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RESUMO

A quimioterapia para leishmaniose, uma doenca responsdvel por 12 milhdes de
infecgcdes no mundo, ¢ ainda muito deficiente. Os medicamentos atuais s@o tdxicos ou
ineficazes, ou ainda, requerem um tratamento com custo muito elevado para os paises em
desenvolvimento. E justamente nesses paises que a doenga é endémica, fruto de condig¢des de
vida precdria, que facilitam o desenvolvimento do protozodrio e do vetor. A Nucleosideo
Hidrolase (NH) é uma enzima vital para o parasita e ndo € encontrada em mamiferos,
tornando-se assim, um alvo seletivo importante para o desenvolvimento de inibidores. Alguns
desses inibidores ja foram desenvolvidos e testados in vitro, apresentando resultados
satisfatérios, com constantes de inibicdo da ordem de nanomolar. No presente estudo,
pretendeu-se avaliar o desempenho de tais inibidores através de cdlculos computacionais em
simula¢des de Docking Molecular e Dindmica Molecular, procurando extrair comportamentos
que possam ser uteis na proposta de novos firmacos com atividades antileishmaniais. Os
resultados mostraram boa concordincia com os dados experimentais, especialmente a
quantidade de ligacdes de hidrogénio, que indicou ser fator importante a ser considerado na

busca por inibidores eficientes de NHs.

Palavras chave: Leishmaniose. Nucleosideo Hidrolase. Dinamica Molecular. Docking.
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ABSTRACT

The chemotherapy for leishmaniasis, a disease responsible for 12 million infections
worldwide, is still very deficient. The current drugs are toxic or ineffective, or even require
treatment with very high cost to developing countries. It is precisely in these countries that the
disease is endemic, because the precarious living conditions, which Facilitate the development
of the protozoon and vector. The nucleoside hydrolase (NH) is a vital enzyme to the parasite
and is not found in mammals, making it a selective target important for the development of
inhibitors. Some of these inhibitors have already been developed and tested in vitro, showing
satisfactory results, with constant of inhibition at nanomolar concentrations. In the present
study, we sought to evaluate the performance of these inhibitors through computational
calculations in simulations of Molecular Docking and Molecular Dynamics, trying to find
behaviors which may be useful in the proposal of new drugs with antileishmaniais activities.
The results showed good agreement with the experimental data, especially the quantity of
hydrogen bonds, that indicated be important factor to be considered in the search for efficient

inhibitors of NHs.

Keywords: Leishmaniasis. Nucleoside Hidrolase. Molecular Dynamic. Docking.
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1 INTRODUCAQ

1.1 ASPECTOS BIOLOGICOS

1.1.1 AS LEISHMANIOSES

As leishmanioses sdo doencas causadas por protozodrios da Familia
Trypanosomatidae, género Leishmania e pertencem a dois subgéneros, Leishmania e Viannia,
com uma variedade de espécies, apresentando diferentes manifestagdes clinicas e patologicas,
que acometem tanto pessoas quanto animais (BERMAN, 1997). O protozodrio é transmitido
ao homem por fémeas de insetos flebotominios dos géneros Lutzomyia e Phlebotomus. O cio
doméstico (Canis familiaris) e a raposa do campo, também conhecida como raposinha
(Dusicyon vetulus), sdo os principais reservatérios de infeccio e manutencdo da doencga

(GENARO, 2000).

As manifestacdes clinicas das leishmanioses dependem da associagdo entre as
caracteristicas de viruléncia da espécie de Leishmania infectante e da resposta imunoldgica do
hospedeiro (PEARSON & SOUZA, 1996). De acordo com as manifestacdes, as leishmanioses
podem ser classificadas em trés grupos: leishmaniose cutinea, mucocutinea e visceral. A
leishmaniose cutinea caracteriza-se por ulceras cronicas na pele, desenvolvidas no local da
picada do inseto vetor e que podem levar meses para cicatrizar, € causada principalmente
pelos protozodrios Leishmania major, Leishmania amazonensis, Leishmania braziliensis e
Leishmania guyanensis (WHO, 2010). A leishmaniose mucocutinea causa, no inicio, dlceras
na pele similares aquelas da leishmaniose cutinea que, entretanto, cicatrizam, para depois
reaparecerem, principalmente, nas mucosas do nariz e da boca. Este tipo, geralmente, é
acompanhado por infec¢des secunddrias e destruicdo de grandes extensdes do tecido

(HANDMAN, 2000). A leishmaniose visceral, também conhecida como “kala-azar”, que quer
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dizer febre negra em virtude do discreto aumento da pigmentagdo da pele ocorrido durante a
doenca € considerada uma doenca sist€émica muito grave, com migragdo dos parasitas para o
figado, baco e medula 6ssea, podendo levar o hospedeiro a2 morte (MARZOCHI, 1981). E

causada pelo protozoario Leishmania donovani.

Dados recentes da Organizacdo Mundial de Saide mostram que as leishmanioses
ameacam 350 milhdes de pessoas, entre adultos e criangas, em 98 paises do mundo (FIG. 1.1
e FIG. 1.2); sendo que 85 destes, sdo paises em desenvolvimento. Mais de 90% dos casos de
leishmaniose cutianea ocorrem no Ird, Afeganistio, Siria, Ardbia Saudita, Brasil e Peru e mais
de 90% dos casos de leishmaniose visceral ocorrem em Bangladesh, Brasil, India e Sudo.
Estima-se que 12 milhdes de pessoas no mundo estdo infectadas e que anualmente surgem 2
milhdes de novos casos (1,5 milhdes para a leishmaniose cutanea e 500 000 para leishmaniose
visceral). Entretanto, somente cerca de 600 000 casos sao relatados oficialmente a cada ano
(WHO, 2010). Nas FIG. 1.1 e 1.2, as por¢des em azul indicam por¢des de dgua sem efluentes,

propicias a proliferacdo de mosquitos vetores da leishmaniose.

FIG. 1.1 — Distribuicao geografica da leishmaniose visceral

(http://www.who.int/leishmaniasis/leishmaniasis_maps/en/, acessado em 01/03/12)
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FIG. 1.2 - Distribuicao geografica da leishmaniose cutinea e mucocutinea

(http://www.who.int/leishmaniasis/leishmaniasis_maps/en/, acessado em 01/03/12)

Outra informacao relevante é que, desde a década passada, tem havido um aumento no
nimero de casos de leishmaniose descritos entre os pacientes imunossuprimidos,
principalmente os infectados com o virus da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS)
(LAGUNA, 1997; ROSATELLI, 1998) e segundo a Organiza¢do Mundial de Satde, esta co-

infecg@o é mais frequentemente manifestada no caso da leishmaniose visceral.

Além disso, ndo hd uma forma de tratamento eficaz para os casos de leishmaniose, que
podem causar deformidades ou serem fatais, mesmo quando tratados. Um dos principais

fatores responsaveis pelo pouco sucesso no controle desta doenca é o fato de que a maioria
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dos medicamentos utilizados, principalmente os antimoniais pentavalentes, sdo toxicos e
muitas vezes ineficazes devido a resisténcia dos parasitas. A anfotericina B, usada quando o
tratamento com antimoniais € inapropriado, também ¢é muito toxica e, na formulacdo
lipossomal, menos téxica, requer internagdo e tem custo muito elevado para ser usada nos

paises em desenvolvimento (LIMA, 2007).

A pesquisa e o desenvolvimento de novos principios ativos requerem alta tecnologia e
investimentos vultosos em longo prazo. Estudos recentes apontam para um custo médio de
43,4 milhdes de doélares para o desenvolvimento de um novo farmaco (LIGHT, 2011),
podendo envolver até 30 anos de pesquisa (GOOZNER, 2004). Neste contexto, a falta de
opgdes terapéuticas ou tratamentos mais adequados para as chamadas doencgas parasitarias,
como a leishmaniose, a doenca do sono, a doenca de chagas, a maldria e a filaridse linfatica,
classificadas como “doencas negligenciadas”, tém constituido um grande problema de saidde
publica nos paises em desenvolvimento (BOULET, 2003). A negligéncia acontece por parte
das grandes empresas farmacéuticas que investem muito pouco ou quase nada na pesquisa e
desenvolvimento de novos farmacos para estas doencgas. Segundo a Organizacdo Médicos
Sem Fronteiras, a razdo principal para este descaso, reside no fato de que estas doencas
afetam apenas pessoas com baixo poder aquisitivo. Logo, um detentor de patente nunca sera
capaz de gerar lucro pelo uso de precos elevados, e desta forma, pouca pesquisa e

desenvolvimento sao conduzidos (BOULET, 2003).

No Brasil, o aumento da incidéncia da leishmaniose associado as altas taxas de
morbidade e a difusdo da doenca para novas dreas geograficas, inclusive urbanas, tem-se
constituido um grande problema para a saide publica (BRAZUNA, 2012; BRITO, 2012;
SILVA, 2012).

Neste sentido, a pesquisa visando o desenvolvimento de novos antileishmanicos é de
extrema importancia para o Brasil, uma vez que este é um dos paises mais atingidos pelas

leishmanioses.
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1.1.2 AS ENZIMAS NUCLEOSIDEO HIDROLASES (NHs)

Observa-se que as enzimas NHs parasiticas t€m sido estudadas extensamente como
potenciais alvos para intervencdo quimioterapéutica (PARKIN, 1995; GOPAUL, 1996;
DEGANO, 1998; SHI, 1999; CUIL, 2001; SANTANA, 2002; VERSEES, 2003; FIGUEROA,
2012). Isto se deve a divergéncia no metabolismo de purinas entre o parasita e o hospedeiro.
Considerando que um dos fatores metabdlicos que distinguem os parasitas protozodrios dos
mamiferos € a falta da biossintese “de novo” de purinas, estes parasitas dependem
exclusivamente da purina do hospedeiro. Em funcao disso, os parasitas ndo sdo capazes de
realizar a biossintese de purinas e transforma-las em nucleosideos purina ou bases

nitrogenadas para suprir sua demanda de crescimento (LAFON, 1982). Sendo assim, o

parasita depende da via de recuperacdo de purinas para sobreviver.

Estas enzimas sdo amplamente distribuidas na natureza, e ja foram caracterizadas em
bactérias (PETERSEN & MOLLER, 2001; OGAWA, 2001), leveduras (KURTZ, 2002),
protozodarios (PELLE, 1998; CUI, 2001) e insetos (RIBEIRO, 2003). Os genes responsaveis
pelas caracteristicas de identidade da NH estdo presentes em plantas, anfibios e peixes, mas,
surpreendentemente, nenhuma atividade de NH nem genes que a codificam, até o momento,
tem sido detectados em mamiferos. A via metabdlica das NHs estd bem estabelecida somente
para os parasitas protozodrios tais como Tripanossoma, Leishmania e Gidrdia. Nestes
organismos, as NHs sdo as enzimas responsdveis pela via de recuperagdo que tem como
objetivo obter purinas do seu meio ambiente (HAMMOND, 1984). Nesta via, estas enzimas

catalisam a hidrélise de nucleosideos, permitindo a reciclagem de bases purinas e ribose.

As Nucleosideos hidrolases (ou nucleosideo N-ribohidrolases, NHs), presentes no
género Leishmania, compreendem uma superfamilia de metaloproteinas (principalmente
ligadas ao fon Célcio) relacionadas estruturalmente com uma topologia original de folhas-

betas (MURZIN, 1995; ORENGO, 1997). Funcionalmente, as NHs sdo glicosidases que
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catalisam a hidrdlise de ligacdes N-ribosidicas de nucleosideos purina e/ou pirimidina,

formando o acido nucléico livre e ribose:

Nucleosideo + H;O — ribose + purina ou pirimidina

As NHs estudadas até hoje sdo homodimeros (duas subunidades idénticas) como por
exemplo a Tv-IAGNH (ONEGA, 2010) ou homotetrameros (quatro subunidades idénticas)
como por exemplo LmNH, Cf-IUNH e LdNH (MEHRABANI, 2011; HEHEMANN, 2011;
FIGUEROA, 2012) e apresentam grandes similaridades nas sequéncias de aminodcidos do
centro ativo, o que indica que elas sdo intimamente relacionadas em estrutura e mecanismo
catalitico. Cada mondmero é funcional e contém um sitio ativo estreito e profundo. Duas alcas
flexiveis caracteristicas ocorrem nas proximidades do sito ativo e o fon Ca** estd fortemente
ligado a ele (VERSES, 2001; DEGANO, 1998). Este metal octacoordenado é quelado através
de uma rede conservada de interacdes envolvendo os oxigénios da cadeia lateral dos
aminoacidos Aspl0, Aspl5, Asp242, oxigé€nio carbonilico da cadeia principal Thrl126
(numeragdo para Cf~-IUNH) e trés moléculas de dgua. Sobre a ligacdo do substrato, a fracio
ribose estd fixada dentro do sitio ativo. No complexo enzima-substrato, duas moléculas de
dgua ligadas ao fon célcio sdo substituidas pelos grupos 2’ e 3’-hidroxil do acticar. A Unica
molécula de dgua restante quelada ao Ca** continua interagindo com o Aspartato (Asp 10).
Nas vdrias estruturas, esta molécula de dgua estd localizada 3.2 — 3.3 A da parte de trds da
ligacdo C1°. A especificidade rigorosa das NHs pela fracdo ribose ¢ estabelecida através de
uma rede elaborada de interacdes conservadas na estrutura cristalografica, envolvendo as
hidroxilas-2’-, 3’- e 5’do agucar e residuos conservados Aspl4, Asn160, Glul166, Asnl68 e
Asp242 (numeragdo para Cf~IUNH) e {on Ca®™ , como pode ser visto na FIG 1.3 (VERSEES,
2003).
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FIG. 1.3 — Mecanismo enzimatico da hidrdlise da inosina catalisada pelas NHs

(VERSEES, 2003)

As nucleosideos hidrolases ndo especificas (NNHs) catalisam a hidrélise de
nucleosideos purinicos e pirimidinicose também hidrolisam o p-nitrofenil-B-D-
ribofuranosideo-O-ligado ainda mais eficientemente. Em contraste, as nucleosideos hidrolases
especificas (SNHs) preferem nucleosideos purina e sdo pobres catalisadores para pirimidina e
p-nitrofenil B-D-ribofuranosideo (PARKIN, 1991, ESTUPINAM & SCHRAMM, 1994;
PARKIN, 1996). Esta diferenca na preferéncia pelo substrato pode ser racionalizada em
termos de mecanismos enzimaticos da hidrélise do N-ribosideo, que inclui (1) assisténcia ao
grupo de saida, (2) estabilizacdo do ion ribooxocarbénio e (3) ativacdo de dgua (SCHRAMM,
1997). O substituinte p-nitrofenil € um bom grupo de saida, ndo necessita de ativacdo e tem
um valor de pKa que € alto o suficiente para permitir a protonagdo por um acido enzimatico.
As enzimas ndo especificas hidrolisam o p-nitrofenil B-D-ribofuranosideo porque elas usam a
estabilizacdo do ion ribooxocarbénio como a maior contribuicdo para a catdlise. J4 as NH
especificas para purina atuam mais sobre a protonagdo do grupo de saida que sobre a ativagio

do agucar, sendo catalisadores menos eficientes para a hidrélise do p-nitrofenil B-D-
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ribofuranosideo. Assim, acidos que protonem o grupo de saida da purina sdo importantes para

estabilizar o estado de transi¢do das SNHs (PARKIN, 1996; MAZZELLA, 1996)

A inosina-uridina nucleosideo hidrolase da C. fasciculata (Cf~IUNH) pode ser usada
como modelo para as NNHs. A estrutura obtida por cristalografia desta enzima complexada
com o p-aminofenil-(1S)-iminoribitol (pAPIR) (DEGANO, 1998), revela fatores importantes
que corroboram a importincia da ativacdo do grupo ribosil nas NNHs: (1) o ancoramento da
hidroxila C5’ em uma orientag¢do 6tima para a formacgao do fon carbénio, (2) a quelacdo direta
de ambas as hidroxilas C2’ e C3’ com o Ca”* ligado 2 enzima em uma geometria favoravel a
estabilizacdo do fon oxocarbénio e (3) a ligacdo de hidrogénio imino a grupos enziméaticos
que podem estabilizar eletrostaticamente o estado de transicdao do ion oxocarbénio (FIG. 1.3 e
FIG 1.4). A tnica interagdo proposta para o grupo de saida, a protonacdo do N7 pela His241

(no substrato purina, p.e, inosina), ndo pode ser verificada na estrutura do cristal com o p-

aminofenil-(1S)-iminoribitol (pAPIR) (GOPAUL, 1996; DEGANO, 1998).
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FIG. 1.4 — Sitio Ativo da Cf-NH

Molécula de Calcio em cinza e Molécula de Agua em azul. (VERSEES, 2003)
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O modelo para SNHs pode ser a inosina-adenosina-guanosina nucleosideo hidrolase
de T brucei brucei (Tbb-IAGNH) (PARKIN, 1996; SCHRAMM, 1998). Contudo, ainda ndo
hé4 informacdes estruturais sobre esta enzima. Versées et al. (VERSEES, 2003) propuseram
que residuos de triptofano na entrada do sitio ativo (pocket) das SNHs estdo envolvidos em
interagdes paralelas com a nucleobase (“parallel stacking interaction”). Portanto, estas
interagdes também conhecidas como z-7 stacking sdo, pelo menos em parte, responsaveis pela

especificidade da IAG-NHs (VERSEES, 2003).

A NH de L. donovani (LdNH), € uma proteina de 314 amino4cidos por subunidade e
sua estrutura quaterndria se apresenta na forma de homotetrimero, apesar de sua estrutura

tridimensional ainda ndo ter sido resolvida por cristalografia (CUI, 2001).

A NH de L. major (LmNH) apresenta alta similaridade com a LdNH (95% de
aminoacidos idénticos), apesar da total diferenca entre as manifestacdes clinicas, e a NH de
Crithidia fasciculata (Cf-NH) também apresenta alta similaridade com a LdNH (80% de
aminoacidos idénticos). Entre os Trypanosomatidae, essas trés iosina-uridina preferenciais e a
riboidrolase ndo especifica sdo altamente homoldgas umas com as outras, sendo um pouco
divergentes da purina-riboidrolase especifica do T. brucei brucei (Tb-IAG-NH), com 27% de
aminoacidos idénticos (PELLE, 2001). Contudo, elas s@o perfeitamente conservadas no seu
sitio catalitico e aplicam mecanismos similares para a catdlise (CUI, 2001). A conservacdo
das nucleosideo hidrolases entre as espécies tripanosomatideas indica que esta enzima é
fundamental para a captagdo de purinas. Em vista disso, inibidores especificos para a NH de
uma espécie de parasita poderdo ser ativos para uma grande variedade de espécies. Assim, a
presencga ubiqua e a conservagdo da sequéncia de aminodcidos das nucleosideo hidrolases em
Leishmania poderdao fornecer um instrumento util para estudos filogenéticos moleculares
destas espécies e de diagndstico para a doenca, como demonstrado por Santana e col.

(SANTANA, 2002).

Muitos parasitas protozodrios estudados até o momento t€m multiplas nucleosideo
hidrolases com propriedades cataliticas distintas (Estupinam & Schramm, 1994; Parkin et al.,

1991). Na L. major, além da nucleosideo hidrolase ndo especifica, foi identificada e clonada
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uma dUTP nucleotidohidrolase (Camacho et al., 1997, 2000). Na L. donovani, trés diferentes
nucleosideo hidrolases foram purificadas (Koszalka & Krenitsky, 1979). Duas sdo
ribonucleases com preferéncia por diferentes substratos: uma € uma purina nucleosidase e a
outra cliva purinas e pirimidinas. A presenca de diferentes nucleosideo hidrolases em uma
espécie de parasita pode refletir a resposta do parasita a composi¢cdo de nucleosideos
existentes nos seus ambientes de sobrevivéncia. Isto pode também representar certos graus de
redundancia, onde a deficiéncia de uma enzima pode ser bem compensada pela presenga de
outras para assegurar a reserva de nucleosideos. Contudo, uma andlise funcional de

nucleosideo hidrolases no metabolismo de purinas e pirimidinas serd necessdria para um

projeto mais racional de drogas.

As nucleosideo hidrolases nio especificas da L. major e da L. donovani tém alto valor
de Km (constante de equilibrio Michaelis-Menten) para os substratos preferenciais — inosina,
uridina e citidina (Shi et al., 1999). Ainda ndo é conhecido como o parasita faz para conseguir
concentragdes dos nucleosideos pirimidinicos mais altas que as existentes no seu ambiente.
As fontes de nucleosideos durante o crescimento do parasita também ndo sdo conhecidas e um
mecanismo plausivel para a internalizacdo dos produtos de degradacdo de 4cidos nucleicos do
hospedeiro ainda ndo estd muito claro. Um dos principais caminhos para o desenvolvimento
de quimioterdpicos € buscar compostos que apresentem alta afinidade e especificidade pela
proteina alvo. Sendo assim, o conhecimento da estrutura tridimensional da proteina, bem
como o modo de ligacdo do substrato sdo fundamentais para projetar quimioterapicos
eficazes. Apesar da estrutura tridimensional da LdNH ainda ndo ser conhecida, a sua alta
similaridade com a NH de L. major permite que sua estrutura seja determinada com razoavel
confianca (Figueroa et al, 2008) por modelagem molecular por homologia, j& que uma

estrutura tridimensional de 2,5 AdalL major ja foi obtida por Raios-X (Shi et al., 1999).
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1.2 ASPECTOS GERAIS DAS TECNICAS EMPREGADAS

1.2.1 MODELAGEM MOLECULAR

A modelagem molecular tem como objetivo principal reproduzir o comportamento
real (experimental) de moléculas e sistemas moleculares. O aperfeicoamento dos
microcomputadores deu ao quimico medicinal uma poderosa ferramenta para ser usada no
desenvolvimento de firmacos. Uma grande variedade de programas computacionais e de
métodos foi desenvolvida para visualizar as conformacdes tridimensionais tanto dos ligantes
como de seus sitios-alvo. Ademais, pacotes graficos também permitem que o quimico
medicinal avalie as interacdes entre uma substincia e seu sitio-alvo antes de sintetiza-la. Isto
significa que o quimico medicinal precisa somente sintetizar e testar oS compostos mais
promissores, o que aumenta consideravelmente as chances de descobrir um firmaco potente.

Isto também reduz consideravelmente o custo do desenvolvimento (LEMKE, 2002).

O surgimento e a evolucdo das técnicas computacionais, todavia, revolucionaram a
drea e aumentaram sobremaneira o nimero e a complexidade dos sistemas que podem ser

estudados por esta técnica.

Neste contexto, a quimica tedrica é utilizada como arcabougco pelos modelistas
moleculares onde ela é basicamente compreendida pela quimica quéntica (métodos ab initio,
semi-empirico, funcional de densidade, e outros) e cldssica (mecénica, dinadmica —

deterministico e Monte Carlo — estocastico).

Nao podemos esquecer que as propriedades fisicas macroscOpicas podem ser
classificadas como (a) propriedades de equilibrio estitico tais como a constante de ligacdo de
um inibidor a uma enzima, a energia potencial média de um sistema ou a fun¢ado distribuicdo

radial em um liquido, e (b) propriedades dinidmicas ou de ndo-equilibrio, tais como a
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viscosidade de um liquido, processos de difusdo em membranas, a dindmica de mudangas de

fase, cinética de reago ou a dindmica de defeitos em cristais.

A escolha da técnica depende da questdo a ser respondida e da adequacdo do método
para fornecer resultados realistas. Idealmente, a equagdo de Schrodinger em funcdo do tempo
descreve as propriedades de sistemas moleculares com grande acurdcia, mas qualquer sistema
mais complexo que o estado de equilibrio de uns poucos atomos ndao pode ser descrito por
esta abordagem de forma prética, também chamada de nivel ab initio. Aproximacdes,
portanto, se tornam obrigatdrias. Quanto maior a complexidade de um sistema e quanto mais
longo o tempo envolvido no processo em estudo, mais aproximacdes sdo requeridas. Num
certo ponto (ao qual se chega muito rapidamente) a abordagem ab initio tem que ser
aumentada ou substituida por uma parametrizacdo semi-empirica ou empirica do modelo
usado. Onde as simulacdes baseadas em principios fisicos de interagdes atdmicas ainda
falham devido a complexidade do sistema (como infelizmente ainda € o caso para a predi¢do
de estruturas de proteinas) a modelagem molecular estd baseada inteiramente na anélise por
similaridade de dados estruturais e quimicos ja conhecidos. Os métodos de QSAR (Relagdes
quantitativas entre estrutura e atividade) e muitas predi¢des de estruturas de proteinas por

modelagem comparativa pertencem a esta categoria (VAN DER SPOEL, 2002).

1.2.2 MECANICA MOLECULAR

Muitos dos sistemas com os quais lidamos em modelagem molecular sdo demasiado
grandes para serem abordados pela mecénica quantica ou por métodos semiempiricos. Estes
métodos levam em conta os movimentos dos elétrons de um sistema e mesmo que alguns
sejam ignorados (como acontece nos esquemas semi-empiricos) um grande numero de
particulas deve ainda ser considerado e os célculos acabam consumindo um tempo de
processamento que os tornam inviaveis para sistemas grandes. Os métodos de campo de forca,

também conhecidos como Mecéanica Molecular (MM), ignoram os movimentos dos elétrons e
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calculam a energia de um sistema como uma funcio apenas das posi¢des nucleares. Isto torna
a MM um método adequado para lidar com sistemas contendo um niimero grande de dtomos.
Em alguns casos, campos de forcas podem trazer respostas tdo acuradas quanto o mais
elevado nivel de cdlculo da mecanica quantica, em um tempo computacional bem menor
(HIGGINS, 2001). A MM, todavia, ndo pode prever propriedades que dependem da
distribuicdo eletronica em uma molécula tais como estados de transicio ou distribuicdes de

cargas.

A Mecéanica Molecular é baseada num modelo mais simples das interagdes dentro de
um sistema com contribuicdes de processos tais como o estiramento de ligacdes, o abrir e
fechar de angulos e as rotacdes em torno de ligacdes simples. Mesmo quando fungdes simples
como a lei de Hooke sao usadas para descrever estas contribui¢des, o campo de forcas nao
responde muito bem, levando a valores incoerentes com resultados experimentais.
Transferibilidade também € um atributo chave de um campo de forcas, uma vez que ela
permite que um conjunto de parametros desenvolvidos e testados em um numero
relativamente pequeno de casos seja aplicado a uma faixa muito mais ampla de problemas.
Além disso, parametros desenvolvidos a partir de dados de pequenas moléculas podem ser

usados para estudar moléculas muito maiores como as estruturas poliméricas por exemplo.

A maioria dos campos de forca da modelagem molecular em uso hoje em dia para
sistemas moleculares, GROMOS (JORGENSEN, 1988), AMBER (CORNELL, 1995;
WEINER, 1984), MM2/MM3/MM4 (ALLINGER, 1977; NEVINS, 1996), podem ser
interpretados em termos de um simples conjunto de quatro componentes correspondentes as
forcas intra e intermoleculares dentro do sistema. Penalidades energéticas estdo associadas ao
desvio de angulos e liga¢des de seus valores de referéncia ou de equilibrio, hd uma func¢éo que
descreve como a energia varia quando as ligacdes sdo giradas e, por fim, o campo de forcas
contém termos que descrevem a interagdo entre partes ndo ligadas do sistema. Campos de
forca mais sofisticados podem incluir termos adicionais, mas eles invariavelmente contém
estes quatro componentes. Uma caracteristica atrativa desta representacdo € que os vdrios

termos podem ser relacionados a variagdes em coordenadas internas especificas tais como
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comprimentos de ligacdes, rotagdo de ligacdes ou movimentos de dtomos em relagdo a outros
atomos. Isto torna mais facil o entendimento de como varia¢des nos parametros do campo de
forcas afetam sua performance e também ajudam no processo de parametrizacdo. Uma forma

funcional deste campo de for¢cas é mostrada na equagao 1.1:

k

k % N o\ [0, q.9

N i 2 i 2 n ij ij i1j
o(r')= E —(r=r; o)+ E —(0,-6.,)+ E [1+cos(nw—y)]+ E e, |2 (2| +——
ligagoes 2 9 angulos 2 Y tor¢oes 2 i=1 j=i+l Y rij rij ey rij

M=

(1.1)

Onde:

v(r™) é a energia potencial total, que é uma fungdo das posi¢des (r) de N particulas
(normalmente 4tomos). O primeiro termo modela as interacdes entre pares de dtomos ligados,
modelados aqui pelo potencial harmoénico que d4 o aumento na energia quando o seu
comprimento r; desvia do valor de referéncia r;p. O segundo termo € uma soma sobre todos os
angulos de valéncia (4ngulos A—B—C) na molécula, novamente modelada usando um
potencial harmonico. O terceiro termo é o potencial torcional que modela como a energia
varia quando as liga¢des giram. A quarta contribui¢do é o termo ndo ligado. Este é calculado
entre todos os pares de dtomos (i e j) que estdo em diferentes moléculas ou na mesma
molécula, mas separados por no minimo 03 ligacdes (ou seja: tem uma relacdo 1,n onde n >
4). Em campo de forcas simples, o termo nao ligado é usualmente modelado usando termo de
potencial de Coulomb para interacdes eletrostiticas e termo de potencial de Lennard-Jones

para as intera¢des de Van der Waals, como feito na equaciao. (1.1).
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1.2.2.1 TERMO PARA A ENERGIA POTENCIAL DE LIGACAO

Envolvendo a interacdo entre dois atomos ligados por meio de um potencial
harmonico (lei de Hooke), este termo reproduziria o movimento vibracional entre pares de

atomos e tem a forma:

1
o= 2 k(= (1.2)

Onde Ny, € o nimero total de pares de dtomos ligados e para cada par sdo definidos os
valores especificos em que ky, é a constante de forca especifica, r; € a distincia entre o par de

atomos e 1j, € o comprimento de referéncia da ligacdo (FIG.1.5).

FIG. 1.5 — Energia potencial de ligacao para um par de atomos.

I', oscila com o tempo segundo um potencial harménico em torno da posicio de
equilibrio r;, (adaptado de WILTER, 2003)



28

Servico Piblico Federal
Ministério da Educacao
Fundagdo Universidade Federal de Mato Grosso do Sul

Centro de Ciéncias Exatas e Tecnologia
Programa de Pés Graduagdo em Quimica — Mestrado

i

1.2.2.2 TERMO PARA A ENERGIA POTENCIAL ANGULAR

O desvio dos angulos de seus valores de referéncia é também frequentemente descrito

usando a lei de Hooke:

1 N()
U()ZE Z k()( Gn_ 90n)2
n=1 (13)
Onde Np é o niimero total de trios de dtomos, kg, a constante de for¢a angular, 6y o

angulo de equilibrio e 0 a variacdo angular (FIG. 1.6).

A contribui¢@o de cada angulo 4 caracterizada por uma constante de forca e um valor
de referéncia. Como bem menos energia € necessaria para distorcer um angulo de sua posi¢ao
de equilibrio do que para estirar ou comprimir uma ligacdo, os valores numéricos das

~ 5
constantes de forca sdo da ordem de 10” vezes menores.

FIG. 1.6 — Energia potencial Angular para trés atomos ligados.

O angulo entre eles, 0, varia harmonicamente em torno do angulo de equilibrio 0y,.
(adaptado de WILTER, 2003)

1.2.2.3 TERMO PARA O POTENCIAL TORCIONAL PROPRIO

Termos para estiramento de ligacdo e deformacdo angular sdo geralmente conhecidos
como termos de “graus de liberdade restritos” uma vez que quantidades substanciais de

energia sio requeridas para causar desvios significativos dos valores de referéncia. A maior
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parte das variacOes relativas na estrutura e nas energias € devida as inter-relacdes entre as
contribui¢des torcionais e nao ligadas. Muitos campos de for¢a sdo utilizados para modelar
moléculas flexiveis nas quais as principais mudancgas conformacionais sao devidas a rotagdes
em torno de ligacdes. Para simular isso, € essencial que o campo de forgas represente os perfis
de energia de tais mudangas corretamente. A maior parte dos campos de for¢a para moléculas
organicas utiliza potenciais torcionais explicitos, também chamados de potenciais préprios,
com uma contribui¢cdo de cada quarteto de atomos A-B-C-D ligados sequencialmente no
sistema. Os potencias torcionais sao quase sempre expressos como uma expansao em séries

de co-senos. Uma forma funcional é:

N
Z [1 +cos( me,—v, )] (1.4)
onde ¢ € o angulo de tor¢do; n é a multiplicidade ou o nimero de pontos minimos na funcido

quando a ligacao € girada de 360%; v é o fator de fase que determina onde o dngulo de tor¢cdo

passa por um minimo e Vy, € a constante que define a barreira de tor¢do (FIG 1.7).

Diedro
Proprio n

FIG. 1.7 — Energia potencial do torcional proéprio.

O plano do anel (plano azul) pode assumir seis angulos de tor¢ao (minimos) em relaciao
ao plano verde. (adaptado de WILTER, 2003)



30

Servico Piblico Federal
Ministério da Educacao

Fundagdo Universidade Federal de Mato Grosso do Sul

e

Centro de Ciéncias Exatas e Tecnologia
Programa de Pés Graduagdo em Quimica — Mestrado

i

1.2.2.4 TERMO PARA O POTENCIAL TORCIONAL IMPROPRIO E MOVIMENTOS
ANGULARES FORA DO PLANO

Ha varias formas de introduzir termos para vibragdes fora do plano em um campo de
forcas. Uma abordagem seria tratar os quatro dtomos como um angulo de tor¢cdo improprio,
ou seja, um angulo de torcdo em que os quatro dtomos envolvidos ndo estdo ligados na
sequéncia 1-2-3-4, conforme ilustra a FIG. 1.8. Um potencial torcional é entdo usado para

manter o angulo de tor¢do impréprio entre 0° e 180"
v(w)=k(1-cos20) | (1.5)

Existem muitas outras formas de incorporar vibragdes fora do plano, mas a defini¢do
do torcional impréprio é a mais largamente usada uma vez que ela pode ser facilmente
incorporada aos termos torcionais proprios no campo de forcas. Termos para vibracdes fora
do plano podem também ser usados para atingir geometrias particulares como, por exemplo,
para garantir a estrutura planar de anéis aromdticos ou para manter a estereoquimica de

centros quirais.

\\j H

L

FIG. 1.8 — Energia potencial do diedral improprio.

, seria o Angulo entre os planos definidos pelos atomos 1,2,3 (plano verde) e os atomos
2,3,4 (plano azul). (adaptado de WILTER, 2003)
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1.2.2.5 TERMO PARA A ENERGIA POTENCIAL DE LENNARD-JONES

Este termo inclui no campo de forcas as interacdes de van der Waals entre &tomos nao
ligados quimicamente. E um potencial de curto alcance (da ordem de A) com um termo
repulsivo, em virtude do principio de exclusao de Pauli, que diz que dois elétrons ndo podem
compartilhar os mesmos nimeros quanticos, e um atrativo derivado das forcas de dispersao,
conhecidas também como forcas de London, que surgem a partir de pequenos dipolos

oscilantes criados pela flutuagdo da nuvem eletronica.

Ni
vdW - r r (1.6)
<j ij]2 ij6

Para um dado atomo i € computada sua energia de interacdo com os atomos j, de um
total de NVi, pois sdo excluidos seus primeiros e segundos vizinhos ligados, que sdo tratados
pelos potenciais anteriores, ao passo que para os terceiros vizinhos pardmetros menores no
potencial de Lennard-Jones sdo considerados. Os pardmetros A;; e B;; dependem dos tipos de

pares de 4tomos (e se sdo terceiros vizinhos ou ndo) e r;; € a distancia entre eles (FIG. 1.9).

FIG. 1.9 — Representacio dos raios de van der Waals (R,qy)-

O Rygw € definido como a metade da distancia em que o potencial de Lennard-Jones do
atomo vale zero. (WILTER, 2003)
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1.2.2.6 TERMO PARA ENERGIA POTENCIAL ELETROSTATICA

Na definicdo dos parametros de carga para os atomos segundo um campo de forgas,
valores de cargas parciais lhe sdo atribuidos, de forma a se tentar reproduzir a diferenca de
eletronegatividade que eventualmente existe entre dois 4dtomos ligados covalentemente.
Pontes salinas e ligacdes de hidrogénio, portanto, seriam decorrentes das interacdes
eletrostdticas e teriam grande importincia na estabilizacdo das estruturas secunddrias das

proteinas e na especificidade entre ligante e proteina.

Ni
~ 49
Ve = Z 4 (1.7)

Na eq. 1.7, gi e gj sdo as cargas parciais para dois dtomos quaisquer do sistema
separados por uma distancia rij; €0 € a permissividade do espago livre, £ é a constante
dielétrica do meio e, para um dado atomo i, Ni € o nimero restante de dtomos j, subtraindo
seus primeiros e segundos vizinhos ligados, sendo sua interagdo com os terceiros vizinhos
reduzida por uma constante. Contudo, 0 mais comum em DM ¢ aplicar-se um raio de corte
(Rc), isto €, dado um atomo i a partir do qual se delimita uma esfera de raio Rc, toma-se para
célculo de interagdo eletrostatica e de van der Waals somente os 4tomos nao ligados contidos

nesta esfera.

Um sistema molecular seria mais precisamente descrito por uma abordagem que
utilizasse a mecanica quantica. Contudo, face ao grande nimero de dtomos envolvidos e de
dificuldades computacionais para esta abordagem, as fungdes potenciais, de perfil empirico,
sdo uma proposta de modelagem vdlida derivada de aproximag¢des de teorias ndo cldssicas e
aplicam-se bem ao problema, uma vez que sdo calibradas a partir de informacdes

experimentais e por cdlculos quanticos sobre pequenas moléculas (BROOKS, 1983).
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1.2.3 OTIMIZACAO DA ESTRUTURA

As forcas numa configuragdo inicial para uma estrutura molecular tridimensional,
derivadas da EQ. 1.1 podem ser demasiadamente grandes, decorrendo grandes aceleragcdes
locais, implicando grandes velocidades e grandes deslocamentos que ndo satisfazem as
condicdes para DM que, consequentemente, nido funcionard. Assim, é necessdria a
minimizacdo de sua energia, que é importante também para a remogdo de qualquer tensdo
local. A EQ. 1.1 gera uma hipersuperficie que apresenta minimos locais, dos quais um ou
mais podem ser globais (minimos globais degenerados). Estes minimos locais podem ser em
ndmeros elevadissimos ja que dependem do nimero de graus de liberdade do sistema. E como
este numero € altissimo para um sistema de macromoléculas bioldgicas, chegar a um minimo
global ao varrer-se completamente uma superficie multidimensional torna-se, hoje,
praticamente inexequivel. Portanto, o que se faz é procurar um minimo ao se varrer uma parte
da hipersuperficie potencial de forma a encontrar-se um ponto com a menor energia potencial
local. O objetivo da consecucdo de um minimo é ter uma conformagdo espacial que tenha
relaxado as distor¢des nas ligagdes quimicas, nos angulos entre ligacdes e nos contatos de
Van der Waals. Um ponto minimo (tanto local quanto global) é determinado quando as forgas
que atuam sobre o sistema sdo nulas. O minimo global seria a configuragdo espacial para o
sistema bioldgico cuja energia potencial total (EQ. 1.1) seria a menor dentre todas as outras,

para qualquer ponto tomado na hipersuperficie.

Apesar de existirem diversos métodos de otimizagdo de geometria ou minimizagao de
energia, abordaremos aqui apenas os dois principais e mais largamente utilizados, o método

de declive maximo (steepest descent) e o dos gradientes conjugados.
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1.2.3.1 METODO DO MAXIMO DECLIVE

O método do maximo declive (WIBERG, 1965) é um método de primeira derivada
que converge vagarosamente nas proximidades do minimo, mas € poderoso para
configuragdes distantes de um minimo de energia. De um modo geral, com este algoritmo é
possivel melhorar estruturas cristalograficas pouco refinadas, otimizar as construidas
graficamente ou construir estruturas a partir de informagdes de RMN ou por modelagem

comparativa a estruturas conhecidas.

A forca resultante sobre um atomo i é obtida pelo gradiente da energia potencial (dada

pela Equacgado 1.8) em i:
F==VE({r]) (1.8)

O passo ou incremento nas coordenadas Ar,n de um 4tomo i, € dado na direcdo e

sentido da forca resultante sobre este &tomo:

i,n

|7l

nLn

Ari’nzkn (1.9)

F

i,n

onde k, € um parametro de ajuste do tamanho do passo e 'F | € o vetor unitario na direcdo e
i,n

sentido da forca resultante sobre i no passo n. O algoritmo de minimizacdo para o método do

maximo declive €, entio:

i,n

F, |

,n

r r n+kn

in+l " i

(1.10)

Em que r vai dar a nova posi¢cdo do dtomo i no passo n +1 e k, € o pardmetro de ajuste do

tamanho do passo. O que se obtém ao final da minimizacdo € um conjunto de coordenadas
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{ri} que, aplicado na Equacfo 1.8, aproxima a for¢a de zero, obtendo-se assim um minimo

local. A FIG. 1.10 exemplifica o método para uma dimensao.

Vvir)

FIG. 1.10 — Representacio do caminho do algoritmo do maximo declive para uma
dimensao.

1.2.3.2 METODO DOS GRADIENTES CONJUGADOS

Um método mais sofisticado de busca de um minimo da fung@o energia, além de
utilizar a informacdo sobre a primeira derivada (gradiente), leva em conta o caminho ja
percorrido na busca do minimo. Este método, denominado “gradientes conjugados” permite
em geral uma convergéncia mais rapida que o método do maximo declive que utiliza somente
a informacgdo do gradiente na coordenada atualizada. O método dos gradientes conjugados
utiliza para a determinacdo do passo seguinte, além do valor do gradiente no ponto atual, o
valor do gradiente obtido no passo anterior. Neste método o deslocamento das coordenadas

{Ar;,} € dado por:

ar; ,=a,0; , (1.11)
onde:
Fi,n |Fi,n|2
0, ,= F. | in—1 I, 1|2 (1.12)
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e O, € um parametro ajustavel a cada passo. O valor ideal de o, é obtido por um processo de

minimizagdo do potencial na direcéo definida pelo vetor d;, (Fi=-AV({r;})).

A vantagem da utilizacdo do gradiente conjugado vem do fato que as expressoes
matemadticas 1.11 e 1.12 garantem que a direcdo do gradiente no novo ponto (ri, + 1 =1, +
Ar;,) serd sempre ortogonal ao gradiente do ponto anterior (rj,n), € consequentemente a todos
os anteriores, e que a diregdo O;,n serd “conjugada” a todas as dire¢des anteriores. Esta
propriedade determina um caminho mais direto ao fundo do pogo de potencial, evitando o
retorno sobre caminhos ja percorridos, ao contririo do algoritmo do maximo declive que
utiliza informag¢do em um ponto e que, portanto, ndo pode excluir esta possibilidade. Na
pratica, para os sistemas macromoleculares, o algoritmo do maximo declive se mostra mais
efetivo e rapido nos passos iniciais quando se estd muito longe do minimo, entretanto, quando
se estd perto de atingir o minimo, o método do gradiente conjugado é muito mais rapido e
preciso. Desta forma pode-se combinar os dois métodos utilizando inicialmente 0 maximo
declive com um critério de convergéncia relativamente fraco e o método dos gradientes

conjugados para o refinamento final.

1.2.4 SIMULACOES POR DOCKING MOLECULAR

A simulacdo por docking molecular objetiva predizer o modo de ligacdo de uma
pequena molécula na regido de ligacdo de um alvo molecular. Num processo de
reconhecimento molecular ambos, enzima e inibidor, sofrem mudangas conformacionais e ha
ocorréncia simultinea de grande nimero de interacdes entre eles. A abordagem de um sistema
como esse pode envolver o tratamento de intimeros graus de liberdade, e, para que se
obtenham bons resultados sem abrir mdo de baixo custo computacional sdo necessarios
eficientes algoritmos de docking. Faz parte também do problema de docking quantificar a

afinidade entre a enzima e o inibidor para discriminar corretamente entre diferentes modos de



37
Servico Piblico Federal
Ministério da Educacao
Fundagdo Universidade Federal de Mato Grosso do Sul

UFMS

Centro de Ciéncias Exatas e Tecnologia
Programa de Pés Graduagdo em Quimica — Mestrado

ligacdo do mesmo ligante e/ou para determinar, entre ligantes distintos, aqueles com maior

afinidade de ligacdo com a molécula receptora. (MORGON, 2007).

A afinidade de um inibidor em relacdo a uma enzima é formalmente estimada pela
energia livre de ligacdo de Gibbs (4Gy). A pesquisa de desenvolvimento de farmacos requer a
avaliacdo da afinidade de grande nimero de compostos, contudo, uma estimativa precisa de
AG, envolve um tempo computacional além do alcance da viabilidade. Por essa razdo se fez
necessdrio o desenvolvimento métodos de avaliacdo mais rdpidos, que, incluido nos
algoritmos de docking, fossem capazes de ordenar com boa eficiéncia um conjunto de

inibidores de acordo com sua afinidade. (KITCHEN, 2004)

1.2.5 SIMULACOES POR DINAMICA MOLECULAR

Dinamica molecular € uma técnica com a qual se estudam os movimentos em um
sistema de particulas por simulacdo. Ela pode ser empregada tanto em sistemas de elétrons,
atomos ou moléculas, como em sistemas macromoleculares. Seus elementos essenciais sdo o
conhecimento do potencial de interacdo entre as particulas e das equacdes de movimento
classicas que governam a dinamica dessas particulas. O potencial pode variar do simples,
como o gravitacional para interagdes entre estrelas, ao complexo, composto por varios termos,
como o que descreve as interagdes entre dtomos e moléculas. Para muitos sistemas, entre os
quais os biomoleculares, as equacdes da dindmica classica sdo adequadas. Porém, para alguns
problemas, como a evolugcdo de galaxias, sdo incluidos efeitos relativisticos, enquanto que
para outros, como reagdes quimicas envolvendo tunelamento, sdo necessdrias correcodes

quanticas (KARPLUS & PETSKO, 1990).

O estado microscépico de um sistema pode ser especificado em termos das posicdes e
momentos das suas particulas. Assim, na mecanica cldssica, pode-se escrever o Hamiltoniano

H de um sistema molecular cldssico como a soma das energias cinética C e potencial V em
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funcdo das séries de coordenadas generalizadas q; e de momentos generalizados p; de todos os

N atomos do sistema:

H({q;,p:}) =C{p:}) + V{q;}) (1.13)
Onde qi = q1, q2, ..., qNat € Pi = P1, P2, -.PNat

A energia potencial V({qi}) contém os termos de interacdo inter e intramoleculares, de
curto e longo alcance, e pode ser substituida pela funcdo potencial V({r;}) da Equacao 1.1, tal
que as coordenadas g; sejam as coordenadas cartesianas e rj € p; seus momentos conjugados. A

energia cinética assume a forma:

(1.14)

Onde m; € a massa do atomo 1.

A partir do H € possivel construir as equagdes de movimento que governam a
evolucdo temporal do sistema e suas propriedades dindmicas. Como a energia potencial dada
pela Equacgdo 1.1 independe das velocidades e do tempo, H € igual a energia total do sistema e

as equagdes do movimento de Hamilton:

_0H

L) (1.15)
__OH

P o, (1.16)

conduzem as equacdes do movimento de Newton:

Fi=""=V (1.17)

pmmr = T (1.18)



Servico Piblico Federal
Ministério da Educacao
Fundagdo Universidade Federal de Mato Grosso do Sul

Centro de Ciéncias Exatas e Tecnologia
Programa de Pés Graduagdo em Quimica — Mestrado

respectivamente, em que 1; (ou v;) e 1; sdo a velocidade e a aceleracdo do 4tomo i, enquanto F;

€ a forca sobre o dtomo i. A Equagdo 1.18 é equivalente a Eq 1.8 (F; = -AV({r;})
(GOLDSTEIN, 1980; BERENDSEN & VAN GUNSTEREN, 1986).

A DM consiste, portanto, na resolu¢cdo numérica das Equacdes 1.17 e 1.18 e na
integracdo das mesmas passo a passo no tempo, de maneira eficiente e acurada. Como
resultado obtém-se as energias e trajetorias para todas as particulas (ou atomos) e para o
sistema como um todo, a partir das quais varias propriedades podem ser calculadas. O tempo
deixa de ser continuo, sendo discretizado nos sistemas moleculares em passos menores
(geralmente 20 vezes menores) que o periodo das vibragdes dos dtomos de hidrogénio, o
movimento molecular mais rdpido. Em sistemas com hidrogénio explicito usualmente aplica-
se um passo de tempo de 5,0 x 107° segundos, enquanto que para sistemas com hidrogénio
implicito, esse passo pode ser alargado para 2,0 x 10" segundos. Neste procedimento é
essencial que a energia potencial seja uma fungdo continua das posi¢des das particulas e que
as posi¢des variem suavemente no tempo. As forcas F;j sobre cada dtomo, que sdo obtidas a
partir da derivada espacial da funcdo energia potencial como € mostrado na Equacdo 1.18,
podem desta maneira ser consideradas constantes no intervalo entre dois passos. A
estabilidade da dindmica € assim favorecida, as particulas seguem suas trajetdrias cldssicas

mais acuradamente e a energia total do sistema tende a conservar-se.

Uma limitacdo para a simula¢do da dindmica molecular reside, portanto, no fato de
que para cada nanosegundo de simulagcdo sdo necessarios milhdes de passos com o passo de
tempo acima. A simula¢do de 1 ns da dindmica de uma macromolécula com 200 dtomos pode
levar horas de tempo de UCP em um supercomputador, utilizando-se um algoritmo eficiente.
Uma descri¢@o e andlise da eficiéncia de algoritmos para simula¢do de dindmica molecular
pode ser encontrada em Berendsen & van Gunsteren (BERENDSEN, 1986) e Allen &
Tildesley (ALLEN, 1987). Este dltimo inclui rotinas em linguagem FORTRAN para alguns

métodos de simulacdo.
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1.2.6 ANALISES ESTATISTICAS

As simulacdes de DM geram uma quantidade enorme de dados cuja andlise cuidadosa
€ fundamental para o sucesso do método. Os dados mais importantes gerados em arquivos sao
as posicdes e velocidades da cada d&tomo do sistema ao longo do tempo. A partir deles todo o
resto pode ser depreendido. Contudo € pritico e muito relevante também, o registro das mais
diversas energias presentes, tanto gerais quanto de interacdo entre atomos e/ou grupos do
sistema, além da temperatura, pressio, forcas e outras propriedades fisicas macroscopicas. As

andlises estatisticas utilizadas para esta dissertacdo estdo detalhadas a seguir.

1.2.6.1 DESVIO DA RAIZ MEDIA QUADRATICA

O Desvio da Raiz Média Quadratica (DRMQ) (SPIEGEL; 1994) é o calculo feito para
comparagdo entre estruturas e, no caso dos resultados de DM, pode ser estendido a
comparacdo entre as diversas conformacdes espaciais assumidas pelo sistema ao longo do
tempo em relagdo a estrutura média deste conjunto, excluindo-se o solvente. Este pardmetro
pode dar uma idéia do quanto a estrutura tridimensional flutuou ao longo do tempo bem como
permitir a observacao de flutuagdes locais, como por exemplo, quais os residuos com maior
mobilidade durante uma dinimica, para o caso de proteinas. O desvio padrao é dado pela

Equacido 1.19,

DRMQ =1~ (X~ X } (1.19)

onde n € o nimero total de amostras, X; € a coordenada tridimensional de cada atomo da
amostra i e X a posicdo média do adtomo entre todas as amostras. Uma boa fonte sobre desvio
padrdo e erro padrdo em populacdes e amostragens pode ser vista em Box et al. (BOX, 1978)

e Zar (ZAR, 1999).
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1.2.6.2 ENERGIA LIVRE DE GIBBS DE LIGACAO

Para sistemas do tipo complexo de proteina e ligante, ha varias formas de se estimar a
variacdo da Energia Livre de Gibbs de ligacdo (AG;) [KOLLMAN (1993)], tais como o
método da Perturbacdo da Energia Livre, ou o método de Integracdo Termodindmica, os quais
usam o ciclo termodindmico entre estados diferentes. Contudo estes métodos sdo muito
rigorosos, de alto custo computacional, que precisam ir lentamente de um estado inicial para
um estado final, armazenando-se estados intermedidrios. Como alternativa a essas
abordagens, um método semi-empirico, baseado em DM, assumindo-se respostas lineares do
sistema para sua Energia Livre de Gibbs em funcio de sua energia interna, foi proposto por
AQVIST et al. (2002) e denominado, em inglés, Linear Interaction Energy (LIE). Sua
principal vantagem, além da simplicidade, é a de poder ser aplicado sobre resultados de
simulagdes para sistemas tipo proteina/ligante, sem a necessidade de estados intermediarios,
portanto, de forma bem mais rdpida e direta que nos outros métodos. A energia de interacdo
entre o ligante e seu meio (proteina, solvente, fons etc. — FIG. 1.11) segundo o método LIE

estd dividida em duas partes: uma eletrostatica e outra de van der Waals. Equacionando-se:

AGL =AGwuw +AGa = G([E vdW]pr()t _[EvdW] sol ) + B([E el]pr()t - [Eel] sol ) (1.20)

Em que [E vdW]pr()t e [E el]pr()t sdo, respectivamente, as energias médias de van der Waals e
eletrostatica entre o ligante e o meio circundante contendo proteina mais o solvente, [E VdW] sol
e [E el] st as energias médias do ligante em estado livre, interagindo s6 com o solvente (e
fons se o caso), sendo A e B dois parAmetros empiricos, usados para fazer o ajuste linear de

AGL em funcdo das energias de interagdo. Nestes parimetros estaria oculta a variacdo da
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entropia, e a variacdo de volume entre os sistemas no estado ligado e ndo ligado seria

negligenciada.
* .
b . °
== " (e’
L] °
lh 2 Y [ J ®
] * b
° e o

FIG. 1.11 - Diferenca de energia livre entre estados ‘“ligado* (1) e ’nao ligado” (2).

No estado 1 sao computadas as energias de interacio entre o ligante e o meio, incluindo
a proteina; ja no estado 2, 0 meio € s6 o solvente e, se o caso, outras particulas (e. g. ions)

A energia do sistema pode ser decomposta nas energias de interacdes entre cada grupo
definido. Como num caso particular, o sistema em que se tenham os grupos proteina, ligante e

solvente, teria suas energias, portanto, discriminadas segundo a EQ. 1.20.

E=Erw+Er+Eprps+Ew+ Evs+Ess Estado 1 Ligado

E=FEiu+Eis+Ess Estado 2 Nao Ligado (1.20)

Em que os subindices da energia na equagfo acima sdo: PP — proteina/proteina; PL —
proteina/ligante; PS — proteina/solvente; LL — ligante/ligante; LS — ligante/solvente e SS —

solvente/solvente. L.ogo, tomando-se a energia de interacdo do ligante com respeito ao meio,

L
no estado 1, isto é, £1 = E p. + E s, menos a energia de interacio do ligante no estado 2,
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L
Ey = E 1s, decompostas para os termos de van der Waals e eletrostético, aplicados na Eq.

1.20, chega-se a AGL.

1.2.6.3 LIGACAO DE HIDROGENIO

As ligacdes de hidrogénio ndo sdo simplesmente eletrostética, pois possuem grau de
diregdo, além de algumas caracteristicas de ligacdes covalentes. E verificada quando da
interacdo proxima entre atomos de hidrogénio ligado covalentemente a um atomo definido

Doador com outro dtomo nao ligado definido Aceptor (FIG. 1. 12), ambos eletronegativos.

(a) (b) H

FIG. 1.12 - Ligacoes de Hidrogénio.

Sao trés as convencoes para determinacao de ligacoes, dados r, distancia e 0, Angulo: (a)
em que r ¢ tomado entre D-A inferior a 3,6;&, com O variando entre 0° e 60°; (b) em e r é

tomado entre H-A inferior a 2,7;&, com O variando entre 120° e 180°; ou uma
combinacio de critérios entre (a) e (b).

1.3 OBJETIVOS

Realizar estudo tedrico-computacional de ligantes candidatos a farmacos

antileishmaniais, avaliando seu mecanismo de interacao junto ao alvo terapéutico.
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UFMS

Foi realizado um levantamento bibliografico extenso, do qual se pdde extrair a

informagcdo de 22 enzimas ja& consideradas como possiveis alvos para o tratamento

quimioterapico das leishmanioses, exibidas na Tabela 2.1.

Tabela 2.1 - Enzimas alvo para a quimioterapia de leishmanioses

Alvo (no parasita)

Funcao

Farmacos
Desenvolvidos

Enzima Na+/K+ ATPase na Membrana Celular
(3.6.3.9)

Enzima Lisofosfatidilcolina Aciltransferase
(2.3.1.23)

Controle da Transdugdo de
sinais
na Membrana Celular

Miltefosina, Edelfosina,
Ilmofosina

Enzimas H+ ATPase (3.6.3.6) e Na+/K+ ATPase
(3.6.3.9)

Regular a Fluidez da Membrana

Anfotericina B

Enzima N-Miristoil Transferase (NMT) (2.3.1.97)

Muiltiplos Processos celulares,
incluindo

Transporte de Proteinas e
Transducdo de Sinais

S-(2-oxo)pentadecil-
CoA

Enzima Nucleosideo Hidrolase (NH) (3.2.2.1)

Sintese de purinas

Enzima Hipoxantina Guanina
Fosforibosiltransferase (HGPRT) (2.4.2.8)

Enzima Xantina Fosforibosiltransferase (XPRT)
(2.4.2.22)

Enzima Adenilsuccinato Sintetase (ADSS) (6.3.4.4)

Sintese de purinas

Alopurinol, Formicina
B

Enzima GMP Reductase (1.7.1.7)

Sintese de purinas

Acido Micofendlico

Enzima DNA Topoisomerase II (5.99.1.3)

Relaxar a tor¢do da dupla hélice
do DNA

Cloridrato de
Mepacrina,
Clorpromazina,
Hidroxiquinolina

Enzima Di-Hidrofolato Redutase (DHFR) (1.5.1.3)

Reducdo do 4cido Di-
Hidrofdlico a Acido
TetraHidrof6lico, responsdvel
pela sintese de purinas e

2,4 diaminoquinazolinas
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UFMS

pirimidinas

Enzima Ornitina Descarboxilase (ODC) (4.1.1.17)

Enzima S-adenosil-L-metionina Descarboxilase Sintese de Poliaminas Diamidinas

(AMDC) (4.1.1.50) (Pentamidina)

Enzima Tripanotiona Redutase (TR) (1.6.4.8)

Enzima Tubulina GTPase (3.6.5.6) Sintese de Tubulinas Trifluralina
Itraconazol,

Enzima 14a-demetilase (1.14.13.70) Sintese de Esterdides Cetoconazol e
Fluconazol

Enzima Hidroximetil Glutaril Coenzima A (HMG- Sintese de Esterdides Lovastatina, Terbinafina

CoA) (1.1.1.34)
Cis-Pt-Oxaminiquina-

: p C12

Enzima Telomerase (2.7.7.49) Sintese de DNA e RNA Cis-Pt-Guanetidina-C12
Cis-Pt-Pentamidina-C12

Enzima Oxido Nitrico Sintetase (NOS) (1.14.13.39) | Producdo de Oxido Nitrico

Enzima hexoquinase (2.7.1.1) Producdo de ATP. Glucantime, Pentostan

. . Sintese de Nucleotideos .

Enzima Fosfofrutoquinase (PFK) (2.7.1.11) Trifosfatados Glucantime, Pentostan

Proteinas Ribossomicas Sintese de Proteinas Paromonpqna
(Aminosidina)

(Os numeros entre parénteses indicam o nimero EC da enzima, conforme classificacao da

Enzyme Commission)

No presente trabalho escolheu-se utilizar como alvo a enzima Nucleosideo Hidrolase,
responsavel pela obtengdo de purinas do parasita e ausente em mamiferos. Por esta razio, essa
enzima possui alta seletividade no tratamento terapéutico, constituindo-se em um dos

principais alvos para o projeto racional de firmacos antileishmaniais.
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FIG. 2.1 — Modelo da Ld-NH construida através de Modelagem Molecular por Homologia

(FIGUEROA, 2008)

A nucleosideo hidrolase de L. donavani (Ld-NH) € uma proteina de 314 residuos
aminoacidos (Figura 2.1), que apresenta 96,2% de similaridade com a NH de L. major e
88,3% com a NH de C. fasciculata, apesar da total diferenca entre as manifestagdes clinicas.
Entre os tripanossomastideos, as trés iosina-uridina preferenciais e a riboidrolase nao
especifica sdo altamente homdlogas umas com as outras, sendo um pouco divergentes da
purina- riboidrolase especifica do T. brucei brucei. Contudo, elas sdo perfeitamente
conservadas no seu sitio catalitico e aplicam mecanismos similares para a catdlise (Cui et al.,
2001). A conservagdo das nucleosideo hidrolases entre as espécies tripanossomastideas indica

que esta enzima € fundamental para a captacdo de purinas.
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Tb-IAG-NH CCPNI RC‘VLF

Ld-NH - --KERNT
Lm-NH ---KEHDT
Cf-IU-NH (- -SNEYMA
Tbh-IAG-NH EILRDGDA

Tb-TAG-NH PRASGEGK]Y-

FIG. 2.2 - Alinhamento das sequéncias de aminoacidos das nucleosideo hidrolases.

Ld-NH: L. donovani, Lm-NH: L. major, Cf-IU-NH: inosina-uridina de C. fasciculata, Tb-IAG-
NH: purina especifica inosina-adenosina-guanosina de T. brucei brucei (CUI, 2001).
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Para a elaboracdo do modelo, foi escolhida a nucleosideo hidrolase de C. fasciculata
(Cf-NH) por possuir estrutura cristalografica no PDB (cédigo 2MAS), disponibilizada por
Parkin et al. (PARKIN, 1997) e existirem vdrios inibidores ja publicados com resultados
experimentais para comparacdo e adequacdo com os resultados a serem obtidos por
Modelagem e Dinamica Molecular, analisando os cdlculos de acordo com os resultados

experimentais encontrados na literatura.

FIG. 2.3 - Estrutura Quaternaria da Cf-NH disponivel no PDB.

Figura gerada no Jmol com coloracao selecionada por grupos espaciais de simetria.

(Jmol, http://www.jmol.org)
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Como a C. fasciculata ndo é patogénica para o homem, utilizou-se também alguns
resultados experimentais de inibidores de LANH para confirmar a semelhanga do modelo
obtido a partir da Cf-NH, ja que ha 88,3% de similaridade na sequencia de aminoédcidos de
ambas as estruturas e apenas 1 aminoacido divergente no sitio ativo. Além disso, para sugerir
um farmaco anti-leishmanial, serd mais adequada a comparag@o com os resultados obtidos na

estrutura da LdNH.

2.2 MODELAGEM MOLECULAR DOS INIBIDORES

Foram escolhidos e modelados os inibidores da FIG. 2.4 com atividade antileishmanial

comprovada por Miles et al. (MILES, 1999):

H
I

T

AN Far, 7 TN
Hal I g B OH

H3 R

HO oM

FIG. 2.4 - Inibidores para Cf-NH (MILES, 1999).
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Inibidor 1: 4-amino-7-[(2S,3S,4R,5R)-3,4-dihydroxy-5-(hydroxymethyl)-2-pyrrolidinyl]-SH-
pyrrolo[3,2-d]pyrimidine; (CAS registry number 249503-25-1);

Inibidor 2: [2R-(20,38,4B,50)]-5-[4-amino-5-(carbonylamino)-3-pyrrolyl]-2-(hydroxymethyl)
-3,4-pyrrolidinediol; (CAS registry number 222631-52-9);

Inibidor 3: 7-[(2S,35.,4R,5R)-3,4-dihydroxy-5-(hydroxymethyl)-2-pyrrolidinyl]-1,5-dihydro-
4H-pyrrolo-[3,2-d]pyrimidin-4-one (CAS registry number 09799-67-7);

Inibidor 4: 2-amino-7-[(2S,3S,4R,5R)-3,4-dihydroxy-5-(hydroxymethyl)-2-pyrrolidinyl]-1,5-
dihydro-4H-pyrrolo[3,2-d]pyrimidin-4-one (CAS registry number 209799-75-7).

Além desses, foi utilizado também o inibidor p-aminofenil-(1S)-iminoribitol (PIR)

(FIG 2.5) , presente na estrutura cristalografica da Cf-NH (PARKIN, 1997).

HaN T g /OH
M
\ wf;’/ . \I\Mw

HO OH

FIG. 2.5 — Inibidor PIR para Cf-NH (PARKIN, 1997).

Para as simula¢des com Ld-NH foram utilizados os Substratos Inosina e Guanosina,
cujos resultados experimentais foram obtidos por Cui et al. (CUI, 2001). A estrutura de tais

substratos pode ser vista na FIG 2.6.
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FIG. 2.6 — Substratos Inosina e Guanosina de Ld-NH (CUI, 2001).

Os inibidores foram consultados no SciFinder (SCIFINDER, 2010) para verificacio
das estruturas, com aten¢ao especial para as isomerias R,S. Em seguida, foram desenhados no
software Ghemical (HASSINEN, 2001) e tiveram suas geometrias otimizadas por Mecanica
Molecular e, em seguida, pelo método semi-empirico AMI1. Os arquivos gerados pelo
Ghemical, foram convertidos pelo OpenBabel (O'BOYLE, 2011) para o formato do Gaussian
(GAUSSIAN, 2009) onde tiveram suas estruturas minimizadas com o método Hartree-Fock

6-31G**.

As estruturas minimizadas foram adicionadas ao servidor PRODRG
(SCHUTTELKOPF, 2004) para simples adi¢do de cargas full, sem alteracio da quiralidade e
sem minimizacdo de energia. Os arquivos de saida PDBQ, contendo as cargas, foram

armazenados para as simulac¢des por Docking Molecular.

2.3 SIMULACOES POR DOCKING MOLECULAR

Foi utilizado o software AutoDock (SANNER, 1999) , para a realizacdo do Docking
Molecular, valendo-se da estrutura cristalogrifica da Cf-NH, disponivel no site do PDB

(BERNSTEIN, 1977), sob o cédigo 2MAS (PARKIN, 1997). Dessa estrutura foi retirado o
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PIR, inibidor presente, bem como as moléculas de 4gua, seguindo o protocolo estabelecido no
manual do AutoDock. Foram adicionadas cargas Kollman nos ligantes (inibidores 1 a 4) e na
proteina, que foi mantida rigida, e o grid foi centralizado nas coordenadas X, Y, Z: (106.26 ,

35.579, 81.902) com dimensdes cuibicas de 60 A de lado.

2.4 SIMULACOES POR DINAMICA MOLECULAR

Apé6s o Docking Molecular, foi selecionada a conformacio de menor energia de cada
inibidor para realizacdo da Dindmica Molecular. Nessa etapa foi utilizado o software Amber
(AMBER, 2012), com célculos de Mecanica Molecular. As estruturas foram entdo submetidas
ao Antechamber, software pertencente ao pacote AmberTools (AMBER, 2012), para geracdo

dos parametros necessarios a dindmica de cada inibidor, como ligagdes, angulos e diedros.

Em seguida a estrutura da proteina com o inibidor foi solvatada, através do software
Tleap, constante do AmberTools, com dgua do modelo SPC/E (BERENDSEN, 1987) em uma
caixa com 15 A de distancia entre a proteina e a borda. Foram adicionados ions sédio para
neutralizacdo do sistema, que jid contava com um atomo de Célcio, que consta no arquivo
original do PDB e participa das intera¢des no sitio ativo. As etapas seguintes se sucederam da

seguinte forma:

- Minimizagdo de energia com restricdo de posicdo: foi aplicado um campo de forca de 500
Kcal/mol sobre a proteina, o célcio e o inibidor, deixando as moléculas do solvente se

acomodarem.

- Minimizacdo de energia sem restricio de posi¢do: o sistema inteiro teve sua energia

minimizada;

- Dindmica Molecular com restricdo de posicdo: foi aplicado um campo de forca de 10

Kcal/mol sobre o complexo proteina, cdlcio e inibidor em uma simulagdo de 1000 ps, para
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estabilizar a temperatura, que iniciou em 0 K (moléculas paradas) e foi até 309 K

(temperatura corporal).

- Dindmica Molecular sem restri¢do de posicao: foi realizado simulacdo de 5,0 ns com tempo
de integracdo de 2 fs e raio de corte para interacdes de longo alcance del0 A (distAncia além

da qual se desprezam as contribui¢cdes energéticas).

Todas as simulacdes foram realizadas em cluster computacional de 6 nés com 8
processadores cada, disponivel no Laboratério Multiusudrio de Modelagem de Sistemas
Complexos (LAB2M/UFMS). A performance média de cada dindmica foi aproximadamente

de 500 ps/dia com uso de 8 processadores.

Foi realizado também dindmica molecular da proteina isolada, totalizando seis

simula¢des completas.

2.4.1 ANALISES DAS SIMULACOES DE DINAMICA MOLECULAR

Ap6s a realizacdo das dinamicas, os resultados foram analisados inicialmente com o
script process_mdout.perl, que estd incluido no pacote do AmberTools. Através desse script
foram produzidos arquivos com as informacdes sobre a variacdo de Energia Total, Energia
Potencial, Energia Cinética e Temperatura ao longo do tempo. Com o software Qtiplot
(VASILIEF, 2010), foram gerados gréficos a partir desses arquivos, através dos quais se pode
observar o comportamento de equilibrio dindmico do sistema, com pequenas variagdes, mas

sempre numa faixa estreita de energia e temperatura.

Ap6s confirmagdo da estabilizagdo do sistema, foram utilizados os softwares Ptraj e
Cpptraj, incluidos no pacote AmberTools, para geracdo de graficos de Desvio da Raiz Média
Quadrética (DRMQ) ou RMSD (em inglés) da proteina e do ligante, ao longo do tempo.
Também foram gerados graficos de Flutuacdo da Raiz Média Quadritica (RMSF) do
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esqueleto (backbone) da proteina, que é a flutuacdo da distdncia movimentada por cada

residuo aminoédcido do backbone da proteina.

Em seguida, analisaram-se as interacdes de cada sistema antes e depois da simulacao,
com o software Ligplot+ (LASKOWSKI, 2010). Para um estudo mais detalhado do
comportamento dessas interacdes ao longo da dinamica, foi utilizada a ferramenta Hbond do
software Cpptraj para monitorar as ligagdes de hidrogénio ao longo do tempo, usando o
critério de Fabiola et al. (FABIOLA, 2002), que considera ligacdes de Hidrogénio quando a
distancia entre o 4tomo doador e aceptor do hidrogénio for menor que 3,5 A e o 4ngulo
formado entre Doador, Hidrogénio e Aceptor for maior que 90°. As ligacdes que ndo
alcancaram pelo menos 50 % de ocorréncia ao longo da dinimica, foram desprezadas,

conforme critério usual estabelecido nos tutoriais do Amber.

Semelhantemente, usou-se o critério de Moreland et al. (MORELAND, 2005) para
interagdes hidrofébicas, considerando-as quando ocorriam entre carbonos separados por no

maximo 3,9 A.

Foram realizados ainda graficos de distancias entre os principais dtomos que poderiam
estabelecer ligacoes de Hidrogénio, com o objetivo de captar a variacdo dessas distdncias ao
longo do tempo. Para isso foi utilizado o software Ptraj, j4 mencionado e o aplicativo Grace

(GRACE, 1991) para producao dos graficos.

De posse dos grificos de distincia, foi feita uma sele¢do das melhores interacdes de
cada residuo aminoédcido com cada inibidor e gerados graficos de Distribui¢ao Radial, que
mostram as distdncias mencionadas como distribuicdo de frequéncias, ou histogramas com
tamanhos de classes de 0.1 A. Para realizacdo desses graficos foram utilizados novamente os

softwares Ptraj e Grace.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 RESULTADOS DO DOCKING MOLECULAR

Os resultados gerados pelo Docking Molecular encontram-se dispostos nas Tabelas 3.1

a34.
Tabela 3.1 - Constantes de Inibicao dos inibidores para Cf-NH
Ki (em nm) para inibidores de Cf-NH

Inibidor: PIR Inibidor 1 Inibidor 2 Inibidor 3 Inibidor 4
Configuragdo de 41,38 6,04 5,79 4,00 1,48
Menor Energia:
Configuragéo de 190,23 24,77 29.45 20,95 3,27
Maior Energia:
Experimental: 30+£2 7+1,4 3+£0,6 42 + 8.4 84 + 16,8
Referéncia do Parkin, 1997 | Miles, 1999 | Miles, 1999 | Miles, 1999 | Miles, 1999

Experimental:

A energia livre de ligacdo e a constante de inibicdo se relacionam por: AGL =

R.T.In(Ki), onde R=1,987 cal/mol.K e T=298,15 K. Assim, as divergéncias nos valores de Ki

sdo minimizadas quando comparamos os valores de AGr, como pode ser visto na Tabela 3.2.

Tabela 3.2 — Energia livre de ligaciao dos inibidores para Cf-NH

AGy, (em Kcal/mol.K) para inibidores de Cf-NH

Inibidor: PIR Inibidor 1 Inibidor 2 Inibidor 3 Inibidor 4
Configuragio de |, 7 1121 11,24 11,46 12,04
Menor Energia:

Configuracio de 9,17 -10,38 10,27 -10,47 11,58
Maior Energia:
Experimental: | -10,26+0,04 | -11,12+0,13 | -11,63£0,11 | -10,06+0,13 | -9,65+0,13
Diferenga ao 1.5 % 0.0 % 2.4 % 2.7 % 18,3 %
Experimental:
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Considerando a faixa de erro experimental exibida na Tabela 3.2, percebemos que os
valores para o inibidor 1 estdo em consonancia com o valor experimental. Para os demais
inibidores, quando comparamos os valores de AG., mdximo e minimo, restaram as seguintes
divergéncias em relacdo aos valores experimentais: PIR, 1,5%; Inibidor 2, 2,4%; Inibidor 3,

2,7%:; e Inibidor 4, 18,3%.

Tabela 3.3 - Constantes de Inibicao para Ld-NH

Ki (em pm) para inibidores de L.d-NH
Inibidor: Inibidor 1 Inibidor 2 Inosina Guanosina

Configuragdo de 3,58 9,05 67,62 1,64
Menor Energia:
Configuragdo de 40,28 35,74 1.070,00 12,21
Maior Energia:

Experimental: - - 329 £ 143 144 + 23

Referéncia do Cui, 2001 Cui, 2001 Cui, 2001 Cui, 2001

Experimental:

Da mesma forma como foi feito para os inibidores de Cf-NH, os valores de Ki foram

convertidos para AGy, e os resultados estdo apresentados na Tabela 3.4, a seguir.

Tabela 3.4 - Energia livre de ligacao dos inibidores para L.d-NH

AGL (em Kcal/mol.K) para inibidores de L.d-NH
Inibidor: Inibidor 1 Inibidor 2 Inosina Guanosina

Configuragdo de |, 6,88 5,69 7,89
Menor Energia:
Configuragdo de | ¢ 6,07 4,05 6,70
Maior Energia:

Experimental: - - -4,75+0,34 | -5,24+0,10

D1fer§nga ao i i 0.0 % 25.4 %

Experimental:
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Aqui percebe-se que a Inosina mantém-se dentro dos limites de erro experimental e da
mesma forma como na andlise anterior, a divergéncia observada pela Guanosina, quando

expressa na forma de AGy, € reduzida para 25,4%.

Tanto o Inibidor 4 na Cf-NH, quanto a Guanosina na Ld-NH apresentaram valores de
energia livre de ligacdo calculadas abaixo do valor experimental, sendo -11,58 Kcal/mol.K
contra -9,78 Kcal/mol.K para o Inibidor 4 e -6,7 Kcal/mol.K, contra -5,34 Kcal/mol.K para a
Guanosina, ja descontados os erros experimentais. Esse resultado pode ser consequéncia da
facilitacdo que o software permite para que o inibidor entre no sitio ativo, quando esse

processo deve ser mais complexo na prética, consumindo mais energia.

E importante ressaltar ainda que, embora utilizando uma estrutura cristalografica, o
docking € realizado sem a presenca de dgua, o que pode ser outro motivo das divergéncias

encontradas.

3.2 RESULTADOS DA DINAMICA MOLECULAR

3.2.1 ANALISE DOS GRAFICOS DE ENERGIA TOTAL E POTENCIAL

Uma das primeiras andlises a serem feitas € a verificacdo da estabilizacdo do nivel de
energia, o que revela a natureza do equilibrio termodindmico alcancado durante a simulagao.
Pode-se perceber, conforme as figuras a seguir, que todas as simulacdes realizadas
alcancaram esse equilibrio termodinamico, tendo a proteina isolada o maior nivel de energia,
0 que revela a contribuicdo dos inibidores no abaixamento desse nivel energético, mais

acentuado nos Inibidores 1 a 4 do que no PIR.
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Energia Total
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FIG. 3.1 - Energia Total dos Sistemas simulados
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FIG. 3.2 - Energia Potencial dos Sistemas simulados
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3.2.2 ANALISE DOS GRAFICOS DE RMSD DA PROTEINA

7z

Outra andlise importante a ser feita € a conferéncia do Desvio da Raiz Média
Quadrética (DRMQ) ou, em inglés, RMSD (Root Mean Square Deviation), que representa a
variacdo da posic@o da proteina ao longo da dindmica, em relacdo a sua posi¢cao no primeiro

ps de simulacao.

RMSD - Proteina

0 1000 2000 3000 4000 5000 6000
2.5 — e L e L 95
2 2
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0 1000 2000 3000 4000 5000 6000

Tempo (ps)

FIG. 3.3 - RMSD Temporal da estrutura da proteina

Como pode ser percebido, durante os primeiros 1000 ps, a proteina estava com
restricdo de posicdo (devido a aplicagdo de um campo de forca externo no valor de 10

Kcal/mol, para a estabilizacdo da temperatura do sistema), portanto “parada’” nesse periodo.

Também pode ser percebido que o RMSD ficou abaixo de 2,5 A, indicando pouca
movimentacdo da proteina durante todas as simulag¢des. Entretanto, é possivel notar que, na
presenca dos inibidores essa variacdo € menor ainda, indicando que os inibidores diminuem a

movimentacdo da proteina, por estarem presos a ela.



Servico Piblico Federal
Ministério da Educacao
Fundagdo Universidade Federal de Mato Grosso do Sul

Centro de Ciéncias Exatas e Tecnologia
Programa de Pés Graduagdo em Quimica — Mestrado

3.2.3 ANALISE DOS GRAFICOS DE RMSD DO LIGANTE

A semelhanca do RMS da proteina, ¢ itil notar especificamente a variacdo da posi¢do

do ligante ao longo da dindmica, em relacdo a sua posicao no primeiro ps de simulagao.

RMSD - Ligante
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1 1 1 1 | 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
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FIG. 3.4 - RMSD Temporal dos Ligantes

Aqui podemos notar uma variagdo abaixo de 1 A para todos os inibidores, indicando
que todos estdo relativamente presos 2 proteina. E possivel notar ainda que o PIR (em preto)
parece se movimentar menos do que os demais inibidores, o que pode ter acontecido devido
ao fato de que o primeiro frame dessa simulag@o foi retirado de uma estrutura cristalografica

e, portanto, bem estabilizado naquela posic¢ao.
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3.2.4 ANALISE DOS GRAFICOS DE RMSD ESPACIAL

O RMSD também pode ser avaliado com relacdo aos residuos de aminodcidos,
indicando a variacdo da posicdo de cada residuo durante a dindmica. Nesse caso, recebe o

nome de RMSF (Root Mean Square Fluctuation).

Para essa andlise, € comum consideramos apenas o backbone (esqueleto) da proteina,
composto pelos atomos de Carbono e Nitrogénio da cadeia principal de aminodcidos,
desprezando as cadeias laterais, que se movimentam muito, o que dificultaria a visualizacdo
da movimentagdo do backbone.

RMSF
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FIG. 3.5- RMSF do backbone da proteina

Através da andlise do grafico acima podemos perceber, pela comparacio da curva da

proteina isolada (em preto) com as demais curvas, que ha notavel diminuicao da variacdo de

posicao entre os residuos 60 a 100 e 180 a 240 na presenca dos inibidores, provavelmente
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fruto das interacdes com residuos do sitio ativo que estdo nessa regido, como His 82, Tyr 225

e Tyr 229.

Além disso, podemos notar que quando a proteina estd com o Inibidor 2, as variacdes
sdo perceptivelmente menores do que em todos os outros inibidores, exce¢do apenas para o
inibidor 3 nas faixas de 150 a 190 e 255 a 295, sendo que nesta tltima ndo h4 aminoacidos do
sitio ativo. Isso provavelmente estd relacionado com o fato do inibidor 2 ter o menor valor de
Ki, apresentando a maior atividade inibitéria conforme experimentos de Miles et al. (MILES,

1999).

3.2.5 PRINCIPAIS INTERACOES

Através do Software LIGPLOT foram geradas as principais interacdes entre os
aminoacidos da proteina Cf-NH e os Inibidores, conforme pode ser visto a seguir. As
interacdes aqui consideradas sdo aquelas em que a distincia entre o 4dtomo doador de

hidrogénio e o 4tomo receptor é menor do que 3,5 A.

E importante notar que a numeracio foi modificada pelo Tleap, quando o programa
verificou que a sequencia da proteina disponivel no PDB comecava em 2, ele renumerou
todos os residuos para que comecassem em 1, daf as divergéncias encontradas nas figuras 3.6
a 3.10. Durante o texto, entretanto, sempre nos referiremos a numeraco original, constante na

estrutura do site do PDB.
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Quanto as principais interagdes observadas no PIR, podemos destacar os residuos
aminoacidos ASP14, ASN39, GLU166 e ASP242 (representados na figura da direita abaixo
como Aspl3, Asn38, Glul65 e Asp241), que ndo estavam interagindo no inicio da dindmica e

ao final interagiram.

Arg233 Hie240

Te81 .
Wat360

Asnl67

Asnl60

Met152

ND2

Pir315
]1:80(% ;
.,
324
o P
%’av?&l 1 Phel66

Ala77

cs

Asn3g
ca

Asnles

FIG. 3.6 - Interacoes da Proteina com o PIR antes e depois da dinamica molecular
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Quanto as principais interagdes observadas no Inibidor 1, podemos destacar os
residuos aminodcidos HIS82 e GLU166 (representados na figura abaixo como His81 e

Glul65), que ndo estavam interagindo no inicio da dindmica e ao final interagiram.

:Au\spﬁl

Ca2314
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%P::\S
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Wat5971

FIG. 3.7 - Interacées da Proteina com o Inibidor 1 antes e depois da dinAmica molecular
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Quanto as principais interagdes observadas no Inibidor 2, podemos destacar os
residuos aminoacidos HIS82, TYR225 e ASP242 (representados na figura abaixo como
His81, Tyr224 e Asp241), que ndo estavam interagindo no inicio da dindmica e ao final

interagiram.

::\x

Tyr224

ot

Asp241

Met151

FIG. 3.8 - Interacoes da Proteina com o Inibidor 2 antes e depois da dinamica molecular
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Quanto as principais interagdes observadas no Inibidor 3, podemos destacar os
residuos aminodcidos HIS82 e TYR225 (representados na figura abaixo como His81 e

Tyr224), que ndo estavam interagindo no inicio da dinamica e ao final interagiram.
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FIG. 3.9 - Interacoes da Proteina com o Inibidor 3 antes e depois da dinAmica molecular
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UFMS

Quanto as principais interagdes observadas no Inibidor 4, podemos destacar os
residuos aminodcidos ASP14 e ASN39 (representados na figura abaixo como Aspl3 e

Asn38), que ndo estavam interagindo no inicio da dindmica e ao final interagiram.

%I;—l:o

Hie81

=

Thr12s .
Glulés

x Metl51
c

Asn38

a
Wat3111

=3

Wat360

=297,
Phel66 y -D

8
Asnl67

Cal3l4

FIG. 3.10 - Interacoes da Proteina com o Inibidor 4 antes e depois da dindmica molecular

3.2.5.1 LIGACOES DE HIDROGENIO

Por se tratar de uma interacdo forte as ligacdes de hidrogénio t€m papel fundamental
nas andlises de interacdo proteina-ligante. Aqui foram utilizados os critérios de Fabiola et al.
(FABIOLA, 2002), considerando ligacdes de Hidrogénio quando a distincia entre o 4tomo
doador e aceptor do hidrogénio for menor que 3,5 Aeo angulo formado entre Doador,

Hidrogénio e Aceptor for maior que 90°.
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Para facilitar a comparagdo entre os dtomos dos diversos inibidores, criamos uma
numeragdo Unica, baseada na semelhanca existente entre os inibidores apresentados na FIG
2.4 e exemplificacdo do Inibidor 1 na dltima linha da Tabela 3.5. A numeracdo criada pode

ser conferida na tabela abaixo:

Tabela 3.5 - Correspondéncia entre atomos dos inibidores

Numeragao Correspondéncia de Atomos entre os Inibidores
Criada PIR | INIBIDOR 1 INIBIDOR 2 INIBIDOR 3 INIBIDOR 4
Atomo 1 02 OAD OAR OAS OAT
Atomo 2 03' OAC OAH OAR OAS
Atomo 3 05' OAB OAG OAQ OAR
Atomo 4 N4' NAJ NAE NAL NAM
Atomo 5 N5 NAA NAQ 04 04
Atomo 6 - NAK NAL NAI NAI
Atomo 7 - N1 OAP N3 N3
Atomo 8 - N3 NAN N1 N1
Atomo 9 - - - - NAK

Para o célculo das ligagdes de hidrogénio, utilizou-se a ferramenta hbond do software
Cpptraj, constante no pacote do AmberTools. Essa ferramenta fornece o percentual de frames
da dindmica que continham cada ligacao de hidrogénio identificada de acordo com os critérios
estabelecidos. Conforme usual, considerou-se apenas as ligacdes de hidrogénio que estavam

presentes em pelo menos 50% dos 5000 frames pesquisados, 1 a cada ps.

Com base nos resultados, foi montada a Tabela 3.6, a seguir:
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Tabela 3.6 - Ligacoes de Hidrogénio presentes em pelo menos 50% do tempo de simulacao

Atomo do Inibidor

Atomq da Total de
Proteina PIR INIBIDOR 1 | INIBIDOR 2 | INIBIDOR 3 | INIBIDOR 4 | '"téragoes
ASP10:0D1 : : : Atm 3: 68% . 1
porvsoon | vore | S T8 | AT | vowe | BT | s
ASP14:0D2 - ﬁ:m ) e - - Atm 9: 58% 3
ASN39:0D1 i i i Atm 2: 91% : 1
ASN39ND2 | Atm 1:89% | plm 11597 - - Atm 5: 7% 4
HIS82:NE2 : Atm 1:93% | Atm 1:67% | Atm 1: 98% - 3
ASN160:ND2 | Atm 3: 99% : : Atm 6: 85% . 2
GLU166:0EH - - Atm 6: 83% : . 1
cwmoe: | Mt | My mmeErl |
ASN168:0D1 | Atm 4: 97% : : . . 1
ASN168:N : Atm 3: 68% : . - 1
ASN168:ND2 | Atm 2: 89% : Atm 5: 53% . . 2
TYR225:0H : : Atm 1:70% | Atm 1:72% | Atm 9: 86% 3
TYR229:0H - Atm 6: 91% : - . 1
HIS241:ND1 i i Atm 4: 59% : . 1
HIS241:NE2 i i Atm 4: 72% : - 1
AsP420D1 | ATME | At 2:81% - . - 2
ASP242:0D2 | Atm 2: 78% : Atm 8: 90% . . 2
Total de 8 11 11 6 5 a1

Interacdes
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A Tabela 3.6 fornece informacgdes muito coerentes com os resultados experimentais,
uma vez que os inibidores 1 e 2 tém valores muito proximos de Ki (7nM e 3nM,
respectivamente), em seguida, o PIR apresenta valor de Ki de 30nM, e por ultimo os
inibidores 3 e 4 com valores de 42nM e 84nM, respectivamente. O que concorda plenamente
com a mesma ordem, quando classificados pelo Total de interagcdes de ligacdes de hidrogénio,

constantes na dltima linha da tabela 3.6. Com um coeficiente de correlacdo de 94%.

Além da quantidade total de interacdes é possivel perceber correlagdes semelhantes ao
analisar a quantidade de 4&tomos ou residuos da proteina com que cada inibidor interage. No
primeiro caso, duas interacdes no mesmo atomo contam apenas como uma e, no segundo,

duas ou mais intera¢cdes no mesmo residuo contam como uma apenas.

Tabela 3.7 - Correlacao da Quantidade de Ligacoes de Hidrogénio com Ki

~ Atomos da Residuos da
INIBIDOR Inttegta;%ges proteina proteina Ki (nM)
que interagem | que interagem
INIBIDOR 2 11 9 7 3
INIBIDOR 1 11 8 7 7
PIR 8 8 6 30
INIBIDOR 3 6 6 6 42
INIBIDOR 4 5 4 3 84
Correlacdo com o Ki -0,94 -0,96 -0,97 -

Obviamente, seriam necessarias outras simulagdes com muitos outros inibidores para
que essa correlacao fosse ratificada com maior validade estatistica, o que € impossivel de se

obter com apenas 5 pontos.
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Também é possivel perceber que o Acido Aspartico 14 é o aminodcido campedo de
interagdes, com 27% de todas as ligacdes de hidrogé€nio concentradas nele, sendo também o
unico aminodcido que faz ligacdo de hidrogénio com todos os inibidores. Além disso, os dois
melhores inibidores, inibidor 1 e inibidor 2, interagem fortemente com o ASP 14, o que

reforca a importancia dessa interacdo para o desempenho do inibidor.

Em seguida temos o GLU 166 e ASN 39, ambos com 5 interagdes totais, corroborando
a importancia das interagdes com esses aminodcidos no sitio ativo. Entretanto, ndo menos
importante do que a interacdo com esses aminoacidos € a interacdo com a maior quantidade
de aminoacidos possivel, pois se observa que os dois melhores inibidores interagem com 7

aminoacidos cada, conforme vemos na Tabela 3.7

3.2.5.2 INTERACOES HIDROFOBICAS

Apesar de menos intensas, as interacdes hidrofébicas tém muita importincia nos
estudos proteina-ligante, pois movimentam grandes blocos de dtomos, podendo favorecer a

ocorréncia de outras interagdes que, de outra forma, estariam impossibilitadas de ocorrer.

Da mesma forma como foi feito com as ligagdes de hidrogénio, foi criada a tabela 3.8
para facilitar a comparacdo entre os dtomos de carbono correspondentes dos diversos

inibidores.

Na tabela foram incluidos apenas os dtomos de carbono que participaram de interacdes
hidrofébicas em pelo menos 50 % dos frames de simulacdo. Foram consideradas interacdes
hidrofébicas aquelas que ocorriam entre carbonos separados por no maximo 3,9 A, conforme

critério usual estabelecido por Moreland et al. (MORELAND, 2005).
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Tabela 3.8 - Correspondéncia entre atomos dos inibidores

Numeracéo Correspondéncia de Atomos entre os Inibidores
Criada PIR | INIBIDOR 1 INIBIDOR 2 INIBIDOR 3 INIBIDOR 4
Atomo 1 C3 CA4 CAJ cé cé
Atomo 2 c4 CA5 CAK C5 C5
Atomo 3 c4' CAR CAA CAM CAN
Atomo 4 c2' CAQ CAC CAO CAP
Atomo 5 c3' CAP CAB CAN CAO
Atomo 6 cs5' CAG CAF CAP CAQ
Atomo 7 C1 CAF CAM CAE CAE
Atomo 8 - CA2 - c2 c2
Atomo 9 - CA6 CAO c4 c4
Atomo 10 ct' CAS CAD CAK CAL

Tabela 3.9 - Interacoes Hidrofébicas presentes em pelo menos 50 % do tempo de simulacao

Atm da

Atomo do Inibidor

Total de

Proteina

PIR

INIBIDOR 1

INIBIDOR 2

INIBIDOR 3

INIBIDOR 4

Interacoes

ASP14:CG

Atm 4: 62%
Atm 5: 51%

2

ALA78:CB

Atm 2: 70%

MET152:CG

Atm 9:61%

MET152:CE

Atm 2: 51%

ASN160:CG

Atm 8: 69%

GLU166:CD

Atm 7: 52%

PHE167:CD1

Atm 1: 82%

Atm 7: 56%

PHE167:CD2

Atm 1: 56%

PHE167:CB

Atm 1:58%

Atm 7: 79%

PHE167:CG

Atm 1:83%
Atm 2: 66%

Atm 6: 87%

W (N = [N = | =t | = | | -

ASN168:CG

Atm 3: 84%

HIS241:CE1

Atm 7: 75%

HIS241:CG

Atm 10: 70%

HI1S241:CD2

Atm 10: 54%

Atm 1: 64%

N | = | = | -

Total de
Interacoes

5

2

N
o
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Da tabela 3.9, podemos perceber que os inibidores 1 e 2, bem como o PIR, apresentam
mais interagdes hidrofébicas do que os inibidores 3 e 4, o que estd bem de acordo com os
resultados experimentais, uma vez que os inibidores 1 e 2 e o PIR apresentam valores de Ki

menores do que os inibidores 3 e 4, conforme mostrado na tltima coluna da tabela 3.7.

Nesse quesito, a PHE 167 é a grande responsavel pelas interagdes hidrofébicas,
respondendo por 40% de todas. Entretanto, os dois melhores inibidores ndo interagiram
(inibidor 2) com ela ou interagiram pouco (inibidor 1) e, de fato, somente o PIR foi
responsdvel por 50% das interagdes da PHE 167, provavelmente fruto do anel benzénico
apolar que s6 € encontrado em sua estrutura, pois nos demais inibidores os anéis estio com
heterodtomos que tendem a aumentar a polaridade da molécula e diminuir as interacdes

hidrofébicas.

Outra caracteristica importante desse aminodcido € a possibilidade de fazer ligacdes do
tipo m-stacking, ocorridas entre anéis aromdaticos paralelos, que podem ser tdo fortes ou mais

do que liga¢des de hidrogénio (GOODMAN, 2009).

3.2.6 ANALISE DOS GRAFICOS DE DISTANCIA

Com o objetivo de levantar mais informagdes sobre outros dtomos da proteina que
pudessem ser alcangados por alteracdes nos inibidores estudados, monitorou-se a distancia
entre os atomos dos residuos da Tabela 3.6 com outros dtomos dos inibidores que estivessem
a uma distancia de até 6,5 A em pelo menos 10% do tempo de simulacdo. Para melhor

visualizag¢@o dos graficos, limitou-se as 5 menores distancias por residuo, quando necessério.

Os graficos podem ser visualizados nas FIG. 3.11 a 3.20.
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FIG. 3.15 - Distancias do Inibidor 2 aos residuos do sitio ativo — ASP 10, ASP 14, ASN
39, HIS 82, ASN 160 e GLU 166
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FIG. 3.16 - Distancias do Inibidor 2 aos residuos do sitio ativo — ASN 168, TYR 225,
TYR 229, HIS 241, ASP242
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FIG. 3.17 - Distancias do Inibidor 3 aos residuos do sitio ativo — ASP 10, ASP 14, ASN
39, HIS 82, ASN 160 e GLU 166
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FIG. 3.18 - Distancias do Inibidor 3 aos residuos do sitio ativo — ASN 168, TYR 225,
TYR 229, HIS 241, ASP242
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FIG. 3.19 - Distancias do Inibidor 4 aos residuos do sitio ativo — ASP 10, ASP 14, ASN
39, HIS 82, ASN 160 e GLU 166
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FIG. 3.20 - Distancias do Inibidor 4 aos residuos do sitio ativo — ASN 168, TYR 225,
TYR 229, HIS 241, ASP242
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Com base nos graficos de distancia, escolheu-se o melhor par de dtomos de cada

residuo e inibidor, elaborando-se a Tabela 3.10:

Os ntimeros entre paréntesis indicam o nimero do dtomo de acordo com a numeracao

criada na Tabela 3.5.

Tabela 3.10 — Melhores pares de interacao entre residuos e inibidores

Atomo do Residuo - Atomo do Inibidor
Residuo aa.

PIR INIBIDOR 1 INIBIDOR 2 INIBIDOR 3 INIBIDOR 4

ASP10 OD1-03' (2) | OD2 - OAC (2) | OD1 - NAQ (5) | OD1 - OAQ (3) | OD2 - NAI (6)
ASP14 OD1-02' (1) | OD1 - OAD (1) | OD1 - OAR (1) | OD1 - OAS (1) | OD1 - NAK (9)
ASN39 ND2-02 (1) | ND2- OAC (2) | ND2- OAR (1) | OD1- OAR (2) | ND2- 04 (5)
HIS82 NE2-02' (1) | NE2- OAD (1) | NE2- OAR (1) | NE2- OAS (1) | NE2 - NAK (9)
ASN160 | ND2-05'(3) | ND2-N1(7) | OD1-OAG (3) | ND2-NAI(6) | ND2 - NAM (4)
GLU166 | OE2-05'(3) | OE2- OAB (3) | OE2- NAL (6) | OE2- NAI(6) | OE2 - NAI (6)
ASN168 | OD1-N4'(4) | OD1-OAB (3) | ND2 - NAQ (5) | OD1 - OAQ (3) | OD1 - NAI (6)
TYR225 OH-02 (1) | OH-OAD (1) | OH-OAR (1) | OH-OAS (1) | OH - NAK (9)
TYR229 OH-N5(5) | OH-NAK (6) | OH-NAE (4) | OH-NAI(6) | OH-OAT (1)
HIS241 ND1-05'(3) | ND1-NAJ (4) | NE2- NAE (4) | NE2-NAI(6) | NE2-N1 (8)
ASP242 | OD1-03'(2) | OD1-OAC (2) | OD2-NAN (8) | OD1-OAR (2) | OD2-N3 (7)
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3.2.7 ANALISE DOS GRAFICOS DE DISTRIBUICAO RADIAL

Para efeito de comparag@o entre os inibidores, foram gerados graficos de distribui¢do
radial, indicando as probabilidades de distancia entre cada par da Tabela 3.10. Esses gréficos

sdo encontrados nas FIG. 3.21 a 3.23
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FIG. 3.21 - Distribuicao radial entre os principais atomos dos inibidores e dos residuos —
ASP 10, ASP 14, ASN 39, HIS 82
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FIG. 3.22 - Distribuicao radial entre os principais atomos dos inibidores e dos residuos —
ASN 160, GLU 166, ASN 168, TYR 225, TYR 229, HIS 241
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FIG. 3.23 - Distribuicao radial entre os principais atomos dos inibidores e dos residuos —
ASP 242

Dos graficos de distribuicao radial apresentados, podemos perceber aproximacio
maior do inibidor 3 com ASP 10. Entretanto, com o auxilio dos gréficos de distancia da FIG
3.13, notamos que isso ocorre as custas de seu afastamento com GLU 166, o que estd

reforcado na FIG 3.22.

Também podemos destacar pela FIG 3.22 e auxilio da FIG 3.13, que apenas o Inibidor
1 interage com TYR 229 (o Inibidor 4 pode ser descartado com base na FIG 3.20). Isso se
deve, principalmente, aos 4tomos de nitrogé€nio (dtomos 5 e 6), que estdo dispostos de maneira
exclusiva nessa molécula. O que indica ser esse um caminho possivel para a busca de

interagdes com esse residuo.

Por dltimo, destacamos que, partindo-se do inibidor 2, considerado o melhor inibidor
pelos valores de Ki, poderiamos sugerir, com base no grafico da FIG 3.21, a exploracdo de
interacdes com ASN 39. Como ponto de partida, poderia ser buscada uma aproximacdo do

nitrogénio NAN desse inibidor (dtomo 8) com o nitrogénio ND2 da ASN 39.
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4 CONCLUSAQ

Durante o presente trabalho foi possivel conhecer e aplicar diversos conhecimentos e
ferramentas do universo da quimica tedrica e computacional. Além disso, a importante
interface com a bioquimica e biologia possibilitou a escolha do alvo no combate a
leishmaniose, bem como o levantamento detalhado de todas os alvos (enzimas) envolvidos na

terapia antileishmaniose.

Foram realizados diversas simulacdes de dockagem molecular, chegando-se a

simulagdes que representaram bem os dados experimentais.

Da mesma forma as simulagdes de Dinamica Molecular permitiram verificar diversos
conhecimentos que podem ser aplicados na elaboracdo de novos inibidores, entre eles

podemos citar:

- O inibidor 2, considerado o melhor pelos resultados experimentais, foi o que

proporcionou os menores valores de RMSF, da ordem de 2,5 Aa4A, commédiaem 3,2 A;

- A quantidade de ligagdes de hidrogénio é preponderante nos melhores inibidores

analisados e alta correlacdo se obteve entre essas ligacdes e o desempenho do inibidor;

- O papel do ASP 14 nas interacdes ndo deve ser desprezado, pois esse aminoacido
atua com ligacées de hidrogénio entre todos os inibidores estudados e fortemente com os dois
melhores inibidores; Em seguida GLU 166 e ASN 39 também devem ser considerados para

ligacdes de hidrogénio;

- As interacdes hidrofébicas podem atuar no favorecimento das interagcdes com o
inibidor e, nesse caso, a PHE 167 € o principal aminodcido a ser considerado, pois com seu

anel aromadtico pode fazer interagdes m-stacking com outro anel aromatico de um inibidor.

- A disposi¢do dos nitrogénios NAA e NAK do inibidor 1, mostrou ser eficiente na
busca por interacdes com o residuo TYR 229, indicando que essa mesma disposi¢do pode ser

buscada em outros inibidores.
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- O inibidor 2, considerado o melhor inibidor ja testado por Miles et al. (MILES,
1999), pode ser potencializado buscando interacdes com o residuo ASN 39, sugestivamente
através de aproximacgdo do nitrogénio NAN do inibidor com o nitrogénio ND2 da ASN 39,
que estd a cerca de 7 A de distancia do mesmo. Uma das formas que isso poderia ser feito
seria pela adicdo de um grupo etil, terminado em nitrogénio ou oxigénio, ao nitrogénio NAN,
o que favoreceria a aproximacio citada em cerca de 4 A, diminuindo a distincia para 3 Ae,

portanto, com potencial para realizar uma ligacdo de hidrogénio.

De fato, a quantidade de ligacdes de hidrogénio parece ser a melhor estratégia para a
potencializacdo dos inibidores estudados, dada a alta correlacdo encontrada com os resultados
experimentais. Nesse sentido, surgem diversas possibilidades de modificacdo desses
inibidores, através de adi¢cdes de grupos que minimizem as distdncias de interesse, como a
citada no pardgrafo anterior. Um estudo pormenorizado da viabilidade de sintese desses
novos compostos hipotéticos poderia conduzir as possibilidades mais promissoras, mantendo
um compromisso entre a viabilidade de sintese e o aumento do nimero de ligacdes de

hidrogénio.

Dessa forma, espera-se ter contribuido no estudo e compreensdo das formas de
interacdo entre as Nucleosideo Hidrolases e seus potenciais inibidores, o que certamente pode

nortear a elaboragdo de novos farmacos com atividades antileishmaniais potencializadas.
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