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RESUMO

A abordagem computacional no planejamento e desenvolvimento de novos farmacos
esta relacionada ao entendimento a nivel molecular do alvo sob estudo. A compreenséo
das interagBes proteina-ligante serve como um guia para planejar e desenvolver
potenciais ligantes. Sob este ponto de vista, este trabalho foi realizado com o uso de
métodos computacionais em alvos moleculares envolvidos em trés doencas. Na primeira
parte, o estudo in silico foi aplicado para as enzimas NS3-4A e NS5B pertecentes ao
virus da hepatite C. A decomposicdo de energia e os tipos de interacfes quando
comparados ao farmaco telaprevir sugerem que trés ligantes ttm um maior potencial
para inibir a proteina NS3-4A. No entendimento sobre o comportamento molecular o
estudo com a enzima NS5B na presenca e na auséncia dos fons Mg?* demonstrou que a
interacdo desta enzima com o farmaco sofosbuvir é mais efetiva na presenca de Mg®* no
sitio ativo. Este resultado foi aplicado na busca por novos ligantes de NS5B onde foi
encontrado um ligante com melhor interacdo do que o farmaco sofosbuvir. Na segunda
parte, a enzima quinase PKC( presente na via metabdlica do cancer de cabega e pescoco
teve sua estrutura 3D predita por modelagem por homologia. O docking molecular do
modelo da PKC({ foi realizado com 10 moléculas presentes no latex de Euforbia
tirucalli L. devido a sua acdo anticancer. Os resultados demonstraram que as moléculas
eufol, R-sitosterol e taraxasterol podem ser candidatos promissores no desenvolvimento
de candidatos a novos farmacos com acdo anticancer. Na terceira parte, foi realizado um
estudo por modelagem por homologia, docking e dindmica molecular com as cisteino
proteases de Llacysl, T. cruzi e cruzaina de Leishmania amazonensis, respectivamente,
com trés derivados de benzofenonas. Os resultados demonstraram que as intera¢fes dos
derivados de benzofenonas com a Llacysl e cruzaina ocorrem no mesmo sitio de
ligagéo na superficie das enzimas, sugerindo que duas benzofenonas s&o promissoras na
inibicdo de cisteino proteases. Portanto, os resultados desses estudos mostraram o poder
das técnicas de quimica computacional no entendimento de fenémenos a nivel
molecular e trouxeram novas perspectivas para o tratamento da hepatite C, cancér de

cabeca e pescoco e leishmaniose.

Palavras chave: Métodos computacionais. Virus da hepatite C. Cancer de cabeca e
pescogo. Leishmaniose.



ABSTRACT

The computational approach in the planning and development of new drugs is related to
the molecular understanding of the target under study. The understanding of protein-
ligand interactions serves as a guide to plan and develop potential binders. From this
point of view, this work was accomplished with the use of computational methods in
molecular targets involved in three diseases. In the first part, the in silico study was
applied to the enzymes NS3-4A and NS5B pertaining to the hepatitis C virus. The
energy decomposition and the types of interactions when compared to the drug
telaprevir suggest that three ligands have better potential to inhibit the NS3-4A
protein. In the understanding of the molecular behavior, the study with the NS5B
enzyme in the presence and absence of Mg®* ions showed that the interaction this
enzyme with the drug sofosbuvir is more effective in the presence of Mg?* in the active
site. This results was applied in the search for new ligands of NS5B where a ligand with
better interaction than the drug sofosbuvir was found. In the second part, the enzyme
kinase PKC { present in the metabolic pathway of head and neck cancer had its 3D
structure predicted by homology modeling. The molecular docking of the PKC ¢ model
was performed with 10 molecules present in the latex of Euforbia tirucalli L. due to its
anticancer action. The results demonstrated that eufol, B-sitosterol and taraxasterol
molecules may be promising candidates for the development of new anticancer drugs in
head and neck tumors. In the third part, the study was performed with cysteine proteases
of Llacysl, T. cruzi and cruzain of Leishmania amazonensis, respectively, with 3
benzophenone derivatives. The results demonstrate that the interactions of
benzophenone derivatives with Llacysl and cruzain occur at the same binding site on
the surface of the proteins, suggesting that two benzophenone are promising in
inhibiting cysteine proteases. Therefore, the results of these studies showed the power
of computational chemistry techniques in the understanding of phenomena at the
molecular leves and brought new perspectives for the treatment of hepatitis C, head and

neck cancers and leishmaniasis.

Key words: Computational methods. Hepatitis C virus. Head and neck cancers.

Leishmaniasis.
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1 INTRODUCAO

Atualmente, o desenvolvimento de novos farmacos é sem divida uma das tarefas
mais dificeis da ciéncia. O desenvolvimento de novos medicamentos impulsionado
pelos esforgos combinados da industria farmacéutica, empresas de biotecnologia,
pesquisadores e outros setores publicos e privados é um processo muito complexo que
exige interdisciplinaridade. Este conjunto produziu ndo apenas uma melhoria geral na
salde a partir da descoberta de novos farmacos mais eficazes, mas contribuiu para o
avanco da ciéncia, impulsionando o desenvolvimento de ferramentas complexas e

técnicas mais precisas para a descoberta e aperfeicoamento de novas moléculas ativas

[1].
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Figura 1 - Representacdo esquematica do protocolo comumente seguido durante o processo de desenho de
farmacos, na qual a estrutura da proteina alvo é conhecida ou pode ser modelada. As etapas
entre parénteses nem sempre sdo realizadas e as sombreadas de cinza podem ser incorporadas
nas simulagGes por dindmica molecular.

Fonte: [1].

O desenho de farmacos baseado em estrutura tornou-se uma tecnologia
altamente desenvolvida e utilizada nas maiores empresas farmacéuticas. A modelagem
molecular por homologia é uma ferramenta chave que é caracteristica de um esforco

integrado no descobrimento de novos farmacos, porque ela permite que as informacdes



gendmicas sejam utilizadas na proposicdo de modelos dos alvos moleculares e que
permitem a busca de ligantes como também na engenharia de especificidade de ligantes
[6]. Entre as técnicas mais importantes utilizadas em conjunto com a modelagem
molecular para determinar moléculas inibidoras estdo o docking e a simulacdo por
dindmica molecular (DM). Se a estrutura do alvo protéico é conhecida, entdo a
aplicacdo é essencialmente um desenho de farmaco baseado na estrutura, onde o
processo na descoberta de novos farmacos geralmente segue um procedimento bem
estabelecido mostrado esquematicamente na figura 1 [1].

Estes métodos tém objetivos relacionados, tais como: procurar identificar a
localizacdo do sitio de ligacdo do ligante e a geometria do ligante neste sitio. Seu
emprego possibilita a classificacdo de uma série de ligantes relacionados em termos de
sua afinidade ou avaliar a energia livre de ligacdo absoluta tdo precisamente quanto
possivel [6]. O docking molecular é uma técnica rapida que pode ser usada para varrer
bibliotecas com grande nimero de compostos e reduzir esta quantidade, e a simulagédo
de DM pode ser aplicada as moléculas selecionadas por docking. Além disso,
simulacdes de DM podem ser empregadas na preparacao da proteina receptora antes do
docking, para otimizar sua estrutura incorporada com a flexibilidade; para o refinamento
dos complexos ancorados, incluindo efeitos de solvente; para calcular energia livre de
ligacdo, fornecendo uma classificagdo precisa dos potenciais ligantes, e no mais recente
desenvolvimento, durante o processo de docking para encontrar o sitio de ligacdo e
ancorar corretamente o ligante a priori [1].

Computadores rapidos e/ou configurados como clusters de custo relativamente
baixo ttm aumentado a velocidade em que novos candidatos farmacos podem ser
identificados e avaliados in silico. O primeiro ciclo para o desenho de novos candidatos
farmacos inclui a determinacdo da estrutura da proteina alvo por um dos trés principais
métodos usados para desenho de farmacos: cristalografia de raios-X, RMN
(Ressonancia Magnética Nucluear) ou predicdo por métodos computacionais como
modelagem comparativa, ab intio e threading. Uma vez que o alvo foi identificado, é
necessario obter informacdes sobre a precisdo estrutural. No caso da estrutura predita
por modelagem comparativa os modelos devem ser avaliados por varios programas para
determinar desvios do comprimento de ligagdo com relacdo a geometria ideal, (que nédo
devem ser maiores que 0,015 A ou 3° para angulos entre ligacdes. Atomos planares ndo
devem estar mais que 0,015 A fora do plano e ndo deve haver centros quirais incorretos.

Finalmente, no minimo 90% dos angulos ¢ e y da cadeia principal devem cair na regido



mais favordvel do grafico de Ramachadran, garantindo maior precisdo aos modelos,
observando a estereoquimica da estrutura [6].

A maioria dos farmacos introduzidos atualmente no arsenal terapéutico depende
sobremaneira, da utilizacdo de ferramentas computacionais envolvidas no processo de
desenvolvimento, desde a coleta e gerenciamento de dados a realizagdo de simulagGes a
nivel molecular. O planejamento racional de um farmaco baseado em estrutura e no seu
mecanismo de acdo pode alcancar 0 sucesso esperado por meio do conhecimento
apurado da maior quantidade possivel e disponivel de informacdes de ordem estrutural
acerca da biomolécula. Embora o numero de estruturas resolvidas por métodos
experimentais venha crescendo aceleradamente nos dltimos anos, devido aos avancos
alcancados em técnicas de determinacdo estrutural, ainda existe pouca ou nenhuma
informacdo estrutural disponivel para a maioria das proteinas eleitas como atrativos
alvos terapéuticos, porque o nimero de sequéncias primarias depositadas em bancos de
dados (por exemplo, 0 GenBank [7] com mais de 200 milhGes de sequéncias) ainda é
muito maior do que o repositério de estruturas tridimensionais (por exemplo, o Protein
Data Bank (PDB) [8] com mais de 135 mil estruturas). Dessa forma, existe uma
constante necessidade da elaboracdo de modelos estruturais virtuais de proteinas-alvo
para ajudar no processo de identificagdo e otimizacdo de prototipos. Em relacdo a esse
quesito, a estratégia da modelagem por homologia oferece um excelente “background”
no planejamento racional de farmacos. A técnica baseia-se no conhecimento de que a
conformacdo estrutural de uma proteina € mais conservada que sua sequéncia de
aminoacidos, durante o processo evolutivo. Assim, proteinas homologas com estruturas
resolvidas podem ser utilizadas como molde na construgdo de modelos de proteinas-
alvo, em que o grau de confiabilidade do processo ¢é altamente dependente do grau de
similaridade entre as sequéncias. O modelo da proteina-alvo elaborado e,
posteriormente, validado, pode ser submetido a diversas simulagcbes computacionais,
como por exemplo, a triagem virtual para a sele¢cdo de novas moléculas candidatas a
farmacos [9].

Sob este ponto de vista, este trabalho foi realizado com o uso de métodos
computacionais em modelagem molecular em alvos moleculares envolvidos em hepatite

C, cancer de cabeca e pescoco e leishmaniose.



2 TECNICAS COMPUTACIONAIS

Nesta secdo serdo abordadas as técnicas computacionais utilizadas durante o

desenvolvimento deste trabalho.

2.1 Modelagem por homologia

O principio da modelagem molecular por homologia (ou comparativa) se baseia
no fato de que ao longo da evolucdo as estruturas das proteinas se encontram mais
conservadas do que a sua sequéncia. A evolucdo bioldgica das proteinas segue alguns
parametros como a homologia entre sequéncia de aminoacidos que implica em
semelhanca estrutural. Proteinas internas homologas apresentam regides conservadas e
as alteracBGes estruturais ocorrem em regides de alcas. Além disso, as proteinas se
agrupam em um numero de familias possibilitando modelar a proteina de interesse se
houver um membro da familia que ja possui sua estrutura resolvida. As técnicas
predominantes para determinar experimentalmente a estrutura tridimensional (3D) sdo
difracdo de raios-X (modelo estatico) e a ressonadncia magnética nuclear (modelo
dindmico) [95]. Essas técnicas sdo precisas, mas de alto custo. Porém, as limitagdes
técnicas estdo no processo de purificagdo ou em manter o estado nativo apés a
cristalizacdo. E devido a estes fatos, existe a necessidade de predizer estruturas proteicas
computacionalmente [96].

As técnicas computacionais para a predicdo de estrutura 3D de proteinas
predominantemente utilizadas sdo modelagem por homologia, threading e ab initio. A
modelagem por homologia é altamente confiavel sobre a similaridade da sequéncia
podendo ter erros limitados em cadeias laterais e posicionamento de alcas[96] [97]. A
precisdo do método esta em assumir que se hd semelhanca detectavel entre duas
sequéncias lineares, a semelhanca estrutural pode ser assumida e a funcdo potencial
guiard 0 modelo no caminho dos moldes em direcdo & estrutura correta. Um modelo
construido por modelagem comparativa necessita de uma estrutura 3D da familia do
alvo elucidada por técnicas experimentais. E a identidade entre o alvo e 0 molde deve
ser acima de 40% para que o0 modelo possa ser confiavel. Para a constru¢do do modelo a
modelagem molecular comparativa é composta de quatro passos sequenciais: procura e
selecdo dos moldes, alinhamento molde/alvo, constru¢cdo do modelo e avaliagdo dos
modelos [98].



A modelagem inicia-se pela procura de moldes em um banco de dados de
estruturas de proteinas (Protein data bank - PDB) [8], usando como parametro de
entrada uma sequéncia primaria de estrutura ndo determinada experimentalmente (alvo)
para que esta seja alinhada com possiveis sequéncias homologas de estruturas
conhecidas depositadas no PDB (moldes) [98]. Uma vez obtida uma lista de moldes
potenciais usando-se um ou mais métodos de busca, é necessario selecionar os moldes
que sdo apropriados para o problema de modelagem em particular. Normalmente
seleciona-se 0s modelos que possuem identidade mais elevada, isto €, porcentagem mais
alta de residuos idénticos e um menor nimero de gaps no alinhamento. Para a
construcdo de um complexo proteina-ligante, a escolha do molde que contém um ligante
semelhante é provavelmente mais importante que a resolucdo do modelo. Por outro
lado, se 0 modelo sera usado para analisar a geometria do sitio ativo de uma enzima, é
preferivel usarmos um modelo de alta resolu¢cdo. Com o molde selecionado é realizado
o alinhamento (molde/alvo). O alinhamento é um dos principais passos na modelagem,
pois é dele que sdo extraidas as restricdes espaciais para a constru¢cdo do modelo. Para
as sequéncias de proteinas proximamente relacionadas com identidade superior a 40%,
o alinhamento sera mais preciso. Regifes de baixa similaridade sdo comuns quando a
identidade total da sequéncia esta abaixo de 40% [97, 98], podendo o modelo gerado a
partir deste alinhamento ser utilizado para outros fins que ndo o docking ou a inferéncia
de caracteristicas evolutivas comuns. Alinhamentos abaixo de 30% comecam a
apresentar muitas falhas com grandes extensdes de gaps e erros nos alinhamentos [97].

Uma vez realizado o alinhamento o modelo é construido. A construcdo do
modelo por homologia pode ser realizada pelos programas MODELLER [99], SWISS-
MODEL e SwissPdb viewer [100, 101]. No programa MODELLER a modelagem
molecular comparativa é realizada por satisfagdo das restricbes espaciais e usa a
distancia geométrica e técnicas de otimizacdo para satisfazer as restricdes espaciais
obtidas do alinhamento. O programa deriva muitas distancias e restricdes de angulos
diedros no alinhamento da sequéncia alvo com o molde da estrutura 3D. As restri¢des
espaciais na sequéncia alvo sdo obtidas da andlise estatistica das rela¢fes entre vérias
caracteristicas da estrutura da proteina. As restricbes derivadas do molde para a
composicdo do conjunto de restricbes total do modelo, violando a propria
estereoquimica, compdem a fungdo objetivo [98, 99]. Finalmente, 0 modelo é obtido
pela otimizacdo da funcdo objetivo no espaco cartesiano. Varios modelos ligeiramente

diferentes podem ser calculados variando a estrutura inicial. Outros fatores como



selecdo de molde e um alinhamento preciso, ttm um grande impacto na constru¢do do
modelo e em sua precisdo, especialmente para modelos baseados em uma identidade
sequencial abaixo de 40%.

A qualidade do modelo predito determina a informacdo que pode ser extraida
dele. Assim, estimar a precisdo do modelo 3D da proteina € essencial para interpreta-lo.
O modelo pode ser avaliado como um todo bem como em regides individuais, com base
na similaridade entre as sequéncias do molde e do alvo, observando residuos
importantes em regides da proteina como o sitio ativo e sua conservacdo [98, 102]. Um
requerimento bésico para um modelo € ter uma boa qualidade estereoquimica. Os
programas mais utilizados séo o0 PROCHECK [103] e WHATCHECK [104]. As
caracteristicas de um modelo que sdo checadas por estes programas incluem
comprimento de ligacdo, angulo de ligacdo, ligacdo peptidica e planaridade de anéis da
cadeia lateral, quiralidade, angulos de tor¢do da cadeia principal e cadeia lateral e
choques entre pares de &tomos ndo ligados. H& também métodos para testar modelos 3D
que implicitamente carregam muitas caracteristicas espaciais compiladas de estruturas
de proteinas a alta resolucdo. Estes métodos sdo baseados nos perfis 3D e potenciais
estatisticos de forca. Os programas que implementam estas aproximacgdes incluem o
VERIFY3D [105], PROSAII [106], HARMONY [107] e ERRAT [108]. Os programas
avaliam o ambiente quimico de cada residuo em um modelo com respeito ao ambiente
quimico esperado como encontrado em estruturas da difracdo de raios-X a alta
resolucéo.

As aplicacOes de modelos moleculares determinados por modelagem molecular
comparativa estdo diretamente relacionadas a precisdo dos modelos com relacdo a
identidade entre o alvo e 0 molde, estabelecendo uma escala que varia de acordo com
sua identidade e 0o RMSD (Root Mean Square Deviation) determinado. Alta precisdo em
modelos comparativos é baseada na identidade sequencial acima de 50% com relacdo
aos seus moldes. Tais modelos tendem a ter um RMSD de aproximadamente 1 A para
atomos da cadeia principal, o qual é comparavel a precisdo de estruturas determinadas
por RMN e estruturas obtidas por difracdo de raios-X a média ou a baixa resolucdo. A
precisdo média em modelos comparativos € baseada em uma identidade de 40-50%.
Estes modelos tendem a ter aproximadamente 90% da cadeia principal modelada com
um RMSD de 1,5 A. H& um empacotamento de cadeias laterais mais frequentes, erros
de distor¢do de core e modelagem de regides de alcas e hd ocasionalmente erros nos

alinhamentos. Finalmente, modelos de baixa precisdo sdo aqueles obtidos com



identidade inferior a 30%. Os erros nos alinhamentos aumentam rapidamente quanto
menor a identidade e tornam-se mais significantes, originando erros nos modelos
gerados. Assim, quando um modelo é gerado com um alinhamento insignificante com
relacdo a uma estrutura conhecida, ele deve ter um enovelamento totalmente incorreto.
Outros fatores como selegdo do molde e alinhamento preciso, normalmente tem um
grande impacto na precisdo dos modelos, especialmente para modelos gerados com

identidade acima de 40%.

2.2 Docking molecular

O ancoramento, atracamento ou docking molecular é um processo
computacional de busca pelo melhor encaixe do ligante, geometricamente e
energeticamente ao sitio de ligacdo de uma proteina. Quando aplicado a um conjunto de
ligantes este procedimento permite o estabelecimento de uma classificagdo entre as
moléculas de maior e menor afinidade a um determinado receptor [109]. Na figura 2

temos a respresentacdo esquematica de docking.

Receptor Ligante Docking Molecular

Figura 2 - Respresentacdo esquematica do ancoramento de uma ligante ao sitio de ligacdo de uma
proteina.
Fonte: do autor.

Durante o processo de reconhecimento molecular, o receptor e o ligante sofrem
mudangas conformacionais. A consideracdo da flexibilidade molecular do receptor e do
ligante implica no tratamento de centenas de milhares de graus de liberdade, por parte
do algoritmo de docking. Além disso, o reconhecimento molecular é um processo
dindmico e altamente complexo, envolvendo um grande numero de interagOes

moleculares entre o ligante, o receptor e o solvente. A fim de solucionar a alta



complexidade do docking, geralmente é desenvolvido um algoritmo que investigue de
forma eficaz a conformacéo e a orientacdo do ligante ao sitio de ligacdo do receptor. Por
conseguinte, é realizada a predicdo da afinidade de ligacdo do complexo receptor-
ligante, sendo avaliada pela predicdo da energia livre de ligacdo, que seja viavel
computacionalmente, para discriminar corretamente entre diferentes modos de ligagéo
do mesmo ligante e/ou determinar, entre ligantes distintos, aquele com maior afinidade
de ligacdo para 0 mesmo receptor [110].

Desde a implementacdo dos primeiros algoritmos, varios métodos tém sido
implementados. Além de diferenciarem na funcdo de avaliagdo/scoring, os métodos de
docking se diferenciam em relacdo ao grau de flexibilidade das moléculas bioldgicas.
Embora a consideracdo da flexibilidade molecular seja uma caracteristica importante
para a representacdo da realidade em um algoritmo, muitas vezes isto ndo é viavel
devido ao grande nimero de graus de liberdade da proteina. Dessa forma, existem
programas que tratam tanto o receptor quanto o ligante como moléculas rigidas,
considerando apenas os graus de liberdade translacionais e rotacionais do ligante.
Atualmente, esses algoritmos sdo utilizados na triagem de grande banco de moléculas
para a identificacdo de compostos bioativos, visando a posterior investigacdo com
técnicas de docking mais precisas. Porém, existem algoritmos que consideram a
flexibilidade do ligante. Contudo, tanto no docking rigido quanto o flexivel a estrutura
da proteina € fixada na posicdo determinada experimentalmente, por exemplo. Alguns
programas permitem a inclusdo da flexibilidade, em algum grau, do receptor, por
exemplo, para alguns residuos presentes ao redor do sitio de ligacdo. Assim, os metodos
de docking podem descrever interacdes receptor-ligante, na qual podem ser divididos
em trés estratégias: (1) receptor e ligante rigidos (docking rigido), (2) receptor rigido e
ligante flexivel (docking semi-flexivel), e (3) receptor e ligante flexiveis (docking
flexivel) [110].

As metodologias de docking sdo amplamente utilizadas dentro do processo de
desenho racional de farmacos baseado em estrutura, tanto para a descoberta de novas
substancias bioativas, por meio de técnicas como triagem virtual, quanto para o
refinamento e otimizagdo de moléculas protdtipos previamente identificados.

Neste trabalho foram utilizados dois programas de docking, Autodock Vina
[111] e Autodock4 [112]. Estes programas sdo distribuidos segundo a filosofia de
programa livre do Projeto GNU (Lesser General Public License). O Autodock Vina e

Autodock4 sdo programas altamente citados na literatura e foram desenvolvidos no



instituto de pesquisa Scripps por Trott e Morris e colaboradores, repectivamente. Esses
programas tém varios sucessos com a utilizagéo na triagem virtual com inibidores como
fosfatase Cdc25, transportadores de glutamato, D-Ala-D-Ala ligase e receptores de
ciclodextrinas [113].

O Autodock apresenta um procedimento automatizado para prever as interagoes
do ligante com o receptor. A versdo atual do Autodock utiliza o algoritmo genético
Lamarkiano e a funcdo semi-empirica de energia baseada no campo de forca AMBER
(Assisted Model Building with Energy Refinement) em busca das melhores posi¢des do
ligante. Esse algoritmo evolutivo é um método estocéastico utilizado para encontrar um
minimo global de energia da ligagdo proteina-ligante. No ancoramento considerando o
receptor rigido o algoritmo de busca explora diferentes posicGes para o ligante no sitio
de ligacdo do receptor, utilizando os graus de liberdade translacionais, rotacionais e
conformacionais do ligante. Os célculos do AutoDock sdo realizados nas seguintes
etapas: 1) preparacdo dos arquivos de coordenadas usando AutoDockTools, 2) pre-
calculos de afinidades atdbmicas usando AutoGrid, 3) ancoramento de ligantes usando
AutoDock e 4) andlise de resultados usando AutoDockTools [114].

O Autodock utiliza o método de rede (grid) para a busca no espaco
conformacional disponivel para o ligante em um receptor que permite uma avaliacdo da
energia de ligacdo entre conformagdes. Neste método atribui-se uma rede que contém a
proteina alvo. A seguir, um atomo de teste é colocado em cada ponto da rede, a energia
de interacdo entre 0 atomo e a rede é calculada, e o valor é estocado na rede. Essa rede
de energias pode entdo ser utilizada como uma tabela de referéncia durante o processo
de docking. O principal método para busca conformacional neste pacote € o algoritmo
genético Lamarckiano. Neste método, uma populagdo de conformacbes de teste é
criada, e entdo em geracOes sucessivas, estes individuos sdo mutados, trocam
parametros conformacionais e competem de maneira andloga a evolucdo biologica,
selecionando individuos com a energia de ligacdo mais baixa. O aspecto “lamarckiano”
é um traco adicional que permite conformacGes individuais pesquisarem seu espago
conformacional local, encontrando minimos, e entdo passam essa informagdo para
geracOes futuras. Para predizer as energias livres de ligagdo de pequenas moléculas em
alvos macromoleculares, o0 AutoDock4 utiliza um campo de forca de energia livre semi-
empirico. O campo de forga é baseado em um modelo termodindmico que permite

incorporacdo de interagfes intramoleculares na energia livre de ligacdo. Isto é feito
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avaliando energias por ambos estados, ligado e ndo ligado. Este método também
incorpora um conjunto préprio de tipos de &tomos e cargas [114].

AutoDock Vina (ou Vina), € um programa de docking molecular relacionado
com o programa AutoDock4, sendo cerca de duas vezes mais rapido que este e mais
facil de se utilizar, por calcular automaticamente os mapas de grid, tarefa feita
manualmente com o programa Autodock4 [115]. O docking realizado é do tipo rigido-
flexivel, na qual o receptor permanece imovel e o ligante possui flexibilidade, é possivel
também definir alguns residuos de aminoacido do sitio de ligacdo como sendo flexiveis.
Utiliza algoritmos genéticos e implementa uma funcdo de pontuagdo (score) que
considera tanto as interacbes entre receptor e ligante, quanto as interagoes
intramoleculares do ligante que é baseada no numero de ligacdes rotativas ativas,
hidrofobicidade, ligacdes de hidrogénio e interacBes estéricas. E escrita basicamente da

seguinte forma (1):

c= thitj (r;) (@

i<j

onde a soma é feita sobre todos os pares de atomos que podem se mover um em relagao
ao outro. O programa buscara a configuracdo que minimiza o valor do score ¢ [116].

A melhor afinidade entre o ligante e o receptor é dada pelo menor valor da
pontuacdo, assim, as repulsdes e um elevado nimero de ligacGes rotativas do ligante
contribuem para uma baixa afinidade, enquanto que as interacdes estéricas favoraveis,
contatos hidrofobicos e ligagdes de hidrogénio aumentam a afinidade do ligante pelo
receptor quando presentes [117].

2.3 Dinamica molecular

A dindmica molecular (DM) é empregada para estudar o movimento de sistemas
classicos de muitas particulas. E possivel a partir da DM obter propriedades estruturais
dindmicas e termodinamicas. Essa € umas das técnicas computacionais mais versateis
para o estudo de macromoléculas bioldgicas. No planejamento racional de farmacos
baseado em estrutura, as simulacdes por DM tém contribuido exaustivamente em
diversos estagios de processo. O presente trabalho simula proteinas obtidas do banco de
dados PDB e modelagem por homologia, antes e apds o docking molecular em
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condigdes fisiologicas. Essa técnica incorpora a flexibilidade de ambos, receptor e
ligante, melhorando suas interagdes e reforcando a complementaridade entre eles.
A simulacdo por DM consiste em integrar a equacéo classica do movimento para

o modelo fisico, que pode ser descrito para um sistema atémico simples pela equacéo

(2) [5]:

azri _ aU(rl)
1otz — 9

onde F; é forca que atua sobre cada particula do sistema em cada instante t, e r; é a
posicdo espacial do &tomo i de massa m;. Uma vez definida a energia potencial U ou
campo de forca, € possivel calcular as forcas que atuam sobre cada atomo, calculando-
se a derivada primeira da energia potencial, obtida do campo de forca escolhido em
relacdo as posicOes desses atomos. A equacdo (2) gera também a aceleracdo da
particula. A partir desta, integrando-se as equa¢Ges do movimento, podem-se obter as
velocidades de cada particula, cuja integral, por sua vez, proporciona a mudanca de
posicdo do &tomo. Com as novas posicdes e velocidades de cada particula, obtém-se as
energias potencial e cinética do sistema. Aplicando-se sucessivamente esse
procedimento, obtém-se 0 que se denomina de trajetéria, que nada mais é do que o
conjunto de posicOes e velocidades de cada particula ao longo do tempo [5, 118].

Para obter as propriedades macroscopicas de interesse a aplicacdo da mecanica
estatistica & requerida, a qual tem funcdo de calcular propriedades observaveis
macroscopicas a partir de outras microscopicas. A fim de demonstrar as condi¢des
requeridas para a equivaléncia estatistica das solu¢gdes numéricas e as solugdes para a
equacdo do movimento, é necessario reformular a equacéo (2) na forma hamiltoniana
classica. O Hamiltoniano para um sistema com N particulas e apenas interacdes

intermoleculares é:

p;
Zmi

N
H(p,r) =H(pq, -, P, Ty - IN) = z + U(r, ..., ry) (3)
i=1
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onde p4, ..., py S0 0s momentos das particulas definido por p; = m;v; e U(T;, ..., 1y) €
0 potencial intermolecular. A equagdo do movimento (2) da Lei de Newton pode ser
derivada a partir da equacéo (3) [119] de acordo com as equagdes de Hamilton [5, 119]:

_ oH (ri'pi) :E
! 0pl m;

. oH (r;,pi) oU(ry)
p, = — # - aril = Fi(rj, ..., tv) (5)

(4)

A partir destas equacdes chegamos a equacdo (5). Por conseguinte, o estado de um
sistema classico em qualquer instante de tempo também pode ser determinado por
especificacdo das posi¢cGes e momentos correspondentes de um conjunto de particulas.
Alternativamente, podemos coletar todo o conjunto de posi¢cfes e momentos em um
unico vetor x = (p4, ..., Pn, ', -, Iy) NOmMeado de vetor espaco de fase. Um estado
classico do sistema corresponde a um Unico ponto do espaco de fase.

Duas propriedades importantes da equagdo do movimento devem ser
observadas. Na primeira o tempo é reversivel, toma a mesma forma, quando a
transformacdo t — —t é feita. Em consequéncia a simetria de inversdao do tempo a
propriedade fisico microscopica é independente do fluxo do tempo. A segunda
propriedade é que a equacdo Hamiltoniana (3) é conservativa. Isto pode ser visto
calculando a derivada em relagdo ao tempo de H e substituindo a equacao (5) pela

derivada em relacéo ao tempo da posi¢do e do momento [119]:

dH_i[aH,JraH,]_i[aHaH OH 0H) _ ;
ar ~ Lilon " " ap "l T Llonap, " opionl (6)
1= =

a conservacdo do Hamiltoniano € equivalente a conservacdo de energia total do sistema,
fornecendo assim um importante link entre a dindmica molecular e a mecanica
estatistica. Portanto, esta Ultima, conecta os detalhes microscopicos de um sistema as
observaveis fisicas, tais como propriedades de equilibrio termodinamico, coeficiente de

transporte e espectros.
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2.3.1 Funcéo de energia potencial (Campo de Forca)

Em uma simulacdo o principal ingrediente para o modelo fisico, qual este se
fundamenta na escolha do potencial, é a funcdo U(r) da posicdo, que representa a
energia potencial do sistema quando os atomos estdo arranjados numa configuracdo
especifica. No caso de sistemas moleculares deve ser levado em conta tanto as
interagOes inter como as intramoleculares. Isso resulta em energias, numa classificagdo
simples de estiramentos, vibracdes angulares e torcionais, de atracdo-repulsdo e
interacdo eletrostaticas. A simulacdo utiliza um campo de forca que € uma funcéo das
posicBes atdmicas. Isto significa que as movimentacbes eletrénicas ndo sao
consideradas, pois se considera, de acordo com as aproximacdes de Born-Oppenheimer,
ou seja, calculam a energia de um sistema como uma funcdo apenas das posi¢oes
nucleares, que a dindmica se ajusta instantaneamente, quando as posi¢Ges atdbmicas
mudam, permanecendo no seu estado fundamental. Isto torna a mecanica molecular um
método adequado para lidar com sistemas contendo um nimero grande de &tomos.
Porém, ndo se podem prever propriedades que dependem da distribuicdo eletrénica em
uma molécula, tais como, estado de transicdo ou distribuicdes de carga [5, 120, 121].

Existem muitos tipos de campos de forca desenvolvidos por diferentes grupos de
pesquisa em todo mundo. Para ilustrar, no pacote de simulacio GROMACS, por
exemplo, existem vérios campos de forca disponiveis. Entre 0os mais conhecidos
destacam-se Groningen Molecular Simulation (GROMOS) [122], Assisted Model
Building with Energy Refinement (AMBER) [123], Optmized Potentials for Liquid
Simulations (OPLS) [124, 125] com parametros apropriados para proteinas, lipidios,
sacarideos e diversas outras moléculas organicas, especialmente no papel de solventes
no estado liquido [110, 126].

A forma geral da funcdo de energia potencial € dada pela equacéo (7) [5, 127]:

5\ 12 5 \®
Utotal = 2{4’8” [(?l]]) - <?l]]>

i
i<j

+ﬂ}+ Z kp (r—req)z

T
Y ligacao

+ Z k(6 — 6eg)° + 2 ky[1+cos(np —8)]  (7)

angulo diedro
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o potencial intermolecular é calculado pelo primeiro termo do somatério na equacao, na
qual 7;; € a distancia entre os atomos i e j com cargas q; € qj, T.q € 6.4 S30 O
comprimento e angulo de ligacdo de equilibrio, respectivamente. Os parametros k,, ky
e kg sao constantes de forga das fungGes harmonicas do potencial intramolecular de
ligacdo, angulo e diedro, respectivamente, e 0s pardmetros n e ¢ determinam ndmeros
de minimos e fase do potencial de angulo diedro. Os parametros do potencial sdo
previamente ajustados pela reproducdo de dados experimentais termodinamicos,
espectroscopicos, estruturais e dindmicos, ou pela reproducdo de dados obtidos por
calculos de quimica quéntica para uma molécula isolada ou aglomerados de moléculas
[128].

2.3.1.1 Potencial intramolecular

O potencial intramolecular considera os termos entre atomos ligados e nao o
potencial de pares, mas consideram-se as contribui¢cbes entre dois, trés, ou quatro

particulas. Isto resulta nos seguintes componentes da energia de interacédo [5, 128].

a) Estiramento de ligacao
Envolve a interacdo entre dois 4&tomos ligados i e j por meio de um potencial
harménico:
Up(rij) = kfj(rij —1e)*  (8)
A ligacdo é modelada entre os atomos como uma mola simples incluindo uma forca de
restauracao, na qual k{’j € a constante de forca da mola, r;; a distancia entre o par de

atomos e 7, 0 comprimento da ligagéo de equilibrio.

b) Deformacéo de angulo
Compreende a deformacdo angular de ligacdo entre trés atomos i,j e k pelo
seguinte potencial harmdnico:
Uang (8ijx) = kiejk(eijk —0eq)  (9)
na qual k{’jk € a constante de deformacdo do angulo, 6, € a variagdo angulare 6., € 0

angulo de equilibrio entre as ligacdes.
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c) Torcéo de angulo diedro
Angulos diedros sdo definidos por meio de quatro ligag@es entre os atomos i, j, k
e [, por exemplo, como o &ngulo formado entre os planos ijk e jkl. Usando a convencao
padrdo da IUPAC, o estado cis define o zero quando os atomos 1 e 4, i e [, estdo do

mesmo lado.[128]

Ugiearo(®iji) = kidj)'kl[ 1+ cos(ng —6) (10)

a equacdo é dada pelo angulo ¢ entre os dois planos, o estado de equilibrio § e 0

namero de estados possiveis n.
2.3.1.2 Potencial Intermolecular

O potencial intermolecular considera os termos entre atomo ndo ligados sendo
descritos por potenciais compostos pelos termos de van der Waals (interagdes de curto
alcance) e eletrostaticos (interacdes de longo alcance), representados respectivamente

pelos potenciais de Lennard-Jones (interacdo 6-12) e de Coulomb [5, 122, 128].

a) Interagéo de Lennard-Jones
No potencial Lennard-Jones, o primero termo descreve a repulsdo para curtas
distdncias, o segundo corresponde a atracdo derivada das forcas de dispersdo de

London, conforme a equagdo (11).

12 6
wo-sal(@ - (]

na equacdo, ¢;; € a profundidade do potencial entre a barreira atrativa e a repulsiva, e o;;

é a distancia finita na qual o potencial intermolecular é zero. Ambos os parametros sdo

ajustados experimentalmente ou por célculos tedricos.

b) Interacdo de Coulomb
As interacbes coulombianas sdo de longo alcance por serem funcdes

inversamente proporcionais a distancia entre as cargas, dessa forma, reproduz a
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diferenca de eletronegatividade que eventualmente existe entre atomos ligados

covalentemente.

N n N T

VN =D ) ) ey (D

i=1a=1j=1b=1

na qual definimos um sistema com N moléculas i, cada contendo n &tomos com carga
parcial q;4, €, permissividade do especo livre e &, constante dielétrica relativa do meio.
Porém, em DM aplica-se um raio de corte (R¢), qual dado uma molécula i delimita-se
uma esfera de raio R; para o célculo de interacdes de van der Waals e eletrostatica para
0s 4tomos ndo ligados contidos nesta esfera.

2.3.1.3 Algoritmos de integracédo

Estabelecidas as condigdes iniciais de posicdo e velocidade moleculares, o
préximo passo em um programa de DM ¢é determinar as posicdes e velocidades nas
etapas subsequentes. Isso pode ser feito por meio da solucdo das equacgtes diferencias
de movimento, que governam o sistema sob acdo do potencial de interagcdo entre as
particulas. A integracdo dessas equacdes é realizada por meio de algoritmos baseados
nos metodos das diferenciais finitas, no qual a integracdo é dividida em pequenos
intervalos de tempo (passos de integracdo), At, permitindo simular 0s movimentos de
maior frequéncia do sistema, que muitas vezes sdo as vibragfes das ligacbes. Um dos
métodos mais utilizados em dindmica molecular para integrar as equacdes de
movimento sdo os algoritmos de Verlet [5, 129] velocyt-Verlet [130] e leap-frog [131].
Todos os algoritmos assumem uma expansdo em séries de Taylor da coordenada de
posi¢do em torno do tempo. O método de integracdo utilizado neste trabalho é o leap-

frog. O algoritmo leap-frog utiliza as posi¢des r no tempo t e velocidade v no tempo

t — %At, para determinar as novas posigoes e velocidades, de acordo com [110]:

v(t+%At) =v(t—%At>+%F(t) (13)

1
r(t + At) = r(t) + Atv (t + EAt> (14)
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2.3.1.4 Temperatura e pressao

Em uma simulacdo por DM é necessario o controle da temperatura e presséo do
sistema, que é realizado por meio do banho de temperatura ou termostato e pressao ou
barostato utilizado pelo pacote de simulagcdo baseado em um algoritmo para o
acoplamento de temperatura, bem como o controle da pressdao. Os métodos mais
utilizados para o controle da temperatura sdo Berendsen [132], V-Rescale (velocity-
rescaling) [133] e Nosé-Hoover [134, 135], e para a pressdo sao Berendsen [132] e
Parrinello-Rahaman [136-138]. No presente trabalho foram utilizados os algoritmos V-
Rescale e Parrinello-Rahman.

2.3.2 Condicdes periddicas de contorno e convencao de imagem minima

Em simulacdo molecular um dos grandes problemas € considerar um sistema
com elevado nimero de particulas, pois se pretende obter propriedades macroscopicas
(~ 10?® particulas). Consequentemente, devido ao grande nimero de particulas seria
invidvel computacionalmente. Além disso, efeitos de superficie também podem
comprometer os resultados da simulacdo. A fim de contornar estes problemas, utilizam-
se as condicBes perioddicas de contorno, pois essa técnica possibilita a realizacdo de
simulacdes com um numero relativamente pequeno de particulas. Efeitos de superficie
sdo eliminados e as particulas consideradas sofrem o efeito das forcas como se
estivessem no interior do sistema [5].

Aplicando a condicéo periodica de contorno, as particulas sdo colocadas em uma
caixa que replicada infinitamente ao longo de todas as direcGes, e todos 0s movimentos
das moléculas da caixa sdo igualmente replicados. Assim, quando uma molécula sai da
caixa central, uma das suas imagens entrara pela face oposta, conservando assim o
numero total de particulas na caixa. A figura 3 mostra o esquema das condi¢cOes

periddicas de contorno.
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Figura 3 - Representacdo de um sistema bidimensional com condicles
periddicas de contorno.
Fonte: [5].

Com as condicgdes periddicas de contorno é possivel restringir uma regido do
espaco na caixa pelo raio de corte, calculando, por exemplo, as interacdes de forcas
dispersivas entre as particulas, evitando assim que uma particula interaja com sua
prépria imagem ou com a mesma molécula duas vezes, a isto se denomina de

convencao de imagem minima mostrada na figura 4.

Figura 4 - Representacdo do raio de corte esférico para um sistema periodico
bidimensional.
Fonte: [5].

As interagdes intermoleculares (atomos ndo ligados) estdo definidas no interior
do raio de corte e suas energias e for¢as de interagdo sdo calculadas para distancias entre
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0s vizinhos mais proximos, 0 que torna o tempo de simulacdo menor e viavel

computacionalmente.

2.3.3 Esquema da dinamica molecular

Na simulagéo por dindmica molecular as equagdes do movimento sdo integradas
no tempo para gerar novas posicdes e velocidades dos atomos na qual obtemos as
energias cinética e potencial do sistema. Porém, o estado da arte seja bastante laboroso,
um resumo de como funciona o algoritmo de DM ¢é mostrado na figura 5 baseado no
pacote GROMACS.

Algoritmo DM
1. Condigdes iniciais de input
* Potencial de interagdo (Campo de Forga)
+ Posigdes r ¢ velocidades v de todos os atomos do sistema (configuragdo inicial)

* Definir protocolo de simulagéo (T, P, etc)

Inicio do Loop
2. Lettura das configuragdes iniciais
Repetir 3, 4, 5 e 6 durante o niimero de passos da DM

3. Célculo das Forgas

v

Fy ==
; 67’1-

4. Propagar trajetoria

dz‘l"i Fi
dtZ m;

5. Se necessario: calcular propriedades de interesse

6. Se necessario: escrever output (posigdes, velociadades, temperatura, etc)

Figura 5 - Fluxograma das etapas do algoritmo de dindmica molecular. Adaptado: Manual GROMACS.
Fonte: [138].
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2.3.4 Raiz do desvio quadratico médio

O célculo da raiz do desvio quadratico médio ou RMSD (Root Mean Square
Deviation) de um conjunto de &tomos em relacdo a uma configuracéo de interesse € uma
medida importante para analisar o comportamento de estruturas em simulacdo por
dindmica molecular em sistemas bioldgicos. Com o RMSD ¢é possivel avaliar a
estabilidade estrutural da proteina, pois fornece a medida do desvio da estrutura de uma
dada molécula ao longo do tempo em relacdo a uma estrutura de referéncia. No célculo,
a cada intervalo de tempo realizam sobreposic¢des da estrutura atual com a de referéncia
para obter o menor valor de RMSD entre as estruturas. O RMSD pode ser calculado

segundo a equacdo (15) [139]:

N
1
RMSD(tt) = |7 > milln(e) =& (15)
i=1

na qual M = ¥¥ . m; e r;(t;) sdo a posicdo do atomo i no tempo t. A estrutura de
referéncia séo estruturas tridimensionais obtidas do banco de dados PDB, modelagem
por homologia ou no tempo t; = 0. O RMSD também pode ser calculado por residuo
conhecido com RMSF (Root Mean Square Fluctution), levando em consideracdo a

média durante o tempo de célculo.
2.3.5 Raio de giracéo

O raio de giracdo oferece uma medida do raio hidrodinamico do sistema
molecular em estudo, tratado como uma esfera hipotética. Com este célculo é possivel
evidenciar processo de compactacao ou expansao, ou seja, dobramento e desdobramento
da cadeia polipeptidica, indicando mudanca conformacional na proteina. O célculo é
dado pela raiz quadratica média da distancia entre o centro gravitacional e as suas

extremidades, conforme a equacéo (16) [140]:

R, = ’Z—" gﬂ%m" (16)



21

na qual m; € a massa do 4&tomo i e r; é a posicdo do atomo i em relacdo ao centro de

massa da molécula.

2.3.6 Area de superficie acessivel ao solvente

Area de superficie acessivel ao solvente ou SASA (Solvent Accessible Surface
Areas) de uma biomolécula é uma forma de quantificar a superficie molecular, na qual a
area descreve o contato entre a proteina e o solvente. A area dos residuos hidrofobicos,
hidrofilicos e area total (hidrofébicos + hidrofilicos) exposta ao solvente sao

computadas por atomos, residuos e em funcgédo do tempo [141, 142].

2.4 Docking molecular combinado com simulag&o por dinamica molecular

O uso da DM antes e ap6s o docking molecular é uma forma apropriada para
estudar o espago conformacional do complexo receptor-ligante. A DM tem sido uma
ferramenta comum para estudar interaces de proteinas com ligantes. Estas técnicas tem
possibilitado aos pesquisadores analisar interacoes receptor-ligante e refinar modelos de
biomoléculas obtidos por métodos de difracdo de raios-X ou ressonancia magnética
nuclear (RMN). DM combinada aos protocolos de docking molecular pode auxiliar na
predicdo de complexos proteina-ligante. Ambas as técnicas sdo complementares, a
rigidez e estratégia orientada de alguns métodos de docking e a flexibilidade dependente
do campo de forga da simulagdo por DM podem ser combinadas para objetivo comum.
Desta forma, o método utiliza da DM para gerar diferentes conformagdes da proteina
com o docking de ligantes flexiveis. Esse método de relaxed complex scheme (RCS) foi
desenvolvido por McCammon e colaboradores [143]. A metodologia inclui a
flexibilidade completa do receptor com a DM, ja que a maioria dos programas de
docking trata a proteina de forma rigida ou parcialmente flexivel com alguns residuos de
aminoacidos. Segundo McCammon, os modos de interagdo receptor-ligante séo
sensiveis as conformacBes da proteina, e 0 método RCS é capaz de encontrar 0s
melhores complexos proteina-ligante. O docking serve como um método de filtragem
inicial para buscar modos de ancoramento de um conjunto limitado, e é seguido por
mais um scoring ou pontuacdo com a determinacdo de energia livre de ligacdo pelo
método de Mecanica Molecular e Poisson-Boltzmann/area de superficie acessivel ao
solvente (MM-PBSA) para encontrar os melhores complexos. A interacéo calculada por



22

MM-PBSA indica que a energia livre de ligagdo € similar a observada no complexo
obtido experimentalmente por difracdo de raios-X [143].

O método MM-PBSA também € proposto como um filtro pés-docking durante a
triagem virtual. Deve-se considerar que o ligante afeta a estrutura do sitio de ligacédo e o
equilibrio dindmico entre diferentes estados conformacionais da proteina, fornecem
informacgdes para identificar o complexo proteina-ligante mais provavel. Nos célculos
de docking de alto refinamento, MM-PBSA ¢ usado para remover falsos positivos e
discriminar entre moléculas lideres ativas e inativas por um novo ranqueamento
(rescoring) de configuracdes selecionados inicialmente baseado no critério de energia e
geometria. Recentemente, MM-PBSA tem sido utilizado combinado com DM para
rescore de um conjunto de complexos ancorados melhorando significativamente a
utilidade dos complexos identificados. Neste caso, simula¢Ges por DM séo usadas para
gerar um conjunto de conformacBes de ligacdo em presenca da molécula de agua
explicita, e ainda, a abordagem MM-PBSA para estimar a energia livre de ligacéo [144].

A abordagem MM-PBSA combina trés termos energéticos para explicar a
mudanca na energia livre de ligacdo. O primeiro termo corresponde a mudanca na
energia potencial no vacuo. Isto, inclui termos de dtomos ligados, tais como energias de
ligacdo, angulo e torsdo, bem como termos de 4&tomos ndo-ligados, como van der Waals
e interacGes eletrostaticas. O segundo termo representa a dessolvatacdo das diferentes
espécies, sendo quantificado pela soma das energias de solvatacdo polares e ndo polares.
O terceiro representa a entropia associada com a formacdo do complexo. Em termos
gerais, a energia livre de ligacdo da proteina com o ligante em solvente pode ser
expressa [144]:

AGligagéo = Gcomplexo - (Gprotel’na - Gligante) (17)
na qual Geomplexo € @ energia livre total do complexo proteina-ligante, Gproteina € Giigante

sdo energias livre total da proteina isolada e ligante no solvente, respectivamente. A

energia livre para cada entidade individual é dada por:

Gy = <EMM) —TS+ (Gsolvatagéo> (18)
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na qual x é a proteina ou ligante ou complexo, (Ey,) € a energia potencial média da
mecénica molecular no vacuo dada pela soma dos termos de &omos ligados e ndo
ligados citados acima, TS refere-se a contribuicdo entropica para a energia livre no
vacuo, onde T e S € a temperatura e entropia, respectivamente. (Gsovatacio) € @ €Nergia

livre de solvatacdo dada pela soma de energia polares e ndo-polares.
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3 HEPATITEC

A hepatite viral € uma inflamacéo do figado causada por um grupo de virus que
tem afinidade pelas células hepéticas [10]. Essa infeccdo pode ser causada por uma
variedade de virus, tais como virus da hepatite A, B, C, D e E. Segundo a OMS
(Organizacdo Mundial da Saude) a hepatite viral cronica é um grave problema de saide
publica [11]. E dentre as hepatites, as causadas pelos virus B e C sao consideradas de
maior impacto mundial, pois tém a maior taxa de morbidade e sdo responsaveis pela
morte de um milh&o de pessoas por ano em todo mundo [11]. A maioria das populactes
na Africa, Américas, Europa e Sudeste Asiatico tém taxa de prevaléncia de anticorpos
do virus da hepatite C em 2,5%, ja as regiGes Ocidentais do Pacifico de 2,5-4,9% e no
Oriente Médio, a prevaléncia varia de 1 a 14%. Com isso, estima-se que 8,9 milhdes de
pessoas infectadas vivem na Europa e 12,6 milhdes nas Américas [12]. Estudos
realizados em centros europeus e americanos revelam que o virus da hepatite C (VHC)
estd associado em grande parte dos casos com hepatite cronica (~80%), cirrose
avancada (~40%) e carcinoma hepatocelular (CHC) (~60%), fazendo com que tal
infeccdo seja responsdvel por, no minimo, um terco dos transplantes hepaticos
realizados mundialmente [13]. Além disso, a infec¢do pelo VHC é uma das principais
razdes pelas quais os pacientes com CHC tém o pior progndstico [14]. A incidéncia de
carcinoma hepatocelular tem aumentado em todo mundo, e agora € o quinto tumor
maligno mais frequente e a terceira causa de mortalidade por cancer, matando cerca de
300.000 a 700.000 pessoas a cada ano [12-14].

N&do existe vacina contra o VHC devido aos varios gendtipos e subtipos
existentes. O objetivo principal da terapia anti-VHC é a erradicagdo do virus. Até 2011
o0 tratamento dos 6 gendtipos virais foi baseado em uma associacéo de interferon alfa e
ribavirina [15], com taxas de cura, avaliadas pela resposta virologica sustentada (RVS),
variando entre 40 a 80%, dependendo da duracdo do tratamento, o tipo de gendtipo,
carga viral, estdgio da doenca e fatores do individuo [16]. O desenvolvimento e
aprovacao de agentes antivirais de acdo direta tém aumentado a taxa de cura de infecgédo
pelo VHC. Os farmacos inibidores de serino proteases (enzima NS3-4A) e polimerase
(enzima NS5B) [17], mostram uma atividade antiviral potente, no entanto estdo restritos
ao genotipo 1, e 1 ao 4, respectivamente. Estes agentes sdo aprovados para 0 uso em

combinacdo com interferon e ribavirina. Porém, limitacdes desses agentes sdo
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representadas por sua toxicidade, necessidade de multiplas dosagens diérias, interacdes
medicamentosas e capacidade de inducédo de resisténcia [16]. Por conseguinte, pelo fato
de os tratamentos atuais para a hepatite C ndo serem tdo eficazes, novas estratégias
terapéuticas sdo necessarias para tratar a hepatite C, e ndo sO para prevenir o
desenvolvimento ou recorréncia pos-terapéutica de CHC, mas também contribuir para a
ndo deterioracdo da fungdo hepatica. A situacdo claramente enfatiza a necessidade de
novas abordagens profilaticas e terapéuticas que por impedir a propagacdo do VHC e
fornecer um tratamento mais eficiente com menores efeitos colaterais.

A hepatite C € uma doenga que possui tratamentos com baixa eficiéncia, cujo
um dos motivos € a falta de estruturas tridimensionais das proteinas do VHC, as quais
podem esclarecer os varios mecanismos de acdo do virus proposto. Este estudo podera
fornecer informacdes importantes sobre as estruturas das proteinas virais NS3-4A e
NS5B e no desenvolvimento de novos farmacos antivirais por uma abordagem

computacional.

3.1 Epidemiologia e transmisséo

O virus da hepatite C é a causa mais importante de doenca do figado em todo
mundo. Estima-se que 4 milhdes de novas infecgdes por VHC ocorram anualmente.
Cerca de 170 milhdes dos individuos estdo infectados cronicamente com o VHC,
incluindo aproximadamente 2,0% da populacdo brasileira que estdo em risco de
desenvolver cirrose hepatica e cancer de figado. A cada ano mais de 350 mil pessoas
morrem de doencas do figado relacionado ao VHC [13]. Isso torna a hepatite C a mais
comum infeccdo transportada pelo sangue e responsavel por 80% dos pacientes com
doenca hepética crénica. Por isso, é esperado que a prevaléncia de doenca hepatica
cronica limitando a vida e o risco de carcinoma hepatocelular aumente [10].

As principais vias de transmissdo sdo inoculagdo e transfusdo de sangue. O uso
de drogas intravenosas responde por 60% dos casos, transfusdes antes de 1991
correspondem a 10%, e pacientes em hemodialise e profissionais da salde constituem
menos de 5%. A transmissdo sexual € o Unico fator de risco presumido em 15% dos
casos, embora 0 risco por caso quanto a transmissdo seja baixo (12 eventos por 1.000
pessoas-ano nos parceiros sexuais de pacientes infectados por VHC). O risco de
transmissdo perinatal € muito mais baixo com VHC (6% dos nascidos de maes

infectadas) do que com VHB (20 a 60% dos nascidos de mdes infectadas). A
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prevaléncia de anticorpos do VHC é mais alta nos contatos domiciliares, homossexuais,
pacientes de hemodilise, hemofilicos e usuarios de drogas intravenosas (os Ultimos
aproximando-se de 50 a 90%). Os pacientes com cirrose e carcinoma hepatocelular tém
taxas de prevaléncia de anticorpos do VHC excedendo 50%. Infec¢do aguda causada
pelo VHC geralmente ndo é detectada clinicamente. Em contraste com VHB, a
progressdo para a doenga cronica ocorre na maioria dos individuos infectados, e a
cirrose eventualmente atinge cerca de 20% dos pacientes com infeccdo de VHC cronica.
Assim, ao longo da década, o VHC pode se tornar a principal causa de doenca cronica
do figado no mundo ocidental, uma vez que h& um reservatorio substancial de

individuos em risco de progressao de cirrose e CHC [10].

3.2 Virus da hepatite C e o ciclo de reproducéo viral

O virus da hepatite C foi identificado em 1989 por Choo e colaboradores,
utilizando técnicas de biologia molecular. O VHC é um membro da familia
Flaviviridae, mas tem sido classificado em seu proprio género, Hepacivirus, devido as
grandes diferencas na organizacdo genémica e as sequéncias de aminoacidos a partir de
virus pertencentes ao género Flavivirus, tais como o dengue virus e West Nile virus. A
particula viral tem cerca de 50 nm de didmetro e apresenta um envelope lipidico
envolvendo o capsideo proteico e o genoma (Figura 6). O genoma do VHC apresenta
um notavel grau de variabilidade genética devido, principalmente, as varias mutacdes
que ocorrem durante a replicagcdo viral. Com base na variabilidade genética, o VHC ¢
classificado em gendtipos, subtipos, isolados e quasispecies, dependendo do grau de
homologia entre as sequéncias. Atualmente ha seis genotipos (1 — 6), e multiplos
subtipos denominados de a-n. Os gendétipos podem diferir entre si num percentual de
até 30%, enquanto os subtipos de 20 a 25% e, os isolados de 5 a 15%. As quasispecies,
definidas como uma populacdo heterogénea de virions que infectam um mesmo
individuo, divergem de 1 a 5% entre as sequéncias do VHC. O genoma viral é formado
por uma fita simples de RNA de polaridade positiva com aproximadamente 9.500
nucleotideos, possuindo uma longa regido aberta de leitura (ORF — open reading frame)
flanqueada por regides nao codificadas nas extremidades 3’ € 5°. A regido codificada da
origem a uma poliproteina de aproximadamente 3.000 amino&cidos (aa) que é clivada
por proteases celulares e virais, resultando em trés proteinas estruturais (proteina do

capsideo e glicoproteinas de envelope E1 e E2), peptideo de membrana p7 e seis
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proteinas ndo estruturais (NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A e NS5B) (Figura 7b) de

diversas funcdes (tabela 1) [15, 18, 19].

Tabela 1 - Proteinas do VHC e suas respectivas funcoes.

Proteina Funcao
Fungbes de regulacdo da traducdo e
Capsideo replicacdo do RNA viral e montagem de

Glicoproteina 1 do envelope (E1)

Glicoproteina 2 do envelope (E2)

p7

NS2

NS3

NS4A

NS4B

NS5A

NS5B

particulas.

Glicoproteina transmembrana do envelope
viral. Adsorcdo e endocitose mediada por
receptor.

Glicoproteina transmembrana do envelope
viral. Adsorcdo e endocitose mediada por
receptor.

Forma um canal i6nico no reticulo
endoplasméatico (RE). Essencial na
formacédo de particulas virais infecciosas.
Porcdo da protease NS2-3, que catalisa a
clivagem da proteina precursora entre NS2
e NS3.

Atividade ATPase/helicase, clivagem das
proteinas ndo estruturais.

Crucial na replicacdo do VHC. Induz a
formacdo da rede membranosa no RE
durante a replicacdo do RNA-VHC.
Cofator da protease NS3-4A.
Fosfoproteina multifuncional. Contém a
regido determinante de sensibilidade ao
IFN (ISDR), que desempenha um papel
importante na resposta ao tratamento IFN-
ql.

RNA polimerase RNA dependente.

Replicacdo do genoma viral.

Fonte: [15], [18-19].
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proteinas do envelope

_ proteinas do capsidio

RNA viral

Figura 6 - Virus da Hepatite C.
Fonte: [2].

A figura 7a apresenta as etapas do ciclo de vida do VHC. Primeiramente, o
virus circula no hospedeiro na forma de uma particula lipoviral de lipoproteina de
densidade muito baixa. A entrada no hepatocito requer receptores de superficie celulares
(etapa 1). Apos a internalizacdo, o virus perde o revestimento (etapa 2, exposicao)
expondo o nucleocapsideo e a fita inica de RNA genémico. O virus utiliza a maquinaria
de traducdo do hospedeiro para permitir a traducdo do genoma em um polipeptideo
unico (etapa 3), que é clivado por uma combinacdo de proteases do hospedeiro e do
virus nas 10 proteinas virais distintas. A replicacdo entdo ocorre em uma estrutura
derivada do reticulo endoplasmatico especializado conhecido como rede membranosa
(etapa 4). Uma combinacdo de proteinas virais (NS4A-NS5B) e fatores do hospedeiro,
incluindo ciclofilina A e microRNA-122, se faz necesséria a replicacdo viral. A
replicac@o ocorre intimamente adjacente a uma goticula lipidica especializada. A fita de
RNA recém-sintetizada € entdo empacotada pelo aparelho de Golgi em uma nova

particula lipoviral infecciosa, que entdo é liberada da célula (etapas 5 e 6).
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Figura 7 - a) Ciclo de reproducdo do virus da hepatite C. b) Genoma do VHC.
Fonte: [3].

3.2.1 Proteina NS3-4A

A proteina NS3 é um componente de um heterodimero serino-protease associado
ndo covalentemente com a proteina NS4A para uma 6tima atividade catalitica. Deste
modo, esta enzima viral é designada como NS3-4A, sendo responsavel por promover a
clivagem no sitio da juncdo NS3/NS4A, bem como nos sitios de juncdo de
NS4A/NS4B, NSAB/NS5A e NS5A/NS5B resultando nas proteinas NS3, NS4A, NS4B,
NS5A e NS5B [20]. A atividade desta enzima é exigida pelo virus em varios niveis

como sendo essencial na replicacdo de RNA viral por mediar vérios eventos no
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processo proteolitico e maturacdo das proteinas ndo estruturais, antagoniza a resposta
imune inata do hospedeiro e responsavel pela clivagem CARDIF e TRIF (detectam a
invasdo de patdgenos virais). Tém-se relatado que NS3-4A interage com a p53 para
reprimir a funcdo da p21 de maneira sinérgica com a proteina capsideo, para bloquear a
ativacdo dos fatores de transcricdo IRF-3 ¢ NFkB e para antagonizar as defesas
antivirais inatas, interferindo com a RIG-1, MDAJ5 e o sinal de transdugdo mediado por
TLR3 [21], exercendo seu efeito hepatocarcinogénico em células hospedeiras nas fases
iniciais [22]. Dessa forma, a enzima NS3-4A ¢é crucial na replicacdo viral, tornando-se
uma proteina alvo no estudo de farmacos antivirais, ja que inibidores podem exercer
duplo efeito, impedindo o processo da poliproteina e restaurando a resposta antiviral
inata dos hepatdcitos. Postula-se que esses dois mecanismos de inibicdo possam ser
combinados para amplificar o efeito antiviral dos inibidores de NS3-4A, e isto por sua
vez pode ser responsavel pelo efeito antiviral observado em individuos infectados com
VHC [23].

NS3 é uma proteina multifuncional que contém um dominio serino-protease nos
primeiros 180 aminoacidos na extremidade N-terminal. O restante da proteina engloba
uma helicase de RNA. De um ponto de vista estrutural, NS3-4A serino-protease,
pertence a superfamilia de tripsina, porém, contém uma segunda proteina como cofator
e um atomo de zinco. O cofator protease, NS4A, é uma proteina relativamente pequena
com apenas 54 residuos. Um dominio central de NS4A (21-34 aa) implica diretamente
na interacdo com o dominio de NS3 protease, sendo crucial na atividade enzimatica. A
estrutura tridimensional de NS3-4A (Figura 8) foi resolvida por difracdo de raios-X e
espetroscopia de RMN [155].
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Figura 8 - Estrutura tridimensional de NS3-4A complexada com o farmaco telaprevir (azul) aprovado pela
FDA (US Food and Drug Administration) (codigo PDB: 3SV6) e a triade catalitica
representada em vermelho (Asp1081, His1057 e Ser 1139).

Fonte: [155].

3.2.2 Proteina NS5B

NS5B é uma enzima, RNA dependente RNA polimerase, ndo estrutural, que
estruturalmente pode ser comparada com a mdo direita, por apresentar uma
conformacdo que lembra palma, dedos e polegar, possuindo seu sitio ativo localizado e
conservado na regido da “palma”, onde os motivos ASP-(Xaa)s-ASP e GDD séo
caracteristicos na maioria das polimerases encontradas. As cadeias laterais de
carboxilato dos primeiros &cidos asparticos de cada motivo coordenam dois ions de
Mg?* que estéio envolvidos na reacéo de transferéncia de fosfato. A estrutura da enzima
tem sua porcdo C-terminal ligado a membrana celular interna do virus. A enzima NS5B
desenvolve sua funcdo complexada a membrana, onde encontramos algumas outras
enzimas como NS4A, NS4B, NS3 protease-helicase e também NS5A. Essas proteinas
apresentam também algumas funcdes durante a infeccdo da célula hospedeira, porém é a
enzima NS5B que apresenta maior importancia durante reproducdo viral, por ser
responsavel pela replicacdo do genoma viral. NS5B é um dos principais alvos para o
desenvolvimento de farmacos antivirais, devido a sua atividade [24].

NS5B (Figura 9) contém 591 residuos de aminoéacidos, os Ultimos 60 (residuos
532-591) sdo residuos hidrofobicos C-terminal associados com a membrana do reticulo
endoplasmatico o que dificulta a solubilidade in vitro. Estudos estruturais indicam que a

presenca dos ions metalicos estabiliza a estrutura da enzima e criam uma geometria
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favoravel no sitio ativo para a iniciacdo da replicagdo. O farmaco sofosbuvir aprovado
pelo FDA em 2013 para o tratamento do VHC é um nucleotideo analogo que previne a
replicagdo viral pela interacdo com dois fons Mg?* presente no sitio ativo GDD, sendo a

base terapéutica para todos os gendtipos do VHC [25].

Figura 9 - Estrutura tridimensional de NS5B complexada com os fons de Mg?* coordenados pela triade
catalitica Asp220, Asp318 e Asp319 (vermelho). Cddigo PDB:2WHO.
Fonte: [156].

3.3 Objetivos

Compreender os mecanismos de interacdo das enzimas NS3-4A e NS5B do virus
da hepatite C com os farmacos de referéncia e identificar possiveis inibidores a partir do
banco de moléculas por métodos computacionais.

Os objetivos fundamentais sdo:

a) Simulacdo por dindmica molecular da NS3-4A com os farmacos de referéncia
telaprevir, boceprevir e danoprevir e avaliar os modos de ligacao;

b) Simulaco por dinamica molecular de NS3-4A livre, NS5B livre e NS5B-Mg?*;

c) Obter um conjunto de conformagdes de NS3-4A e NS5B por meio da simulagdo
por dindmica molecular;

d) Awvaliar as conformacdes obtidas pela dinamica molecular;

e) Triagem virtual no sitio ativo das proteinas com as estruturas experimentais e 0s

conjuntos de conformacdes de NS3-4A e NS5B;
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f) Realizar simulagdes por dindmica molecular dos complexos obtidos por
docking para refinamento das estruturas, verificar a estabilidade energética,

conformacional e das interagcGes dos modos de ligacao.

3.4 Metodologia
Os métodos utilizados no estudo computacional dos alvos moleculares NS3-4A

e NS5B serdo detalhados nas subsecoes.

3.4.1 Redocking molecular

O docking rigido flexivel (receptor rigido e ligante flexivel) foi realizado pelo
programa Autodock4 [29]. Para o teste de redocking foram utilizadas estruturas
cristalinas da enzima NS3-4A complexada com farmacos aprovados pelo Food and
Drug Adminstration (FDA) e em fase de estudo conforme a tabela 2 e Figura 10. As
coordenadas da proteina e do ligante foram separadas em dois novos arquivos. A
proteina foi preparada por meio do script prepare_receptor4.py da suite de programas
MGLTools [29], sendo adicionado os atomos de hidrogénio e as cargas atdmicas
calculados pelo método Gasteiger. O ligante foi preparado com o script
prepare_ligand4.py, no qual foram adicionados os atomos de hidrogénio, cargas
atdbmicas e graus de liberdade torcionais e rotacionais. A fim de evitar tendéncias no
calculo de redocking, uma vez que o ligante ja se encontra em uma conformacdo mais
estavel de ancoramento com o receptor, a conformacéo do ligante foi alterada por meio
do script write_random_state_ligand.py. As coordenadas da caixa de docking foram
tomadas a partir das coordenadas do ligante original presente na estrutura PDB. O
centro da caixa foi definido como o centro de massa do ligante por meio do script em
perl (Practical Extraction and Report Language). Esse centro foi deslocado
aleatoriamente de 2,5 A em cada um dos eixos cartesianos para garantir que a busca do
espaco conformacional ndo seja diretamente centrada na estrutura experimental do
ligante, evitando assim tendéncias do programa de docking. O comprimento da caixa em
cada eixo cartesiano foi calculado de forma a conter toda a estrutura do ligante sendo
adicionados 15 A. A partir do script prepare_gpf4.py foi gerado o arquivo de extens&o
gpf que define os parametros, tais como coordenadas do centro do espacgo de procura, 0
espacamento dos pontos de grade, quantos pontos de grade em cada eixo coordenado e

quais mapas de potencial serdo calculados para realizar o préximo passo com o



34

comando Autogrid4. Esse comando gera 0s mapas de potencial com o arquivo de
extensdo dpf que define os pardmetros para o comando Autodock4, que com o
algoritmo genético Lamarckiano de procura € usado para gerar as conformacdes do
ligante e 0 nimero maximo de conformacdes geradas em cada etapa. A simulacdo de
docking foi realizada e foram geradas 10 conformacdes do ligante. As energias de
ligagéo foram lidas pelo script summarize_docking.py e as estruturas tridimensionais de
cada conformacédo foram extraidas do arquivo com extensdo dlg e o RMSD destas em
relacdo a conformacéo presente no arquivo PDB original foram calculadas por meio dos
scripts write_conformations_from_dlg.py e compute_rms_between_conformations.py,

com o objetivo de verificar a melhor energia de ligagdo e o menor valor de RMSD.

Tabela 2 - Codigo PDB das conformagBes da enzima NS3-4A complexada com os farmacos de
referéncia.

Receptor Cédigo PDB Inibidor Resolucao (A) Ki (nM)
3SV6 Telaprevir 1,4 34,4

NS3-4A 20C8 Boceprevir 2,66 -
35U0 Danoprevir 1,16 162

Fonte: do autor.
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Boceprevir

Danoprevir Sofosbuvir

Figura 10 - Estrutura quimica dos farmacos de referéncia das enzimas NS3-4A e NS5B.
Fonte: do autor.

3.4.2 Triagem virtual

As estruturas tridimensionais das enzimas NS3-4A e NS5B foram obtidas pelo
banco de dados PDB (Protein Data Bank) com os cédigos 3SV6 [76] e 2WHO [77],
respectivamente. A NS5B estava complexada com dois 4&tomos de manganés, estes
foram manualmente substituidos por atomos de magnésio. Para os dois ions de
magnésio foram calculados as cargas parciais com o programa Gaussian09 [78]. Para
isto no arquivo de input foram consideradas as coordenadas dos residuos ASP220,
ASP318 e ASP319 juntamente com os dois &tomos de magnesio sendo otimizados com
o nivel de teoria HF (Hartree Fock) [79]. Com essa otimizacdo foi calculada a carga
parcial dos atomos de magnésio pelo método CHelpG (CHarges from ELectrostatic
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Potential using a Grid based method) [80]. As estruturas experimentais dos receptors
foram submetidas ao servidor online H™* [81] para definir o estado de protonagéo dos
residuos de aminoacidos em pH = 7,0. As estruturas experimentais das enzimas e 0
conjunto de conformacdo obtido pela simulacdo por dindmica molecular, contendo 6
conformacdes para a NS3-4A e 4 conformagOes para a NS5B, foram utilizados na
triagem virtual. As moléculas foram obtidas a partir da biblioteca NCI Diversity Set II,
que possui 1541 moléculas representando um espaco mais amplo de 140000 compostos.
Além das 1541 moléculas do NCI também foi utilizado um conjunto de 2880 moléculas
analogas as estruturas quimicas dos inibidores telaprevir e boceprevir para NS3-4A
obtidas do banco de moléculas ZINC [82], utilizando a andlise com 70% de
similaridade por meio do coeficiente de tanimoto [83], totalizando 4421 moléculas. Para
a enzima NS5B também foi adicionado um conjunto de 148 moléculas similares ao
farmaco sofosbuvir, totalizando 1689 ligantes. As dimensdes das caixas (tabela 3) para
cada conformacdo foram criadas a partir dos residuos do sitio de ligacdo da estrutura
experimental 3SV6 da enzima NS3-4A. Esses residuos de aminoacidos foram definidos
com uma distancia de 6 A do inibidor telaprevir por meio de um script em linguagem de
programacédo perl. Para a enzima NS5B as dimensdes das caixas (tabela 3) foram
definidas a partir da posicdo dos residuos ASP220, ASP318 e ASP319 que estdo
coordenadas com os ions magnésio do sitio ativo. Elaborou-se um shellscript para
realizar automaticamente o docking de cada proteina contra cada ligante por meio do
programa Autodock4. As moléculas e as estruturas dos receptores foram preparadas e a
execucdo do docking conforme descrito no item de redocking. O ranqueamento das
energias de ligacdo foi realizado de forma diferente para cada enzima. Para NS5B, 0
ranqueamento foi feito tomando-se a média ponderada de cada ligante contra cada

conformacéo do cluster a partir da seguinte equacgéo (19):

3
Zi=1 pci Eligagiol-

3

E =

(19)

onde E é a média ponderada da energia de ligacdo, p. a porcentagem populacional do
cluster i e Ejigaczo @ energia de ligacdo da fungdo de score do programa de docking do
ligante com a estrutura centroide do cluster i.

Para a enzima NS3-4A, o ranqueamento foi realizado para cada conformacéo em

ordem crescente de energia de ligacdo. Os primeiros vinte e cinco ligantes de cada
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conformacdo foram submetidos & simulagdo por dindmica molecular, para refinar os

resultados do ancoramento e novo score de energia pelo método MM-PBSA.

Tabela 3 - Pardmetros de configuracdo da simulacdo de docking molecular.
Receptor | Conformacéo | Coordenadas do Centro de Grade | Pontos de Grade

35V6 38,790 x 48,320 x 47,120 40 x 40 x 40

Centroide 1 49,370 x 49,625 x 58,100 40 x 40 x 40

NS3A Centroide 2 46,105 x 56,820 x 6,780 40 x 40 x 40
Centroide 3 41,135 x 48,820 x 43,580 40 x 40 x 40

Centroide 4 42,755 x 45,415 x 56,040 40 x 40 x 40

Centroide 5 46,180 x 49,405 x 41,420 40 x 40 x 40

2WHO -1,000 x 24,000 x 68,000 40 x 40 x 40

Centroide 1 56,780 x 29,225 x 114,105 40 x 40 x 40

NS5B Centroide 2 27,545 x 29,025 x 109,675 40 x 40 x 40
Centroide 3 69,055 x 30,630 x 112,475 40 x 40 x 40

Fonte: do autor.

3.4.3 Dinamica molecular

As estruturas tridimensionais das proteinas NS3-4A (Codigo PDB: 3SV6), poses
obtidas pelo docking molecular e NS5B (Codigo PDB: 2WHO) foram utilizadas na
simulacdo por dindmica molecular. Foram simulados 112 sistemas: NS3-4A livre, 109
complexos NS3-4A-ligante, NS5B e NS5B-Mg?*. Destes sistemas, 6 foram simulados
no periodo de tempo de 50 ns e 106 obtidos pelo docking molecular simulados por um
periodo de 2 ns.

Nessa etapa foi utilizado o programa GROMACS [42, 84, 85] versdao 4.6.1
desenvolvido para simulacdes de biomoléculas. Primeiramente, o campo de forca
AMBER99SB [86] foi utilizado para a proteina, esta foi colocada em uma caixa que em
seguida foi solvatada com o modelo de agua TIP3P [87]. Foram adicionados ions para
neutralizar o sistema e obter o meio aquoso com forca i0nica de 0,15 M. Os sistemas
foram minimizados com o algoritmo steepest-descent em 100 passos até a energia
convergir. As restricdes de posicOes da proteina, metal zinco, magnésio e do ligante
quando presente foram contidas para permitir a relaxacdo das moléculas do solvente e

para evitar que as interacdes iniciais ndo otimizadas possam distorcer a estrutura da
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proteina. Para a equilibracéo do sistema em condigBes NVT até atingir a temperatura de
300 K utilizou-se o termostato v-rescale [88] com tempo de acoplamente de 0,1 ps
durante 500 ps. Em seguida o sistema foi equilibrado em NPT com o barostato
Parrinello-Rahman [50] a 1 bar e tempo de acoplamento de 2 ps durante 500 ps. As
restricdes das posi¢des dos atomos foram removidas exceto para o metal zinco e
magnésio da NS3-4A e NS5B, respectivamente, para a simulagdo por dindmica
molecular. As equacdes de movimento foram integradas utilizando o algoritmo leap-
frog [45], com um tempo de integracdo de 2 fs. As velocidades iniciais foram obtidas da
distribuicdo de Maxwell na temperatura desejada. Os comprimentos das ligagdes
envolvendo &omos de hidrogénio nas moléculas foram controlados pelo algoritmo
LINCS [69] e no caso de moléculas de agua pelo algoritmo SETTLE [70]. As interacbes
de van der Waals foram calculadas dentro de um raio de corte de 1,2 nm. As forcas de
longo alcance foram tratadas pela soma de Ewald, método PME [71, 72] com raio de
corte de 1,2 nm. A tabela 4 apresenta alguns detalhes sobre os sistemas estudados.

O programa GROMACS usa um banco de dados interno, que contém parametros
de reconhecimento apenas para aminoacidos, acidos nucleicos e lipidios. Assim, o
programa ndo consegue parametrizar moléculas que ndo se enquadram nas classes
mencionadas. Dessa forma, o ligante foi parametrizado com o campo de forca GAAF
[89] utilizando a ferramenta Acpype [73]. Essa ferramenta utiliza o Antechamber para
gerar topologias de moléculas. O arquivo de topologia do ligante gerado foi incluido no
arquivo de topologia da proteina para realizar as simulagdes em presenca do ligante.

A estimacdo da energia livre de ligacdo para os complexos com NS3-4A foi
baseada no metodo MM-PBSA [58], usando a ferramenta g_mmpbsa e APBS [90]
implementada na subrotina do programa GROMACS. A energia média foi calculada a
partir das poses extraidas a cada 10 ps obtendo 5000 e 200 poses para as simulagdes de

50 e 2 ns, respectivamente.
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Tabela 4 - Detalhes sobre os sistemas simulados por dindmica molecular.

NO
o Caixa de N° . N° total | Tempo de
_ Caodigo _ 3 ) fons ) 3
Sistema simulagdo moléculas . de simulagéo
PDB (Na"e |
(A) H,O atomos (ns)
CL)
NS3-4A 50
NS3-4A-
_ 50
telaprevir
NS3-4A- 5
ligantes 3SV6  90x90x90 32000 193 99310
NS3-4A-
_ 50
boceprevir
NS3-4A-
) 50
danoprevir
NS5B
80 x 110 x
NS5B-  2WHO 172280
Ma™2 200
g

Fonte: do autor.

3.4.3.1 Conjunto de conformagdes

As simulacdes por DM das proteinas produziram inUmeras estruturas que
exploram seu espaco conformacional. A fim de obter um conjunto de estruturas
representativas realizou-se o0 agrupamento das conformacOes semelhantes (clusters).
Nestes agrupamentos podem ser verificadas mudangas conformacionais na estrutura da
proteina, sendo aceitas pequenas variages dentro de um valor estipulado. Assim, para
0s sistemas com maior numero de clusters espera-se maior variacdo de estruturas
durante a DM. A populacédo de cada cluster deve ser avaliada de modo a se investigar a
representatividade deste conjunto nas inimeras conformacgdes geradas.

Para a andlise de clusters utilizou-se o mddulo g_cluster incluido no
GROMACS. Este modulo é capaz de separar as conformacdes em grupos de
conformacd®es similares, de acordo com o valor de RMSD, cuja populacdo traduz a
frequéncia com que as estruturas aparecem durante a DM. Os resultados dependem da
escolha de dois pardmetros: o algoritmo de clusterizacdo e o critério de raio de corte,
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que separa as estruturas de um grupo em outro. Foi selecionado o algoritmo de
clusterizacdo do método gromos, raio de corte de 0,05 a 0,15 nm de RMSD e intervalo
de tempo de 10 ps para gerar o conjunto de conformagdes a serem utilizados na triagem
virtual. Utilizou-se como estrutura representativa de cada cluster a conformacéao
centroide que possui 0 menor RMSD do conjunto de conformagdes referente aos
atomos dos residuos do sitio de ligagdo. Os residuos foram determinados com uma
distancia de 6 A a partir do centro de massa do inibidor telaprevir para NS3-4A e dos
residuos ASP220, ASP318 e ASP319 para NS5B.

Com o objetivo de avaliar a conformacdo representativa de cada cluster, a
cavidade do sitio de ligacdo foi selecionada. Para verificar se as conformacdes séo
diferentes entre si, foi calculado o RMSD e o nimero de ligacdo de hidrogénio em
relacdo a estrutura experimental de NS3-4A e NS5B. As conformacdes dos 5 centroides
de NS3-4A foram comparadas com 12 estruturas experimentais, selecionadas
aleatoriamente, onde 9 estruturas sdo complexadas e 4 estruturas sem ligante. A
comparacdo entre as cavidades do sitio de ligacdo foi realizada pelo volume e a
profundidade com o programa EPOS_BP (Ensemble of Pockets on Protein Surfaces

with BALLPass), e drogabilidade pelo servidor online DoGSiteScore.
3.4.4 Analises dos resultados

As andlises foram realizadas com as ferramentas do programa GROMACS,
Ligplot [91], predicdo da cavidade EPOS_BP [92], DogSite [93] Origin8 [94] e Pymol
[95].

3.5 Resultados e Discussao

Nesta secdo serdo abordados os resultados referentes ao estudo das enzimas
NS3-4A e NS5B do virus da hepatite C.

3.5.1 DM de NS3-4A livre e complexada com telaprevir
Para gerar um conjunto de conformacdes da proteina NS3-4A equilibrados para

a triagem virtual e verificar o seu comportamento quando complexada, a enzima foi

submetida a simulacdo por DM, em ambos os estados livre e complexada com o
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farmaco telaprevir. O equilibrio adequado do sistema é essencial para realizar a triagem
virtual de moléculas em um conjunto de conformacgdes da proteina que representam,
aproximadamente, o espaco conformacional da mesma. Para verificar a estabilidade dos
sistemas foram calculados os parametros de RMSD, raio de giracdo, RMSF e SASA. O
RMSD é um parédmetro crucial para analisar a estabilidade do sistema ao longo das
trajetorias da DM e o raio de giracdo para determinar o nivel de compactacdo da
proteina. A figura 11(a) apresenta os resultados obtidos do RMSD dos atomos de Ca
das estruturas em relacdo a estrutura experimental, observa-se que o RMSD ficou
abaixo de 0,21 nm, indicando pouca movimentagdo dos sistemas durante o tempo de
simulacdo. A trajetoria tende a estabilizar apds 10 ns para a estrutura complexada
atingindo ponto maximo de 0,19 nm e valor médio de 0,15 nm. A estrutura livre
também tende a estabilizar apos 10 ns permanecendo em equilibrio até 30 ns e, apos
esse tempo, ocorrem maiores flutuagdes atingindo ponto maximo de 0,21 nm e valor
médio de 0,17 nm ao longo do tempo. Assim, a enzima complexada é mais estavel do
que a enzima livre. Com isto a estrutura livre pode apresentar mais conformacdes do
que a estrutura complexada, ja que a Gltima é mais estavel ao longo do tempo. Dessa
forma, a maior estabilidade da proteina complexada se deve as interagcBes proteina-
inibidor que levam a uma menor flexibilidade. A figura 11(b) apresenta os resultados do
raio de giragdo, onde a estrutura complexada apresenta maior estabilidade do que a
estrutura livre ao longo do tempo de simulagdo. Porém, os valores médios durante os 50
ns sao muito proximos em torno de 1,60 nm para as estruturas. Assim, hd uma pequena
alteracdo na compactacdo da estrutura. Os resultados de RMSD e raio de giracdo
demonstram que a estrutura livre possui mais conformagdes do que a complexada. Isto,
provavelmente indica uma abertura e fechamento em varios momentos ao longo da

trajetdria na estrutura livre.
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Figura 11 - (a) RMSD, (b) Raio de giracéo, (c) RMSF e (d) area acessivel ao solvente de NS3-4A livre e

complexada ao farmaco telaprevir.

Fonte: do autor.

O RMSF ¢é a raiz do desvio quadratico médio baseado nos residuos de

aminoéacidos da proteina. A figura 11(c) representa 0 RMSF das estruturas indicando as

areas da proteina que ocorrem maiores flutuacGes durante a simulagdo. Na figura 12 é

possivel visualizar que as maiores flutuagGes ocorrem para a proteina livre na regido do

sitio ativo e para o complexo em regifes de alcas que sdo mais favordveis a

movimentacdo em ambas as estruturas. Nessa andlise, assim como pelo RMSD dos

atomos de Ca, a proteina livre ¢ mais flexivel quando comparada com a proteina

complexada.
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Figura 12 - Estrutura da NS3-4A livre (a) e complexada com telaprevir (b) com os valores de RMSF
distribuido na faixa de 0,0 a 0,3 nm (azul — vermelho).
Fonte: do autor.

A andlise de RMSF mostrou que as maiores diferencas entre as estruturas
ocorrem na regido do sitio ativo. Para verificar o comportamento da cavidade do sitio
ativo foram feitas analises da area de superficie acessivel ao solvente (SASA). SASA ¢é
a area de uma biomolécula que fica exposta ao solvente, sendo também uma forma de
quantificar o efeito hidrofébico e hidrofilico. Dessa forma, podemos mensurar a
influéncia e participacdo do solvente no processo de estabilizacdo protéico. A figura
11(d) apresenta a area total acessivel ao solvente (hidrofdbica + hidrofilica) da proteina
livre e complexada ao longo do tempo de simulagdo. Observa-se que para a proteina
livre ocorre um aumento e diminui¢do da &rea total em varios periodos ao longo do
tempo. Porém, para a proteina complexada hd uma maior estabilidade da cavidade do
sitio ativo. Para a area hidrofilica e hidrofébica da proteina complexada também ha
maior estabilidade. Por outro lado, observa-se que a area hidrofobica da proteina livre é
menor do que o complexo e a &rea hidrofilica da proteina livre é maior do que o
complexo. Em alguns intervalos de tempo ocorre um aumento ou diminuicdo de ambas
as areas para a estrutura livre. Portanto, pode-se inferir que ocorre uma abertura e

fechamento da cavidade do sitio ativo em varios momentos para a proteina livre.
3.5.1.1 Conjunto de conformaces
As conformacges da proteina, obtidas a partir da simula¢do por DM devido a sua

flexibilidade tem sido utilizada em experimentos de docking molecular aplicados na

descoberta e desenvolvimento de novos farmacos. Entretanto, todo o conjunto de
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conformacdo gerado pela simulacdo por DM para ser utilizado no experimento de
triagem virtual com grandes bibliotecas de moléculas é uma tarefa invidvel devido ao
custo computacional. Assim, a fim de reduzir o conjunto de conformac6es da proteina
os algoritmos de clusterizacdo sdo amplamente utilizados. A simulacdo por DM gerou
1,25 x 10° conformacgdes durante 50 ns, devido ao alto ndmero de conformacdes foi
extraido a cada 10 ps uma conformacdo totalizando 5000 conformacdes pela
clusterizacdo e diminuindo também o custo computacional. Para selecdo do cluster
representativo foi utilizado uma variacéo de 0,05 a 0,15 nm do raio de corte em relacdo

aos residuos da cavidade do sitio ativo (Figura 13).

Figura 13 - Estrutura da NS3-4A com o inibidor telaprevir e os residuos da cavidade do sitio ativo e em
torno dela selecionados em destaque.
Fonte: do autor.

A figura 14(a) apresenta a quantidade de clusters gerados em funcdo do raio de
corte. Observa-se que para raios de corte entre 0,050 a 0,070 nm o namero de cluster é
alto e ndo hd uma aglomeracdo das conformacg6es, pois a quantidade de estruturas
geradas na andlise foi de 5000 conformagdes e esse nimero é 0 mesmo da quantidade
clusters gerado. Ja entre os valores de 0,080 a 0,15 nm ocorre a aglomeracdo das

conformacdes em uma quantidade menor de clusters.
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Figura 14 - (a) Numero de clusters em funcéo do raio de corte. Porcentagem populacional em funcéo do
ntmero de clusters para a estrutura livre (b) e complexada (c).
Fonte: do autor.

Para gerar o conjunto de conformacgBes a partir da trajetoria da DM foi
selecionado o sistema da proteina livre para a triagem virtual. Optou-se por esse
sistema, pois ha maior numero de conformac6es do que a trajetdria da proteina com o
inibidor telaprevir, como mostrado nessa analise e nas anteriores. Dessa forma, o raio de
corte de 0,13 nm foi selecionado resultando um total de 37 clusters, com 78% do
conjunto sendo representado por 5 clusters mais dominantes das conformacdes da
trajetéria (Figura 14(b)). Estes clusters foram os mais populosos, onde cada cluster
contem 1797; 906; 459; 452 e 281 conformag6es. Como conformacdo representativa foi
utilizado o centréide de cada um dos 5 clusters (Figura 15).
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Figura 15 - Sobreposicdo dos 5 centroides com a estrutura experimental 3SV6. Verde - cluster 1, azul —
cluster 2, rosa — cluster 3, amarelo — cluster 4, vermelho — cluster 5, e cinza - experimental
3SV6.

Fonte: do autor.

Para verificar se os 5 centrdides sdo diferentes calculou-se a quantidade de
ligacGes de hidrogénio e os valores de RMSD dos centroides na cavidade do sitio ativo
em relacdo a estrutura experimental 3SV6. Os valores de RMSD variam entre 0,20 a
0,23 nm indicando pouca movimentacdo dos clusters. A estrutura experimental possui
maior quantidade de ligacGes de hidrogénio em relagdo aos centroides, mas ha grande
quantidade de ligacGes de hidrogénio que sdo conservadas nos centroides em relacéo a
estrutura experimental. O cluster 2 contem 42 liga¢Ges de hidrogénio, onde 6 ligacGes
sdo diferentes da experimental, sendo a conformacdo que apresenta a maior diferenca
nas ligagcdes de hidrogénio. As diferengas nas ligacfes de hidrogénio e os valores de
RMSD podem estar associados entre as cavidades do sitio ativo dos clusters como
mostrado na figura 16. Além disso, observa-se que também ha diferencas no formato,
volume e profundidade das cavidades (tabela 5), sendo mais expressas no volume dos
clusters 2 e 5 com valores de 524,39 e 302,85 A% respectivamente. O cluster 5
apresenta a cavidade com maior diferenga no formato e volume, devido a presenca de
ligacdo de hidrogénio entre os residuos 1057His e 1155Arg que fecha a cavidade. Ja os
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clusters 3 e 4 o volume e a profundidade se aproximam do experimental. A partir do

volume e das analises anteriores pode-se concluir que ocorre uma abertura e fechamento

da cavidade do sitio ativo para a estrutura livre.

Tabela 5 - Namero de ligag6es de hidrogénio e RMSD das conformagoes.

o N° ligacGes de RMSD / nm
_ | N°ligagdes de ) . 3
Conformacao ) L hidrogénio (em relacgéo estrutura
hidrogénio )
conservadas experimental)
3SV6 43

Cluster 1 39 37 0,20
Cluster 2 42 36 0,21
Cluster 3 39 36 0,23
Cluster 4 37 34 0,21
Cluster 5 36 31 0,23

Fonte: do autor.

35Veé6
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Figura 16 - Cavidade do sitio ativo da estrutura experimental 3SV6 e o centréide referente a cada cluster.

Fonte: do autor.

3.5.1.2 Comparacdo entre o conjunto de conformacGes versus as estruturas

experimentais
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As proteinas em solu¢do sdo dindmicas e existem em um conjunto de
conformagOes. A estrutura cristalina representa apenas uma conformacgdo. Estudos
recentes mostram que as simula¢fes moleculares na escala de tempo em nanosegundo
estdo de acordo com as observacOes experimentais da dindmica protéica em solucéo
[181]. Sob esse ponto de vista, foi realizada a comparagédo dos cinco centroides com 12
estruturas cristalinas, onde 9 sédo complexadas com inibidores e 3 sem inibidores para
verificar se as conformacOes obtidas pela simulacdo por DM sdo diferentes. A
comparacdo foi realizada pelo RMSD, volume, profundidade e drogabilidade da
cavidade do sitio ativo apresentados na figura 17 e tabela 6. Os valores de RMSD
variam entre 0,04 a 0,10 nm indicando uma pequena movimentacdo dos sitios em
relacdo as outras estruturas, porém os menores valores sdo para a estrutura 3SV6
seguido do cluster 1 e os demais clusters os valores sdo proximos. Calculou-se o
coeficiente de correlagdo de Pearson entre a estrutura 3SV6 e os clusters para verificar a
diferenca entre essas conformacgdes. Os coeficientes de correlacdo entre a estrutura
3SV6 e o cluster 1, cluster 2, cluster 3, cluster 4 e cluster 5 sdo de 0,48; 0,10; -0,23;
0,22 e -0,34, respectivamente. Para esses valores considera-se uma correlacdo fraca e
infima para o cluster 2. Isto indica que as conformacdes representativas sdo diferentes
das estruturas experimentais. Além disso, o volume, profundidade e drogabilidade séo
diferentes. A drogabilidade € a capacidade que uma proteina tem em se ligar a uma
molécula com alta afinidade e especificidade. O DoGSiteScorer atribui uma pontuacao
de 0 a 1 chamada de drugscore como sendo a confianca da drogabilidade. O drugscore
é predito pelo uso de maquina de vetor suporte (SVM — Support Vector Machine)
baseado no volume, proporcao dos residuos apolares e profundidade [154]. Os valores
do drugscore entre as estruturas experimentais variam de 0,40 a 0,60 com a estrutura
3SV6 apresentando a maior drogabilidade e, para os clusters os valores variam entre
0,22 a 0,84. Porém, os clusters 2, 3 e 4 apresentam maior drogabilidade do que as
estruturas experimentais. Dessa forma, podemos inferir que simulacdo por DM forneceu
conformacdes que podem existir na dindmica protéica em solugéo e essas conformacgoes
além da experimental podem ser uma alternativa para a busca de novos protétipos a
farmacos. Portanto, as 5 conformacdes representativas e a estrutura experimental foram

utilizadas para o triagem virtual contra 4421 ligantes.
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Figura 17 - Valores de RMSD (nm) da cavidade do sitio ativo da estrutura experimental 3SV6 e os
clusters em relagéo as estruturas cristalinas com o cédigo PDB.

Fonte: do autor.

Tabela 6 - Valores do volume, profundidade e drogabilidade das estruturas experimentais

(codigo PDB) e os clusters.

Estrutura | Volume (&%) | Profundidade (&) | Drogabilidade (Drugscore)
3SV6 473,30 5,46 0,60
20C0 410,41 7,34 0,50
5ESB 342,82 7,25 0,58
5EQR 411,69 7,47 0,53
5EQS 445,41 7,11 0,59
4K8B 556,05 591 0,39
2P59 501,91 521 0,45
2FoU 539,96 5,86 0,59
3SU3 391,79 8,14 0,56
3KEE 465,67 8,16 0,57
20BQ 413,64 4,28 0,44
3KF2 533,22 5,64 0,45
1CU1 624,04 4,14 0,58

Cluster 1 431,86 7,22 0,46

Cluster 2 524,39 9,61 0,83

Cluster 3 470,44 5,93 0,72

Cluster 4 485,99 6,72 0,61

Cluster 5 302,85 4,22 0,21
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3.5.2 DM dos complexos de NS3-4A com telaprevir, boceprevir e danoprevir

A fim de avaliar o comportamento dos complexos da NS3-4A com os farmacos
de referéncia realizou-se a simulacdo por DM durante 50 ns. A figura 18 apresenta 0s
resultados de RMSD, RMSF e raio de giracdo. A partir dos valores de RMSD observa-
se que a proteina em complexo com telaprevir rapidamente atinge o equilibrio seguido
pelo boceprevir e danoprevir com valores médios de 0,15 + 0,02; 0,15 £ 0,02 ¢ 0,18 £
0,02 nm, respectivamente. Entretanto, o valor médio de RMSD é maior para 0
danoprevir, pois este farmaco apresenta maior volume comparado ao telaprevir e
boceprevir podendo causar maiores modificacGes na estrutura da NS3-4A. O raio de
giracdo da NS3-4A ao longo do tempo apresenta maiores modificacBes com danoprevir
onde ocorre uma compactacdo da proteina durante os primeiros 30 ns seguido de uma
descompactacdo, provavelmente devido ao volume do farmaco. Entretanto, apds 30 ns
os farmacos apresentam valores médios proximos em torno de 1,61 nm. Os valores de
RMSF seguem o mesmo perfil de RMSD com as flutua¢Ges dos residuos sendo menores
para o telaprevir e aumentando com boceprevir e danoprevir. A partir da figura 19 é
possivel visualizar as regiGes em que as flutuagcbes de RMSF ocorrem, onde o residuo
Glu1013 possui maior flutuacdo nos complexos. Para regido pertencente ao sitio ativo
os residuos que apresentam maiores flutuagdes nos complexos sdo Arg1117, Argl119,
Argl161, Lys1136 e 1165Lys.
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Figura 18 - RMSD, RMSF e raio de giracdo ao longo do tempo de simulac¢do por DM dos complexos de
NS3-4A com os farmacos de referéncia.
Fonte: do autor.
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Figura 19 - Estrutura da NS3-4A com os valores de RMSF para telaprevir, boceprevir e danoprevir. As
cores variam entre azul, branco e vermelho numa escala de 0 a 0,45 nm. O circulo destaca a
regido pertencente ao sitio ativo da proteina.

Fonte: do autor.
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As ligagdes de hidrogénio (LH) foram determinadas a uma distancia de 0,35 nm
e em um angulo de 30° usando a ferramenta g_hbond do programa GROMACS (Figura
20). O complexo da NS3-4A com telaprevir apresenta valor médio de ligacdo de
hidrogénio (VMLH) = 6, com o numero de ligacGes variando entre 3 a 9. O farmaco
boceprevir possui VMLH = 4 e o nimero de LH variando entre 0 a 9. A proteina com
danoprevir apresenta VMLH = 4 e o numero de LH variando entre 0 a 8 ao longo do
tempo. Para verificar a estabilidade das LH calculou-se a porcentagem de ocupacéo dos
pares (Tabela 7), onde os complexos com telaprevir, boceprevir e danoprevir
apresentam 6, 5 e 3 LH com mais de 50% de ocupacdo, respectivamente. Entretanto,
observa-se que as LH da NS3-4A com os farmacos sdo comuns para 0s residuos de
Alal157 com cerca de 90% de ocupacao, Hip1057 (histidina duplamente protonada (3-
e e-nitrogénios) carga +1) e Gly 1137, que pode ser muito favoravel para a estabilidade

destes complexos.
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Figura 20 - Nimero de ligagfes de hidrogénio ao longo do tempo de simulagdo por DM dos complexos
da NS3-4A com os farmacos de referéncia.
Fonte: do autor.
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Tabela 7 - Pares de ligagdes de hidrogénio com mais de 50% de ocupagao.

Farmaco Doador-Aceptor Ocupacéo (%)
Lig(H15) - 1157Ala(0) 99,3
1157Ala(H) — Lig(OBT) 99,1
1139Ser(H) — Lig(OBS) 90,7

Telaprevir

1159Ser(H) — Lig(OBW) 87,1
1057Hip(HE2) — Lig(O) 85,7
1139Ser(HG) — Lig(OBR) 65,6
1157Ala( H) - Lig(O15) 97,1
Lig(H1) - 1157Ala(0) 92,4
Boceprevir Lig(H) - 1157Ala(0) 86,0
1137Gly(H) - Lig(035) 67,3
1057Hip(HE2) - Lig(025) 56,8
1157Ala(H) - Lig(03) 97,5
Danoprevir  Lig(H34) - 1157Ala(O) 76,0
1137Gly(H) - Lig(06) 64,3

Fonte: do autor.

O método de mecénica molecular da area de superficie de Poisson-Boltzmann
(MM-PBSA) tem sido utilizado para estimar as energias livre de ligacdo no estudo das
interacdes biomoleculares e no desenvolvimento de farmacos [144]. As energias livres
de ligacéo calculadas para os complexos variaram de -28,73 a -41,72 kcal.mol™ com a
melhor interagdo da NS3-4A com telaprevir, seguido por danoprevir e boceprevir. A
Tabela 8 apresenta 0s componentes de energia que contribuem para a energia livre de
ligagdo, tendo como contribui¢Bes favoraveis os termos de van der Waals, eletrostaticos
e solvatacdo apolar, enquanto que a solvatacéo polar foi desfavoravel. A contribuicdo de
energia mais favoravel é Gygw nos complexos, provavelmente devido ao sitio ativo que
possui muitos residuos hidrofobicos em toda sua extensdo. Dessa forma, a energia de

van der Waals tem um papel importante na estabilizacdo dos complexos.
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Tabela 8 - Energia livre de ligacéo (kcal.mol™) dos complexos NS3-4A-telaprevir, boceprevir e
danoprevir®.

Farmaco Guaw Geletrostatico Gsolv polar Gasas Gotal
Telaprevir -52,19 +3,18 -27,63+2,85 43,45+3,47 -535+0,23 -41,72+ 3,88
Boceprevir -38,30+0,06 -17,10+£0,07 31,19+0,09 -451+0,01 -28,73+0,07
Danoprevir -48,84+0,09 -19,95+0,06 42,04+0,11 -4,86+0,01 -31,61+0,10

Nota: *Gygw — energia de van der Waals, Geeyostatica — €N€rgia eletrostatica, G son polar — €Nergia de

solvatacdo polar, G, — energia da area de superficie acessivel ao solvente e Gy, — energia livre
de ligacdo.
Fonte: do autor.

A contribuicdo de energia de cada residuo foi calculada para verificar a
diferenga entre os complexos. A decomposicdo da energia por residuo (Figura 21)
apresenta contribui¢es importantes dos residuos Hip1057, Lys1136, Arg1155, Alal156
e Val1158 para os complexos. Além do residuo 1057Hip contribuir para a energia de
ligacdo, também foi favoravel na formacdo de LH com os complexos. Portanto, esses

residuos podem ser considerados importantes na interacao de ligantes com NS3-4A.
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Figura 21 - Decomposi¢do da energia livre por residuos e representacdo nas estruturas da NS3-4A em
complexo com os farmacos de referéncia.
Fonte: do autor.
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A figura 22 apresenta as interagdes dos complexos com os farmacos a partir da
estrutura final da DM. Para o farmaco telaprevir observa-se 8 LH com os residuos
Hipl057, Ser1138, Ser1139, Argll55 e Alall57A e 10 contatos hidrofobicos com
Phell54, Thrl042, Gly1137, Alal156, Val1158, Thr1160, Leul135, Lys1136, 1le1132
e Argl123. O complexo com boceprevir apresenta 3 LH com os residuos Alall57,
Hipl057 e Glyl1137 e 7 contatos hidrofobicos com Argl123, Alall56, 1le1132,
Ser1139, Lys1136, Argl155 e Vall158. Danoprevir possui 5 LH com os residuos
Gly1137, Ser1139, Hip1057 e Alall57 e 8 contatos hidrofébicos com Lys1136,
Leull135, Aspl081, Argl155, Val1158, Argl123, Alal156 e 1le1132. Em comparacgdo
com as interacBes dos complexos elas ocorrem com os residuos Argl155, Ser1139,
Hip1057, Alal157, Gly1137, Alal156, Val1158, Lys1136, Ile1132 e Arg1123. Dentre
esses residuos a Hipl057 e Ser1139 pertencem ao sitio catalitico da protease NS3. Os
residuos Argl155, Alal156, Alal157 e Val1158 sdo conhecidos por interagirem com
inibidores peptidomimétidos de serino proteases [182]. Portanto, a simulacdo por DM

reproduziu as interacdes existentes entre NS3-4A com 0s antivirais de acdo direta.
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Figura 22 - InteracBes de hidrogénio e contatos hidrofébicos de NS3-4A com telaprevir, boceprevir e
danoprevir demonstrados a partir da estrutura final da DM.
Fonte: do autor.
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3.5.2 Redocking molecular

Estudos de redocking sdo usados para validar os métodos de docking molecular.
Nessa técnica o complexo proteina-ligante conhecido € entdo separado e ancorado,
para avaliar o sucesso do método de docking em reproduzir o complexo conhecido
experimentalmente. Para o teste de redocking é essencial alterar as coordenadas do
ligante antes da simulacdo de redocking, para remover qualquer tendéncia que é
causada por possuir o ligante ancorado a proteina exatamente na posi¢do equivalente as
coordenadas iniciais. Dessa forma, foi realizado o redocking da proteina NS34A com o
farmaco telaprevir (codigo PDB: 3SV6), boceprevir (codigo PDB: 20C8) e danoprevir
(codigo PDB: 3SUOQ) utilizando o programa Autodock4. Como resultado o programa
encontrou uma conformacdo do ligante de menor energia e 0 RMSD relacionado
(tabela 9). O limite de RMSD de 2 A é frequentemente utilizado como indicativo de
uma adequada predicdo de ligacdo [183]. Dessa forma, para as 3 estruturas o programa
Autodock4 apresentou bons resultados com valores de RMSD inferiores a 2 A. A
figura 23 apresenta a sobreposicdo da pose de redocking com a estrutura experimental.
Além disso, os valores de energia obtidos pelo docking e experimental para cada

farmaco sdo préximos e também podem confirmar o teste de redocking.

Tabela 9 - Energia de ligacdo (kcal.mol™) e RMSD (A) do redocking molecular.

Inibidor Cddigo PDB Autodock4 Experimental RMSD
Telaprevir 3SV6 -8,25 -10,24 191
Danoprevir 3SU0 -11,53 -9,32 1,08
Boceprevir 20C8 -7,67 - 1,45

Fonte: do autor.

A energia de ligacdo experimental foi obtida a partir da constante de inibicéo (k;
= 34,4 nM e 162 nM de telaprevir e danoprevir [155], respectivamente) pela seguinte

equacao (20):
AG = —RTInki (20)

onde R é constante dos gases, R = 1,987 cal K mol™ e T é a temperatura em Kelvin.
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Telaprevir Boceprevir

Figura 23 - Sobreposicdo da pose de ocking (rosa) da estrutura experimental (verde) dos
farmacos telaprevir, boceprevir e danoprevir.
Fonte: do autor.

3.5.3 Triagem virtual

A técnica de triagem virtual de moléculas é cada vez mais utilizada para
identificar moléculas lideres na descoberta de novos farmacos. Tipicamente, esta técnica
faz 0 uso de uma Unica estrutura da proteina determinada experimentalmente que é
utilizada por algoritmos de docking para prever a afinidade de ligacdo e poses de um
grande numero de moléculas [184]. Portanto, utilizando apenas uma estrutura da
proteina experimental na triagem virtual pode-se deixar de encontrar moléculas com alta
afinidade de interacdo que podem ser promissores candidatos a prototipos de novos
farmacos. Uma solugdo para esse problema seria a inclusdo da flexibilidade de proteinas
na triagem virtual. Porém, os algoritmos de docking ndo permitem isso devido ao custo
computacional. Atualmente, a inclusdo da movimentacdo completa da proteina pode ser
realizada por docking de mdltiplas estruturas obtidas por difracdo de raios-X, RMN ou
simulacgdo por DM.

Neste trabalho, primeiramente foi realizada a triagem virtual dos 4421 moléculas
mais os inibidores telaprevir, boceprevir e danoprevir como controle positivo contra 6

conformac0es da proteina, sendo a estrutura cristalina de NS34A (codigo PDB: 3SV6) e



58

0s 5 centrdides de cada cluster obtidos pela simula¢do por DM. Foram selecionadas 25
moléculas que obtiveram melhor energia de interacdo em cada uma das 6 conformag6es
(Tabela 10). Das 25 moléculas em cada conformacao as energias de ligacdo variam
entre -9,72 a -7,90; -8,85 a -7,82; -8,83 a -8,06; -9,17 a -8,28; -8,63 a -7,66 e -7,77 a
6,43 kcal.mol™ para a conformagéo experimental, cluster 1, cluster 2, cluster 3, cluster
4 e cluster 5, respectivamente. As conformacdes que apresentaram as melhores energias
foram a experimental e o cluster 3, onde essas apresentam valores de volume e
profundidade proximos (Tabela 6). Ja os clusters 1, 2 e 4 os valores de energia sao
proximos. Os maiores valores de energia sdo do cluster 5, onde essa conformacéo
apresenta o menor volume, tendo sua cavidade mais fechada devido a presenca de
ligacdo de hidrogénio entre os residuos Hip1057 e Arg1155. Dentre as 25 moléculas em
cada conformacao realizou-se um filtro para verificar as moléculas que se repetem entre
as conformagdes. Assim, para a etapa de simulacdo por DM foram selecionadas 106
moléculas. Os complexos com as 106 moléculas foram obtidos das poses com a
estrutura experimental para serem utilizados como pose de partida na simulacdo por
DM.



Tabela 10 - Energia de ligacdo (kcal.mol-1) obtida pelo Autodock4.

NS3-4A

Experimental

Cluster 1

Cluster 2

Cluster 3

Cluster 4

Cluster 5

Ligante

| E

Ligante

| E

Ligante

| E

Ligante

| E

Ligante | E

Ligante

E

NCI_163910
NCI_30663_a
ZINC78443615
ZINC03463364
ZINC66313262
ZINC08727854
ZINC70509309
ZINC04515994
NCI_270737 b
NCI_270737 a
ZINC78005710
ZINC70509308
NCI_41066
NCI_93354 a
ZINC58022623
NCI_204232
ZINC10215117
ZINC07473569
NCI_40751
ZINC72023504
NCI_127133
ZINC07473571
NCI_407628
NCI_59620 b
ZINC36752485
ZINC03463623

-9,72
-9,24
-8,38
-8,35
-8,32
-8,28
-8,24
-8,21
-8,16
-8,14
-8,13
-8,13
-8,11
-8,05
-8,02
-8,02
-8,01
-8,01
-8,00
-7,99
-7,97
-7,96
-7,95
-7,93
-7,92
-7,90

NCI_204232
NCI_156563
NCI_270737_b
NCI_270738 b
NCI_80997 b
NCI 211490 a
NCI_30663 b
NCI_281254
NCI_163910
NCI_298892_b
NCI_5069_a
NCI_270737 a
NCI_59620 b
NCI_298892_a
ZINC73873821
NCI_60785 a
NCI_30663_a
NCI_215718
NCI_37627
NCI_99634
NCI_93354 b
ZINC19699601
NCI_270738_a
ZINC19699631
NCI_127133
NCI 86467 b

-8,85
-8,64
-8,63
-8,57
-8,55
-8,55
-8,52
-8,44
-8,36
-8,31
-8,30
-8,20
8,12
8,12
-8,10
-8,07
-8,05
-8,04
-8,03
-7,97
-7,96
-7,92
-7,90
7,87
-7,86
7,82

ZINC04469399
ZINC03463476
NCI_4292
NCI_321496
ZINC08704622
NCI_132232
NCI_5069_a
ZINC08704625
NCI_270737 a
NCI_270738 b
NCI_127133
NCI_204232
ZINC14688128
NCI_156516
NCI_142335
NCI_270737 b
ZINC41097660
ZINC04356358
ZINC00212654
NCI_332186
NCI_327702
ZINC04277878
ZINC23185040
NCI_163443
ZINC08727857
NCI 116709 b

-8,83 NCI_270737_a
8,70 NCI_156516
-8,65 NCI_135618
-8,60 NCI_93354 b
-8,48 NCI_211490_a
8,42 NCI_85433
-8,34 NCI_327702
8,31 NCI_163910
-8,30 NCI_345647 a
-8,28 NCI_270738_a
-8,27 NCI_117987
-8,27 NCI_270737_b
8,26 NCI_204232
-8,22 NCI_80313
-8,18 NCI_106231
-8,17 NCI_80997 b
-8,16 NCI_379880
-8,16 ZINC08273034
-8,15 NCI_345647 b
-8,14 NCI_292923
-8,12 NCI_13316_b
8,11 NCI_55691
-8,10 ZINC15281099
-8,08 NCI_122819 b
-8,07 ZINC03595718
8,06 NCI 158413

-9,17
-9,17
-9,11
-9,08
-9,00
-8,98
-8,82
-8,70
-8,63
-8,59
-8,58
-8,55
-8,53
-8,51
-8,48
-8,47
-8,44
-8,43
-8,41
-8,40
-8,39
-8,36
-8,32
-8,30
-8,29
-8,28

NCI_270738_a -8,63
NCI 5069 a -8,37
NCI_270737 a -8,18

NCI_7578  -8,18
NCI_5069 b -8,12
NCI 270737 b -8,12
ZINC78001294 -8,01
ZINC36725230 -7,99
ZINC21336673 -7,91
NCI_117987 -7,88
ZINC08704624 -7,84
NCI 86467 b -7,79
ZINC21336674 -7,77
ZINC05443876 -7,75
ZINC36725232 -7,73
ZINC21336671 -7,72
ZINC78001292 -7,72
NCI 671136 -7,72
ZINC36892784 -7,69
ZINC36718352 -7,69
ZINC03592601 -7,69
NCI_135618 -7,69
ZINC39544236 -7,69
ZINC03592753 -7,66
ZINC04469399 -7,66
ZINC03463476 -7,66

NCI_163910
ZINC36877315
NCI_41066
NCI_4292
NCI_59620_b
NCI_293778
NCI_270738 b
NCI_281254
ZINC36844252
ZINC36844255
ZINC21560744
NCI_135618
NCI_132232
NCI_117987
NCI_171303
NCI_408860
NCI_86467_a
NCI_204232
NCI_7578
NCI_40751
ZINC74208891
ZINC22620072
NCI_270737 b
NCI_93354 _a
NCI_86467 b
NCI 163443

-1,77
-7,22
-7,11
-6,94
-6,85
-6,84
-6,81
-6,76
-6,75
-6,71
-6,67
-6,66
-6,65
-6,64
-6,61
-6,60
-6,56
-6,54
-6,51
-6,49
-6,48
-6,47
-6,47
-6,46
-6,46
-6,43

Fonte: do autor.

59



60

3.5.4 DM dos complexos obtidos pela triagem virtual

A simulacdo por dinamica molecular foi realizada durante 2 ns para os 106
complexos de NS3-4A com os ligantes selecionados pela triagem virtual. O intuito desta
etapa é refinar o ancoramento dos ligantes com o sitio ativo da proteina e, assim
ranquear os melhores ligantes pela energia livre de ligacdo determinada pelo método
MM-PBSA. A energia livre de ligacdo entre os 106 ligantes variam de -9,15 a -31,39
kcal.mol™ e as melhores energias para a interagdo com NS3-4A sdo dos ligantes
similares aos farmacos telaprevir e boceprevir. Estes resultados em compara¢do com 0s
valores de energia livre de ligacdo dos complexos de NS3-4A com os farmacos de
referéncia (Tabela 8) ndao foram melhores do que com o telaprevir. Porém, as energias
dos ligantes (Tabela 11) ZINC07473569 e ZINC04277878 sdo melhores do que com o
boceprevir e 0 ZINC36844252 tem energia proxima ao danoprevir. Verificamos se 0s
10 ligantes (Figura 24) da tabela 11 aparecem em mais de uma conformacéo de NS3-4A
na tabela 10 dos resultados de docking. Observa-se que o ligante ZINC36844252
aparece no cluster 5, ZINC07473569 na estrutura experimental, ZINC04277878 no
cluster 2, ZINC08704624 cluster 1 e 2, ZINC10215117 no cluster 1, ZINC36752485 na
estrutura experimental, NCI_60785_a no cluster 1 e 4, NCI_327702 no cluster 2, 3 e 4,
NCI_ 142335 no cluster 1, 2 e 3 e NCI_298892 b no cluster 1. Apenas dois ligantes
tiveram interacdo com a estrutura experimental e os demais com as conformacdes
obtidas pela dinamica molecular. Quando as mdltiplas conformacdes da proteina sdo
incorporadas a um protocolo de triagem virtual, a taxa de sucesso pode melhorar
drasticamente; ligantes que ndo se ligam a estrutura cristalina podem se ligar a outras
conformacdes de proteina relacionadas. O rastreio contra essas outras conformacdes, em
principio, reduz a taxa de falso negativo. Portanto, por meio dos dados in silico
podemos sugerir que a triagem virtual com um conjunto de conformagdes da proteina
seleciona ligantes que poderiam ser descartados para uma proxima etapa no processo de
planejamento e desenvolvimento de novos farmacos. Sob 0 mesmo ponto de vista deste
trabalho, o0 método RCS desenvolvido por McCammon que explora um conjunto de
conformac@es com docking foi usado na descoberta do farmaco raltegravir, um inibidor
da integrase de HIV [185-187]. Assim, nossos resultados podem auxiliar como um guia
na busca por novos farmacos antivirais utilizando o docking e a simula¢édo por DM com
estruturas flexiveis tanto da proteina como do ligante. Entretanto, para validar esses

resultados € necessario um ensaio experimental.



Tabela 11 - Energia livre de ligagdo (kcal.mol™) obtida pelo método MM-PBSA.
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Rank Ligante AGiotal
1 ZINC36844252 -31,39+0,23
2 ZINCO07473569 -29,66 + 0,34
3 ZINC04277878 -29,11 + 0,37
4 ZINC08704624 -27,94 + 0,96
5 ZINC10215117 -27,86 £ 0,22
6 ZINC36752485 -27,59+0,31
7 NCI_60785_a -27,33+0,19
8 NCI_327702 -27,14 + 0,10
9 NCI_142335 -27,04 + 0,04
10 NCI_298892 b -27,00 £ 0,23

* Fonte: do autor.
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Figura 24. Estrutura quimica dos 10 melhores ligantes.

Fonte: do autor.
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Na simulacdo por DM da NS3-4A com os farmacos de referéncia foram

analisados os residuos que tém grande importancia na interacdo com a proteina. Dessa
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maneira, também foi verificado os residuos que tém interacdo com os 3 melhores
ligantes por meio da decomposicéo da energia por residuo e LigPlot da estrutura final da
DM. Na figura 25 observa-se que 0 comportamento € similar para os ligantes tendo os
seguintes residuos com energias favoraveis menores que -1,0 kcal.mol™: Phe1043,
Argl109, Lys1136, Gly1137, Serl138, Alall56 para ZINC36844252, Phel043,
Argl109, 11e1132, Lys1136, Argll55 para ZINCO07473569 e Hipl057, 1le1132,
Lys1136, Argl155 e Alall56 para ZINC04277878. Os residuos Phel043, Lys1136 e
Arg1155 sdo favoraveis, ja 0 Aspl081 e Aspl168 desfavoraveis para os 3 ligantes. Na
figura 26 observamos que os ligantes apresentam interacbes com residuos da triade
catalitica como Ser1139 e Hip1057. Além disso, ocorrem interacdes com o0s residuos de
Argl1155, Alal156, Alal157, Gly1137 e 1le1132, onde os trés primeiros sdo conhecidos
por interagirem com inibidores peptidomimétidos de serino proteases. Os residuos que
foram de destaque nesses resultados também sdo importantes com os farmacos de
referéncia. Isto pode ser um indicativo de que esses ligantes também tem potencial para
inibir a enzima NS3-4A.

[-——ZINC36844252 ZINC07473589 —— ZINC4277878|

!

| DI P W | | Sppp—y TS
M] \W Y 'ﬂ | |
f [ ¢ \

|
[

Energia de ligagao (kcal.mol™)
IS & [ 4 o - N w IS
: b e A

T T T T 5 T T T
1000 1025 1050 1075 1100 1125 1150 1175
Resdua

Figura 25 - Decomposicédo da energia livre por residuos e representacao das estruturas da NS3-4A em
complexo com os 3 melhores ligantes.
Fonte: do autor.



64

¢) ZINC04277878

‘({xg

a) ZINC36844252

n/

(
Ser I/Ln‘?\\A
Tle ||zw\) -%:ﬂ‘:\(/\)” oA Hlpl()m‘g)
Leull35
%;;)u\y P %77)'\'\ 20 e”%ﬂ(g\’
o Xal 1550 : s o :%713‘/\» 4 Ph%lﬁél(A»
S e rg1155(A)

Gly 1137¢A)

o " s
s
Ala ||<ﬁ§ &' Q 3 : ‘e e A»il%w\; ’ g
Ly lngé .~ }" w *3.03 Q B
= = ily 1137 \. » Ivy\”_u%kl o o
k) - i i 4
e £ P e
Leull3s X et X ‘ & 256 L ‘Serl 139(A) 5 °
Serl 138(A) :-“b' :“r'“ "f k cl 8
llip]():‘;?,w‘; . Lysl136@) ¢
ipl 057(2 ,
AT IsscAy  GIIOHA) G 'b c Q
(;1?91»(;\:3‘/\) 3
Sy ff"g
GlylOS8(A) Iel 132(%)
Serl 159(A)

Figura 26 - LigagBes de hidrogénio e contatos hidrofébicos de NS3-4A com ZINC36844252,
ZINCO07473569 e ZINC04277878 demonstrados a partir da estrutura final da dindmica
molecular.

Fonte: do autor.

3.5.5 DM de NS5B e NS5B-Mg?*

O comportamento das estruturas da NS5B e NS5B-Mg®* foi avaliado pelo
RMSD, raio de giragdo e SASA a partir da estrutura de referéncia obtida pelo PDB. Os
RMSDs (Figura 27a) indicam que as modificagdes nas estruturas secundarias ocorrem
no decorrer das simulacdes. O RMSD para a NS5B mostra que nos primeiros
nanosegundos as conformacbes desviam da estrutura de referéncia. A estrutura
converge lentamente para uma conformagéo estavel com valor de RMSD médio de 0,45
nm ap6s 27 ns. A proteina complexada com fons Mg?" apresenta um perfil de RMSD
com menores oscilagcBes do que a proteina livre convergindo para uma estrutura estavel
apos 25 ns com RMSD medio de 0,33 nm. Nesta avaliacdo de RMSD podemos observar
que a estrutura livre apresenta maior flexibilidade do que a estrutura complexada com
os ions. Isto, também € observado pelo raio de giragdo (Figura 27b). Porém, a estrutura
livre se torna mais compacta do que a complexada ao longo do tempo de simulagdo com
valor de Ry médio de 2,24 e 2,28 nm durante os ultimos 13 ns, respectivamente.



65

a) b)
06 2,50
—— NS5B . _ NsSB
054 —— NS5B-Mg 2,45
04 E 240
a 03+ g 2,35
S 3
E 02 o 230
g
o
01 2,254
00+ ; T T T 2,20 T T T T {
0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40

Tempo (ns) Tempo (ns)

Figura 27 - (@) RMSD e (b) raio de giracdo dos atomos de carbono alpha das estruturas de NS5B livre
(preto) e o complexo NS5B-Mg®* (vermelho) em relag&o & estrutura de referéncia ao longo
do tempo de simulacéo.

Fonte: do autor.

O RMSF (Figura 28) foi calculado para identificar a flexibilidade de cada
residuo durante o tempo de simulacdo. Nos dois sistemas os residuos sd&o muito
flexiveis, porém NS5B apresenta maiores oscilacdes. Os maiores desvios de RMSF em
ambos os sistemas ocorrem em regides de algcas da proteina. Os residuos Asp220,
Asp318 e Asp319 apresentaram os menores valores de RMSF tanto para NS5B quanto
NS5B-Mg?*. Esses residuos sdo importantes, pois coordenam os fons Mg e estéo

diretamente envolvidos na catalise.

0,5

04

RMSF (nm)

0,0 T

T T T T T T T T T
50 100 150 200 250 300 350 400 450 50
# Residuo

Figura 28 - RMSF da proteina livre e complexada.
Fonte: do autor.

A SASA (Figura 29) de NS5B e NS5B-Mg** estd em acordo com o raio de
giracdo, pois quanto mais compacta a proteina menor a area acessivel ao solvente.

Observa-se que até 23 ns ambos 0s sistemas apresentam comportamentos similares,

50
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ap6s esse tempo de simulacéo a proteina livre tem um valor de 4rea médio de 229 nm? e
a proteina complexada de 234 nm?, ou seja, NS5B se torna mais compacta e com menor
area acessivel ao solvente do que NS5B-Mg**. Esta mudanca de conformacéo indica

que ha uma conformacao mais aberta para NS5B-Mg?* e mais fechada para NS5B.

270 T T T T T T T T T
260
250
E
= 240
)
<
0
230
220
210 r T T T T T T T y |
0 10 20 30 40 50
Tempo (ns)

Figura 29 - SASA da proteina livre e complexada de NS5B ao longo do tempo de simulag&o.
Fonte: do autor.

3.5.5.1 Conjunto de conformacgodes

A estrutura de NS5B apresenta conformagOes diferentes na presenca e na
auséncia dos fons Mg?* no PDB. Os fons sdo muitos importantes para descoberta de
novos farmacos, como ocorrido com o farmaco sofosbuvir que interage com 0s ions
para inibir a polimerase NS5B. Por isso, optou-se por utilizar as duas conformacoes
neste estudo para gerar o conjunto de conformacbes a serem utilizados no docking
molecular. Para selecionar um conjunto de conformacgdes representativo da DM por
meio da clusterizag&o utilizou-se o0 método gromos e raio de corte variando entre 1,0 a
1,5 nm em relacdo aos residuos do sitio ativo (Figura 30). A andlise foi realizada

durante os Gltimos 40 ns de simulacdo, em que as estruturas foram armazenadas a cada
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2 ps gerando 20000 conformagdes em ambos os sistemas. A quantidade do nimero de
clusters com a variacdo do raio de corte € apresentada na figura 31. Observa-se que 0
namero de clusters diminui com o aumento do raio de corte. As tabelas 12 e 13
apresentam maiores detalhes com relacdo a figura 31. Em ambos os sistemas a partir do
raio de corte 1,2 nm podemos representar os sistemas com 3 conformacdes, pois a partir
deste raio de corte a porcentagem das populacdes estdo acima de 50%. Assim, o raio de
corte de 1,5 nm foi selecionado, pois com 3 conformacgfes podemos representar com 92
e 97% da populacdo de NS5B e NS5B-Mg?*, respectivamente. As estruturas centréides

foram selecionadas para representar os 3 clusters de cada sistema (Figura 32).

Figura 30 - Estrutura da NS5B com os residuos do sitio ativo selecionado (azul) e os fons de Mg?®*
(verde).
Fonte: do autor.
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Numero de Clusters

1,0 1,1 1.2 1,3 1,4 1,5

raio de corte

Figura 31 - Representacdo da quantidade de clusters gerados em relagdo a variagdo do raio de corte (nm)
para os sistemas de NS5B (preto) e NS5B-Mg?* (vermelho).
Fonte: do autor.

Tabela 12 - Quantidade de clusters, estruturas dos clusters mais populosos e porcentagem da populagéo
em relacéo ao raio de corte para NS5B.

NS5B

Numero de clusters 203 95 50 28 17 11
Raio de Corte 1,0 1,1 1,2 1,3 14 15

Populacdes dos 3
649/ 1529/ 2395 3118/ 3798 4326/

363/353 692/454 /808/566 858/625 /1002/582 1289/522

clusters mais
populosos
Porcentagem da

20 40 56 69 81 92
populacéo (%)

Fonte: do autor.



69

Tabela 13 - Quantidade de clusters, estruturas dos clusters mais populosos e porcentagem da populagdo
em relacio ao raio de corte para NS5B-Mg*".

NS5B-Mg**
Numero de clusters 248 104 53 25 14 9
Raio de Corte 1,0 1,1 1,2 1,3 14 15

Populacdes dos 3
402/ 788/ 1732/ 2818/ 3960/ 4793/

265/223 626/465 1080/566 941/908 1306/577 1337/371

clusters mais
populosos
Porcentagem da

13 28 50 70 88 97
populacéo (%)

Fonte: do autor.

Figura 32 - Sobreposicéo da estrutura cristalina (verde) e as 3 conformacdes dos centréides da NS5B (a) e
NS5B-Mg?* (b).
Fonte: do autor.

Para verificar se os 3 centrdides sdo diferentes calculou-se a quantidade de
ligagbes de hidrogénio, RMSD da cavidade do sitio ativo em relagdo a estrutura
experimental 2WHO, volume, profundidade e drogabilidade. Os valores de RMSD
(Tabela 14) variam entre 0,328 a 0,365 e 0,370 a 0,384 nm na auséncia e presenca dos
fons de Mg?*, respectivamente, indicando uma movimentaco consideravel dos clusters.
A estrutura experimental possui maior quantidade de ligac6es de hidrogénio (Tabela 14)
em relagdo aos centrdides, porém a quantidade de ligacGes de hidrogénio que séo
conservadas nos centréides em relacdo a estrutura experimental é pequena, com as
conformacdes na auséncia dos fons de Mg®* tendo maior nimero. Os clusters-Mg**
contem menor numero de ligaces de hidrogénio, sendo as conformacdes que
apresentam maiores diferencas nas ligagdes de hidrogénio comparado com a
experimental. As diferentes nas ligagdes de hidrogénio e os valores de RMSD podem

estar associados as diferencas entre as cavidades do sitio de ligacdo dos clusters como
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mostrado na figura 33. Além disso, observa-se que também héa diferencas no formato,

volume e profundidade das cavidades (Tabela 15), onde as maiores diferencas aparecem

nos volumes e drogabilidade dos clusters-Mg?*. O cluster3-Mg®* apresenta a cavidade

com maior diferenca no formato e volume. Ja os clusters na auséncia dos ions de Mg

2+

tém maiores volumes e melhor drogabilidade. Assim, a DM forneceu conformacdes

diferentes da estrutura experimental.

Tabela 14 - Ntmero de ligacao de hidrogénio e RMSD das conformacdes da NS5B e NS5B-Mg*".

o N° ligagdes de o
B N° ligacdes de ) . RMSD / nm (em relagdo a
Conformacéo ) o hidrogénio )
hidrogénio estrutura experimental)
conservadas
NS5B 14
Cluster 1 13 3 0,328
Cluster 2 12 4 0,370
Cluster 3 13 0,365
NS5B-Mg** 14
Clusterl-
24 7 0 0,840
Mg
Cluster2-
M 7 1 0,767
g
Cluster3-
94 8 1 0,700
Mg

Fonte: do autor.

Tabela 15 - Valores do volume, profundidade e drogabilidade da NS5B e NS5B-Mg?".

Conformacéo | Volume (A®) | Profundidade (A) | Drogabilidade (Drugscore)
NS5B 676,29 21,00 0,81
Cluster 1 762,62 20,54 0,80
Cluster 2 500,00 22,00 0,88
Cluster 3 563,00 27,0 0,89
NS5B-Mg2+ 660,0 21,04 0,81
Cluster1-Mg** 524,0 21,00 0,80
Cluster2-Mg** 406,72 12,28 0,60
CIuster3—Mgz+ 308,67 21,00 0,66

Fonte: do autor.
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NS5B Clusterl Cluster2 Cluster3

NS5B-Mg?* Cluster1-Mg?* Cluster2-Mg?* Cluster3-Mg**

Figura 33 - Cavidade do sitio de ativo das conformagées da NS5B e NS5B-Mg?*.
Fonte: do autor.

3.5.6 Docking molecular de NS5B e NS5B-Mg?*

O docking molecular foi primeiramente realizado com a estrutura experimental
de NS5B na presenca e na auséncia dos fons de Mg”* com o farmaco sofosbuvir (Figura
10). Este ancoramento foi utilizado como controle positivo na triagem virtual. Mas,
ainda nio existe nenhuma estrutura 3D do complexo NS5B-Mg?*-sofobuvir disponivel
no PDB e foi realizado um ancoramente especulativo baseado em dados experimentais.
O docking molecular foi realizada no sitio ativo da proteina NS5B com sofosbovir
obtendo valores de energia de ligacdo de -7,6 e -7,7 kcal.mol™ na auséncia e na presenca
dos fons Mg**. Estes valores estdo de acordo com os dados experimentais que variam
entre -7,6 a -8,4 kcal.mol™ [188]. A figura 34 apresenta as poses de sofosbuvir no sitio
ativo da enzima e os tipos de ligacGes envolvidas. Observa-se que o complexo com
NS5B é estabilizado por nove contatos hidrofdbicas e 5 ligacGes de hidrogénio com os
residuos Phe224, Thr221, Asp225, Asp318 e Asp319. O complexo com NS5B-Mg?®* ¢
estabilizado por 12 contatos hidrofobicas, uma ligacdo de hidrogénio com o residuo
Asp318 e uma ligacdo covalente com ion magnésio. Nesta analise podemos sugerir que
a ligagdo do farmaco em presenca dos ions apresenta maior estabilidade do que em
auséncia de magnésio apesar das energias serem muito proximas devido a ligacéo

covalente.
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Figura 34 - Estrutura obtida do docking molecular de sofosbuvir no sitio ativo de NS5B na auséncia (A) e
na presenca (B) dos fons de Mg?* e os tipos de interacées.
Fonte: do autor.

3.5.7 Triagem virtual de NS5B NS5B-Mg**

A triagem virtual foi realizada em 2 etapas. Na primeira etapa foi realizada a
triagem virtual de 1689 moléculas contra as estruturas cristalinas da NS5B e NS5B-
Mg®*, onde foram selecionadas 40 moléculas que obtiveram melhor energia de interagdo
do que com o farmaco sofosbuvir. Na segunda etapa foram realizados os ancoramentos
das 40 moléculas (Figura 35) contra as 6 conformacdes obtidas pela DM da NS5B e
NS5B-Mg?* e o raqueamento das melhores moléculas foi realizado pelo valor da
energia média ponderada com relacdo a porcentagem populacional dos clusters. Os
resultados das energias de ligacdo das 40 moléculas estdo apresentados nas tabelas 14 e
15. As energias de interacdo da estrutura cristalina com as 1689 moléculas variam entre
-13,9a-3,0 e -16,6 a -2,2 kcal.mol™ para NS5B e NS5B-Mg?*, respectivamente. E entre
as 40 moléculas as energias variam de -13,9 a -10,4 e -16,6 a -11,4 kcal.mol™ para
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NS5B e NS5B-Mg®*, respectivamente. Quando as 40 moléculas sdo submetidos ao
docking contra o conjunto de conformacg6es obtido da DM as energias variam entre -
10,2 a -3,7 e -12,2 a -4,8 kcal.mol™ para NS5B e NS5B-Mg**, respectivamente.
Verifica-se que os complexos com NS5B-Mg** as interacdes séo melhores do que com
NS5B, pois é possivel que com os fons de Mg** podemos obter ligantes mais atrativos.
As 3 primeiras moléculas da tabela 16 sofrem maiores alteracfes no rank entre as duas
triagens. Na tabela 17 a alteracdo do rank é pequena. Isto sugere que a presenca dos ions
de Mg?* no sitio ativo estabiliza melhor os complexos, podendo ser de extrema
importancia para a busca de novos inibidores. Dentre as moléculas ancoradas com
ambas as estruturas, a substancia ZINC77319496 obteve melhor energia de ligacdo de -
10.2 e 12.2 kcal.mol™ na presenca e na auséncia dos fons Mg?*, respectivamente. Esta
molécula é similar ao sofosbuvir, porém até a presente analise ¢ mais efetiva na
interacdo com a enzima. A figura 36 apresenta as interacfes envolvidas nos complexos
com ZINC77319496. Esta molécula em complexo com NS5B tem sua interacdo
estabilizada por trés ligacdes de hidrogénio com os residuos Asp220, Gly351, Cys223 e
Arg48. E dez interacdes hidrofobicas pelos residuos Thr219, Arg222, Lys51. Lys151,
Ser367, Thr364, Ser218, Asp352 e Pro354. A interacdo com NS5B-Mg”* ¢ estabilizada
por seis ligacdes de hidrogénio com os residuos Arg368, Asp319, Cys155, Arg48 e
Lys51, uma ligacdo covalente com ion magneésio e oito interagdes hidrofobicas com os
residuos Phel45, Asp220, Argl58, Asp318, Ser367, Thr364, Cys366 e Ser365. Os
residuos Asp220, Arg48, Lys51 e Thr364 sdo importantes para a interacdo de

ZINC77319496 com a enzima na presenca e na auséncia dos fons Mg?".



Tabela 16 - Energia de ligacdo (kcal.mol™) obtida pelo Autodock4
estrutura cristalina e do conjunto de
conformac6es da NS5B.

da

Rank E;(Conjunto) Rank E; (PDB) Cddigo da molécula

WWWWWWWWWWRNRNNRNNNNNNNRPRPRPRRPRPRERERRERP
OO VO REOMNPLPOOOIdTOTNBRAWONPOOOM~NOUDMWNROOXNOR~WNDRE

40

-10,2
9,9
9,6
95
9,3
9,2
-9,0
-9,0
-8,9
-8,9
8,8
8,7
8,6
8,6
8,3
8,3
8,3
8,3
8,2
-8,0
7,9
7,9
7,8
7,8
7,7
7,7
7,6
75
75
7,2
-6,9
-6,6
6,3
6,2
5,8
5,6
5,3
4,8
-3,9
3,7

3
6

27
2
21
28
7
8
35
14
26
20
29
4
38
22
5
33
18
23
36
16
1
24
15
17
32
9
13
10
11
39
31
40
19
37
30
12
34
25

-13,2
-12,1
-10,3
-13,6
-10,5
-10,3
-11,9
-11,4
-10,2
-10,8
-10,4
-10,5
-10,3
-10,6
-10,0
-10,5
-12,5
-10,2
-10,6
-10,4
-10,1
-10,6
-13,9
-10,4
-10,7
-10,6
-10,0
-11,3
-10,8
-11,3
-11,0
-10,0
-10,2
-10,0
-10,6
-10,0
-10,3
-10,9
-10,2
-10,4

ZINC77319496
ZINC05273962

NCI_80735
NCI_163910
NCI_204232
NCI_135618

ZINC33979231

ZINC13520531

ZINC13520567

ZINC30320690
NCI_320218

ZINC08215882
NCI_319990

ZINC05273963
NCI_171303
NCI_329249
NCI_202386

NCI_43088
NCI_201631
NCI_73735
NCI 211356
NCI_5069 b

ZINC49853691
NCI_294153

ZINC83333182

NCI_40751

ZINC13546273

ZINC83333183
NCI_156563
NCI_5069_a

ZINC33979245

ZINC01532628

ZINC44460318

ZINC12358873

ZINC33979229

ZINC77292553

ZINC40655889

ZINC65742747

ZINC35340840

ZINC12502471

Fonte: do autor.
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Tabela 17 - Energia de ligacéo (kcal.mol-1) obtida pelo Autodock4 da
estrutura cristalina e do conjunto de conformagdes da

NS5B-Mg?".

Rank E;(Conjunto) Rank E;(PDB) Cddigo da molécula
1 -12,2 1 -16,6 ZINC77319496
2 -12,0 3 -14,9 NCI_ 163910
3 -11,2 2 -15,1 ZINC49853691
4 -10,7 18 -11,9 NCI1 204232
5 -10,2 21 -11,9 NCI1_ 202386
6 -9,9 15 -12,1 NCI_80735
7 -9,7 14 -12,2 ZINC83333183
8 9,6 9  -13,0 NCI_281254
9 -9,4 4 -13,3 ZINC13520567
10 -9,2 10 -12,4 ZINC05273961
11 -9,2 5 -13,2 ZINC05273963
12 -9,2 20 -11,9 ZINC83333182
13 -9,1 39 -11,0 NCI_ 171303
14 9,1 31 -11,1 NCI1_ 302584
15 9,1 30 -11,2 NCI_73735
16 -8,8 29 -12,6 ZINC13520531
17 -8,8 11 -12,4 ZINC33979231
18 -8,8 17 -12,0 ZINC12493522
19 -8,6 28 -11,3 NCI_ 135618
20 -8,6 34 -110 NCI_4292
21 -8,6 16 -12,1 ZINC13546273
22 -8,6 33 -11,1 NCI 294153
23 -8,6 26 -11,4 NCI_40751
24 -8,5 37 -11,0 NCI 329249
25 -8,4 7 -12,7 NCI_41066
26 -8,4 12 -12,3 NCI1_408860
27 -8,3 13 -12,2 ZINC05273960
28 -8,3 19 -11,9 ZINC30320690
29 -8,3 24 -11,5 ZINC77319502
30 -8,2 29 -11,2 NCI 116720
31 -8,2 9 -12,4 ZINC05273962
32 -8,0 32 -11,1 NCI_ 156563
33 7.9 27 -11,3 NCI_5069 b
34 -7,6 23 -11,6 ZINC33979232
35 -7,5 40 -10,9 ZINC33979245
36 -7,2 35 -11,0 ZINC08215882
37 -6,9 36 -11,0 ZINC64622139
38 -6,8 38 -11,0 ZINC33979230
39 -6,4 22 -11,7 NCI_91529 b
40 -4,8 25 -11,4 ZINC35340840

Fonte: do autor.
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Figura 35 - Estrutura quimica dos 40 ligantes apresentados na tabela 16.

Fonte: do autor.
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Figura 36 - Poses da molécula ZINC77319496 no sitio ativo de NS5B na auséncia (a) e na presenca (b)
dos fons de Mg?* e os tipos de interacdes calculados pelo programa LigPlot.

Fonte: do autor.

3.6 Concluséao

O estudo in silico da enzima NS3-4A mostrou que a DM da estrutura livre gera

um espaco conformacional maior do que com a estrutura complexada. Isto resultou num
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conjunto de conformacgdes da proteina diferentes de algumas existentes no PBD. A
triagem virtual com as maltiplas conformagdes de NS3-4A resultou em moléculas com
melhores interacdes do que com o farmaco telaprevir. Porém, quando os complexos
com os ligantes foram submetidos a simulacdo por DM verificou-se que as energias
livre de ligacdo foram similares as dos farmacos de referéncia. A decomposicdo de
energia e os tipos de interacdes determinadas pelo ligplot sugerem que os 3 melhores
ligantes podem inibir a enzima NS3-4A, pois se ligam aos residuos presentes na triade
catalitica e outros que sdo importantes nas interacdes com inibidores conhecidos.

A abordagem computacional com a enzima NS5B em presenca e auséncia dos
ions de magnésio demostrou que a interacdo com os ligantes e o farmaco sofosbuvir é
mais efetiva em presenca de Mg*? no sitio ativo da proteina, pois parece estabilizar
melhor os complexos. Além disso, a triagem virtual com mdltiplas conformacgdes
encontrou o ligante ZINC77319496 com melhor interagdo do que o farmaco sofosbuvir.
Esse estudo demonstrou que é importante a presenca do ion metélico no sitio ativo, pois
além de estabiliza a estrutura da enzima também melhora a interacdo com os ligantes.
Assim, a presenca do ion metalico no sitio ativo pode evitar falsos positivos no estudo de
triagem de moléculas. Portanto, este estudo elucida a importancia da presenca do metal
no sitio ativo, sendo crucial para a busca de novos inibidores antivirais.

Contudo, foi possivel verificar que a triagem virtual utilizando mdltiplas
conformacBes de proteina gera resultados diferentes da triagem com uma Unica
estrutura. Esse método reduz o custo computacional do ensaio de docking caso fosse
realizado com todo o espaco conformacional da trajetoria de DM. Além disso, a
simulacdo por DM dos complexos devido a flexibilidade da proteina e do ligante
possibilita o refinamento dos resultados de docking, avaliagdo da estabilidade e energia
de ligacdo em meio aquoso. Assim, a DM pode gerar resultados proximos ao
experimental e corroborar no entendimento do mecanismo de interagdo proteina-ligante.

Entretanto, para validar esses resultados séo necessarios ensaios experimentais.
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4 CANCER DE CABECA E PESCOCO

O céncer de cabeca e pescoco (CCP) tem uma incidéncia anual de 550.000 casos
e 300 mil mortes por ano no mundo [26]. Este tipo de cancer, afeta principalmente os
l&bios, cavidade oral (boca), cavidade nasal, faringe, laringe e seios paranasais (Figura
37). E considerado um dos canceres mais agressivos e invasivos. Cerca de 90% de todos
0s canceres de cabeca e pescoc¢o sdo carcinomas de células escamosas (CCE), originado
do revestimento escamoso da superficie das mucosas do trato aerodigestivo superior,
incluindo cavidade oral, faringe, laringe e trato sinonasal [27]. CCE exibe um perfil
agressivo de malignidade caracterizado principalmente pelo extensivo potencial de
invasdo aos tecidos adjacentes e sitios de metastases para 6rgaos distantes mesmo em

estagios precoces.
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Figura 37 - Trato aerodigestivo superior.
Fonte: [27]

Atualmente, o0 CCE ocupa a sexta posi¢do por incidéncia no mundo [26], sendo
que apenas 50% dos pacientes permanecem Vivos por 5 anos ap0s o diagnostico. Os
casos diagnosticados desta doenca estdo frequentemente em estagio avancado, com um
fator significativo de desenvolvimento dos linfonodos. O tratamento destes pacientes
envolve avaliagdo por uma equipe multidisciplinar com a coordenacdo de cirurgia,
quimioterapia e radioterapia. A cirurgia € 0 método mais antigo utilizado como
tratamento do céncer, mas € um método altamente invasivo, podendo causar lesdes
estéticas irrecuperaveis, com um significativo comprometimento funcional. Na maioria

dos casos, a terapia combinada é usada [28]. Nos Estados Unidos, o FDA vem
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aprovando uma diversidade de estratégias imunoterapéuticas e somente no ano de 2015,
18 diferentes estratégias capazes de modular ndo s6 o microambiente tumoral de
diversos tipos de cancer, mas também em induzir uma resposta avida contra eles, foram
aprovadas. A imunoterapia foi considerada como o grande avanco da medicina nos
ultimos anos e no tratamento de pacientes com cancer. Determinados antigenos estdo
sendo amplamente estudados, como potenciais alvos na criagdo de imunizagdes
utilizando células dendriticas para pacientes com CCE em diversos estagios, tais como
MUC-1, EGFR, RAGE, GAGE, NY-ESO-1 e CEA. Além disso, os blogueios de
determinados receptores (antagonistas) e estimulacdo (agonistas), mediante anticorpos
monoclonais, estdo sendo amplamente utilizados em ensaios clinicos. Como exemplos
destas terapias destacam-se: o bloqueio dos inibidores de checkpoints, tais como PD-1
(Nivolumab e Pembrolizumab) e seus ligantes (PD-L1 e PD-L2) e CTLA-4
(Ipilimumab), anti-EGFR (Cetuximab e Nimotuzumab), anti-EpCAM (Catumaxomab),
agonistas de moléculas coestimuladoras tais como OX40, vacinas baseadas em
peptideos especificos, capazes de estimular uma resposta especifica, terapia baseada em
citocinas, tais como GM-CSF, IL-2, IL-12 e IFN-y, inibidores de MDSC, terapias
baseadas em CAR’s (Chimeric Antigen Receptors) e virus recombinantes, capazes de
produzir GM-CSF e transferéncia de células T adotivas. No entanto, o tratamento ndo
cirargico tem baixa taxa de resposta e efeitos colaterais elevados. Apesar dos avangos
em pesquisa e tratamento, os resultados clinicos e as taxas globais de sobrevivéncia para
CCE nédo foram melhorados substancialmente nas ultimas décadas, com a taxa de
sobrevivéncia de 5 anos em geral inferior a 50%. Os insucessos dessas estratégias
baseiam-se principalmente na reincidéncia loco regional ou devidos as constantes
metastases em linfonodos cervicais, marca registrada deste tipo de cancer [27].
Entretanto, ha pesquisas em curso sobre alternativas potenciais e terapias menos toxicas
para o cancer de cabeca e pescoco, buscando obter um resultado clinico mais favoravel,
reduzindo a morbidade do tratamento [29]. Em funcdo disso, algumas plantas vém
sendo utilizada no tratamento do cancer e uma delas tem despertado interesse cientifico,
a Euphorbia tirucalli L. (E. tirucalli), conhecida popularmente como aveloz, utilizada
no tratamento fitoterapico de asma, ulceras, verrugas e tumores em geral [30].

De acordo com o relatorio mundial sobre o cancer de 2014, somando cancer de
faringe, cavidade oral e laringe em ambos o0s sexos, foram estimados 686 mil novos
casos para 0 ano de 2012, com 375 mil mortes estimadas no mesmo ano. Um declinio

na incidéncia pode ser observado desde a decada de 1990 para alguns paises, como
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india, China, EUA e Australia. No entanto, inversamente, as tendéncias crescentes de
incidéncia estdo sendo mostradas em paises como Dinamarca e Japao [31]. Somente no
Brasil, 15.490 novos casos de cancer bucal foram estimados para o0 ano de 2016 e este
cancer foi responsavel por 5.401 obitos em 2013. No que diz respeito ao cancer de
laringe, 4.141 mortes foram registradas no Brasil no ano de 2013 e 7.350 novos casos
foram esperados para 2016 [32]. O desenvolvimento de doencas malignas de cabeca e
pescoco esta fortemente associado a certos fatores de risco, como o uso do tabaco, o
consumo de alcool e a infec¢do com tipos de virus do papiloma humano (HPV) [33, 34].
Estes fatores causam alteracGes iniciais nas células epiteliais nos casos de CCE. Dentre
as alteracbes canonicas neste tipo de cancer perfis mutacionais sdo resultantes de
alteracdo da expressdo e funcionalidade do gene TP53. Este padrdo molecular esta
alterado em 50% das lesbes pré-malignas e malignas. Este perfil mutagénico esta
associado com maiores niveis de agressividade e piores prognosticos, sendo que 95%
dos pacientes resistentes a radioterapia desenvolvem este perfil. Além disso, a alteracéo
neste gene implica em um desbalanco metabdlico tumoral contribuindo com o aumento
da glicélise e o metabolismo oxidativo, fatores que auxiliam a lesdo celular. Além do
gene p53 demais genes tais como NOTCHL1, EGFR (Receptor do Fator de Crescimento
Epidérmico), CDKN2a (Inibidor de Quinases dependente de Ciclinas tipo 2), STAT3
(transdutor de sinal e ativador de transcri¢do 3), ciclina D1, proteina do retinoblastoma,
pl6, p27, p21WAF1/CIP1 (inibidor de quinase dependente de ciclina) e CYP1Al
(Citocromo P450 1A1) mostram-se alterados em pacientes com CCE [27, 35]. Com o
intuito de determinar o estagio da progressdo, o desenvolvimento tumoral e as
estratégias terapéuticas a serem abordadas no futuro, dados clinicos radioldgicos,
parametros histolégicos e marcadores moleculares sdo de fundamental importancia para
a caracterizagdo do CCE. Como resultado, varios marcadores moleculares mostram-se
caracterizados e associados a esta neoplasia. Pesquisas recentes sobre genes expressos
diferencialmente, funcgdes bioldgicas e envolvimento potencial em CCE mostraram que
a proteina quinase C (PKC) tipo Zeta participa no processo bioldgico de regulagdo do
crescimento celular [34]. A PKC tem sido implicada como mediadora da sinalizagéo do
receptor do fator de crescimento epidermico (EGFR) em certos tipos de células. O
EGFR é o complemento expresso em CCE e desempenha um papel fundamental na
progressao tumoral e a PKC( é necessaria para a proliferacdo e viabilidade das células
tumorais [36]. A inibicdo da PKC( reduz a ativacdo de MAPK em queratinGcitos

epidérmicos adultos normais em cinco das sete linhas de células tumorais de cabeca e
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pescoco. Além disso, os carcinomas de células escamosas da proliferacdo e viabilidade
das células da cabega e do pesco¢o sdo reduzidos pela inibicdo da PKC( [36, 37].
Portanto, PKC({ é um potencial biomarcador progndstico para a terapia alvo desses

tumores e sua inibicao potencializa a acéo de outros inibidores de crescimento em CCE.

4.1 Proteina quinase C

As proteinas quinases C (PKCs) foram descobertas e identificadas ha mais de
trés décadas, como enzimas que catalisam a fosforilacdo de proteinas. Essas enzimas
propiciam a transferéncia de um grupo fosfato para os aminoacidos de tirosina, treonina
e serina. O grupo de proteinas quinases C constitui a familia das serinas/treoninas
quinases de proteinas que desempenham uma parte importante na sinalizacdo
intracelular. Elas podem ser célcio-dependentes ou célcio-idenpendentes. As PKCs sdo
conhecidas como mediadores na transducdo de sinais bioldgicos e demonstram um
conjunto regular de diversas fungdes biolégicas como crescimento celular,
diferenciacéo, apoptose, transformacéo, tumorigenicidade e outros [4].

De acordo com a diferenca na capacidade de ligacdo dos seus dominios,
atualmente sdo conhecidas 10 isoenzimas da familia da PKC agrupados em 3 classes
(Figura 38): PKC convencional (o, B1, B2,y), PKC recente (9, €, 1, 0) e PKC atipica ({,
M 1). Além disso, PKC p e v sdo consideradas, por alguns, constituintes de uma quarta
classe e, por outros, como uma familia distinta denominada proteinas quinases D. Todas
estas enzimas tém em comum uma regido C-terminal conservada, tipica de quinases, e
uma regido N-terminal que contém mddulos regulatérios: pseudo substrato (exceto
p/D); dominios de ligacdo a fosfatidilserina e ésteres diacilglicerol/forbol; dominios de
ligacdo a lipideos anidnicos (apenas as convencionais e recentes) e Ca?* (apenas as

convencionais); e dominios de ligagdo a fosfoinositideos (apenas p/D) [4].
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Figura 38 - Representacdo esquematica da estrutura primaria da familia de gene da PKC. As isoenzimas
de PKCs sdo compostas por cadeias de polipeptidios Unicos que consistem em dominios
reguladores e cataliticos. E indicada uma serie de regides (C1-C4) conservadas e regides
variaveis (V1-V5). A regido C1 (vermelho) consiste de em motivos ricos em cisteina, C2
(verde) é a regio de ligacdo ao Ca**, C3 (roxo) compreende a cavidade de ligacdo de ATP
e C4 (amarelo) é regido de ligacdo do substrato. A regido V1 (azul) indica o dominio de
pseudosubstrato. Os dominios reguladores e cataliticos sdo separados por V3. A estrutura |
representa as PKCs convencionais, estrutura Il representa as PKCs recentes e estrutura 111
as PKCs atipicas.

Fonte: [4].

As PKCs atipicas sdo o terceiro grupo de isoenzimas e estas diferem das
estruturas dos dois grupos anteriores. Essas isoenzimas contém a regido C1, uma
cavidade rica em cisteina e a regido C2 € ausente. As PKCs atipicas ndo dependem de
Ca*? para a ativagdo e também néo sdo sensiveis a diacilglicerol/forbol. A PKC atipica ¢
(PKC{) esta envolvida em mdltiplas vias de transducéo de sinal, incluindo a ativacao da
cascata ERK/MAPK, cascata de sinalizacdo p70 ribossomal S6 quinase, fator de
transcricdo NF-xB e regulagdo da polaridade celular. A regulagdo dessas vias pode
explicar alguns dos mecanismos pelo quais PKC{ promove o cancer humano, como por
exemplo, cancer de cabeca e pescoco, mama e pulmao. Estudos recentes tem explorado
a funcdo de PKC( em vaérios tipos de cancer. Por exemplo, foi relatado que o nivel de
expressdo de PKC( é duas vezes maior em linhas celulares de glioblastoma em
comparagdo com astrocitos normais. Estudos subsequentes mostraram que esse alto
nivel de expressdo estd correlacionado com o aumento de proliferacdo de células de
glioblastoma, enquanto que a baixa expressdo esta correlacionada com a inibicdo da
migracdo e invasdo. Recentemente, foi relatada uma nova via mitogénica incluindo
PKC{ que medeia a ativacdo induzida por EGF da proteina quinase ativada por
mitogénio (MAPK) e a proliferacdo dependente de MAPK em varias linhas celulares de

CCP [36]. Considerando que a ativacdo Ras independente de ERK por PKC{ bem como
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por outras isoformas de PKC, o mecanismo molecular de como PKC( ativa a MAPK
por EGF tem sido alvo de pesquisas [38]. Portanto, PKCC{ é um potencial biomarcador
prognostico para a terapia desses tumores e sua inibicdo potencializa a acdo de outros
inibidores de crescimento em CCP. Entretanto, ndo ha estrutura tridimensional de PKC(
determinada experimentalmente. Portanto, isso dificulta pesquisas para compreender

melhor o mecanismo de interacdo dessa enzima com possiveis inibidores e proteinas.

4.2 Euforbia Tirucalli L.

E. tirucalli (Euphorbiaceae) (Figura 39), popularmente conhecido como
"aveloz", é um arbusto suculento nativo da Africa e amplamente empregado na
medicina tradicional brasileira [39]. A casca/latex de E. tirucalli mostra atividades
farmacoldgicas, antibacterianas, moluscicidas, anti-herpéticos e antimutagénicos [40].
No Nordeste do Brasil, o latex de E. tirucalli é usado como medicamento popular contra
sifilis e parasitas intestinais, no tratamento de asma, dor nas costas, tosse, reumatismo,
cancer e tumores da pele [41]. Estudos etnobotanicos no Brasil mostram que, entre um
total de 84 espécies de plantas medicinais que foram relatadas na literatura
etnobotanica/etnofarmacoldgica como sendo usada para o tratamento ou prevencdo de
cancer e tumores, a familia botanica mais representada foi Euphorbiaceae, sendo E.
tirucalli uma das espécies mais citadas [42]. Além disso, estudos propostos para
pesquisar a atividade antitumoral de E. tirucalli na morfologia e progressdo das células
tumorais mostraram que a proliferagédo celular diminuiu [43-45]. Quimicamente, o latex
compreende principalmente terpenos e esterdis, incluindo eufol, a-euforbol,
cicloeufordenol, euforginol, tigliano (ésteres de forbol), ingenano (ésteres de ingenol),
lupeol, a-amirina, lanosterol, cicloartenol, taraxasterol, tirucalol, ciclotirucanenol e
tirucalicina [46, 47]. A espécie também é relatada como possuindo hentriacontano, 13-
sitosterol, acido succinico, acido citrico, &cido elagico, acido 3,3'-di-O-metilellagico,
acido galico, catequina, miricetina, telimagrandina Il, geranina, euforbina A, tirucalina

A e B, prostratina A, euforbina F, pedunculagina, corilagina e casuarina [48-54].
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Figura 39 - Planta de Euférbia Tirucalli L.
Fonte: [39]

A atividade antitumoral do aveloz é relatada por alguns autores que ocorre pela
modulacédo da principal enzima que regula o processo glicolitico, onde age diminuindo a
atividade de 6-fosfofruto-1-quinase, exercendo um mecanismo antineoplasico. Dentre as
substancias presente no latex de E. tirucalli o eufol apresenta efeito anticancerigeno em
celulas humanas de céncer géastrico, CCE e carcinoma pancredtico [55, 56]. O
fitoterapico apresenta maior citotoxicidade contra células cancerigenas do que contra
células normais [55]. Recentemente, um estudo avaliou a influéncia desse fitoterapico
nas células neoplésicas do cancer de cabeca e pescogo e evidenciou a diminuicdo em
quase 50% a proliferacéo celular em carcinomas epidérmicos de laringe e faringe [57].

Atualmente, os cientistas estdo se concentrando em projetar e descobrir
potenciais inibidores contra proteinas relacionadas ao cancer que desempenham um
papel critico no desenvolvimento de uma variedade de tumores. Futuras descobertas de
pesquisa com o auxilio de desenho molecular assistido por computador e quimio-
bioinformatica trardo novas esperancas, mas também criardo uma nova classe de
medicamentos anticancerigenos que ajudardo milhdes de individuos com cancer. Assim,
espera-se que os farmacos projetados tenham alta afinidade com os novos alvos, inibam
a proliferacdo e diferenciacdo de células tumorais e acelerem sua morte. As previsdes
das regras de Lipinski, os levantamentos de banco de dados e os estudos de modelagem
molecular sdo ferramentas Uteis para investigar receptores bioldgicos e ligantes
bioativos. As técnicas acima podem ser usadas para investigar e relatar um novo ligante

para uma proteina alvo. Uma combinacdo de mais estruturas, avancos na modelagem de
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homologia, melhores ferramentas de ancoragem e pontuacgdo, simulagdes de dinamica
molecular, métodos baseados em fragmentos e avangos na triagem virtual tém sido
fundamentais neste progresso [58, 59]. Dessa maneira, avaliamos a interacdo de 10
moléculas presente no latex de aveloz com a PKC{ expressa em células neoplasicas de

CCE por meio de estudo in silico, em busca de encontrar uma molécula lider.

4.3 Objetivos

Em funcéo da importancia da atividade anticancerigena do latex de E. tirucalli, o
objetivo desse trabalho é avaliar a interacdo de 10 moléculas do latex com o sitio ativo
da PKC( expressa em células neoplasicas de CCE por métodos computacionais.

Os objetivos fundamentais sdo:

a) Avaliar as moleculas do latex de E. tirucalli pelas regras de Lipinski;

b) Constru¢do do modelo tridimensional da PKC({ por meio de modelagem por
homologia com o programa MODELLER;

c) Validar os modelos construidos por analise de parametros estereoquimicos com

PROCHECK;

d) Realizar simulag6es por docking molecular do sitio ativo do modelo validado da

PKCC com as 10 moléculas presente no latex de E. tirucalli;

e) Realizar simulac@es por dinamica molecular dos complexos obtidos por docking
para refinamento das estruturas, verificar a estabilidade energética,

conformacional e das interagfes dos modos de ligagao.

4.4 Metodologia

Os métodos utilizados no estudo computacional do alvo molecular PKC( serao

detalhados nas subsecoes.

4.4.1 Modelagem por homologia

A estrutura do modelo da PKC{ foi construida usando o programa
MODELLER9.15 [14]. Inicialmente, a sequéncia primaria do alvo foi obtida do banco
de dados Uniprot [138] com o cddigo UniProtKB: Q05513. Esta sequéncia consiste em

592 residuos, nos quais os residuos Thr410 e Thr560 séo fosforilados. A sequéncia foi
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submetida no BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) para a sele¢do de um molde
usando o Banco de Dados de Proteinas (PDB) [13] e o algoritmo PSI-BLAST [139].
Entre os moldes potencialmente retornados, foi selecionada uma estrutura humana de
PKCiota (codigo PDB: 3A8W) [140], devido & sua resolucéo de 2.10 A e similaridade
de 84.43% com o alvo. O alinhamento de sequéncia foi realizado usando a ferramenta
web ClustalO [141] e o alinhamento foi convertido em formato PIR. Na modelagem, as
duas treoninas fosforiladas modificadas foram transferidas do molde para o modelo,
usando o comando "env.io.hetatm = true™ em um script do programa. Dessa maneira,
foram gerados 60 modelos e o melhor modelo foi escolhido pela andlise PROCHECK
[18].

4.4.2 Docking molecular

O inibidor midostaurin foi usado como farmaco controle na simulacdo de
docking molecular. Dez produtos naturais foram selecionados de E. tirucalli para o
estudo de ancoragem: acido elagico, kaempferol, acido 3,3'-di-O-metilellagico,
taraxasterol, R-sitosterol, eufol, &cido citrico, hentriacontano, &cido malico e &cido
succinico. As estruturas das moléculas foram obtidas do PubChem [142] no formato
sdf, convertidas em formato mol2 usando o programa openbabel [143] e preparadas
usando o script prepare_ligand4.py do pacote de programas MGLTools [144]. O
modelo de PKC( selecionado foi preparado usando o script prepare_receptor4.py. O
docking molecular foi realizado pelo programa AutoDock Vina [30]. Uma estrutura
PKCiota (codigo PDB: 3A8X, resolucdo: 2.10 A) tem um ATP co-cristalizado em um
local formado por residuos 1le251, Gly252, Gly254, Ser255, Tyr256, Ala257, Val259,
Lys274, 11e323, Glu324, Val326, Asp387 e Phe543, correspondendo aos residuos
11e258, Gly259, Gly261, Ser262, Tyr263, Ala264, Val266, Lys281, 11e330, Glu331,
Val333, Asp394 e Phe552 no modelo, assim, esses residuos foram utilizados para a
identificacdo do espago de busca, que foi centrado no ponto xyz 21.723, -1.863, -
37.296, com dimensdo de caixa de 20.562 X 26.710 X 19.912 A. Além disso,
calculamos a energia de ligacdo usando o programa Xscore [145] como forma de

validacao do docking molecular.
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4.4.3 Dinamica molecular

Os complexos das melhores poses de PKC( -ligante obtidos do docking foram
colocados em uma caixa cubica periodica e solvatados por 24822 moléculas de agua
usando um modelo de potencial intermolecular transferivel 3P (TIP3P) [87]. O campo
de forca AMBER99sb foi utilizado para a PKC{. Os parametros do campo de forga para
as pequenas moléculas foram obtidos pelo campo de forca AMBER generalizado
(GAFF — General AMBER force field) [146]. As topologias AMBER para 0s compostos
foram convertidas em formato GROMACS utilizando o acpype [147]. O sistema foi
neutralizado e a forca i6nica (0,15 mol L™) do meio foi ajustada pela adicdo de Na* e
ClI. As simulacGes por dindmica molecular foram realizadas com o programa
GROMACS [84, 85, 148], mantendo constante o numero de particulas, a pressdo e a
temperatura (ensemble NpT) a 300 K e 1,0 bar usando a velocity-rescaling [88] e
Parrinello-Rahman [50] métodos para controle de temperatura e pressao com
acoplamento de 0,1 ps e 2,0 ps, respectivamente. Os periodos de equilibrio foram de 1,0
ns e as producdes foram de 10 ns. Uma distancia de corte de 1,2 nm foi utilizada para
célculos de interagdo Lennard-Jones e malha de particulas Ewald (PME — particle mesh
Ewald) [149] foi usado para interacGes eletrostaticas de longo alcance. Os
comprimentos de ligacdo de hidrogénio dos atomos foram controlados com o algoritmo
LINCS [150] e o algoritmo SETTLE [151] foi usado para restringir a geometria das
moléculas de agua.

A energia livre de ligagdo para os complexos foi estimada com base na mecanica
molecular / Poisson-Boltzmann &rea de superficie acessivel a solvente (MM-PBSA)
[58] com a ferramenta g_mmpbsa implementada na sub-rotina de GROMACS e APBS
(Adaptive Poisson-Boltzmann) [90]. A energia livre de ligacdo foi calculada a partir de
1000 poses extraidas a cada 10 ps das trajetdrias da DM e nédo incluem o termo entropia.
O LigPlot™ [91] foi utilizado para avaliar as interacdes dos complexos.

4.4.4 Regras de Lipinski

As cinco regras de Lipinski [152] foram analisada para todos os ligantes usando
o servidor web FAF-Drugs3 [153]. As cinco regras de Lipinski foram inicialmente

desenvolvidas para serem aplicadas apenas a absor¢éo por difusdo passiva de moléculas
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através de membrana celular. Devido a sua simplicidade, € amplamente utilizado para

avaliar a biodisponibilidade oral para novas moléculas.

4.5 Resultados e Discussao

Nesta secdo serdo abordados os resultados e discussdo do estudo in silico da
PKC(.

4.5.1 Modelo da PKC{

O modelo da PKC( foi construido por modelagem por homologia com base no
molde de PKCiota usando o programa MODELLER, a partir da semelhanca de 84,43%
com o alvo. Os residuos 1-243 e 585-592 da proteina alvo ndao possuem moldes com
estrutura equivalentes, portanto, ndo foram consideramos na constru¢do do modelo. O
alinhamento das sequéncias primarias entre o alvo e o molde € apresentado na figura 40,
onde os residuos do sitio ativo estdo em destaque. Os residuos do sitio ativo séo
totalmente conservados em ambas as sequéncias. Entre os 60 modelos gerados, o
modelo 34 foi escolhido para os estudos de docking e DM. No grafico de
Ramachandran, o modelo 34 exibiu 94,3% dos residuos nas regides mais favoraveis,
5,0% nas regibes adicionalmente permitidas, 0,7% nas regifes genericamente
permitidas e 0,0% na regido ndo permitida (Figura 41a), podendo ser considerado um
modelo de boa qualidade que tenha mais de 90% dos residuos em regides favoraveis. O
alinhamento 3D entre o alvo e 0 molde mostra um RMSD = 0,403 A (calculado pelo

programa pymol [180]) (Figura 41b) abaixo do alcance esperado de < 2,0 A [189].
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Figura 40 - Alinhamento de sequéncia entre PKCiota da estrutura PDB codigo 3A8X e a PKC({. No
alinhamento, a sequéncia da PKC( varia entre os residuos 244-584. Os residuos do sitio
ativo em ambas as sequéncias estdo em destaque.

Fonte: do autor.
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0 45
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Figura 41 - a) Gréafico de Ramachandran do modelo 34 de PKC{. b) Sobreposi¢do das estruturas do
modelo  PKC{ (verde) e o molde PKCiota (azul) pelo programa pymol.
Fonte: do autor.
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4.5.2 Docking molecular

Os resultados do docking molecular sdo mostrados na tabela 18 e as estruturas
dos ligantes na figura 42. Dentre os produtos naturais o taraxasterol, eufol e -sitosterol
exibem a melhor energia de ligacdo. O farmaco de controle (midostaurin) possui uma
energia de ligacdo de -10,7 kcal mol™ sendo a mesma do taraxasterol. Dessa forma,
podemos sugerir que esses trés ligantes tem boa interacdo com o sitio ativo da PKCC.
Para validar o docking molecular, a energia de ligacdo também foi estimada pelo X-
Score, confirmando que o taraxasterol, euphol e R-sitosterol exibem melhor interagdo
com a PKCC.

Tabela 18 - Energia ligagéo dos complexos da PKCC e as moléculas do latex de aveloz obtidos pelo Vina,
X-Score e dindmica molecular-MMPBSA. Valores de logP obtidos pelo obprop.

Formula
Ligante Vina X-Score | MM-PBSA logP
Quimica
Taraxasterol C3oHs500 -10,7 -10,97 -33,83 8,0248
Eufol C30Hs500 -9,5 -10,39 -37,00 8,4791
B-Sitosterol Cy9Hs500 -8,9 -9,94 -33,19 8,0248
Acido Elégico C14H¢Og -8,4 -7,80 -19,16 1,3128
Acido 3,3"-di-O-
. Ci16H100g -8,3 -1,77 -22,51 1,9188
dimetilelagico
Kaempferol Ci5H0O¢ -8,2 -8,06 -22,71 2,2824
Hentriacontano C31Hg4 -5,4 -8,21 -14,98 12,3391
Acido citrico CsH304 -4,9 -6,23 -12,14 -1,2485
Acido mélico C4HOs -4.1 -5,82 -12,66 -1,0934
Acido succinico C4HgO4 -4,0 -5,85 -1,96 -0,0642
_ _ C3sH30Ny
Midostaurin o -10,7 10,85 -5,89
4

Fonte: do autor.
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Figura 42 - Estrutura quimica das moléculas selecionadas de Euphorbia tirucalli e o farmaco controle

para estudo in silico.

Fonte: do autor.

Os ligantes mais hidrofilicos demonstram uma menor energia de ligacdo, de

acordo com a caracteristica hidrofobica do sitio ativo da PKC{. Os valores de logP

foram calculados pela ferramenta obprop do programa openbabel [164]. A energia de

ligacdo e o logP séo correlacionados, os trés ligantes com melhor energia de ligacao

(taraxasterol, eufol e R-sitosterol) tém maiores valores de logP, enquanto os ligantes

com menor energia de ligacdo (acido citrico, &cido malico e acido succinico) tém

valores menores de logP. Uma excecdo é o hentriacontano que possui 0 maior valor

logP, mas baixa energia de ligacdo, provavelmente devido a sua longa cadeia com 31

atomos de carbono, podendo ndo ter um bom encaixe no sitio. Os graficos de LigPlot

sdo mostrados para os complexos de taraxasterol, eufol e R-sitosterol- PKC( (Figura
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43). A interacdo entre PKC( e taraxasterol é mediada por contatos hidrofobicos,

enquanto que a interagdo com eufol tem liga¢des de hidrogénio com os residuos Glu331
e Val333, e B-sitosterol com Glu331.
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Figura 43 - Intera¢dao da PKC( com os melhores ligantes obtidos por docking molecular. Os semi-circulos
indicam os contatos de van der Waals entre residuos de proteina e o ligante. As ligacdes de
hidrogénio sdo mostradas com linhas verdes tracejadas.

Fonte: do autor.

4.5.3 DM dos complexos de PKC(

Simulagdes por DM foram realizadas para refinar os complexos obtidos por
docking molecular, verificar a estabilidade e energia livre de ligacdo pelo método de
MM-PBSA. A figura 44a mostra os resultados obtidos do RMSD para os trés
complexos. Observa-se que os ultimos 6 ns, a proteina estabiliza atingindo valores
médios de RMSD de 0,255 + 0,013, 0,239 + 0,018 e 0,246 + 0,019 nm quando
complexada com eufol, R-sitosterol e taraxasterol, respectivamente, indicando que os
complexos sdo estaveis.

A figura 44b mostra que 0 Rg para o complexo com eufol apresenta menores

flutuacdes, sendo mais estavel em relacdo aos demais. No entanto, os complexos com 3-
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sitosterol e taraxasterol apresentam grandes flutuaces até 4 ns atingindo valores de
2,189 e 2,193 nm, respectivamente, e apds 4 ns as flutuacGes diminuem com R-sitosterol
tornando-se mais estavel do que com taraxasterol. Assim, os valores médios de Rg dos
ultimos 6 ns sdo 2,137 + 0,009, 2,141 + 0,008 e 2,161 + 0,011 nm para 0os complexos
com eufol, B-sitosterol e taraxasterol, respectivamente, sugerindo que a proteina é mais
compacta com um menor raio hidrodindmico quando complexada com eufol.

O RMSF foi calculada (Figura 44c). A flutuacdo foi maior na regido de algas
entre os residuos 450-480 fora do sitio ativo. Esses resultados estdo de acordo com o
raio de giro, uma vez que a mobilidade dos residuos € maior para o taraxasterol e menor
para o eufol. Em suma, esses resultados indicam que o complexo eufol- PKC( é o mais

estavel da simulacéo.
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Figura 44 - Grafico de RMSD, raio de giracdo e RMSF para os trés sistemas.
Fonte: do autor.

A energia livre de ligagdo dos 10 complexos foi calculada pela média de 100

poses ao longo das simulagdes por DM (Tabela 18). A energia livre de ligagdo mostrou
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os melhores ligantes para PKCC, eufol (-37,00 kcal.mol™), B-sitosterol (-36,19 kcal.mol
1) e taraxasterol (-33,83 kcal.mol™). Este resultado corrobora com a energia calculada
pelo docking e X-Score, onde esses compostos também apresentaram melhor energia de
ligacdo. Entre as energias que contribuem para a energia de ligacdo, a energia de van
der Waals (-48,61, -41,19 e -38,78 kcal.mol™) tem uma contribuicdo maior, seguida da
energia de area de superficie acessivel ao solvente (-4,78, -4,98 e 3,20 kcal.mol™) e
energia eletrostatica (-4,21, 4,19 e 1,09 kcal.mol ™), enquanto que a energia de
solvatagdo polar (20,62, 14,16 e 9,95 kcal.mol™) ndo apresenta contribuicdo efetiva
devido aos valores positivos para os complexos eufol-, 3-sitosterol- e taraxasterol-
PKCC, respectivamente. Isto evidéncia que a forga de interacdo € governada pela
energia de van der Waals. A andlise de decomposicdo de energia (Figura 45) mostra que
os residuos Glu300, 11e383 e Asp394 sdo os principais contribuintes com energia < -1,5
kcal.mol™ e a Lys281 é desfavoravel para a ligacdo dos complexos. A figura 46 mostra
a interacdo da estrutura final da DM que ocorre entre a PKC( e as trés moléculas
estimada pelo LigPlot. Em todas as poses, foram observados contatos van der Waals
entre residuos hidrofébicos da proteina e taraxasterol eufol e R-sitosterol. Além disso,
para os complexos com eufol e R-sitosterol também incluem liga¢cBes de hidrogénio.
Observa-se que essas interacfes sdo conservadas tanto nas analises de docking e DM
com os residuos Glu331, Val333, que também podem estar associados a estabilidade do
complexo além das interacdes hidrofébicas. No entanto, observa-se que 0s residuos com
maior contribuicdo de energia (Figura 45) fazem interacdo hidrofébica, reafirmando que

a energia de van der Waals ¢ a forga que rege a interacdo com a PKCC,
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Figura 45 - Contribuicdo da energia livre de ligacdo por residuo dos 3 sistemas simulados.
Fonte: do autor.
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Este estudo mostra que os triterpenos euphol, taraxasterol e R-sitosterol
interagem com sitio de ligagdo de ATP da PKC{ revelado por trés metodos diferentes,
docking, X-Score e DM. Existem relatos demonstrados por diferentes estudos
experimentais, nos quais 0s triterpenos apresentam atividade anti-inflamatéria e
anticancerigena. Além disso, estudos relatam que essas moléculas diminuem a atividade
das enzimas como PKC e receptor fator de crescimento epidérmico (EGFR) e também

se ligam no sitio de ligacdo de ATP [190-193]. Portanto, esses resultados corroboram

com nosso estudo in silico.

[Vym% g/g;p}som; Awﬂ%
< ) . % . rg260(A)
- (nnssum% oy <
o ] ! i >
gk B %M‘A’ S ) %;’heSS?.(A)
Argl()O(A‘:% - n %ﬁ.}sum%ﬂhr}%tm llezss;«ﬂ‘% 20 L) cl, y
el o Leu545(A) 5 " . 9
g §:‘,>394(A> ,,ym‘,\% w1 e Q
AI4279(A§ = o - %:l’%{m - - i
oo Yal333A) 3 %/7,7 e
Phes48( Auf% | Tyr.Ul(;\E 3 B :1% 2
280 gk u383(A) Thr393(A)
p L - 9%‘&393(.«) <3 26 ﬁ’w
i ‘@30 Phesaoa) 13 Ner N T2
11e258(A) N 'k__“m::% al314(A)
5 yr332(A) < ‘e SAm79(a) 11e330(A)
‘ o Gluz3 (A F Alu‘.‘78(A)("
.
(a) Eufol (b) B-sitosterol (c¢) Taraxasterol

Figura 46 - Modo de ligacdo e interagdo de PKC( com os ligantes obtidos por dindmica molecular. Os
semi-circulos indicam os contatos de van der Waals entre residuos de proteina e o ligante. As
ligacOes de hidrogénio sdo mostradas com linhas verdes tracejadas.

Fonte: do autor.

45.4 Regras de Lipinsk

As cinco regras de Lipinski avaliam a semelhanca de farmacos e determina se a
molécula é farmacologicamente ativa. Este filtro € amplamente utilizado para o
desenvolvimento de novos farmacos. A tabela 19 apresenta o resultado para as dez
moléculas do latex de aveloz. Cinco moléculas obedeceram a regra de Lipinski. Porém,
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outras cinco moléculas violaram apenas uma regra de Lipinski e um farmaco a ser
rejeitado deve apresentar mais de uma violacdo dos seguintes critérios (cinco regras
(RO5): peso molecular < 500; logP calculado P < 5; nimero de dadores de ligacdo de
hidrogénio (HBD) < 5; nimero de aceitadores de ligagdes de hidrogénio (HBA) < 10)
[194].

Tabela 19 - Valores de Lipinski das moléculas do latex de aveloz.

Peso )
] Violagdes de
Moléculas | Molecular logP HBD HBA o
1 Lipinski (max.4)
(g mol™)
Taraxasterol 426,724 7,075 1 1 1
Eufol 384,644 7,111 1 1 1
[3-sitosterol 414,713 7,435 1 1 1
Acido Elagico 302,197 -1,391 4 8 0
Acido 3,3’-di-
. 330,250 0,002 2 8 0
O-metilelagico
Kaempferol
286,236 1,630 4 6 0
Hentriacontano 436,847 16,318 0 0 1
Acido citrico 192,125 -0,261 4 7 0
Acido Mélico 134,088 -0,450 3 5 0
Acido
. 118,089 -0,579 2 4 1
Succinico

Fonte: do autor.

4.6 Conclusao

O modelo de PKC( construido pode ser usado para estudos de docking e
dindmica molecular. Esse modelo mostrou boa qualidade estrutural conforme a
validagdo. Assim, o presente trabalho constitui a base para mais modelos moleculares e
estudos bioquimicos sobre a segmentagdo da enzima PKC{ como alvo para futuras
terapias. Nossos estudos revelaram que o eufol, B-sitosterol e taraxasterol como
potenciais moléculas lideres presente no latex de aveloz dentre as demais com base nos

melhores valores de energia de ligacdo do docking e DM-MM-PBSA. Além disso, a
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energia de ligacdo do farmaco de controle foi idéntica ao taraxasterol, sugerindo que 0s
melhores ligantes podem ter boa interagdo com o site ativo de PKC{. Entre as
contribuicdes de energia de ligacdo por MM-PBSA, o termo energético de van der
Waals é a principal contribuicdo dos complexos PKC( -ligantes. Os complexos
apresentaram boa estabilidade ao longo do tempo das simulagdes por DM. No entanto,
com base nos dados de DM, a melhor interacdo de PKC( é com eufol, uma vez que DM
considera a flexibilidade tanto da proteina como a do ligante, resultando em um ajuste
adequado do ligante no sitio de ligacdo. Por conseguinte, a analise in vitro e in vivo dos
efeitos de eufol, R-sitosterol e taraxasterol é necessaria para compreender com precisao
0 mecanismo molecular de acdo e eficiéncia farmacoldgica para afirmar de forma
conclusiva que eles podem ser usados como candidatos a protdtipos no

desenvolvimento de novos farmacos para o CCP.
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5 LEISHMANIOSE

As doencas tropicais negligenciadas (DTN) sdo consequéncia do
subdesenvolvimento social. Estas sdo endémicas em varias regibes geograficas
importantes, afetando milhdes de pessoas e determinando altos indices de morbidade e
mortalidade [60-62]. Apesar da grande morbidade global apenas 1,3% dos 1556
farmacos aprovados foram especificamente desenvolvidos para o tratamento das DTN
[63]. Esta situacdo reflete a falta de interesse entre as empresas farmacéuticas no
desenvolvimento de farmacos para tratar das DTN.

De acordo com a organizagdo mundial da salde as Doencas Tropicais
Negligenciadas (DTN) sdo um grupo de 17 doencas infecciosas que afetam mais de um
bilhdo de pessoas por todo o mundo, dentre as quais incluem dengue, doenca do sono,
doenca de Chagas e leishmanioses [64]. Este complexo de doencas € considerado um
dos maiores problemas mundiais de saude publica. Estima-se que as leishmanioses
ocupem o segundo lugar em mortalidade e quarto lugar em morbidade entre as doencas
tropicais. No Brasil, as DTN com alto nivel de prevaléncia e ocorréncia sao malaria,
doenca de Chagas, leishmanioses, esquistossomose, dengue e filariose linfatica [65].

A classificacdo das DTN pela Organizacdo Mundial de Saude, baseando-se na
emergéncia, controle e disponibilidade de farmacos, as leishmanioses foram agrupadas
entre as doencas que nao estdo sob controle e sdo emergentes. Mudangas ambientais tais
como desmatamento, urbanizacdo e migracdo de pessoas para regides endémicas, tém
sido apontadas como prejudiciais ao controle das leishmanioses de maneira que a
doencga permanece se espalhando [65].

A leishmaniose compreende vérias manifestacdes clinicas causadas por espécies
diferentes dos protozoarios do género Leishmania pertencente a familia
Trypanosomatidae [66, 67]. Este complexo de doencas emerge em 98 paises e tem uma
alta taxa de incidéncia, afetando 12 milhGes de pessoas em todo o mundo, com 350
milhOes de pessoas em risco de infeccdo [68].

Estimativas indicam que a doenca possui uma prevaléncia de 12 milhdes de
pessoas infectadas atualmente no mundo e 1,6 milhdes de novos casos anualmente, dos
quais cerca de 500000 sdo de leishmaniose visceral e 1,1 milhdes de novos casos sao de
leishmaniose cutanea ou mucocutéanea [67, 69].

Os parasitos da leishmaniose apresentam-se de duas formas no seu ciclo

evolutivo, uma extracelular e outra intracelular. A forma movel de Leishmania,
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flagelada e extracelular é chamada de promastigotas [70]. Estas sdo encontradas dentro
do inseto que sdo transmitidas durante a picada do inseto. A forma intracelular é
chamada de amastigotas, onde é encontrado o DNA mitocondrial [71].

Os vetores da doenca sdo insetos do género Lutzomyia no Novo Mundo e
Phlebotomus no Velho Mundo, os quais representam o elo entre 0s reservatorios
(animais silvestres como roedores, animais domeésticos como cdes) e o hospedeiro
humano [72]. O hospedeiro invertebrado torna-se infectado quando a fémea do vetor
pica um vertebrado infectado durante o repasto sanguineo e, juntamente com o sangue,
ingere macrofagos parasitados [70]. Durante o trajeto pelo trato digestivo, 0s
macré6fagos se rompem liberando os amastigotas que se transformam em promastigotas,
as quais se dividem intensamente e transformam-se em promastigotas metaciclicas sem
a capacidade de divisdo binaria, migrando entdo para a probdscida do inseto. A partir de
entdo, o inseto quando pica, regurgita 0s parasitos para o interior da pele do hospedeiro
vertebrado, inoculando-os no local da picada, ocorrendo assim a transmissdo [67]. Na
saliva do inseto ha uma gama de moléculas farmacologicamente ativas que podem
modular a resposta imune e inflamatdria do hospedeiro, facilitando o estabelecimento da
infeccdo [73]. Desse modo, as formas infectantes do parasito, as promastigotas,
interagem com as células do sistema fagocitico mononuclear, e sob a forma amastigota,
passam a se multiplicar no interior de macrofagos. Depois da multiplicacdo, as
amastigotas lisam as células do hospedeiro, reinfectam outros macrofagos e entdo

retornam ao vetor invertebrado durante outro repasto sanguineo [74] (Figura 47).
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Figura 47 - Ciclo de vida de parasitos do género Leishmania.
Fonte: [74].

A L. (L.) amazonensis é membro do complexo Leishmania mexicana e agente
etiologico de amplo espectro de leishmanioses nos paises da America do Sul [75]. No
Brasil, a infeccdo por L. (L.) amazonensis pode causar duas manifestacdes clinicas
distintas de leishmaniose cutanea: uma forma cutanea mais localizada ou a forma difusa
[76]. Porém, relata-se que esta espécie possa causar um amplo espectro de
leishmanioses [77]. Dentre as 28 espécies de protozoarios do complexo L. (L.)
mexicana, apenas L. (L.) amazonensis é capaz de formar grandes vacuolos
parasitoforos, e estes imensos vacuolos servem como escudo, “diluindo” os efeitos
leishmanicidas do oOxido nitrico (NO) e de espécies reativas de oxigénio (ROS) em
células infectadas [76].

As diferentes manifestagdes clinicas causadas pela infecgdo do protozoério do

género Leishmania incluem a leishmaniose cuténea, leishmaniose cutanea difusa,
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leishmaniose mucocutanea, leishmaniose visceral e leishmaniose dérmica pds-calazar
[78, 79].

Os antimoniais pentavalentes continuam sendo o tratamento de primeira linha
para todas as formas clinicas de leishmaniose, apesar da resposta terapéutica variavel
[80]. Os tratamentos secundarios recomendados empregam uma variedade de drogas
como anfotericina B, pentamidina, paromomicina e miltefosina [81]. Algumas novas
estratégias envolvem novas formulagdes com anfotericina B, porém sdo de alto custo
[82]. No entanto, complicacbes de toxicidade estdo associadas aos tratamentos
disponiveis e o surgimento de cepas de parasitas resistentes aos farmacos é outro
problema relacionado a terapia na leishmaniose.

No desenvolvimento de novos farmacos, € importante identificar os alvos
moleculares para evitar potenciais efeitos colaterais. As proteases de parasitas foram
descritas como alvos promissores [83-85]. O interesse em cisteino proteases (CP) como
alvos deriva do reconhecimento de que elas sdo cruciais para o ciclo de vida ou
patogenicidade de muitos parasitas, incluindo Leishmania. As CP de parasitas
desempenham papéis fundamentais na ativacdo enzimatica, viruléncia e invasdo celular
[86]. Assim, as CPs sdo um alvo interessante para o planejamento e o desenvolvimento
de novos candidatos antileishmania. As CPs contribuem para a viruléncia de
Leishmania. Em 2003, o gene codificador de cisteino protease de L. (L.) amazinensis
(Llacysl) teve sua sequéncia descrita, e sendo semelhante as CPs de outras espécies de
Leishmania [87].

As cisteino proteases apresentam um residuo de cisteina no centro ativo da
enzima. A catalise ocorre via um intermediario tiol-éster, que € facilitada pelos residuos
adjacentes de histidina e acido aspartico. Sdo exemplos de cisteino proteases a papaina,
a cruzaina, as catepsinas e as calpainas. As principais fungdes fisiologicas destas
enzimas estdo relacionadas ao metabolismo de proteinas, além de estarem envolvidas
em varias patologias, estando notoriamente presentes em protozoarios dos géneros
Leishmania e Trypanosoma [88]. Portanto as cisteino proteases podem ser exploradas
como alvo para o desenvolvimento de novos farmacos [89].

As benzofenonas naturais, nemorosona a guttiferona A, tém revelado
interessantes propriedades bioldgicas do ponto de vista farmacoldgico, sendo descritas
por muitos autores atividades in vitro de benzofenonas. Essa classe de moléculas tem
mostrado atividade em importantes patdgenos humanos, como por exemplo, a atividade

exibida por benzofenonas polipreniladas isoladas de plantas (familia Clusiaceae) em
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Staphylococcus aureus e Plasmodium falciparum [90]. Também tem sido descrita a
acdo de benzofenonas em Trypanosoma cruzi, protozoario causador da doenca de
Chagas, como potenciais inibidores da farnesiltransferase [91]. Outros estudos
descrevem a atividade antileishmania de nove derivados de benzofenonas (1la-c, 2a-c e
3a-c) contra as formas promastigotas e amastigotas de L. amazonensis, onde foi
encontrado o mecanismo de inibicdo ndo competitivo pelos derivados de benzofenonas

em cisteino protease contra isoformas de catepsina-L como CPB e cruzaina [92, 93].

5.1 Objetivos

Em funcdo da importancia da atividade leishmanicida de moléculas de
benzofenonas, o objetivo desse trabalho é avaliar a interacdo de trés moléculas
derivados de benzofenonas com a enzima Llacysl de L. amazonenses por métodos
computacionais.

Os objetivos fundamentais sdo:

a) Awvaliar os derivados de benzofenonas pelas propriedades ADME;

b) Construcdo do modelo tridimensional da Llacysl por meio de modelagem por
homologia com o programa MODELLER,;

c) Validar os modelos construidos por analise de parametros estereoquimicos com

PROCHECK, verify3D e ERRAT;

d) Predicdo dos sitios de ligacdo das enzimas cruzaina e Llacysl;

e) Realizar simulagdes por docking molecular de cruzaina e Llacysl com os
derivados de benzofenonas;

f) Realizar simulag¢fes por dindmica molecular dos complexos obtidos por docking
para refinamento das estruturas, verificar a estabilidade energética,

conformacional e das interagfes dos modos de ligacéo.

5.2 Metodologia

Os métodos utilizados no estudo computacional dos alvos moleculares Llacysl e

cruzaina serdo detalhados nas subsecdes.
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5.2.1 Avaliacdo da inibi¢do enzimatica de cruzaina

Uma vez que os derivados de benzofenona LFQM-117 (1c), LFQM-120 (2c) e
LFQM-121 (3a) (Figura 48) foram avaliados in vitro contra a forma amastigota de L.
amazonenses e apresentaram a melhor relagdo entre poténcia contra o parasita
(Concentragdo do inibidor capaz de inibir 50% da atividade da enzimatica (ICso) = 74,4
+3,4uM; 27,4+ 3,5 uM e 66,1 + 2,4 uM) e a seguranca (Fator de seguranca (FS) = 6,7;
11,9 e 7,3)[192], estas moléculas foram selecionados para o ensaio de inibicdo de
cruzaina. A concentragdo de cruzaina de 1,7 uM foi obtida a partir da transformacéo de
Escherichia coli para a expressdo da proteina, onde o plasmideo utilizado para a
expressao da enzima foi o DH5a com o gene da cruzaina de T. cruzi (gentilmente
fornecida por McKerrow - Universidade da Califérnia, Sdo Francisco). A hidrdlise do
substrato peptidico fluorogénico (10 uM de Z-FR-MCA) pela enzima foi avaliada em
50 mM de acetato de sédio, pH 6,2 a 37 ° C e 10 mM de EDTA, com ativacdo prévia
da enzima pela adicdo de 5 mM de DTT por 5 minutos. Os ligantes 1c, 2c e 3a com
concentragdes variando de 1 a 200 uM foram utilizados na analise. A hidrélise do
substrato foi monitorizada aferindo a fluorescéncia de excitagdo em Aex = 380 nm e
emissdo em Zem = 460 nm e usando um espectrofotdmetro de fluorescéncia Varian
Cary. Os valores 1Cs, foram determinados por regressdo ndo linear usando o software
GraFit 5.0 (Erithacus Software Ltd.) [193].

LFQM117 (1c ): 2-hidroxi-4-preniloxibenzofenona LFQM121 (3a): 4,4-dimetoxibenzofenona

o] OH
oge! >
7 ON/< o A g

LFQM120 (2¢): 4-preniloxibenzofenona

o]
Q/L@
A OA/<
Figura 48 - Estrutura quimica das benzofenonas.
Fonte: do autor.
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5.2.2 Modelagem por homologia

Uma vez que ndo existe a estrutura tridmensional depositada no banco de dados
(PDB - Protein Data Bank) da cisteino protease codificada pelo gene L. amazonenses,
Llacysl, um modelo por homologia foi construido usando o programa MODELLER31
9v11. A sequéncia primaria do alvo foi obtida pelo NCBI (National Center for
Biotechnology Information) com o codigo GenBank:AAP21894, contendo 209 residuos
pertencentes a regido de peptidase C1 (residuos 132-340) [186]. A sequéncia foi
submetida no BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)[139] para a sele¢éo de um
molde a partir do PDB [13] e o algoritmo PSI-BLAST, onde selecionou-se a cruzaina de
T. cruzi, composta por 215 residuos com o cédigo PDB: 1EWP, resolucdo: 1.75 A
[194]. O alinhamento global entre a sequéncia alvo e o molde foi realizado pelo
programa ClustalW?2 [195]. Foram gerados 100 modelos e o melhor modelo foi
selecionado pela andlise estereoquimica utilizando o programa PROCHECK [18],
verify3D [196, 197] e ERRAT [198]. A selecdo foi realizada pela maior porcentagem de
residuos de aminoacidos nas regides mais favoraveis do grafico de Ramachandran
[137]. O melhor modelo foi submetido a simulagdo de dindmica molecular no periodo
de 10 ns para examinar o relaxamento dos atomos. O modelo relaxado foi validado com
0 programa PROCHECK. A estrutura final obtida a partir da simula¢do da dinamica

molecular foi utilizada para a predicdo dos sitios de ligacdo e docking molecular.

5.2.3 Predicéo do sitio de ligacdo e drogabilidade

A ferramenta DogSite [93] fornecida pelo servidor online ProteinsPlus detecta
sitios de ligacdo na proteina e estima sua drogabilidade pelo célculo do volume, forma e
caracteristicas quimicas da cavidade. A partir dessas caracteristicas, o programa utiliza
maquina de vetores de suporte (SVM — Support Vector Machine) para predizer qual a
capacidade dos sitios ao se ligarem a moléculas. O DogSite prediz a drogabilidade com
valor entre 0 e 1, quanto mais préximo de 1 maior sera a drogabilidade. Essa anélise foi

realizada para o modelo de Llacysl e o molde de cruzaina.
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5.2.4 Docking molecular

O docking molecular foi realizado em todas as cavidades encontradas do modelo
de Llacysl e cruzaina com os dois derivados de benzofenona utilizando os programas
AutoDock4 [29] e Vina [32]. O estado protonado dos residuos ionizéveis foram
determinados com base nos valores de pKa preditos pelo servidor H™* [81, 199, 200]
para os receptores a pH=7. As moléculas foram desenhadas no software ChemSketch
[201] e suas geometrias foram otimizadas com o programa Gaussian09 [78] usando o
método funcional de densidade hibrida B3LYP (Becke, three-parameter, Lee-Yang-
Parr) [202] e conjunto de base 6-31+G(d, p) [203]. As propriedades ADME das
moléculas como peso molecular, doadores e aceitadores de hidrogénio, logP, area de
superficie polar total (TSPA), ligacGes rotativas, violagbes de Lipinski e
biodisponibilidade oral foram determinadas pelo servidor web FAF-Drugs3 [153]. As
estruturas de Llacysl, cruzaina, 1c e 2c foram preparadas usando o pacote de programas
MGLTools [29, 204]. Para simulacGes de docking, foi construida uma caixa de grade de
60 x 60 x 60 e 22,5 x 22,5 x 22,5 pontos, com um espacamento de grade de 0,375 e 1,0
A para Autodock4 e Vina, respectivamente, no centro da caixa, abrangendo a totalidade
de todas as cavidades encontradas para a Llacysl e cruzaina. Os detalhes dos
parametros de configuragdo dos centros do espago de busca estdo na Tabela 18. O

docking molecular foi realizado utilizando os ligantes flexiveis e os receptores rigidos.

Tabela 20 - Parametros de configuracdo dos centros de espaco de busca para a simulacdo de
docking molecular de Llacysl e cruzaina.

. L centro de espaco de
Receptor Sitio de ligacdo
busca (A)
P 1 10.94 x -0.35 x 10.02
Cruzaina P2 5.99 x -9.46 x 0.69
P 3 18.32 x 5.01 x 6.50
P 1 3.64 x 3.73x21.97
P_2 7.76 x -8.15 x -0.72
Llacysl
P_3 20.89 x 2.90 x 6.45
P 4 13.00 x 13.31 x -2.84

Fonte: do autor.
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5.2.5 Dinamica molecular

O modelo de Llacysl, os complexos de Llacysl- e cruzaina-ligante obtidos do
docking foram colocados em uma caixa cubica periddica e solvatados por cerca de

32000 moléculas de agua e simulados conforme metodologia descrita no item 3.4.3.

5.3 Resultados e Discussao

Nesta secdo serdo abordados os resultados e discussdo do estudo in silico de

leishmaniose.

5.3.1 Avaliacdo da inibi¢do enzimatica de cruzaina

O teste de inibicdo enzimatica da cruzaina foi realizado com os derivados de
benzofenona 1c, 2c e 3a. Os resultados mostraram potencial inibicdo da enzima (Tabela
20) com 1c e 2c, mas molécula 3a ndo apresentou inibicdo. Estes mesmos derivados de
benzofenonas também foram testados anteriormente contra a papaina por Almeida e
colaboradores [93], em que 1c e 2c foram mais ativos do que 3a com valores de ICs, de
42,8, 72,1 e 253,6 uM, respectivamente. Possivelmente, o grupo metoxil em 3a pode
ndo ser favoravel a inibicdo de cruzaina. Além disso, observou-se que 1c e 2c sdo mais
lipofilicos do que 3a de acordo com logP (Tabela 23). Assim, a lipofilicidade pode
influenciar nas caracteristicas das interacfes das benzofenonas com o sitio de ligacdo.
Dessa forma, as moléculas ativas 1c e 2c foram utilizadas no estudo in silico para prever
os modos de ligacdo na superficie das enzimas cruzaina e Llacysl, com base no
mecanismo de inibicdo ndo competitivo de 1c em cruzaina e duas isoformas CP da

Leishmania, rCPB2.8 e rCPB3.0, como descrito por Almeida e colaboradores.

Tabela 21 - Valores de IC50 para os efeitos inibitdrios de 1c, 2c e 3a contra cruzaina.

Ligante ICso (g.mL™)
1c 9,51
2C 10,86
3a Nenhuma inibicéo

Fonte: do autor.
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5.3.2 Modelo de Llacysl

A estrutura 3D da Llacysl foi construida por modelagem por homologia com
base na estrutura cristalina da cruzaina de T. cruzi (codigo PDB: 1EWP, resolucdo: 1,75
A). Nenhum homoélogo esta disponivel para as regides do terminal N e C, portanto
apenas os 209 residuos da regido 132-340 da enzima correspondentes a peptidase_C1
foram modelados. Um alinhamento das sequéncias primarias entre a regido
peptidase_C1 da Llacysl e o molde foi realizado pela ferramenta EMBOSS Needle
[195] (Figura 49) exibindo 60,0% de identidade, 74,0% de similaridade e 2,8% de
lacunas. O mesmo alinhamento também foi calculado pelo ClustalW?2 [149] obtendo
61,24% de identidade, sendo estes resultados suficientes para a predicdo da estrutura
[196].

AAP21894.1:132-348 === SVILRDKGAVTPVKNQGLCGSCWAF
1EWP APAAVDWRARGAVTAVKDQGQC GSCWAF

EEE LEEEE BE. K FEFREREIRE RS T . _ EmEkEEE FEEEE.

A
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IGNVECQWFLAGHPLTHLSEQMLYSCDETD
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1EWP
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Figura 49 - Alinhamento entre as sequéncias primarias da enzima cruzaina (1EWP) e a isoforma de
cisteino protease 1 de L. amazonensis (AAP21894.1).
Fonte: do autor.

Foram construidos 100 modelos e foi selecionado o modelo de nimero 82, que
apresentou no grafico de Ramachandran 87,9% dos residuos nas regides mais
favoraveis, 11,6% dos residuos em regides adicionalmente permitidas e 0,6% nas
regibes genericamente permitidas e 0,0% ndo permitidas (Figura 50b). A analise de
ERRAT foi realizada para verificar a predicdo da estrutura protéica com base em
estruturas cristalinas conhecidas, e a pontuacdo encontrada para o0 modelo da Llacysl
foi de 87,047%. O VERIFY3D avalia o perfil da 3D, onde encontramos 89,0% dos
residuos apresentando um score médio 3D-1D > 0,2. O RMSD foi de 0,324 A
(calculado pela ferramenta MatchMaker do programa UCSF Chimera) [197] levando
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em consideracdo todos os atomos entre 0 modelo e o molde. A andlise de ERRAT,
VERIFY3D e RMSD confirmam que o modelo é de boa qualidade. Este modelo foi
submetido ao refinamento usando a simulacdo por DM. O modelo relaxado foi avaliado
pelo PROCHECK (Figura 50c), sendo encontrado no grafico de Ramachandran 93,1%
dos residuos em regides favoraveis, 6,9% dos residuos em regides adicionalmente
permitidas e 0,0% nas regibes genericamente permitidas e ndo permitidas. Assim,
podemos concluir que o relaxamento estrutural da proteina por DM foi importante para

o refinamento do modelo da Llacys1.
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Figura 50 - Validagdo do modelo por homologia. (a) Sobreposi¢do entre 0 modelo da Llacysl e o molde
da cruzaina. (b) Grafico de Ramachandran do modelo de Llacysl. (c) Grafico de
Ramachandran do modelo da Llacysl ap6s a DM. (d) Analise de ERRAT do modelo da
Llacysl.

Fonte: do autor.

5.3.3 Predic&o do sitio de ligacéo e drogabilidade

A deteccdo dos possiveis sitios de ligacdo é usada no desenvolvimento de
farmaco com base na estrutura para identificar onde uma potencial molécula pode
interagir com a cavidade da proteina. A figura 51 apresenta a localizacdo dos sitios de
ligacdo na superficie das enzimas e a tabela 22 o volume, a profundidade e a pontuacdo
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da drogabilidade (drugscore) dos sitios. Foram encontrados trés sitios para a cruzaina e
quatro para a Llacysl. Em ambas as enzimas os dois primeiros sitios apresentaram
maior volume, profundidade e melhor drogabilidade. Os sitios S 1, S 2 e S_3 da
cruzaina e da Llacysl sao semelhantes, enquanto o sitio S_4 da Llacys1 teve uma menor
pontuacédo da drogabilidade, seguido pelo volume e profundidade. Na etapa de docking,
todos os sitios previstos para a cruzaina e Llacysl foram selecionados para verificar

qual sitio ira se ajustar melhor com os ligantes.

a) Cruzaina

Sitio Ativo

Figura 51 - Sitios de ligacdo encontrados para as enzimas Llacysl e cruzaina.
Fonte: do autor.
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Tabela 22 - Volume, profundidade e drogabilidade dos sitios encontrados para as enzimas.
Receptor | Sitio de ligacdo | Volume (A% | Profundidade (A) | Drugscore

S 1 250,37 10,07 0,41
Cruzaina S 2 200,06 13,25 0,52
S 3 104,13 9,88 0,36
S1 224,64 16,67 0,65
S 2 173,38 10,16 0,57
Llacysl
S 3 108,22 8,40 0,21
S 4 100,42 6,71 0,15

Fonte: do autor.

5.3.4 Docking molecular

O estudo in silico foi realizado com a cruzaina e Llacysl contra os derivados de
benzofenonas 1c, 2c e 3a. O docking molecular foi executado para todos os sitios
encontrados em cruzaina e Llacysl com as trés moléculas usando os programas
Autodock4 e Vina (Figura 52). A tabela 22 apresenta os valores de energia de ligacéo
para os complexos. As energias de ligacdo sdo melhores para o sitio S, de ambas as
enzimas pelos dois programas. Assim, podemos inferir que o sitio S, é um possivel sitio
alostérico para derivados de benzofenona com a cruzaina e Llacysl. Além deste sitio
possuir as melhores energias de ligagdo, também hé residuos conservados entre as duas
enzimas nesta cavidade. Os valores da energia de ligacdo para a cruzaina no sitio S, sao
-6,27; -6,26 e -5,17 kcal.mol™ calculados pelo programa Autodock4 e -6,3; -6,1 e -5,4
kcal.mol™ usando o Vina para os derivados 1c, 2c e 3a, respectivamente. Os resultados
sdo muito semelhantes para ambos os programas e correspondem aos valores de 1Cso
contra cruzaina. No entanto, 1c € pouco mais ativo do que 2c e 3a apresenta a maior
energia e nenhuma atividade. Em Llacysl, os valores da energia de liga¢do séo -5,72; -
5,77 e -4,58 kcal.mol™ calculados pelo Autodock4 e -6,4, -6,4 e -4,5 kcal.mol™ usando
Vina para 1c, 2c e 3a, respectivamente. As energias sdo muito proximas usando ambos
0S programas para 1c e 2c, com excecao de 3a que mostra maior valor da energia de
ligacdo. As energias de ligacao no sitio S, para os complexos da cruzaina e Llacysl sdo
muito proximas em ambos os programas. As moléculas 1c e 2¢ apresentaram valores de
energias muito proximos, provavelmente devido a alta similaridade entre elas, sendo

diferenciadas apenas pela presenca de um grupo hidroxila no anel de 1c. O derivado 3a
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apresenta a maior diferenca tanto nos valores da energia de ligagdo quanto na sua
estrutura quimica comparado com os demais. Este derivado ndo possui boa interacéo
com o sitio e ndo inibe a cruzaina. Portanto, 3a pode ndo ser um bom promissor a
inibidor de Leishmania. Assim, o sitio S, com as moléculas 1c e 2c foram selecionados
para simulagdo por DM com o intuito de refinar os complexos, levando em
consideragdo possiveis mudancas conformacionais no sitio de interagdo e os efeitos do
solvente. Além de possivelmente melhorar os resultados dos calculos da energia de

ligacdo considerando a flexibilidade das proteinas e os derivados de benzofenonas.

Figura 52 - Modos de ligacdo da cruzaina (cinza) e Llacysl (verde) com os ligantes previstos pelos
programas Autodock4 e Vina. (a) Sobreposicdo da cruzaina e Llacysl com 1c, 2c e 3a por
Autodock4 e Vina. (b) Residuos conservados entre a cruzaina e Llacysl no sitio S_2. (c)
Superficie da cruzaina com 1c, 2c e 3a por Autodock4 e Vina. d) Superficie da Llacys1 com
1c, 2c e 3a por Autodock4 e Vina. ) Pose de 1c com cruzaina pelo Autodock4 (verde) e Vina
(azul). f) Pose de 2¢ com cruzaina pelo Autodock4 (rosa) e Vina (amarelo). g) Pose de 3a
com a cruzaina pelo Autodock4 (azul) e Vina (rosa). (h) Pose de 1c com a Llacysl pelo
Autodock4 (verde) e Vina (azul). i) Pose de 2c com a Llacysl pelo Autodock4 (rosa) e Vina
(amarelo). (j) Pose de 3a com a Llacysl pelo Autodock4 (laranja) e Vina (marrom).

Fonte: do autor.
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Tabela 23 - Energia de ligag&o (kcal.mol™) calculada pelos programas AutoDock4 e Vina.

Ligante
Sitio de 1c 2C 3a
Receptor | =~ i i i
ligacdo Autodock4 | Vina | Autodock4 | Vina | Autodock4 | Vina
S: -5,49 -5,4 -5,31 -5,6 -4,88 -4,9
Cruzaina S, -6,26 -6,3 -6,27 -6,1 -5,17 -5,4
S3 -4,93 -5,3 -5,23 -5,4 -4,21 -5,0
S -5,42 -5,1 -5,07 -5,0 -4,49 -4,9
S, -5,72 -6,4 -5,77 -6,4 -4,58 -4,5
Llacysl
S3 -5,04 -5,6 -5,32 -5,4 -4,18 -4,5
Sy -5,24 -6,1 -5,58 -5,7 -4,33 -4,6

Fonte: do autor.

5.3.5 Propriedades de ADME

Para que um novo farmaco seja desenvolvido com sucesso, suas propriedades
ADME (Absorcao, Distribuicdo, Metabolismo e Excrec¢do) sdo muito importantes, uma
vez que propriedades desfavoraveis podem causar rejeicao do farmaco [198]. O servidor
web FAF-Drugs3 foi usado para determinar as propriedades ADME (Tabela 24) dos
derivados de benzofenonas. Essas moléculas apresentaram boa biodisponibilidade oral,
area de superficie polar (tPSA) e estdo em conformidade com as cinco regras de
Lipinski, atendendo aos seguintes critérios (ROS5): peso molecular < 500; log calculado
P (LogP) < 5; numero de dadores de ligagdo de hidrogénio (HBD) < 5; numero de
aceitadores de ligacdo de hidrogénio (HBA) < 10) [194]. Portanto, 1c, 2c e 3a possuem
propriedades ADME favoraveis.

Tabela 24 - Propriedades ADME das moléculas.

Violagoes
Peso ) o o
) tPSA Ligacdo de Biodisponibilidade
Ligante | Molecular | logP ,. | HBD  HBA ) L
1 (A9 rotacional | Lipinski oral (Veber)
(g.mol™)
(max.4)
1c 281,33 493 46,53 1 3 6 0 Bom
2C 266,33 4,73 26,30 O 2 5 0 Bom
3c 242,27 321 3553 O 3 4 0 Bom

Fonte: do autor.
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5.3.6 Dinamica molecular

Para compreender as interacdes entre as moléculas e a proteina alvo, as
simulacdes por DM foram aplicadas ao longo de um periodo de 10 ns. Os valores de
RMSD (Figura 53) da cruzaina em complexo com 1c e 2c atingiram valores de até
0,168 e 0,161 nm e valores medios de 0,122 + 0,010 e 0,120 + 0,011 nm,
respectivamente. Llacysl em complexo com 1c e 2c atingiu valores de até 0,159 e 0,150
nm e valores médios de 0,090 + 0,010 e 0,100 £ 0,020. Os valores medios de RMSD
indicam que houve pouco movimento das enzimas. No entanto, 0s complexos com a
cruzaina rapidamente atingiram o equilibrio e sdo ligeiramente mais estaveis do que 0s

complexos com Llacys1.
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Figura 53 - RMSD, raio de giragdo e RMSF dos complexos cruzaina- e Llacysl-ligante durante a
simulacdo por DM de 10 ns. As estruturas tridimensionais apresentam os valores de
RMSF nas regides de menor a maior movimentacéo (azul-branco-vermelho).

Fonte: do autor.
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O raio de giragdo das proteinas também foi avaliado, o que significa que o raio
hidrodindmico do sistema molecular foi estimado. Na figura 53 a cruzaina apresenta boa
estabilidade dos complexos 1c e 2c, porém ap0os 4 ns no complexo com 1c, a enzima
torna-se mais compacta do que quando em complexo com 2c, atingindo valores médios
de 1,630 = 0,010 e 1,640 + 0,010, respectivamente. Em Llacysl, os complexos tornam-
se estaveis apds 5 ns. Llacysl-1c tornou-se mais compacta do que com 2c com valores
médios de 1,620 + 0,010 e 1,630 + 0,010, respectivamente. Estes resultados indicam
qgue ambas as enzimas em complexo com 1c e 2c sdo estaveis e com raio de giracdo
menor do que no tempo inicial, sugerindo uma pequena compactacdo das enzimas
quando complexadas.

Na figura 53 os valores médios de RMSF da cruzaina sdo de 0,085 + 0,053 e
0,082 + 0,042 nm quando complexada com 1c e 2c, respectivamente. Para a Llacysl os
valores médios de RMSF sdo de 0,089 + 0,045 e 0,102 + 0,068 nm para 1c e 2c,
respectivamente. Assim, o complexo Llacys1-2c apresenta regibes mais flexiveis do que
no complexo Llacysl-1c. Observa-se que a movimentacdo dos residuos na regido do
sitio de ligacdo é muito sutil para os complexos em ambas as enzimas. Isso indica uma
boa afinidade desta regido com os ligantes.

As ligacOes de hidrogénio foram determinadas a uma distancia de 0,35 nm e em
um angulo de 30° usando a ferramenta g_hbond do GROMACS (Figura 54). Para
cruzaina em complexo com 1c, o valor médio de ligacdo de hidrogénio é 2, com
ocupacdo de 53,5% para o par 1c (H3-grupo hidroxila) - GIn37 (OE1) e 74,1% de
ocupacdo para Val214 (H) - 1c (02). Em 2c, o valor médio de ligacdo é zero. A Llacysl
em complexo com a molécula 1c, o valor médio das ligacGes de hidrogénio foi de 1,
com ligacdo entre o par 1c (H8-grupo hidroxila) - Thr209 (OC2) e 57% de ocupagdo. O
valor médio é zero para ligagdo de hidrogénio com 2c. Em ambas as enzimas, 0s
complexos com a molécula 1c possuem ligacOes de hidrogénio, o que pode ser
favoravel para a estabilidade destes complexos. As diferencas nas ligacbes de
hidrogénio entre as moléculas 1c e 2c apresentam informagdes valiosas, devido a
presenca do grupo hidroxila no anel da molécula 1c. Esta informacéo pode explicar a
maior afinidade de interacdo observada no menor valor de ICsy para cruzaina-1c. No
entanto, as ligagdes de hidrogénio no complexo cruzaina-1c sdo mais estaveis do que

Llacysi1-1c.
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Figura 54 - Ndmero de ligagdes de hidrogénio ao longo do tempo de simulacdo dos complexos da
cruzaina e Llacysl.
Fonte: do autor.

As energias livres de ligacdo calculadas para os complexos da cruzaina e
Llacysl com os derivados de benzofenona variaram de -7,54 a -13,50 kcal.mol™. A
tabela 25 apresenta 0os componentes de energia que contribuem para a energia livre de
ligacdo, tendo como contribuicOes favoraveis os termos de van der Waals, eletrostaticos
e solvatacdo apolar, enquanto que a solvatacao polar foi desfavoravel. Nas duas enzimas
com 1c e 2c, a Gygw € mais favoravel do que a Gejetrostatica € @ Gsasa com valores
superiores a 20,00 kcal.mol™. Portanto, essa energia governa as forcas de interacdes das
moléculas com as cisteino proteases. Entretanto, Gejetrostatica € Mais favoravel para 1c do
gue 2c com as enzimas, possivelmente devido a presenca das ligagcdes de hidrogénio. A
energia livre de ligagdo para os complexos da cruzaina segue 0 mesmo padrdo que oS
valores de ICsp, onde 1c apresenta melhor inibicdo. Nos complexos com a Llacysl, a
energia livre de ligacdo segue 0 mesmo dos valores de ICsy (1c = 74,4 € 2¢ = 27,4 uM)
contra a forma amastigote de L. amazonenses reportado por de Almeida e colaboradores
[93]. Neste caso, observa-se que a contribuicdo da energia de van der Waals é maior
para Llacys1-2c em comparagdo com os outros complexos. Embora os ligantes tenham
afinidade pelo mesmo sitio de ligacdo na superficie das enzimas, pequenas diferencas

em outros residuos podem resultar em diferencas na energia livre de ligacéo.
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Tabela 25 - Energia livre de ligagdo (kcal.mol™) para os complexos de cruzaina- e Llacys1-ligantes.*

RECEptOI’ Ligante Guaw Geletrostatico Gsolv polar Gsasa Grotal
1 -22,57 -6,24 + 17,78 £ -2,46 = -13,50 =
C
3,75 0,31 2,45 0,29 2,78
Cruzaina
) -21,11 -1,06 = 23,56 * -2,58 + -12,96
c
2,88 0,36 2,55 0,25 2,10
1 -22,80 £ -8,02 £ 26,16 £ -2,88 £ -7,54
C
3,07 1,21 5,29 0,34 2,05
Llacysl
-27,45 -2,09 £ 19,77 = -2,94 -12,72 £
3,08 0,28 3,82 0,22 2,02

Nota: *Gygw — energia de van der Waals, Geperosiica — €nergia eletrostatica, G ¢ polar — €NErgia de
solvatacdo polar, Ggs, — energia da area de superficie acessivel ao solvente e Gy — energia livre de
ligacdo. Todas as energias estio em kcal.mol™.

Fonte: do autor.

A contribuicdo de energia de cada residuo foi calculada para verificar a
diferenca entre os complexos. Esta analise da decomposicdo de energia (Figura 55)
apresenta contribuicdes importantes dos residuos hidrofébicos de Leu40, Val213 e
Val214 para os complexos da cruzaina com 1c e 2c. O residuo polar de Trp35 e 0s
residuos hidrofdbicos de 11e108 e Ser38 fazem grandes contribui¢es nos complexos de
Llacysl com 1c e 2c. A contribuicdo de energia é desfavoravel para o residuo
hidrofobico de Ala212 em cruzaina e os residuos His40 e Lys107 para Llacysl. Esses
resultados definem que os residuos Val sdo importantes para as interagdes no complexo
cruzaina-1c. Essas interagdes em combinacdo com as ligacGes de hidrogénio podem
justificar a maior atividade de 1c contra cruzaina, ja que esses residuos de Val ndo sao

conservados em Llacysl.
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Figura 55 - Contribuicdo da energia livre de ligagdo por residuo da cruzaina e Llacysl nos
complexos com 1c e 2c na simulagdo por DM.

Fonte: do autor.

A figura 56 apresenta as interagdes nos complexos com as cisteino proteases
calculadas pelo LigPlot a partir da estrutura final da simulacdo por DM. Em todos os
complexos, os contatos de van der Waals foram observados. Porém, o complexo
cruzaina-1c apresenta duas ligacdes de hidrogénio além das interacbes de van der
Waals. Como resultado, pode-se verificar que ocorre uma boa afinidade dos residuos
conservados de GIn34 e GIn37 com as moléculas de 1c e 2c em ambas as enzimas,

mostrando que eles s&o um residuo chave na interag&o.
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Figura 56 — Modos de ligagcdo dos complexos da cruzaina- e Llacysl-ligante obtidos ap6s 10 ns de
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Waals entre residuos das proteinas com as moléculas de 1c e 2c. As ligacfes de hidrogénio
sdo representadas como linhas verdes tracejadas.

Fonte: do autor.

5.4 Concluséao

O estudo do mecanismo de interacdo de Llacysl e cruzaina com as benzofenonas
foi determinado por meio da modelagem por homologia, docking e dindmica molecular.
Essas enzimas pertencem a familia C1 de cisteino proteases e apresentam alto grau de
identidade entre as sequéncias primérias. O teste de inibicdo enzimética de cruzaina
mostrou que 1c e 2¢ atuam como inibidores potentes, porém 3a ndo apresenta inibicao.
Para compreender melhor como esses derivados se interagem com as proteases realizou-
se a predicdo dos sitios de ligacdo em cruzaina e Llacysl. Encontramos um sitio de
ligagdo semelhante na superficie das enzimas por métodos computacionais. Os
resultados in silico corroboraram com os dados experimentais, onde 1c e 2¢ podem ser
potenciais inibidores de cruzaina e Llacysl, respectivamente. Estes resultados podem
contribuir para o desenvolvimento de novos inibidores no tratamento da leishmaniose e
doenca de Chagas, com os derivados de benzofenona 1c e 2c como potenciais

candidatos a proto6tipos de farmacos.
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Abstract: Background: Head and neck squamous cell carcinoma (HNSCC) is one of the most
common malignancies in humans and the average 5-year survival rate is one of the lowest among
aggressive cancers. Protein kinase C zeta (PKCZ) is highly expressed in head and neck tumors, and
the inhibition of PKCZ reduces MAPK activation in five of seven head and neck tumors cell lines.
Considering the world-wide HNSCC problems, there is an urgent need to develop new drugs to
treat this disease, that present low toxicity, effective results and that are relatively inexpensive.

ARTICLE HISTORY Method: A unified approach involving homology modeling, docking and molecular dynamics
simulations studies on PKCZ are presented. The in silico study on this enzyme was undertaken
using 10 compounds from latex of Euphorbia tirucalli L. (aveloz).

Received: June 13,2017
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A LA Results: The binding free energies highlight that the main contribution in energetic terms for the
compounds-PKCZ interactions is based on van der Waals. The per-residue decomposition free
energy from the PKCZ revealed that the compounds binding were favorably stabilized by residues
Glu300, Ileu383 and Asp394. Based on the docking, Xscore and molecular dynamics results,

euphol, B-sitosterol and taraxasterol were confirmed as the promising lead compounds.

DorI:
10.2174/1570180814666170810115134

Conclusion: The present study should therefore play a guiding role in the experimental design and
development of euphol, B-sitosterol and taraxasterol as anticancer agents in head and neck tumors.
They are potential lead compounds, better than other ligands based on the best values of docking
and MM-PBSA energy.

Keywords: HNSCC, PKCZ, molecular marker, euphorbia tirucalli, homology modeling, molecular docking, molecular dynamics.

1.INTRODUCTION incidence worldwide. This year, globally, 600,000 new cases
of head and neck cancer are likely to occur and of these, 40-
50% with HNSCC will only survive for 5 years [1]. Accord-
ing to the World Cancer Report of 2014, adding up pharyn-
geal, oral and laryngeal cancers in both sexes combined,
686,000 new cases were estimated for the year of 2012 with

Head and neck squamous cell carcinoma (HNSCC) de-
velops in the oral cavity and is the sixth leading cancer by
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An in silico Study of Benzophenone Derivatives as Potential Non-Competitive
Inhibitors of Trypanosoma cruzi and Leishmania Amazonensis Cysteine Proteinases
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This study investigates the mechanisms of interaction between benzophenone derivatives and
cruzain and Llacys | (the protein expressed by cysteine protease gene isoform 1 of L. amazonensis)
by homology modelling, docking and molecular dynamics simulation. The results predict that the
same binding site in cruzain and Llacys| is involved in complexes with benzophenone derivatives
that cause non-competitive inhibition of the enzymes. The Gln residue is conserved among the
enzymes, and is shown to be a key residue in the allosteric site of these cysteine proteases and in
the interaction with benzophenone derivatives. The binding free energies highlight that the main
energetic term contributing to the cruzain- and Llacys-benzophenone compound interactions is
the van der Waals term. Experimental results showed that benzophenone derivatives are promising
potential inhibitors of cysteine proteases. Moreover, we found that two benzophenone derivatives
are the most effective inhibitors of cruzain and L. amazonensis cysteine protease.

Keywords: benzophenone, Trypanosoma cruzi, L. amazonensis, cysteine protease,

computational methods

Introduction

Neglected tropical diseases (NTDs) are characterized
as a wide range of infectious diseases that remain a
leading cause of morbidity and mortality in the developing
world and have a clear economic burden on the affected
countries.' Despite the global morbidity of those diseases,
only 1.3% of the 1556 drugs approved for their treatment
was specifically developed to address NTDs.* This
situation reflects the lack of interest among pharmaceutical
companies in developing drugs to treat NTDs. Despite the
high demand for new treatments, the potential consumers
have no money to pay for medicines. Among the 17 medical
conditions listed by the World Health Organization (WHO)
as NTDs, there are two Trypanosomiasis conditions:
leishmaniasis and Chagas disease.’

#e-mail: poliany.santos@gmail.com

Classified as one of the most neglected diseases,
leishmaniasis comprises several clinical manifestations
caused by different species of the protozoan parasites from
the genus Leishmania>* This complex disease has emerged
in 98 countries and has a high rate of incidence, affecting
12 million people worldwide, with 350 million people at
risk of infection.” Pentavalent antimonials remain the first
line of treatment for all clinical forms of leishmaniasis,
despite the variable therapeutic response and growing
concerns about treatment failure and drug administration
by parents.” Should these treatments fail, a number of other
drugs may be employed, depending upon the species of
Leishmania concerned and the resources available to the
health professionals involved. Recommended secondary
treatments employ a variety of drugs such as amphotericin B,
pentamidine, paromomycin and miltefosine.” Some new
strategies involve newer formulations of amphotericin B
however, they are too expensive to use in the majority
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In silico study of the Hepatitis C virus polymerase NS5B in the presence
and absence of the metal ion in the active site

Poliany G. Freitas ', Thiago E. Castilho', Tago F. da Silva' , Luciano T. Costa’ and Nelson JF da Silveira'

'Laboratory of Molecular Modeling and Computer Simulations-MoIMod-CS, Institute of Exact Sciencies,
Federal University of Alfenas, Alfenas, Brazil. “Laboratory of Molecular Modeling and Computer Simulation-
MolMod-CS, Institute of Chemistry, Federal Fluminense University, Niter6i, Rio de Janeiro, Brazil.

Abstract: Background: Hepatitis’s C virus NS5B polymerase is a key enzyme in viral replication. NS5B is
an important target for the development of new antiviral compounds against the Hepatitis C virus. Currently,
for the treatment, the drug sofosbuvir is used as an inhibitor of the NS5B enzyme. However. the use of this
drug causes several side effects. Therefore, the search of new drugs that have less side effects and that might have greater
convenience for the individual in treatment is important and necessary.

Methods: Here we present the in silico study of the NS5B structure in the presence and abscense of the metal ion in the
active site.

Results:The molecular dynamics shows that the NS5B structure in the presence of the metal ion is more stable. The
structure in the abscense of the metal ion may present more conformations than that in the presence of the metal ion. In
this way, the clustering was performed in order to select the representative structures of the NS5B in the presence and
abscence of the metal ion. The first step of the docking study was performed with experimental structure against 1689
molecules and 40 best results were selected. These 40 best results were docked with the representative structures of the
molecular dynamics and the rescore of the binding energy was calculated.

Conclusion: The results show that the presence of the metal ion in the active site is important for the interactions with the
molecules. In addition. it was found the same compound as the best result for both NS5B structures, in the presence and
absence of the metal ion. This demonstrates the importance of the residues Asp220, Arg48, Lys51 and Thr364 in the
interaction and of the metal ion which strengthens the stability of the enzyme interaction with the molecule
ZINC77319496.

Keywords: NS5B. Mg™, sofosbuvir, conformational ensemble, virtual screening, molecular dynamics.

1. INTRODUCTION NS5B is an non-structural, RNA-dependent, RNA-
polymerase enzyme that can be structurally compared with
the right hand, because it presents a conformation that
resembles the palm, fingers and thumb, having its active site
located and conserved in the palm region, where the ASP-
(Xaa),-ASP and GDD motifs are characteristic in most found
polymerases [5, 6]. NS5B protein has been shown to require
either magnesium or manganese for its RNA-dependent
RNA polymerase activity [7]. The metal ions are coordinated
by the first aspartic acids of each motif and are involved in
the phosphate transfer reaction [5, 8]. The active site is
known to bind nucleoside or nucleotide inhibitors (NIs). In
2013, the sofosbuvir was approved by the FDA [9].
Sofosbuvir is a nucleotide analog inhibitor, and it prevents
HCV viral replication by binding to the two Mg>" ions
present in HCV NS5B polymerase's GDD active site motif
[10]. However, there are three-dimensional structures of
NS5B in the presence and absence of the metal ion in the
active site with inhibitors. Therefore, there are no reports of
the influence of the metal ion in the active site in the
interaction with inhibitors. So, due to the great importance of

Hepatitis C is a public health issue, infecting over 71
million people worldwide and 399000 people die each year,
being the main worldwide cause of chronic hepatitis and
liver cancer (WHO) [1]. However, there is no HCV vaccine
yet. Currently, the treatments for chronic hepatitis C and
hepatocellular carcinoma are costly and have great side
effects [2]. The development of new potent, effective and
safe antiviral compounds to combat the virus is therefore of
paramount importance and is currently a large area of
pharmaceutical research. However, the development of new
drugs with experimental trials can be very expensive. The
computational methods can lower the cost with a screening
of the compounds that can bind to an HCV protein. In
addition, there are several succesful cases with the use of
computational tools in the discovery and development of
new drugs [3, 4].

1.2 NS5B polymerase
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