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Impacto esperado.

Os resultados de maior relevancia para a comunidade académica se referem ao uso
de ferramentas computacionais, para o planejamento de novas substancias bioativas.
Durante o projeto, foram desenvolvidas estratégias computacionais que auxiliam na
compreensao das caracteristicas dos sitios ativos da topoisomerase Il alfa, assim como
nos sitios ativos das catepsinas B e L, além da constru¢do de substancias bioativas e
potencialmente bioativas, incluindo a otimizacdo por meio do método semiempirico
PM7. Foram discutidos em detalhes alguns padrdes de interacdo entre os complexos
de cobre e paladio com algumas subunidades dos aminoacidos dos receptores

correspondentes.

Expected impact.

The most relevant results for the academic community are related with to the use of
computational tools for the design of novel bioactive substances. During the project,
computational strategies were developed to guide in the comprehension of the features
of the active sites of topoisomerase Il alpha, as well as the active sites of cathepsins B
and L. In addition, bioactive and potentially bioactive substances were built up and
optimized through the PM7 semiempirical method. Some interaction patterns between
copper and palladium complexes with some amino acid subunits into the corresponding

receptors were discussed in details.
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Resumo

Céancer é considerado umas das principais causas de morte em todo mundo.
Conjunto de doencas que faz referéncia a caracteristicas comuns, a metastase e a
angiogénese. Embora haja uma producdo de medicamentos para esta doenca, existe
baixa seletividade celular por parte dos farmacos comercializados para o tratamento.
Com vista a encontrar solu¢des para o tratamento do cancer, surge a oportunidade de
explorar novos complexos inorganicos, que apresentem seletividade frente as células
tumorais. Os complexos de cobre contendo subunidades da tiossemicarbazona e
complexos de paladio com subunidades bipiridina e fenantrolina tém sido estudas por
possuirem varias aplicacées na Quimica Medicinal. Neste sentido foram ancoradas 32
substancias para os sitios ativos das catepsinas B e L, assim como para os sitios do
etoposideo e ATP da topoisomerase Il alfa. As enzimas proteoliticas como catepsinas (B
e L) sdo ativamente envolvidas em etapas importantes da formacdo da célula tumoral,
enquanto a enzima da topoisomerases Il alfa é alvo, devido ao seu papel importante no
gerenciamento da estrutura do DNA, em células tumorais, estas proteinas (catepsnia B
e L assim como topoisomerase |l alfa), sdo altamente expressas. Inicialmente, foi
realizada a validacdo de modelos in silico para as catepsinas (B e L), visto que, a
validacdo dos sitios do ATP e do etoposideo haviam sido feitos num outro trabalho pelo
NOsSso grupo de pesquisa. Assim, os resultados da redocagem molecular, possibilitaram
analisar as interacdes dos ligantes com os residuos de aminoacidos do sitio ativo, onde
foi possivel verificar sistematicamente interacéo dos residuos de aminoacidos, Q23, G27,
C29, W30, G73, G74, A173 e G198, do sitio da catepsina B, e a mesma analise foi feita
nos resultados do sitio ativo da catepsina L, onde foi possivel verificar interagéo do ligante
com os residuos de aminoacidos de Q19, C25, W26, G61, G67, G68, L69, A135, M161,
D162, H163 e A214. Os resultados no sitio ativo do etoposideo demonstraram interacdes
com os residuos de Y805, M766 e M762, enquanto no sitio do ATP foram verificadas
interag6es com os residuos de K378 e N150.

Palavras-chave: Ancoragem molecular, complexos de cobre e paladio (ll), catepsina (B,

L), topoisomerase |l alfa, atividade anticancer.



ABSTRACT

Cancer is considered one of the main causes of death worldwide. It is a
group of diseases that refer to common characteristics, metastasis, and angiogenesis.
Although there is a production of drugs for this disease, there is low cellular selectivity by
the drugs marketed for treatment. To find solutions for cancer treatment, the opportunity
arises to explore novel compounds based on transition metals that present selectivity to
cells. Copper complexes containing thiosemicarbazone and palladium complexes with
bipyridine and phenanthroline subunits have been studied for their various applications in
Medicinal Chemistry. In this sense, 32 substances were docked into the active sites of
cathepsin B and L, as well as into the active sites of topoisomerase Il alpha. Proteolytic
enzymes such as cathepsins (B and L) are actively involved in important steps in the
formation of tumor cells, while topoisomerases are targets of substances with antitumor
activity due to their management of DNA structure, enzymes that are highly expressed in
tumor cells. Initially, the validation of in silico models of cathepsins (B and L) was
performed, since the ATP and etoposide sites were validated recently in our research
group. Thus, the results of molecular redocking made it possible to analyze the
interactions of the ligands with the amino acid residues of the active site, where it was
possible to systematically verify the interactions involving Q23, G27, C29, W30, G73,
G74, A173 and G198, of the cathepsin B site, and the same analysis was performed on
the results of the active site of cathepsin L, where it was possible to verify the interaction
of the ligands with Q19, C25, W26, G61, G67, G68, L69, A135, M161, D162, H163 and
A214. The results at the etoposide active site showed interactions with Y805, M766 and
M762, while at the ATP site there were interactions involving K378 and N150.

Keywords: Molecular docking, copper and palladium (II) complexes, cathepsin (B, L),

topoisomerase |l alpha, anticancer activity.
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1. INTRODUCAO

1.1. Viséao global

O termo cancer, refere-se a um termo genérico para um conjunto de mais de 100
doencas que apresentam como caracteristica comum o crescimento desordenado de
células que invadem tecidos e 6rgéos, que podem se espalhar para outras regides do
corpo, se infiltrando em tecidos e ganhando acesso a vasos sanguineos, através dos
quais serdo transportadas para outras partes do corpo, processo denominado por
metastase (INCA, 2020; NAVEEN KUMAR et al, 2013).

O cancer € o principal problema de saude publica no mundo, e esta entre as quatro
principais causas de morte prematura antes dos 70 anos de idade, na maioria dos paises
do mundo. A incidéncia e a mortalidade por cancer vém aumentando no mundo (INCA,
2020). A OMS (2020), aponta que o ano 2020 no mundo ocorreram 19,3 milhdes de
novos casos de cancer e 10,0 milhdes de oObitos, a mesma pesquisa apontou que 1 em
cada 5 pessoas no mundo desenvolvem cancer durante a vida, e 1 em cada 8 homens e
1 em cada 11 mulheres morem devido ao cancer mundialmente (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2020). Segundo Instituto Nacional de Cancer (INCA), em cada ano do
triénio de 2023-2025 o Brasil espera 704 mil novos casos de cancer (INSTITUTO
NACIONAL DE CANCER, 2022).

Numero de Incidéncia e mortalidade por cancer em ambos 0s sexos

em 2020
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Grafico 1. Representacao da incidéncia do cancer (em azul) e a taxa de mortalidade
(em vermelho), no ano de 2020 em todo mundo, para os ambos o0s sexos (feminino e
masculino) em todas as idades (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2020).
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A analise do Gréfico 1 revela a alta taxa de incidéncia para os canceres de mama,
pulmao, colorretal, sendo o de mama com a maior taxa entre todos. E not6rio observar
que em relacdo a taxa de mortalidade, o cancer da mama, apesar de ter uma alta taxa
de incidéncia, ela apresenta uma taxa de 30% de mortalidade, quando comparado com
a taxa do segundo céancer, mas incidente, denominado cancer de pulméo, que é de 81%
de mortalidade. Vale ressaltar que o cancer de figado e de esb6fago, apresentaram
menores indices de incidéncias e maiores taxas de mortalidade, onde o cancer do figado
mostrou uma taxa de 92% de mortalidade, seguido do cancer de es6fago, com uma taxa
de 90%. Contudo, a taxa de incidéncia ndo é proporcional a taxa de mortalidade.

Estudo feito pelo INCA, em 2022, em relacédo a incidéncia estimada do cancer,
segundo a localizagéo primaria por sexo no Brasil, apontou que houve 244.160 casos de
cancer no sexo masculino (figura 1, a). Por outro lado, houve uma incidéncia de 239.430

casos de cancer no sexo feminino (figura 1, b).

Outro? tipos  3g0.
de cancer

a)

Qutros tipos de
cancer 36.5 %

30.0 % Prostata

30% Mama

Pancreas 2%

9.2 % Colon e Reto Ovario 3%
Corpo do Utero 3%

10% Célon e Reto

Bexiga 3.3 % Estémago 3%

Tragueia, Bronguio e GlandulaTireoide 6%

Esofago 3.4 % %  Pulmio 6% 7% Colo do Gtero

4.6 5.6 % Estémago Traqueia, Bronquio e
Cavidade Oral Pulmic

Total de casos de cancer

sexo masculino 244160 Total de casos de cancer

sexo femenino 239430.

Figura 1. Distribuicdo percentual dos canceres, mais incidentes no Brasil para o ano de
2022 em diferentes sexos. Adaptado pelo (INCA).

A Figura 1 mostra as incidéncias de 5 principais tipos de cancer no Brasil em
ambos 0s sexos em todas as faixas etarias. Este estudo, relacionou que o aumento da
incidéncia, esté relacionado com os habitos de vida, como alimentacéo, sedentarismo, e
aumento da expectativa de vida da populacdo (INSTITUTO NACIONAL DE CANCER,
2022). Em homens, a maior incidéncia esta no cancer de prostata e nas mulheres, o
cancer de mama. Em ambos o0s sexos, 0 cancer colorretal segue apresentando a

segunda maior incidéncia no Brasil.
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A formacao de uma neoplasia € um processo que engloba uma série de etapas na
qual uma célula normal sofre modificagdes no seu material genético. Essas modificacbes
podem ser resultado da exposicdo prolongada a agentes carcinogénicos (PAULA A.
OLIVEIRA et al., 2007), onde o contetudo genético de um pequeno namero de células é
alterado como predisposicdo genética e hereditariedade (American Cancer Society,
2022; JASON M. HANSEN et al., 2018)

Entretanto quando uma célula sofre modificacées na sua informacao genética, o
processo regulatério do ciclo celular vai impedir a célula de desempenhar o seu papel
normal. O processo de formacao de uma massa tumoral se denomina por carcinogénese
e pode ser compreendido por trés etapas principais: iniciacdo, promogao e progressao
(Figura 2). No primeiro estagio (iniciacdo), seja por disfuncdes epigenéticas ou exposicao
prolongada a agentes carcinogénicos, o conteddo genético de um pequeno numero de
células é alterado. Observa-se ativacdo da oncogene e inativacdo do gene p53
(supressor do tumor). Na segunda etapa (promoc¢ao), as células tornam-se malignas com
metabolismos aberrantes. Finalmente, no terceiro estagio (progressdo) ocorre a
multiplicacdo descontrolada de células andmalas que culmina na formacédo do tumor

(JASON M. HANSEN et al., 2018).

agentes cancerigenqs

NN

Reparo O Apoptose ‘ Apoptose Crescimento
Ox—> LY
Dano do Proliferag:é'o _> - ia:sot;',l):_i?ild?ade
material genético Proliferagao genética
Célula normal  Célula iniciada Lesdo pontual Neoplasia
Iniciagao Promocgéao Progresséo

Figura 2. Esquema mostrando o processo de carcinogénese usando os trés estagios:
Iniciacdo, onde ocorre a formacgéo de células mutadas, Promocéo das células mutadas,
esta fase ocorre maior proliferagédo celular e Progressdo onde ha formacao de
neoplasma. fonte adaptado de KLAUNIG; WANG, (2018)

Como o microambiente tumoral € hipdxico e acido, a vascularizacéo é estimulada
para suprir a demanda de nutrientes e oxigénio para o crescimento tumoral (FOLKMAN,
2002). Esse processo é denominado angiogénese e tem relagdo intima com quadros

clinicos de céanceres invasivos. Tumores soOlidos com superexpressao de proteases
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(principalmente as catepsinas B e L) facilmente comprometem a membrana basal,
permitindo-lhes acesso a corrente sanguinea e, por conseguinte, se redistribuir para
outras partes do corpo (MORT; BUTTLE’, 1997; SIMON P. FRICKER, 2010). Este
processo € denominado metastase e se configura como um dos maiores entraves a
terapéutica do cancer (FARES et al, 2020; FOLKMAN, 2002).

Apés o diagndstico, a modalidade para o tratamento a ser adotado dependera do
grau de disseminacdo do tumor, das carateristicas biolégicas e do quadro clinico do
paciente. Portanto, podem ser prescritos procedimentos localizados (cirurgia e
radioterapia), assim como o0s procedimentos sistémicos (quimioterapia, hormonioterapia
e terapia alvo). Nas ultimas décadas, a escolha pela quimioterapia, ou uma combinacao
desta com outra modalidade, tem prevalecido (INCA, 2020). Por exemplo, em estagios
avancados, pacientes tém sido tratados com radioterapia combinada ao antimetabdlico
5-Fluoracil (5-FU), capaz de bloquear a sintese do DNA (RAO et al., 2015). De forma
geral o tratamento do cancer tem sido feito de forma combinada, para obtencdo da maior
taxa de sucesso para o tratamento (INSTITUTO NACIONAL DE CANCER, 2022).

1.2. Aspectos gerais das catepsinas B e L.

As cisteino-proteases pertencem a familia das papainas, que podem ser
encontradas em diferentes organismos incluindo, bactérias, virus, plantas e animais. Até
0 momento sdo conhecidos 11 tipos de catepsinas que podem ser achadas no organismo
humano, dentre elas séo catepsinas (B, L, H, S, K, F, V, X, W, O e C). As cisteino-
proteases sdo caracterizadas por formarem uma triade catalitica no seu sitio ativo
composto por residuo de cisteina (C25), histidina (H159) e asparagina (N175). A acéo
destas enzimas estd envolvida na degradacdo e processamento intracelular das
proteinas. (HANS-HARTWIG OTTO; TANJA SCHIRMEISTER, 1976; LECAILLE et al.,
2022; VITO TURKA et al., 2002; YU-YAO LI; JING FANG; GUI-ZHEN AOQO., 2017).

Dentre as cisteino-proteases, as catepsinas B e L, estdo ativamente envolvidas
em varias etapas de formacédo de célula tumoral, incluindo, descolamento de células
tumorais iniciais para outras partes do organismo, degradacdo de matrizes
extracelulares, intravasamento e extravasamento das ceélulas (DHIVYA R. SUDHAN;
DIETMAR W. SIEMANN, 2015; SIMON P. FRICKER, 2010). Este processo €
denominado por metastase, e € uma marca representativa do cancer em que provoca a

falha no tratamento, levando a morte de muitos pacientes. Em outros tipos de cancer, o
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diagnostico metastético tém sido relacionados com estagio final de cancer(PARK et al.,
2022; XIONG; DONG; CHENG, 2021).

A catepsina B é a enzima mais estudada, com um peso molecular de 30 KDa, com
0 sitio catalitico posicionado na reentrancia entre os dois dominios e encoberto por uma
sequéncia de aminoacidos que formam uma alca de oclusdo, protegendo o sitio ativo
(VITO TURKA et al., 2002; YU-YAO LI; JING FANG; GUI-ZHEN AO., 2017). A al¢ca de
oclusdo é composta por 102-128 residuos de aminoacidos contendo dois residuos (H110
e H111) (Figura 3), que interagem diretamente com a cadeia C-terminal do grupo
carboxilico. Estes residuos de H110 e H111 encontram-se protonadas, isto, permite que
a catepsina B atua como endo ou exo-peptidase, sendo estd uma caracteristica individual
desta enzima (CARRILHO et al., 2020; SCHMITZ et al., 2019; YOON et al., 2022; YOON;
HOOK; O'DONOGHUE, 2022).

O sitio ativo da catepsina B € composto por um residuo de cisteina (C29) situado
no dominio esquerdo (L) da enzima e um residuo de histidina (H199) situado no dominio
direito (R) (Figura 3), no ambiente especializado deste sitio, 0s grupamentos tiol e
imidazdlico destes residuos de aminoacidos formam um par ibnico na faixa de pH entre
4,0 e 8,5 (SCHMITZ et al., 2019).

)3
< H111
H110 T Sy
o b

c29[" 2H1 99

Figura 3. Representacao da estrutura tridimensional de uma cisteino-proteases onde
os dominios esquerdos e direito estdo representados por azul e marrom, o sitio
catalitico esta representado por bastbes com os atomos de carbono, representados em
azul, e a alga de oclusao representado em verde e em bastdes dos residuos da H110 e
H111, PDB ID 1GMY.

Fonte: préprio autor.
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A clivagem de uma ligacao peptidica € mediada por um ataque nucleofilico do grupo
tiolato presente em C29 ao atomo de carbono carbonilico de uma proteina (Figura 4).
Em tecidos ndo patoldgicos, a catepsina B é ativa em pH levemente acido, em torno de
5, caracteristico dos lisossomos, onde exerce sua funcéo, sendo raramente encontrada
em meio extracelular, devido a sua baixa estabilidade em pH neutro a alcalino (LOSER,;
PIETZSCH, 2015; OTTO; SCHIRMEISTER, 1997). Entretanto, alguns tecidos tumorais
sdo capazes de sintetizar moléculas de catepsina B com massa molecular maior e
estabilidade anormal em pH neutro a alcalino. Esta variacdo da enzima pode ser
encontrada na fracao extracelular de tecidos patologicos, em concentracdes até 30 vezes
maiores do que o normal (LOSER; PIETZSCH, 2015)

Ataque nucleofilico

Quebra da
ligagao peptidica

RZ—NHZ

Figura 4. Reacdo de clivagem de ligacdes peptidicas mediada pelas cisteino

proteases.
adaptado a (LOSER; PIETZSCH, 2015; OTTO; SCHIRMEISTER, 1997).

A acdo proteolitica destas espécies esta envolvida no processo de degradacao
dos componentes formadores da matriz extracelular, o que leva a metastase e invasao
tumoral de tecidos vizinhos. A enzima produzida pelos tecidos tumorais liga-se a
superficie da membrana plasmética das células, impedindo a acdo de inibidores
endoégenos (OTTO; SCHIRMEISTER, 1997). Assim, a sua atividade relaciona-se
diretamente com a agressividade do tumor e a deteccdo de niveis elevados de catepsina
B em casos de cancer de pulméao pode ser correlacionada com progndéstico de pouca
sobrevivéncia. Dessa forma, a catepsina B constitui um alvo farmacolégico promissor
para o controle da progressédo tumoral. Entretanto, devido a sua proximidade com a

histidina presente no sitio ativo, o pKa desse grupo tiol é significativamente menor e pode
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ser atacado por grupos eletrofilicos (LECAILLE et al., 2022; WILLENBROCK;
BROCKLEHURST, 1985; WILLENBROCK; BROCKLEHURSTT, 1986).

De acordo com a hipotese de (SIMON P. FRICKER, 2010), um complexo metalico
pode inibir uma cisteina protease a partir de reacdes de troca de ligantes com o grupo
tiol do sitio ativo. O pKa reduzido do tiol da cisteina presente no sitio ativo resulta em um
grupo tiolato completamente ionizado que favorece a sua interacéo frente ao ion Pd(ll)
(FRICKER, 2010). Nesse contexto, (JOHN SPENCER ET AL, 2009) investigaram a
atividade antitumoral do complexo ciclometalado binuclear [Pd2Cl2(C2,N-L)2(u-
dppe)[{L=1-metil-5-fenil-1H-1,4-benzodiazepina-2(3H)-ona}. O indice de citotoxicidade
(Clso) in vitro deste composto contra células de leucemia humana K562 foi igual a 4,3 uM.
O complexo mostrou-se extremamente citotoxico também a linhagem B16 de melanoma
pulmonar metastatico murino, com ICsp igual a 4,2 nM, enquanto a cisplatina apresentou
Clso de 3,0 uM. Esse ciclopaladado induziu a inibicdo da catepsina B sob uma
concentracdo de Clso de 2,98 uM. Segundo os autores, sugere-se que o residuo de
cisteina existente no sitio catalitico da catepsina B coordena-se ao paladio pela
substituicdo de um dos seus ligantes labeis (X = CI, H20), enquanto o restante do
arcabouco estrutural do complexo pode estabelecer interacbes nao-covalentes
favoraveis com outros residuos na cavidade do sitio ativo (JOHN SPENCER ET AL,
2009) (Figura 5).

- Y
=N ] |

X—Pd—N ——» E—s—pPd—N + X

X = CI', H,0

Figura 5. Interacdo proposta entre o fragmento organopaladado e o residuo Cys do

sitio ativo da catepsina B.
Adaptado do (JOHN SPENCER ET AL, 2009).

Um aspecto importante do mecanismo de agao de compostos de Pd (ll) envolve a
sua habilidade de interferir na atividade catalitica de enzimas lisossomais do tipo cisteino-
proteases (SIMON P. FRICKER, 2010).
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1.3 Topoisomerases

1.3.1) Aspectos Gerais das Topoisomerases

A divisdo celular é o mecanismo que ocorre em todos seres vivos, a falha em uma
das etapas do processo de divisdo celular, pode ocorrer processos fisioldégicos que pode
desencadear o processo cancerigeno (JAMASBI et al., 2022; JUDASZ et al., 2022;
LOPEZ-LAZARO, 2018; UMBREIT et al., 2020), no entanto, algumas enzimas estio
associadas para que esse processo de falha de divisdo celular n&o aconteca
(SIVAGANESH et al., 2021). As topoisomerases sao uma classe de enzima que séo
responsaveis por manter a integridade genémica durante todo processo de replicacdo e
transcricdo do DNA, estdo associadas no gerenciamento da estrutura do DNA, e
desempenham a funcéo de resolucéo dos problemas topolégicos nas fitas de DNA (FEI
YOU; CHANGSHOU GAO, 2019; HEVENER, 2018; JOYCE H. LEE; JAMES M.
BERGER, 2019). Estas enzimas fazem uma clivagem seletiva, rearranjando e religando
cadeias de DNA, fazendo um relaxamento que possa possibilitar a separacao das fitas
de DNA no processo de divisao celular (LEE; BERGER, 2019; SWAN; COWELL;
AUSTIN, 2022; YASUDA et al., 2020). Porém este grupo de enzimas apresentam uma
carateristica comum na sua atividade catalitica, em que consiste em um ataque
nucleofilico a ligacédo fosfodiéster existente entre os nucleotideos de uma fita de DNA,
através de um residuo catalitico de tirosina, que resulta em uma ligacéo covalente entre
fosfato e a tirosina, como pode ser vista na Figura 6 (KONDAKA; GABRIEL, 2022;
NATASSJA BUSH G; KATHERINE EVANS-ROBERTS; ANTHONY MAXWELL, 2015;
SELAS et al., 2021; WEI et al., 2005; ZAGNOLI-VIEIRA; CALDECOTT, 2020).

(0]
v, 0 %"‘o—"——o Base
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—~ .
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o=FP-—-0 o=r—o0
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0@ W Base OH ] |
(o] o=P-0
| lo ™
o= o

=r—0
o ™
Figura 6. Representacao do ataque nucleofilico da tirosina em uma fita do DNA.
Adaptado ao (FEI YOU; CHANGSHOU GAO, 2019).
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Existem duas classes de topoisomerases, essa classificagéo vai de acordo com
as consideragcfes estruturais, mecanisticos e evolutivas. (NATASSJA BUSH G;
KATHERINE EVANS-ROBERTS; ANTHONY MAXWELL, 2015). As Topoisomerases tipo
| desempenha a quebra de uma fita de DNA, e ndo usa o ATP para desempenhar a sua
atividade. Por outro lado, temos a Topoisomerase Il alfa, que realiza a quebra transitoria
da dupla fita do DNA e é dependente do fator de energia denominada ATP (Adenosina
trifosfato (WEI et al., 2005). A cadeia lateral do residuo de aminoacido K378, é
conservado no sitio do ATP, e supde-se que ao se ligar a estrutura do AMPPNP por uma
ponte salina, ela estabiliza o estado de transi¢cdo da reagdo de hidrdlise, tornando assim
essencial para o funcionamento da enzima (YVES POMMIER et al., 2016).

As topoisomerases tipo Il pode ser encontrado em duas isoformas, classificadas
como as topoisomerases |l alfa e as topoisomerases |l beta, essa diferenca associa-se
ao facto delas serem expressas em diferentes fases do ciclo celular e em diferentes
células. As topoisomerases Il alfa sdo encontradas exclusivamente nos tecidos de
proliferacéo rapida enquanto as topoisomerases Il beta sdo encontras em todos os tipos
de células e sdo expressas constantemente durante toda etapa do ciclo celular (WEI et
al., 2005).

O ciclo catalitico envolve dois seguimentos do DNA (nomeadamente G e T). o
seguimento G (gate do inglés) é quebrado em ambas as fitas da dupla hélice pela
formacéo de ligacdes covalentes da cadeia lateral do residuo de tirosina e o fosfato 5’ do
DNA. O seguimento T (transported do inglés) é capturado por um movimento na regiao
N terminal e passa através do dominio de clivagem até a regido da saida de C terminal.
No final a dupla hélice do seguimento G é religada (POMMIER, 2013; YVES POMMIER
etal., 2016). Assim o ciclo catalitico termina dando o inicio a uma outra reagdo (JOAQUIM
ROCA, 2009).

2. Planejamento de complexo de Cobre.

Em trabalho recente, desenvolvido no Laborat6rio de Quimica Medicinal, Sintese
Organica e Modelagem Molecular (LaQMedSOMM), uma série de complexos de cobre Il
com geometria quadratico planar foram planejadas e triados in silico nos sitios do
etoposideo e do ATP da topoisomerase Il alfa humana, enzima expressa em elevada
quantidade em células tumorais (BUSH; EVANS-ROBERTS; MAXWELL, 2015; H
TURLEY, 1997). A (Figura 7) ilustra uma representacao geral dos 180 complexos de
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cobre Il planejados e no (anexo 1) sdo mostrados os 20 melhores complexos de cobre
derivados de 180 complexos inicialmente planejados a candidatos a inibidores nos sitios
do etoposideo e do ATP. De modo ha verificar a robustez do resultado do célculo de
ancoragem molecular feitos pela (MARCELLE ALCANTRA VIERA ROCHA, 2021), ser&o

repetidos os célculos dos 20 complexos de cobre frente ao sitio de etoposidio e ATP.

2.1 Obtencéo dos complexos de Paladio.

Em trabalho desenvolvido no laboratério do Prof. Dr. Adelino V. G. Netto, pela
doutoranda Barbara, obtiveram complexos de paladio que podem ser encontrados em 3
estados diferentes com substituintes (R = H, R = CH3s) (Figura 8). Estes complexos foram
submetidos a estudos in vitro frente as catepsinas B e L e apresentaram valores de
inibicdo. Cabe destacar que os 12 complexos de paladio mostrados a seguir, na verdade,
representam 4 complexos (la e lla): [Pd(C2,N-bzox)(bpy)]Cl, [Pd(C2,N-bzox)(phen)]Cl,
[Pd(C2,N-afox)(bpy)]Cl e [Pd(C2,N-afox)(phen)]Cl. Estes complexos podem formar
outras 4 formas, em equilibrio (Ib e Ilb), além da possibilidade de ocorrer hidrdlise,
gerando mais 4 complexos (Ic e lic) (Figura 8). Os estudos computacionais vao auxiliar
na identficagdo de quais formas s&o mais relevantes, nas interagOes ligante-

biomacromolécula.
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Figura 7. Representacao dos 180 complexos de cobre II, planejados como inibidores

da topoisomerase Il alfa.
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(lla) (llb) (llc)

Figura 8. Representacao dos 12 complexos de paladio obtidos no laboratério de

guimica inorganica.

3. OBJETIVOS.
3.1 Objetivo Geral.
¢ Realizacdo de estudos computacionais de complexos de cobre e paladio (ll),
frente as catepsinas B e L, visando avaliar potencial atividade dual.
Adicionalmente, 12 complexos de paladio também serdo triados nos modelos
previamente validados para a topoisomerase Il alfa e em modelos validados das

catepsinas B e L, com 0 mesmo obijetivo.

3.2 Objetivos Especificos

e Validar os modelos computacionais para as catepsinas B e L.

e Realizar estudos computacionais de complexos de cobre e paladio frente as
enzimas de catepsina B e L, assim como para os sitios do etoposideo e ATP.

¢ Avaliar potencial atividade dual dos complexos de cobre (lI) assim como para 0s
complexos de paladio () frente as enzimas da catepsina B e L assim para os sitios

etoposideo e ATP.
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4. METODOLOGIA COMPUTACIONAL

Para explorar diversas variacfes estereoquimicas dos complexos de paladio e cobre
(1), e como estas podem resultar em interacdes relevantes frente as enzimas (catepsinas
B e L e as topoisomerases Il Alfa), foi usado a ancoragem molecular (docking), uma
ferramenta computacional usada na descoberta de farmacos (PHILLIPS et al., 2018).
Realizou-se ancoragem molecular, a partir das estruturas cristalograficas da catepsinas
B e L e topoisomerase Il alfa. A catepsina B foi cocristalizada com a dipeptidil nitrila (1)
(PDB ID: 1GMY com uma resolucéo de 1.90 A Figura 9 (a)), e catepsina L, foi co-
cristalizada com (2) (2S,4R)-1-[1-(4-clorofenil)ciclopropil-carbonil-4-(2-clorofenil)sulfonil-
N-[1-(iminometil)ciclopropil-pirrolidina-2-carboxamida, depositada no Chembl com ID 424
e com PDB: ID 2XU1 com uma resolugéo de 1.45 A Figura 9 (b).

Por outro lado, temos a enzima da topoisomerase Il alfa co-cristalizadas com DNA e
com etoposideo (PDB ID: 5GWK, com a resolucéo de 3,152 A, Figura 9 (c)) e pér fim co-
cristalizada com o ATP (PDB ID: 1ZXM, com uma resolucdo de 1,87 A, Figura 10 (d)).
Cabe destacar que as estruturas cristalograficas citadas foram obtidas na base de dados
de PDB (“RCSB, 2022).

" (a) PDB ID: 1GMY — (b) PDB ID: 2XU1
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§ D463

Etoposideo

(©) PDB: sGWK e poB: 123M
Figura 9. Estrutura cristalografica das catepsinas B, L e TOPIla: (a) Catepsina B Co-
cristalizada com dipeptidil nitrila (PDB: ID: 1GMY), (b) Catepsina L co-cristalizada com
(2S,4R)-1-[1-(4-clorofenil)ciclopropil-carbonil-4-(2-clorofenil)sulfonil-N-[1-
(iminometil)ciclopropil-pirrolidina-2-carboxamida, (c) co-cristalizada com o DNA e
etoposideo (PDB ID: 5GWK) e (d) co-cristalizada com o ATP (PDB ID: 1ZXM).

Foi usado o grafico de Ramachandran para verificar os angulos diédricos phi ()
e psi (¢) em ambas as estruturas das catepsinas B e L, sendo possivel identificar os
residuos que se encontram nas regides energicamente permitidas e ndo permitidas e
orientando a avaliacdo da qualidade das estruturas cristalograficas, obtidas
experimentalmente (RAMACHANDRAN PLOT, 2018). Pela analise do grafico de
Ramachandran, o modelo da catepsina B co-cristalizada com dipepdil nitrila (PDB
ID:1GMY) apresentou 85,7% dos residuos nas regies favoraveis, 13.6% nas regides
permitidas, 0,5% nas regides adicionalmente permitidas e nenhum residuo em regides
desfavoraveis Anexo 4. Do mesmo modo, foi analizado o grafico de Ramachandran para
Catepsina L co-cristalizada com substancia de ChemBL 424 (PDB ID: 2XU1). Onde
verificou-se 87,1% dos residuos estdo nas regibes favoraveis,12,8% nas regides
permitidas, 0,1% nas regides adicionalmente permitidas e nenhum residuo em regides

desfavoraveis Anexo 3.

Buscou-se na literatura 32 substancias com estereoquimica definida e com
atividade de inibicdo n&o covalente para o sitio ativo da catepsina B (Anexo 8)

paralelamente, foram tiradas 68 substancias com inibicdo néo covalente no sitio ativo da
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catepsina L (Anexo 9). Em seguida, as substancias selecionadas foram agrupadas em
escalas de valores de atividade (Ki) Tabela 1.

Tabela 1. Classificacdo dos valores de atividade (Ki) das substancias obtidas na

literatura.
Muito ativas <100 nM
Ativas 101 -1000 nM
Pouco ativas 1001-10000 nM
Inativas >10000 nM

Para ancoragem molecular, foi usado o programa GOLDSuite v.2021.2.0 (CCDC,
2021), utilizando as quatro fun¢@es de pontuacao pré-definidas pelo programa, ChemPLP
(Piecewise Linear Potential), ChemScore, ASP (Astex Statistical Potential) e GoldScore),
na escolha da melhor funcdo de pontuacado, que se encaixe melhor em cada proteina
(catepsina B e L). Assim sendo, a validacdo da metodologia e da funcédo de pontuacéao,
foi feita por meio da redocagem molecular usando as 4 fungcdes do Gold. Este processo
consiste na reproducao da geometria do ligante co-cristalizado associando com o ligante
construido (modelado), com objetivo de reproduzir as mesmas e interacdes e encontrar
um RMSD menor que 2 (MATEEV et al., 2021).

A construcao dos 32 complexos (20 complexos de cobre anexo 1 e 12 complexos de
paladio Anexo 2) fez-se depois da validacdo da metodologia computacional. Os ligantes
dos complexos foram construidos em 2D no programa MarvinSketch v6.3,
(MARVINNSKECH, 2023) e foram verificados os seus estados de protonacdo em pH
fisiolégico (pH=7,4) com objetivo de identificar a espécie maioritdria no organismo
humano. Depois, seguiu-se com a constru¢cdo em 3D usando o programa Discovery
Studio Visualiser v17.2 (BIOVIA, 2021). No final, foram submetidos os complexos nos
calculos semiempiricos usando o software MoPAC2016 (PM7) (MOPAC2016, 2022)
utilizando a interface gréafica do programa Mercury CCDC (CCDC, 2021).

5. RESULTADOS OBTIDOS IN SILICO

5.1 Redocagem nas catepsinas B e L

Realizou-se a redocagem molecular para os ligantes co-cristalizados da catepsina
B e L (AEM 500 e 424 C), com a finalidade de avaliar a capacidade preditiva do modelo
in silico em relagcdo a orientacdo espacial do ligante (RMSD, Root Mean Square

Deviation), assim como as interacdes com residuos de aminoacidos relevantes. Ao
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carregar as proteinas com PDB ID 1GMY e 2XU1, fez-se a ancoragem molecular em
modo rigido e o programa GOLD foi utilizado para a adicao dos atomos de hidrogénio em
ambas as estruturas. Extraiu-se o ligante co-cristalizado nas duas enzimas, na qual foi
utilizado como ligante de referéncia (C para o AEM-500 e C para o 424); definido o raio
de 15 A para o ligante C_424 e 12 A para C_AEMS500 de modo a restringir o espacgo
amostral em ambos os sitios e usado 100 poses para cada func¢édo de pontuacdo. Assim,
foi feita a validacdo da metodologia. As estruturas cristalograficas das proteinas foram
retiradas na base de dados do PDB com os codigos PDB ID: 1GMY para a catepsina B
e PDB ID: 2XU1l para catepsina L. Durante a andlise dos resultados da redocagem
molecular, para ambas as proteinas, foi possivel verificar que foram reproduzidas 95%

das interacbes em ambas as proteinas.

A funcdo de pontuacdo que reproduziu melhor orientagcdo do ligante, exibiu
menores valores de RMSD e teve melhor reproducdo das interacdes em ambas as
enzimas, no entanto, mostrou algumas diferencas nos valores de RMSD em relagéo as
4 fungdes de pontuacado. Entretanto, estes dados devem ser correlacionados com 0s
residuos envolvidos nas interacdes com o ligante da estrutura cristalogréafica. Foi possivel
observar os valores obtidos da redocagem molecular de catepsina B co-cristalizada com
dipeptidel nitrila na Tabela 2, onde estdo apresentados os valores de RMSD de cada

funcdo de pontuacéo.

Tabela 2. Valores obtidos por redocagem molecular em cada fungéo de pontuagéo do
programa Gold da estrutura de enzima de catepsina B (PDB ID: 1GMY).

Funcdo de pontuacao RMSD Score
ChemPLP-RMSD 1,26 66,82
ChemPLP-Score 1,71 70,52

ASP-RMSD 1,95 38,07
ASP-Score 1,74 40,34
ChemScore-RMSD 1,70 29,48
ChemScore-Score 1,72 29,83
GoldScore-RMSD 1,63 63,29
GoldScore-Score 1,67 62,11

Assim sendo, foi escolhido o menor valor de RMSD e menor valor de funcéo de
pontuacéo. Portanto, a ChemPLP foi escolhida por apresentar o menor valor de RMSD e
menor valor de pontuacao para a catepsina B. Na (Figura 10) observar-se a pose obtida
por meio da redocagem molecular, onde o ligante modelado € ilustrado com os atomos
de carbono em rosa, por outro lado, o ligante co-cristalizado com os atomos de carbono

em azul. Durante a redocagem molecular, foi possivel reproduzir 95% de interacdes
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previstas, onde verifica-se interagcdes de hidrogénio classica através da nitrila com a
funcdo amida do residuo de Q23. A amina do residuo de C29 realiza interacdo de
hidrogénio classica com a nitrila. A carbonila presente na substancia realiza interacéo de
hidrogénio classica com a funcao amida do residuo de G74. Verifica-se também interacéo
de hidrogénio classica através da amida da espinha dorsal da substancia com a carbonila
dos residuos de G74 e G198 (GREENSPAN et al., 2001).

(1) C|50= 10 M

Figura 10. Redocagem da catepsina B co-cristalizada com dipeptidel nitrila (PDB

ID:1GMY), interacdes de hidrogénio classica estao representadas em preto.

De forma similar, foi realizada a redocagem para a catepsina L co-cristalizada com
o ligante de referéncia C_424 (PDB ID: 2XU1). Na Tabela 3, observa-se valores obtidos

por redocagem.

Tabela 3. Valores obtidos por redocagem molecular em cada funcdo de pontuacéo do

programa Gold da estrutura da enzima de catepsina L (PDB ID: 2XU1).

Funcao de pontuacao RMSD Score
ChemPLP-RMSD 1,81 50,80
ChemPLP-Score 1,86 44,31

ASP-RMSD 1,50 13,55
ASP-Score 1,68 16,08
ChemScore-RMSD 1,31 12,22
ChemScore-Score 1,37 13,21
GoldScore-RMSD 0,92 35,03
GoldScore-Score 0,98 49,23

Para a pose do ligante C_424, obtida por redocagem molecular frente a enzima
da catepsina L, foi escolhida a fungcéo pontuacéo de Goldscore, por apresentar o0 menor
valor de RMSD e uma reproducéo das interacdes dos residuos de aminoacidos de 95%.
Na Figura 11) é possivel observar a pose obtida por meio da redocagem molecular, onde
o ligante com atomos de carbono destacados em rosa faz referéncia ao ligante modelado,

por outro lado, temos o ligante co-cristalizado destacado os atomos de carbono em azul.
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Foi possivel observar que ocorre interacao de hidrogénio classica a partir do grupo amida
do residuo de G68 com a carbonila da espinha dorsal do ligante, mesma interagcéo ocorre
entre a carbonila do residuo de D162 com a o &tomo de nitrogénio da espinha dorsal do
ligante. Verifica-se interacao de hidrogénio classica através da amina do residuo de C25
com a nitrila da substancia complexada, 0 mesmo ocorre com a fungdo amida do residuo
de Q19 (HARDEGGER et al., 2011).

(2) Clgy= 0,022 pM

Figura 11. redocagem da catepsina L co-cristalizada com nitrila (PDB ID: 2XU1).

A validacdo da metodologia computacional para a enzima de topoisomerase Il alfa,
foi realizada num trabalho recente do nosso grupo de pesquisa pela doutoranda
(MARCELLE ALCANTRA VIERA ROCHA, 2021), contudo, depois da validacdo da
metodologia computacional para a enzima da catepsina B e L, seguiu-se com a

ancoragem molecular das 32 substancias (20 de cobre Il e 12 de paladio Il) Anexo 1-2.

Feito a ancoragem molecular, foi realizada a analise criteriosa da orientacdo das
moléculas construidas no sitio ativo dos receptores e andlise sistematica dos residuos
de aminoacidos com o0s quais estas moléculas interagem nas simulacbes
computacionais. Para analise das interac6es dos resultados obtidos, foram usados os
programas PyMol e o Discovery Studio (BIOVIA, 2021), sendo que as figuras das poses
foram feitas pelo programa PyMol (PYMOL, 2021).

5.2 Resultados da ancoragem molecular da catepsina B complexada com a
dipeptidel nitrila derivados de complexo de paladio Il

Realizou-se a andlise das interacbes dos residuos de aminoacidos atraveés do

ranqueamento dos valores de pontuagcdo gerados por meio da ancoragem molecular.

Depois do ranqueamento, foram obtidas as poses de complexos (cobre e paladio II)

gerados em cada funcao de pontuacdo ChemPLP para (catepsina B e para as
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topoisomerases Il alfa) enquanto GoldScore para (catepsina L). Em seguida, foram
escolhidas as 20 melhores 20 poses de complexo de cobre Il previamente triados nos
sitios da topo Il e 12 complexos de paladio que apresentaram atividade frente as
catepsinas B e L. Para estes, foi realizada a andlise criteriosa das interacfes que estao
llustradas na Tabela 4. Cabe destacar, que as figuras e as tabelas mostradas nesse
trabalho foram feitas pelo préprio autor.



Tabela 4. Interacdo dos complexos de paladio 1l com os residuos de aminoacidos da catepsina B (PDB ID:

1GMY).
. No. de
Ligante ChemPLP ~ A173 | G73-GT74 F174-S175
Interagoes

1gmy
bipy_CH3_CI 47,08 4
bipy_H_H20 45,27 3
fen_H_H20 46,21 3
fen_H 43,16 2
fen_CH3 43,86 2
bipy_CH3 42,07 1
bipy_H 40,45 1
bipy_H_CI 49,14 1
fen_H_CI 57,00 1
fen_CH3_CI 58,47 1
bipy_CH3_H20 47,67 1
fen_CH3_H20 55,18 1

Ligante ChemPLP No. d~e A200 H199 H111| M196 |C119 V176|Y75| E122 E245 |W221
Interagoes

1gmy
bipy_CH3_CI 47,08 4
bipy H H20 4527 3 |
fen_H_H20 46,21 3
fen_H 43,16 2 B
fen_CH3 43,86 2
bipy_CH3 42,07 1
bipy_H 40,45 1
bipy_H_CI 49,14 1
fen_H_CI 57,00 1
fen_CH3_CI 58,47 1
bipy_CH3_H20 47,67 1
fen_CH3_H20 55,18 1
- Ligacédo de hidrogénio classica. - Ligagéo (m- enxofre) - Hidrofébica (empilhamento )
I:I Ligagao de hidrogénio nao classica. - Hidrofobica (Sigma-r) I:’ Hidrofobica (m-alquila, alquila-alquila)
- Ligagdo electrostatica

Fonte: préprio autor
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(6) Bipy_CH;_ClI

Figura 12. Interacdo do complexo de Paladio Bipy CHs_CI (6) com os residuos de

aminoacidos. Interacdes de hidrogénio estdo representadas em azul.

Com base no resultado ilustrado na (Figura 12), pode-se observar interacéo de
hidrogénio classica através da hidroxila substituida do ligante benzaldoxima com a
carbonila e com a amina do residuo de G198. O anel aromatico pertencente a
benzaldoxima, realiza interacao hidrofébica do tipo empilhamento amida-1r com o residuo
de G74 e Y75. Os anéis aromaticos pertencente a subunidade da bipiridina realiza
interacao do tipo t-enxofre com o residuo de C29. Ocorre interacdo hidrofébica do tipo
m-alquila através dos anéis aromaticos pertencentes ao ligante bipiridina com o grupo
alquila do residuo de A200, a mesma interacdo verifica-se com o residuo de A173.
Finalmente, observou-se interacdo hidrofébica do tipo empilhamento amida-Tr a partir das

subunidades de bipiridina com o residuo de G198 e H199.

G198 4 Q )
H
y A |
\
GZ7X=L - Pd\
: / OH,

N
G74
A200

(9) Bipy_H_H,0

Figura 13. Interacdo do complexo de Paladio Bipy_H_H20 (9) com os residuos de

aminoacidos. Interacdes de hidrogénio classica estdo representadas em azul.

Na (Figura 13), ocorre interacdo de hidrogénio classica através da hidroxila
pertencente ao ligante benzaldoxima com a carbonila do residuo de G27. A molécula de
agua substituida do ligante, realiza interacéo de hidrogénio classica com a carbonila do
residuo de G198. Ocorre interacdo de hidrogénio nao classica através da subunidade do
anel aromatico substituido da bipiridina com a carbonila do residuo de G74. A subunidade
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do ligante bipiridina realiza interacdo hidrofobica do tipo sigma-1 com o anel aromatico
pertencente ao residuo de Y75. A cadeia lateral do residuo de A200, faz interacéo

hidrofébica do tipo Tr-alquila através do anel aromatico pertencente a benzaldoxima.

(11) Fen_H H,0

Figura 14. Interagdo do complexo de Paladio Fen_H_H20 (11) com os residuos de

aminoacidos. Interacdes de hidrogénio classica estdo representadas em azul.

Os resultados ilustrados na (Figura 14), mostra interacdo de hidrogénio classica
através da molécula da agua substituida do complexo com a carbonila do residuo de
G198. A hidroxila pertencente ao ligante benzaldoxima, realiza interacao de hidrogénio
classica com o a carbonila do residuo de G27. Ocorre interacdo de hidrogénio nao
classica através do atomo de hidrogénio pertencente a anel aromatico da fenantrolina

com a carbonila do residuo de G74.

(3) Fen_H

Figura 15. Interacao do complexo de Paladio Fen_H (3) com os residuos de

aminoacidos.

Os anéis aromaticos pertencentes a fenantrolina realiza interacdo de hidrogénio
nao classica do tipo T doador com a fungéo amina do residuo de G198 como vista na
(Figura 15). As cadeias laterais de residuos de A173 e A200, fazem interacao hidrofébica
do tipo tr-alquila através do anel aromatico pertencente a fenantrolina. Verificou-se

interacdo hidrofébica do tipo empilhamento amida-tr, através do anel de aromatico
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pertencente ao ligante 3-metil-2,4-dihidro-1H-isoindol-2-ol com o residuo de F174 e
S175. Ocorre interacao hidrofébica do tipo m-alquila através do anel aromatico de 3-metil-
2,4-dihidro-1H-isoindol-2-ol com o grupo alquila do residuo de A173. A hidroxila
pertencente ao E245 realiza interacdo eletrostatica do tipo anion-1r através do anel de

cinco membros pertencente a 3-metil-2,4-dihidro-1H-isoindol-2-ol.

(4) Fen_CH,;

Figura 16. Interacdo do complexo de Paladio Fen_CHs (4) com os residuos de

aminoécidos.

Na (Figura 16), foi possivel observar que os anéis aromaticos pertencentes a
fenantrolina realizam interacao de hidrogénio nao classica do tipo 1T doador com a fungao
amina do residuo de G198. As cadeias laterais de residuos de A173 e A200, fazem
interacdo hidrofdbica do tipo T1r-alquila através do anel aromético pertencente a
fenantrolina. Verificou-se interacdo hidrofdbica do tipo empilhamento amida-1r, através
do anel de aromético pertencente ao ligante 3-metil-2,4-dihidro-1H-isoindol-2-ol com o
residuo de F174 e S175. Ocorre interagdo hidrofobica do tipo 1r-alquila através do anel
aromatico de 3-metil-2,4-dihidro-1H-isoindol-2-ol com o grupo alquila do residuo de A173.
A hidroxila pertencente ao residuo de E245 realiza interacéo eletrostatica do tipo anion-

1T através do anel de cinco membros pertencente a 3-metil-2,4-dihidro-1H-isoindol-2-ol.

(2) Bipy_CH3

Figura 17. Interacdo do complexo de Paladio Bipy_CHs (2) com os residuos de

aminodcidos.
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Ocorre interacao hidrofébica do tipo t-alquila através do anel aromatico pertencente a
fenantrolina com o grupo alquila do residuo de A173, com base no resultado apresentado

na (

Figura 17) a mesma interacgéo verifica-se com o residuo de A200. Verificou-se interacéo
hidrofobica do tipo empilhamento amida-1r, através do anel de aromatico pertencente ao
ligante 3-metil-2,4-dihidro-1H-isoindol-2-ol com o residuo de F174 e S175. A cadeia
lateral do residuo de A173 realiza interacao hidrofébica do tipo 1r-alquila como o anel

aromatico de 3-metil-2,4-dihidro-1H-isoindol-2-ol.

A200
(1) Bipy_H

Figura 18. Interacdo do complexo de Paladio Bipy H (1) com os residuos de

aminoacidos.

Ocorre interacdo hidrofébica do tipo Ttr-alquila através do anel aromatico
pertencente a bipiridina com o grupo alquila do residuo de A173, com base no resultado
apresentado na (Figura 18), a mesma interacao verifica-se com o residuo de A200.
Verificou-se interacdo hidrofobica do tipo empilhamento amida-1r, através do anel de
aromatico pertencente ao ligante 3-metil-2,4-dihidro-1H-isoindol-2-ol com o residuo de
F174 e S175. A cadeia lateral do residuo de A173 realiza interacao hidrofobica do tipo -

alquila como o anel aromético de 3-metil-2,4-dihidro-1H-isoindol-2-ol.

(5) Bipy_H_ClI

Figura 19. Interacdo do complexo de Paladio Bipy_H_CI (5) com os residuos de

aminodcidos.
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O resultado apresentado na Figura 19 mostra uma interacéo hidrofébica de tipo
empilhamento 1 de anel de cinco membros pertencente ao residuo de W221, com o anel
aromatico de benzaldoxima. O anel imidazélico do residuo de H111 realiza interacdo
hidrofobica do tipo empilhamento T com o anel aromatico da benzaldoxima. Ocorre
interacdo hidrofébica do tipo m-alquila através do anel de aromatico pertencente a
bipiridina com o grupo alquila do residuo de V176, 0 mesmo mecanismo, observou-se
com o residuo de M196. Ocorre interagao hidrofébica do tipo Tr-alquila através do anel
de aromatico pertencente a bipiridina com o grupo alquila do residuo de C29. Verifica-se
interacdo hidrofébica do tipo empilhamento 1T, através do anel aromatico da bipiridina
com o anel imidazolico do residuo do aminoacido de H199, o mesmo residuo de
aminoacido participa de uma ligacdo de hidrogénio nao classica do tipo 1T doador com o

anel aromético do ligante bipiridina.

(7) Fen_H_CI

Figura 20. Interacdo do complexo de Paladio Fen_H_CI (7) com os residuos de

aminoacidos.

Com base nos resultados da Figura 20, observa-se interacao hidrofébica de tipo
empilhamento 1 de anel de cinco membros pertencente ao residuo de W221, com o anel
aromatico de benzaldoxima. O anel imidazélico do residuo de H111 realiza interacdo
hidrofébica do tipo empilhamento T com o anel aromatico da benzaldoxima. Ocorre
interacdo hidrofébica do tipo m-alquila através do anel de aromatico pertencente a
fenantrolina com a cadeia lateral do residuo de aminoacido de V176, a mesma interacao
verificou-se com o residuo de aminoacido de M196. A cadeia lateral do residuo de
aminoacido de C29 faz interagdo hidrofébica do tipo Tr-alquila com o anel aromatico
pertencente a fenantrolina. Verifica-se interagdo hidrofébica do tipo empilhamento T,
através do anel aromatico da fenantrolina com o anel imidazolico do residuo do
aminoacido de H199, o mesmo residuo de aminoacido, participa de uma ligacdo de
hidrogénio n&o classica do tipo 1T doador com o anel aromatico do ligante fenantrolina.
Finalmente, observou-se interagao hidrofébica tipo 1r-alquila, a partir do anel aromatico

da benzaldoxima com a cadeia lateral do residuo de C119.
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(8) Fen_CH,_Cl

Figura 21. Interacdo do complexo de Paladio Fen_CHs_CI (8) com os residuos de

aminoacidos. Interacdes de hidrogénio classica estdo representadas em azul.

Na Figura 21, o anel imidazdlico do residuo de H111, realiza interacdo hidrofébica
do tipo empilhamento-11 com o anel aromatico da benzaldoxima. A hidroxila do ligante
benzaldoxima, realiza interacéo de hidrogénio classica com a amida do residuo de E122,
a mesma hidroxila realiza interacdo de hidrogénio ndo classica com o grupo alquila do
residuo de G121. Verifica-se interacdo de hidrogénio ndo classica, através do anel
aromatico da fenantrolina com o anel imidazdlico do residuo de aminoacido de H111.
Observa-se interagdo hidrofébica do tipo m-alquila através do anel de aromatico
pertencente a fenantrolina com a cadeia lateral do residuo de aminoacido de V176, a
mesma interacao verificou-se com o residuo de aminoacido de M196. O anel de cinco
membros pertencente ao residuo de W221, realiza interacdo hidrofébica de tipo
empilhamento ™ com o anel aromatico da fenantrolina. Ocorre interacdo hidrofébica do
tipo empilhamento 1, através do anel aromatico da fenantrolina com o anel imidazélico
de H199. Finalmente, observou-se interagao hidrofébica tipo 1-alquila, a partir do anel

aromatico da benzaldoxima com a cadeia lateral do residuo de C119.

E122 // HO_

C29

g QN/ \OH2

V176 /I
M (10) Bipy_CH;_H,0

Figura 22. Interacéo do complexo de Paladio Bipy CHs_H20 (10) com os residuos de

aminoacidos. Interacdes de hidrogénio classica estédo representadas em azul.

A molécula da agua substituido do ligante ilustrada na Figura 22, realiza
interacdo de hidrogénio classica com a carbonila do residuo de M196. Ocorre interacdo

hidrofébica do tipo 1-alquila através do anel aromatico pertencente a benzaldoxima com
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o grupo alquila do residuo de V176. Verifica-se interacdo hidrofobica do tipo alquila,
através da metila substituida do ligante benzaldoxima com o grupo alquila do residuo de
C29. A hidroxila do ligante benzaldoxima, realiza interacdo de hidrogénio classica com a
amida do residuo de E122. Observa-se interacdo eletrostatica do tipo anion-1r através
dos anéis aromaticos pertencente a subunidade da bipiridina com a hidroxila do residuo
do E122.

V173 R
7 ,,/,r-\M196 " HO
\
‘ _ 4 ' H,C
/A " \
- e\ e /Pd\

(12) Fen_CH; H,0

Figura 23. Interacdo do complexo de Paladio Fen_CHs_ H20 (12) com os residuos de

aminoécidos.

A hidroxila do ligante benzaldoxima presente na Figura 23, realiza interacao
de hidrogénio nado classica com o grupo amina do residuo de G121. Ocorre interacdo
hidrofébica do tipo 1r-alquila através do anel de aromatico pertencente a benzaldoxima
com o grupo alquila do residuo de C29. O anel imidazdlico do residuo de H111, realiza
interacdo hidrofébica do tipo empilhamento-m com o anel aromatico da benzaldoxima.
Verifica-se interacdo de hidrogénio ndo classica, através do anel aromatico da
fenantrolina com o anel imidazolico do residuo de aminoacido de H111. Ocorre interacdo
hidrofdbica do tipo 1T-alquila através do anel aromético pertencente a fenantrolina com o
grupo alquila do residuo de M196. O anel de cinco membros pertencente ao residuo de
W221, realiza interacédo hidrofdobica de tipo empilhamento 1 com o anel aromatico da
fenantrolina. Ocorre interacdo hidrofébica do tipo empilhamento 1T, através do anel
aromatico da fenantrolina com o anel imidazélico da H199. Finalmente, observou-se
interacao hidrofébica tipo 1r-alquila, a partir do anel aromatico da benzaldoxima com a

cadeia lateral do residuo de C119.

Com base nos resultados obtidos, foi possivel observar subunidades
estruturais que forneceram maior numero de interac6es com os residuos de amino&cidos

no sitio ativo da catepsina B, sendo estas destacadas a seguir na Figura 24:
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100%
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N

Figura 24. Padrdes de substituintes que demostraram maior nimero de interacdes.

Os complexos de paléadio (II) contendo substituintes fenantrolina (a) e bipiridina
(b), os anéis arométicos de ambos os complexos, apresentaram maior nimero de
interacBes com os residuos do sitio ativo, os anéis aromaticos da fenantrolina e de
bipiridina, realizaram 100% interac8es hidrofobicas, a hidroxila substituida representado
em (vermelho) em ambos complexos, realiza 100 % interacdo de hidrogénio classica, o
anel aromético da benzaldoxima de ambos os complexos realizam 70% interacéo
hidrofébicas e a molécula de agua realiza 100% intera¢des de hidrogénio classica. Tal
padrdo esta relacionado com a presenca do grupo doador e aceptor de ligacdo de
hidrogénio, interacdes hidrofobicas e eletroestéticas que os anéis aromaticos realizam,
interacgdes do tipo 1T-enxofre e interacbes de hidrogénio ndo classica do tipo mr---H-C com
os orbitais T que acumulam concentragdes de carga nos anéis aromaticos (FOKOUE et
al., 2020; OLIVEIRA, 2016).

5.3) Resultados da ancoragem molecular da catepsina B complexada com a
dipeptidel nitrila derivados de complexo de cobre Il.

Realizou-se a analise das interacdes dos residuos de aminoacidos através do

ranqueamento dos valores de pontuagéo gerados por meio da ancoragem molecular.

Depois do ranqueamento, foram obtidas as poses de complexos (cobre e paladio II)
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gerados pela funcdo pontuacdo ChemPLP. Em seguida, foram escolhidas as 20
melhores poses do complexo de cobre e 12 complexos de paladio que apresentaram
maior niamero de interagbes com os residuos do sitio ativo, assim como 0s que
apresentaram maiores valores de pontuacdo na catepsina B. Para este, foi realizada a
analise criteriosa das interacdes de complexos de cobre Il no sitio ativo da catepsina B,

onde os resultados estéao representados na Tabela 5.



Tabela 5. Interacdo de complexos de cobre, que apresentaram melhores interacées no sitio do ATP frente aos

residuos de aminoacidos da catepsina B (PDB ID: 1GMY).

Ligante ChemPLP N° df A173| GT74 G73-G74 |G198| Q23| W30 C29 M195 E122
Interagdes

-
1E_2A_3D_4A 65,22 4
1E_2B_3C_4C 72,08 4
1A_2A_3C_4C 63,02 3
1D_2A_3A_4AC 74,21 3 .
1D _2A 3D 4A 64,90 2 -
1E_2B 3D _4C 74,51 2
1E_2A_3C 4B 79,74 2
1B_2A 3A_4AC 74,51 2
1A_2A_3D 4A 63,30 1

Ligante ChemPLP N d_,e A200 | P76 |N72| G198-H199 | V176 |G73| G197 | Y75 H199 M196
Intaragdes

1gmy
1E_2A_ 3D _4A 65,22 4
1E_2B_3C_4C | 72,08 3 R
1A_2A_3C_4C 63,02 3
1D_2A_3A_4C 74,21 3 e
1D_2A 3D 4A 64,90 2
1E_2B_3D_4C 74,51 2
1E_2A_3C 4B 79,74 2
1B_2A_3A_4C 74,51 2
1A_2A 3D 4A 63,30 1 e
-Ligagﬁo de hidrogénio classica. -Ligagﬁo electrostatica -I{idl'of()bica (empilhamento )
l:tLigagﬁo de hidrogénio nio classica. .Ligagﬁo (- enxofre) l:ll{idl'ofébica (m-alquila, alquila-alquila)
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O\l -Cu=s
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3 kCHs

(18) 1E_2A_3D_4A

Figura 25. Interacdo do complexo de cobre 1E_2A 3D 4A (18) com os residuos de
aminoacidos da catepsina B (PDB:1GMY). Interacfes de hidrogénio estao

representadas em azul.

Com base nos resultados mostrado na Figura 25, mostrou uma interacao de
hidrogénio classica através da carbonila da subunidade sulfonamida com o anel
imidazdlico da H199, a mesma interacao verifica-se com o grupo tiol do residuo de C29.
A carbonila do residuo de M196 faz interacdo de hidrogénio néo classica através da
amida pertencente a subunidade sulfonamida. Verifica-se interacéo eletrostéatica do tipo
anion-1r através do anel de cinco membros pertencente a isatina com o grupo hidroxila
do residuo do E122. Observa-se interagao hidrofobica do tipo tr-alquila através da
trietilfosfina pertencente ao ligante com o anel aromatico do residuo de Y75. A anilina
substituida da tiossemicarbazona, faz interacdo hidrofdbica do tipo r-alquila com a
cadeia lateral do residuo de aminoacido de A173, a mesma interagdo observou-se com
o residuo de P76. O enxofre da tiossemicarbazona realiza interagdo de hidrogénio

classica com a amina do residuo de G74.

(20) 1E_2B_3C_4C

Figura 26. Interacdo do complexo de cobre 1E_2B_3C_4C (20) com os residuos de
aminoacidos da catepsina B (PDB:1GMY). Interacdes de hidrogénio estédo

representadas em azul.
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Através dos resultados observados na Figura 26, pode-se observar interagéo
de hidrogénio néo classica através da amida da subunidade sulfonamida com a carbonila
dos residuos de M196 e M195. As cadeias laterais dos residuos de A173 e A200 realizam
interacdo hidrofébica do tipo T-alquila com os anéis aromaticos pertencentes a
trifenilfosfina. Ocorre interagdo de hidrogénio classica através da subunidade da
morfolina com o anel imidazélico do residuo de H199. A amida do residuo de Q23, realiza
interacdo de hidrogénio classica com o oxigénio pertencente a morfolina. Verifica-se
interac&o hidrofobica tipo empilhamento amida-1r a partir da trifenilfosfina com o residuo
de G198 e H199. A cadeia lateral dos residuos de aminoéacidos de C29 e H199 fazem

interacao hidrofébica tipo alquila com a subunidade da morfolina.

(16) 1A_2A_3C_4C

Figura 27. Interacdo do complexo de cobre 1A 2A 3C_4C (16) com os residuos de

aminoécidos da catepsina B (PDB:1GMY).

Na Figura 27, verifica-se interagao hidrofébica do tipo m-alquila, através do
anel aromatico da isatina com a cadeia lateral do residuo de aminoacido de M195. Os
anéis aromaticos da trifenilfosfina realizam interagao hidrofébicas do tipo 1-alquila com
a cadeia lateral dos residuos de aminoacidos de Al173 e P76. Ocorre interacdo de
hidrogénio nao classica do tipo T-doador através da trifenilfosfina com a amina do residuo
de G74. A subunidade da piperidina substituida do ligante, realiza interacédo de hidrogénio
ndo classica com a carbonila do residuo de N72. A cadeia lateral do residuo de
aminoacido de C29 realiza interacao hidrofébica do tipo Tr-alquila com o anel aromatico

da triefenilfosfina.



55

(19) 1D_2A_3A_4C

Figura 28. Interacdo do complexo de cobre 1D _2A 3A 4C (19) com os residuos de
aminoéacidos da catepsina B (PDB:1GMY). Interacfes de hidrogénio estao

representadas em azul.

Ocorre interacdo de hidrogénio classica através da amida pertencente a
sulfonamida com a carbonila do residuo de M196 como ilustrado na Figura 28. Verificou-
se interacgdo eletrostatica do tipo anion-1r através do anel de cinco membros pertencente
a isatina com o grupo hidroxila do residuo do E122. Observa-se interacéo de hidrogénio
nao classica do tipo -doador através da trifenilfosfina substituido do ligante com a
funcdo amina do residuo de G74. A trifenilfosfina realiza interacdo hidrofébica do tipo
empilhamento amida-1 com o residuo de G73 e G74. Observou-se interacao hidrofébica
do tipo alquila através da piperidina substituida do complexo com o grupo alquila do
residuo de V176. Verifica-se interacdo hidrofébica do tipo 1r-alquila através do anel
imidazélico pertencente ao residuo de H199 com a piperidina pertencente ao ligante. A
subunidade alquila da piperidina substituida realiza interacéo de hidrogénio néo classica

com a carbonila do residuo de G198.

N
=N
N \-NH

\
O i
-
H3C/~k CH;
CH,
(15) 1D_2A_3D_4A

Figura 29. Interacdo do complexo de cobre 1D_2A_3D_4A (15) com os residuos de
aminoacidos da catepsina B (PDB:1GMY). Interacfes de hidrogénio estao

representadas em azul.

A amida da subunidade sulfonamida mostrada na Figura 29, realiza interacao

de hidrogénio classica com a carbonila do residuo de G74, a mesma interacdo acontece
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a partir do oxigénio da subunidade sulfonamida com a amina do residuo de G74. Ocorre
interacao hidrofébica do tipo alquila através da piperidina substituida do complexo com o
grupo alquila do residuo de V176. Verifica-se interagdo hidrofébica do tipo tr-alquila
através do anel imidazolico pertencente ao residuo de H199 com a piperidina pertencente
ao complexo. A subunidade alquila da piperidina realiza interacdo de hidrogénio nao
cldssica com a carbonila do residuo de G198. Observa-se interacdo hidrofébica do tipo
m-alquila através do anel aromatico substituido da tiossemicarbazona com a cadeia
lateral do residuo de aminoacido de M195. Verificou-se interacdo eletrostatica do tipo
anion-1r através do anel de cinco membros pertencente a isatina com o grupo hidroxila
do residuo do E122

(22) 1E_2B_3D_4C

Figura 30. Interagdo do complexo de cobre 1E_2B_3D_4C (22) com os residuos de
aminoéacidos da catepsina B (PDB:1GMY). Interacfes de hidrogénio estéao

representadas em azul.

No resultado apresentado na Figura 30, observou-se interacao de hidrogénio
classica com o anel imidazélico do residuo de aminoacido de H199. Verifica-se interacao
de hidrogénio ndo classica através da alquila substituida da subunidade da morfolina com
a hidroxila doo residuo de E122 e com carbonila do residuo de G198. O anel imidazodlico
da H199, realiza interacdo hidrofébica do tipo alquila com a subunidade alquila da
morfolina pertencente ao ligante. Ocorre interagao hidrofébica do tipo 1-alquila através
do anel aromatico substituido da tiossemicarbazona com a cadeia lateral do residuo de
aminoacido de M195. Verifica-se interagdo hidrofébica do tipo empilhamento amida-1r
através do trifenilfosfina com os residuos de G73 e G74, a mesma intera¢do ocorre com
a G198 e H199. A cadeia lateral do residuo de A200 realizam interag&o hidrofobica do

tipo 1T-alquila com o anel aromatico pertencente a trifenilfosfina.
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(14) 1E_2A_3C_4B

Figura 31. Interacdo do complexo de cobre 1E_2A 3C 4B (14) com os residuos de
aminoacidos da catepsina B (PDB:1GMY).

Os anéis arométicos da trifenilfosfina representado na Figura 31, realiza
interacao hidrofébica do tipo 1r-alquila com o residuo de aminoacido de A200. Verifica-se
interacdo hidrofébica do tipo empilhamento amida-1r através do trifenilfosfina com o
residuo de G73-G74. Observa-se interacdo de hidrogénio néo classica através da alquila
substituida da subunidade piperidina com a hidroxila do residuo de E122, a mesma
interac&o, ocorre com a carbonila do residuo de N72-M196. Acontece interacdo do tipo
m-enxofre a partir da trifenilfosfina com o residuo de C29. Ocorre interacdo hidrofobica
tipo alquila através da etila substituida da tiossemicarbazona com o grupo alquila do
residuo de M195.

o [JH;
Ost_N
CHj;
N
N \ \)" 2
~ \,C':U-S

(21) 1B_2A_3A_4C

Figura 32. Interacdo do complexo de cobre 1B_2A 3A_4C (21) com os residuos de
aminoacidos da catepsina B (PDB:1GMY). Interacfes de hidrogénio estao

representadas em azul.

Nos resultados apresentados na Figura 32, observa-se interacao hidrofobica
do tipo empilhamento-Tr, através do trifenilfosfina com o residuo de aminoacido de Y75.

Verifica-se interagdo do tipo Tr-enxofre através do trifenilfosfina com o residuo de
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aminoacido de C29. A trifenilfosfina realiza interagao hidrofébica do tipo mr-alquila com a
cadeia lateral do residuo de aminoacido de A200. Ocorre interacao hidrofébica do tipo
empilhamento amida-r através do trifenilfosfina com o residuo de G198-H199. A
subunidade piperidina realiza interacdo de hidrogénio ndo classica com a carbonila do
residuo de G198. Observa-se interagao de hidrogénio nao classico tipo -doador através
do anel de cinco membros pertencente a isatina com a funcdo amina do residuo de G198.
A amida da subunidade sulfonamida, realiza interacdo de hidrogénio classica com a

carbonila do residuo de M195.

E122

(13) 1A_2A_3D_4A

Figura 33. Interagdo do complexo de cobre 1A_2A 3D_4A (13) com os residuos de
aminoacidos da catepsina B (PDB:1GMY). Interacdes de hidrogénio estédo

representadas em azul.

A amina da tiossemicarbazona mostrada na Figura 33, realiza interacao de
hidrogénio classica com a hidroxila do residuo de E122. A anilina substituida da
tiossemicarbazona, realiza interacdo hidrofobica do tipo empilhamento 1T com o anel
imidazdlico do residuo de H199. Ocorre interagao hidrofébica do tipo 1-alquila através do
anel aromatico da isatina com a cadeia lateral do residuo de aminoacido de A200. O
enxofre pertencente ao residuo de C29, realiza interagao do tipo mm-enxofre com o anel
de cinco membros da isatina. Observa-se interagao hidrofébica do tipo 1r-alquila através

da piperidina com o residuo de aminoacido de Y75.

Com base nos resultados obtidos através da ancoragem molecular dos
complexos de cobre Il no sitio ativo da catepsina B, foi possivel observar subunidades
estruturais do complexo de cobre Il que forneceram maior nimero de interacées com 0s

residuos de aminoacidos no sitio ativo, sendo estas destacadas a seqguir na Figura 34:
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Figura 34. Padrdes de substituintes do complexo de cobre Il que foram triados no sitio
de ATP, e que demostraram maior numero de interagdes no sitio ativo da catepsina B.

Os padrbes de substituintes de complexo de cobre Il que apresentaram maior
namero de interacfes com o sitio ativo do ATP, no sitio ativo da catepsina B, os padrdes
gue apresentaram interacdes com o0s residuos do sitio ativo contém como substituintes:
77% a sulfonas (azul), 44% a amina substituida com anel aromatico (marrom), 77% a
piperidina (verde) e 50% a trifenilfosfina (pink). Este padrdo, esta relacionado com a
presenca do grupo doador e aceptor de ligacao de hidrogénio, interacdes hidrofébicas do
tipo de empilhamento-1T que os anéis aromaticos realizam, interagdes do tipo tr-enxofre
e interacdes de hidrogénio néo classica do tipo :--H-C com os orbitais T que acumulam
concentracbes de carga nos anéis aromaticos e ainda, a presenca do substituinte N-
heterociclico possibilitou interagdo hidrofébica do tipo 1-alquila (FOKOUE et al., 2020;
OLIVEIRA, 2016).

5.4 Resultados da ancoragem molecular da catepsina B complexada com a
dipeptidel nitrila derivados de complexo de cobre Il que se encaixaram bem no
sitio ativo do etoposideo.

Realizou-se a analise das interacfes dos residuos de aminoacidos através do
ranqueamento dos valores de pontuacdo gerados por meio da ancoragem molecular.
Depois do rangueamento, foram obtidas as poses de complexos (cobre e paladio)
gerados pela funcdo pontuacdo ChemPLP. Em seguida, foram escolhidas 20 melhores
poses de complexo de cobre e 12 complexos de paladio as que apresentaram maior
namero de interagBes com os residuos do sitio ativo, assim como 0s que apresentaram
maiores valores de pontuacéo na funcdo de pontuacgéo validada para catepsina B. Para
estes, foi realizada a analise criteriosa das interacbes de complexos de cobre no sitio

ativo da catepsina B, onde os resultados estdo representados na Tabela 6.



Tabela 6. Interacdo de 10 melhores complexos de cobre, que apresentaram melhores interacdes ao sitio do etoposideo frente aos

residuos de aminoacidos da catepsina B (PDB ID: 1GMY).

Ligante | ChemPLP N de |A473 G74 G73-G74| G198 | P76 |A200| N72 C29 | M195 | M196
Interagbes
1gmy .
1A_2A 3D AC| 86,9 3
1B_2B 3D 4A| 64,82 3 e
1C_2A 3D AC| 81,17 3
1D_2A_3D_4C| 82,94 3 |
1D_2B 3D AC| 83,55 3
1D_2C 3D 4C| 76,48 3
1E_2C 3D 4C| 76,51 3 0
1A_2B 3D 4C| 83,36 2
1B_2B 3D AC| 82,39 2
1B_2A_3D_4A| 8117 1
Ligante | ChemPLP N° de Q23 |W30(|V176| H199 98-H199 E122 |E245/G197|G241 Y75 $175
Interagoes
1gmy [
1A_2A_3D_AC| 86,9 3 ||
1B_2B_3D_4A| 64,82 3 |
1C_2A_3D_4C| 8117 3
1D_2A 3D 4C| 82,94 3
1D_2B 3D AC| 83,55 3 |
1D_2C 3D 4C| 76,48 3
1E_2C 3D 4C| 76,51 3
1A_2B_3D_4C| 83,36 2 |
1B_2B 3D 4C| 82,39 2
1B_2A_3D_4A 81,17 1 i
- iHidrofébica (empilhamento
Ligacdo de hidrogénio clissica. )
]:lLigat;ﬁo de hidrogénio nio classica. -Ligagio electrostaticas

Hidrofébica (m-alquila, alquila-
alquila) ligacio (m- enxofre)
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(28) 1A_2A_3D_4C

Figura 35. Interacdo do complexo de cobre 1A _2A 3D _4C (28) com os residuos de
aminoacidos da catepsina B (PDB:1GMY).

Com base nos resultados obtidos na Figura 35, observa-se interacao hidrofébica
do tipo m-alquila através do anel aromatico pertencente a isatina com a cadeia lateral o
residuo de aminoacido de M195. O anel de cinco membros pertencente a isatina realiza
interacao de hidrogénio nao classica do tipo m-doador com a fun¢éo amina do residuo de
G198. A anilina substituida da tiossemicarbazona realiza interacdo eletrostéatica do tipo
anion-mr com a hidroxila do residuo de E245. Os anéis aromaticos pertencente a
trifenilfosfina realiza interacdo hidrofobica do tipo empilhamento amida-m com os
residuos da G198-H199 e G73-G74. Ocorre interacao hidrofébica do tipo empilhamento
1T através do anel aromatico da trifenilfosfina com residuo de aminoé&cido de Y75. Verifica-
se interacao hidrofébica do tipo 1r-alquila através do anel aromético da trifenilfosnia com
o grupo alquila da A200. O anel aromatico da trifenilfosfina realiza interagao 1r-enxofre
com atomo de enxofre do residuo de C29. A subunidade piperidina substituida do
complexo realiza interacdo de hidrogénio ndo classica com a carbonila do residuo de
N72.
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(25) 1B_2B_3D_4A

Figura 36. Interacdo do complexo de cobre 1B_2B 3D 4A (25) com os residuos de
aminoacidos da catepsina B (PDB:1GMY). Interacao de hidrogénio estao representadas

em azul.

Os resultados mostrados na Figura 36, mostra que amina substituida da
tiossemicarbazona realiza interacéo de hidrogénio classica com a carbonila do residuo
de N72. A anilina substituida da tiossemicarbazona faz interacdo hidrofébica do tipo
empilhamento amida-1r com o residuo de G73-G74. Ocorre intera¢do de hidrogénio ndo
classica através do oxigénio da base da isatina com o residuo de G198. A subunidade
da morfolina substituida realiza interacdo de hidrogénio classica com a hidroxila do
residuo de S175, paralelamente, a mesma subunidade, realiza interacdo de hidrogénio
nao classica com a funcdo amina do residuo de G241. Finalmente, ocorre interacdo
hidrofobica do tipo alquila através da trietilfosfina com as cadeias laterais do residuo de
P76-A173.

A173 (27) 1C_2A_3D_4C

Figura 37. Interacdo do complexo de cobre 1C_2A 3D_4C (27) com os residuos de
aminoacidos da catepsina B (PDB:1GMY).
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Na Figura 37, mostra interagao hidrofébica do tipo mr-alquila através do anel
aromatico pertencente a isatina com a cadeia lateral o residuo de aminoacido da M195,
a mesma interacdo verifica-se a partir do anel aromatico substituido da
tiossemicarbazona com o residuo de A173. Ocorre interacdo hidrofébica do tipo
empilhamento amida-Tr através do anel aromatico da trifenilfosfina com o residuo de G73-
G74. A partir da trifenilfosfina, ocorre interacdo hidrofébica do tipo m-alquila através do
grupo alquila do residuo de AZ200. Verificou-se interacdo T-enxofre através da

trifenilfosfina com o atomo de enxofre de C29.

G74 (26) 1D_2A_3D_4C

Figura 38. Interacdo do complexo de cobre 1D _2A 3D_4C (26) com os residuos de
aminoacidos da catepsina B (PDB:1GMY). Interacdo de hidrogénio estdo representadas
em azul.

Ocorre interacdo de hidrogénio classica através da amida pertencente a
subunidade sulfonamida com a carbonila do residuo de M196 como mostrado na Figura
38. O anel aromatico pertencente a isatina realiza interacéo eletrostatica tipo anion-r
com a hidroxila do residuo do E122, o mesmo residuo a partir da sua hidroxila realiza
interacdo de hidrogénio ndo classica com a subunidade da piperidina substituida.
Verifica-se interacdo hidrofobica tipo empilhamento amida-1r a partir da trifenilfosfina com
o residuo de G198-H199. Observa-se interacdo de hidrogénio ndo classica através da
subunidade piperidina com a carbonila do residuo de G198. O anel imidazdlico
pertencente a H199 faz interagdo hidrofébica tipo Tr-alquila com a subunidade da
piperidina substituida do complexo. Ocorre interacdo hidrofébica do tipo empilhamento
amida-1r a partir da trifenilfosfina com o residuo de G73 e G74. Observa-se interagéo de
hidrogénio n&o classica do tipo r-doador através do anel aromético da trifenilfosfina com

a amina do residuo de G74.
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(29) 1D_2B_3D_4C

Figura 39. Interacdo do complexo de cobre 1D 2B _3D_4C (29) com os residuos de

aminoacidos da catepsina B (PDB:1GMY).

A hidroxila do residuo de aminoacido de E245 representado na Figura 39,
realiza interacdo eletrostatica tipo anion-m através da anilina substituida da
tiossemicarbazona. A subunidade da morfolina, realiza interacdo de hidrogénio nao
classica com a carbonila do residuo de M196 e com o residuo de G198. Ocorre interacao
de hidrogénio ndo classica através da morfolina com a hidroxila do residuo do E122.
Através dos anéis aromaticos pertencentes a trifenilfosfina, observa-se interacéo
hidrofobica do tipo empilhamento amida-1T com os residuos da G73-G74 e com G198-
H199. Verifica-se interacao hidrofébica do tipo empilhamento T através do anel aromético
pertencente a trifenilfosfina com o residuo de Y75. A cadeia lateral do residuo de
aminoacido de A200 faz interagao hidrofobica do tipo t-alquila com os anéis aromaticos
da trifenilfosfina. O enxofre do residuo de C29 realiza interagéo tipo -enxofre com o anel

aromatico da trifenilfosfina.

2/
X 95

N
A200 i; A173

Figura 40. Interacdo do complexo de cobre 1D_2C_3D_4C (24) com os residuos de

(24) 1D_2C_3D_4C

aminoacidos da catepsina B (PDB:1GMY).

Os resultados apresentados na Figura 40, demostram que os anéis aromaticos

pertencentes a trifenilfosfina fazem interacéo hidrofobica do tipo empilhamento amida-tr
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com os residuos da G73-G74. A cadeia lateral do residuo de aminoacido de A200 faz
interacao hidrofébica do tipo t-alquila com os anéis arométicos da trifenilfosfina. Ocorre
interacao eletrostatica tipo anion-1r através da anilina substituida da tiossemicarbazona
com a hidroxila do residuo de E245. O anel pertencente a anilina realiza interacao
hidrofébica do tipo m-alquila com a cadeia lateral do residuo de A173. O anel aromatico
da isatina, realiza interagao hidrofébica do tipo m-alquila com o grupo alquila do residuo
de M195. Verifica-se interacdo de hidrogénio néo classica do tipo 1r-doador através do

anel de cinco membros pertencente a isatina com a funcéo amina do residuo de G198.

(23) 1E_2C_3D_4C

Figura 41. Interacdo do complexo de cobre 1E_2C_3D_4C (23) com os residuos de
aminoacidos da catepsina B (PDB:1GMY). Interacdes de hidrogénio estédo

representadas azul.

Os resultados apresentados na Figura 41, mostram que funcdo amina do residuo
de aminoacido de G198 faz interacdo de hidrogénio nao classica do tipo m-doador com
o anel de cinco membros pertencente a isatina. Verifica-se interacdo de hidrogénio
classica através de oxigénio da base da isatina com a fungcao amina do residuo de G198.
O anel aromético substituido da tiossemicarbazona realiza interacéo hidrofébica do tipo
empilhamento amida-1r com o residuo de G73 e G74. Verifica-se interacdo de hidrogénio
classica através da amina substituida da tiossemicarbazona com a carbonila do residuo
de N72. Observou-se interagao hidrofébica do tipo 1r-alquila através do anel aromatico

da trifenilfosnia como grupo alquila da A173, 0 mesmo ocorre para o residuo de A200.
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(30) 1A_2B_3D_4C

Figura 42. Interacdo do complexo de cobre 1A 2B _3D_4C (30) com os residuos de

aminoacidos da catepsina B (PDB:1GMY).

Com base nos resultados apresentados na Figura 42, pode-se observar que
subunidade da morfolina substituida da isatina, realiza interacdo de hidrogénio nao
classica com a carbonila dos residuos de aminoacidos de M196 e de N72. A partir dos
anéis aromaticos pertencentes a trifenilfosfina, observa-se interacao hidrofébica do tipo
empilhamento amida-1T com os residuos G198-H199 e G73-G74. Verificou-se interacao
hidrofébica do tipo empilhamento T através do trifenilfosfina com o residuo de Y75.
Ocorre interacao hidrofobica do tipo 1-alquila através da trifenilfosfina com o grupo alquila
do residuo de A200. O enxofre do residuo de C29 realiza interacao tipo mT-enxofre com o

anel aromatico da trifenilfosfina.

(17) 1B_2B_3D_4C

Figura 43. Interacdo do complexo de cobre 1B 2B 3D _4C (17) com os residuos de
aminoacidos da catepsina B (PDB:1GMY). Interacéao de hidrogénio estédo representadas

em azul.

O resultado mostrado na Figura 43, ilustra que a partir dos anéis aromaticos
pertencentes a trifenilfosfina, observa-se interacdo hidrofébica do tipo empilhamento

amida-1r com os residuos G73-G74. A cadeia do residuo de aminoacido de A200 faz
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interacao hidrofébica do tipo 1r-alquila com o anel aromético da trifenilfosfina. Verifica-se
interacao hidrofébica do tipo Tr-alquila através do anel aromatico pertencente a isatina
com a cadeia lateral do residuo de M195. A amida pertencente a subunidade
sulfonamida, realiza interacdo de hidrogénio classica com a carbonila do residuo de
M195. O oxigénio pertencente a sulfona, realiza interagdo de hidrogénio nédo classica
com o residuo de aminoacido de M196. Observa-se interacéo de hidrogénio néo classica
através do atomo de nitrogénio pertencente a base da tiossemicarbazona com o residuo
de G197.

.N
N ) \§—NH
~ \ -S
(0 )i
7~I""CH
H.C 3
3 ‘ch,

(31) 1B_2A_3D_4A

Figura 44. Interagdo do complexo de cobre 1B_2A 3D_4A (31) com os residuos de
aminoacidos da catepsina B (PDB:1GMY). Interacéo de hidrogénio estéo representadas

em azul.

Na Figura 44, pode-se observar interacao hidrofobica do tipo alquila, através da
etila substituida da fosfina com as cadeias laterais dos residuos de aminoacidos de A200
e P76. O anel aroméatico substituido da tiossemicarbazona realiza interacdo hidrofébica
do tipo empilhamento amida-m com os residuos de G68-D69. Ocorre interacao
hidrofobico tipo alquila a partir da subunidade piperidina com a cadeia lateral dos
residuos de aminoacidos M196 e V176. Observa-se interacdo de hidrogénio nado classica
através da subunidade da piperidina com a carbonila do residuo de G198. A carbonila do
residuo de aminoacido de M196 realiza interacao de hidrogénio classica com o nitrogénio
pertencente a piperidina substituida, paralelamente, verifica-se na sulfonamida com a
hidroxila do residuo de E122. Observou-se interagéo eletrostatico tipo anion-1r através

do anel aroméatico pertencente a isatina com a hidroxila do residuo de E122.

Com base nos resultados obtidos de complexo de cobre Il triados previamente no

sitio de etoposideo, foi possivel observar subunidades estruturais que forneceram maior



namero de interagdes com os residuos de aminoacidos

sendo estas destacadas a seguir na Figura 45 :
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no sitio ativo da catepsina B,

100%
Fazem interagoes eletroestaticas,
interagoes hidrofébicas e
interagdes de hidrogénio classica

80%

Realizam interacdes hidrofobicas e de empilhamento,
interagdes de hidrogénio nao classica

Figura 45. Padrdes de substituintes do complexo de cobre Il que foram triados no sitio

de etoposideo, e que demostraram maior niumero de interacdes no sitio ativo da

catepsina B.

Os padrbes de substituintes de complexo de cobre Il que apresentaram maior

namero de interacdes com o sitio ativo do etoposideo, no sitio ativo da catepsina B, os

padrées que apresentaram maiores interacbes com 0s residuos do sitio ativo contém

como substituintes: 80% a sulfonas (azul), 100% a amina substituida com anel aromatico

(marrom), 40% a piperidina (verde) e 80% a trifenilfosfina (pink). Este padréo, esta

relacionado com a presenca do grupo doador e aceptor de ligacdo de hidrogénio,

interacBes hidrofdbicas e eletroestaticas do tipo de empilhamento-m e empilhamento-T

gue 0s anéis aromaticos realizam, interagdes do tipo T-enxofre e interacdes de

hidrogénio néo classica do tipo m---H-C com os orbitais T que acumulam concentragbes

de carga nos anéis aromaticos e ainda, a presenca do substituinte N-heterociclico
possibilitou interacdo hidrofébica do tipo m-alquila (FOKOUE et al., 2020; OLIVEIRA,

2016).
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5.5) Resultados da ancoragem molecular da catepsina L complexada com a
substancia de codigo ChemBL de 424, derivados de complexo de palédio Il.

Realizou-se a analise das interacfes dos residuos de aminoacidos através do
ranqueamento dos valores de pontuagéo gerados por meio da ancoragem molecular.
Depois do ranqueamento, foram obtidas as poses de complexos (cobre e paléadio)
gerados pela funcédo pontuacdo GoldScore. Em seguida, foram escolhidas as melhores
20 poses de complexo de cobre e 12 complexos de paladio as que apresentaram maior
namero de interagBes com os residuos do sitio ativo, assim como 0s que apresentaram
maiores valores de pontuacao na funcéo de pontuacédo validada para catepsina L. Para
estes, foi realizada a analise criteriosa das interacdes de complexos de cobre no sitio

ativo da catepsina L, onde os resultados estédo representados na Tabela 7.



Tabela 7. Interacdo dos complexos de paladio com os residuos de aminoacidos da catepsina L (PDB ID: 2XU1).

Ligante GoldScores | . N° de |a135/a214 c25 W26 | G67 G68 G61 |D162 M161 H163
interagoes
2 -
|[Fen_H_H20 43,62 6
[Fen_H_cI 43,53 5
[Fen_CH3_H20 43,47 4
[Fen_CH3_cI 45,96 4
|[Fen_H 47,40 4
[Bipy_Ch3_cl 43,06 3
|Bipy_CH3 47,33 3
[Bipy_H 47,85 3
[Fen_CH3 45,75 2
[Bipy_CH3_H20 44,42 2
[Bipy_H_H20 42,74 2
|Bipy_H_clI 41,46 2
Ligante GoldScores | . N° de L69 |E63| N62 |N66 M70 Y72 |M161-D162|L144|G67-G6862-H163 | Q19
interagbes
2xu1
|[Fen_H_H20 43,62 6
[Fen_H_cI 43,53 5
[Fen_CH3_H20 43,47 4 T
[Fen_CH3_cI 45,96 4
|[Fen_H 47,40 4
[Bipy_ch3_cli 43,06 3
[Bipy_CH3 47,33 3 .
[Bipy_H 47,85 3
|[Fen_cH3 45,75 2
[Bipy_CH3_H20 44,42 2
|Bipy_H_H20 42,74 2
|Bipy_H_cI 41,46 2

- Ligacdo de hidrogeénio clissica.

|:| Ligacido de hidrogénio nio classica.

l:l Ligacio m solitario

- Ligacio (m- enxofre)

- Hidrofobica (empilhamento )

| |Hidrofebica (n-alquila, alquila-alquila)

70
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(11) Fen_H H,0

Figura 46. Interacdo do complexo de Paladio Fen_H_H20 (11) com os residuos de

aminoacidos. Interacdes de hidrogénio classica estédo representadas em azul.

Com base na Figura 46, é possivel observar interacdo de hidrogénio classica
através da hidroxila da benzaldoxima com o grupo tiol do residuo de aminoé&cido de C25.
A molécula de agua pertencente ao complexo, realiza interagdo de hidrogénio classica
com a carbonila do residuo de aminoacido de D162. O anel aromatico pertencente a
benzaldoxima, realiza interacao hidrofébica do tipo empilhamento amida-1r com o residuo
de H163-D162. Os anéis pertencentes a fenantrolina realizam interacao hidrofobica tipo
amida-1r com os residuos de G67-G68. A carbonila do residuo de G68 realiza interacédo
de hidrogénio néo classica com a fenantrolina. Verifica-se interacdo de hidrogénio néao
classica através da hidroxila pertencente a benzaldoxima com o residuo de G67,
adicionalmente, verifica-se também com o anel de 5 membros do residuo de W26.
Observa-se interagao hidrofébica do tipo 1r-alquila através do anel aromatico pertencente

a benzaldoxima com o grupo alquila do residuo de A135.

(7) Fen_H_CI

Figura 47. Interacdo do complexo de Paladio Fen_H_CI (7) com os residuos de

aminoacidos. Interacdes de hidrogénio classica estéo representadas em azul.

Ocorre interagdo de hidrogénio classica através da hidroxila da benzaldoxima com
o grupo tiol do residuo de aminoacido de C25 segundo a Figura 47. Verifica-se interacédo
de hidrogénio ndo classica através da hidroxila pertencente a benzaldoxima com o

residuo de G67, adicionalmente, verifica-se também com o anel de 5 membros do residuo
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do W26. A carbonila. Os anéis pertencentes a fenantrolina realizam interacdo hidrofébica
tipo amida-1m com os residuos de G67-G68. Observa-se interagado do tipo 1T solitario
através do anel aroméatico da fenantrolina com a carbonila do residuo de N66. O anel
aromatico pertencente a benzaldoxima, realiza interacdo hidrofébica do tipo
empilhamento amida-1r com os residuos de H163-D162. Verifica-se interagao hidrofébica
do tipo 1-alquila, a partir do anel aromatico da benzaldoxima com a cadeia lateral do
residuo de A135.

A135

(12) Fen_CH; H,0

Figura 48. Interagdo do complexo de Paladio Fen_CHs_H20 (12) com os residuos de

aminoacidos. Interacdes de hidrogénio classica estédo representadas em azul.

Os resultados apresentados na Figura 48, mostra interagao hidrofébica do tipo -
alquila através do anel aroméatico pertencente a benzaldoxima com a cadeia lateral do
residuo de A135. Verifica-se interagao do tipo m-enxofre a partir do residuo de C25 com
anel aromatico da fenantrolina. Observa-se interagao hidrofébica do tipo -alquila através
do anel aromatico pertencente a fenantrolina com o grupo alquila do residuo de L69.
Ocorre interacdo hidrofébica do tipo alquila através da metila substituida do ligante
banzaldoxima a cadeia lateral do residuo de L69. Verifica-se interacao do tipo 1r-solitario
através do anel aromético da fenantrolina com a carbonila do residuo de G68. Ocorre
interacdo de hidrogénio ndo classica através do anel aromético da fenantrolina com a
amina do residuo de G67 e com a carbonila do G68. Os residuos de aminoacidos de
G67-G68, fazem interacdo hidrofébica do tipo amida-m com o anel aromatico da
benzaldoxima. O residuo de aminoacido de N62, faz interacéo de hidrogénio néo classica
com o anel aromatico de benzaldoxima. Verifica-se interacdo de hidrogénio classica
através da hidroxila da benzaldoxima com a amina do residuo de E63 e com a carbonila
do residuo de G61.
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(8) Fen_CH;_ClI

Figura 49. Interacdo do complexo de Paladio Fen_CHzs_CI (8) com os residuos de

aminoécidos.

O complexo de paladio apresentado na Figura 49, faz interacao hidrofébica do
tipo m-alquila, através da metila substituida do ligante benzaldoxima com o anel
imidazélico do residuo de H163. O residuo de C25, realiza interacao de hidrogénio nao
classica do tipo T-doador a partir do anel aromatico pertencente ao ligante benzaldoxima.
O mesmo residuo realiza interagdo do tipo T-enxofre através do anel aromatico
pertencente ao ligante da fenantrolina. Verifica-se interacdo hidrofobica do tipo
empilhamento amida-Tr, através dos anéis aromaticos da fenantrolina com o residuo de
H163-D162. Observa-se interagdo do tipo 1 solitario através do anel aromatico da
fenantrolina com a carbonila do residuo de M161. O residuo de aminoacido de D162 faz

interagao hidrofébica do tipo 1-sigma com o anel aromético.

(3) Fen_H

Figura 50. Interacdo do complexo de Paladio Fen_H (3) com os residuos de

aminoacidos. Interacdes de hidrogénio classica estao representadas em azul.

Com base no resultado da Figura 50, foi possivel observar interagédo do tipo
T-enxofre a partir do anel aromatico pertencente a 3-metil-2,4-dihidro-1H-isoindol-2-ol
com o residuo de C25. Verifica-se a mesma interacdo com o residuo de M70. Ocorre
interagcéo hidrofébica do tipo 1r-alquila, através do anel aromatico pertencente ao ligante

3-metil-2,4-dihidro-1H-isoindol-2-ol com o grupo alquila do residuo de A135. Os anéis
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aromaticos pertencente a fenantrolina realizam interagdes hidrofobicas do tipo 1r-alquila
com a cadeia lateral dos residuos de A214 e L69. Verifica-se interacdo de hidrogénio
classica através da hidroxila do ligante 3-metil-2,4-dihidro-1H-isoindol-2-ol com o residuo
de M161. O hidrogénio substituido no ligante 3-metil-2,4-dihidro-1H-isoindol-2-ol, realiza

interacdo de hidrogénio néo classica com o residuo de M161.

HO
SN

Ol
O

Pd
/ \
N
(6) Bipy_CH;_ClI

Figura 51. Interacdo do complexo de Paladio Bipy CHs_CI (6) com os residuos de

aminoacidos. Interacdes de hidrogénio classica estédo representadas em azul.

A hidroxila pertencente ao ligante benzaldoxima ilustrada na Figura 51, realiza
interacdo de hidrogénio classica com o grupo carbonila do residuo de M161. Ocorre
interacdo hidrofébica do tipo empilhamento amida-1r, através do anel aromatico
pertencente ao ligante benzaldoxima com o residuo H163-D162. Observa-se interacao
hidrofdbica do tipo 1-alquila através do anel aromatico pertencente a benzaldoxima com
0 grupo alquila do residuo de C25. A carbonila do residuo de G68, faz interacao de
hidrogénio ndo classica com a subunidade da bipiridina pertencente ao complexo. A
carbonila do residuo de N66, realiza interagao do tipo 1-solitario com o anel aromatico

da subunidade da bipiridina.
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(2) Bipy_CH3

Figura 52. Interacdo do complexo de Paladio Bipy CHs (2) com os residuos de

aminoacidos. Interacdes de hidrogénio classica estédo representadas em azul.

A hidroxila pertencente ao ligante 3-metil-2,4-dihidro-1H-isoindol-2-0l com
base mostrada na Figura 52, realiza interacdo de hidrogénio classica com a funcéo
amina do residuo na M70. O residuo de L69 realiza interacdo de hidrogénio nao classica
com a hidroxila pertencente ao ligante 3-metil-2,4-dihidro-1H-isoindol-2-ol. A metila
substituida do ligante 3-metil-2,4-dihidro-1H-isoindol-2-ol, realiza interacéo hidrofébica do
tipo alquila com a cadeia lateral do residuo de M70. Verifica-se interacao hidrofébica do
tipo 1r-alquila através do anel aromatico pertencente a ligante 3-metil-2,4-dihidro-1H-
isoindol-2-ol com a cadeia lateral do residuo de A214. Observa-se interacao hidrofébica
do tipo Tr-alquila através dos anéis aromaticos pertencentes a bipiridina com o grupo
alquila dos residuos de M161 e A135. Atraves do anel aromético pertencente a bipiridina,

ocorre interagao do tipo 1-enxofre com o residuo de M70.

(1) Bipy_H

Figura 53. Interacdo do complexo de Paladio Bipy H (1) com os residuos de

aminoacidos. Interacdes de hidrogénio classica estao representadas em azul.

Com base na Figura 53, foi possivel observar interacéo hidrofébica do tipo -
alquila através dos anéis aromaticos pertencentes a bipiridina o grupo alquila do residuo
de M161. Observa-se interacdo hidrofébica do tipo T-alquila através dos anéis
aromaticos pertencentes a bipiridina com o grupo alquila do residuo de A135, 0 mesmo
ocorre para residuo A214. Verifica-se interagdo hidrofobica do tipo 1r-alquila através do

anel aromatico pertencente a ligante 3-metil-2,4-dihidro-1H-isoindol-2-ol com o grupo a
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cadeia lateral do residuo A214, o mesmo ocorre com o anel aromatico pertencente ao
ligante, ligante 3-metil-2,4-dihidro-1H-isoindol-2-0l com o grupo alquila do residuo de
A214. a hidroxila pertencente ao ligante 3-metil-2,4-dihidro-1H-isoindol-2-ol, realiza
interacdo de hidrogénio classica com a amina do residuo na M70. O residuo de L69
realiza interacdo de hidrogénio ndo classica com a hidroxila pertencente ao ligante 3-
metil-2,4-dihidro-1H-isoindol-2-ol.

(4) Fen_CHj;

Figura 54. Interacdo do complexo de Paladio Fen_CHs (4) com os residuos de
aminoécidos.

Os anéis aromaticos pertencente a fenantrolina representado na Figura 54,
realizam interagdes hidrofobicas do tipo t-alquila com o grupo alquila do residuo de
A135. realiza interagdo do tipo Tr-enxofre através do anel aroméatico ao ligante da
fenantrolina com o atomo de enxofre pertencente ao residuo de M70. Observa-se
interacdo de hidrogénio classica através da hidroxila do ligante 3-metil-2,4-dihidro-1H-
isoindol-2-ol com o residuo de M161. Verifica-se interacdo de hidrogénio classica através
do anel aromatico pertencente ao ligante 3-metil-2,4-dihidro-1H-isoindol-2-0l com o
residuo de M161.

N OH,

SN (10) Bipy_CH;_H,0
Figura 55. Interacéo do complexo de Paladio Bipy CHs_H20 (10) com os residuos de

aminoacidos.

A subunidade da bipiridina representada na Figura 55, realiza interacdo do
tipo 1-enxofre com o residuo de C25. O anel aromatico pertencente a subunidade de

bipiridina realiza interagédo hidrofébica do tipo 1-alquila com a cadeia lateral do residuo
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de A135. Ocorre interacdo hidrofébica do tipo empilhamento amida-tr, através do anel
aromatico pertencente a benzaldoxima com o residuo de G67-G68. Verifica-se interagao
hidrofébica do tipo t-alquila através da metila substituida do ligante benzaldoxima com
o residuo de Y72. Observa-se interacao hidrofébica do tipo alquila através da metila

substituida da benzaldoxima com o grupo alquila do residuo de L69.

U!M 61 ?M% %é})}

D162
(9) Bipy_H_H,0

Figura 56. Interacdo do complexo de Paladio Bipy H_H20 (9) com os residuos de

aminoacidos. Interacdes de hidrogénio classica estdo representadas em azul.

A hidroxila pertencente ao ligante benzaldoxima representada na Figura 56,
realiza interacdo de hidrogénio classica com o grupo carbonila do residuo de N62.
Verifica-se interagao do tipo 1 enxofre a partir do anel aromatico pertencente a bipiridina
com o atomo de enxofre do residuo de C25. Observa-se intera¢do hidrofébica do tipo
empilhamento amida-1r, através do anel aroméatico pertencente ao ligante benzaldoxima
com o residuo de M161-D162. O anel aromético pertencente a subunidade bipiridina
realiza interacao hidrofébica do tipo r-alquila com o grupo alquila do residuo de A135.
Ocorre interacao hidrofébica do tipo empilhamento amida-Tr, através do anel aromaticos

pertencente ao ligante benzaldoxima com o residuo de G67-G68.
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D162

F (5) Bipy_H_C|

Figura 57. Interacdo do complexo de Paladio Bipy _H_CI (5) com os residuos de

aminoécidos.

A carbonila do residuo de D162 ilustrado na Figura 57, realiza interacdo de
hidrogénio ndo classica com a subunidade da bipiridina pertencente ao complexo.
Verifica-se interacdo do tipo 1-enxofre através do anel aromatico pertencente a bipiridina
com o atomo de enxofre da C25. Observa-se interagao hidrofébica do tipo 1r-alquila

através do anel aromético da benzaldoxima com o grupo alquila do residuo de L144.

Com base nos resultados obtidos através da ancoragem molecular do sitio ativo
da catepsina L, foi possivel observar subunidades estruturais que forneceram maior
namero de interacfes dos complexos de paladio Il com os residuos de aminoacidos no

sitio ativo L, sendo estas destacadas a seguir na Figura 58:

100%

a Fazem interagoes de o
hidrogénio classica HO 6_6/.. "
~N Faz’er‘n |nt(?ra(;n:>e5~
\ hidrofébicas, interagdes
H de empilhamento e
N interagdes eletrostaticas.
100% N\
Realizam interagoes Pd
hidrofébicas e interagdes / \ 33%
de hidrogénio nao classica N OHzFazem interacées de
Q hidrogénio classica
b 100%
Fazem interagoes de
hidrogénio classica 66%
HO ~ N Fazem interagoes
\ hidrofébicas e interagdes
O HC de empilhamento
N
100%
Realizam interacoes \
hidrofébicas e interagdes
de hidrogénio néo classica / \

ON
Figura 58. Padrbes de substituintes do complexo de paladio Il que demostraram maior

namero de intera¢des no sitio ativo da catepsina L.
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Os complexos de paladio (Il) contendo substituintes fenantrolina (a) e bipiridina
(b), os anéis arométicos de ambos os complexos, apresentarem maior numero de
interacbes com os residuos do sitio ativo, os anéis aromaticos de (a) e (b), realizaram
100% interacdes hidrofébicas, a hidroxila substituida representado em (vermelho) em
ambos complexos, realiza 100% interagdes de hidrogénio classica, o anel aroméatico da
benzadoxima em ambos complexo (a) e (b) realiza 66% de interagdes hidrofébica e de
empilhamento, o substituinte de H20 do complexo (a) realiza 100% interacdo de
hidrogénio classica . Tal padrao esta relacionado com a presenca do grupo doador e
aceptor de ligagédo de hidrogénio, interagdes hidrofobicas interagdes do tipo 1T-enxofre e
interagdes de hidrogénio ndo classica do tipo 11---H-C com os orbitais T que acumulam
concentracdes de carga nos anéis aromaticos (FOKOUE et al., 2020; OLIVEIRA, 2016).

5.6) Resultados da ancoragem molecular da catepsina L complexada com a
substéancia de codigo ChemBL de 424 derivados de complexo de cobre Il que se
encaixaram melhor no sitio de ATP.

Realizou-se a analise das intera¢cfes dos residuos de aminoacidos através do
ranqueamento dos valores de pontuagéo gerados por meio da ancoragem molecular.
Depois do ranqueamento, foram obtidas as poses de complexos (cobre e paladio)
gerados pela funcédo pontuacdo GoldScore. Em seguida, foram escolhidas as melhores
20 poses de complexo de cobre e 12 complexos de paladio as que apresentaram maior
namero de interagBes com os residuos do sitio ativo, assim como 0s que apresentaram
maiores valores de pontuacdo na funcédo de pontuacao validada para catepsina L. Para
estes, foi realizada a analise criteriosa das interacdes de complexos de cobre no sitio

ativo da catepsina L, onde os resultados estao representados na Tabela 8.



Tabela 8. Interacdo de 10 melhores complexos de cobre, que apresentaram melhores interacées no sitio do ATP frente aos

residuos de aminodacidos da catepsina L (PDB ID: 2XU1).

Ligante  |GoldScore| N 98 |aq35| A214 w2s|  M161
Interagdes
2UXA1
1D_2A_3D_4A | 63,01 7
1E_2A_3D_4A | 67,61 6
1B_2A_3A_4C | 64,65 6
1B_2B_3D_4C| 75,56 4
1A_2A_3D_4A| 64.11 4 i ]
1E_2A_3C_4B| 73,37 4
1A_2A_3C_4C| 72,85 3
1D_2A_3A_4C| 66,55 2
1E_2B_3C_4C| 70,32 2
1E_2B 3D_4C| 70,70 2
Ligante GoldScore Int::al::":'les $213|L69 M70(1155/K117 [E63|G23|W189|C65|D160|E159 D162-H163 N66é |G67-G68 D160-M161| A138
2UX1
1D_2A_3D_4A| 63,01 7 e
1E_2A_3D_4A | 67.61 6
1B_2A_3A_4C | 64,65 6
1B_2B_3D_4C| 75,56 4 e
1A_2A_3D_4A | 64,11 4 ]
1E_2A_3C_4B| 73,37 4
1A_2A_3C_4C| 72,85 3 e
1D_2A_3A_4C| 66.55 2
1E_2B_3C_4C| 70,32 2
1E_2B_3D_4C| 70,70 2 0 I e
. Ligacio de hidrogénio classica. - Ligacio (n- enxofre) - Hidrofébica (empilhamento )
l:| Ligaciio de hidrogénio nio clissica. I:’ Ligacio m solitirio |:| Hidrofobica (m-alquila, alquila-alquila)

. Ligacio electrostatica -Hidrofébica (Sigma-m)
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(15) 1D_2A_3D_4A

Figura 59. Interacdo do complexo de cobre 1D _2A 3D_4A (15) com os residuos de

aminoacidos. Interacdes de hidrogénio estdo representadas em azul.

O atomo de oxigénio pertencente da isatina, realiza interacdo de hidrogénio
classica com a cadeia lateral do residuo de C25. Ocorre interacdo hidrofébica do tipo
alquila através da trietilfosfina com o grupo alquila do residuo de C25. A trietilfosfina
realiza interagdo hidrofébica do tipo 1r-alquila com o anel de cinco membros pertencente
ao residuo de H163. Ocorre interacdo hidrofébica do tipo alquila através da piperidina
com o grupo alquila do residuo de A135. Ocorre interacdo de hidrogénio ndo classica
através da subunidade da piperidina com a carbonila do residuo de M161. O anel
aromatico substituido da tiossemicarbazona realiza interagao hidrofébica do tipo o-1m com
o residuo de N66. O anel de cinco membros pertencente a isatina realiza interacdo de
hidrogénio nao classica do tipo 1 doador decorrente das concentragbes de cargas
pertencentes aos anéis de cinco membros pertencente a isatina com a fungao amina do
residuo de G68, o mesmo ocorre com a subunidade amida da sulfonamida. A carbonila
do residuo de G67 realiza interacdo de hidrogénio classica com a subunidade amida da
sulfona. A metila substituida da amida pertencente a sulfona, realiza interacdo de

hidrogénio néo classica com o residuo de G61.
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(18) 1E_2A_3D_4A

Figura 60. Interacdo do complexo de cobre 1E_2A 3D 4A (18) com os residuos de

aminoacidos. Interacdes de hidrogénio estdo representadas em azul.

Com base no resultado apresentado na Figura 59, a carbonila pertencente
a subunidade da sulfonamida, realiza interacdo de hidrogénio classica com a amida do
residuo de Q19. Ocorre interacao hidrofébica do tipo alquila através da trietilfosfina com
a cadeia lateral do residuo de L69. A subunidade substituida da piperidina realiza
interacdo de hidrogénio ndo classica com a carbonila do residuo de N66. Ocorre
interacdo de hidrogénio classica através da carbonila da subunidade de sulfonamida com
o residuo de H163, ele realiza interacdo de hidrogénio ndo classica com a carbonila da
sulfonamida. A metila substituida da amida da sulfonamida realiza interacdo de
hidrogénio néo classica com a carbonila do residuo de D162. A carbonila da subunidade
sulfonamida realiza interacdo de hidrogénio ndo classica com o residuo de C25. O anel
de cinco membros pertencente a isatina, realiza interagcdo hidrofébica do tipo 1-alquila
com o residuo de C25. O anel aromético substituido da tiossemicarbazona realiza
interacao hidrofébica do tipo m-alquila com as cadeias laterais dos residuos da A135 e
A214

E159 o [CH;

(21) 1B_2A_3A_4C

Figura 61. Interacdo do complexo de cobre 1B_2A 3A_4C (21) com os residuos de

aminoacidos. Interacdes de hidrogénio estdo representadas em azul.
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O resultado apresentado na Figura 60, foi possivel observar interagédo do tipo -

solitario através do anel de aromético da isatina com a carbonila do residuo de M161. A
carbonila do residuo do E159 realiza interacdo de hidrogénio classico com amida
pertencente a sulfonamida. A carbonila da sulfonamida realiza interacdo de hidrogénio
ndo classica com o residuo de D160. A cadeia lateral do residuo da A135, realiza
interacdo hidrofébica do tipo alquila com a subunidade da piperidina. A subunidade da
piperidina substituida realiza interacdo de hidrogénio ndo classica com a carbonila dos
residuos de G68-D162. Observa-se interacdo hidrofébica do tipo empilhamento-1r
através dos anéis aromaticos pertencente a trifenilfosfina com o anel imidazélico do
residuo de H163. Verifica-se através dos anéis aromaticos da trifenilfosfina interacao
hidrofébica do tipo 1-alquila com o grupo alquila do residuo de A138. Ocorre interacéo

do tipo 1T-enxofre através dos anéis aromaticos da fosfina com o residuo de C25.

(17) 1B_2B_3D_4C

Figura 62. Interacdo do complexo de cobre 1B 2B 3D _4C (17) com os residuos de

aminodcidos. Interacdes de hidrogénio estdo representadas em azul.

Segundo o0 resultado ilustrado na Figura 61, a amina substituida da
tiossemicarbazona realiza interacdo de hidrogénio classica com o residuo de D162, o
mesmo ocorre com o residuo de C25. A anilina substituida da tiosssemicarbazona realiza
interacao hidrofébica do tipo t-alquila com a cadeia lateral do residuo de C25. Ocorre
interacado hidrofdbica do tipo 1-alquila através da trifenilfosfina com o grupo alquila do
residuo de A135, o mesmo verifica-se com o residuo de L69. Observa-se interacao tipo
TT-solitario atraveés do trifenilfosfina com a carbonila do residuo de M161, o mesmo
acontece com o anel aromatico isatina com o residuo de N66. Vertifica-se interacao de
hidrogénio classico através da amida substituida da subunidade sulfonamida com a
carbonila do residuo de C65. A carbonila da subunidade sulfonamida, realiza interacdo

de hidrogénio classica com a fungdo amida do residuo de N66.
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(13) 1A_2A_3D_4A

Figura 63. Interacdo do complexo de cobre 1A 2A 3D 4A (13) com os residuos de

aminoacidos. Interacdes de hidrogénio estdo representadas em azul.

A carbonila do residuo de M161 representado na Figura 63, realiza interacao de
hidrogénio classica com a amina substituida da tiossemicarbazona. O anel aromatico
substituido da tiossemicarbazona, faz interagao do tipo 1-enxofre com o residuo de M70,
0 mesmo verifica-se para com o residuo de C25. Ocorre interacdo hidrofébica do tipo
empilhamento amida-Tr através do anel aromatico substituido da tiossemicarbazona com
o residuo de H163-D162. Verifica-se interacdo hidrofobica do tipo alquila através da
trietilfosfina com a cadeia lateral do residuo de M161. Observa-se interacao hidrofébica
do tipo m-alquila através do anel aromético da isatina com a cadeia lateral dos residuos
de L69 e residuo de A214. Ocorre interacéo hidrofébica do tipo o-1r através do anel de
cinco aromatico da isatina com a cadeia lateral do residuo de A214. Verifica-se interacao
de hidrogénio nado classica através da subunidade da piperidina com a carbonila do
residuo de 1115-S213. Observa-se interacdo hidrofébica do tipo alquila através da
piperidina com a cadeia lateral do residuo de K117.

(o] CH3
O:H’N
X 'CH,
N CoHs
Nt =N N-NH
NN \ov?u-s

(14) 1E_2A_3C_4B

Figura 64. Interacdo do complexo de cobre 1E_2A 3C_4B (14) com os residuos de

aminoacidos. Interacdes de hidrogénio estdo representadas em azul.
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A carbonila da subunidade sulfonamida representado na Figura 64, realiza

interacdo de hidrogénio classica com a amida do residuo de Q19, o mesmo ocorre com
a funcdo amina do residuo de C25. O anel aromatico da isatina realiza interacéo do tipo
1T-enxofre com o residuo de C25. Ocorre interacao hidrofébica do tipo alquila a partir da
etila substituida da amina da tiossemicarbazona com o grupo alquila do residuo de 135.
Verifica-se interacdo de hidrogénio ndo classica através da etila substituida da
tiossemicarbazona com a carbonila do residuo de 68. O mesmo ocorre com a subunidade
piperidina com o residuo de N66. Observa-se interacdo de hidrogénio classica através
da amina da tiossemicarbazona com o residuo de C25. O anel aromatico pertencente a
fosfina realiza interagédo hidrofébica do tipo m-alquila com o grupo alquila do residuo de
L69. Ocorre interagao eletrostatica do tipo 1T-anion através da trifenilfosfina com hidroxila
do residuo do E63

coH

_N /2 5
N DN
o/' -S H

(16) 1A_2A_3C_4C

Figura 65. Interacdo do complexo de cobre 1A 2A 3C_4C (16) com os residuos de

aminoécidos.

Na Figura 65, verifica-se interacao hidrofobica do tipo mr-alquila através da
subunidade da piperidina com o anel imidazélico pertencente a H163. Observa-se
interacao de hidrogénio nédo classica através da subunidade da piperidina com a hidroxila
do residuo do D162. O residuo de aminoacido de C25 faz interagédo do tipo 1-enxofre
com o anel aromatico da trifenilfosfina. Verificou-se interacdo hidrofébica do tipo
empilhamento amida-1r através da trifenilfosfina com o residuo de G67-G68. Observa-se
interacdo eletrostética do tipo anion-1r através dos anéis da isatina com o residuo de
D162.
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Figura 66. Interacdo do complexo de cobre 1D _2A 3A 4C (19) com os residuos de

aminoécidos.

A cadeia lateral do residuo de C25, apresentada na Figura 66 faz interacéo
hidrofébica do tipo 1-alquila com os anéis aromaticos da trifenilfosfina. A carbonila
pertencente ao residuo de C25 realiza interacéo de hidrogénio ndo classica com a metila
da amida da subunidade da sulfonamida. Verifica-se interacdo de hidrogénio néo classica
através da subunidade da piperidina com a carbonila do residuo de N66, adicionalmente
a partir da a imina pertencente a tiossemicarbazona observa-se interacdo de hidrogénio
nao classica om o residuo de G23, a mesma interacao verifica-se com a carbonila da

isatina com o residuo de G67.
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(20) 1E_2B_3C_4C

Figura 67. Interacdo do complexo de cobre 1E_ 2B 3C_4C (20) com os residuos de

aminodcidos. Interacdes de hidrogénio estdo representadas em azul.

Com base os resultados apresentados na Figura 67, pode observar interacao de
hidrogénio classica através da carbonila pertencente a subunidade sulfionamida com a
fungdo amina do residuo de G23. A metila substituida da amida da subunidade
sulfonamida realiza interacdo de hidrogénio ndo classica com o residuo de C65. O
mesmo verifica-se com a subunidade substituida da morfolina para com residuo de N66.

Observa-se interacdo hidrofobica do tipo sigma-1r através do anel da isatina com o
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residuo de N66. Verifica-se interacdo de hidrogénio classica através da amina substituida

da tiossemicarbazona com o residuo de C25. A cadeia lateral do residuo de aminoéacido
de C25, faz interacdo hidrofébica do tipo alquila, através da etila substituida da
tiossemicarbazona. A etila substituida da tiossemicarbazona, realiza interacéo
hidrofébica do tipo Tr-alquila com o anel de cinco membros pertencente ao residuo do
W189 e H163. Ocorre interagdo hidrofébica do tipo empilhamento amida-1 através dos

anéis aromaticos da trifenilfosfina com o residuo de H163-D162.

—N‘N\»_NH
N N )
N 0,Cu-S

oM ‘(::;Ziiﬁ;{f:)

(22) 1E_2B_3D_4C

Figura 68. Interacdo do complexo de cobre 1E 2B 3D _4C (22) com os residuos de

aminoacidos.

Com base nos resultados da Figura 68, verifica-se interacdo de hidrogénio ndo
classica através da metila substituida da subunidade sulfonamida com o residuo de
D160. Observa-se interacéo hidrofébica do tipo empilhamento amida-1 através da anilina
substituida da tiossemicarbazona com o residuo do D160-M161. Verifica-se interacao
eletrostatica do tipo anion-1r através dos anéis pertencentes a isatina com o residuo de
D162. O residuo de aminoacido de D162 faz interacdo de hidrogénio ndo classica com a
subunidade da morfolina, o mesmo acontece com o residuo de A138. Ocorre interacdo
hidrofébica do tipo alquila através da morfolina com a cadeia lateral do residuo de A138.
A cadeia lateral do residuo de C25, faz interagao hidrofdbica do tipo 1r-alquila com o anel
aromatico da trifenilfosfina. Verifica-se interagdo do tipo Tm-enxofre através do
trifenilfosfina com o residuo de M70. Observa-se interacdo de hidrogénio néo classica

através da trifenilfosfina com o residuo de C25.

Com base nos resultados obtidos de ancoragem molecular no sitio ativo da
catepsina L, foi possivel observar subunidades estruturais de complexos de cobre I

triados previamente no sitio ativo do ATP. Os padrdes que forneceram maior nimero de
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interagcbes com os residuos de aminoacidos no sitio ativo da catepsina L, estdo

destacadas na Figura 69:
80%

Realizam interagdo de

0
O\\Il
hidrogénio classica. =R

50%
Realizam  interagoes
hidrofébicas, interagdo

N
N SN N de hidrogénio classica
70% N \ >—”
~ \
H

Realizam interagdes o~ I
hidrofobicas, e interagao de
hidrogénio nao classica.

60%
Realizam interagdes hidrofobicas e de empilhamento,
interagdes de hidrogénio nao classica

Figura 69. Padrdes de substituintes do complexo de cobre Il que foram triados no sitio
ativo do ATP, e que demostraram maior numero de interacdes no sitio ativo da

catepsina L.

Os padrbes de substituintes de complexo de cobre Il que apresentaram maior
namero de interacdes no sitio ativo do ATP, no sitio da catepsina L, os padrées que
apresentaram maiores interacdes com os residuos do sitio ativo contém como
substituintes: 80% a sulfonas (azul), 50% a amina substituida com anel aroméatico
(marrom), 70% a piperidina (verde) e 60% a trifenilfosfina (pink). Este padréo, esta
relacionado com a presenca do grupo doador e aceptor de ligacdo de hidrogénio,
interacdes hidrofébicas e eletroestaticas do tipo de empilhamento-m e empilhamento-T
que 0s anéis aromaticos realizam, interagbes do tipo T-enxofre e interacdes de
hidrogénio nao classica do tipo m:--H-C com os orbitais T que acumulam concentragdes
de carga nos anéis aromaticos e ainda, a presenca do substituinte N-heterociclico
possibilitou interacdo hidrofobica do tipo T-alquila (FOKOUE et al., 2020; OLIVEIRA,
2016).

5.7) Resultados da ancoragem molecular da catepsina L complexada com a
substancia de codigo ChemBL de 424 derivados de complexo de cobre que se
encaixaram melhor no sitio ativo do etoposideo.

Realizou-se a andlise das interacfes dos residuos de aminoécidos através do
ranqueamento dos valores de pontuagcéo gerados por meio da ancoragem molecular.
Depois do ranqueamento, foram obtidas as poses de complexos (cobre e paladio)
gerados pela funcéo pontuacdo GoldScore. Em seguida, foram escolhidas as melhores
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20 poses de complexo de cobre e 12 complexos de paladio as que apresentaram maior

namero de interagBes com os residuos do sitio ativo, assim como 0s que apresentaram
maiores valores de pontuacéo na funcéo de pontuacao validada para catepsina L. Para
estes, foi realizada a analise criteriosa das interacdes de complexos de cobre no sitio

ativo da catepsina L, onde os resultados estao representados na Tabela 9.
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Tabela 9. Interacédo dos 10 melhores complexos de cobre, que apresentaram melhores interacdes ao sitio do etoposideo frente aos
residuos de aminoacidos da catepsina L (PDB ID: 2XU1).

LIGANTE GoldScore N° df A135|A214 G67 H163 G68 N66 M161
Interagdes
2XUuU1
1B_2B_3D_4A 60,12 5
1D_2B_3D_4C 74,31 4
1B_2A_3D_4A 60,58 4
1E_2C_3D_4C 80,42 3
1C_2A_3D_4C 72,65 3
1D_2A_3D_4C 73,44 3
1A_2B_3D_4C 68,58 3
1D_2C_3D_4C 84,09 2 q
1A_2A_3D_4C 60,32 1
LIGANTE |Goldscore| = N~ d M70 | L69 | W189 [021/G20(D160|G23| E159 | E63 |G68-L69| D162-H163| W26
Interagoes
2XuU1
1B_2B_3D_4A 60,12 5
1B_2A_3D_4A 60,58 3
1E_2C_3D_4C 80,42 3
1C_2A_3D_4C 72,65 3 - -
1D_2A_3D_4C 73,44 3
1A_2B_3D_4C 68,58 3
1D_2C_3D_4C 84,09 2 m
1A_2A_3D_4AC 60,32 1
- Ligaciio de hidrogeénio classica. . Ligacio (7- enxofre) -I-Iidroféhica (empilhamento )
I:l Ligacio de hidrogénio nio classica. I:l Ligacio m solitario DHidrofﬁhica (m-alquila, alquila-alquila)
- Ligacio electrostatica . Hidrofébica (Sigma-m)
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Figura 70. Interacdo do complexo de cobre 1B _2B_3D_4A (25) com os residuos de

aminoacidos. Interacdes de hidrogénio estdo representadas em azul.

Com base na Figura 70, a carbonila da subunidade da sulfonamida, realiza
interacdo de hidrogénio classica com a funcdo amida do residuo de Q19, o mesmo tipo
de interacao, verifica-se também com o anel de cinco membros do residuo do W189.
Adicionalmente, a partir do anel imidazdlico do residuo de H163, ocorre interacdo de
hidrogénio nédo classica com a carbonila da sulfonamida, o mesmo residuo, realiza
interacdo do tipo T-solitario entre a carbonila da sulfonamida com o anel de cinco
membros da H163. O anel aromatico da isatina, faz interagcao hidrofébica do tipo 1r-alquila
através do grupo alquila do residuo de C25. O nitrogénio da base da tiossemicarbazona
faz interacdo de hidrogénio classica com o tiol do residuo de C25. A anilina substituida
da tiossemicarbazona faz interagao hidrofobica do tipo 1-alquila através do grupo alquila
do residuo de A135, por outro lado, a mesma funcdo organica da anilina, realiza
interacdo do tipo 1-enxofre com o residuo de M70. O oxigénio da base da isatina,
interagem com o residuo de G67 a partir de interacdo de hidrogénio ndo classica. A
morfolina pertencente ao complexo, realiza interacdo de hidrogénio ndo classica com a
carbonila do residuo de N66. O residuo de H163, interagem com o nitrogénio da base da

tiossemicarbazona através de ligacao de hidrogénio nao classica.
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A A135

Figura 71. Interacdo do complexo de cobre 1D 2B _3D_4C (29) com os residuos de

(29) 1D_2B_3D_4C

aminoacidos. Interacdes de hidrogénio estdo representadas em azul.

Na Figura 71, observou-se que a carbonila da subunidade da sulfonamida,
interagem com amida do residuo de Q19 por ligagdo de hidrogénio classica,
paralelamente, a mesma interacao foi verificada com o anel de cinco membros do residuo
do W189. A anilina substituida da tiossemicarbazona realiza interacéo hidrofébica do tipo
mT-alquila através da cadeia lateral do residuo de A135, a mesma interagdo, acontece
com o residuo de C25. Verificou-se ligacao de hidrogénio classica através do nitrogénio
da base da tiossemicarbazona com o grupo tiol do residuo de C25. A subunidade
imidazdlico do residuo de H163, liga-se a carbonila da sulfonamida por ligacdo de
hidrogénio ndo classica. O residuo do W189, interagem com a sulfonamida através de
interacao m-enxofre. A morfolina substituida na isatina, faz interacdo de hidrogénio nao
classica com a carbonila do residuo de C65. Ocorre interagao tipo 1-solitario através da
trifenilfosfina com a carbonila do residuo de N66. Verifica-se interacdo eletrostatica do

tipo anion-1r a partir da trifenilfosfofina com a hidroxila do residuo do E63.
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Figura 72. Interacdo de complexo de cobre 1B_2A 3D_4A (31) com o residuo de

aminoacidos. Interacdes. Interacdes de hidrogénio estao representadas em azul.

A carbonila da subunidade da sulfonamida presente Figura 72, faz interacéo de
hidrogénio classica com amida do residuo de Q19, o mesmo tipo de interacdo ocorre a
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partir da fungdo amina do residuo de C25 com a carbonila da sulfonamida. O nitrogénio
da base da tiossemicarbazona interage com o tiol do residuo de C25 por uma ligacéo de
hidrogénio. O residuo de C25 liga-se com 0 anel aromatico pertencente a isatina por
ligacdo do tipo t-enxofre. Entre a piperidina com a carbonila do residuo de NG66,
interagem por ligacdo de hidrogénio n&o classica. A anilina substituida na
tiossemicarbazona faz interagao hidrofébica do tipo -alquila através da cadeia lateral do
residuo de A135, o mesmo verificou-se com os residuos da M70 e L69. Adicionalmente,
a cadeia lateral do residuo da L69 participa de uma interacao hidrofébica do tipo alquila

através da trietilfosfina.
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(23) 1E_2C_3D_4C

Figura 73. Interagdo do complexo de cobre 1E_2C_3D_4C (23) com os residuos de

aminoécidos. Interacdes de hidrogénio estdo representadas em azul.

Com base no resultado mostrado na Figura 73, a carbonila da subunidade da
sulfonamida, realiza interacao de hidrogénio classica com a funcédo amida do residuo de
Q19, a mesma funcao organica do ligante (carbonila), faz interacdo de hidrogénio nao
classica com amida do residuo de Q21. Adicionalmente, a metila substituida da
sulfonamida interagem com a carbonila do residuo de G20 através de interacdo de
hidrogénio ndo classica. Os anéis da base da isatina, realizam interacao hidrofobica do
tipo T-alquila como o grupo alquila do residuo de C25. O anel de cinco membros
pertencente a isatina, liga-se ao anel imidazélico do residuo de H163, por ligacdo de
hidrogénio classica. Paralelamente, o anel de cinco membros pertencente a isatina e o
residuo de H163, interagem através de ligacdo de hidrogénio néo classica. O residuo de
N66 faz interacdo de hidrogénio classica com a amina substituida da tiossemicarbazona,
a partir da funcdo amida do residuo de N66 com a anilina substituida da
tiossemicarbazona, acontece interagdo de hidrogénio nao classica do tipo 1r-doador.
Ocorre interagao hidrofébica do tipo -0 através do anel aromatico da anilina com o grupo
alquila do residuo de N66. O anel aromatico da trifenilfosfina, realiza interacéo hidrofébica

do tipo empilhamento amida-mm com os residuos do D162-H163.
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(27) 1C_2A_3D_4C

Figura 74. Interacdo do complexo de cobre 1C_2A 3D_4C (27) com os residuos de

aminoacidos. Interacdes de hidrogénio estdo representadas em azul.

A carbonila da subunidade sulfonamidica ilustrada na Figura 74, faz interacédo de
hidrogénio classica com o anel de cinco membros pertencente ao residuo do W189 e
com o anel imidazélico do residuo de H163. A subunidade da sulfona, realiza interacdo
do tipo 1-enxofre com o anel de cinco membros pertencente ao residuo de W189. A
carbonila da sulfonamida liga-se ao anel imidazolico do residuo H163 através de
interacdo de hidrogénio ndo classica. Existe uma interacdo através do grupo tiol do
residuo de C25 do tipo mT-enxofre, com o anel aromético pertencente a isatina, 0 mesmo
acontece com anilina substituida da tiossemicarbazona com o residuo de M70. Ocorre
interacao hidrofébica do tipo 1-alquila através do grupo alquila do residuo de A135 com
a anilina substituida da tiossemicarbazona. O anel aromético da trifenilfosfina faz
interacdo do tipo T-solitario com a carbonila do residuo de N66. Adicionalmente,
verificou-se uma interacao hidrofébica do tipo empilhamento amida-1r através do anel

aromatico da trifenilfosfina com o residuo de G68 e L69.

(26) 1D_2A_3D_4C

Figura 75. Interacdo do complexo de cobre 1D_2A 3D_4C (26) com os residuos de

aminoacidos. Interacdes de hidrogénio estdo representadas em azul.

O resultado apresentado na Figura 75, mostrou que existe uma interacdo de
hidrogénio classica entre a carbonila do residuo do E159 com a amida da sulfonamida,

0 mesmo residuo, através da carbonila realiza interagdo do tipo 1r-solitario com o anel
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aromatico pertencente a isatina. A amida do residuo de M161 faz interacdo de hidrogénio
nao classica do tipo mm-doador com o anel de cinco membros pertencente a isatina. A
hidroxila do residuo do D160, liga-se a subunidade da piperidina a partir de uma interacéo
de hidrogénio ndo classica. As cadeias laterais dos residuos de A135 e A214, fazem
interacdo hidrofébica do tipo Tr-alquila com o anel aromético substituida da
tiossemicarbazona, o mesmo acontece com a cadeia lateral do residuo de L69.
Adicionalmente, ocorre interagao do tipo 1-enxofre, através do residuo de M70 com a

anilina substituida da tiossemicarbazona.

(30) 1A_2B_3D_4C

Figura 76. Interacdo do complexo de cobre 1A 2B 3D _4C (30) com os residuos de

aminoacidos.

Com base na figura Figura 76, os anéis aromaticos pertencentes a trifenilfosfina
realizam interagao hidrofébica do tipo 1-alquila com a cadeia lateral do residuo de C25.
Adicionalmente, verifica-se uma interacdo hidrofébica do tipo empilhamento amida-Tr
através da trifenilfosfina com os residuos do D162-H163. A carbonila do residuo de M161,
faz uma interacao do tipo 1-solitario com o anel de cinco membros pertencente a isatina,
paralelamente, a carbonila do residuo de M161, realiza interacdo de hidrogénio nao
classica com a subunidade alquila da morfolina substituida. Adicionalmente, acontece
interacdo hidrofdbica do tipo alquila através da morfolina substituida com o grupo alquila
do residuo de A135 e 214.
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(24) 1D_2C_3D_4C

Figura 77. Interacdo do complexo de cobre 1D_2C_3D_4C (24) com os residuos de

aminoacidos. Interacdes de hidrogénio estdo representadas em azul.

Os resultados apresentados na Figura 77, mostram a ocorréncia de uma interagao
de hidrogénio classica através da carbonila do residuo de N66 com a amina substituida
da tiossmecarbazona, adicionalmente, a anilina substituida da tiossemicarbazona realiza
interacédo de hidrogénio néo classica do tipo -doador com a amida do residuo de N66.
Por outro lado, o anel aromatico da trifenilfosfina realiza interacdo hidrofébica do tipo
empilhamento amida-1m com os residuos de D162-H163. A cadeia lateral do residuo de
C25 realiza interagao hidrofébica do tipo 1r-alquila com os anéis pertencentes a isatina.
Ocorre interacdo de hidrogénio classica através da amida da subunidade sulfonamida
com a carbonila do residuo de G20. A carbonila da sulfonamida faz interacdo de
hidrogénio nédo classica com o residuo de Q21. A partir do atomo de nitrogénio do anel
de cinco membros pertencente a isatina, verifica-se interacdo de hidrogénio classica

através da carbonila do residuo de D162 e do anel imidazdlico do residuo de H163.

(30) 1A_2A_3D_4C

Figura 78. Interacdo do complexo de cobre 1A _2A 3D_4C (30) com os residuos de

aminoacidos. Interacdes de hidrogénio estdo representadas em azul.

A amina substituida da tiossemicarbazona, faz interacdo de hidrogénio classica
com o grupo tiol do residuo de C25, como mostrado na Figura 78. O anel aromatico
pertencente a isatina, realiza interagao de hidrogénio nao classica do tipo mm-doador com
a amida do residuo de N66. Ocorre interacdo hidrofébica do tipo sigma-Tr através do anel
aromatico pertencente a isatina com o residuo de N66. Verificou-se interacdo de
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hidrogénio ndo classica através do atomo de nitrogénio pertencente a base da

tiossemicarbazona com o residuo de G23.

Com base nos resultados obtidos através dos complexos de cobre com os
residuos de aminoacidos do sitio ativo da catepsina L, foi possivel observar subunidades
estruturais que forneceram maior numero de interag6es com os residuos de amino&cidos

no sitio ativo, sendo estas destacadas a seguir na Figura 79:

7% o. 0
Realizam interagdes de \\”__
hidrogénio classica. R
100%
Realizam interacoes
N hidrofobicas, interagdes de
N SN N hidrogénio classica
44% N \ >— "\
Realizam interages o~ 1S H

hidrofébicas, e interagdes
de hidrogénio nao classica.

7%
Realizam interagdes hidrofobicas e de empilhamento,
interacées de hidrogénio nao classica

Figura 79. Padrdes de substituintes do complexo de cobre Il que foram triados no sitio
ativo do etoposideo, e que demostraram maior numero de interacdes no sitio ativo da

catepsina L.

Os padrdes de substituintes de complexo de cobre Il que apresentaram maior
namero de interac6es com o sitio ativo do etoposideo, quando ancorados no sitio ativo
da catepsina L, os padrbes que apresentaram maiores interacdes com 0s residuos
contém como substituintes: 77% a sulfonas (azul), 100% a amina substituida com anel
aromatico (marrom), 44% a piperidina (verde) e 77% a trifenilfosfina (pink). Este padréo,
esta relacionado com a presenca do grupo doador e aceptor de ligacao de hidrogénio,
interacBes hidrofébicas e eletroestéticas do tipo de empilhamento-1r e empilhamento-T
gue o0s anéis aromaticos realizam, interagbes do tipo TT-enxofre e interacdes de
hidrogénio néo classica do tipo m---H-C com os orbitais T que acumulam concentragdes
de carga nos anéis aromaticos e ainda, a presenca do substituinte N-heterociclico
possibilitou interagao hidrofébica do tipo -alquila (FOKOUE et al., 2020; OLIVEIRA,
2016).

5.8) Resultados da ancoragem molecular do sitio ativo da topo Il alfa co-
cristalizada com ATP, derivados de complexo de paladio Il.

Realizou-se a andlise das interagfes dos residuos de aminoécidos através do

ranqueamento dos valores de pontuagéo gerados por meio da ancoragem molecular.
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Depois do rangueamento, foram obtidas as poses de complexos (cobre e paladio)
gerados pela fungéo pontuacdo GoldScore. Em seguida, foram escolhidas 10 melhores
poses de complexo de cobre e 12 complexos de paladio, que apresentaram maior
namero de interacdes com os residuos do sitio ativo, assim como 0s que apresentaram
maiores valores de pontuagéo na fungcao de pontuacéo validada para as topo Il alfa. Para
estes, foi realizada a andlise criteriosa das interagdes de complexos de paladio no sitio

ativo da enzima, onde os resultados estdo representados na Tabela 10.



Tabela 10. Interac&o dos 12 complexos de paladio frente aos residuos de aminoacidos do sitio de ATP (PDB ID: 1ZXM).

- Ja- | A- |a- |A- A- A- |a- |a- A- |a- A- A- |A- A-  |a- |a- A- A- A- A- A- A- A-

Ligants ChemPLP | . m::r de . M35 | HA1 | WA20 | A167 | 1247 | Fi42 | D94 | ROE | K162 | G184 | MIG3 | G166 K3TR NITE | Y185 | Q376
1208 | N I A I N A

FEN_CH3_CI 83,55 T

FEN_H 73.18 8

FEN_CH3_HZ0 50,13 5

BIFY H 61,04 5

FEN_H_CI 840 1

FEN_CH3 80,13 4

FEN H HID 8576 4

BIFY_CH3 76.02 4

BIFY_H_Cl 83,07 4

BIFY_CHa_Cl 7630 3

BIFY_H_H0 7237 3

BIFY_CH3_HZ0 50,70 3 1

- Ligacio de hidrogénio clissica. -Ligm;ﬁu electrostatica .Hidrufﬁbica (empilhamento )

|:| Ligacio de hidrogénio nio clissica. -Hidrufﬁhica (Sigma-m) ]:IHidrufﬁbica (m-alquila, alquila-alquila)
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A92

Figura 80. Interacdo do complexo de paladdio Fen_CHs_CI (8) com os residuos de
aminoacidos do sitio da ATP. Interacdes de hidrogénio estédo representadas em azul.

Os anéis aromaticos da fenantrolina representados na Figura 80, fazem interacao
hidrofébica do tipo m-alquila com a cadeia lateral do residuo de 1125. Paralelamente,
verifica-se interacfes de tipo amida-1r, através da fenantrolina com os residuos de
aminoacidos de A92-N91. Adicionalmente, o anel aromatico da fenantrolina, realiza
interacdo do tipo empilhamento T com o anel aromético do residuo F142. O anel
aromatico da benzaldoxima, faz interagcao hidrofébica do tipo T-alquila com a cadeia
lateral do residuo de A167. A hidroxila da subunidade benzaldoxima, liga-se a funcéo
amida dos residuos da N150 e S149 atraves de ligacao de hidrogénio classica, o mesmo
verifica-se com a hidroxila do residuo de S148. O nitrogénio pertencente ao ligante
benzaldoxima, faz interacdo de hidrogénio ndo classica com o residuo de S148.

(3) Fen_H

Figura 81. Interacdo do complexo de paladio Fen_H (3) com os residuos de
aminodacidos do sitio da ATP. Interacdo de hidrogénio classica esta representada em

azul.

Com base na Figura 81, pode-se observar uma interagdo de hidrogénio classica
atraves da hidroxila do complexo com a carbonila do residuo de N95. Adicionalmente, a
partir do residuo N120 acontece interacdo de hidrogénio ndo classica com hidrogénio
substituido do ligante 3-metil-2,4-dihidro-1H-isoindol-2-ol. Verificou-se interacao
hidrofobica do tipo amida-1r através do anel aromatico pertencente ao ligante 3-metil-2,4-

dihidro-1H-isoindol-2-ol com os residuos da N91-A92. Ocorre interacdo hidrofobica do



101
tipo 1-alquila através do anel aromatico pertencente ao 3-metil-2,4-dihidro-1H-isoindol-
2-ol com o residuo de 1217. O anel aromatico da fenantrolina faz interagcéo hidrofébica do
tipo t-alquila com a cadeia lateral do residuo de A167, o mesmo verificou-se com o
residuo de 1125 e 1141. O residuo de 1141 realiza interac&o hidrofébica do tipo sigma-1r

com o anel aromatico da fenantrolina.

1125

(12) Fen_CH; H,0

Figura 82. Interagdo do complexo de paladio Fen_CHs_H20 (12) com os residuos de

aminoéacidos do sitio de ATP. Interacdes de hidrogénio estéo representadas em azul.

A hidroxila substituida da benzaldoxima realiza interacdo de hidrogénio classica
com a carbonila do residuo de N91 como mostrado na Figura 82. Adicionalmente,
verifica-se uma interacdo de hidrogénio ndo classica através da hidroxila do ligante
benzaldoxima com o residuo de G161. O anel aromatico da benzaldoxima realiza
interacdo eletrostatica do tipo cation-m1 com o residuo de K168. A cadeia lateral do
residuo de 1141, faz interacdo hidrofébica do tipo 1r-alquila com o anel aromatico da
benzaldoxima, o mesmo verifica-se através do ligante fenantrolina com a cadeia lateral
do residuo de 1125. Os residuos de aminoacidos da N191-A92, fazem interacdo

hidrofébica do tipo amida-m com a fenantrolina.

167 (1) Bipy_H
Figura 83. Interacdo do complexo de paladio bipy H (1) com os residuos de

aminoacidos do sitio da ATP. Interacdes de hidrogénio estdo representadas em azul.

Com base na Figura 83, pode-se verificar uma interacéo de hidrogénio classica a

partir da hidroxila pertencente ao ligante 3-metil-2,4-dihidro-1H-isoindol-2-ol com a



102

carbonila do residuo de N95. A carbonila do residuo de N120, realiza interacdo de
hidrogénio nédo classica com o &tomo de hidrogénio substituido do 3-metil-2,4-dihidro-1H-
isoindol-2-o0l. O anel aromatico do ligante 3-metil-2,4-dihidro-1H-isoindol-2-ol, faz
interac&o do tipo amida-1r com os residuos da N91-A92. Adicionalmente, ocorre interacao
hidrofdbica do tipo 1r-alquila através do anel aromatico de 3-metil-2,4-dihidro-1H-isoindol-
2-0l com o grupo alquila do residuo de 1217. Através da subunidade da bipiridina,
acontece interacao hidrofébica do tipo 1r-alquila com a cadeia lateral do residuo de 1125,

0 mesmo acontece com o residuo de A167 e o residuo de 1141.

7 F142 {
il (7) Fen_H_CI

Figura 84. Interacdo do complexo de paladio Fen_H_CI (7) com os residuos de
aminoacidos do sitio ativo de ATP. Intera¢des de hidrogénio estao representadas em

azul.

Com base na Figura 84, observa-se que a hidroxila da subunidade banzaldoxima, faz
interacdo de hidrogénio classica com o grupo amida do residuo de aminoacido de N150,
adicionalmente, a carbonila do residuo de aminoacido N91, realiza interacdo de
hidrogénio classica com a hidroxila do ligante, o mesmo, verifica-se com a hidroxila do
residuo de aminoacido de D94. O anel aromatico do ligante benzaldoxima interagem com
a cadeia lateral do residuo de aminoéacido de A167 através da interacdo hidrofébica do
tipo Tr-alquila. Acontece interacédo hidrofébica do tipo empilhamento T através do anel
aromatico da benzaldoxima com o residuo de aminoacido de F142. Os residuos de
aminoacido de A92-N91 fazem interacdo hidrofébica do tipo amida-m com os anéis
aromaticos da fenantrolina. Ocorre interacdo hidrofébica do tipo sigma-1r através da
fenantrolina com a cadeia lateral do residuo de aminoacido N91. O residuo de
aminoacido 1125 participa de uma interagao hidrofébica do tipo 1r-alquila através do anel

aromatico da fenantrolina.
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217 (4) Fen_CH,

Figura 85. Interacdo do complexo de paladio Fen_CHs (4) com os residuos de
aminoacidos do sitio ativo de ATP. Interacfes de hidrogénio estédo representadas em

azul.

Na Figura 85, observa-se uma ligacao de hidrogénio classica através da hidroxila
do ligante 3-metil-2,4-dihidro-1H-isoindol-2-ol, com a carbonila do residuo de aminoacido
de N95. Os residuos de aminoacidos de N91-A92 realizam interac&o hidrofobica do tipo
amida-m com o anel aromatico do ligante 3-metil-2,4-dihidro-1H-isoindol-2-ol,
paralelamente, o mesmo anel aromatico, faz interagéo hidrofébica do tipo t-alquila com
a cadeia lateral do residuo de aminoéacido de 1217. Os anéis aromaticos da fenantrolina,
participam de interacdes hidrofébicas do tipo tr-alquila com as cadeias laterais de
residuos de aminoacidos de A167 e 1141. Adicionalmente, ocorre interacdo Hidrofébica

do tipo sigma-1r através da fenantrolina com o residuo de aminoécido de 1141.

D94 (11) Fen_H H,0

Figura 86. Interacdo do complexo de paladio Fen_H_H20 (11) com os residuos de

aminoacidos do sitio de ATP. Interacdes de hidrogénio estédo representadas em azul.

Com base na Figura 86, a hidroxila e a amina do residuo de aminoacido de S149,
realizam interacdes de hidrogénio classica com a molécula da agua do complexo.
Adicionalmente, a hidroxila substituida da benzaldoxima, faz interacdo de hidrogénio
classica com amida do residuo de aminoacido de N150, o mesmo ocorre com a hidroxila
do residuo de aminoacido de D94. Verifica-se interagdo hidrofobica do tipo 1r-alquila

através do anel aromatico da benzaldoxima com a cadeia lateral do residuo de
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aminoacido de A167. Ocorre interacdo de hidrogénio néo classica atravées da fenantrolina
com o residuo de aminoacido de S149. Os anéis aromaticos da fenantrolina fazem
interacéo hidrofdbica do tipo t-alquila com a cadeia lateral do residuo de aminoacido de
[125. Adicionalmente, o anel aromatico da fenatrolina, faz interagdo de empilhamento T
com o residuo de aminoé&cido de F142.

I125

'141 A92 " /

A167 (2) Bipy_CH3

Figura 87. Interacao do complexo de paladio bipy_CHs (2) com os residuos de

aminoacidos do sitio da ATP.

Na Figura 87, observa-se que a metila substituida no ligante 3-metil-2,4-dihidro-
1H-isoindol-2-ol, realiza interacdo hidrofébica do tipo alquila, com a cadeia lateral do
residuo de aminoé&cido de A167. Adicionalmente, o anel aroméatico pertencente ao ligante
3-metil-2,4-dihidro-1H-isoindol-2-ol faz interacdo hidrofébica do tipo sigma-mm com o
residuo de aminoécido dell41. Ocorre interagdo hidrofébica do tipo amida-T, através do
anel aromatico da bipiridina com os residuos de N91-A92. O residuo de aminoacido de

1125, liga-se interagem a bipiridina através interagao hidrofébica do tipo mr-alquila

1141 \ A167 !ﬁ

S149

/ goe (5) Bipy_H_CI

Figura 88. Interacdo do complexo de paladio bipy H_CI (5) com os residuos de

aminoacidos do sitio da ATP. Interacdes de hidrogénio estédo representadas em azul.

Analisando a Figura 88, pode-se observar que acontece interacao de hidrogénio
classica através da hidroxila pertencente benzaldoxima com a carbonila do residuo de
N91. O anel aromético da benzaldoxima realiza interacdo hidrofébica do tipo sigma-tr
com os residuos de aminoacidos de N91-A92. Ocorre interagcao hidrofébica do tipo -

alquila através do anel aromatico da benzaldoxima com o grupo alquila do residuo de
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1141, o mesmo verifica-se com o residuo de aminoacido deA167. Adicionalmente, atraves
do anel aromatico da bipiridina, acontece interacdo hidrofébica do tipo 1-alquila com o
residuo de aminoacido deR98. Finalmente, o residuo de S149 faz interacédo de hidrogénio

nao classica com a subunidade da benzaldoxima.

P O

(6) Bipy_CH;_ClI

Figura 89. Interacdo do complexo de paladio bipy CHs_CI (6) com os residuos de

aminoacidos do sitio de ATP. Interacdes de hidrogénio estéo representadas azul.

Com base na Figura 89, observou-se uma interacdo de hidrogénio classica
através da hidroxila pertencente benzaldoxima a carbonila do residuo de N91. Ocorre
interacao hidrofébica do tipo m-alquila através do anel aromatico da benzaldoxima com o
grupo alquila do residuo de 1141, o mesmo acontece com o residuo de Al67.
Adicionalmente, a bipiridina faz interacdo hidrofobica do tipo m-alquila com a cadeia

lateral do residuo de R98.

(9) Bipy_H_H,0

Figura 90. Interacao do complexo de paladio bipy_H_H20 (9) com os residuos de
aminoacidos do sitio da ATP. Interacdes de hidrogénio estéo representadas em azul.

Pode-se observar Figura 90, que a molécula de agua ligado ao complexo de
paladio, faz interacdo de hidrogénio classica com o residuo de S149, o mesmo ocorre
com a amida do residuo de N150. Adicionalmente, verificou-se interacdo hidrofébica do
tipo m-alquila através da bipiridina com a cadeia lateral do residuo de R98, o mesmo
acontece com o anel aromatico da benzaldoxima com a cadeia lateral do residuo de
aminoacido de 1141 e A167.
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(10) Bipy_CH;_H,0

Figura 91. Interacdo do complexo de paladio bipy CHs_H20 (10) com os residuos de
aminoacidos do sitio da ATP. Interacdes de hidrogénio estédo representadas em azul.

A molécula da dgua substituida no complexo ilustrada Figura 91, foi possivel
observar que ela faz interacdo de hidrogénio classica com a fungéo amina do residuo de
S149, o mesmo interage com a funcdo amida do residuo de aminoacido de N150.
Complementarmente, ocorre interagdo hidrofobia do tipo 1-alquila através da bipiridina
com a cadeia lateral do residuo de aminoacido deR98. Adicionalmente, a mesma
interacdo foi observada através da benzaldoxima com a cadeia lateral residuo de
aminoacido de 1141, e A167. O residuo de aminoacido de G161 faz interacdo de

hidrogénio néo classica com a hidroxila pertencente a benzaldoxima.

Com base nos resultados obtidos da ancoragem molecular no sitio ativo do
ATP frente aos complexos de paladio, foi possivel observar padrdo de subunidades
estruturais que forneceram maior nimero de interagdes com os residuos de aminoacidos

do sitio ativo, sendo estas destacadas a seguir na Figura 92:

100%

a Fazem interagbes de 66%
hidrogénio classica A _
HO\N Fazem interagoes
W hidrofébicas, interacdes
H de empilhamento e
N interagoes eletrostaticas.
100%
Realizam interagoes Pd
hidrofébicas e interagdes \ 33%
de hidrogénio nio classica N OHzFazem interagées de
hidrogénio classica
b 100%
Fazem interagdes de
hidrogénio classica 66%

hidrofébicas e interagdes
de hidrogénio nao classica

J
Figura 92. Padrdes de substituintes do complexo de paladio Il que demostraram maior
namero de intera¢des no sitio ativo da do ATP.

HO\N Fazem interagdes
\ hidrofébicas e interagdes
de empilhamento

HsC P

N

100%
Realizam interagoes \

Pd\
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Os complexos de paladio (Il) contendo substituintes fenantrolina (a) e bipiridina
(b), no sitio de ATP os anéis aromaticos de ambos os complexos, apresentarem maior
namero de interacdes com os residuos do sitio ativo, os anéis aromaticos de (a) e (b),
realizaram 100% interagBes hidrofobicas, a hidroxila substituida representado em
(vermelho) em ambos complexos, realiza 100% interacdes de hidrogénio classica, o anel
aromatico da benzaldoxima em ambos complexo (a) e (b) realiza 66% de interacdes
hidrofébica e de empilhamento, o substituinte de H20 do complexo (a) realiza 100%
interacdo de hidrogénio classica . Tal padrao esta relacionado com a presenca do grupo
doador e aceptor de ligagédo de hidrogénio, interagdes hidrofébicas intera¢des do tipo 1r-
enxofre e interagdes de hidrogénio nao classica do tipo 1---H-C com os orbitais 1 que
acumulam concentracbes de carga nos aneéis aromaticos(FOKOUE et al.,, 2020;
OLIVEIRA, 2016) .

5.9) Resultados da ancoragem molecular do sitio ativo da topo Il alfa co-
cristalizada com ATP.

Realizou-se a andlise das interacfes dos residuos de aminoacidos através do
ranqueamento dos valores de pontuacdo gerados por meio da ancoragem molecular.
Depois do ranqueamento, foram obtidas as poses de complexos (cobre e paladio)
gerados pela fungéo pontuacdo GoldScore. Em seguida, foram escolhidas 10 melhores
poses de complexo de cobre e 12 complexos de paladio, que apresentaram maior
namero de interacées com os residuos do sitio ativo, assim como 0s que apresentaram
maiores valores de pontuacéo na funcéo de pontuacao validada para as topo Il alfa. Para
estes, foi realizada a analise criteriosa das interacdes de complexos de cobre no sitio
ativo da enzima, onde os resultados estao representados na Tabela 11.
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Tabela 11. Interacdo dos 10 complexos de cobre frente aos residuos de aminoacidos do sitio de ATP (PDB ID: 1ZXM).

A- | A- A- A- | A A | A | A A- A- A- A-
L
Ligante ChemPLP| | N d? N150| K168 N# AS2 | 5149(N95| 1125 | 1H R98 A6 K157 Qar
interacoes
¢ ———
10 2A 3D 4A 89,73 7
1A 2A 30 4A 83,46 4
1E_2B 3C 4C 73,16 4
1B_2B_3D_4C | 81,29 3 e
1E_2A 3C 4B 74,88 3
1A_2A_3C_4C 80,0 3
1D_2A_3A_4C | 88,14 3 - e
1E_2A 3D 4A 7513 3
1B_2A_3A_4AC | 8304 3 H
1E_2B 3D 4C 76,18 2
A- | A | A | A A |A |A | A A A-
L
Ligante ChemPLP intgraiges P126|E155|G164|G166| A92 | 188 |1217|F 142| 5148 K378 N376| Y165 N120[Q376| K162 |G 161 N163
1ZXM T -:_
10 _2A 30 44 89,73 T
1A_2A 30 4A 83,46 4
1E_2B_3C_4C 73,16 4
1B 2B 3D 4C 81,29 3
1E_2A 3C 4B 74,88 3
1A_2A 3C 4C 80,01 3
1D _2A 3A 4C 88,14 3
1E_2A_3D_4A 7513 3
1B_2A 3A 4AC 83,04 3
1E_2B 3D 4C 76,18 2
.Li.g:u_‘iu de hidrogenio clissica -Li.gm._‘iu electrostatica -H.idrufufrbic:l (empilhamento )

|:|Li.g:u_‘iu de hidrogénio nio clissica -H.idmfc}bicﬂ (Sigma-r) I:' Hidrofobica (x-alquila, alquila-alguila)
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R98

Figura 93. Interacdo do complexo de cobre Il 1D_2A 3D_4A (15) com os residuos de

aminoacidos. Interacdes de hidrogénio estdo representadas em azul.

O resultado observado na Figura 93, mostra que a carbonila da sulfonamida, faz
interacdo de hidrogénio classica com a amida do residuo de N91, a mesma interacéo
verifica-se com a amina do residuo de A167. Adicionalmente, verifica-se interacdo de
hidrogénio néo classica através da carbonila da sulfonamida com o residuo de
aminoacido de G166, a mesma interacdo, acontece com o residuo de aminoacido de
G164. Através da carbonila da subunidade da sulfonamida ocorre interacao de hidrogénio
nao classica com o residuo de aminoacido de K168. O residuo de aminoacido de A92
realiza interagdo hidrofébica do tipo Tm-alquila com a anilina substituida da
tiossemicarbazona. A subunidade da piperidina interagem com o residuo de R98 através
de interacdo hidrofébica do tipo alquila, a mesma interacdo ocorre através da trietilfosfina

com o0s residuos de aminoacidos de R98 e 1125.

(13) 1A_2A_3D_4A

Figura 94. Interacdo do complexo de cobre Il 1A_2A 3D_4A (13) com os residuos de

aminoacidos. Interacdes de hidrogénio estdo representadas em azul.

Na Figura 94, observa-se uma interacdo de hidrogénio n&o classica do tipo -
doador decorrente das concentracfes de carga do anel aromatico da isatina com a
fungéo amida presente no residuo de N150. Adicionalmente, ocorre interagao do tipo T-
solitério através do anel de 5 membros pertencentes a isatina com a hidroxila do residuo

de aminoacido de S149. Os anéis da base da isatina, ligam-se a cadeia lateral do residuo
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de aminoé&cido R98, através de interacao hidrofébica do tipo -alquila. Verifica-se ligagédo

de hidrogénio nado classica a partir da subunidade da piperidina com a carbonila do
residuo de N95, paralelamente, ocorre interacdo hidrofobica de tipo alquila através da
piperidina com a cadeia lateral do residuo de 1125. Verificou-se interacdo de hidrogénio
nao classica partindo da piperidina até a carbonila do residuo de N95. O anel aromatico
da anilina, realiza interagao hidrofébica do tipo r-alquila com a cadeia lateral do residuo
de aminoacido de N157. A mesma subunidade organica da anilina faz interacéo
hidrofébica do tipo amida-1 com os residuos de aminoacidos de Q97-N98. A trietilfosfina
realiza interacéo hidrofébica do tipo alquila com a cadeia lateral do residuo de aminoacido
de R98.

o /CH3
O\“/N
\S \
CH,
N /’czH5
N\ OrNH
N o-Cu-S

(20) 1E_2B_3C_4C

Figura 95. Interagdo do complexo de cobre Il 1E_2B_3C_4C (20) com os residuos de

aminoacidos. Interacdes de hidrogénio estdo representadas em azul.

Pode-se observar a partir da Figura 95, que o anel de cinco membros da isatina
realiza interagéo hidrofébica do t-alquila com a cadeia lateral do residuo de aminoacido
de R98. Adicionalmente, a partir dos anéis da trifenilfosfina ocorre interacao hidrofébica
do tipo m-alquila com a cadeia lateral do residuo de 1141 e 1125. Os anéis da base da
isatina fazem interacao eletrostatica do tipo 1m-anion com os residuos de E155 e K157. A
carbonila do residuo de K157 faz interacdo hidrofébica do tipo alquila com a subunidade
da morfolina. Verifica-se interacdo de hidrogénio néo classica através da carbonila do
residuo Q97 com a subunidade da morfolina. A amida do residuo de aminoacido de N150,
realiza interacdo de hidrogénio ndo classica do tipo 1r-doador com anel aromatico da
trifenilfosfina. Finalmente, o anel aromatico da trifenilfosfina faz interacéo eletrostatica do

tipo 1r-cation com a amida do residuo de R98.
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(17) 1B_2B_3D_4C

Figura 96. Interacdo do complexo de cobre Il 1B_2B 3D_4C (17) com os residuos de

aminoacidos. Interacdes de hidrogénio estdo representadas em azul.

Com base na Figura 96, € possivel observar que a hidroxila do residuo de
aminoacido de S149 faz interacéo de hidrogénio classica com a amida da subunidade da
sulfonamida, adicionalmente, a carbonila da sulfonamida, realiza interacao de hidrogénio
classica com a amida do residuo de aminoacido de N150. Paralelamente, o residuo de
R98, liga-se ao nitrogénio da base da tiossemicarbazona através de ligacdo de
hidrogénio classica. Verifica-se interacdo hidrofébica do tipo sigma-1r a partir do anel
aromatico pertencente a isatina com o residuo de R98. Ocorre interacdo hidrofobica do
tipo 1T-alquila através do anel de cinco membros pertencente a isatina com o residuo de
R98. O anel de cinco membros da isatina, faz interacéo eletrostatica do tipo cétion-m com
o residuo de aminoacido de N157. A subunidade da morfolina participa da ligacao de
hidrogénio nado classica com o residuo de Q7 e com a carbonila do residuo de aminoéacido
de N157. Os anéis aromaticos da trifenilfosfina interagem com a carboxila do residuo de
aminoacido de E155 através de uma interacdo eletrostatica do tipo anion-1r. Finalmente,
verifica-se interagdo hidrofébica do tipo T-alquila através da anilina substituida da

tiossemicarbazona com a cadeia lateral do residuo de aminoacido de P126.
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N95

(14) 1E_2A_3C_4B

Figura 97. Interacdo do complexo de cobre Il 1E_2A 3C_4B (14) com os residuos de

aminoacidos. Interacdes de hidrogénio estdo representadas em azul.

Os resultados mostrados na Figura 97, pode-se observar a interacdo de
hidrogénio ndo classica a partir da carbonila da sulfonamida com o residuo de
aminoécido de S149. A metila substituida na sulfonamida, realiza interag&o de hidrogénio
nao classica com a carbonila do residuo de aminoacido de N95. Adicionalmente, ocorre
interacdo hidrofébica do tipo alquila através da etila substituida da tiossemiocarbazona
com o grupo alquila do residuo de P126, paralelamente, verificasse a mesma interacao
a partir da piperidina com o residuo de aminoacido de N157. Os anéis aromaticos da
isatina, interagem com a cadeia lateral do residuo de R98, atraveés de interacdo
hidrofébica do tipo t-alquila. O residuo de aminoacido de N157, liga-se ao anel de cinco
membros da isatina através de interacao eletroestatica do tipo cation-1r. Ocorre interagcao
de hidrogénio ndo classica através da subunidade piperidina com a carbonila do residuo
de Q97.

(16) 1A_2A_3C_4C

Figura 98. Interacdo do complexo de cobre 1l 1A_2A 3C_4C (16) com os residuos de

aminoacidos. Interacdes de hidrogénio estdo representadas em azul.

Na Figura 98, observou-se interacdo de hidrogénio classica através do oxigénio
pertencente a isatina com o grupo amina do residuo de R98. Ocorre Interacdo de
hidrogénio nao classica do tipo m-doador a partir do anel aromatico da isatina com a

funcdo amida do residuo de aminoacido de N150, a mesma interacdo acontece com a
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func@o amina presente no residuo de R98. Ocorre interacao eletroestatica do tipo céation-

T através da trifenilfosfina com o residuo de aminoacido de R98. Ocorre interagédo
eletroestatica do tipo anion-r através da trifenilfosfina com o grupamento hidroxila
pertencente ao residuo de E155. Ocorre interacao hidrofébica do tipo alquila através do
substituinte piperidina com o grupo alquila pertencente ao residuo 1125. Ocorre interacao
eletroestatica do tipo cation- 1 através do anel de cinco membros pertencente a isatina
com o grupo amina do residuo de N157. Ocorre interacdo hidrofébica do tipo 1r-alquila
através do anel de aromatico da isatina com o grupo alquila do residuo de R98. Ocorre
interacdo hidrofébica do tipo alquila através do substituinte etila pertencente a
tiossemiocarbazona com o grupo alquila do residuo de N157.

(19) 1D_2A_3A_4C

Figura 99. Interacdo do complexo de cobre Il 1D _2A 3A 4C (19) com os residuos de

aminoécidos. Interacdes de hidrogénio estdo representadas em azul.

Na Figura 99, observa-se que sulfona da subunidade sulfonamida realiza
interacdo de hidrogénio classica com o grupo amida pertencente ao residuo de N150.
Ocorre interagao hidrofébica do tipo o-1 através do anel pertencente a isatina com o
residuo de R98. Ocorre interagao hidrofébica do tipo m-alquila através da isatina com o
grupo alquila do residuo de R98. Ocorre interacao do tipo cation-1r através da isatina com
a funcdo amina pertencente ao residuo de N157. Ocorre interacao eletrostéatica do tipo
anion-1r através da trifenilfosfina com o grupo carboxilico do residuo de E155. Ocorre
interacdo de hidrogénio classica através do nitrogénio pertencente a piperidina com o
grupo amina do residuo de R98. Ocorre interagao do tipo 11 par solitario através do anel

aromatico inddlico pertencente a isatina com a carbonila do residuo de S149.
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(18) 1E_2A_3D_4A

Figura 100. Interacdo do complexo de cobre Il 1IE_2A 3D _4A (18) com os residuos de

aminoacidos. Interacdes de hidrogénio estdo representadas em azul.

Com base nos dados da Figura 100, pode-se observar a ocorréncia de interacédo
de hidrogénio ndo classica através do agrupamento da metila substituida da amida da
subunidade sulfonamida com a carbonila do residuo de S149. Ocorre interacdo
hidrofdbica do tipo 1-alquila através do anel aromatico pertencente a isatina com o grupo
alquila do residuo de R98, 0 mesmo ocorre com o0 anel de cinco membros pertencente a
isatina com o residuo de R98. Ocorre interacao hidrofébica do tipo sigma-1r através do
anel de cinco membros pertencente a isatina com o residuo de R98. O nitrogénio
pertencente a tiossemicarbazona, realiza interacdo de hidrogénio classica com a funcao
amina do residuo R98. A carbonila pertencente a isatina, realiza interacdo de hidrogénio
classica com o residuo de N157. Ocorre interacao hidrofébica do tipo alquila através da
piperidina com o grupo alquila do residuo de N157. Ocorre interacéo de hidrogénio ndo
classica através da subunidade da piperidina com a carbonila do residuo de Q97. Ocorre
interacdo hidrofébica do tipo tr-alquila através do anel aromético substituido da

tiossemicarbazona com o grupo alquila do residuo de P126.

(21) 1B_2A_3A_4C

Figura 101. Interacdo do complexo de cobre Il 1B_2A 3A 4C (21) com os residuos de

aminoacidos. Interacdes de hidrogénio estdo representadas em azul.
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Na Figura 101, mostra interagao hidrofébica do tipo mr-alquila através do anel

aromatico da isatina com o grupo alquila do residuo de K123, o mesmo acontece através
do anel aromético da trifenilfosfina com a cadeia lateral do residuo de N157. O anel
aromatico da trifenilfosfina realiza interagao eletrostatica do tipo 1-cation com a amina do
residuo de N157. Ocorre interacéo eletrostética tipo anion-1 através do trifenilfosfina com
a hidroxila do residuo do E155. A amida pertencente a subunidade da sulfonamida,
realiza interacdo de hidrogénio classica com a hidroxila do residuo do aspartato 99.
Ocorre interagao eletrostatica do tipo 1-anion através do anel aromatico da isatina com
a funcdo hidroxila do residuo de D99. O anel de cinco membros pertencente a isatina,
realiza interagdo hidrofébica do tipo r-alquila com o grupo alquila do residuo de R98.
Ocorre interacao hidrofébica tipo empilhamento amida-1r através do anel aromatico da
trifenilfosfina com o residuo de R98-Q97. Ocorre interacdo hidrofébica do tipo alquila

através do substituinte piperidina com o grupo alquila do residuo de P126.

(22) 1E_2B_3D_4C

Figura 102. Interacdo do complexo de cobre Il 1E_2B_3D_4C (22) com os residuos de

aminodcidos. Interacdes de hidrogénio estdo representadas em azul.

Com base na Figura 102, foi possivel observar que o grupo alquila presente
no substituinte da sulfonamida realiza interacdo de hidrogénio ndo classica com a
carbonila do residuo de N95. Ocorre interacao eletroestatica do tipo cation-1r através do
anel aroméatico da isatina com o residuo de N157, o mesmo ocorre para o anel de cinco
membros pertencente a isatina com o residuo de N157. Ocorre interacéo hidrofébica do
tipo mr-alquila através do anel de cinco membros pertencente a isatina com o grupo alquila
do residuo de R98, a mesma interacdo verifica-se com o residuo de N157. Ocorre
interacdo hidrofobica do tipo sigma-1r através do anel aromatico pertencente a isatina
com o residuo de R98. Finalmente, verifica-se interacdo hidrofébica do tipo 1r-alquila
através do anel aromatico substituido da tiossemicarbazona com o grupo alquila do
residuo de P126.
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Com base nos resultados obtidos no sitio ativo do ATP, foi possivel observar

subunidades estruturais que forneceram maior numero de interagdes com os residuos

de aminoacidos, sendo estas destacadas a seguir na Figura 103:

80% o 0
Realizam interagoes de \\”__

) P R
hidrogénio classica.

50%
Realizam interagdes eletroestatica
e interagdes de hidrogénio

N
N SN N classica
70% N \ | >—"
S Cu \
| H

Realizam interagdes
hidrofébicas, e interagées de
hidrogénio nao classica.

60%
Realizam interagbes hidrofobicas e de empilhamento,
interagdes de hidrogénio nao classica

Figura 103. Padréo de substituintes de complexo de cobre Il que demostraram maior
namero de intera¢des no sitio ativo de ATP.

Os 10 complexos escolhidos por apresentarem maior nimero de interagfes com
os residuos do sitio ativo contém como substituintes: 60% a trifenilfosfina (pink), 50% a
amina substituida com anel aromatico (marrom), 70% a piperidina (verde) e 80% as
sulfonas (azul). Este padréo estéa relacionado com a presenca do grupo doador e aceptor
de ligagdo de hidrogénio, interacBes hidrofébicas e eletroestaticas do tipo de
empilhamento-1r e empilhamento-T que o0s anéis aromaticos realizam, intera¢des do tipo
1T-enxofre e interacdes de hidrogénio ndo classica do tipo m7---H-C com os orbitais 1 que
acumulam concentracdes de carga nos anéis aromaticos e ainda, a presenca do
substituinte N-heterociclico possibilitou interacao hidrofébica do tipo m-alquila (FOKOUE
et al., 2020; OLIVEIRA, 2016).

5.10) Resultados da ancoragem molecular derivados de complexo de paladio

Il no sitio ativo da topo Il alfa co-cristalizada com etoposideo e DNA.

Realizou-se a andlise das interac6es dos residuos de aminoacidos através do
ranqueamento dos valores de pontuagédo gerados por meio da ancoragem molecular.
Depois do rangueamento, foram obtidas as poses de complexos (cobre e paladio)
gerados pela funcéo pontuacdo GoldScore. Em seguida, foram escolhidas 10 melhores
poses de complexo de cobre e 12 complexos de paladio, que apresentaram maior
namero de interagdes com os residuos do sitio ativo, assim como 0s que apresentaram

maiores valores de pontuagéo na fungao de pontuacéo validada para as topo Il alfa. Para
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estes, foi realizada a andlise criteriosa das interacdes de complexos de palddio no sitio

ativo da enzima, onde os resultados estao representados na Tabela 12.
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Tabela 12. Interacdo de 10 complexos de paladio frente aos residuos de amino&cidos do sitio do etoposideo (PDB ID: 5gwk F1).

Ligante  |chempLp| N°de
interagoes

5gwk F_1
Bipy CH3 116,80 4
Bipy_CH3 ClI 94,31 3
Bipy_CH3 H20 | 101,67 3
Bipy H CI 98,13 3
Fen_CH3 114,08 3
Fen H_ClI 112,29 2
Fen H H20 102,43 2
Bipy H H20 97,98 2
Fen CH3 CI 105,01 1
Fen_CH3 H20 99,08 1

Ligante ChemPLP| . N® dg G488 DGT 5484|D541M762| R487 E481 |KE&14 |D463 (G462(DG10

interagdes

5gwKk F_1
Bipy_CH3 116,80 4
Bipy CH3 CI 94,31 3
Bipy_CH3 H20 | 101,67 3
Bipy H_CI 98,13 3
Fen_CH3 114,06 3
Fen H CI 112,29 2
Fen H H20 102,43 2
Bipy_H_H20 97,98 2
Fen_CH3 CI 105,01 1
Fen_CH3 H20 | 99,08 1 0
-Liga:;io de hidrogénio clissica -Liga:;io ( m-enxofre) -I-Iidmfc'lbica (empilhamento )
[ ILigacdo de hidrogenio ndo classica [ Hidrofobica (sigma-x) | | Hidrofsbica (n-alquila, alquila-alquila)
-Ligat;iﬂ electrostatica (anion-m)
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(2) Bipy_CH3

Figura 104. Interacdo do complexo de paladio Bipy CHs (2) com os residuos de
aminoacidos e as bases do DNA. Interacfes de hidrogénio estdo representadas em

azul.

Com base na Figura 104, o oxigénio presente no ligante 3-metil-2,4-dihidro-1H-
isoindol-2-ol, realiza interacéo de hidrogénio classica com a fun¢do amina do residuo de
G488, adicionalmente, o residuo de aminoacido de R487, participa de uma interacao de
hidrogénio ndo classica como o oxigénio presente no ligante 3-metil-2,4-dihidro-1H-
isoindol-2-ol, paralelamente, através da bipiridina, a mesma interacéo verifica-se com a
carbonila do residuo de R487. A base pirimidica da citosina 8, faz interacao hidrofébica
do tipo empilhamento-r com o anel de aromético pertencente a 3-metil-2,4-dihidro-1H-
isoindol-2-ol, a mesma interacdo, ocorre com a base purinica da guanina 13 e base

pirimidica da timina 9 com anéis aromaticos do ligante bipiridina.

(6) Bipy_CH;_CI

Figura 105. Interacdo do complexo de paladio Bipy_CHs_CI (6) com os residuos de
aminoacidos e as bases do DNA. Interacfes de hidrogénio estédo representadas em

azul.

O resultado representado na Figura 106, mostra que ocorre interacdo de
hidrogénio classica a partir da base purinica da guanina 13 com a hidroxila de
benzaldoxima. Verifica-se a ocorréncia de interacao hidrofébica do tipo empilhamento T

através da bipiridina com a base purinica da guanina 13, adicionalmente, a mesma
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interacdo acontece ocorre com a base pirimidica da citosina 8. A metila substituida do

ligante benzaldoxima, realiza interagao hidrofébica do tipo 1T-alquila com a cadeia lateral
da base purinica da guanina 7. O residuo de aminoacido de M766, interagem com a
metila substituida da benzaldoxima através de interacdo hidrofébica do tipo alquila.
Finalmente, o anel aromatico da benzaldoxima faz interac&o hidrofébica do tipo 1r-alquila

com a cadeia lateral do residuo de M762.

(10) Bipy_CH;_H,0

Figura 106. Interacdo do complexo de paladio Bipy CHs_H20 (10) com os residuos de
aminoacidos e as bases do DNA. Intera¢des de hidrogénio estao representadas em

azul.

Os dados da Figura 106, mostram que acontece interacdo hidrofébica do tipo
alquila através da metila substituida da benzaldoxima com a cadeia lateral do residuo de
aminoacido de M766, em contrapartida, o anel aromatico da benzaldoxima, faz interacéo
hidrofébica do tipo TT-alquila com a cadeia lateral do residuo de aminoacido de M762.
Adicionalmente, a metila substituida do ligante benzaldoxima, realiza interacao
hidrofébica do tipo Tr-alquila com a base purinica da guanina 7. Por outra, verifica-se
interacdo de hidrogénio classica a partir da carbonila pertencente a base purinica da
guanina 7 com a hidroxila substituida da benzaldoxima, paralelamente, a mesma
interacdo ocorre com a amina da base pirimidica da citosina 8. Ocorre interacéo
hidrofébica do tipo empilhamento T através da bipiridina com a base purinica da guanina
13, O mesmo ocorre com a base pirimidica da citosina 8.
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(5) Bipy_H_ClI

Figura 107. Interacdo do complexo de paladio Bipy H_CI (5) com os residuos de
aminoacidos e as bases do DNA. Intera¢cdes de hidrogénio estao representadas em

azul.

Com base nos resultados apresentados na Figura 107, foi possivel observar que
a carbonila pertencente a base purinica da guanina 13, realiza interacdo de hidrogénio
classica com a hidroxila da benzaldoxima. Outrora, 0 nitrogénio pertencente ao ligante
benzaldoxima realiza interacdo de hidrogénio classica com a amina da base pirimidica
da citosina 8. Adicionalmente, verificou-se interacao hidrofébica do tipo empilhamento T
através da bipiridina com a base purinica da guanina 13. A cadeia lateral do residuo de
aminoacido de M762 participa de uma interagao hidrofdbica do tipo t-alquila com o anel
aromatico da benzaldoxima. Finalmente, deu-se interacdo do tipo t-enxofre entre o

residuo de aminoacido de M766 com o anel aromatico da benzaldoxima.

(4) Fen_CH,

Figura 108. Interacdo do complexo de paladdio Fen_CHzs (4) com os residuos de
aminoacidos e as bases do DNA. Interacfes de hidrogénio estdo representadas em

azul.

Os resultados apontados na Figura 108, mostra a ocorréncia de interagao
hidrofébica do tipo empilhamento-1r a partir do ligante 3-metil-2,4-dihidro-1H-isoindol-2-

ol com a base pirimidica da citosina 8. Paralelamente, verificou-se interagéo hidrofébica
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do tipo empilhamento T através do ligante da fenantrolina com a base pirimidica da timina

9 e com a base purinica da guanina 13. Finalmente, ocorre interacdo de hidrogénio

classica através da hidroxila presente no ligante com funcédo amina do residuo de G488.

4 \N
D-C8 Q )
,, H
D-T9 N\
41 Pd
. / \
' @

(7) Fen_H_CI

Figura 109. Interacfes entre o complexo Fen_H_CI (7) com os residuos de
aminoacidos e as bases do DNA. Interacfes de hidrogénio estédo representadas em

azul.

Com base na Figura 109, observou-se interacdo eletrostatica do tipo anion-tr
através do anel aromatico da benzaldoxima com a carboxila do residuo de D541.
Adicionalmente, verificou-se interacao hidrofébica do tipo empilhamento T através da
fenantrolina com a base pirimidica da citosina 8. A hidroxila substituida da benzaldoxima
realiza interacdo de hidrogénio classica com o grupo fosfina da base pirimidica da citosina
8, a mesma base através do grupo fosfina, realiza interacéo eletrostatica do tipo anion-1r
com a fenantrolina. Houve interacdo de hidrogénio ndo classico através da subunidade
da fenantrolina com a fosfina da base pirimidica da timina 9. Finalmente, o anel aroméatico
da fenantrolina faz interacao hidrofébica do tipo sigma-1m com a subunidade da base
pirimidica da timina 9.

(11) Fen_H H,0

Figura 110. Interacfes entre o complexo Fen_H_H20 (11) com os residuos de
aminoacidos e as bases do DNA. Interac6es de hidrogénio estédo representadas em

azul.
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Ocorre interacdo eletrostatica do tipo anion-1r através do da fenantrolina com a

fosfina da base pirimidica da citosina 8, como observado na Figura 110. Houve interacao
hidrofobica do tipo empilhamento T através da fenantrolina com a base pirimidica da
citosina 8. A hidroxila presente no ligante benzaldoxima realiza interagcao de hidrogénio
classica com a base pirimidica da citosina 8. A molécula de adgua presente no complexo
realiza interacéo de hidrogénio classica com a subunidade fosfina da base pirimidica da
timina 9. O mesmo verifica-se com o residuo de aminoacido de Y085. Observou-se
interacdo de hidrogénio néo classica através da subunidade da fenantrolina com a fosfina
da base pirimidica da timina 9.

(9) Bipy_H_H,O

Figura 111. Interacdes entre o complexo Bipy H_H20 (9) com os residuos de
aminoacidos e as bases do DNA. Interac6es de hidrogénio estédo representadas em

azul.

O residuo de aminoéacido de S464 ilustrado na Figura 111, realiza interacdo de
hidrogénio classica com a molécula da agua pertencente ao complexo. Verificou-se
interagdo hidrofobica do tipo empilhamento T através da benzaldoxima com o residuo de
aminoacido de Y085. Ocorre interagcdo de hidrogénio nao classica através da
benzaldoxima com a hidroxila da base pirimidica da citosina 8. Observou-se interacéo
eletrostatica do tipo anion-1r através do anel da bipiridina com a funcédo fosfina da base
piridimica da timina 9. A base pirimidica da citosina 8 interagem com a hidroxila do
complexo através de ligacdo de hidrogénio classica.



124

(8) Fen_CH5_ClI

Figura 112. Interacdes entre o complexo Fen_CHs_CI (8) com os residuos de
aminoacidos e as bases do DNA. Intera¢6es de hidrogénio estdo representadas em

azul.

Com base na Figura 112, observa-se que a hidroxila presente no ligante
benzaldoxima realiza interacao de hidrogénio classica com a fosfina da base pirimidica
da citosina 8. Enquanto a fenantrolina realiza interacdo de hidrogénio ndo classica com
a carbonila do residuo de E461. Verifica-se interacdo hidrofébica do tipo empilhamento
T através da fenantrolina com a base pirimidica da citosina 8. A funcéo carboxilica do
residuo de aminoacido de D541, faz interacéo eletrostatica do tipo anion-m com o anel
da benzaldoxima. O residuo de Y085, realiza interagcdo hidrofobica do tipo
empenhamento T com o anel aromatico do ligante benzaldoxima. Finalmente, o residuo
de aminoaciodo de K614 faz interacdo hidrofébica do tipo alquila com a metila substituida

da benzaldoxima.

HO
E461 \'j
; 7 O oo
o _ |
Pd
/ \

(12) Fen_CH; H,0

Figura 113. Interacdes entre o complexo Fen_CHs_H20 (12) com os residuos de
aminoacidos e as bases do DNA. Interac6es de hidrogénio estédo representadas em

azul.

Na Figura 113, pode verificar a interacdo hidrofobica do tipo alquila através da
metila substituida da benzaldoxima com a cadeia lateral da K614. Enquanto, o residuo
de E461 realiza interacdo de hidrogénio néo classica com a subunidade da fenantrolina.

A molécula de agua faz interacdo de hidrogénio classica com a carbonila do residuo do
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E461. A hidroxila presente no ligante benzaldoxima realiza interacdo de hidrogénio

classica com o atomo de oxigénio presente na base pirimidica da citosina 8. Verifica-se
interacdo hidrofébica do tipo empilhamento-r através da fenantrolina com a base

pirimidica da citosina 8.

Com base nos resultados obtidos no sitio do etoposideo frente aos complexos de
paladio Il, foi possivel observar subunidades estruturais que forneceram maior numero
de interacbes com os residuos de aminoacidos com as bases do DNA, sendo estas

destacadas a seguir na Figura 114:

100%
Fazem interagoes de

0
hidrogénio classica 66%

HO Fazem interagbes

W hidrofébicas, interagdes
H de empilhamento e
N interagoes eletrostaticas.
100% \
Realizam interagoes Pd
hidrofébicas e interagées 33%
de hidrogénio néo classica N OHzFazem interagdes de
hidrogénio classica
b 100%
Fazem interagoes de
hidrogénio classica 66%
HO\ N Fazem interagdes
\ hidrofdbicas e interagées
O HyC de empilhamento
N
100%
Realizam interagoes \
hidrofébicas e interagdes Pd
de hidrogénio nao classica / \

J
Figura 114. Padréo de substituintes de complexo de paladio Il que demostraram maior

namero de interacdes no sitio ativo de etoposideo.

Os complexos de paladio (Il) contendo substituintes fenantrolina (a) e bipiridina
(b), no sitio ativo do etoposideo, 0s anéis aromaticos de ambos os complexos,
apresentarem maior niumero de interagdes com 0s residuos do sitio ativo, a subunidade
da fenantrolina e da bipiridina (a) e (b), realizaram 100% interacdes hidrofdbicas,
paralelamente a hidroxila substituida representado em (vermelho) em ambos complexos,
realiza 100% interacbes de hidrogénio classica, enquanto o anel aromatico da
benzaldoxima em ambos complexo (a) e (b) realiza 66% de interacdes hidrofébica e de
empilhamento, o substituinte de H20 do complexo (a) realiza 100% interacao de
hidrogénio classica. Tal padrdo esta relacionado com a presenca do grupo doador e
aceptor de ligagéao de hidrogénio, interagdes hidrofdbicas interagdes do tipo 1T-enxofre e
interagdes de hidrogénio ndo classica do tipo 11---H-C com os orbitais T que acumulam

concentracdes de carga nos anéis aromaticos(FOKOUE et al., 2020; OLIVEIRA, 2016).
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5.11) Resultados da ancoragem molecular do sitio ativo da topo Il alfa co-
cristalizada com etoposideo e DNA, derivados de complexo de cobre.

Realizou-se a analise das interacdes dos residuos de aminoacidos e das bases
nitrogenadas através do ranqueamento dos valores de pontuagédo gerados por meio da
ancoragem molecular. Depois do ranqueamento, foram obtidas as poses de complexos
(cobre II) gerados pela funcdo pontuacdo ChemPLP. Em seguida, foram extraidas e
analisadas 10 poses de complexo de cobre que apresentaram maior nimero de
interacdes com os residuos do sitio ativo, assim como as que apresentaram maiores
valores de pontuacédo na funcéo de pontuacgéao validada para o sitio ativos do etoposideo.
Para estes complexos, foi realizada a analise criteriosa das interacfes de complexos
(cobre II) no sitio ativo da enzima, onde os resultados estdo representados na Tabela
13.
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Tabela 13. Interacéo dos 10 complexos de cobre frente aos residuos de aminoacidos do sitio do etoposideo (PDB ID: 5gwk F1).

: N° de
Ligante ChemPLP interagbes
S5gwk F_1
1E_2C 3D 4C 118,91 B
1D 2C 3D 4C 115,96 &
1B_2B 3D 4A 112,63 5
1D _2A 3D 4C 118,97 5
1C_2A 3D 4C 118,06 5
1B 2B 3D C4( 117,96 4
1A 2A 3D 4C 117,186 4
1D 2B 3D 4C 114,01 &
1A 2B 3D 4C 115,82 4
1B _2A 3D 4A 115,78 4
Ligante ChemPLP| . N° dE M7e6 M7e2 R487 G488| DGT 5763 D506 Y805
interagoes
S5gwk F_1

1E_2C 3D 4C 118,91 &

1D _2C 3D 4C 115,96 B

1B 2B 3D 4A 112,63 5

1D _2A 3D 4C 119,97 5

1C_2A 3D 4C 118,06 5

1B 2B 3D C4 | 117,96 4

1A_2A 3D _4C 117,16 4

1D_2B_3D_4C | 114,01 6 R

1A_2B 3D 4C 115,82 4

1B_2A 3D 4A | 11578 4 [ [ T

-Lig:u_‘:'l'u de hidrogénio clissica - Ligacio ( m-enxofre) - Hidrofabica (empilhamento x)

]:[Li.g:u_':i'u- de hidrogénio ndo classica - Hidrofobica (Sigma-r) I:[Hidrufd-bic:l (m-alquila, alquila-alguila)

-Ligm::i'u electrostatica (anion-m)
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(23) 1E_2C_3D_4C

Figura 115. InteragcBes entre o complexo 1E_2C 3D _4C (23) com os residuos de
aminoacidos e as bases do DNA. Interacdes de hidrogénio estao representadas em

azul.

Com base na Figura 115, pode-se observar que a carbonila pertencente a sulfona,
faz interac@o de hidrogénio classica com a amina do residuo de G488. Paralelamente,
verificou-se interacdo de hidrogénio ndo classica a partir da carbonila pertencente a
sulfona com o residuo de aminoacido deG462, da mesma forma acontece com o residuo
de R487, por outro lado, através da hidroxila do residuo de aminoacido de D463, verifica-
se interacdo de hidrogénio ndo classica com a metila substituida da sulfonamida. A base
pirimidica da citosina 8, realiza interagéo hidrofébica do tipo empilhamento-Tr através dos
anéis aromaticos derivado da isatina. Ocorre interacao de hidrogénio classica através do
oxigénio da isatina com a base pirimidica da citosina 8. Verifica-se interacédo hidrofébica
do tipo m-alquila através da trifenilfosfina com o grupo alquila do residuo de aminoacido
de M762. Ocorre interagao eletrostatica do tipo T-enxofre através da trifenilfosfina com
o residuo de aminoacido de M766. Observa-se interacdo de hidrogénio nao classica
através da trifenilfosfina com os orbitais T que acumulam concentragdes de carga no anel
aromatico da base pirimidica da citocina 8. Ocorre interacao de hidrogénio ndo classica
oriunda da fungdo amina substituida na tiossemicarbazona com os orbitais T que
acumulam concentragfes de carga no anel aromatico da base purinica da adenina 12.
Adicionalmente, a base purinica da guanina 13 faz interacdo hidrofébica do tipo
empilhamento-1 com o anel aromatico substituido da tiossemicarbazona. A cadeia lateral
do residuo de aminoacido deR487, liga-se ao anel aromatico da tiossemicarbazona
através de interagao hidrofébica do tipo t-alquila. Finalmente, verificou-se interacdo de
hidrogénio nao classico tipo 1 doador através do anel aromatico substituido da

tiossemicarbazona com o residuo de R487.
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(24) 1D_2C_3D_4C

Figura 116. Interacdes entre o complexo 1D_2C_3D_4C (24) com os residuos de
aminoacidos e as bases do DNA. Interacdes de hidrogénio estao representadas em

azul.

Os resultados ilustrados na Figura 116, mostra que a carbonila da sulfonamida,
faz interacdo de hidrogénio classica com o residuo de aminoacido de G488. A metila
substituida da sulfonamida, realiza interacdo de hidrogénio ndo classica com o grupo
hidroxila do D463, da mesma forma ocorre com a funcdo amida da sulfonamida
substituida, com a base pirimidica da timina 9. O anel aromatico da isatina interagem
com a base pirimidica da citocina 8 por interacao hidrofébica do tipo empilhamento T.
Verifica-se interacdo de hidrogénio nao classica do tipo t-doador através do anel
aromatico da trifenilfosfina com a base pirimidica da citosina 8. O residuo de aminoacido
deM766, realiza interacdo tipo T-enxofre com a trifenilfosfina. Adicionalmente, a
trifenilfosfina, faz interagéo hidrofébica do tipo 1T-alquila com a cadeia lateral do residuo
de aminoacido de M762. Ocorre interacdo hidrofébica do tipo empilhamento-1r através
da trifenilfosfina com a base purinica da adenina 12. Paralelamente, a amina substituida
da tiossemicarbazona faz interacdo de hidrogénio ndo classica com a base purinica da
adenina 12 e com residuo de aminoacido de R487. Por outro lado, verificou-se interacdo
hidrofobica do tipo empilhamento-1r, a partir da anilina substituida da tiossemicarbazona
com a base purinica guanina 13. Finalmente, verifica-se interagao hidrofébica do tipo -
alquila através da anilina pertencente da tiossemicarbazona com o grupo alquila do
residuo de R487.
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(25) 1B_2B_3D_4A

Figura 117. InteracBes entre o complexo 1B_2B_3D_4A (25) com os residuos de
aminoacidos e as bases do DNA. Interac6es de hidrogénio estédo representadas em

azul.

Na Figura 117, podemos observar que, amina substituida da tiossemicarbazona,
faz interacdo de hidrogénio classica com a carbonila da base pirimidica da timina 9. A
anilina substituida na amina da tiossemicarbazona, realiza interacéo hidrofébica do tipo
empilhamento-m1 com a base purinica da guanina 13. Adicionalmente, o residuo de
aminoacido de R487, faz interagao hidrofébica do tipo r-alquila e cétion-1m com a anilina
da tiossemicarbazona. Paralelamente, a cadeia lateral do residuo de aminoéacido de
R487, o corre interacao hidrofobica do tipo alquila com a trietilfosfina. A carbonila da
sulfonamida, faz interacdo de hidrogénio classica com a hidroxila do residuo de S763.
Verificou-se interacdo de hidrogénio ndo classica através da carbonila pertencente a
sulfonamida com o residuo de M762. A amida substituida da sulfonamida, realiza
interacdo de hidrogénio classica com a base purinicas da guanina 7, 0 mesmo ocorre
com a base pirimidica da citosina 8. O oxigénio da isatina realiza interacdo de hidrogénio
nao classica com a base pirimidica da timina 9. A morfolina substituida do ligante, realiza
interacdo de hidrogénio ndo classica com a base pirimidica da citosina 8, a mesma

interacdo corre com a carboxila do residuo de aminoacido de D541.
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(26) 1D_2A_3D_4C

Figura 118. InteracBes entre o complexo 1D _2A 3D _4C (26) com os residuos de
aminoacidos e as bases do DNA. Interac6es de hidrogénio estédo representadas em

azul.

Com base nos resultados da Figura 118, observou-se que a carbonila da
sulfonamida realiza interacao de hidrogénio nao classica com a base purinica da adenina
12. O residuo de aminoacido R487 faz interacdo de hidrogénio ndo classica com a
carbonila da sulfonamida, a mesma interacdo verifica-se com a metila substituida da
amida da sulfonamida com a base purina da adenina 12. Ocorre interagcdo hidrofobica do
tipo empilhamento-1r através do anel aromatico da isatina com a base purinica da
adenina 12 e com a base purica da guanina 13. O residuo de aminoacido de R487, faz
interagao hidrofébica do tipo m-alquila e cation-r com o anel aromatico da isatina. A
amina pertencente tiossemicarbazona realiza interacédo de hidrogénio ndo classica com
a base purinica da adenina 12. Ocorre interacéo eletrostatica do tipo anion-1r através do
anel aromatico substituido da amina da tiossemicarbazona com a base purinica da
guanina 13. O anel aromatico da trifenilfonina realiza interagédo do tipo 1-enxofre com o
residuo de M766. O anel aromético da trifenilfosfina faz interagdo hidrofébica do tipo
empilhamento-T com a base purinica da guanina 7. O anel aromatico da trifenilfosfina
realiza interacdo de hidrogénio nao classica com a funcdo amina da base pirimidica da
citosina 8. Ocorre interagdo hidrofébica do tipo t-alquila através do anel aromatico
presente na trifenilfosfina com o grupo alquila do residuo de M762. A base pirimidica da
timina 9 interagem com a piperidina através de interacdo de hidrogénio ndo classica.
Finalmente, verifica-se interagdo hidrofébica do tipo sigma-1r através do anel aromatico

da trifelfosfina com o residuo de aminoacido de M762.
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(27) 1C_2A_3D_4C

Figura 119. Interag6es entre o complexo 1C_2A_3D_4C (27) com os residuos de
aminoacidos e as bases do DNA. Interac6es de hidrogénio estdo representadas em

azul.

Com base no resultado apresentado na Figura 119, foi possivel analisar que
ocorre interacdo de hidrogénio classica através da carbonila na sulfonamida com o
residuo de R487. Adicionalmente, verifica-se interacdo de hidrogénio ndo classica
atraves da carbonila da sulfonamida com o residuo de R487, a mesma interacdo observa-
se com a base purinica da adenina 12. A amina substituida da tiossemicarbazona realiza
interac&o de hidrogénio classica com a base purinica da adenina 12. A anilina substituida
da tiossemicarbazona faz interacdo eletroestéatica do tipo anion-mr com a base purinica
guanina 13. As bases purinicas da adenina 12 e guanina 13 fazem interacdo do tipo
empilhamento-m com o anel aromatico da isatina. A cadeia lateral do residuo de R487
realiza interagcao hidrofébica do tipo tr-alquila com o anel aromatico da isatina. A
trifenilfosfina realiza interagcao hidrofébica do tipo m-alquila com a cadeia lateral do
residuo de aminoacido de M762. Ocorre interacdo de hidrogénio néo classica através da
subunidade piperidina com a carbonila da base pirimidica da timina 7, o mesmo verifica-
se a partir da trifenilfosfina com a base pirimidica da citosina 8. O anel aromatico da
trifenilfosfina faz interacao do tipo empilhamento-T com a base purinica da guanina 7. O
anel aromatico da trifenilfosfina realiza interacao do tipo 1-enxofre com o residuo de
M766. Finalmente, verifica-se interacdo hidrofobica do tipo 1-sigma através do anel

aromatico da trifelifosfina com o residuo de aminoacido M762.
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(17) 1B_2B_3D_4C

Figura 120. Interagdes entre o complexo 1B_2B 3D_4C (17) com os residuos de
aminoacidos e as bases do DNA. Interacdes de hidrogénio estao representadas em

azul.

A Figura 120, mostra interacdo de hidrogénio classica entre a carbonila
sulfonamida com o residuo de R487. A amida da subunidade sulfonamida, realiza
interacdo de hidrogénio classica com a carbonila da pentose da base purinica guanina
13, o mesmo ocorre com a hidroxila do residuo do E506. Ocorre interacdo de hidrogénio
nao classica através da carbonila da sulfonamina com a base purinica da adenina 12. As
bases purinicas da adenina 12 e guanina 13 fazem interacdo do tipo empilhamento-1r
com o anel aroméatico da isatina. A cadeia lateral do residuo de R487 realiza interacao
hidrofébica do tipo TT-alquila com o anel aromatico da isatina. A anilina substituida da
tiossemicarbazona faz interacdo eletroestatica do tipo anion-m com a base purinica
guanina 13. A amina substituida da tiossemicarbazona realiza interacdo de hidrogénio
classica com a base purinica da adenina 12. Ocorre interacao de hidrogénio néo classica
atraves da subunidade da morfolina substituida com a carbonila do residuo de R487. A
subunidade da morfolina faz interacdo de hidrogénio classica com a funcdo amina do
residuo de G488. O anel aromatico da trifenilfosfina faz interacdo do tipo empilhamento
T com a base purinica da guanina 7. O anel aroméatico da trifenilfonina realiza interacao
do tipo 1T-enxofre com o residuo de M766. Ocorre interagao hidrofébica do tipo 1T-alquila
através do anel aromatico presente na trifenilfosfina com o grupo alquila do residuo de
M762. Finalmente, observa-se interacdo de hidrogénio ndo classica através da

trifenilfosfina com a fungcdo amina da base pirimidica da citosina 8.
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(28) 1A_2A_3D_4C

Figura 121. Interacfes entre o complexo 1A 2A 3D_4C (28) com os residuos de

aminoacidos e as bases do DNA.

Os resultados apresentados na Figura 121, mostra a ocorréncia de uma interacao
de hidrogénio néo classica através da funcdo amina da base pirimidica da citosina 8 para
os orbitais T que acumulam concentragdes de carga no anel aromatico da trifenilfosfina.
O anel aromatico da trifenilfosfina realiza interagdo do tipo 1r-enxofre com o residuo de
M766. Ocorre interacdo do tipo empilhamento-1 através do anel aromatico derivado da
isatina com a base purinica da adenina 12 e guanina 13. O anel aromatico da
trifenilfosfina faz interacdo do tipo empilhamento T com a base pirimidica da timina 9.
Ocorre interagao hidrofébica do tipo - alquila através do anel aromatico presente na
trifenilfosfina com a cadeia lateral do residuo de M762. Ocorre interacdo eletroestatica
do tipo anion-1r através da amina substituida na tiossemicarbazona com o anel aroméatico
do grupo fosfato pertencente a base purinica guanina 13. Observou-se interacdo de
hidrogénio ndo classico através da subunidade piperidina com a pentose da base

pirimidica da timina 9.
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Figura 122. InteracBes entre o complexo 1D _2B 3D _4C (29) com os residuos de
aminoacidos e as bases do DNA. Interac6es de hidrogénio estédo representadas em

azul.

Com base na Figura 122, foi possivel observar interacdo de hidrogénio néo
classica através da carbonila pertencente a sulfonamida com a base purinica da adenina
12 e guanina 13. Ocorre interacdo do tipo empilhamento-1r através do anel aromatico
derivado da isatina com a base purinica da adenina 12 e guanina 13. A cadeia lateral do
residuo de R487 realiza interagao hidrofébica do tipo m-alquila com o anel aromatico da
isatina. O residuo de aminoé&cido de R487, faz interagcdo eletrostatica do tipo cétion-tr
com o anel aromatico da isatina. A anilina substituida da tiossemicarbazona faz interacéo
eletroestatica do tipo anion-m com a base purinica guanina 13. Ocorre interacdo de
hidrogénio classica entre o &tomo de nitrogénio da base purinica da adenina 12 com a
funcdo amina pertencente a tiossemicarbazona. A carbonila da base pirimidica timina,
realiza interacdo de hidrogénio ndo classica com a morfolina substituida. A subunidade
da morfolina realiza interacdo de hidrogénio néo classica com a hidroxila do residuo do
D463. Ocorre interagao hidrofébica do tipo m-sigma através do anel aromatico da
trifenlifosfina com o residuo de M762. O anel aromético da trifenilfosfina realiza interacéo
do tipo m-enxofre com o residuo de M766. O anel aromatico da trifenilfosfina realiza
interacdo do tipo empilhamento-T com a base purinica da guanina 7. Ocorre interacao
de hidrogénio né&o classica através do anel da trifenilfosfina com a fungéo amina da base
pirimidica da citosina 8. Finalmente, observa-se interagdo hidrofébica do tipo 1r-alquila
através do anel aroméatico presente na trifenilfosfina com a cadeia lateral residuo de
M762.
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Figura 123. Interacdes entre o complexo 1A 2B 3D_4C (30) com os residuos de
aminoacidos e as bases do DNA. Interacdes de hidrogénio estao representadas em

azul.

Os resultados na Figura 123, mostra interacao do tipo empilhamento-1r através do
anel aromatico derivado da isatina com a base purinica da adenina 12 e guanina 13.
Ocorre interacao eletroestatica do tipo anion-1r através da amina substituida com o anel
aromatico do grupo fosfato pertencente a base purinica da guanina 13. Verifica-se
interacdo de hidrogénio classica a partir da base purinica da adenina 12 com a funcéo
amina pertencente a tiossemicarbazona. O oxigénio pertencente a morfolina realiza
interacdo de hidrogénio ndo classica com a base pirimidica da timina 9. Ocorre interagédo
de hidrogénio nao classica do tipo T doador através do anel da trifenilfosfina com a fungéo
amina da base pirimidica da citosina 8. Observou-se interacdo hidrofébica do tipo -
alquila através do anel aromético presente na trifenilfosfina com o grupo alquila do
residuo de M762. O anel aromético da trifenilfosfina realiza interagéo do tipo -enxofre

com o residuo de M766.
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Figura 124. InteracBes entre o complexo 1B_2A 3D_4A (31) com os residuos de
aminoacidos e as bases do DNA. Interacdes de hidrogénio estao representadas em

azul.

Com ilustrado na Figura 124, observa-se interacdo de hidrogénio ndo classica
através do anel aromatico substituido na tiossemicarbazona com a funcdo amina do
residuo de R487. Alternativamente, houve interacédo de hidrogénio nao classica através
do substituinte piperidina com residuo de Y085. Ocorre interacéo do tipo empilhamento-
T através do anel aromatico substituido na tiossemicarbazona com a base purinica da
guanina 13. A cadeia lateral do residuo de amino&cido de R487, faz interacéo hidrofébica
do tipo alquila com a etila pertencente a fosfina. O residuo de aminoacido deR487, realiza
interacdo hidrofébica do tipo t-alquila com o anel aroméatico substituido na amina da
tiossemicarbazona. O oxigénio da base da isatina realiza interacdo de hidrogénio nao
classica com a base pirimidica da timina 9. A amida da sulfonamida faz interacéo de
hidrogénio classica com a funcdo amina da base pirimidica citosina 8. O mesmo acontece
para a base purinica da guanina 7. A carbonila da sulfonamida realiza interacdo de
hidrogénio classica com o residuo de S763. Finalmente, ocorre interacdo de hidrogénio
nao classica através da carbonila da sulfonamida com o residuo de S763 e o0 mesmo

ocorre com o residuo de M762.

Com base nos resultados obtidos no sitio ativo do etoposideo frente aos
complexos de cobre I, foi possivel observar subunidades estruturais que forneceram
maior numero de interacbes com os residuos e bases do DNA, sendo estas destacadas

a seguir Figura 125:
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Figura 125. Padréo de substituintes que demostraram maior nimero de interacoes.

Na Figura 125, mostra os padrbes de complexo de cobre Il que foram selecionados
por apresentarem maior numero de interacbes com os residuos do sitio ativo do
etoposideo, dentre eles tem como substituintes: 80% trifenilfosfina (Pink), 100% amina
substituida do anel aromatico (marrom), 40% piperidina (verde) e 80% as sulfonas (azul).
Tal padrao, esta relacionado com a presenca do grupo doador e aceptor de ligacédo de
hidrogénio, interacdes hidrofébicas e eletroestaticas do tipo de empilhamento-1r e
empilhamento-T que os anéis aromaticos realizam, interagbes do tipo T-enxofre e
interagc6es de hidrogénio nédo classica do tipo 17---H-C com os orbitais T que acumulam
concentracfes de carga nos anéis aromaticos e ainda, a presenca do substituinte N-
heterociclico possibilitou interagdo hidrofébica do tipo t-alquila (FOKOUE et al., 2020;
OLIVEIRA, 2016).

5.12) Potencial atividade dual frente as enzimas de catepsina (B e L) ou
ATP/etoposideo

Depois da andlise dos resultados obtidos através da ancoragem molecular, foi
possivel verificar que o complexo de paladio Il Bipy CHs_CI (6) Figura 126 apresentou
maior niumero de interacbes com os residuos de aminoacidos chaves no sitio ativo da
catepsina B e com residuos de aminoacidos das bases nitrogenadas de DNA do sitio do
etoposideo. Paralelamente, também se observou que o complexo de paladio
Fen_CHs_CI (8) Figura 127 apresentou interacdes com o0s residuos apontados para
atividade da enzima de catepsina L e para o sitio de ATP. Assim sendo, pode-se
considerar uma possivel inibicdo dual destes complexos frente as enzimas catepsina (B

e L) e a enzima topoisomerase lla.
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Figura 126. Complexo de paléadio Bipy_CH3_CI (6), que obteve interacdo com o0s
residuos de aminoacidos nos sitios de catepsina B e no sitio de etoposideo.
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Figura 127. Complexo de paladio Fen_CH3_CI (8), que obteve interacdo com 0s

residuos de aminoacidos nos sitios de catepsina L e no sitio de ATP.

De forma similar, foram analisados 19 complexos de cobre Il, ancoradas no sitio
ativo das catepsinas B e L, onde foi possivel observar que os complexos de cobre
1B_2B_3D_4A (25) e 1E_2A_3D_4A (18) apresentaram interagdes relevantes com o0s

residuos de aminoacidos dessas enzimas como apresentadas na figura

O32_NH, Wwig
G198 g7 g )
N -
- =N" \-NH
'/\NNN \,&'Ju-S»—
« 0 ~CH
G141 ke \CH, *
A173‘ ' / (25) 1B_2B_3D_4A
a
PDB:1GMY PDB:2XU1

Figura 128. Complexo de cobre 1B_2B 3D_4A (25) que obteve interacdo com os
residuos de aminoacidos nos sitios de catepsina B e L.
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Figura 129. Complexo de cobre 1E_2A 3D_4A (18) que obteve interacdo com os

residuos de aminoacidos nos sitios de catepsina B e L.

6. ANCORAGEM MOLECULAR DAS SUBSTANCIAS DA LITERATURA

Incialmente, usou-se os softwares de FTsite e FTmap para identificar os sitios
de ligacao e tipos de interacBes com os residuos relevantes a uma distancia menor de
5A da enzima catepsina B e L. Estes servidores usam pequenas moléculas organicas
Anexo 7, para identificar as regides de maior contacto, geralmente as regibes mais
populosas ou de maior contacto, tendem a ser o sitio de ligacdo da biomacromolécula
(Ngan et al., 2012).

Segundo os resultados apresentados na Figura 130, o FTsite na enzima da
catepsina B, identificou trés regides distintas, em que a regido mais populosa esta
representado em (marrom), onde observou-se residuos de aminoacidos que encobertam
o sitio ativo, tais residuos aminoacidos, estédo representados em: dois residuos cataliticos
(C25 e H199), e ndo cataliticos: sete (G24, G27, G73, G74, G121, G197 e G198) duas
(H110 e H111), duas (A173 e A200), duas (C26 e C119), dois (W30 e W221), uma
(M196), uma(V176), uma (P76), uma (Y75), uma (T120), uma (Q23) e uma (S25). Por
outro lado, podemos verificar a segunda regido populosa representado em (verde)
Figura 130, onde o sitio de ligacdo esta encoberto por residuos de aminoacidos tais
como: R21, L93, 120, T223, N222, D22, P107 e Y94. Finalmente, observa-se a regiao
menos populosa representado por azul na Figura 130, € rodeado de residuos de E133,
P102, Y103, S104, E57, R101, C100. Paralelamente a Figura 131, mostra o volume do
sitio ativo da catepsina B.
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Figura 130. Sitio ativos identificados pelo Ftsite da enzima catepsina B (PDB 1GMY),

os aminoacidos representados estdo a uma distancia menor de 5A.

Figura 131. O volume do sitio ativo = 347 A da catepsina B PDB ID (1GMY)

representado €em roxo.

Assim terminada a analise do sitio ativo da catepsina B, foi realizada analise dos
resultados da catepsina L, onde foi identificado a regido mais populosa representado em
(verde), como vista na Figura 132, onde foi possivel observar que a presenca de dois
residuos cataliticos (H163 e C25) e néo cataliticos: trés (G67, G68, G164), dois de (M70,
M161), um de (D162), um de (W26), um de (L69), um de (1136), um de (A1l35).
Adicionalmente, verificou-se a partilha de residuos de aminoacidos de (C25 e D162), a
partir da regido mais populosa com a segunda regido populosa como ilustrado na Figura
132, esta aproximacao é suficiente ao ponto de partilharem o ligante. A regido populosa
em (marrom), esta representado por residuos néo cataliticos tais como: dois de (G20 e
G139), dois de (Q19 e Q21), e um residuo de aminoacido respetivamente de (W189,
C22, S24, N18, A138 e S188). Finalmente, foi identificado a regido menos populosa



142

representado em azul. Paralelamente, na Figura 133 observa-se o valor do volume do

sitio ativo da enzima de catepsina L.

Figura 132. Regibes de sitio ativo identificado pelo FTsite da enzima catepsina L (PDB

2XU1), os aminoéacidos representados estdo a uma distancia menor de 5A.

Figura 133. Volume do sitio ativo = 154 A da catepsina L PDB ID (2XU1), representado
em verde e em roxo.

De forma similar, fez-se o célculo usando o software de FTMap, onde foi possivel
verificar os resultados agrupados em consenso Cs, em formato de bastfes. Os solventes
organicas usados para o célculo, levam em consideracdo o tamanho, forma e polaridade,
com isso, foi possivel identificar varias formas de interacdo dos residuos de aminoacidos
no sitio ativo das proteinas. De acordo com os resultados apresentados na Figura 134,
a cavidade 1 foi a que apresentou maior afinidade de ligagdo com os solventes organicos,
estes resultados quando relacionados com os resultados adquiridos pelo FTSite, leva-

nos a concluir que as regides mais populosas tendem a ser a cavidade de interesse.
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Bolsado 2

Figura 134. Sitios ativos do calculo de sondagem do FTMap no sitio da catepsina B
(PDB ID: 1gmy). O bolsdo 1 apresentou melhor afinidade ao se ligar com os com maior

numero de solventes.

Adicionalmente, o FTMap identificou os residuos com maiores probabilidades de
realizarem interacdes de hidrogénio e interacdes hidrofébicas, entretanto, no Gréfico 2,
sdo ilustrados os residuos de aminoacidos que realizam interagcbes de hidrogénio
classica, paralelamente no Gréafico 3, sdo observados residuos de aminoacidos que
realizam interacBes hidrofébicas. Os resultados tedricos da triagem do FTMap no sitio
ativo da catepsina B, quando comprados com os resultados de ancoragem molecular dos
ligantes da literatura, mostram uma consisténcia dos resultados, onde nota-se interagdes
de ligacBes de hidrogénio envolvendo os seguintes aminoacidos, Q23, C29, G74, H110,
H111, H199, G198 e W211, assim como o servidor FTMap previu. Do mesmo modo, foi
observado para os aminoacidos que fazem interacdes hidrofébicas, onde os resultados
do FTMap, mostrou uma similaridade nos resultados.
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Gréfico 2. amino&cidos com interacdes de hidrogénio, % acima de 3,9 representam
aminoé&cidos com probabilidade maior de realizarem intera¢ges de hidrogénio.
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Grafico 3. aminoacidos com interacdes hidrofobicas, % acima de 2,7 representam

aminoacidos com probabilidade maior das suas cadeias realizarem hidrofébicas.
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Na catepsina L, o FTMap mostrou resultados similares aos da catepsina B, visto que o
resultado da Figura 135, mostrou maior afinidade através de solventes organicos

padronizados no software com a cavidade ou bolséo 1.

Bolsao 3

Bolsao 1

Bolséo 2

Figura 135. Principais sitios ativos do calculo da sondagem do FTMap no sitio da
catepsina L (PDB ID: 2xul) localizados em trés bolsfes. O bolsdo 1 apresentou melhor

afinidade ao se ligar com os com maior nimero de solventes.

No Grafico 4, sdo mostrados os residuos de aminoacidos que realizam interacdes
de hidrogénio classica de acordo com os resultados obtidos pelo FTMap. De outro lado,
no Gréafico 5, sado ilustrados os residuos de aminoacidos que realizam interacdes
hidrofébicas. Comparado os dados tedéricos fornecidos pelo FTmap com os resultados

computacionais dos ligantes da literatura, constatou-se que ha uma similaridade das

1 61 91
# 3| i

Q19 C25 G68 D162 H163 W189 S216
Amlno ACIdlD

interacodes.

% H-bond contacts
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Gréfico 4. Aminoacidos com interacdes de hidrogénio, % acima de 7 representam

aminoé&cidos com probabilidade maior de realizarem interagdes de hidrogénio.
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Gréfico 5. aminoacidos com interacdes hidrofobicas, % acima de 3 representam

aminoacidos com probabilidade maior das suas cadeias realizarem hidrofobicas.

Depois da andlise dos resultados de FTSite e FTMap, seguiu-se a etapa de
ancoragem molecular de substancias da literatura frente a enzima da catepsina B, co-
cristalizada com a dipeptidel nitrila (PDB ID: 1GMY). Assim sendo, foram descritos abaixo
as cinco substancias da literatura que interagiram com o maior nimero de aminoacidos

do sitio ativo e que apresentaram melhores valores de pontuacdo (GREENSPAN et al.,

2001).

: NP
\O/" \ tye \
\ E122 He' '\

7a_a
Figura 136. ligante da literatura no sitio ativo da catepsina B com Ki = 21.0+6 nM
(DRAG et al., 2013).
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Com base no resultado apresentado na Figura 136, observa-se que a carbonila
pertencente a fosfato faz interagédo de hidrogénio classica com a fungcao amida do residuo
de Q23, a mesma interagdo verifica-se com a amina do anel imidazélico do residuo de
H199. A hidroxila do ligante realiza interacdo de hidrogénio classica com o grupo
carbonilico do residuo de G198, a mesma interacao viu-se com o anel imidazolico do
residuo de H199. Ocorre interacao de hidrogénio néo classica através do anel imidazélico
do residuo de H199 com a carbonila pertencente a fosfato. Verifica-se interacdo de
hidrogénio através da carbonila do residuo de G198 com o grupo amida do ligante.
Observou-se interacdo de hidrogénio nédo classica entre o residuo de G197 com a
carbonila do ligante, 0 mesmo ocorre com os residuos de E122 e H199. Ocorre interacao
hidrofébica do tipo -Alquila através do anel aromatico do residuo do W30 com o grupo
alquila do ligante o0 mesmo tipo de intera¢@o ocorre com anel imidazélico do residuo de
H199. Ocorre interacao hidrofébica do tipo alquila através da cadeia lateral do residuo da
V176 com o grupo alquila do ligante. Finalmente, houve interagao hidrofébica do tipo -
Alquila, através do anel de cinco membros pertencente a W221 com o grupo etila
pertencente a fosfato.

7b_b
Figura 137. ligante da literatura no sitio ativo da catepsina B com Ki= 60.0 +5nM
(DRAG et al., 2013).

Os resultados apresentados na Figura 137, mostra interagdo de hidrogénio
classica a partir da carbonila do residuo de G198 com o grupo amida do ligante. A
carbonila do ligante realiza interacdo de hidrogénio classica com a ligacdo amidica do
residuo de G73, 74. A funcdo amina do residuo de G73, faz interacdo de hidrogénio néo
classica com a carbonila do ligante, 0 mesmo acontece com o residuo de aminoacido de
W30. Ocorre interacdo de hidrogénio classica através do ligante com a carbonila do

residuo de G74. O oxigénio do grupo fosfato, realiza interacéo de hidrogénio classica
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com o grupo amida do residuo de Q23. Finalmente, verificou-se interacéo hidrofébica do
tipo alquila entre o grupo alquila do ligante e com a cadeia lateral do residuo de V176, o
mesmo ocorre com o residuo de M196.

Figura 138. ligante da literatura no sitio ativo da catepsina B com Ki= 167,0 nM Chembl
169448 (KIM et al., 2004).

Na Figura 138, verifica-se interacdo de hidrogénio ndo classica através da
carbonila do residuo de G74 com o ligante (169448). Ocorre interacao hidrofébico tipo
empilhamento amida-1r através do anel aromatico do ligante com a ligacdo peptidica
entre os residuos da G73 e 74. O residuo de aminoacido de G198, realiza interacéo de
hidrogénio classica, com a amida do ligante (169448). Verificou-se interacdo hidrofébico
tipo empilhamento amida-Tr através do anel aromatico do ligante com a ligagao peptidica
dos residuos da G198-H199. A carbonila pertencente ao residuo de M196, realiza
interacdo de hidrogénio através da funcao amida do ligante (169448). As cadeias laterais
de residuos de aminoacidos de A173 e V176 fazem interagdes hidrofobica tipo 1-alquila,
com o anel aromatico do ligante (169448). O grupo carboxilato do residuo de E245, faz

interacdo de hidrogénio ndo classica com a piperina do ligante (169448).

Figura 139. ligante da literatura no sitio ativo da catepsina B com Ki= 7,0 nM ChemBL
171403 (KIM et al., 2004).
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Com base na Figura 139, foi possivel observar interacdo de hidrogénio classica
através da carbonila do residuo de G198 com a funcdo amida do ligante (171403), o
mesmo ocorre através do residuo do aminoacido de N72. A fungcdo amina do residuo de
G74, realiza interacdo de hidrogénio com a carbonila do ligante (171403). Ocorre
interacdo de hidrogénio ndo classica através da carbonila do ligante (171403) com o0s
residuos da G73 e com o residuo de W30. Verificou-se interagdo hidrofébica tipo 1r-
alquila através do anel aromatico pertencente ao ligante (171403) com a cadeia lateral
do residuo de A173. Finalmente, ocorre interagdo hidrofobica tipo alquila, através da

cadeia lateral do residuo de C29 com a metila do ligante (171403).

Figura 140. ligante da literatura no sitio ativo da catepsina B com Ki= 12,0 nM ChemBL
172456 (KIM et al., 2004).

Os resultados mostrados na Figura 140, ilustram interac&o de hidrogénio classica
através da carbonila do residuo de G198 com a funcédo amida do ligante (172456), o
mesmo ocorre através do residuo do aminoacido deN72. A funcédo amina do residuo de
G74, realiza interacdo de hidrogénio classica com a carbonila do ligante (172456). Ocorre
interacdo de hidrogénio ndo classica através da carbonila do ligante (172456) com o0s
residuos da G73 e com W30. A carbonila do residuo de G74 realiza interacdo de
hidrogénio ndo classica com a metila da subunidade éster do ligante (172456).
Finalmente, verifica-se interagcdo de hidrogénio classica através do oxigénio da

subunidade metil éster do ligante (172456) com a funcéo amina do residuo de A200.
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Para a estrutura da catepsina L, co-cristalizada (2S,4R)-1-[1-(4-
clorofenil)ciclopropil-carbonil-4-(2-clorofenil)sulfonil-N-[1-(iminometil)ciclopropil-
pirrolidina-2-carboxamida (PDB ID: 2xul), foram descritos abaixo as cinco substancias
da literatura que interagiram com o maior numero de aminoacidos do sitio ativo e que

apresentaram melhores valores de pontuacdo (HARDEGGER et al., 2011).

Figura 141. ligante da literatura no sitio ativo da catepsina L com Ki= 1 nM ChemBL
169448 (KIM et al., 2004).

Os resultados apresentados na Figura 141, mostram que a carbonila do residuo
de D162 realiza interacdo de hidrogénio com a amida do ligante (169448). O mesmo
verifica-se através da carbonila do ligante com a funcdo amida do residuo de GG68.
Observou-se interagéo hidrofébica do tipo t-alquila através da cadeia lateral do residuo
de A135 com o anel aromético do ligante (169448). A carbonila do residuo de G68 e do
residuo do aminoacido de D162, realizam interacdo de hidrogénio nao classica com o
ligante 169448. Ocorre interacdo de hidrogénio ndo classica através do residuo de G67
com a carbonila do residuo do ligante 169448. A carbonila do residuo de A138, realiza
interacdo de hidrogénio ndo classica com o ligante 169448. Finalmente, verificou-se
interacdo de hidrogénio ndo classica através do grupo tiol do residuo de C25 com a
carbonila do ligante 169448.

GG1§ L M70 ?\)\
: A214Q/ S i

Figura 142. ligante da literatura no sitio ativo da catepsina L com Ki= 1 nM ChemBL
171403 (KIM et al., 2004).
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Com base no resultado da Figura 142, foi possivel observar uma interacdo de
hidrogénio classica através da amina do residuo de M70 com o ligante (171403). Verifica-
se interagdo de hidrogénio ndo classica a partir do residuo de L69 com a carbonila do
ligante (171403). A carbonila do residuo de G68, realiza interacdo de hidrogénio com a
amida do ligante (171403). O residuo de G68, faz interacdo de hidrogénio néo classica
com o ligante (171403), a mesma interagdo verifica-se com o residuo de G61. Observa-
se interagao hidrofébica tipo t-alquila através da cadeia lateral do residuo deL69 com o
anel aromatico do ligante, 0 mesmo acontece com o residuo de A214. realiza interagao
hidrofébica do tipo alquila através da cadeia lateral do residuo de A135 com o grupo
metila do ligante (171403), a mesma interacdo verifica-se com o residuo de C25.
Paralelamente, ocorre interacdo de hidrogénio néo classica através do residuo do E63
com a subunidade de piperidina do ligante (171403).

£ Q.

W198

—Jym161 i

Figura 143. ligante da literatura no sitio ativo da catepsina L com Ki= 5 nM ChemBL
203052 (ALPER et al., 2006).

O resultado representado na Figura 143, mostra interacdo de halogénio através
da carbonila da M161 com fldor substituido no anel aromatico. A amina do residuo de
C25, realiza interacéo de hidrogénio com a carbonila do ligante (203052). A carbonila do
residuo do D162 realiza interacdo de hidrogénio com a amida do ligante (203052), o
mesmo acontece com o residuo de N66. O residuo de G23, realiza interacdo de
hidrogénio néo classica com o ligante (203052), o mesmo acontece com o residuo de
N66. Ocorre interagao hidrofébica tipo 1r-alquila através da cadeia lateral do residuo de
C25 com anel aromético do ligante (203052). O anel de cinco membros do residuo do

W189, realiza interagao hidrofébica do tipo 1r-alquila com o ligante (203052).
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Figura 144. ligante da literatura no sitio ativo da catepsina L com Ki= 75 nM ChemBL
212176 (TULLY et al., 2006).

Com base na figura Figura 144, foi possivel observar que carbonila do residuo de
D162 realiza interacdo de hidrogénio com a amida do ligante (212176). O mesmo verifica-
se através do oxigénio do ligante com a funcdo amina do residuo de G68. Ocorre
interacdo de hidrogénio ndo classica através do residuo de G67, G139 com o ligante
(212176). A carbonila do residuo do D162, realiza interacdo de hidrogénio néo classica
com o ligante (212176). Observou-se interacdo de halogénio através do atomo de flior
substituido no ligante (212176) com a carbonila do residuo de H140 e o residuo de A138.
Verificou-se interacdo hidrofébica do tipo alquila através da cadeia lateral do residuo de
L144 com o ligante. Paralelamente, ocorre interagcdo hidrofébica do tipo 1-alquila através
do anel aromatico do ligante a cadeia lateral do residuo de A138. Observa-se interacao
hidrofébica do tipo m-alquila através do anel de 6 membros com a cadeia lateral do
residuo de A135. Ocorre interacao de hidrogénio nado classifica através da carbonila do
residuo do D162 com o ligante (212176), a mesma interacao verifica-se com a amina do
residuo do W26. Adicionalmente verifica-se interacao hidrofébica do tipo amida-1r através

da ligacao peptidica do residuo de H163 e G164.

Figura 145. ligante da literatura no sitio ativo da catepsina L com Ki= 45 nM Chembl
386383 (TULLY et al., 2006).

Os resultados ilustrados na figura Figura 145, mostra interacao hidrofobica do tipo
alquila através da cadeia lateral do residuo deL144 com o ligante (386383). Verifica-se

interacao hidrofdbica do tipo t-alquila através do anel aroméatico do ligante (386383) com
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a cadeia lateral do residuo de A138. Observa-se interacdo de hidrogénio nao classica
através do residuo de G67, G139 com o ligante (386383). A carbonila do residuo do
D162 realiza interacéo de hidrogénio com a funcao amida do ligante (386383), a mesma
interacdo ocorre com o residuo de G68. Observou-se interagdo hidrofébica do tipo -
alquila através do anel aromatico do ligante com a cadeia lateral do residuo de A138.
Finalmente, ocorre interacdo de halogénio através do atomo de fluor substituido no
ligante (386383) com a carbonila do residuo de A138.

Com tudo, para a catepsina B, co-cristalizada com o dipeptidel nitrila, obteve-se
as seguintes propor¢cdes dos ligantes da literatura com os residuos do sitio ativo
mostradas na Tabela 14.

Tabela 14. Proporcgdes (%) das interacdes dos ligantes da literatura, com os residuos

de aminoéacidos do sitio ativo da catepsina B.

Al173 G73-G74 W30 G198 Q23 C29 G27

Muito ativos 14% 0% 71% 95% 71% 42% 14%
Ativos 33% 33% 0% 33% 0% 33% 33%
Pouco

. 17% 0% 0% 25% 33% 8% 8%
ativos
Inativos 0% 0% 11% 0% 55% 9% 0%

Com base na Tabela 2, pode-se observar que os ligantes (substancias da
literatura), classificadas como muito ativas, 95% dessas substancias fazem interagdes
com o residuo de G198, e quando o nivel de atividade vai baixando os ligantes ou
substancias da literatura, as intera¢des ficam mais fracas.

A mesma analise em relacdo dos ligantes (substancias da literatura), foi feita no
sitio ativo da catepsina L, onde observou-se, através da Tabela 15 que as substancias
da literatura classificadas como muito ativas, e inativos tiveram interagbes com o0s
residuos de aspartato (D162), glicina 68 (G68), e cisteina 25 (C25).



154

Tabela 15. Proporcdes (%) das interacdes dos ligantes da literatura, com os residuos

de aminoacidos do sitio ativo da catepsina L.

Al135 A214 D162
Muito

. 48% 3% 90%
ativos

Ativos  44% 6%  63%
Pouco
_ 50% 20% 75%
ativos

Inativos 100% 0% 100%

G68

69%

63%

60%

67%

G67

62%

75%

70%

67%

C25

59%

88%

65%

33%

G61

10%

13%

10%

33%

Q19
17%
19%
15%

33%

H163

24%

31%

25%

33%

W26

38%

56%

35%

76%

M161

3%

6%

10%

0%

Dessa forma, foi possivel concluir através das relacbes demonstradas acima que 0s

residuos chaves de ambos o0s sitios ativos da catepsina B e L, apresentam propor¢cdes

significativas com os ligantes da literatura classificados com “muito ativos”,

ativos”,

“pouco ativos” e “inativos” do mesmo modo, foi verificado as mesmas interagbes com os

complexos de cobre e paladio (Il) ranqueados pelo modelo in silico.
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7. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

A funcdo de pontuacdo que apresentou melhor orientacdo do ligante co-
cristalizado na enzima de catepsina B foi a ChemPLP e na enzima de catepsina L foi a
GoldScore. Durante as analises dos resultados da ancoragem molecular, foi possivel
observar que 95% das interacdes foram reproduzidas em ambas as enzimas. A fungao
de pontuacao que apresentou melhor resultado no sitio ativo de etoposidéo e no sitio de
ATP foi a ChemPLP. Os resultados da ancoragem molecular dos 32 complexos (20
complexos de cobre e 12 complexos de paladio), mostraram bons resultados em ambos
0s sitios de ativos, pois elas conseguiram interagir com os residuos da C29 e H199 para
a catepsina B, C25 e H159 para catepsina L, Y805, M766, M762 e as de DNA no sitio de
etoposideo, K378 e N150 para o sitio de ATP. No modo geral os complexos de paladio
de forma aberta com ligantes de bipiridina e fenantrolina, conseguiram realizar interagdes
com aminodcidos descritos na literatura, favorecendo interacdes favoraveis entre os
ligantes e os aminoacidos dos sitios das catepsinas (B-L) e do sitio ativo da

topoisomerase.

A molécula de agua pertencente ao complexo de palddio no sitio ativo da
catepsina L e no sitio da topoisomerase, faz interacdo de hidrogénio classica com os
residuos de aminoacidos destacados pela literatura. Os complexos de cobre II, no geral
conseguiram realizar interacdes com os residuos de aminoacidos presentes nos sitios
ativos. No entanto, os complexos (6,8, 18 e 25) tiveram melhor ranqueamento e
interagiram com os residuos de amino&cidos conservados do sitio ativo de ambos os
receptores catepsinas (B, L) e topoisomerases Il alfa, portanto, pode-se considerar uma
possivel inibicdo dual destes complexos frente as enzimas catepsina (B, L) e a enzima

topoisomerase lla.

O modelo computacional apresentou excelente desempenho quanto as suas
predicdes, sendo que a analise dos ligantes da literatura revelou as interacées com 0s
residuos dos sitios ativos, sendo os residuos de G198, W30, A173 e Q23 para o sitio da
catepsina B e D162, G68, W26, G76 no sitio ativo da catepsina L.
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9. ANEXOS
Anexo 1. Estrutura dos 20 complexos de Cobre triados nos sitios de topoisomerase
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Anexo 2. Estrutura dos 12 complexos de paléadio obtidos num trabalho recente
no grupo de pesquisa do laboratério de quimica inorganica do Prof. Adelino Godoi Neto

pela doutoranda Barbara Regina Santos Feitosa.
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Anexo 3. Grafico de Ramachandran para enzima da catepsina L co-cristalizada com
Nitrila (PDB ID: 2XU1) e o mostrando a distribuicdo dos residuos nas regides,

favoraveis, permitidas e ndo permitidas.
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Anexo 4. Grafico de Ramachandran para enzima da catepsina L co-cristalizada

com dipipedil Nitrila (PDB ID: 1GMY) e o mostrando a distribuicdo dos residuos nas

o
|

Psi (Degrees)

_45 -

-90

-1354

regioes, favoraveis, permitidas e ndo permitidas

~b

a
-

-b

-180

-135

0 4s 20
Phi (Degrees)

135

180

Anexo 5. Grafico de Ramachandran para o dominio ATPase da Topo lla humana,

ligada ao ANP (PDB ID: 1ZXM) e o mostrando a distribuicdo dos residuos nas regides,
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Anexo 6. Grafico de Ramachandran para enzima Topo lla co-cristalizada com
DNA e o etoposideo (PDB ID: 5GWK), mostrando a distribuicdo dos residuos nas

regides, favoraveis, permitidas e ndo permitidas.
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Anexo 7. Estrutura dos 16 solventes organicos usados para calculo de triagem
no FTmap E FTsite.
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Anexo 8. 32 substancias da literatura com atividade frente as catepsinas B.
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Anexo 9. 68 substancias da literatura com atividade frente as catepsinas L.
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Anexo 10. Tabela de simbolos de 1 letra de aminoacidos.
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Aminoacido Abreviatura de 3 letras Simbolo
Alanina Ala A
Cisteina Cys C
Acido aspartico Asp D
Acido glutdmico Glu E
Fenilalanina Phe F
Glicina Gly G
Histidina His H
Isoleucina lle I
Lisina Lys K
Leucina Leu L
Metionina Met M
Asparagina Asn N
Prolina Pro P
Glutamina GlIn Q
Arginina Arg R
Serina Ser S
Treonina Thr T
Valina Val \
Triptofano Trp W
Tirosina. Tyr Y




