o efeito da desolvatacao,
a combinacdo de termos energéticos individuais e o maior tempo despendido nos
calculos ab initio (FERREIRA et al., 2015; HUANG; GRINTER; ZOU, 2010).

A segunda classe de funcbes de pontuacdo, as empiricas, ajustam o0s
coeficientes dos diferentes termos energéticos, por exemplo, van der Waals,
eletrostaticos, ligacdo de hidrogénio, desolvatacao, entropia, hidrofobicidade, e etc,
através do desenvolvimento de um modelo estatistico, o qual envolve andlise, por
regressao linear multipla, de dados conhecidos de afinidade de ligagdo de um conjunto
de complexos ligante-proteina de estrutura tridimensional disponivel. Dessa maneira,

0s termos energéticos assumem uma forma mais simples, em comparacdo com 0s
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associados com funcdes de pontuacdo baseadas em campo de forca, tornando os
calculos de pontuacdo mais rapidos. No entanto, as referidas funcdes de pontuacao
ficam totalmente dependentes da reprodutibilidade das afinidades de ligacao
(FERREIRA et al., 2015; HUANG; GRINTER; ZOU, 2010).

As funcbes de pontuacdo baseadas em conhecimento relacionam energia
potencial de interagdo com a frequéncia de ocorréncia de pares de atomos separados
a uma determinada distancia. A metodologia mais comum para o desenvolvimento
desse tipo de funcao € extrair informagdes estruturais de complexos ligante-proteina
determinados experimentalmente. Como as referidas funcbes de pontuacdo nao
dependem da reprodutibilidade de afinidades de ligacdo ou de calculos ab initio, elas
oferecem um balanc¢o adequado entre acuracidade e velocidade na estimativa da pose
de um determinado ligante (FERREIRA et al., 2015; HUANG; GRINTER; ZOU, 2010; LlI;
FU; ZHANG, 2019; SHEN et al., 2011). Alguns exemplos de funcdes de pontuacao

estao elencados no Quadro 4.

Baseada em campo de forca Empirica Baseada em conhecimento
AutoDock 1) ChemPLP 4) ASP 7)
DOCK 2) ChemScore 5) DrugScore 8)
GoldScore 3) GlideScore 6) PoseScore 9)

Quadro 4 — Exemplos de fun¢des de pontuagdo implementadas em programas de ancoragem
molecular

Fonte: 1) MORRIS et al., 1996; 2) EWING et al., 2001; 3) JONES et al., 1997; 4) KORB; STUTZLE;
EXNER, 2009; 5) ELDRIDGE et al., 1997; 6) FRIESNER et al., 2004; 7) MOOIJ et al., 2005; 8)
GOHLKE; HENDLICH; KLEBE, 2000; 9) FAN et al., 2011.
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2. OBJETIVOS GERAIS E ESPECIFICOS

Este trabalho tem como objetivo a identificacao in silico de ligantes da enzima

proteassoma 20S de parasitos da espécie L. donovani, visando atividade

leishmanicida, através dos seguintes objetivos especificos:

Validacdo de um modelo computacional da enzima proteassoma 20S da

espécie L. tarentolae;

Planejamento estrutural de 128 derivados aminoacidicos;

Triagem virtual de 243 substancias, sendo 128 derivados aminoacidicos, 103

benzoiltiouréias e 12 tio-hidantoinas, no modelo computacional validado;

Andlise das interacbes dos complexos ligante-receptor para cada um dos
ligantes.
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3. METODOLOGIA

3.1 Estrutura dos ligantes submetidos a ancoragem molecular na

proteassoma 20S de L. tarentolae

3.1.1 Planejamento estrutural de 128 derivados aminoacidicos

O planejamento estrutural de 128 derivados aminoacidicos foi baseado em
fragmentos estruturais dos ligantes 10 e 20.

As estruturas tridimensionais da proteassoma 20S, da espécie L. tarentolae,
complexada com os ligantes 10 e 20, foram elucidadas pela técnica de
criomicroscopia eletrénica e apresentam resolucbes de 2,80 A e 3,40 A,
respectivamente. Ambas as estruturas foram obtidas no Protein Data Bank (PDB;
disponivel em: www.rcsb.org/), como arquivos de formato de extensdo pdb (codigos
de identificacdo PDB ID 6TCZ e 6QM?7).

Os arquivos pdb, referentes as estruturas tridimensionais 6TCZ e 6QM7, foram
abertos no programa Discovery Studio Visualizer (DSV; disponivel em:
https://discover.3ds.com/discovery-studio-visualizer-download), verséao 21.1.0.20298.
Utilizando-se a interface gréfica do referido programa, o modo de ligacéo dos ligantes
10 e 20 foram analisados, visando a identificacdo dos residuos de aminoacidos que
realizam algum tipo de interac&o intermolecular, com distancia de até 5 A, com ambos
os ligantes. O programa DSV estimou e classificou as interacdes identificadas no
complexo ligante-biomacromolécula, como, por exemplo, empilhamento-r, n-alquila,
ligacdo de hidrogénio e n-enxofre, para cada um dos ligantes.

A Figura 7 ilustra o modo de ligacdo de 10, no sitio de ligacdo da estrutura
tridimensional 6TCZ. A subunidade picolina, do ligante, realiza uma ligacdo de
hidrogénio ndo-classica com o &tomo de oxigénio, da ligacdo peptidica, do residuo
S120 (3,30 A). A subunidade biciclica participa de trés ligacées de hidrogénio néo-
classicas, a saber: uma com o atomo de carbono, da cadeia lateral, do residuo
catalitico de T100 (3,37 A); uma com a hidroxila de S229 (3,23 A); e uma com o atomo
de carbono, da espinha dorsal, do residuo G228 (3,66 A). O atomo de fltor, do ligante,
forma uma ligacdo de hidrogénio com a hidroxila de S195 (3,39 A). A orientacéo do
atomo de nitrogénio, da subunidade amida, em direcdo a hidroxila de Y212, favorece

uma ligacdo de hidrogénio com esse residuo (2,97 A). O anel aromético, da


http://www.rcsb.org/
https://discover.3ds.com/discovery-studio-visualizer-download
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subunidade dimetiloxazola, realiza um empilhamento-r com a cadeia lateral de F24
(4,64 A), constitui uma interacdo n-alquila com a cadeia lateral de V227 (4,74 A) e,
especificamente, o &omo de nitrogénio, da referida subunidade, estabelece uma
ligacdo de hidrogénio com o 4tomo de oxigénio, da cadeia lateral, de Y235 (3,25 A).
As metilas, da subunidade dimetiloxazola, realizam duas interacdes hidrofébicas,
sendo uma com a cadeia lateral de 127 (4,35 A) e outra com 129 (3,61 A), formam duas
interagdes n-alquila, sendo uma com a cadeia lateral do residuo F24 (4,74 A) e outra
com F225 (4,76 A) e constitui uma interacdo n-c com a cadeia lateral do residuo Y212
(3,98 A).

a) b)

LXE408
| K

z N :
NN ONN
\N/L\N &

S$120

Y235

Interagdes
n-o, n-alquila, empilhamento-r, empilhamento-T ou hidrofébica

Ligagao de hidrogénio (incluindo as nao-classicas)

Figura 7 — a) Modo de ligag&o de 10 na estrutura 6TCZ. Os atomos de carbono, fldor, nitrogénio e
oxigénio estao coloridos em preto, ciano, azul e vermelho, respectivamente. Os atomos de hidrogénio
foram omitidos para melhor clareza b) Férmula estrutural de 10. Imagem gerada com os programas
DSV e Corel PHOTO-PAINT, versdes 21.1.0.20298 e 22.0.0.412, respectivamente

Fonte: elaborado pelo autor.

A Figura 8 representa o0 modo de ligacéo de 20 no sitio de ligacdo da estrutura
6QM7. A posicao do grupo (pirrolidina)-1-carboxamida, do referido ligante, favorece
uma interacdo hidrofébica com a cadeia lateral do residuo V227 (4,71 A), uma
interac&o r-alquila com a cadeia lateral de F24 (4,43 A) e, adicionalmente, uma ligagéo
de hidrogénio ndo-classica com a hidroxila de S231 (3,45 A). Ademais, um dos atomos
de nitrogénio, o qual esta conectado a subunidade fluorofenila, e o de oxigénio, do
grupo (pirrolidina)-1-carboxamida, realizam duas ligagdes de hidrogénio, sendo uma
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com o atomo de nitrogénio de G228 (2,79 A) e outra com a hidroxila de Y212 (3,13 A).
O anel aromético, da subunidade fluorofenila, realiza um empilhamento-r com a
cadeia lateral do residuo F24 (4,99 A). A orientac&o, da referida subunidade, favorece
duas ligacBes de hidrogénio, as quais envolvem o atomo de flaor, de 20, a hidroxila,
do residuo S195 (2,69 A), e o atomo de carbono, da espinha dorsal, de G146 (3,49
A). Ademais, foi estimada, pelo programa DSV, uma interacéo de halogénio entre o
atomo de fltor, de 20, e o atomo e carbono carbonilico de S195 (3,61 A). A subunidade
biciclica realiza trés ligacdes de hidrogénio, uma com o atomo de nitrogénio do residuo
S229 (3,00 A) e duas, do tipo ndo-classicas, com o atomo de carbono, da espinha
dorsal, do residuo G228 (3,51 A) e o atomo de carbono, da cadeia lateral, do residuo
catalitico de T100 (3,60 A). A posicéo da morfolina, do ligante, favorece uma interacéo

hidrofébica com a cadeia lateral do residuo A268 (4,62 A).

b)

GSK3494245

Interacdes

n-c, m-alquila, empilhamento-n, empilhamento-T ou hidrofébica

Ligagdo de hidrogénio (incluindo as nao-classicas)

Interagéo de halogénio
Figura 8 — a) Modo de ligacdo de 20 na estrutura 6QM7. Os atomos de carbono, flor, nitrogénio e
oxigénio estao coloridos em preto, ciano, azul e vermelho, respectivamente. Os atomos de hidrogénio
foram omitidos para melhor clareza b) Férmula estrutural de 20. Imagem gerada com os programas

DSV e Corel PHOTO-PAINT, versdes 21.1.0.20298 e 22.0.0.412, respectivamente
Fonte: elaborado pelo autor.

Como é possivel constatar no Quadro 5, 7 residuos de aminoacidos, do sitio
de ligacéo do receptor, interagem com ambos os ligantes, a saber: F24, G228, S195,
S229, T100, V227 e Y212.
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F24 | G228 S195 S229 T100 V227 Y212

10
20

Legenda interagfes
Interacdo de halogénio
n-c, n-alquila, empilhamento-r, empilhamento-T ou hidrofébica
Ligacao de hidrogénio (incluindo as nao-classicas)

Quadro 5 — 7 residuos de aminoacidos do sitio de ligacdo que interagem com ambos os ligantes, 10
e 20
Fonte: elaborado pelo autor.

As subunidades dos ligantes 10 e 20 que interagem com o0s 7 residuos de
aminoacidos chave séo: biciclica, fluorofenila, (pirrolidina)-1-carboxamida, amida e
dimetiloxazola, como € ilustrado pela Figura 9 a). A disposi¢cdo das referidas
subunidades constitui um padrdo estrutural, no qual duas subunidades ciclicas
(coloridas em azul) estdo separadas por uma subunidade conectora (colorida em
vermelho), como pode ser observado na Figura 9 b). A subunidade conectora contem
aceptores e doadores de ligacdo de hidrogénio, bem como um grupo aromatico.
Entende-se, portanto, que o referido padrédo estrutural observado, em ambos os
ligantes, reiine os requisitos estruturais basicos para interacdo com os 7 residuos de
aminoacidos chave.

Objetivando intera¢cdes com os 7 residuos de aminoacidos chave, buscou-se
reproduzir o referido padréo estrutural, observado nos ligantes 10 e 20, a partir da
estrutura de aminoacidos, como é representado por meio da Figura 9 c). As
subunidades aromaticas, oriundas da cadeia lateral dos residuos de aminoacidos
fenilalanina, histidina, tirosina e triptofano (coloridas em azul), estarao separadas por
4 atomos de uma subunidade ciclica, oriunda da substituicdo da hidroxila, dos
residuos de aminoacidos precursores, por ciclo-hexilamina e anilina (coloridas em
azul), essa Ultima sera substituida pelos grupos nitro e metoxila nas posi¢des orto,
meta e para do anel aromatico. Por fim, € proposta a substituicio dos atomos de
hidrogénio aminicos, dos residuos de amino&cidos precursores, pelos grupos benzila
(Bn), isopropila (iPr) e metila, de modo a introduzir uma subunidade capaz de
reproduzir as interacdes observadas para a fluorofenila dos ligantes 10 e 20.

Apenas os enantidbmeros S foram considerados no planejamento estrutural dos
128 derivados aminoacidicos. No APENDICE A s&o disponibilizadas figuras que

ilustram a férmula estrutural de todos os derivados aminoacidicos.
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b) Subunidade ciclica Subunidade ciclica

Subunidade conectora

c) Fenilalanina Histidina Triptofano Tirosina
: HN— NH OH
. U N
: 0 i 7o
; OH oH oH i
NH, NH NH, OH
NH,

.................

o) H
' A H
I\I)AOH;\ ‘ /*ng R, = -H (e), -NO; (0, m, p) (f-h), -OCH5 (0, m, p) (i-k)

R;=R; = H (a), -Me (b), -iPr (c), -Bn (d)

Figura 9 — a) Férmula estrutural dos ligantes 10 e 20 b) Requisito estrutural basico observado nos
ligantes 10 e 20 c) Estrutura geral dos 128 derivados aminoacidicos planejados. Imagem gerada no
programa ChemDraw Pro, versdo 12.0.2.1076

Fonte: elaborado pelo autor.

3.1.2 Substancias de padrédo estrutural benzoiltiouréia e tio-

hidantoina

Em trabalho de colaboracdo, a Profa. Dra. Marcelle Bispo, da Universidade
Estadual de Londrina (UEL), forneceu 115 compostos, sendo 103 benzoiltiouréias e
12 tio-hidantoinas, para serem triados vitualmente na proteassoma 20S de L.
tarentolae, objetivando atividade leishmanicida. Na Figura 10, é ilustrado a estrutural
geral das benzoiltiouréias e tio-hidantoinas.

Estruturalmente, a maioria das benzoiltiouréias apresentam fragmentos
estruturais semelhantes aos derivados aminoacidicos, descritos na subsecéao 3.1.1.
Os padrdes estruturais assemelham-se por conterem duas subunidades ciclicas

separadas por 4 atomos. As referidas substancias demonstraram atividade inibitéria
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do crescimento de formas epimastigotas de parasitos da espécie T. cruzi (BRITO et
al., 2020; PEREIRA et al., 2021).

As tio-hidantoinas compdem uma classe de compostos heterociclicos que
exibem atividade in vitro contra a espécie L. amazonenses (CAMARGO et al., 2020;
CARVALHO et al., 2020). Apenas os enantidbmeros S foram submetidos ao estudo

computacional.

a) Benzoiltiouréias b) Tio-hidantoinas
O s
o]
S NPy R R]/((
H H NH
=
RZ/ HNW(
S
R4= grupos aromaticos, alifaticos ou heteroaromaticos| |R= grupos aromaticos ou alifaticos
R2= H, Br, CI, NOz, OCH3

Figura 10 — Estrutura geral a) das benzoiltiouréias e b) das tio-hidantoinas. Imagem gerada no
programa ChemDraw Pro, versdo 12.0.2.1076
Fonte: elaborado pelo autor.

No APENDICE A séo disponibilizadas figuras que ilustram a férmula estrutural

de todos as benzoiltiouréias e tio-hidantoinas.

3.2 Validacdo do modelo computacional da proteassoma 20S de L.

tarentolae e ancoragem molecular dos ligantes

3.2.1 Otimizagéo da estrutura tridimensional da biomacromolécula

O arquivo pdb da estrutura tridimensional 6QM7, obtido de acordo com a
subsecao 3.1.1, foi aberto no programa DSV, onde foi realizada a remocéo das
cadeias de aminoacidos A-J e M-Z, cujos residuos ndo constituem o sitio de ligacao,
bem como do ligante Z e moléculas de agua vinculados as referidas cadeias de
aminodacidos. Assim, o tempo despendido pelo programa de ancoragem molecular na

inicializac@o da proteina e detec¢do da cavidade foi diminuido.

3.2.2 Construcdao e otimizacao estrutural in silico de 20



42

Considerando-se o estado de protonacao majoritario de 20 em pH intracelular
(7,4), o qual foi estimado pelo programa MarvinSketch (disponivel em:
https://chemaxon.com/products/marvin), versdo 20.20.0, a estrutura quimica
tridimensional do ligante foi construida, seguida de calculo de mecéanica molecular
MMFF (na sigla do inglés Merck Molecular Force Field), utilizando-se o programa DSV,
e salva em uma pasta como um arquivo em formato de extensdo mol2.
Posteriormente, através da interface grafica do programa Mercury (disponivel em:
https://www.ccdc.cam.ac.uk/Community/csd-community/freemercury/), versao
2020.1, utilizando-se o programa MOPAC (na sigla do inglés Molecular Orbital
PACkage; disponivel em: http://openmopac.net/), versdo 2016, foi realizada a

otimizacao estrutural de 20, por meio de calculo semiempirico PM7.

3.2.3 Redocagem de 20 na estrutura tridimensional 6QM7

A redocagem de 20, no sitio de ligacdo da enzima proteassoma 20S de L.
tarentolae (PDB ID 6QM7), a qual foi otimizada de acordo com a subsecéo 3.2.1, foi
realizada com o programa de ancoragem molecular GOLD (na sigla do inglés Genetic
Optimisation for Ligand Docking; disponivel em:
https://www.ccdc.cam.ac.uk/solutions/csd-discovery/components/gold/), versao
2021.2.0 (JONES, G. et al, 1997).

Inicialmente, as ligacdes rotacionaveis da proteina foram fixadas, os atomos de
hidrogénio dos residuos de aminoacidos da biomacromolécula foram adicionados e
as moléculas de agua foram removidas da estrutura tridimensional da enzima através
do programa GOLD. O sitio de ligacédo foi definido por uma esfera centrada em
x:170,680000, y:144,299000 e z:132,611000, com um raio de 15,0 A. A redocagem
de 20 foi realizada cinco vezes com cada uma das funcdes de pontuacdo ASP,
ChemPLP, ChemScore, e Goldscore, de modo a determinar o valor de desvio padrao
associado ao valor médio de RMSD, da pose, de maior valor de pontuacao, calculada
por cada uma das quatro funcdes de pontuacgéo supracitadas. O complexo 20-proteina
referente a pose, de maior valor de pontuacéo, a qual foi estimada por cada uma das

quatro fungBes de pontuacdao, foi extraido e salvo como arquivo mol2.


https://chemaxon.com/products/marvin
https://www.ccdc.cam.ac.uk/Community/csd-community/freemercury/
http://openmopac.net/
https://www.ccdc.cam.ac.uk/solutions/csd-discovery/components/gold/
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3.2.3 Ancoragem molecular dos derivados aminoacidicos, benzoiltiouréias e

tio-hidantoinas na estrutura 6QM7

Os ligantes foram construidos e otimizados, de acordo com a subsec¢édo 3.2.2.
Em seguida, a ancoragem molecular foi realizada, com 0os mesmos parametros
descritos na subsecédo 3.2.3, empregando-se a funcdo de pontuacao eleita. Apés o
término dos célculos, os complexos ligante-proteina, referentes as poses de maior
valor de pontuacdo, para cada um dos ligantes, foram extraidos e salvos como
arquivos em formato de extensao mol2.

Em seguida, para todos os complexos exportados, as interacdes entre o ligante
e os residuos de aminoacidos chave, com distancia maxima de 5 A, foram estimadas,
identificadas e classificadas, por meio da interface grafica do programa DSV, e
registradas em um quadro. No APENDICE B estdo disponibilizados quadros que
ilustram as interacdes com os residuos de aminoacidos chave para todos os ligantes
triados.

Os 10 ligantes, de cada um dos trés conjuntos, que, de acordo com o0 programa
DSV, interagiram com o maior numero de residuos de aminoacidos chave, foram

eleitos.

3.2.4 Especificacdes do dispositivo empregado nos calculos

computacionais

Computador equipado com processador Intel® Core™ i7-1165G7 CPU @ 2.80
GHz 1.69 GHz (baseado em arquitetura x64), memoria RAM de 16,0 GB, placa de
video dedicada NVIDIA GeForce MX350, com 2048 MB GDDR5 de memoria e sistema

operacional Windows 10 Home Single Language, versao 21H2 (64 bits).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Validacdo do modelo computacional

A pose, de maior valor de pontuacdo, de 20, calculada pela funcéo de
pontuacdo ChemPLP obteve o menor valor médio de RMSD em comparagcdo com as
melhores poses obtidas pelas demais fungdes de pontuacdo do programa GOLD.
Adicionalmente, a funcdo de pontuacdo ChemPLP demonstrou maior
reprodutibilidade na determinacdo da melhor pose, do referido ligante, apresentando
o menor valor de desvio padrdo associado ao valor médio de RMSD, como € possivel

constatar na Tabela 1.

Funcéo de pontuacdo Valor médio de RMSD Desvio padréo

ASP 7,5273 0,1621
ChemPLP 0,8138 0,0154
ChemScore 1,6756 0,8460
GoldScore 1,2017 0,0423

Tabela 1 — Valor médio de RMSD e de desvio padrao obtido por cada uma das fungdes de
pontuacao do programa Gold na estimativa da melhor pose de 20 no sitio de ligacdo da estrutura
6QM7

Fonte: elaborado pelo autor.

Como é possivel observar, por meio da Figura 11, h& boa sobreposi¢cédo entre
0os atomos da pose, de maior valor de pontuacdo, de 20, a qual foi estimada pela
funcdo de pontuacdo ChemPLP, com os atomos do referido ligante complexado na

estrutura tridimensional 6QM7, a qual foi obtida experimentalmente.

Figura 11 — Sobreposicdo entre a estrutura tridimensional de 20 obtida experimentalmente (atomos
coloridos em vermelho) com a pose estimada pela fungcéo de pontuagdo ChemPLP (a&tomos coloridos
em azul). Os atomos de hidrogénio foram omitidos para maior clareza. Imagem gerada por meio dos
programas DSV e Paint, versdo 21.1.0.20298 e 20H2, respectivamente

Fonte: elaborado pelo autor.
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s

Infere-se que o modelo computacional € eficiente em suas estimativas
empregando-se a funcéo de pontuagcdo ChemPLP. Logo, a referida fungéo foi eleita
na realizagédo da ancoragem molecular dos derivados aminoacidicos, benzoiltiouréias
e tio-hidantoinas no sitio de ligacdo da estrutura tridimensional PDB ID 6QM7, por

meio do programa GOLD.

4.2 Analise do modo de ligacdo das melhores poses eleitas de cada

um dos trés conjuntos de ligantes triados

4.2.1 As 10 melhores poses eleitas de ligantes com padréo estrutural

aminoacidico

Como é possivel constatar no Quadro 6, os ligantes 94 e 92 interagem com
todos os residuos de aminoacidos chave, enquanto que os ligantes 70, 78, 97, 98,

102, 99 e 111 interagem com 6 e 110 interage com 5 residuos de aminoacidos chave.

F24 V227 Y212

94
92
70
78
97
98
102
99
111
110

Legenda interagcbes

n-c, n-alquila, empilhamento-r, empilhamento-T ou hidrofébica

l Ligacao de hidrogénio (incluindo as ndo-classicas)

Quadro 6 — Interacdes entre os derivados aminoacidicos eleitos e os residuos de aminoacidos
chave
Fonte: elaborado pelo autor.

O modo de ligacao da pose, de maior valor de pontuacéo, do ligante 94, a qual
foi calculada pela funcéo de pontuacdo ChemPLP, é representado por meio da Figura

12. A subunidade indola, de 94, estabelece dois empilhamentos-r com a cadeia lateral
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do residuo F24 (3,86 A e 3,91 A), realiza uma interacdo n-alquila e outra m-c com
atomos, da cadeia lateral, do residuo V227 (4,08 A e 3,46 A, respectivamente) e,
ademais, forma duas ligacdes de hidrogénio néo-classicas, do tipo n-doador, com o
atomo de nitrogénio de G228 (3,66 A e 3,76 A). O atomo de nitrogénio, da subunidade
indola, voltado para o atomo de oxigénio, da cadeia lateral, de Y212, realiza uma
ligacdo de hidrogénio com o referido residuo de aminoacido (2,98 A) e, ademais, forma
uma ligacédo de hidrogénio ndo-classica com o atomo de carbono, da espinha dorsal,
de G197 (3,78 A). Um dos substituintes metila, de 94, realiza uma ligacdo de
hidrogénio ndo-classica com o atomo de oxigénio, da cadeia lateral, de S195 (3,67 A).
Um dos atomos de oxigénio, do grupo nitro, forma uma ligacdo de hidrogénio com o
atomo de nitrogénio do residuo G146 (2,98 A). Enquanto que o outro atomo de
oxigénio, do referido grupo nitro, estabelece duas ligacbes de hidrogénio com o
residuo catalitico de T100 (2,66 A e 2,98 A). O anel aromaético, do grupo nitrobenzeno,
realiza uma interacdo r-alquila com o 4tomo de carbono, da cadeia lateral, do residuo
A268 (4,45 A) e, adicionalmente, forma uma ligacdo de hidrogénio néo-classica, do

tipo n-doador, com o atomo de oxigénio, da cadeia lateral, de S229 (4,11 A).

wsbf

Interagdes

n-a, n-alquila, empilhamento-r, empilhamento-T ou hidrofébica

Ligacdo de hidrogénio (incluindo as ndo-classicas)
Figura 12 — a) Modo de ligagdo da melhor pose de 94 na estrutura 6QM7. Os 4tomos de carbono,
nitrogénio e oxigénio estéo coloridos em preto, azul e vermelho, respectivamente. Os atomos de
hidrogénio foram omitidos para melhor clareza b) Formula estrutural de 94. Imagem gerada com os

programas DSV e Corel PHOTO-PAINT, versfes 21.1.0.20298 e 22.0.0.412, respectivamente
Fonte: elaborado pelo autor.

O modo de ligacdo da melhor pose de 92, a qual foi estimada pela funcao de

pontuacdo ChemPLP, no sitio de ligacdo da estrutura 6QM7, € demonstrado pela
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Figura 13. A subunidade indola, de 92, realiza dois empilhamentos-r com a cadeia
lateral do residuo F24 (3,82 A e 3,87 A), forma duas intera¢bes n-c com atomos de
carbono do residuo V227 (3,38 A e 3,74 A) e, ademais, estabelece duas ligagdes de
hidrogénio nédo-classicas, do tipo n-doador, com o atomo de nitrogénio de G228 (3,81
A e 3,92 A). O atomo de nitrogénio, da subunidade indola, realiza uma ligacdo de
hidrogénio com a hidroxila de Y212 (2,62 A). Um dos substituintes benzila, de 92,
forma uma ligagdo de hidrogénio n&o-classica, do tipo n-doador, com o atomo de
oxigénio, da cadeia lateral, de cada um dos seguintes residuos de aminoacidos: S195
(3,79 A) e Y25 (3,67 A). O outro substituinte benzila realiza uma ligac&o de hidrogénio
nao-classica, do tipo n-doador, intramolecular, com o atomo de nitrogénio da
subunidade amida (3,78 A). O atomo de oxigénio carbonilico, do ligante, forma uma
ligac&o de hidrogénio com o atomo de nitrogénio de G146 (2,65 A) e, adicionalmente,
estabelece uma ligacdo de hidrogénio nado-classica com o atomo de carbono, da
espinha dorsal, do residuo G228 (3,45 A). A posicdo da subunidade fenila, do ligante,
favorece uma interacéo n-alquila com a cadeia lateral do residuo A268 (4,62 A) e,
adicionalmente, estabelece duas ligagcbes de hidrogénio ndo-classicas, do tipo =-
doador, sendo uma com o 4tomo de nitrogénio do residuo catalitico de T100 (4,04 A)
e outra com a hidroxila de S229 (3,83 A).

b)

wsde

NH

N.
Bn” "Bn

$229 \
T100 G228°

Interagdes
n-c, n-alquila, empilhamento-r, empilhamento-T ou hidrofobica
Ligagao de hidrogénio (incluindo as nao-classicas)
Figura 13 — a) Modo de ligacdo da melhor pose de 92 na estrutura 6QM7. Os &tomos de carbono,
nitrogénio e oxigénio estdo coloridos em preto, azul e vermelho, respectivamente. Os atomos de
hidrogénio foram omitidos para melhor clareza b) Férmula estrutural de 92. Imagem gerada com os

programas DSV e Corel PHOTO-PAINT, versfes 21.1.0.20298 e 22.0.0.412, respectivamente
Fonte: elaborado pelo autor.
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A Figura 14 demonstra 0 modo de ligacédo da pose de 70, a qual foi a melhor
ranqueada pela funcdo de pontuacdo ChemPLP, no sitio de ligacdo da

biomacromolécula.

a) b)

s r2 hsbh

Interagdes

n-o, w-alquila, empilhamento-r, empilhamento-T ou hidrofébica

Ligagdo de hidrogénio (incluindo as nao-classicas)

Figura 14 — a) Modo de ligagcdo da melhor pose de 70 na estrutura 6QM7. Os atomos de carbono,
nitrogénio e oxigénio estao coloridos em preto, azul e vermelho, respectivamente. Os 4tomos de
hidrogénio foram omitidos para melhor clareza b) Férmula estrutural de 70. Imagem gerada com os
programas DSV e Corel PHOTO-PAINT, versfes 21.1.0.20298 e 22.0.0.412, respectivamente
Fonte: elaborado pelo autor.

A posicdo da subunidade imidazola, de 70, favorece a formacdo de duas
ligagdes de hidrogénio n&o-classicas com os atomos de nitrogénio de G146 (2,85 A)
e S229 (3,91 A) e, adicionalmente, realiza uma ligag&o de hidrogénio com o atomo de
nitrogénio do residuo catalitico de T100 (3,59 A). Um dos substituintes metila, do
ligante, estabelece uma ligacao de hidrogénio nao-classica com o atomo de oxigénio,
da cadeia lateral, do residuo de S195 (3,66 A). O anel aromatico, do grupo
nitrobenzeno, realiza um empilhamento-r com a cadeia lateral do residuo de F24 (3,96
A), forma uma interacdo n-alquila com a cadeia lateral de V227 (4,00 A) e, ademais,
constitui uma ligacédo de hidrogénio ndo-classica, do tipo n-doador, com o atomo de
nitrogénio de G228 (3,94 A). A orientacdo do grupo nitro, do ligante, favorece uma
ligacd@o de hidrogénio ndo-classica entre um dos seus atomos de oxigénio e a hidroxila
de Y235 (3,00 A).
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O modo de ligacdo da pose, de maior valor de pontuacdo, de 78, a qual foi

obtida pela funcao de pontuacdo ChemPLP, é representado por meio da Figura 15.

b) hsbj

Interacdes

n-o, T-alquila, empilhamento-z, empilnamento-T ou hidrofébica
Ligacao de hidrogénio (incluindo as ndo-classicas)

Figura 15 — a) Modo de ligacao da melhor pose de 78 na estrutura 6QM7. Os atomos de carbono,
nitrogénio e oxigénio estdo coloridos em preto, azul e vermelho, respectivamente. Os atomos de
hidrogénio foram omitidos para melhor clareza b) Férmula estrutural de 78. Imagem gerada com o0s
programas DSV e Corel PHOTO-PAINT, vers@es 21.1.0.20298 e 22.0.0.412, respectivamente

Fonte: elaborado pelo autor.

A posicao da subunidade imidazola, de 78, favorece uma ligagéo de hidrogénio
nao-classica com o atomo de oxigénio, da ligacéo peptidica, de cada um dos seguintes
residuos de aminoéacidos: A268 (3,79 A) e S120 (2,56 A). Ademais, a referida
subunidade, estabelece duas ligacdes de hidrogénio com o residuo catalitico de T100,
sendo uma com o atomo de oxigénio (2,91 A), da cadeia lateral, e outra com o atomo
de nitrogénio (2,74 A) do referido residuo de aminoéacido. Uma interacdo m-alquila
entre o atomo de carbono, da cadeia lateral, de A268 (4,57 A) e a subunidade
imidazola, do ligante, também foi estimada pelo programa DSV. O atomo de oxigénio
carbonilico, de 78, constitui uma ligacdo de hidrogénio com o &tomo de nitrogénio de
G228 (2,95 A). O atomo de oxigénio, da metoxila, forma uma ligacdo de hidrogénio
com o atomo de nitrogénio do residuo G228 (2,95 A). A metila, do referido grupo
metoxila, esta orientada na direcdo do atomo de oxigénio, da cadeia lateral, de Y212,
favorecendo a formacdo de uma ligacdo de hidrogénio ndo-classica com o referido
residuo (3,59 A), também realiza uma interacéo hidrofébica com a cadeia lateral de
V227 (3,86 A) e, adicionalmente, forma uma interacio n-c com a cadeia lateral de F24

(3,70 A).
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As interacOes, estimadas pelo programa DSV, da melhor pose de 97, a qual foi
calculada pela funcéo de pontuacdo ChemPLP, no sitio de ligacdo da estrutura 6QM?7,

sao representadas por meio da Figura 16.

a) b)

wsag
T vazr S&Q NH NO,
S$120
) (R G
‘ ' N
A268 229 N
NH,

Interacdes

n-c, w-alquila, empilhamento-, empilhamento-T ou hidrofébica
Ligacao de hidrogénio (incluindo as naoc-classicas)

Figura 16 — a) Modo de ligacdo da melhor pose de 97 na estrutura 6QM7. Os atomos de carbono,
nitrogénio e oxigénio estdo coloridos em preto, azul e vermelho, respectivamente. Os atomos de
hidrogénio foram omitidos para melhor clareza b) Férmula estrutural de 97. Imagem gerada com os
programas DSV e Corel PHOTO-PAINT, versfes 21.1.0.20298 e 22.0.0.412, respectivamente
Fonte: elaborado pelo autor.

A subunidade indola, de 97, participa de dois empilhamentos-r com a cadeia
lateral do residuo F24 (3,89 A e 3,90 A), realiza duas intera¢cdes n-c com um atomo
de carbono, da cadeia lateral, de V227 (3,38 A e 3,97 A) e também estabelece duas
ligacdes de hidrogénio ndo-classicas, do tipo n-doador, com o atomo de nitrogénio de
G228 (3,76 A e 3,76 A). A orientagdo do atomo de oxigénio carbonilico, do ligante,
favorece uma ligac&o de hidrogénio com o atomo de nitrogénio de S229 (2,88 A). O
anel aromético, do grupo nitrobenzeno do ligante, forma uma interacdo n-alquila com
0 atomo de carbono, da cadeia lateral, do residuo A268 (4,58 A) e, adicionalmente,
realiza duas ligacdes de hidrogénio ndo-classicas, do tipo n-doador, sendo uma com
0 atomo de oxigénio, da cadeia lateral, de S229 (4,19 A) e outra com o atomo de
nitrogénio do residuo amino-terminal de T100 (4,06 A). Os atomos de oxigénio, do
grupo nitro, estéo envolvidos em trés ligacdes de hidrogénio, sendo duas com atomos
do residuo catalitico de T100 (2,77 A e 2,85 A) e uma com o atomo de nitrogénio de
S120 (3,03 A).
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Na Figura 17, é ilustrado o modo de ligacdo da melhor pose de 98, a qual foi
obtida pela funcdo de pontuacdo ChemPLP, no sitio de ligacdo do receptor. A
subunidade indola, de 98, realiza dois empilhamentos-n com a cadeia lateral do
residuo F24 (3,95 A e 3,95 A), forma duas interacées n-c com o &tomo de carbono,
da cadeia lateral, de V227 (3,36 A e 3,89 A) e, adicionalmente, estabelece duas
ligacBes de hidrogénio ndo-classicas, do tipo n-doador, com o atomo de nitrogénio do
residuo G228 (3,66 A e 3,75 A). O 4tomo de nitrogénio, da subunidade indola, realiza
uma ligacdo de hidrogénio com a hidroxila do residuo Y212 (2,83 A). O atomo de
oxigénio carbonilico, do ligante, estabelece uma ligacao de hidrogénio com o atomo
de nitrogénio de S229 (2,85 A). O anel aromético, do grupo nitrobenzeno, constitui
duas ligacdes de hidrogénio ndo-classicas, do tipo m-doador, sendo uma com a
hidroxila de S229 (4,00 A) e outra com o atomo de nitrogénio do residuo amino-
terminal de T100 (3,77 A). Adicionalmente, uma interacdo n-alquila entre o referido
anel aromatico, do ligante, e o atomo de carbono, da cadeia lateral, de A268 (4,47 A)
foi estimada pelo programa DSV. Os atomos de oxigénio, do grupo nitro, participam
de duas ligacdes de hidrogénio, sendo uma com o atomo de oxigénio da cadeia lateral
do residuo catalitico de T100 (2,78 A) e outra com o 4tomo de nitrogénio de S120

(2,76 A).

wsbg

NH NO,

Ir=z

Interacbes

n-c, m-alquila, empilhamento-n, empilhamento-T ou hidrofdbica
Ligacao de hidrogénio (incluindo as ndo-classicas)

Figura 17 — a) Modo de ligagdo da melhor pose de 98 na estrutura 6QM7. Os atomos de carbono,
nitrogénio e oxigénio estéo coloridos em preto, azul e vermelho, respectivamente. Os atomos de
hidrogénio foram omitidos para melhor clareza b) Formula estrutural de 98. Imagem gerada com os
programas DSV e Corel PHOTO-PAINT, versfes 21.1.0.20298 e 22.0.0.412, respectivamente
Fonte: elaborado pelo autor.
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O modo de ligacéo da pose, de maior valor de pontuacéo, do ligante 102, a qual
foi estimada pela funcdo de pontuacdo ChemPLP, no sitio de ligacdo da

biomacromolécula, é representado pela Figura 18.

b)

wsbh

Interagdes

n-c, n-alquila, empilhamento-r, empilhamento-T ou hidrofébica
Ligacao de hidrogénio (incluindo as ndo-classicas)

Figura 18 — a) Modo de ligacdo da melhor pose de 102 na estrutura 6QM7. Os atomos de carbono,
nitrogénio e oxigénio estdo coloridos em preto, azul e vermelho, respectivamente. Os atomos de
hidrogénio foram omitidos para melhor clareza b) Férmula estrutural de 102. Imagem gerada com os
programas DSV e Corel PHOTO-PAINT, versfes 21.1.0.20298 e 22.0.0.412, respectivamente
Fonte: elaborado pelo autor.

A subunidade indola, de 102, estabelece dois empilhamentos-n com a cadeia
lateral de F24 (3,87 A e 3,89 A), realiza uma interacdo n-c e outra n-alquila com o
residuo V227 (3,51 A e 4,09 A, respectivamente) e, também, forma duas ligacdes de
hidrogénio ndo-classicas, do tipo n-doador, com o atomo de nitrogénio de G228 (3,60
A e 3,76 A). O atomo de nitrogénio, da subunidade indola, realiza uma ligacdo de
hidrogénio com o atomo de oxigénio, da cadeia lateral, de Y212 (3,13 A) e também
realiza uma ligacao de hidrogénio, ndo-classica, com o atomo de carbono, da espinha
dorsal, do residuo G197 (3,79 A). O 4tomo de oxigénio carbonilico, do ligante, participa
de duas liga¢gBes de hidrogénio, sendo uma com o atomo de nitrogénio de G146 (3,02
A) e outra, ndo-classica, com o a&tomo de carbono, da espinha dorsal, do residuo G228
(3,40 A). O anel aromatico, do grupo nitrobenzeno, estabelece duas ligacdes de
hidrogénio ndo-classicas, do tipo n-doador, sendo uma com a hidroxila de S229 (4,18
A) e outra com o a&tomo de nitrogénio do residuo amino-terminal de T100 (3,71 A).
Ademais, o referido anel aromatico forma uma interacdo n-alquila com a cadeia lateral

de A268 (4,95 A). Os atomos de oxigénio, do grupo nitro, realizam trés ligacdes de
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hidrogénio, a saber: uma com o atomo de oxigénio, da cadeia lateral, do residuo
catalitico de T100 (2,89 A); uma com o atomo de carbono, da espinha dorsal, de A119
(3,71 A); e uma com o atomo de nitrogénio de S120 (2,90 A).

A melhor pose ranqueada para o ligante 99, a qual foi ranqueada pela funcao
de pontuacdo ChemPLP, é demonstrada por meio da Figura 19.

b)
wscg

NH NO,

7 0

¥
5229
T100 G228 N._.
A268 iPr”™ TiPr
Interacdes

n-o, t-alquila, empilhamento-n, empilhamento-T ou hidrofobica

Ligacao de hidrogénio (incluindo as nao-classicas)
Figura 19 — a) Modo de ligacdo da melhor pose de 99 na estrutura 6QM7. Os atomos de carbono,
nitrogénio e oxigénio estéo coloridos em preto, azul e vermelho, respectivamente. Os atomos de
hidrogénio foram omitidos para melhor clareza b) Férmula estrutural de 99. Imagem gerada com os

programas DSV e Corel PHOTO-PAINT, versfes 21.1.0.20298 e 22.0.0.412, respectivamente
Fonte: elaborado pelo autor.

A subunidade indola, de 99, participa de dois empilhamentos-r com a cadeia
lateral do residuo F24 (3,76 A e 3,90 A), realiza duas interagdes n-c com o residuo
V227 (3,47 A e 3,80 A) e forma duas ligacdes de hidrogénio ndo-classicas, do tipo n-
doador, com o atomo de nitrogénio de G228 (3,65 A e 4,08 A). O atomo de nitrogénio,
da subunidade indola, estabelece uma ligacdo de hidrogénio com a hidroxila Y212
(2,84 A). Um dos substituintes isopropila, do ligante, interage com a cadeia lateral dos
residuos F24 (4,85 A) e Y25 (4,81 A), por meio de uma interagéo r-alquila. O atomo
de oxigénio carbonilico, do ligante, realiza uma ligacéo de hidrogénio com o &tomo de
nitrogénio do residuo S229 (3,02 A). O anel aromatico, do grupo nitrobenzeno, esta
envolvido em uma ligagédo de hidrogénio nao-classica, do tipo nt-doador, com o0 atomo
de oxigénio, da cadeia lateral, de S229 (4,11 A) e, também, forma uma interacéo

hidrofdbica, do tipo n-alquila, com o &tomo de carbono da cadeia lateral de A268 (4,68
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A). Através dos atomos de oxigénio do grupo nitro, o ligante participa de duas ligacdes
de hidrogénio, as quais envolvem o atomo de oxigénio da cadeia lateral do residuo
catalitico de T100 (2,62 A) e o &tomo de nitrogénio de S120 (3,18 A).

Na Figura 20, é ilustrado o modo de ligagdo da melhor pose de 111, a qual foi
estimada pela funcdo de pontuacdo ChemPLP, no sitio de ligacdo da

biomacromolécula.

b)

WSC]
NH o~
Z
2 0
N
N
iPr~ iPr

Interagdes

n-c, n-alquila, empilhamento-r, empilhamento-T ou hidrofébica
Ligacao de hidrogénio (incluindo as nao-classicas)

Figura 20 — a) Modo de ligagdo da melhor pose de 111 na estrutura 6QM7. Os atomos de carbono,
nitrogénio e oxigénio estéo coloridos em preto, azul e vermelho, respectivamente. Os atomos de
hidrogénio foram omitidos para melhor clareza b) Férmula estrutural de 111. Imagem gerada com os
programas DSV e Corel PHOTO-PAINT, versfes 21.1.0.20298 e 22.0.0.412, respectivamente
Fonte: elaborado pelo autor.

A subunidade indola, de 111, estabelece dois empilhamentos-n com a cadeia
lateral de F24 (3,75 A e 3,94 A), realiza duas interagdes n-c com o residuo V227 (3,46
A e 3,77 A) e, adicionalmente, forma duas ligacGes de hidrogénio ndo-classicas, do
tipo n-doador, com o atomo de nitrogénio de G228 (3,66 A e 4,08 A). O atomo de
nitrogénio, da referida subunidade indola, constitui uma ligacdo de hidrogénio com a
hidroxila de Y212 (2,82 A). A posicdo de um dos substituintes isopropila, do ligante,
favorece uma interacdo m-alquila com a cadeia lateral de cada um dos seguintes
residuos: F24 (4,76 A) e Y25 (4,71 A). O aomo de oxigénio carbonilico, do ligante,
forma uma ligac&o de hidrogénio com o atomo de nitrogénio de S229 (3,40 A). O anel
aromatico, da subunidade metoxifenila, estabelece duas ligac6es de hidrogénio néo-

classicas, do tipo n-doador, com o atomo de oxigénio, da cadeia lateral, de S229 (4,18
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A) e com o atomo de nitrogénio do residuo catalitico T100 (4,09 A) e, ademais, forma
uma interag&o n-alquila com o &tomo de carbono, da cadeia lateral, de A268 (4,87 A).
O atomo de oxigénio, do grupo metoxila, interage com os atomos de nitrogénio e
oxigénio do residuo T100, através de duas ligacées de hidrogénio (2,99 A e 2,61 A).
Além disso, a posicao da metila, do referido grupo metoxila, favorece uma ligacéo de
hidrogénio ndo-classica, com o &tomo de oxigénio, da ligacéo peptidica de S120 (3,38
A).

Na Figura 21, € demonstrado o modo de ligacdo da melhor pose de 110, a qual
foi estimada pela funcdo de pontuacdo ChemPLP, no sitio de ligacdo da estrutura
6QM7.

Interagdes

n-c, n-alquila, empilhamento-x, empilhamento-T ou hidrofdbica
Ligacao de hidrogénio (incluindo as nao-classicas)

Figura 21 — a) Modo de ligagdo da melhor pose de 110 na estrutura 6QM7. Os atomos de carbono,
nitrogénio e oxigénio estao coloridos em preto, azul e vermelho, respectivamente. Os 4tomos de
hidrogénio foram omitidos para melhor clareza b) Férmula estrutural de 110. Imagem gerada com os
programas DSV e Corel PHOTO-PAINT, versfes 21.1.0.20298 e 22.0.0.412, respectivamente
Fonte: elaborado pelo autor.

A subunidade indola, de 110, estabelece dois empilhamentos-n com a cadeia
lateral do residuo F24 (3,81 A e 3,91 A), realiza duas interacdes n-c com o atomo de
carbono, da cadeia lateral, do residuo V227 (3,42 A e 3,93 A) e, adicionalmente, forma
duas ligagbes de hidrogénio ndo-classicas, do tipo m-doador, com o atomo de
nitrogénio de G228 (3,82 A e 3,82 A). O atomo de nitrogénio, da referida subunidade
indola, constitui uma ligacéo de hidrogénio com a hidroxila de Y212 (2,76 A). O atomo
de oxigénio carbonilico, do ligante, estabelece uma ligagéo de hidrogénio com o atomo
de nitrogénio de G146 (2,84 A) e, adicionalmente, forma uma ligacdo de hidrogénio



56

n&o-classica com o atomo de carbono, da espinha dorsal, de G228 (3,25 A). O anel
aromatico, da subunidade metoxifenila, estabelece uma interacdo m-alquila com o
atomo de carbono, da cadeia lateral, de A268 (4,64 A). A posicéo do grupo metoxila,
do ligante, favorece 3 ligagcbes de hidrogénio, sendo duas com o residuo catalitico de
T100 (2,78 A e 2,96 A) e uma com o atomo de oxigénio, da ligac&o peptidica, de S120
(3,30 A).

4.2.2 As 10 melhores poses eleitas de ligantes com padréo estrutural

benzoiltiouréia

Como € possivel observar no Quadro 7, os ligantes 188, 192, 222 e 249
interagem com 6 residuos de aminoacidos chave, e os demais ligantes interagem com
5 residuos chave. Ademais, todas as benzoiltiouréias eleitas interagiram com o
residuo catalitico de T100.

F24 Y212

188
192
222
249
172
182
183
184
185
186

Legenda interacbes

n-c, n-alquila, empilhamento-r, empilhamento-T ou hidrofébica

l Ligacao de hidrogénio (incluindo as ndo-classicas)

Quadro 7 — Interacdes entre as benzoiltiouréias eleitas e os residuos de aminoacidos chave
Fonte: elaborado pelo autor.

O modo de ligagao da pose, melhor ranqueada, de 188, a qual foi estimada
pela funcdo de pontuacdo ChemPLP, é demonstrado pela Figura 22. O anel
aromatico, da subunidade benzila de 188, estabelece um empilhamento-r com a
cadeia lateral do residuo F24 (4,55 A) e realiza uma interagéo n-alquila com atomos,
da cadeia lateral, de cada um dos seguintes residuos: 127 (4,99 A) e V227 (4,71 A). A
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referida subunidade benzila constitui uma ligacdo de hidrogénio ndo-classica com o
atomo de oxigénio, da cadeia lateral, de Y212 (3,10 A). O atomo de enxofre, do ligante,
participa de uma ligacdo de hidrogénio com a hidroxila de Y212 (3,52 A). Um dos
atomos de nitrogénio, da subunidade tiouréia, o qual est4 conectado a subunidade
benzila, estabelece uma ligacdo de hidrogénio com o atomo de nitrogénio de G228
(3,22 A). 188 participa de quatro ligacdes de hidrogénio envolvendo os atomos de
oxigénio do grupo nitro, o0 &tomo de nitrogénio do residuo catalitico T100 (3,00 A e
3,13 A), o atomo de oxigénio, da cadeia lateral, e o de nitrogénio do residuo S229
(2,83 A e 2,72 A, respectivamente)

RTB113
O S

RS RN
H H

Interacdes

n-c, n-alquila, empilhnamento-n, empilhamento-T ou hidrofébica
Ligagao de hidrogénio (incluindo as ndo-classicas)

Figura 22 — a) Modo de ligagao da melhor pose de 188 na estrutura 6QM7. Os atomos de carbono,
enxofre, nitrogénio e oxigénio estéo coloridos em preto, amarelo, azul e vermelho, respectivamente.
Os atomos de hidrogénio foram omitidos para melhor clareza b) Férmula estrutural de 188. Imagem
gerada com os programas DSV e Corel PHOTO-PAINT, versdes 21.1.0.20298 e 22.0.0.412,
respectivamente

Fonte: elaborado pelo autor.

A pose, de maior valor de pontuacédo, de 192, a qual foi obtida pela funcéo de
pontuacdo ChemPLP, bem como as interacdes entre ela e residuos de aminoacidos
do sitio de ligacao, estédo representados por meio da Figura 23. A metoxila, do ligante,
forma uma interag&o m-alquila com a cadeia lateral de cada um dos residuos F24 (4,42
A) e Y212 (4,51 A), realiza uma interacdo hidrofébica com a cadeia lateral de V227
(3,44 R), constitui uma ligacdo de hidrogénio ndo-classica com o atomo de oxigénio,

da ligac&o peptidica, de S226 (3,68 A) e uma ligacéo de hidrogénio com a hidroxila de
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Y212 (2,78 A). O anal aromatico, da subunidade metoxifenila, estabelece um
empilhamento-t com a cadeia lateral de F24 (4,31 A), realiza uma interacdo r-alquila
com a cadeia lateral de V227 (3,95 A) e participa de um empilhamento amida-r com
atomos que constituem a ligacao peptidica formada entre os residuos G228 e S229
(4,75 A). O atomo de enxofre, da subunidade tiouréia, constitui uma ligacdo de
hidrogénio n&o-classica com o atomo de nitrogénio de G146 (3,04 A). O atomo de
oxigénio carbonilico, do ligante, estabelece uma ligacdo de hidrogénio com o atomo
de oxigénio, da cadeia lateral, e outra com o atomo de nitrogénio do residuo S229
(2,78 A e 3,15 A, respectivamente) e, adicionalmente, forma uma ligacdo de
hidrogénio com o atomo de nitrogénio do residuo amino-terminal T100 (2,99 A). O
ligante participa de trés ligacdes de hidrogénio abrangendo o grupo nitro e os residuos
T100 (2,81 A e 2,85 A) e S120 (2,93 A). O anel aromatico, do grupo nitrobenzeno,

forma uma interacéo n-c com a cadeia lateral de A268 (3,60 A).

b)

RTB117

Interacdes

n-c, n-alquila, empilhamento-r, empilhamento-T ou hidrofébica

Ligacao de hidrogénio (incluindo as nao-classicas)

Figura 23 — a) Modo de ligagdo da melhor pose de 192 na estrutura 6QM7. Os atomos de carbono,
enxofre, nitrogénio e oxigénio estao coloridos em preto, amarelo, azul e vermelho, respectivamente.
Os atomos de hidrogénio foram omitidos para melhor clareza b) Férmula estrutural de 192. Imagem
gerada com os programas DSV e Corel PHOTO-PAINT, versfes 21.1.0.20298 e 22.0.0.412,
respectivamente

Fonte: elaborado pelo autor.

Na Figura 24, é representado o modo de ligacdo da melhor pose de 222, a qual
foi calculada pela funcdo de pontuacdo ChemPLP, no sitio de ligacdo da
biomacromolécula. A subunidade benzila, de 222, realiza um empilhamento-rt com a
cadeia lateral de F24 (4,57 A), forma uma interacdo n-alquila com a cadeia lateral de

V227 (4,63 A) e constitui uma ligacéo de hidrogénio ndo-classica com a hidroxila de
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Y212 (3,49 A). Um dos atomos de nitrogénio, da subunidade tiouréia, o qual esta
conectado diretamente a subunidade benzila, realiza uma ligacéo de hidrogénio com
o atomo de nitrogénio de G228 (3,10 A). O atomo de oxigénio carbonilico, do ligante,
estabelece uma ligacdo de hidrogénio com o atomo de nitrogénio do residuo G146
(2,77 A). A subunidade metoxifenila constitui uma ligacdo de hidrogénio ndo-classica
com o atomo de oxigénio, da cadeia lateral, de S229 (4,06 A) e, adicionalmente, forma

uma ligacéo de hidrogénio com o residuo catalitico de T100 (2,99 A).

b)

RTB148
O S

/OWQAM“Q

n-6, m-alquila, empilhamento-r, empilhamento-T ou hidrofébica

Interagdes

Ligagéo de hidrogénio (incluindo as ndo-classicas)

Figura 24 — a) Modo de ligagcdo da melhor pose de 222 na estrutura 6QM7. Os atomos de carbono,
enxofre, nitrogénio e oxigénio estao coloridos em preto, amarelo, azul e vermelho, respectivamente.
Os atomos de hidrogénio foram omitidos para melhor clareza b) Férmula estrutural de 222. Imagem
gerada com os programas DSV e Corel PHOTO-PAINT, versfes 21.1.0.20298 e 22.0.0.412,
respectivamente

Fonte: elaborado pelo autor.

O modo de ligagao da pose, de maior valor de pontuacéo, do ligante 249, a qual
foi obtida pela func&o de pontuacdo ChemPLP, é ilustrado na Figura 25. O grupo terc-
butila, de 249, estabelece duas interacdes hidrofébicas com atomos, da cadeia lateral,
dos residuos 129 (4,73 A) e V227 (4,34 A), realiza duas interagdes n-c e uma n-alquila
com a cadeia lateral de Y212 (3,93 A, 3,93 A e 4,49 A, respectivamente) e forma uma
interacéo n-alquila com a cadeia lateral de F24 (4,83 A). O anel aromatico, do grupo
terc-butilbenzeno, realiza um empilhamento-t com a cadeia lateral de F24 (3,72 A),
forma uma interacdo n-c com a cadeia lateral de V227 (3,73 A) e, adicionalmente,
uma ligagcdo de hidrogénio ndo-classica, do tipo n-doador, com o atomo de nitrogénio

de G228 (3,49 A). O atomo de enxofre, da subunidade tiouréia, constitui uma liga¢&o
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de hidrogénio com o atomo de nitrogénio de G146 (3,56 A). O atomo de oxigénio
carbonilico, do ligante, participa de duas ligacdes de hidrogénio, sendo uma com o
atomo de nitrogénio de G146 (2,90 A) e outra, ndo-classica, com o atomo de carbono,
da espinha dorsal, de G228 (3,45 A). A posicédo do grupo nitro, do ligante, favorece
quatro ligagBes de hidrogénio, sendo duas com o residuo catalitico de T100 (2,73 A e
2,82 A) e outras duas com o residuo S229 (2,78 A e 3,26 A).

b)
RTB294

NO, O S

Ir=z
Ir=z

§229

Interacdes
n-o, n-alquila, empilhamento-r, empilhamento-T ou hidrofébica

Ligacdo de hidrogénio (incluindo as ndo-classicas)

Figura 25 — a) Modo de ligagdo da melhor pose de 249 na estrutura 6QM7. Os atomos de carbono,
enxofre, nitrogénio e oxigénio estéo coloridos em preto, amarelo, azul e vermelho, respectivamente.
Os atomos de hidrogénio foram omitidos para melhor clareza b) Férmula estrutural de 249. Imagem
gerada com os programas DSV e Corel PHOTO-PAINT, versfes 21.1.0.20298 e 22.0.0.412,
respectivamente

Fonte: elaborado pelo autor.

Na Figura 26, estdo representadas as interacdes estabilizantes da pose, de
maior valor de pontuacdo, de 172, a qual foi estimada pela funcdo de pontuacgao
ChemPLP, no sitio de ligagdo do receptor. A subunidade fenila, de 172, realiza duas
interacdes r-alquila com a cadeia lateral de cada um dos residuos 129 (4,67 A) e V227
(4,66 A), além disso, estabelece um empilhamento-T com a cadeia lateral de Y212
(4,96 A). O atomo de oxigénio carbonilico, do ligante, constitui uma ligacdo de
hidrogénio com o atomo de nitrogénio de G228 (3,01 A). Um dos atomos de nitrogénio
da subunidade tiouréia forma uma ligacédo de hidrogénio com o atomo de oxigénio, da
cadeia lateral, de Y212 (3,30 A). O anel aromatico, da subunidade nitrofenila, constitui
uma interac&o n-alquila com a cadeia lateral de A145 (4,86 A). 172 participa de quatro
ligacbes de hidrogénio envolvendo o grupo nitro e o0s seguintes residuos de
aminodcidos: G146 (3,07 A), S229 (2,98 A e 3,10 A) e T100 (2,97 A).
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b)

129

Interagdes
n-c, n-alquila, empilhamento-r, empilhamento-T ou hidrofébica
Ligacao de hidrogénio (incluindo as nao-classicas)

Figura 26 — a) Modo de ligagdo da melhor pose de 172 na estrutura 6QM7. Os atomos de carbono,
enxofre, nitrogénio e oxigénio estdo coloridos em preto, amarelo, azul e vermelho, respectivamente.
Os atomos de hidrogénio foram omitidos para melhor clareza b) Férmula estrutural de 172. Imagem
gerada com os programas DSV e Corel PHOTO-PAINT, versdes 21.1.0.20298 e 22.0.0.412,
respectivamente

Fonte: elaborado pelo autor.

O modo de ligacdo da melhor pose de 182, a qual foi calculada pela funcéo de
pontuacdo ChemPLP, no sitio de ligacdo da estrutura 6QM?7 é ilustrado pela Figura
27.

b)

RTB107
o S

O,N” \/:

n-c, n-alquila, empilhamento-r, empilhamento-T ou hidrofébica

e

Interacdes

Ligacgao de hidrogénio (incluindo as ndo-classicas)

Figura 27 — a) Modo de ligagdo da melhor pose de 182 na estrutura 6QM7. Os atomos de carbono,
enxofre, nitrogénio e oxigénio estao coloridos em preto, amarelo, azul e vermelho, respectivamente.
Os atomos de hidrogénio foram omitidos para melhor clareza b) Féormula estrutural de 182. Imagem
gerada com os programas DSV e Corel PHOTO-PAINT, versfes 21.1.0.20298 e 22.0.0.412,
respectivamente

Fonte: elaborado pelo autor.
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Por meio da Figura 28, € demonstrado o modo de ligacado da pose, de maior
valor de pontuacado, do ligante 183, a qual foi obtida pela funcdo de pontuacao
ChemPLP. A subunidade fenila realiza um empilhamento-r com a cadeia lateral de
F24 (4,25 A) e, adicionalmente, uma interacdo r-alquila com a cadeia lateral de V227
(4,55 A). O atomo de enxofre, da subunidade tiouréia, estabelece uma ligacdo de
hidrogénio com o atomo de oxigénio, da cadeia lateral, de Y212 (3,16 A). Um dos
atomos de oxigénio, do grupo nitro, estabelece trés ligacbes de hidrogénio, sendo uma
com o atomo de nitrogénio do residuo catalitico de T100 (2,99 A) e duas com os

atomos de nitrogénio e oxigénio do residuo S229 (2,78 A e 2,82 A, respectivamente).

b)
RTB108

O,N i i@

Ir=z
Iz

Interagdes

n-o, n-alquila, empilhamento-r, empilhamento-T ou hidrofébica

Ligagao de hidrogénio (incluindo as ndo-classicas)

Figura 28 — a) Modo de ligagdo da melhor pose de 183 na estrutura 6QM7. Os atomos de carbono,
enxofre, nitrogénio e oxigénio estéo coloridos em preto, amarelo, azul e vermelho, respectivamente.
Os atomos de hidrogénio foram omitidos para melhor clareza b) Férmula estrutural de 183. Imagem
gerada com os programas DSV e Corel PHOTO-PAINT, versfes 21.1.0.20298 e 22.0.0.412,
respectivamente

Fonte: elaborado pelo autor.

O modo de ligagao da pose, de maior valor de pontuacéo, do ligante 184, a qual
foi calculada pela funcéo de pontuacdo ChemPLP, é representado por meio da Figura
29. A subunidade metoxila participa de duas interacdes n-alquila com a cadeia lateral
dos residuos Y212 (4,68 A) e F14 (4,97 A), também constitui uma interacéo
hidrofébica com a cadeia lateral de 129 (4,18 A) e, adicionalmente, uma ligacédo de
hidrogénio ndo-classica com o &tomo de oxigénio carbonilico de S226 (3,47 A). O anel

aromatico, do grupo nitrobenzeno, forma um empilhamento-r com a cadeia lateral de
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F24 (3,70 A), estabelece uma interacdo n-c com a cadeia lateral de V227 (3,74 A) e,
ademais, constitui uma ligacédo de hidrogénio ndo-classica, do tipo n-doador, com o
atomo de nitrogénio de G228 (3,45 A). O atomo de enxofre, da subunidade tiouréia,
realiza uma ligacdo de hidrogénio com o atomo de nitrogénio de G146 (3,34 A). O
atomo de oxigénio carbonilico, do ligante, participa de uma ligacao de hidrogénio com
0 4tomo de nitrogénio de G146 (2,69 A) e duas, ndo-classicas, sendo uma com o
atomo de carbono, da espinha dorsal, de G228 (3,46 A) e outra com o atomo de
carbono, da cadeia lateral, do residuo catalitico de T100 (3,41 A). Os atomos de
oxigénio, do grupo nitro, estabelecem trés ligacdes de hidrogénio, sendo duas com o
residuo catalitico de T100 (2,79 A e 2,85 A) e uma com o atomo de nitrogénio de S120
(3,01 A).

b)

RTB109
\\I’\'

n-o, n-alquila, empilhamento-r, empilhamento-T ou hidrofébica

Interacoes

Ligacao de hidrogénio (incluindo as nao-classicas)

Figura 29 — a) Modo de ligagdo da melhor pose de 184 na estrutura 6QM7. Os atomos de carbono,
enxofre, nitrogénio e oxigénio estéo coloridos em preto, amarelo, azul e vermelho, respectivamente.
Os atomos de hidrogénio foram omitidos para melhor clareza b) Férmula estrutural de 184. Imagem
gerada com os programas DSV e Corel PHOTO-PAINT, versfes 21.1.0.20298 e 22.0.0.412,
respectivamente

Fonte: elaborado pelo autor.

Na Figura 30, esta representado o modo de ligacdo da pose, de maior valor de
pontuacdo, de 185, a qual foi estimada pela func¢édo de pontuacdo ChemPLP, no sitio
de ligacdo da proteina. O atomo de cloro participa de duas interagdes hidrofobicas
com a cadeia lateral de cada um dos seguintes residuos de aminoacidos: 127 (4,82 A)
e 129 (3,11 A). O anel aromético, da subunidade clorofenila, realiza um empilhamento-
1 com a cadeia lateral de F24 (4,18 A) e, adicionalmente, estabelece uma interacéo

n-alquila com a cadeia lateral de V227 (4,50 A). O atomo de enxofre, da subunidade
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tiouréia, forma uma ligacéo de hidrogénio com o atomo de oxigénio da cadeia lateral
de Y212 (3,55 A). Um dos atomos de oxigénio, do grupo nitro, esta envolvido em trés
ligacdes de hidrogénio, sendo uma com o atomo de nitrogénio do residuo catalitico de
T100 (2,94 A) e duas com o atomo de oxigénio, da cadeia lateral, e de nitrogénio do
residuo S229 (2,91 A e 3,10 A, respectivamente).

RTB110

= & cl
O,N JLN

N
H H

Interagdes

n-o, m-alquila, empilhamento-r, empilhamento-T ou hidrofébica

Ligacao de hidrogénio (incluindo as nao-classicas)

Figura 30 — a) Modo de ligagdo da melhor pose de 185 na estrutura 6QM7. Os atomos de carbono,
cloro, enxofre, nitrogénio e oxigénio estdo coloridos em preto, verde, amarelo, azul e vermelho,
respectivamente. Os atomos de hidrogénio foram omitidos para melhor clareza b) Férmula estrutural
de 185. Imagem gerada com os programas DSV e Corel PHOTO-PAINT, versfes 21.1.0.20298 e
22.0.0.412, respectivamente

Fonte: elaborado pelo autor.

A melhor pose ranqueada pela fungéo de pontuacdo ChemPLP de 186, bem
como as interagfes do referido ligante com residuos de aminoécidos do sitio de
ligagéo do receptor estdo ilustrados na Figura 31. A hidroxila, do ligante, realiza uma
ligacdo de hidrogénio com o atomo de oxigénio, da cadeia lateral, de Y235 (3,39 A).
O anel aromético, da subunidade hidroxifenila, forma um empilhamento-r com a
cadeia lateral de F24 (4,26 A) e interage, por meio de uma interagio n-c com o atomo
de carbono, da espinha dorsal, de V227 (3,93 A). O 4tomo de enxofre, da subunidade
tiouréia, constitui uma ligacdo de hidrogénio com o atomo de oxigénio, da cadeia
lateral, de Y212 (3,52 A). A posicédo do grupo nitro, do ligante, favorece trés ligaces
de hidrogénio, sendo uma com o atomo de nitrogénio do residuo catalitico de T100
(2,06 A) e duas com o atomo de oxigénio, da cadeia lateral, e de nitrogénio do residuo
S229 (2,94 A e 3,10 A, respectivamente).
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RTB111
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Interagoes

n-c, n-alquila, empilhamento-r, empilhamento-T ou hidrofobica

Ligagdo de hidrogénio (incluindo as nao-classicas)

Figura 31 — a) Modo de ligacdo da melhor pose de 186 na estrutura 6QM7. Os atomos de carbono,
enxofre, nitrogénio e oxigénio estéo coloridos em preto, amarelo, azul e vermelho, respectivamente.
Os atomos de hidrogénio foram omitidos para melhor clareza b) Férmula estrutural de 186. Imagem
gerada com os programas DSV e Corel PHOTO-PAINT, versfes 21.1.0.20298 e 22.0.0.412,
respectivamente

Fonte: elaborado pelo autor.

4.2.3 As 10 melhores poses eleitas de ligantes com padrao estrutural tio-

hidantoina

O modo de ligacao da pose, de maior valor de pontuacao, de 256, a qual foi
ranqueada pela funcéo de pontuacdo ChemPLP, no sitio de ligacdo do receptor, é
ilustrado pela Figura 32. A subunidade imidazolidina, de 256, realiza um
empilhamento-t com a cadeia lateral de F24 (4,21 A), forma uma interacdo n-c com
0 atomo de carbono, da cadeia lateral, de V227 (3,92 A) e, adicionalmente, constitui
uma ligacéo de hidrogénio ndo-classica, do tipo n-doador, com o atomo de nitrogénio
de G228 (4,07 A). O atomo de oxigénio carbonilico, do ligante, realiza uma ligac&o de
hidrogénio com o atomo de oxigénio, da cadeia lateral, de S231 (2,61 A). O 4tomo de
enxofre, de 256, interage com o anel aromatico da cadeia lateral de Y212 por meio de
uma interacéo n-enxofre (3,59 A). O atomo de carbono, do grupo propeno, participa
de duas interacées, sendo uma n-alquila com a cadeia lateral de F24 (4,50 A) e outra,

hidrofébica, com o atomo de carbono, da cadeia lateral, de V227 (4,31 A).
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PGC24(S)
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HN\\<NH
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Interagoes
n-o, n-alquila, empilhamento-r, empilhamento-T ou hidrofébica
Ligac&o de hidrogénio (incluindo as ndo-classicas)
Interagao n-Enxofre

Figura 32 — a) Modo de ligagdo da melhor pose de 256 na estrutura 6QM7. Os atomos de carbono,
enxofre, nitrogénio e oxigénio estéo coloridos em preto, amarelo, azul e vermelho, respectivamente.
Os atomos de hidrogénio foram omitidos para melhor clareza b) Féormula estrutural de 256. Imagem
gerada com os programas DSV e Corel PHOTO-PAINT, versfes 21.1.0.20298 e 22.0.0.412,
respectivamente

Fonte: elaborado pelo autor.

A pose melhor ranqueada pela funcédo de pontuacdo de pontuacdo ChemPLP
de 258, bem como as interacdes entre o referido ligante e residuos de aminoacidos

do sitio de ligacdo sdo demonstrados pela Figura 33.

b)

5231

Interacdes
n-c, n-alquila, empilhamento-r, empilhamento-T ou hidrofébica
Ligagao de hidrogénio (incluindo as naoc-classicas)
Interagé@o n-Enxofre

Figura 33 — a) Modo de ligacdo da melhor pose de 258 na estrutura 6QM7. Os atomos de carbono,
enxofre, nitrogénio e oxigénio estao coloridos em preto, amarelo, azul e vermelho, respectivamente.
Os atomos de hidrogénio foram omitidos para melhor clareza b) Férmula estrutural de 258. Imagem
gerada com os programas DSV e Corel PHOTO-PAINT, versfes 21.1.0.20298 e 22.0.0.412,
respectivamente

Fonte: elaborado pelo autor.
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Um dos atomos de nitrogénio, da subunidade imadazolidina, realiza uma
ligacdo de hidrogénio com o atomo de oxigénio, da ligacdo peptidica, de S226 (2,73
A). O aomo de carbono carbonilico, do ligante, estabelece duas ligacdes de
hidrogénio, sendo uma com o atomo de nitrogénio de G228 (2,86 A) e outra com a
hidroxila de S231 (2,87 A). O atomo de enxofre, do ligante, forma uma interaco n-
enxofre com a cadeia lateral de Y212 (3,92 A). O atomo de carbono, da subunidade
imidazolidina, interage com a cadeia lateral de F24 por meio de uma interagdo n-c
(3,44 A). A posicéo do grupo isopropila, do ligante, favorece uma interag&o hidrofobica
com a cadeia lateral de V227 (4,70 A) e outra, do tipo n-alquila, com a cadeia lateral
de F24 (4,28 A).

Na Figura 34, sdo demonstradas as interacdes entre residuos de aminoacidos
que constituem o sitio de ligacdo da enzima e a melhor pose de 262, a qual foi

calculada pela funcéo de pontuacdo ChemPLP.

a) b)
PGC31(S)

Gzzsc' \ 3’{3225 S
AY

Interagdes
n-c, n-alquila, empilhamento-r, empilhamento-T ou hidrofébica
Ligagao de hidrogénio (incluindo as ndo-classicas)
Interacao n-Enxofre

Figura 34 — a) Modo de ligagdo da melhor pose de 262 na estrutura 6QM7. Os atomos de carbono,
enxofre, nitrogénio e oxigénio estao coloridos em preto, amarelo, azul e vermelho, respectivamente.
Os atomos de hidrogénio foram omitidos para melhor clareza b) Férmula estrutural de 262. Imagem
gerada com os programas DSV e Corel PHOTO-PAINT, versfes 21.1.0.20298 e 22.0.0.412,
respectivamente

Fonte: elaborado pelo autor.

Um dos atomos de nitrogénio, da subunidade imidazolidina, realiza uma ligacao
de hidrogénio com o atomo de oxigénio, da ligacéo peptidica, de S226 (3,04 A). O
atomo de oxigénio carbonilico, de 262, participa de duas ligacdes de hidrogénio,

sendo uma com o atomo de nitrogénio de G228 (2,82 A) e outra com o atomo de



68

oxigénio, da cadeia lateral, do residuo S231 (3,11 A). O atomo de enxofre, do ligante,
realiza uma interagcdo n-enxofre com a cadeia lateral de Y212 (4,02 A). O anel
aromatico, do grupo hidroxifenila, estabelece um empilhamento-m com a cadeia lateral
de F24 (4,85 A). Ademais, o atomo de oxigénio da hidroxila, de 262, realiza uma
ligacdo de hidrogénio com os atomos de oxigénio, da cadeia lateral, dos residuos
D215 (3,00 A) e S195 (2,97 A).

A pose, de maior valor de pontuacédo, de 263, a qual foi obtida pela fungéo de
pontuacdo ChemPLP, no sitio de ligacdo do receptor, é representada por meio da
Figura 35.

a) b)

Y212 PGC37(S)
0

HNw(
S

Interagdes

n-o, n-alquila, empilhamento-r, empilhamento-T ou hidrofébica
Ligacdo de hidrogénio (incluindo as ndo-classicas)
Interacéo n-Enxofre

Figura 35 — a) Modo de ligagdo da melhor pose de 263 na estrutura 6QM7. Os atomos de carbono,
enxofre, nitrogénio e oxigénio estéo coloridos em preto, amarelo, azul e vermelho, respectivamente.
Os atomos de hidrogénio foram omitidos para melhor clareza b) Férmula estrutural de 263. Imagem
gerada com os programas DSV e Corel PHOTO-PAINT, versfes 21.1.0.20298 e 22.0.0.412,
respectivamente

Fonte: elaborado pelo autor.

O atomo de nitrogénio, da subunidade imidazolidina, realiza uma ligacédo de
hidrogénio com a hidroxila de Y235 (3,00 A). O atomo de enxofre, do ligante,
estabelece uma interagdo m-enxofre com a cadeia lateral de Y212 (3,66 A). A
subunidade imidazola, de 263, forma um empilhamento-t com a cadeia lateral de F24
(3,98 A), realiza uma interagdo n-c com o atomo de carbono, da cadeia lateral, de
V227 (3,31 A) e, adicionalmente, constitui duas liga¢cdes de hidrogénio, sendo uma
com a hidroxila de Y212 (2,76 A) e outra com o &tomo de nitrogénio de G228 (2,75 A).

O modo de ligacao da pose, de maior valor de pontuacao, de 257, a qual foi

ranqueada pela funcdo de pontuacdo ChemPLP, € ilustrado pela Figura 36.
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5231

Interagbes

n-o, n-alquila, empilhamento-r, empilhamento-T ou hidrofébica
Ligagao de hidrogénio (incluindo as nao-classicas)
Interagao n-Enxofre

Figura 36 — a) Modo de ligacdo da melhor pose de 257 na estrutura 6QM7. Os atomos de carbono,
enxofre, nitrogénio e oxigénio estao coloridos em preto, amarelo, azul e vermelho, respectivamente.
Os atomos de hidrogénio foram omitidos para melhor clareza b) Féormula estrutural de 257. Imagem
gerada com os programas DSV e Corel PHOTO-PAINT, versfes 21.1.0.20298 e 22.0.0.412,
respectivamente

Fonte: elaborado pelo autor.

O atomo de oxigénio carbonilico, de 257, realiza uma ligagdo de hidrogénio
com a hidroxila de S231 (2,48 A). O 4tomo de enxofre, do ligante, forma uma ligacéo
de hidrogénio com o atomo de oxigénio, da cadeia lateral, de Y212 (2,88 A) e,
adicionalmente, estabelece duas interacbes m-enxofre com a cadeia lateral dos
seguintes residuos de aminoéacidos: F24 (4,04 A) e Y212 (4,76 A). A posicdo da
subunidade biciclica, do ligante, favorece duas interacdes hidrofébicas com a cadeia
lateral dos residuos V227 (4,89 A) e 129 (4,77 A) e também uma interacdo n-alquila,
com a cadeia lateral de F24 (4,30 A). Ademais, a referida subunidade realiza uma
ligagéo de hidrogénio ndo-classica com o atomo de oxigénio carbonilico de S226 (3,28
A).

Na Figura 37, é demonstrado o modo de ligagdo da melhor pose de 260, a qual
foi estimada pela funcdo de pontuagcdo ChemPLP. Um dos atomos de nitrogénio, da
subunidade imidazolidina, forma uma ligagéo de hidrogénio com o &tomo de oxigénio
de S226 (2,53 A). O 4tomo de oxigénio carbonilico, de 260, realiza duas ligacdes de
hidrogénio, sendo uma com a hidroxila de S231 (2,85 A) e outra com o atomo de
nitrogénio de G228 (2,97 A). O atomo de enxofre, do ligante, o qual esta diretamente
ligado a subunidade imidazolidina, estabelece uma interagdo n-enxofre com o anel

aromatico, da cadeia lateral, do residuo Y212 (3,79 A). Um dos atomos de carbono,
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da subunidade imidazolidina, interage com a cadeia lateral de F24 (3,29 A) por meio

de uma interacéo n-c.

PGC13(S)

t?ZQC S o
G228 .
. N
< ~

Interagdes
n-o, n-alquila, empilhamento-r, empilhamento-T ou hidrofébica
Ligagao de hidrogénio (incluindo as nao-classicas)
Interagao n-Enxofre

Figura 37 — a) Modo de ligagdo da melhor pose de 260 na estrutura 6QM7. Os atomos de carbono,
enxofre, nitrogénio e oxigénio estdo coloridos em preto, amarelo, azul e vermelho, respectivamente.
Os &tomos de hidrogénio foram omitidos para melhor clareza b) Férmula estrutural de 260. Imagem
gerada com os programas DSV e Corel PHOTO-PAINT, versfes 21.1.0.20298 e 22.0.0.412,
respectivamente

Fonte: elaborado pelo autor.

As interacdes entre residuos de aminoacidos do sitio de ligagdo da estrutura
6QM7 e a pose, de maior valor de pontuacao, de 261, a qual foi obtida pela funcdo de

pontuacdo ChemPLP, sao ilustradas pela Figura 38.

S231

Interacdes
n-o, n-alquila, empilhamento-n, empilhamento-T ou hidrofébica
Ligacao de hidrogénio (incluindo as nao-classicas)
Interagao n-Enxofre

Figura 38 — a) Modo de ligagdo da melhor pose de 261 na estrutura 6QM7. Os atomos de carbono,
enxofre, nitrogénio e oxigénio estao coloridos em preto, amarelo, azul e vermelho, respectivamente.
Os atomos de hidrogénio foram omitidos para melhor clareza b) Féormula estrutural de 261. Imagem
gerada com os programas DSV e Corel PHOTO-PAINT, versfes 21.1.0.20298 e 22.0.0.412,
respectivamente

Fonte: elaborado pelo autor.
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Um dos atomos de nitrogénio, da subunidade imidazolidina, realiza uma ligacao
de hidrogénio com o atomo de oxigénio, da ligacéo peptidica, de S226 (2,99 A). O
atomo de oxigénio carbonilico, do ligante, estabelece duas liga¢cdes de hidrogénio,
sendo uma com o atomo de oxigénio, da cadeia lateral, de S231 (3,09 A) e outra com
0 atomo de nitrogénio do residuo G228 (2,82 A). A posicdo do anel aromatico, da
subunidade benzila, favorece um empilhamento-r com a cadeia lateral de F24 (4,85
A). O &tomo de enxofre, de 261, constitui uma interacdo n-enxofre com a cadeia lateral
de Y212 (4,04 A).

O modo de ligacdo da pose melhor ranqueada pela funcdo de pontuacao

ChemPLP de 264 é ilustrado pela Figura 39.

a) b)
PGCO05(S)
0
HN / HN\«NH
S

Interagdes

n-o, m-alquila, empilhamento-n, empilhamento-T ou hidrofébica

Ligacao de hidrogénio (incluindo as nao-classicas)

Figura 39 — a) Modo de ligagdo da melhor pose de 264 na estrutura 6QM7. Os atomos de carbono,
enxofre, nitrogénio e oxigénio estéo coloridos em preto, amarelo, azul e vermelho, respectivamente.
Os atomos de hidrogénio foram omitidos para melhor clareza b) Férmula estrutural de 264. Imagem
gerada com os programas DSV e Corel PHOTO-PAINT, versdes 21.1.0.20298 e 22.0.0.412,
respectivamente

Fonte: elaborado pelo autor.

A subunidade indola, de 264, estabelece dois empilhamentos-n com a cadeia
lateral de F24 (3,94 A e 4,46 A), realiza duas ligacdes de hidrogénio, sendo uma com
o atomo de oxigénio, da cadeia lateral, de S231 (2,64 A) e outra, ndo-céassica, do tipo
n-doador, com o atomo de nitrogénio de G228 (3,55 A). Ademais, a referida

subunidade constitui duas interagcfes n-alquila com atomos, da cadeia lateral, de V227
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(4,57 A e 4,61 A). O atomo de enxofre, do ligante, forma uma ligacdo de hidrogénio
com o atomo de nitrogénio de G146 (3,17 A).
A Figura 40 representa o0 modo de ligacdo da pose, de maior valor de

pontuacgéo, de 253, a qual foi calculada pela funcdo de pontuacdo ChemPLP.

,‘gﬁ PGC26D(S)

¢
N
a
T
B
m%z @)
T

Y235

Interagdes
n-c, n-alquila, empilhamento-r, empilhamento-T ou hidrofébica
Ligacdo de hidrogénio (incluindo as nao-classicas)

Interacao n-Enxofre

Figura 40 — a) Modo de ligacao da melhor pose de 253 na estrutura 6QM7. Os atomos de carbono,
enxofre, nitrogénio e oxigénio estdo coloridos em preto, amarelo, azul e vermelho, respectivamente. Os
atomos de hidrogénio foram omitidos para melhor clareza b) Férmula estrutural de 253. Imagem gerada
com os programas DSV e Corel PHOTO-PAINT, versfes 21.1.0.20298 e 22.0.0.412, respectivamente
Fonte: elaborado pelo autor.

Um dos atomos de nitrogénio, do ligante, realiza uma ligacdo de hidrogénio
com a hidroxila de S231 (2,97 A). O atomo de enxofre, de 253, estabelece duas
interacbes com a cadeia lateral do residuo Y235, sendo uma ligacdo de hidrogénio
(3,62 A) e uma interacdo n-enxofre (4,84 A). O atomo de oxigénio, do ligante, forma
uma ligacéo de hidrogénio com o atomo de oxigénio, da cadeia lateral, de Y212 (2,85
A).

O modo de ligagao da pose, de maior valor de pontuagcao, de 254, calculada
pela funcéo de pontuagdo ChemPLP, é demonstrado pela Figura 41. Os atomos de
nitrogénio, do ligante, participam de trés ligacdes de hidrogénio, a saber: uma com o
atomo de oxigénio carbonilico de G146 (2,87 A) e duas com o residuo S120, sendo
uma com o 4tomo de oxigénio carbonilico (2,74 A) e outra com o &tomo de nitrogénio
do referido residuo de aminoacido (3,11 A). O atomo de oxigénio carbonilico, de 254,

forma uma ligacéo de hidrogénio com o atomo de nitrogénio de A148 (2,97 A). O
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atomo de enxofre, do ligante, constitui uma ligacdo de hidrogénio com o atomo de

oxigénio, da cadeia lateral, do residuo catalitico de T100 (3,00 A).

a)

254 __Sp1as

- G146
2

T100

Interagées

b)

PGC29DS

O

MNH
X

n-c, n-alquila, empilhamento-r, empilhamento-T ou hidrofébica

Interagao n-Enxofre

n Ligacao de hidrogénio (incluindo as nao-classicas)

Figura 41 — a) Modo de ligacao da melhor pose de 254 na estrutura 6QM7. Os atomos de carbono,
enxofre, nitrogénio e oxigénio estdo coloridos em preto, amarelo, azul e vermelho, respectivamente. Os
atomos de hidrogénio foram omitidos para melhor clareza b) Férmula estrutural de 254. Imagem gerada
com os programas DSV e Corel PHOTO-PAINT, versfes 21.1.0.20298 e 22.0.0.412, respectivamente
Fonte: elaborado pelo autor.

10 tio-hidantoinas eleitas.

O Quadro 8 ilustra as interacdes entre os residuos de aminoacidos chave e as

F24 G228 | S195

T100

V227

Y212

256

258

262

263

257

-

260

261

264

253

254

-

Legenda interagBes

n-o, n-alquila, empilhamento-r, empilhamento-T ou hidrofébica

n-Enxofre

l Ligac&o de hidrogénio

Quadro 8 — Interacdes entre as tio-hidantoinas eleitas e os residuos de aminoacidos chave
Fonte: elaborado pelo autor.
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Como é possivel averiguar no Quadro 8, 256, 258, 262 e 263 interagem com 4
residuos de aminoacidos chave, enquanto que os ligantes 257, 260, 261 e 264
interagem com 3 residuos chave. As tio-hidantoinas 253 e 254 interagem apenas com

um residuo de aminoécido chave, Y212 e T100, respectivamente.
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5. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

O modelo computacional da proteassoma 20S da espécie L. tarentolae foi
adequadamente validado através da redocagem de 20 na estrutura tridimensional
6QM?7.

As interacfes tomadas como mais importantes sdo as que estao presentes nos
complexos (10 e 20)-receptor, com os residuos F24, G228, S195, S229, T100, V227
e Y212, visto que esse € um dado experimental.

Os 10 melhores ligantes eleitos dos conjuntos derivados aminoacidicos e
benzoiltiouréia se ajustam bem ao sitio de ligacéo, interagindo tanto com residuos
presentes no bolsdo hidrofébico, como, por exemplo, o residuo F24, quanto com
residuos situados na regido polar do sitio de ligacdo, como, por exemplo, o residuo
catalitico T100.

As 10 melhores tio-hidantoinas eleitas limitam-se a regido do bolsdo
hidrofébico, interagindo, principalmente, com os residuos F24 e V227.

Como perspectivas desse trabalho, incluem-se a sintese, isolamento,
purificacéo e caracterizacao estrutural dos derivados aminoacidicos, belzoiltiouréias e
tio-hidantoinas eleitos, para serem submetidos a ensaios in vitro contra amastigotas

da espécie L. donovani situados dentro de macrofagos.
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APENDICE A — Formula estrutural de cada um dos 243 compostos triados no modelo computacional da proteassoma 20S da espécie Leishmania
tarentolae.

fsa (21) fsb (22) fsc (23) fsd (24) fsae (25) fsbe (26)
fsce (27) fsde (28) fsaf (29) fsbf (30) fscf (31) fsdf (32)
iP NO,
fsag (33) fsbg (34) fscg (35) fsdg (36) fsah (37)
Q Q Q Q L
N
NH, H
fsbh (38) fsch (39) fsdh (40) fsai (41) fsbi (42)

00" %@ %@ %@ U

Figura A1 — Formulas estruturais dos ligantes derivados aminoacidicos. Imagem gerada no programa ChemDraw Pro, verséo 12.0.2.1076
Fonte: elaborado pelo autor.



fsci (43) fsdi (44) fsaj (45) fsbj (46) fscj (47)
fsdj (48) fsak (49) fsbk (50) fsck (51) fsdk (52)

%@ ot Yot Yot Yot

Figura A2 — Formulas estruturais dos ligantes derivados aminoacidicos. Imagem gerada no programa ChemDraw Pro, versao 12.0.2.1076
Fonte: elaborado pelo autor.
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hsa (53) hsb (54) hsc (55) hsd (56) hsae (57) hsbe (58)
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Figura A3 — Formulas estruturais dos ligantes derivados aminoacidicos. Imagem gerada no programa ChemDraw Pro, verséo 12.0.2.1076
Fonte: elaborado pelo autor.
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hsci (75) hsdi (76) hsaj (77) hsbj (78) hscj (79)

HN—\ HN—\\ HN

N -5 N HN—\\N HN\—\\N
N. O
Bn”~ "Bn ~ N iPr’N\iPr

hsdj (80) hsak (81) hsbk (82) hsck (83) hsdk (84)

HN—, HN—, HN—
i&(j ﬁ@r e O™ O Ot
N N N
H H H
N
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Figura A4 — Formulas estruturais dos ligantes derivados aminoacidicos. Imagem gerada no programa ChemDraw Pro, versédo 12.0.2.1076
Fonte: elaborado pelo autor.
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Figura A5 — Formulas estruturais dos ligantes derivados aminoacidicos. Imagem gerada no programa ChemDraw Pro, versédo 12.0.2.1076
Fonte: elaborado pelo autor.
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wsai (105) wsbi (108) wsci (107) wsdi (108) wsaj (109)
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Figura A6 — Formulas estruturais dos ligantes derivados aminoacidicos. Imagem gerada no programa ChemDraw Pro, verséo 12.0.2.1076
Fonte: elaborado pelo autor.
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Figura A7 — Formulas estruturais dos ligantes derivados aminoacidicos. Imagem gerada no programa ChemDraw Pro, versdo 12.0.2.1076
Fonte: elaborado pelo autor.
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Figura A8 — Formulas estruturais dos ligantes derivados aminoacidicos. Imagem gerada no programa ChemDraw Pro, versdo 12.0.2.1076
Fonte: elaborado pelo autor.
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Figura A9 — Férmulas estruturais dos ligantes de padrao estrutural benzoiltiouréia. Imagem gerada no programa ChemDraw Pro, verséo 12.0.2.1076
Fonte: elaborado pelo autor.
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Figura A10 — Formulas estruturais dos ligantes de padréo estrutural benzoiltiouréia. Imagem gerada no programa ChemDraw Pro, versdo 12.0.2.1076
Fonte: elaborado pelo autor.
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Figura A11 — Férmulas estruturais dos ligantes de padrao estrutural benzoiltiouréia. Imagem gerada no programa ChemDraw Pro, versdo 12.0.2.1076

Fonte: elaborado pelo autor.
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Figura A12 — Formulas estruturais dos ligantes de padréo estrutural benzoiltiouréia. Imagem gerada no programa ChemDraw Pro, versdo 12.0.2.1076
Fonte: elaborado pelo autor.
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Figura A13 — Formulas estruturais dos ligantes de padréo estrutural benzoiltiouréia. Imagem gerada no programa ChemDraw Pro, versdo 12.0.2.1076
Fonte: elaborado pelo autor.
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Figura A14 — Formulas estruturais dos ligantes de padréo estrutural benzoiltiouréia. Imagem gerada no programa ChemDraw Pro, versdo 12.0.2.1076
Fonte: elaborado pelo autor.

96



RTB294 (249) RTB295 (250) RTB296 (251) RTB297 (252)

Cl Br
NO, O S O s o j\/@ 0 s /@/
@)LJ\ /©)LNJLN /@)LN N /@)LNJ\N
H H
H H H H
Br Br Br

Figura A15 — Formulas estruturais dos ligantes de padréo estrutural benzoiltiouréia. Imagem gerada no programa ChemDraw Pro, versdo 12.0.2.1076
Fonte: elaborado pelo autor.
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Figura A16 — Formulas estruturais dos ligantes de padréo estrutural tio-hidantoina. Imagem gerada no programa ChemDraw Pro, versdo 12.0.2.1076

Fonte: elaborado pelo autor.
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APENDICE B — Quadro de interacdes para todos os ligantes triados

F24 G228 S195 S229 T100 V227 Y212

LJGE4000

LN2E401

wsbf

wsde

hsbh

hsbj

wsag

wsbg

wsbh

wscg

WSCj

wsbj

wsdi

hscg

fsag

fsdh
hsag

wsdf

ysch

ysdf -

hscf

hsci

hsdh

yscf

fsdk

ysbi -

Legenda interagBes
n-c, n-alquila, empilhamento-r, empilhamento-T ou hidrofébica
Ligacdo de hidrogénio
I Interacdo de halogénio

Quadro B1 — InteragGes entre derivados aminoacidicos e os residuos de aminoacidos chave
Fonte: elaborado pelo autor.
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F24 G228 S195 S229 T100 V227 Y212

ysag
fscg
fsch
fscj
hsbg
hsc
hsce
hsch
hscj
hsdg
wsaf
WSC
wscf
wsch
wsdh
wsdk
yscg
yscj
ysdg
ysdi
fsa

fsb IIII

fsbi

fsbk

fsdf T
hsa

hsah

hsai

wsa

wsae

wsbk

wscli

wsd IIIII

Legenda interagBes

gl ;

n-o, n-alquila, empilhamento-r, empilhamento-T ou hidrofébica
l Ligac&o de hidrogénio

Quadro B2 — InteragGes entre derivados aminoacidicos e os residuos de aminoacidos chave
Fonte: elaborado pelo autor.
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F24

V227

Y212

ysae

ysai

ysh

G228 S195 S229 T100

yshe

ysbj

ysci

wsai

fsdj

hsdf

hsdi

hsdj

E.I

hsdk

wsck

wsdg

hsak

ysbf

fsae

fsaf

fsah

fsai

fsak

fsbe

fsbh

fsce

fscf

fsck

fsdi

hsae

hsaf

hsaj

hsde

wsah

wsak

r
!

Legenda interagBes

n-o, n-alquila, empilhamento-r, empilhamento-T ou hidrofébica

l Ligac&o de hidrogénio

Quadro B3 — InteragGes entre derivados aminoacidicos e os residuos de aminoacidos chave
Fonte: elaborado pelo autor.
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F24

G228 S195

S229

T100

V227

Y212

wsb

wsbe

ysaf

ysah

ysaj

ysak

ysbh

ysbk

fsbg

fsci

fsdg

yshg

ysd

ysde

ysdh

ysdj

fsaj

fsc

fsd

hsb

hsd

wsce

ysce

ysdk

hsbf

ysc

ysck

fsbf

fsbj

Legenda interacbes

n-c, n-alquila, empilhamento-r, empilhamento-T ou hidrofébica

Ligacéo de hidrogénio

Quadro B4 — InteragBes entre derivados aminodcidicos e os residuos de aminoacidos chave Fonte:
elaborado pelo autor.
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F24

G228 |S195| S229

RTB113

RTB117

RTB148

RTB294

RTB68

RTB107

T100

V227

Y212

RTB108

RTB109

RTB110

RTB111

RTB276

RTB279

RTBO3

RTBO4

RTB37

RTB41

RTB42

RTB67

RTB70

RTB71

RTB106

RTB112

RTB114

RTB134

RTB135

RTB136

RTB139

RTB140

RTB141

RTB142

RTB147

RTB150

RTB154

Quadro B5 — InteragBes entre benzoiltiouréias e os residuos de aminoacidos chave

Legenda interagBes

n-o, n-alquila, empilhamento-r, empilhamento-T ou hidrofébica

n-Enxofre
Ligacéo de hidrogénio
Interacdo de halogénio

Fonte: elaborado pelo autor.
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F24 V227 Y212

RTB168

RTB203

RTB280

RTB288

RTB291

RTB293

RTBO1

RTBO2

RTBO6

RTBO7

RTB14

RTB38

RTB39

RTB43

RTB48

RTB62

RTB63

RTB64

RTB65

RTB66

RTB69

RTB75

RTB102

RTB103

RTB104

RTB105

RTB115

RTB118

RTB119

RTB121

RTB122

RTB123

RTB124

Legenda interagBes
n-o, n-alquila, empilhamento-r, empilhamento-T ou hidrofébica

l Ligac&o de hidrogénio

Quadro B6 — Interag@es entre benzoiltiouréias e os residuos de aminoacidos chave
Fonte: elaborado pelo autor.
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F24

G228

S195

S229

T100

V227

Y212

RTB125

RTB126

RTB127

RTB130

RTB132

RTB133

RTB137

RTB138

RTB143

RTB144

RTB145

RTB149

RTB151

RTB153

RTB155

RTB156

RTB272

RTB274

RTB275

RTB278

RTB286

RTB289

RTB292

RTB295

RTB296

RTB297

RTB11

RTB15

RTB54

RTB116

“m

RTB128

RTB129

RTB131

Quadro B7 — Interag@es entre benzoiltiouréias e os residuos de aminoacidos chave

n-o, n-alquila, empilhamento-r, empilhamento-T ou hidrofébica

n-Enxofre

Legenda interagBes

Ligacéo de hidrogénio

Fonte: elaborado pelo autor.
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F24

G228

S195

S229

T100

V227

Y212

RTB146

RTB152

RTB273

RTB277

RTB287

RTB290

Quadro B8 — Interag8es entre benzoiltiouréias e os residuos de aminoacidos chave

n-c, n-alquila, empilhamento-r, empilhamento-T ou hidrofébica

Legenda interacdes

Ligacéo de hidrogénio

Fonte: elaborado pelo autor.
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F24 G228 | S195

T100

V227

PGC24

PGCO03
PGC31
PGC37

PGC11

PGC13

PGCO7

PGCO05

PGC26D

PGC29D

PGC12

PGC35D

Legenda interacdes

n-c, t-alquila, empilhamento-r, empilhamento-T ou hidrofébica

n-Enxofre
Ligacdo de hidrogénio

Quadro B9 — Interag@es entre tio-hidantoinas e os residuos de aminoacidos chave

Fonte: elaborado pelo autor.
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Victor S. Batista® ', Renan L. Farias™"“, Leonardo P. M. Simdes®

e Nailton M. Nascimento-Janior®*:

“Departamento de Bioquimica e Quimica Organica, Instituto de Quimica, Universidade Estadual Paulista, 14800-060 Araraquara— SP, Brasil
*Departamento de Quimica Analitica, Fisico-Quimica e Inorgénica, Instituto de Quimica, Universidade Estadual Paulista, 14800-060

Araraquara — SP, Brasil

Recebido em 27/05/2021; aceito em 23/08/2021; publicado na web em 15/09/2021

CONSTRUCTION, OPTIMIZATION AND MOLECULAR DOCKING OF BIOACTIVE SUBSTANCES IN
BIOMACROMOLECULES: A PRACTICAL TUTORIAL. In the last two decades, increasing advances in molecular biology and
instrumental analysis for solving macromolecular structures have amplified the applicability of cheminformatics in drug discovery.

In particular, molecular docking, an in silico structural-based method, has prospered as an efficient tool for understanding molecular

interactions that drives formation of stable receptor-ligand systems. Brazil affords many research groups working hard on this subject;

however, there is a lack of material in the Portuguese language, teaching how to apply molecular docking methodologies. Herein, we

define and discuss a simple and low-cost workflow for molecular docking evaluation, comprising software installation (supplemental

material) and how to use them for construction of small-molecules, perform docking calculations, analysis of the results and the

preparation of quality figures. Given that, we have used free software and web-servers, as well as in silico tools supported by national

funding agencies.

Keywords: molecular docking tutorial; Biovia DSV; MOPAC2016; CCDC GOLD suit; PyMol.

INTRODUCAO

A interface entre os protocolos de expressdo e purificacio de
proteinas, protedmica e técnicas de resolucdo estrutural (difracio
de raios X, ressonancia magnética nuclear, microscopia eletronica
criogénica, espalhamento de raios X de baixo angulo e laser de
raios X de elétrons livres), tem contribuido significativamente
com a identificagdo e resolucdo estrutural de alvos terapéuticos
biomoleculares.!* Muitos desses alvos contemplam os depdsitos
de suas coordenadas cartesianas atdmicas em bancos de dados com
acesso publico (ex. Protein Data Bank).*

Como consequéncia, o uso de rotinas in silico nos estigios iniciais
da descoberta de farmacos, estruturalmente especificos, tem recebido
maxima relevancia. Visualizar micromoléculas ligantes interagindo
com seus alvos biolégicos € parte fundamental da estratégia SBDD
(structure-based drug design).>® Esses complexos fornecem detalhes
acerca das varidveis que governam o processo de reconhecimento
molecular nos sitios de ligacdo da biomacromolécula receptora.
Além disso, quando predi¢des computacionais complementam dados
experimentais, obtém-se caminhos mais sustentdveis no processo de
descoberta de farmacos, tendo em vista a redugio do uso de recursos,
assim como a economia de tempo na triagem e identificagdo de
compostos lideres.®*!!

A ancoragem molecular (A.M.), também designada como
atracamento ou docagem, ¢ uma metodologia in silico essencial
nessa perspectiva, uma vez que fornece o progndstico dos modos
de ligag@o de micromoléculas (ou macromoléculas) ao interagirem
com um sitio receptor.'? As poses (conformacgdes e orientacdes) do
ligante sdo encontradas por algoritmos de busca, enquanto que a
classificacdo dessas solugdes € conduzida em termos de afinidade pelo
sitio de ligacdo via fun¢des de pontuagdo (ou fungdes de score). 213

*e-mail: nailton.monteiro @unesp.br
“Laboratério de Quimica Medicinal, Sintese Organica e Modelagem Molecular
(LaQMedSOMM)

Os valores numéricos obtidos pelas fungdes de pontuacdo sdo
decorrentes da modelagem matemadtica das interagdes, que ocorrem
durante a formagéo de complexos estdveis.>*° Por sua vez, as fun¢des
de pontuacdo podem ser empiricas, baseadas em campos de forca e
baseadas no conhecimento. Contudo, as simplificacdes matematicas
que deixam os cdlculos de A.M. mais acelerados tornam as predi¢des
de afinidade desses complexos menos acuradas.'” Consequentemente,
para investigar detalhes energéticos das interagdes/ligagdes do sistema
receptor-ligante, outros métodos computacionais devem ser combinados.
Uma prética usual, e confidvel, consiste na juncdo entre a A.M. e a
Din&mica Molecular (D.M.), aplicada ao complexo exportado.>**!8

Em relagdo aos algoritmos de busca, se tem pelo menos duas
categorias bdsicas: sistemadtica e estocdstica.!” Os algoritmos de
busca “sistemdticos” sdo deterministicos, modelam o espago de busca
em intervalos limitados (predefinidos). Os algoritmos estocdsticos
amostram o espaco de busca por alteracdes aleatdrias nas varidveis de
estado até que o critério de término seja atendido.'>! Atualmente, os
algoritmos estocdsticos sdo considerados pela comunidade cientifica
como mais hdbeis na obtengdo de solugdes representativas, todavia
Santos e colaboradores® afirmam que a comparagio entre diferentes
algoritmos de busca em softwares de A.M. ndo € uma tarefa linear,
haja vista que diferentes métodos podem ser mais eficientes para uma
classe de receptores que outras.

Entre os métodos estocdsticos, podem ser destacados os
algoritmos genéticos (A.G.).!>!"1%2l Um A.G. leva essa alcunha
por mimetizar o processo de evolucdo natural. Primeiramente, uma
pose € qualificada como cromossomo, o que descreve a posi¢do do
ligante no espaco de busca. Uma populacdo inicial de cromossomos
¢é gerada aleatoriamente. Entdo, a populagdo € submetida a uma
série de operagdes genéticas: mutacdes (mudangas aleatdrias nos
cromossomos) e recombinacdes (mistura entre cromossomos),
produzindo novas geracdes de poses, as quais sdo inspecionadas por
fungdes de pontuacdo que selecionam as mais aptas ao sitio receptor.
A rotina € concluida ap6s o desenvolvimento de um niimero adequado
de geragdes, pardmetro que € pré-definido pelo usuario.
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A AM. pode ser inserida em diversos seguimentos: processo de
descoberta de farmacos, incluindo estudos de QSAR, triagem virtual
em larga escala, elaboracio de bibliotecas combinatdrias, hipdteses
de ligacdio para pesquisas em mutagénese, cristalografia de raios X no
ajuste de substratos e antagonistas, dentre outros. No Brasil, existem
muitos grupos de pesquisa importantes dentro dessa tematica e que
utilizam essas ferramentas em suas investigacdes. Apesar disso, nota-
se que sdo insuficientes os materiais, no idioma portugués, sobre o
modus operandi de como aplicar metodologias de A.M.

Portanto, nesta nota técnica, estd elaborado um fluxo de trabalho
simples para avaliagdo de um complexo receptor-ligante, por
A.M., utilizando como modelo a estrutura do receptor nicotinico
de acetilcolina humano a4p2 (PDB ID: 5kxi), resolvida por
difracdo de raios X (3,9 A), complexada a molécula de nicotina
(K; = 18,2 + 5,08 nmol L"),> Esquema 1.

1 10

5 \3\\\““ 7 N
CH.
6 =2 Y 23
N
1
(S)-nicotina
Esquema 1. Representagdo esquemdtica 2D da estrutura quimica da nicotina
em forma de linhas e identificacdo numérica dos dtomos

Os receptores nicotinicos de acetilcolina (nAChRs) sdo receptores
do neurotransmissor endgeno acetilcolina, sendo divididos em dois
grupos: musculares e neuronais.?? O receptor neuronal subtipo o432
€ majoritdrio no cérebro de mamiferos, sendo altamente sensivel a
exposicdo da molécula de nicotina (agonista). Outrossim, devido
as suas funcdes bioldgicas estarem relacionadas com diversas
desordens neuroldgicas, como Alzheimer, Parkinson, esquizofrenia e
principalmente dependéncia quimica a nicotina, o entendimento das
propriedades de interacdo receptor-ligante é fundamental na busca
por formas terapéuticas.?

Visando um publico de novos usudrios, o texto compreende a ins-
talagd@o dos softwares utilizados (ver se¢do material suplementar 1S),
obteng¢do e preparo da biomacromolécula e do ligante, realizacio dos
célculos de A.M., andlise de resultados e o preparo de figuras para
publicagdo. Para execucdo desse trabalho foram empregados softwa-
res e servidores online de livre acesso e/ou versdes académicas. Nao
obstante, o pacote CSDS SYSTEM, contendo os softwares privados
Mercury,” Hermes e GOLD,'>!” foi obtido no dominio (dotlib.com.br),
segundo a politica de acesso vinculada ao Portal Periédicos CAPES.

E importante salientar que esse tutorial pratico também possui
0 objetivo de atingir profissionais de outras dreas do conhecimento,
debrucando-se em uma narrativa mais abrangente. Consequentemente,
ndo serdo abordados a fundo os aspectos tedricos, acerca dos problemas
associados ao processo quimico computacional. Advertimos, ainda,
que a metodologia foi elaborada para utiliza¢@o no sistema operacional
Windows 10 (64 bits). Por fim, € seguramente aconselhado que, apesar
da metodologia elaborada ser ttil como um guia inicial, existe espaco
para quaisquer aprimoramentos e/ou modificagdes, que visem atender,
de forma mais adequada, outros problemas de A.M.

PARTE EXPERIMENTAL

Aquisicdo de estrutura 3D da biomacromolécula a partir do
servidor online Protein Data Bank (PDB ID: 5kxi)

Ao acessar o dominio https://www.rcsb.org/ na barra de busca,

Quim. Nova

deve-se inserir o cddigo PDB 5kxi.?> Uma vez redirecionado para a
pagina que contém um resumo de informacdes sobre essa estrutura,
o arquivo PDB FORMAT na op¢ao DOWNLOAD FILES pode
ser descarregado. Salve o arquivo (5kxi.pdb) em uma pasta criada
especificamente para o trabalho.

Analise das interacdes na estrutura cristalografica com o
servidor online PDBsum

Para avaliar as interagdes originais ligante-receptor, presentes na
estrutura da biomacromolécula alvo, acesse o dominio http://www.
ebi.ac.uk/pdbsum/, digite o cédigo PDB 5kxi e clique em FIND.**
Em seguida, na barra superior, se deve clicar na aba LIGANDS e
selecionar o ligante que se deseja obter as interagdes com o sitio
ativo [NCT 402 (A)]. Para descarregar o arquivo *.pdf, contendo tais
informagdes, clique com o botdo direito do mouse sobre o simbolo
PDF, em seguida clique em salvar link como, e escolha a pasta de
trabalho.

Avaliaciio da qualidade da estrutura cristalografica com o
servidor online PROCHECK

Acesse o dominio https://saves.mbi.ucla.edu/. Faca upload
da estrutura cristalografica obtida na etapa anterior (5kxi.pdb)
e clique em RUN PROGRAMS. Em seguida, selecione a opcio
PROCHECK? e clique em START. Ao término do processo, clique
em RESULTS. Apés exibi¢do dos resultados de andlise, clique em
RAMACHANDRAN PLOT % Nesse momento, devem ser observados
os residuos em regides permitidas ou “outliers”, assim como o
percentual de residuos em cada uma dessas regides (favoured, allowed
and outlier). E possivel fazer o download do arquivo *.pdf contendo
estas informacdes clicando no link PDF, localizado acima do gréfico
de Ramachandran.

Construcao de ligantes utilizando o software BIOVIA
Discovery Studio Visualizer

Abra o software Discovery Studio Visualizer (DSV)? e crie uma
nova janela de trabalho FILE > NEW > MOLECULE WINDOW.
Clique na guia SMALL MOLECULES e selecione aop¢ao SKETCH,
localizada na guia SKETCH MOLECULES do painel a esquerda da
tela de trabalho.

Obs.: Para instrugdes/comandos bdsicos sobre a construcdo de
moléculas, utilizando o DSV, ver se¢do material suplementar 2S.

Construcao da molécula de nicotina

i) Com a opcdo SKETCH selecionada, desenhe o anel piridinico.
Para criar ligacdes duplas, selecione a ligacdo desejada e aperte a
tecla 2 no teclado (3 para ligagdes triplas). Alternativamente, com
a op¢do SKETCH selecionada, clique sobre a ligacdo desejada
(dois cliques para ligacdes triplas). Ainda, € possivel selecionar
todas as ligagdes simultaneamente com a tecla shift e mudar seus
atributos em um tnico comando. Deve-se clicar com o botdo
direito do mouse sobre a selegdo e pressionar a op¢do BONDS,
localizando a lista de ligagdes disponiveis;

ii) Para mudar um 4tomo de carbono por nitrogénio, selecione o
atomo desejado e pressione a tecla “N”. Neste caso, a funcgio
SELECT deve estar habilitada. Também € possivel fazer essa
mudanga clicando com o botdo direito sobre um dtomo ja sele-
cionado e alterando-o em ELEMENT;

iii) A esquerda da drea de edicdo, clique em H ADD para adicionar
hidrogénios e em CLEAN GEOMETRY para otimizar os angulos
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e as distancias da molécula. O comando CLEAN GEOMETRY
pode ser utilizado para otimizar uma subunidade da estrutura em
particular;

iv) Com a opciio SKETCH ainda selecionada, clique no dtomo de
hidrogénio da posicdo 3 do anel piridinico e transmute-o para
carbono, permitindo assim a constru¢do do anel pirrolidinico.
A seguir, adicione os hidrogénios utilizando a fun¢do H ADD
(Figura 1).

v) Clique em dois dtomos de hidrogénio desse novo dtomo de

carbono para transmutéd-los em mais dois dtomos de carbono

(seguido da adi¢do dos hidrogénios). Faga isso mais uma vez,

até que tenhamos 5 dtomos de carbono, além do anel piridinico.

Para fechar o ciclo, clique no primeiro dtomo desejado e em

seguida no segundo (ambos os cliques com a fun¢do SKETCH

selecionada). Em seguida, clique em CLEAN GEOMETRY;

Atencao! O hidrogénio ligado ao carbono tercidrio (C7) deve

estar para cima em relagdo ao nitrogénio piridinico (N1). Se-

lecione a fungdo TORSION e altere o angulo diedro formado
pelos dtomos “A”, “B”, “C” e “D”, mantendo o botdo esquerdo
do mouse pressionado (Figura 2A).

Selecione o dtomo de carbono (sp?) da posigéo 8, ligado direta-

mente ao carbono tercidrio, e transmute-o em nitrogénio. Com a

fungdo SELECT habilitada, selecione o nitrogénio criado e clique

sobre 0 mesmo com o botdo direito do mouse. Em seguida, va
até a aba CHARGE e selecione a opgdo +1;

Atencao! Quando um dtomo de nitrogénio em configuracio

eletronica sp* forma trés ligagdes, o mesmo possuird um par de

elétrons livres e carga zero. Contudo, no caso em questio, o 4tomo
de nitrogénio N8 estd protonado. Logo, esse dtomo contribuiu

com seu par isolado para formar uma quarta ligacdo, essa terd a

natureza de ligacdo covalente coordenada. Como consequéncia,

o N8 deve receber uma carga positiva, embora 0 mesmo seja

mais eletronegativo que o 4tomo de H e o dtomo de carbono C12

diretamente ligados a ele.

vii) Com a fun¢do SELECT habilitada, clique no a4tomo de hidrogénio
mais alto, ligado ao nitrogénio pirrolidinico N8, aqui referimo-nos
ao atomo de H que estd direcionado para o usudrio conforme

vi

=

Discovery Studio Visualizer
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indicado na Figura 2B, e transmute-o em carbono, seguido da
adi¢do de hidrogénios, Figura 2C;

Atenciao! Para melhor representar a nicotina, isso €, na mesma
orientacdo e conformacdo encontrada na estrutura cristalografica
(PDB ID: 5kxi),? € importante que o 4tomo de hidrogénio pirro-
lidinico, ligado ao nitrogénio, esteja direcionado para baixo do
anel.

viii) Sugere-se uma mudanca no nome do ligante para “NCT” a fim
de facilitar a andlise posterior dos resultados de ancoragem mo-
lecular. Para isso, clique na seta que abre a janela de hierarquia
e clique duas vezes sobre o nome da molécula. Altere 0 nome
para NCT e pressione a tecla Enter. Em seguida, selecione toda
a estrutura e utilize o comando CLEAN GEOMETRY. Salve a
molécula em formato *.mol2 (NCT.mol2) em FILE > SAVE.

Especiacao in silico do estado de protonacao do ligante,
utilizando o MarvinSketch

Abra o software MarvinSketch?® e construa a molécula de
nicotina (ver material suplementar, se¢io 3S). Para simular o
estado de protonagdo da nicotina em pH fisiolégico, clique na aba
CALCULATIONS > PROTONATION > pKa. Nao faca nenhuma
alteracdo na janela que se abre e pressione OK > OK. Selecione e
mantenha pressionada a barra de rolagem até encontrar o pH 7.4,
considerado como o valor de pH fisiolégico padrédo para esse tipo
de predicdo. Observe que a micro-espécie mais significativa € a
segunda (Figura 3), que corresponde a nicotina protonada no anel
pirrolidinico.

Otimizacio geométrica do ligante, por meio dos softwares
CCDC Mercury e MOPAC2016

O célculo de otimizacdo geométrica da molécula de nicotina
serd conduzido em nivel semi-empirico, utilizando o pacote
MOPAC2016,% a partir da interface gréfica do software CCDC
Mercury.? Assim, carregue no Mercury, o arquivo NCT.mol2. Para
melhor visualizacdo, sugere-se utilizar o estilo “bolas e bastdes”,

File Edit View Chemistry Structure Sequence Chart Scripts Tools Window Help

orF o~ ) g ©
[ Hacromolecus | Smuiation | Receptor Ligand Interactions | Pharmacophores [T x-rav |y Tooks |
(%5 Display Style... ~
[Teoecie B |

Gren BRE 9> XAD
Tools [ R
Sketch Molecules

Sketch and Edit Molecule

Open or create a New Molecule Window
and use the tools below to sketch and
modify the chemistry of 3D structures.
Keyboard shortcuts can also be used to
set elements/bond orders of the selection
(e.g.,O,N,P 1,2, 3).

& sketch f Chain ‘,;/’ Ring ‘

[} Select Il Add Al Hide
N Torsion = Table... Set..

~ | DS Welcome

Use Clean Geometry to optimize the
geometry with a fast, Dreiding-ike
forcefield.

3uild Fragment |
align Small Molecules

Molecule Browser

Non-bond Interactions... ~

Figura 1. Posi¢do do dtomo de hidrogénio, transmutado para carbono (em amarelo, quando selecionado)
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Figura 2. (A) Atomos envolvidos no dngulo diedro (angulo de tor¢do) entre os

anéis da estrutura proposta. (B) Indicag¢do do dtomo de hidrogénio do nitro-
génio NS, o qual deverd ser transmutado para carbono (C12) com posterior
adigdo de hidrogénios. (C) estrutura da nicotina resultante

selecione DISPLAY > STYLES > BALL AND STICK, na barra
de ferramentas. Em seguida, para editar o arquivo de entrada do
MOPAC2016, pressione consecutivamente CSD-MATERIALS >
CALCULATIONS > MOPAC (Figura 4).

Na opcdo MOPAC clique em reticéncias [...] (Figura 5), e carregue
o arquivo executdvel MOPAC2016.exe, previamente instalado.

Para iniciar os cdlculos de otimiza¢do geométrica, selecione o
hamiltoniano PM7 na op¢ao HAMILTONIAN *° Marque as opgdes
OPTIMISE GEOMETRY e CALCULATE BOND ORDERS. Digite
os comandos “CHARGE=+1" e “XYZ” na caixa de texto EXTRA
KEYWORDS e clique em SUBMIT. Escolha um local para salvar

0} pKa
File Edit View
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os resultados do calculo, com extensdo *.mol2. Sugere-se uma nova
pasta, por exemplo “ligantes_do_tutorial_ PM7”.

Ancoragem molecular

i)

ii)

iii)

Redocagem da nicotina por meio do programa CCDC GOLD
Inicialmente, inicie o software GOLD.'>!” Automaticamente, a
interface grafica Hermes serd acionada. Para realizar o carrega-
mento da proteina de interesse siga WIZARD > PROTEINS >
LOAD PROTEIN e selecione o arquivo 5kxi.pdb. Nessa mesma
janela, marque a op¢do FIXALL PROTEIN ROTABLE BONDS,
para trabalhar com a ancoragem molecular em modo rigido. Em
seguida, ainda na mesma janela, clique na aba SKXI ao lado de
GLOBAL OPTIONS e selecione a opcio PROTONATION &
TAUTOMERS, clicando em seguida no botao ADD HYDRO-
GENS, conforme demonstrado na Figura 6.

Em seguida, na opcdo EXTRACT/DELETE WATERS, delete
todas as moléculas de dgua. (Obs.: Em muitos casos, moléculas
de 4dgua funcionam como ponte, que medeiam interacdes, entre
o ligante e residuos-chave. Sendo assim, essas “dguas” sdo im-
portantes no cdlculo de docking e sugerimos fortemente que seja
realizada, previamente, uma inspecao visual, para confirmagao.
Ao confirmar a inexisténcia de tal condi¢do, pode-se executar
o procedimento de exclusdo de todas as moléculas de dgua co-
-cristalizadas).

Ap06s esse procedimento, na op¢io DELETE LIGANDS, marque
todas as caixas de texto dos ligantes a serem removidos e clique
na opcdo EXTRACT. Para cada ligante, o programa solicitard
uma identificagdo e o diretério no qual o mesmo sera salvo.
Aqui € recomendado usar os nomes originais para os ligantes,
salvando o ligante “A_1" em um local de ficil acesso, tendo em
vista que ele serd usado como referéncia para os cdlculos dos
desvios (RMSD), na etapa de redocagem.
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Figura 4. Iniciar o MOPAC pela interface do Mercury
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Calculation Results

Choose the options for the MOPAC calculation, and then click "Submit".
The "Preview" page shows you the input that will be sent to MOPAC.
For more information on MOPAC, see http://www.openmopac.net/.
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Comment ‘ ‘

MOPAC Program ‘ ‘ :l

{ _ ns D Depth ¢
D Show cell axes D Z-Clippi

adii)

Figura 5. Carregar programa MOPAC pela interface do Mercury

iv) Retorne para a aba GLOBAL OPTIONS e clique na op¢do DEFI-
NE BINDING SITE. Nessa janela, marque a opgdo POINT. Digite
as coordenadas x = 67.3680, y =-27.2034 e z=-39,0781 e clique
em VIEW. (Obs.: As coordenadas x, y, z sdo definidas como a
centro da esfera de simulagdes, a qual contempla o sitio de liga-
¢do. Neste tutorial escolheu-se um ponto que coincide exatamente
com a posi¢do cartesiana do dtomo de nitrogénio pirrolidinico
(N8) do ligante nicotina que estd co-cristalizado na estrutura da
biomacromolécula PDB ID 5kxi. Todavia, € importante destacar
que para cada sistema se deve analisar a melhor posi¢do com base,
principalmente, em critérios experimentais). E possivel alterar o
raio a ser considerado para o sitio de liga¢do na caixa de texto
SELECTALLATOMS WITHIN. Aqui, recomenda-se o raio de
10 A para o célculo. (Obs.: E possivel medir o tamanho de uma
molécula dentro do préprio Hermes. Para isso, clique na opg¢ao
SHOW HYDROGENS na parte superior do software e em seguida
mude o PICKING MODE para MEASURE DISTANCES. Feito

Ve

Wreframe v Colour: by Bement v

90 y90 y430 280 490 & 3 L T mom- z00m+

FloAsaGn  His Tautomers

interaction Motif

AnGOLD | Run GOLD In The Badkground Finish

Figura 6. Adicionar hidrogénios a estrutura da proteina

V)

vi)

iss0, basta clicar sobre os dois dtomos cuja distancia se quer medir
e o valor em angstrom aparecerd acima de uma linha tracejada na
tela). O valor da distancia medida pode ser verificado na forma
delistaem DISPLAY > MORE INFORMATION > DISTANCE
LIST.

Alternativamente, € possivel definir o sitio de ligacdo com base
na posicéo de algum dtomo de referéncia que se julgue adequado.
No caso apresentado, o centro serd definido nas coordenadas do
nitrogénio pirrolidinico, do ligante de referéncia (“A_1").
Atenciio! E importante salientar que uma vez escolhida a referén-
cia para uma redocagem, deve-se manté-la durante as ancoragens
subsequentes (por exemplo, se estivermos usando “A_1" como
referéncia € imperativo NAO usar “D_1" para definir o sitio de
ligagdo para outras simulacdes, dentro da mesma rotina de cdlcu-
lo). Essa observacdo € desnecessdria para cdlculos subsequentes
que utilizam o mesmo arquivo *.conf gerado pela redocagem,
entretanto, ¢ de extrema importancia na ocasido de ancoragens
que sejam programadas do inicio, ou seja, novos arquivos *.conf.
Na aba DEFINE BINDING SITE, com a opcdo POINT sele-
cionada, minimize a janela GOLD Setup a fim de deixar visivel
aestrutura tridimensional da protefna na interface grafica. Utilize
os botdes do mouse, esquerdo (rotacionar) e direito (aproximar
ou afastar), para fazer com que toda a extensdo da proteina fique
visivel no Hermes, (Figura 7):

vii) Dentro da janela MOLECULE EXPLORER, na aba DISPLAY , ¢

possivel observar que o software ainda exibe os ligantes removi-
dos. Clique duas vezes na checkbox ao lado de ALL ENTRIES,
para que o Hermes esconda todas as estruturas. Em seguida, clique
sobre a checkbox ao lado de “A_1".

viii)Utilize o mouse para centralizar e aproximar a molécula visuali-

zada, a fim de facilitar a sele¢@o do 4tomo correto. Em sequéncia,
clique no dtomo de nitrogénio do anel pirrolidinico do ligante
para defini-lo como centro do sitio de ligagdo. Feito isso, maxi-
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Figura 7. Visualizagdo da estrutura da proteina no GOLD

ix)

X)

mize a janela GOLD setup que deve estar localizada abaixo do
MOLECULE EXPLORER. Se a defini¢do for bem sucedida,
uma esfera vermelha poderd ser visualizada ao redor do ponto
em questdo, quando a janela estiver maximizada. Além disso, as
coordenadas obtidas devem ser as mesmas ji mencionadas neste
tutorial, mostradas na Figura 8.

Ap6s a definigdo do sitio de ligacdo, dirija-se a opgdo SELECT
LIGANDS e clique em ADD, para adicionar a molécula de nico-
tina, previamente otimizada (NCT.mol2). Idealmente, trabalha-se
entre 50 e 100 poses de ancoragem, contudo, para esta nota técni-
ca, selecione 10 poses de ancoragem. Posteriormente, clique nas
reticéncias [...], ao lado de REFERENCE LIGAND, e selecione
como referéncia o ligante extraido A_1.

Véaparaaopcio FITNESS & SEARCH OPTIONS e desmarque a
opcdo ALLOW EARLY TERMINATION e selecione a fungio de
pontuagdo CHEMPLP, em SCORING FUNCTION. O programa

Quim. Nova

GOLD contém 4 fungdes basicas de pontuagio: GoldScore, Che-
mScore, CHEMPLP e ASP, sendo possivel utilizd-las de forma
exclusiva ou em conjunto, dependendo do objetivo do usudrio.
As fungdes sdo parametrizadas distintamente, de modo que €
sempre necessdrio avaliar qual delas serd mais eficiente para o
sistema estudado.’!

xi) Em seguida, clique na op¢do RUN GOLD

Na janela que se abre, selecione a pasta na qual devem ser salvos
os resultados (ex.: docking_tutorial) e marque a caixa PROTEIN
(caso a mesma esteja desmarcada) para salvar a estrutura pre-
parada para o cdlculo. Clique em SAVE para iniciar o célculo,
conforme mostrado na Figura 9.

Uma vez finalizado o cdlculo, clique em VIEW SOLUTIONS.
Em seguida, clique em CLOSE para fechar a janela do célculo,
fazendo o mesmo para a janela de programagdo do célculo,
deixando apenas a interface, Hermes, aberta. Os resultados

)
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Figura 8. Ponto central da esfera de interagdo definido como sitio ativo da simula¢do
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Figura 9. Confirmar inicio do cdlculo das poses de ancoragem

serdo mostrados na janela MOLECULE EXPLORER, na aba
DOCKING SOLUTIONS, que deverd ser mostrada, automatica-
mente, apos o término do cdlculo. Os valores dos desvios médios
quadriticos (em A) obtidos entre as poses da molécula NTC e
a referéncia A_1 podem ser visualizados arrastando a barra de
rolagem dessa janela para o lado direito, Figura 10.

xii) Selecione o resultado com a maior pontuagdo (PLP.Fitness) e
cliqueem FILE > EXPORT COMPLEX > NOME_DO_ARQUI-
VO (EX.: COMPLEXOS_EXPORTADOS) > SALVAR. Todos
os arquivos exportados do GOLD, no formato *.mol2, podem
ser abertos em qualquer computador, mesmo sem 0s arquivos
de entrada elaborados previamente ao célculo de ancoragem.
Contudo, € importante salientar que outros arquivos obtidos
no *.conf nio poderdo mais ser abertos pelo GOLD se forem
copiados para outras pastas, ou se as pastas forem renomeadas.

"aﬁ Hermes

File Edit Selection Display View Calculate Descriptors GOLD  Databases

High | Deth Cusing Grapt
I '(:, X N+ ¥ Y+ 2

Picang Mode: Measure Distances ~  Clear Measurem

atom selactons: | cavity_at v | Colrs: S8/

abjects [] Show hydrogens B Show unkrown atoms
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Por isso, € importante definir pastas exclusivas para os estudos
de ancoragem, com nomes precisos, sem caracteres especiais e
que ndo sejam pastas que precisam ter os arquivos transferidos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Analise dos resultados da ancoragem molecular, utilizando o
software DSV

Tao importante quanto a elabora¢do da metodologia computacional,
aetapa de interpretacdo dos dados exportados, em estudos de ancoragem
molecular, consiste na avaliacdo da orientacdo e conformacio da
micromolécula no sitio de ligagdo.* Além disso, consiste também em
identificar quais sdo os residuos chave e as forcas intermoleculares que
suportaram o reconhecimento complexo receptor-ligante. '

Nesse sentido, apds o carregamento do arquivo exportado
do GOLD, no software DSV, analisam-se tanto as interagdes
intermoleculares quanto os demais parimetros mencionados,
utilizando a ferramenta LIGAND INTERACTIONS, a qual esta
disponivel na aba RECEPTOR-LIGAND INTERACTIONS,
conforme a Figura 11.

Ressalta-se que essa ferramenta permite inspecionar os
complexos obtidos, por cdlculos A.M. e aqueles determinados
experimentalmente, desde que haja um arquivo de entrada, contendo
as coordenadas cartesianas atdmicas, no formato *.pdb.*

Na etapa de inspecdo, ap6s observar a conformacio ativa do
ligante, o usudrio pode priorizar os contatos ndo-covalentes mais
relevantes. Para tal, habilitando o painel de monitoramento do DSV,
a aba NON-BOND permite ao usudrio caracterizar as interacdes
presentes no complexo, a0 mesmo tempo, verificando quais sdo
os pardmetros geométricos (distdncia e dngulo) associados. Na
Tabela 1, podem ser visualizados alguns pardmetros geométricos,
tipo de interagdo, cor atribuida e categoria das interagdes favordveis,
habitualmente listadas, em complexos receptor-ligante.

No exemplo em questdo, o qual apresenta o menor valor para raiz
do desvio-médio quadratico (RMSD = 1,5 A), pode ser observado
que o ligante simulado (NCT.mol2) exibe uma pose (orientagdo e
conformagao) estabilizada no bolsdo de liga¢do do receptor nicotinico
de acetilcolina 042, entre as interfaces o—f, a partir da formacao de
contatos nao-covalentes com residuos chave, Figura 12.
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Figura 10. Janela de resultados
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Tabela 1. Algumas interacdes intermoleculares usualmente analisadas em complexos receptor-ligante. Os parametros geométricos e cores associadas estdo de

acordo com a configuragéo padréo do software DSV.?73

Tipo de interagdo  Cor atribuida Categoria Parametros Geométricos Descricdo
Verde Cléssica: D-H...A (méx. 3,4 A); D-H...A (A = aceitador);
Interacoes de Azl claro Nio cléssi;a' D-H...A (méx. 3,8 /}); DiiA (mfn. 90° méx. 180°) C-H...A/par isolado/r;
hidrogénio Laranja Ponte salina: D-H...A (max. 4,00 A); min. 90°; max. Interagdes de H entre grupos
’ A...A (méx. 3,0 A); carregados;
. ) 2N, - Interac@o entre cargas opostas;
.. LaranJ-a Carga...carga; +)...) (m}ax. 3.6 LA)’ (Mix. 40°); Interagdo de nuvem 7t e grupo (ou
Eletrostatica Laranja P V. n...(+) (médx. 5,0 A); - o P . g
Laranja 7t...cdtion; m...Anion; ..(0) (mdx. 5.0 A); (Max. 40°); 4tomo) carregc‘ldo positivamente/
negativamente;
Roxa ... Csp2...Csp2 (méx. 4,5 A) (Mix. 90°; min. 50°, face-a- Interag@o entre nuvens eletronicas
face); (Max. 90°, min. 30°, mt deslocalizadas;
forma T);
Hidrofébica Roxa Alquila; Csp3...Csp3 (méx. 5,5 A) - Fraca interagdo o—o;
Rosa m...alquila; Csp2...Csp3 (méx. 4,0 A) (Mix. 45° + 20°); Fraca interagdo n—o;
Rosa 7...par isolado (PI) Csp2...PI (mdx. 3,0 A) (Max. 45°+ 40°); Fraca interagdo n—PI
(Par Isolado);
osesde LTRSS 3T i 20 0% s emolendo

Halogénio

YdW(X, A) + L A);

cx4 (min. 120°; méax. 180°); cavidades-o

(S)-nicotina

Figura 12. Tela de trabalho do DSV com o complexo nicotina-o4p2 e esquema
2D da molécula de nicotina. As interagoes intermoleculares estdo exibidas
como linhas tracejadas, diferenciadas por cores em tipo e natureza (Verde =
interagdo de hidrogénio cldssica; Laranja = interagdo eletrostdtica; Roxa =
Interagdes hidrofobicas; Rosa = Interagdes parcialmente hidrofobicas). Obs.:
Para uma melhor visualizagdo, apenas os hidrogénios polares sdo mostrados,
CHEMISTRY > HYDROGENS > SHOW POLAR

Na tela de trabalho do DSV, as linhas tracejadas representam os
contatos nio-covalentes, sendo cada cor referente a uma categoria
(natureza) de interacdo (ex. a linha tracejada verde indica a formagao
de uma interagdo de hidrogénio cldssica do tipo D-Hee*A, sendo D =
doador e A = aceitador). E importante salientar que o software DSV,
em configuragdo padrio, utiliza essa paleta de cores tio-somente para
diferenciar as intera¢des. Todavia, o usudrio podera definir a cor da
interacdo, clicando na coluna referente a cor na aba NON-BOND
e selecionar aquela que melhor represente o sistema de interesse.

Como segue, o complexo nicotina—a4f2 indica que o nitrogénio
pirrolidinico (N8), o qual se encontra protonado, estabelece trés
interagdes de natureza eletrostatica cdtion---m com os anéis aromaticos
das cadeias laterais dos residuos de W149 e Y197, Figura 12. Além
disso, devido a protonag@o do dtomo de N8, ocorre a formagéo de
uma interac@o de hidrogénio cldssica (N-H:--O) com o dtomo de O
carbonilico da cadeia principal do residuo de W149. Duas interacdes
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hidrofébicas do tipo o+t sdo observadas entre a metila, C12, e o
anel aromadtico da nicotina com as cadeias laterais dos residuos de
Y197 e L484, respectivamente. Finalmente, um contato do tipo m---PI
(par isolado) entre a subunidade aromdtica da nicotina e o 4tomo
de enxofre presente na cadeia lateral do residuo de C193 auxilia a
estabiliza da nicotina no bolsdo de ligagdo.

O algoritmo genético do software GOLD modula as orienta¢des
e conformacdes do ligante, visando encaixd-lo em um ou mais
minimos de energia do sitio ativo do receptor.'> Prontamente, as
populagdes de cromossomos sdo criadas e avaliadas pelos operadores
genéticos (mutagdo, recombinagdo ou crossover), mapeando-se
os parametros de geometria do ligante. Nessa conjuntura, o A.G.
combina a sobrevivéncia entre as melhores solugdes com intercdmbio
de informacdes genéticas para formar estruturas heuristicas
aperfei¢oadas, ou seja, os ligantes com melhores adaptabilidade
(orientacdo e conformacio) no sitio de ligagdo. Os valores das
pontuacdes, compostas pela modelagem das interagdes receptor-
ligante e afinidade, sdo conduzidas pela funcdo de pontuagdo pré-
definida pelo usudrio.>!*151

No exemplo em questao, foi aplicada a metodologia de redocagem
para validacdo da rotina de célculo empregada na simulagdo. E
advertido que este protocolo tem maior eficiéncia em situacgdes
nas quais as moléculas otimizadas e o ligante co-cristalizado sdo
estruturalmente similares.'>* Além disso, nessa metodologia é
importante manter a estrutura da proteina fixa (rigida), a fim de
garantir a conformagao obtida experimentalmente, dos residuos do
sitio ativo. Nessa etapa, examina-se a capacidade do A.G. conduzir
o ligante otimizado a conformagdo determinada pelo ligante co-
cristalizado (reproducdo do dado experimental). Na prética, o usudrio
deve, ao final do célculo, observar os valores de RMSD com base na
sobreposi¢do das posigdes cartesianas dos 4tomos ndo-hidrogendides,
referentes as moléculas (simulada e original), no sitio de ligagdo.
Sao plausiveis os protocolos com valores da raiz do desvio-médio
quadrético ndo superiores a 2,0 A 212131934

Ediciao de figuras, utilizando o software PyMol

Para realizar a inspe¢do visual, ambos os arquivos (complexo
exportado e a estrutura original 5kxi.pdb) séo carregados no PyMol.%
E importante destacar que a estrutura da biomacromolécula alvo pode
ser obtida por homologia (modelagem molecular comparativa), no
caso da auséncia do arquivo 3D nos bancos de dados de proteinas
(ver material suplementar, sec@o 4S).

Com o software PyMol aberto, as estruturas devem ser suprimidas:

Expand:
by 4 A
by 5 A
by 6
by

B pyo

/Skx1//8 1L
/nct docked//’ 1 /AL

R " flelowdng P T gy
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ALL>H >EVERYTHING. Os ligantes de interesse sdo selecionados
na barra de sequéncia, DISPLAY > SEQUENCE, sendo o ligante
co-cristalizado denominado como NCT (localizado entre as cadeias
A e B do receptor) e no complexo exportado o ligante € identificado
como UNK, e esta localizado no inicio da barra de sequéncia.
Para facilitar a inspe¢@o, na opgdo (SELE) a fungdo S, “show”, é
habilitada com posterior clique em STICKS. Por conseguinte, faz-se
necessdrio remover os hidrogénios através da fungdo A “Action” >
HYDROGENS > REMOVE. Ainda, o usudrio tem a op¢ao de alterar
a cor do plano de fundo para branco, DISPLAY > BACKGROUND >
WHITE, Figura 13.

& pymoL
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Sequence Mode

1 internal GUI

V. Intersl Prompt
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Zoom
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Qualy
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Grey
Black

Orthoscopic View
Show Valences
Smooth Lines

Depth Cue (Fogging)
Two Sided Lighting
Specular Reflections

v
v
v
v
v
v

Animation
Roving Detail

External GUI

Figura 13. Moléculas de nicotina sobrepostas: simulada (C, em azul claro) e
co-cristalizada (C, em verde), apresentadas como “sticks” e com os respecti-
vos dtomos de H suprimidos. Além disso, etapa de alteragdo do plano de fundo

Para expandir a sele¢do e apresentar as cadeias laterais dos
residuos que compdem o sitio de ligacdo, basta habilitar a proteina
como “cartoon” (ALL > S “SHOW” > CARTOON) e clicar com
o botdo direito do mouse sobre o ligante co-cristalizado, seguindo
ACTIONS > EXPAND >BY 5 A, RESIDUES, conforme demostrado
na Figura 14.

Mantendo os residuos selecionados, deve ser habilitada a
fun¢do S, a direita da opgdo (SELE), optando pela forma STICKS.

Uines & Sticks
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e off
.
0%
Auto-Show b Muts-Layer
¥ Auto-Zoom New Objects
Auto-Remove Hydrogens

Map File Loading »
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Figura 14. (Esquerda) Sele¢do e formatagdo dos residuos, em um raio de 5 A do ligante de interesse. (Direita) Aumento de transparéncia da estrutura em “cartoon”
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Uma melhor visualizagdo € adquirida alterando a cor do ligante co-
cristalizado em relagdo aos residuos previamente expandidos. Nesse
sentido, mantenha-o selecionado aplicando em sequéncia o comando
C > BY ELEMENT, escolhendo uma das cores do painel. Aqui, foi
escolhida a coloragdo laranja para os 4tomos de carbono. Ao mesmo
tempo, € sugerido o comando SETTING > TRANSPARENCY >
CARTOON > 80%, para melhorar a visualizagio, conforme mostrado
na Figura 14.

Antes de completar a edi¢do da figura, podem ser coletadas as
coordenadas da pose, segundo a visdo atual na tela, com a palavra-
chave GET_VIEW, o qual deve ser digitada pelo usudrio na linha de
comando em frente a0 nome “PyMol>", pressionando a tecla Enter
ao final do processo, Figura 15.

Essas coordenadas podem ser utilizadas, posteriormente, para
analisar outros ligantes ancorados, com o0 mesmo receptor, a partir da
mesma orientagdo. Para realizar esse procedimento, € suficiente colar,

3 pymoL
File Edit Build Movie Display Setting Scene Mouse Wizard Plugin Help

### cut below here and paste into scriot ###

set_view (\
0.266305774,  ©.735739112,  -0.622713745,\
0.049045976,  -0.655550897,  -0.753555059,\
-0.962639928,  ©.170135155,  -0.210661769,\
©0.000000000,  ©.000000000, -60.427810669,\
67.648376465, -27.421102524, -49.570281982,\
56.126548767,  64.729064941, -20.000000000 )

FFF CUT aDOVe nere ana paste 1NTO SCrIPT ##F

oi Command Input Area

Get the list of commands by hitting <TAB>

Get the list of arguments for one command with a question mark:
PyMOL> color ?

Read the online help for a command with “help”:
PyMOL> help color

Get autocompletion for many arguments by hitting <TAB>
PyMOL> color ye<TAB>  (will autocomplete “yellow")

1 286 291 296 301 306 311 316 321 331 336 341 346

FVTLSIVITVFVLN: SPRTHTMPTWVRRVFLDIVPRLLLI
96 301 306 311 316 321 326 331 346

Quim. Nova

Ctrl+V, as coordenadas ja coletadas na linha de input dos comandos
e pressionar a tecla Enter.

As rotinas de A.M. devem ser validadas, sendo a redocagem
o método mais utilizado. Nessa abordagem, a estrutura do ligante
co-cristalizado da proteina é removido do sitio de ligagdo. Em
sequéncia, o algoritmo devera recalcular a orientacio e conformacdo
do ligante no bolsdo de ligacdo. Serdo considerados protocolos
aptos, ou bem sucedidos, caso haja concordancia entre 0 modo de
ligagdo experimental e o calculado. Aqui, a pose de maior pontuagio
apresentou valor de RMSD = 1,5 A, isso é, RMSD < 2A, considerada
uma rotina apta para o sistema em questdo.

Finalmente, para gerar uma figura de alta qualidade, visando
relatdrios técnicos, artigos, dentre outros, seleciona-se a opgao
DRAW/RAY > RAY(slow), conforme exemplificado na Figura 16.

Quando o software terminar o calculo, pressione FILE>SAVE
IMAGE TO FILE, para salvar a imagem no diretdrio desejado. Para

(! LL EDWKYVAMVIDRIFLWMFIT
356 361 366 371 381 7t
NA

356 361 /B
TVGLFLPPW NA

Figura 15. Coordenadas cartesianas da pose de A.M. segundo a visdo atual da tela; Linha de comandos do PyMol. Moléculas do ligante nicotina sobrepostas:

simulada (C, em azul claro), co-cristalizada (C, em laranja) e residuos do sitio de ligacdo (C, em verde) com no mdximo 5 A de distancia do ligante. Todas as
moléculas estdo apresentadas como “sticks” e com os respectivos dtomos de H omitidos para melhor visualizagdo

Zoom  Orient | [DrawRay v

Reset

Figura 16. Gerar figuras de alta qualidade com a fung¢do Ray
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- O X

Help Tutorial

”””””” zs?, 64.729064941, -20.000000000 ) ][ Reset | zoom | praw | Ray [ Rock
Open. . =
P mode/{A/c;S"gnzéc Unpick I Deselect | Get View
S n “"sele" defined with 6 atoms.
n "sele" defined with 12 atoms. I< I < I Stop I Play I > I > I MClear
/A/CYS 200/CA r
ave Molecule. .. n "sele" defined with 6 atoms. Command Builder
n "sele" defined with 12 atoms.
Save Image... mode///UNK 1/C3
Save Movie... n “"sele" defined with 12 atoms. v
Log...
| Resume
Append...
Close Log
Run...
Quit
Reinitialize

Figura 17. Salvar arquivo de sessdo no PyMol

salvar um arquivo de secdo contendo as modificagdes feitas até o
momento, siga os comandos FILE > SAVE SESSION AS e escolha
o local desejado, Figura 17.

Obs.: A opcdo de nomear os residuos de aminodcidos nesse
software pode resultar em figuras poluidas visualmente. Portanto, ¢
aconselhdvel identificar os residuos, posteriormente, com um editor
de imagem (ex. Paint ou PowerPoint).

CONCLUSOES

No decorrer deste texto, uma rotina computacional de fécil acesso
e de baixo custo foi descrita, objetivando apresentar as principais
etapas que pertencem a um procedimento de A.M., visando um
publico de usudrios recentes e ndo especialistas. Nesse sentido, foram
abordadas as etapas obtencdo do arquivo 3D da biomacromolécula de
interesse, construcdo e otimizagdo do ligante, especiacdo do estado de
protonacdo em pH fisioldgico, conducdo da simulagio de A.M. por
meio do software GOLD, visualiza¢ao do complexo receptor-ligante
e monitoramento das intera¢des intermoleculares via software DSV,
concluindo com a edi¢do de figuras de qualidade para publicagdo,
utilizando o software PyMol.

Por fim, € fortemente reiterado que essa metodologia deve
ser modificada, em algumas etapas, para resolu¢do de problemas
individuais de A.M. No entanto, o mesmo pode servir como um guia
inicial aos interessados em SBDD.

MATERIAL SUPLEMENTAR

O Material Suplementar citado ao longo do trabalho estd
disponivel em http://quimicanova.sbq.org.br, em formato pdf, com
acesso livre.
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