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RESUMO

O Bacillus anthracis, bactéria causadora do antraz, se constitui uma importante ameaga como
agente de bioterrorismo. A elucidacdo recente do mecanismo de biossintese da petrobactina —
molécula essencial na aquisicdo de ferro por esse micro-organismo — indicou a possibilidade
de inibicdo da enzima desidroshikimato desidratase no desenvolvimento de medicamentos
anti-antraz. Assim, uma biblioteca de 48 moléculas foi estudada in vitro e in silico por
docking e dindmica molecular a fim de se descobrir potenciais inibidores, compreender-se as
propriedades relacionadas com a resposta bioldgica e obter-se um modelo capaz de predicdes
quantitativas para o desenho de moléculas com acdo antibacteriana aprimorada. A enzima foi
superexpressada por DNA recombinante, isolada, purificada e utilizada nos ensaios fisico-
quimicos de inibicdo. O docking molecular foi realizado com o programa AutoDock Vina ao
passo que a simulacdo de dindmica molecular foi realizada com o pacote de programas
Gromacs e campo de forgas Amber03, durante 60 ns. Vinte e cinco compostos apresentaram
potencial inibitério mensurdvel com destaque para o acido galico (ICsp de 4,4 uM) e o
produto enzimatico 3,4-DHB (ICsp de 38 uM), retroinibidor. Carboxilato livre e hidroxila na
posicdo trés de um anel aromatico demonstram ser as caracteristicas estruturais mais
importantes na acdo inibitoria. Baixa correlacdo entre 1Cso e 0 escore de docking foi
observada, ainda que uma tendéncia coerente seja percebida, possivelmente pela
desconsideracdo da flexibilidade do receptor. O é&cido galico forma cinco ligacbes de
hidrogénio (LHs) com os residuos Tyr-217, Arg-102, His-144, His-175 e Phe-211 do sitio
ativo. Pouca alteracdo estrutural foi observada durante a simulacdo de DM, porém a analise de
RMSF e do padrdo de interacGes sugere alteracdes conformacional importantes do sitio ativo
capazes de alterar os modos de ligacdo. O acido galico interage com uma média de 4,51
ligacGes de hidrogénio, enquanto o produto forma em média de 2,10 LHs e o substrato uma
média de 1,92 ligacGes, numeros significativamente relacionados com as afinidades
experimentais, sugerindo que um composto capaz de maximizar o nimero médio de LHs

atuaria como inibidor ainda mais potente do que o &cido gélico.

Palavras-chave: Bacillus anthracis, desidroshikimato desidratase, inibidores, docking,

dindmica molecular.
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1 INTRODUCAO

O aumento da resisténcia de bactérias patogénicas a antibioticos se desenha um dos
problemas de salde publica mais graves a ser enfrentado no século XXI, tanto a nivel global e
nacional quanto em nivel regional, como pode ser constatado recentemente pelo fechamento
de duas UTIs neonatal na cidade de Porto Alegre devido a contaminagdo por Klebsiella
pneumoniae resistente a carbapenemas.*

Segundo o relatério mais recente da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) sobre o
tema, publicado em 2014, altas taxas de resisténcia tem sido observadas em bactérias comuns
como Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e Staphylococcus aureus responsaveis por
problemas de satde triviais até ent&o, como pneumonias e infeccdes urinarias. 2

A distribuicdo generalizada de cepas resistentes — presentes em 114 dos 129 paises que
compdem o Orgéo - aliado ao rapido desenvolvimento de tolerancia aos medicamentos ainda
ativos se constitui "uma ameaca as realizagfes da medicina moderna”, nas palavras da propria
OMS, com vias de tornar o presente seculo em uma era pds-antibidtica, “na qual pequenos
ferimentos e infeccdes comuns podem matar”.? Esses fatos reforcam a necessidade de maiores
investimentos em pesquisa e desenvolvimento de compostos com acgéo antibacteriana.

Dentre os micro-organismos que se destacam como ameaca a saude publica, ndo
apenas pelo desenvolvimento de cepas resistentes e pela alta letalidade, mas também devido a
grande dificuldade terapéutica intrinseca estd o Bacillus anthracis, uma bactéria aerobica
Gram positiva, com formato de bastonete, causadora do antraz ou carbtnculo® e endémica em
praticamente todas as regides do mundo, inclusive no Brasil.*”

Observada originalmente em animais herbivoros domésticos, essa doenca infecciosa
aguda acomete seres humanos por meio do contato, inalacdo ou ingestdo de esporos da
bactéria presentes na carne, sangue, la, couro ou outros tecidos de animais infectados, sendo
normalmente caracterizada por lesdes cutaneas pretas, mas que também pode afetar a regido
nasal, faringe, pulmdes, coragéo e intestinos, dependendo da rota de contaminag&o.*®

Apesar de ainda nao ser reportada a transmissdo direta entre seres humanos, a
possibilidade de formacdo de esporos altamente resistentes, capazes de permanecer Vviaveis
por décadas, aliada ao fato de que a forma respiratéria da doenca tem uma taxa de mortalidade
superior a 85% e de ndo haver um tratamento especifico’ tornam o B. anthracis um dos
organismos com maior potencial como arma biologica ou agente de bioterrorismo— proposito

para o qual ja foi utilizado em 2001, nos Estados Unidos, matando cinco pessoas. >°
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Assim como em outros micro-organismos patogénicos, o estabelecimento de
viruléncia pelo B. anthracis estd relacionado com sua capacidade de adquirir ferro, um
micronutriente essencial para seu crescimento e proliferagdo dentro do organismo
hospedeiro.’® Entretanto, ao contrario dos organismos superiores que sdo capazes de obter
esse nutriente a partir de suas dietas, as bactérias precisam adquiri-lo do ambiente, o que
fazem por meio da liberagcdo de agentes quelantes com alta afinidade por ferro denominados
sideré6foros.**

No B. anthracis dois sider6foros demonstram desempenhar um papel importante na
aquisicdo de ferro, a bacilobactina e a petrobactina (Figura 1).'* Entretanto apenas a
petrobactina apresenta-se como absolutamente essencial para o estabelecimento de viruléncia
em mamiferos™ pois além de apresentar uma afinidade por ferro cem vezes superior & da
transferrina — a principal proteina transportadora de ferro do plasma sanguineo™ — também
escapa de ser sequestrada pela siderocalina, uma proteina do sistema imunologico
especializada na captura de sider6foros com sitio de complexacdo catecolatos e que tem alta
afinidade por bacilobactina porém afinidade desprezivel por petrobactina.™

Figura 1 — Estruturas da bacilobactina (a) e petrobactina (b)
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A petrobactina foi originalmente isolada da bactéria marinha Marinobacter
hidrocarbonoclausticus, responsavel pela degradacdo de hidrocarbonetos presente no
petréleo, de onde o composto herdou seu nome.*® O grupo de genes (operon) asbABCDEF do
B. anthracis apresenta homologia com o operon responsavel pela biossintese de petrobactina
em Marinobacter, 0 que permitiu, por meio de investigacdes experimentais, a elucidacdo do
mecanismo de sintese bioldgica desse sideréforo em B. anthracis. *’

Esse mecanismo envolve a participacdo de trés unidades biossintéticas basicas -
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citrato, espermidina e A&cido 3,4-dihidroxibenzdico (3,4-DHB)."® Enquanto citrato e
espermidina sdo metabdlitos prontamente disponiveis a célula bacteriana, 3,4-DHB é um
precursor pouco usual especialmente quando se considera que grande maioria dos sider6foros
com grupos catecolatos utiliza o isémero estrutural 2,3-DHB." Essa diferenca pode estar
relacionada com a dificuldade de captura da petrobactina pelo sistema imunoldgico, sendo
entéo crucial para a elevada letalidade desse micro-organismo.™®

Através de mutagdes genéticas nos diferentes segmentos do operon asbABCDEF com
0 propdsito de inativar as enzimas por eles codificadas, Lee e colaboradores (2007)
observaram que todos os mutantes eram capazes de produzir 3,4-DHB, exceto quando a
mutacao ocorria no gene AsbF.?° Posteriormente, Fox e colaboradores (2008) demonstraram
através da superexpressdo desse gene em um hospedeiro Escherichia coli que a enzima asbF
atua na desidratacdo do 3-dihidroshikimato (3-DHS), um metabdlito da rota do é&cido
shikimico — relacionada com a biossintese dos aminoéacidos fenilalanina, tirosina e triptofano
em bactérias — convertendo esse composto em 3,4-DHB, 0 que a caracteriza como uma
dehidroshikimato desidratase. A reacéo catalisada por essa enzima esta esquematizada na

figura 2.

Figura 2 — Desidratacdo do acido 3-dehidroshikimico catalisada pela enzima AsbF

(@] (@]
HO/,'
' OH AsbF OH
>
HO ’_\ HO
o OH
acido 3-dehidroshikimico H,O acido 3,4-dihidroxibenzéico
(DHS) (3,4-DHB)

Fox e colaboradores também demonstraram que essa enzima tem uma exigéncia
absoluta por metais bivalentes, sobretudo magnésio, manganés e cobalto, tendo a eficiéncia
reduzida quando zinco, calcio ou niquel sdo utilizados. Além disso, o pH de funcionamento
otimo foi determinado como sendo entre 8,3 e 8,8, com uma atividade residual inferior a 15%
em pH fisiol6gico. Nesse mesmo ano, Pfleger e colaborados publicaram a estrutura
cristalografica da enzima (Figura 3).%

A analise da estrutura cristalografica obtida utilizando-se manganés como cofator
metalico mostra que a enzima apresenta estrutura terciaria em forma de barril, composta por
oito helices-a e oito folhas-p paralelas que se alternam, com a por¢do N-terminal se

localizando na parte interna do barril e a porcéo C-terminal na superficie.??
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Figura 3 — Estrutura cristalografica da enzima DHS desidratase (AsbF) de B. anthracis, conforme depositada
por Pfleger e colaboradores no Protein Data Bank (PDB ID: 3DX5)%

O produto da reacéo (3,4-DHB) foi encontrado coordenado ao sitio ativo, cercado por
residuos aromaticos fenilalaninas (255, 211, 104), tirosina-217 e histidina-144 e em interacdo
com as tirosinas 70 e 217, arginina-102, histidina-175, entre outros residuos, aléem de interagir
com o ion metalico. Através dessas observacdes estruturais e de mutagénese sitio-especifica
com o propésito de se descobrir os residuos chaves na catdlise enzimatica, Pfleger e
colaboradores propuseram o mecanismo demonstrado na Figura 4.%

Figura 4 — Mecanismo proposto para a catalise enzimética da desidratacdo de &cido 3-dehidroshikimico a acido
3,4-dihidroxibenzéico. Adaptado de Pfleger e colaboradores.??
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Considerando-se o papel primordial da petrobactina no estabelecimento de viruléncia
e, consequentemente, na alta taxa de mortalidade da infeccdo por Bacillus anthracis bem

como a importancia que o acido 3,4-dihidroxibenzoico desempenha dentre as unidades
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biossintéticas desse composto, a inibicdo da enzima DHS desidratase se constitui de um alvo
interessante para o desenvolvimento de novas terapias anti-antraz. Esse alvo € particularmente
estratégico na medida em que ndo h outro mecanismo conhecido de geracdo de 3,4-DHB
nesse micro-organismo tampouco existem enzimas homologas a esta em seres humanos.
Assim, no presente trabalho, a inibicdo de DHS desidratase é estudada por meio da
triagem in vitro de uma biblioteca de compostos, a quantificagdo comparativa da acao
inibitéria destes e a aplicacdo das metodologias computacionais de docking e simulacdo de
dindmica molecular na compreensao das caracteristicas estruturais responsaveis pela atuacdo
dessas moléculas como inibidores. O conhecimento dessas propriedades, por sua vez, visa 0
futuro planejamento racional de moléculas com maior poténcia, eficicia e seletividade e

potencial aplicacdo como antibiéticos contra o Bacillus anthracis e cepas relacionadas.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Estudar inibidores da enzima deidroshikimato desidratase por meio da triagem in vitro
de moléculas com potencial inibitério, determinacdo das caracteristicas estruturais
responsaveis pelos efeitos bioldgicos e da aplicacdo das metodologias computacionais de
docking e simulacdo de dindmica molecular na compreensédo das interagcdes enzima-inibidores
e no planejamento racional de moléculas com maior poténcia, eficacia e seletividade e com

potencial aplicacdo como antibioticos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Superexpressar 0 gene que codifica deidroshikimato desidratase do Bacillus anthracis em
celulas hospedeiras de Escherichia coli e purificar a enzima.

e Avaliar o potencial de uma biblioteca de moléculas na inibicdo da enzima e determinar as
concentragdes inibitdrias médias (1Csp) a fim de se elucidar o papel de grupos funcionais
ou subunidades estruturais no efeito farmacologico desejado pela comparagédo dos ICso.

e Realizar o docking computacional dos potenciais inibidores a fim de se avaliar o modo e a
intensidade das interacdes destes com a enzima, permitindo sua classificacdo de acordo
com a energia livre de interacdo (escores).

e Comparar os resultados experimentais e de docking e analisar qualitativamente os
resultados a fim de se determinar as caracteristicas estéreas e eletronicas essenciais que
uma molécula deve possuir para atuar como um potente inibidor dessa enzima.

e Simular por dindmica molecular os inibidores melhor classificados experimentalmente e
avaliar os resultados da simulacdo através de programas do pacote Gromacs.

e Aperfeicoar o docking computacional através da obtencdo de um conjunto de estruturas da
enzima, extraidas das simulacdes de dindmica molecular, visando a obtencdo um modelo
que permita predicGes quantitativas e a realizacdo da triagem virtual de novas moléculas.

e Planejar racionalmente novas moléculas visando um aumento da poténcia e eficacia
(diminuigdo do ICsp) e da seletividade (obtencdo de moléculas menos promiscuas) com
potencial aplicacdo como medicamentos no combate a antraz e outras infeccOes por

bactérias do género Bacillus.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 ENZIMAS

O processamento continuo de energia e informacdo dentro das células — a definicdo
bioldgica de vida - consiste em milhares de rea¢Ges quimicas individuais, que para serem
fisiologicamente Uteis necessitam ocorrer em velocidades que se enquadrem as necessidades
celulares e serem especificas, de tal forma que um determinado reagente sempre produza um
produto em particular, minimizando-se a formacdo de subprodutos nocivos ou inutilizaveis.
Por essa razdo, 0s organismos Vvivos desenvolveram um grupo especial de moléculas capazes
de aperfeicoar a eficiéncia e seletividade dessas reagcdes e impor ordem a este ‘“‘caos”
bioquimico intracelular, as enzimas.?®

De uma forma geral, enzimas podem ser definidas como uma classe de proteinas que
catalisam reagdes bioquimicas. Essas macromoléculas sdo notaveis ndo apenas por sua alta
complexidade estrutural tridimensional, resultado de um dobramento espontédneo de uma
cadeia polipeptidica linear, mas principalmente por suas propriedades cataliticas
impressionantes e muito superiores aos melhores catalisadores ja desenvolvidos pelo Homem,
muitas vezes demonstrando alta enantiosseletividade e enantioespecificidade com taxas de
reagdes que se aproximam da “perfei¢ao catalitica”.?*

As taxas de reacdo enzimaticas sdo normalmente de 10° a 10* vezes maiores do que as
taxas observadas para reacfes nao catalisadas e varias ordens de magnitude mais rapidas que
reacOes catalisadas quimicamente, mesmo ocorrendo em condi¢Ges reacionais muito mais
brandas que estas, como temperaturas inferiores a 100°C, pH neutro e pressdo atmosfeérica.
Além disso, enzimas apresentam grande capacidade de controle, na medida em que
respondem a variagdes de concentracdo de outros compostos que ndo sejam reagentes e
produtos, e raramente geram produtos secundarios, sendo, portanto especificas tanto na reacdo

que catalisam quanto nos reagentes (substratos) que necessitam.?*

3.1.1 Aspectos estruturais

Enzimas, assim outras proteinas, sdo constituidas de sequéncias lineares de a-
aminodcidos unidas por ligacdes amida, também chamadas de liga¢6es peptidicas. Essa cadeia
polipeptidica linear se dobra sobre si mesma gerando uma estrutura tridimensional Gnica.?*

Apesar dos amino&cidos existirem como isémeros L e D em funcdo da configuragdo

do carbono-a, todas as proteinas sdo compostas exclusivamente por L-aminoacidos, sendo,
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portanto moléculas intrinsecamente quirais. Ha apenas 20 L-aminoécidos diretamente
decodificados pelo codigo genético, os quais constituem todas as proteinas e variam na
natureza do grupo lateral ligado ao carbono-a.?® A estrutura, nomes e abreviaturas dos 20
aminoécidos proteinogénicos estdo mostradas no anexo A.

Quatro niveis estruturais distintos podem ser observados em proteinas. O primeiro
deles — a estrutura primaria — € constituido pela cadeia peptidica propriamente dita, na qual
cada aminoécido estd ligado ao seguinte por meio de ligagdes amida, formando uma
sequéncia de 100 até 1000 ou mais aminoacidos que contém toda a informacdo necessaria
para produzir a estrutura tridimensional das proteinas de uma forma geral e em particular a
atividade catalitica das enzimas.”

A sequéncia de aminoacidos de cada proteina é determinada por uma sequéncia de
nucleotideos em uma porgdo particular de DNA chamada de gene, que decodifica uma
proteina especifica em um determinado organismo. Inicialmente, essa sequéncia de DNA é
transcrita para uma sequéncia de RNA mensageiro. Essa sequéncia de RNA ¢ entdo traduzida
em proteina em conjuntos de trés bases nucleotidicas (c6don), com cada trio decodificando
um Unico aminoacido em um codigo universal, seguido pelos mecanismos de biossintese de
protefnas em todos 0s organismos.*®

Quando essa sequéncia linear de aminoacidos é formada a cadeia polipeptidica se
dobra espontaneamente formando a estrutura tridimensional das proteinas. Essa organizacdo
se inicia em grupos pequenos, entre 10 e 20 aminoacidos, que formam estruturas estaveis e
ordenadas entre si por meio de ligacGes de hidrogénio, isto é, ligagdes ndo covalentes entre
hidrogénio acidos (O-H, N-H) e pares de elétrons isolados. Esse nivel de organizacéo local é
chamado de estrutura secundaria, cujas trés formas mais comumente observadas sdo hélices-
o, folhas-p e curvas-p.?°

As hélices-a sdo formadas por uma unica cadeia peptidica, na qual as ligagdes de
hidrogénio ocorrem entre o oxigénio carboxilico de um aminoacido e o N-H de outro, quatro
residuo a frente na cadeia, como mostrado na figura 5. Cada aminoacido forma duas ligacdes
de hidrogénio, o que torna essa unidade estrutural muito estavel. Além disso, o formato de
hélice faz com que os grupos laterais dos aminoacidos apontem para fora, permitindo outras

interacdes que influenciam a estrutura total da enzima.?*
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Figura 5 — Padrédo de ligacdes de hidrogénio que forma a estrutura de uma hélice-o (a) e representagdo da
estrutura tridimensional formada com cadeias laterais dos aminoacidos orientadas para o exterior da hélice (b).
Adaptado de Bugg (2012)*
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As folhas-p sdo formadas por duas ou mais cadeias peptidicas unidas por uma série de
ligacGes de hidrogénio entre as cadeias, que podem ser paralelas, quando seguem a mesma
orientagdo amina-carbonila ou antiparalelas, quando seguem dire¢es opostas (Figura 6).
Folhas-p antiparalelas acabam sendo mais estaveis devido a um melhor posicionamento das
ligacGes de hidrogénio. Curvas-p, por sua vez, sdo estruturas formadas na porgédo final de uma
folha-B e que levam a uma volta de 180° na dire¢ao da cadeia polipeptidica (Figura 6¢).

Figura 6 — Estrutura e padréo de interag@es de folhas-f antiparalelas (a), paralelas (b) ¢ de uma curva-f3.
Adaptado de Bugg (2012)*
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O empacotamento conjunto de diversos elementos de estrutura secundaria forma uma
conformacdo global estavel denominada de estrutura terciaria. Esse empacotamento esta
relacionado com o deslocamento dos grupos laterais hidrofébicos dos aminoacidos para parte
interna da proteina e dos grupos laterais hidrofilicos para a superficie da mesma, o que produz
no caso das enzimas, sua forma cataliticamente ativa. Proteinas grandes muitas vezes sdo
formadas por mais de uma estrutura terciaria, que se ligam formando homodimeros, trimeros,
tetrdmeros ou mesmo formadas por unidades ndo idénticas. Esse nivel mais elevado de

organizagdo é chamado de estrutura quaternaria.?
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3.1.2 InteragBes enzima-substrato e catélise enzimética

Apesar de quase todas as enzimas serem proteinas, nem todas as proteinas séo
enzimas. A diferenca reside na atividade catalitica que as enzimas possuem e que esta
relacionada com uma parte da estrutura terciaria denominada sitio ativo, que corresponde
entre 10 e 20% do seu volume total, onde a “quimica enzimatica” acontece.?*

O sitio ativo é geralmente uma fenda ou cavidade hidrofébica que contém um arranjo
de grupos laterais capazes de se ligar ao substrato e realizar a reacdo enzimatica. Em alguns
casos, o sitio ativo também contém um ou mais cofatores que podem ser ions metalicos, como
Mn?* e Mg?®*, complexos metalicos ou compostos organicos ndo proteicos cujo papel é
auxiliar a catélise enzimatica.”

A alta seletividade ao substrato — por vezes até enantiosseletividade — esta relacionada
com a natureza quiral do sitio ativo, que € capaz de executar uma série de interagdes nao
covalentes especificas entre enzima e substrato. Essas interacdes podem ser de quatro tipos:

1) InteracOes eletrostaticas: ocorrem entre substratos que contém grupos ionizaveis
eletricamente carregados em pH fisiologico, os quais se ligam a residuos com
grupos laterais de carga oposta. E o que ocorre, por exemplo, com &cidos
carboxilicos que em pH 7 estdo negativamente carregados (anion carboxilato), os
quais podem interagir com residuos positivamente carregados nessas condicoes,
como a guanidina de uma arginina ou 0 grupo s-amino lateral protonado de uma
lisina. Esse tipo de interacdo tem energia de ligacdo entre 25-50 kJ/mol, porém
sendo um potencial couldmbico, sua intensidade € inversamente proporcional a
distancia entre as cargas (1/r).

2) Ligacdo de hidrogénio: interacbes formadas entre um aceptor de ligacdo de
hidrogénio que contém um par de elétrons isolado e um doador de ligacdo de
hidrogénio contendo um hidrogénio acido. Esse tipo de interacdo é muito utilizada
para coordenar substratos com grupos polares e sua forca depende tanto da
natureza quimica quanto do alinhamento geométrico dos grupos interagentes. As
energias de ligacdo para aceptores/doadores neutros é da ordem de 2-7,5 kJ/mol
enquanto que com aceptores/doadores eletricamente carregados esse valores
aumenta para 12,5-25 kJ/mol.

3) Interacdes ndo-polares (Van der Waals): sdo interacdes decorrentes dos contatos
interatdbmicos do subtrato com sitio ativo. Devido ao formato altamente

complementar com o substrato, a soma das interacGes de Van der Waals pode ser
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significativamente substancial (50-100 kJ/mol) ainda que as intera¢des individuais
sejam tdo pequenas quanto 6-8 kJ/mol. A intensidade dessas interagfes varia com
1/r°, sendo, portanto de curtissimo alcance e requerendo um bom “encaixe” do
substrato no sitio ativo.

4) Interacdes hidrofobicas: esse tipo de interacdo esté relacionado com a tendéncia
de moléculas organicas hidrofobicas se agregarem e extrairem em solventes
apolares ao invés de permanecer em solucdo aquosa. Esse processo €
energeticamente favoravel na medida em que maximiza das liga¢des de hidrogénio
da agua as quais seriam rompidas pela presenca e solvatacdo da molécula organica.
Se 0 substrato contém um grupo ou superficie hidrofébica havera um ganho
energético se essas porcles puderem interagir com grupos hidrofébicos do sitio
ativo.?

Uma vez tendo complexado o substrato, a enzima entéo realiza a catalise da sua reagéo
especifica por meio de grupos cataliticos do sitio ativo e finalmente libera seu produto de
volta a solucdo. Trés tipos principais de mecanismos podem ser definidos para a compreensao
da acdo enzimatica: catalise acido-basica, catalise covalente ou nucleofilica e catalise
eletrostatica.®

A catalise acido-béasica estd envolvida em todos 0s processos enzimaticos que
envolvem transferéncia de prétons, sendo poucas as enzimas que ndo possuem grupos acidos
ou bésicos cataliticamente ativos. A catalise acida envolve a ativacdo do substrato por meio da
sua protonacdo por um residuo cataliticamente ativo enquanto que na catalise basica o
substrato é desprotonado ou entdo agua é desprotonada antes de atacar o substrato (Figura
7)_23

Figura 7 — Mecanismo geral da catalise enzimatica acida (a) e basica (b). Adaptado de Bugg (2012)
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Apesar do pequeno nimero de aminoéacidos com grupos laterais ionizaveis e de operar

em condigdes fisiologicas, uma ampla faixa de pKa’s € obtida para os residuos do sitio ativo
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gracas ao microambiente criado pela estrutura tridimensional da enzima. Assim, por exemplo,
a aproximagdo de um residuo positivamente carregado a uma amina torna sua forma
protonada termodinamicamente menos favoravel e reduz seu pKa, permitindo que esta possa
atuar como uma base sobre o substrato mas como um &cido sobre a &gua, mediando a
transferéncia de protons. Ou ainda colocando residuos cataliticamente ativos em regides
hidrofobicas, o que desfavorece sua forma eletricamente carregada, alterando drasticamente
seu pKa.?

A catalise covalente envolve o ataque nucleofilico de um residuo do sitio ativo ao
substrato, formando uma ligagdo covalente entre a enzima e o substrato, e, portanto um
intermediario covalente no mecanismo da reacdo, como exemplificado no mecanismo da
acetoacetato decarboxilase (Figura 8). O nucleéfilo mais poderoso disponivel ao sitio ativo
enzimatico € o grupo tiol da cisteinas, que pode ser desprotonado para formar o anion tiolato,
ainda mais nucleofilico, seguido do grupo e-amino de lisinas, muito utilizado para formacéo
de ligacbes imina com grupos cetona de substratos, aléem de oxigénios nucleofilicos de
serinas, treoninas, tirosinas e os residuos carboxilados.?*

Figura 8 — Mecanismo da enzima acetoacetato decarboxilase ilustrando como se processa a catélise enzimética
nucleofilica ou covalente. Adaptado de Bugg (2012)
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A catalise eletrostatica esta relacionada com a estabilizacdo de intermediarios
carregados por meio da formacdo de ligacbes ibnicas com residuos eletricamente carregados
ou cofatores metalicos como zinco e magnesio. As propriedades de acidos de Lewis de ions
metélicos tem especial aplicacdo enzimatica na medida em que, sendo aceptores de elétrons,
permitem a ativacdo de substratos ou mesmo da agua, cujo pKa pode ser reduzido a ponto de

atuar como um nucledfilo, como o que ocorre na enzima termolisina (Figura 9).

21



Figura 9 — Mecanismo de atuacdo de termolisina, demonstrando a atuagéo de um cofator eletricamente
carregado na catalise enzimética. Adaptado de Bugg (2012) %
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3.1.3 Inibidores Enzimaticos

A inibicdo enzimatica ocorre quando uma molécula diferente do subtrato se liga ao
sitio ativo e previne a reacdo enzimatica de ocorrer. Ha dois tipos principais de inibidores
normalmente observados: os reversiveis, compostos que se ligam de forma nédo covalente ao
sitio ativo ou outra por¢do da enzima, impedindo o substrato de se coordenar e os inibidores
irreversiveis, que se ligam permanentemente a enzima por meio da reacdo com algum residuo
do sitio ativo formando uma ligacdo covalente. O sitio ativo é entdo permanentemente
bloqueado e a enzima irreversivelmente desativada.?

Esse tipo de inibidor geralmente contém grupos funcionais eletrofilicos como
substituintes halogénio ou epoxido que sofrem um ataque nucleofilico de algum residuo do
sitio ativo (catalise enzimatica nucleofilica) produzindo um complexo energeticamente mais
estavel e levando & modificacdo covalente permanente desse residuo.?*

Os inibidores reversiveis — mais comumente observados — podem ser de trés tipos
principais: competitivo, anti-competitivo e ndo competitivo, os quais variam em funcdo da
natureza da interagdo com a enzima e do efeito que produzem na cinética enzimatica (Figura
10).%
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Figura 10 — Esquema da interacdo enzima-substrato (a) e da agdo de inibidores competitivos classicos (b), anti-
competivos (b) e ndo-competitivos (c). Adaptado de Tymoczko (2010).2
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Os inibidores competitivos (Figura 10b) sdo moléculas que se assemelham
estruturalmente ao substrato (S) e se que ligam ao sitio ativo da enzima (E) impedindo que o
subtrato possa interagir e de fato competindo com este pelo sitio ativo. Nessa situacdo, a
enzima pode se ligar ao substrato, formando o complexo ES ou se ligar ao inibidor (complexo
El) mas ndo pode se ligar aos dois a0 mesmo tempo (ESI).*®

Esses inibidores reduzem a velocidade da reacdo enzimética por reduzirem a
proporcao de moléculas de enzima ligadas ao substrato. Assim, a acdo desses inibidores pode
ser desfeita aumentando-se a concentracdo de substrato, o que favorece a formacdo do
complexo ES — e consequentemente a reacdo enzimatica — por deslocar o equilibrio
termodinamico a favor dessa reac&o.

Inibidores anti-competitivos se distinguem pelo fato do inibidor se ligar apenas ao
complexo enzima-substrato e ndo a enzima sozinha. Para esse tipo de inibidor, o sitio de
ligacdo é criado apenas quando a enzima se liga ao substrato (Figura 10c) e a inibicdo ndo
pode ser superada pela adicdo de mais substrato.?

Inibidores ndo-competivos, por sua vez, podem se ligar tanto a enzima (EI) quanto ao
complexo enzima-substrato (ESI), na medida em que o inibidor e o substrato interagem em
porc¢des distintas da enzima (Figura 10d). Esse tipo de inibidor atua reduzindo a nimero geral
de moléculas de enzima ativas ao invés de apenas diminuir a propor¢do de enzima ligada ao
substrato e por essa razdo a inibicdo ndo diminui com o aumento da concentracdo do

substrato. %
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Tendo em vista o papel primordial que as enzimas desempenham no controle dos
processos metabolicos e nos mecanismos de biossintese celular, ndo é surpresa que mais de
47% de todas as drogas atualmente comercializadas tenham como alvo a inibicéo dessa classe
de biomoléculas, segundo Copeland (2013),*° a exemplo do ibuprofeno e do &cido
acetilsalicilico, dois dos medicamentos mais consumidos do mundo 0s quais atuam na
inibicdo de ciclooxigenase, enzima responsavel pelo estabelecimento de respostas
inflamatérias.?’

Inibidores enzimaticos também se destacam pela aplicagdo como antibioticos,
sobretudo devido a existéncia de enzimas essenciais em bactérias que ndo possuem
homologos em organismos superiores, limitando os possiveis efeitos colaterais desses
compostos. 2?®

Um dos primeiros exemplos de inibidor enziméatico com agdo antibiotica foi a
sulfanilamida, composto estruturalmente similar ao &cido p-aminobenzbdico (PABA), um
metabolito requerido por bactérias na biossintese do acido folico, composto essencial em
diversas fungdes bioquimicas. A sulfanilamida atua como inibidor competitivo da enzima que
metaboliza PABA, inviabilizando a célula bacteriana, mas sem qualquer efeito sobre humanos

que adquirem acido félico exclusivamente pela dieta.?

3.2 DOCKING MOLECULAR

O docking ou ancoragem molecular em uma traducéo literal do inglés € uma
metodologia utilizada para a predicdo computacional da energia de interacdo e da estrutura de
complexos ligante-receptor, no qual o ligante € uma pequena molécula e o receptor €
normalmente um alvo macromolecular, como uma proteina ou acido nucleico, tendo especial
aplicacdo do estudo da forma de atuacéo e na otimizacéo de inibidores enziméticos.?®

Em linhas gerais - considerando-se 0 caso enzimatico - o docking se constitui em dois
processos inter-relacionados que sdo a amostragem ou busca das possiveis conformac6es do
ligante no sitio ativo da enzima e a classificacdo dessas conformac6es (em termos de energia
livre) por meio de uma funcdo de escore. lIdealmente os algoritmos de busca devem ser
capazes de reproduzir o modo de ligacdo experimental e a funcéo de escore deveria classificar
esse modo como o melhor entre todas as conformacdes geradas.*!

O problema, entretanto, estd no fato do docking molecular envolver um grande
namero de graus de liberdade, pois além dos seis graus de liberdade translacional e rotacional

de cada molécula, os inumeros graus de liberdade conformacional, sobretudo do receptor
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macromolecular, necessitariam ser considerados, gerando um nimero enorme de possiveis
modos de ligacdo entre as duas moléculas e demandando um custo computacional proibitivo
para se amostrar todas as configuragdes possiveis. 2°2

Diversas metodologias de docking distintas tém sido desenvolvidas para abordar esse
problema, as quais se distinguem no nimero de graus de liberdade que ignoram. O caso mais
simples - e computacionalmente mais econdmico - é considerar o ligante e o receptor como
sendo corpos rigidos, resumindo o problema aos seis graus de liberdade translacionais e
rotacionais.*

Essa ideia, baseada no conceito de chave-fechadura proposto por Emil Fisher em
1894, se fundamenta na premissa de que alta especificidade de uma enzima por seu substrato
esta relacionada a complementaridade geométrica tal como uma chave é complementar a uma
Unica fechadura. Dessa forma, essas metodologias buscam encontrar moléculas com um alto
grau de complementaridade espacial com o sitio ativo.? A flexibilidade do ligante pode ser
considerada por meio do docking de um conjunto pré-calculado de conformac6es distintas,
mas n&o no docking em si.*

O comportamento real, entretanto, estd mais relacionado ao modelo de encaixe
induzido, postulado por Daniel Koshland em 1958, no qual a interacéo inicial relativamente
fraca do substrato com o sitio ativo induz alteracbes conformacionais tanto na enzima quanto
no ligante que provocam o fortalecimento dessa interacdo (encaixe perfeito) e o ajuste dos
residuos do sitio ativo para as posicdes precisas que possibilitam a catalise enzimatica.”

Como a consideracdo da flexibilidade do ligante e do receptor é custosa
computacionalmente, o melhor custo-beneficio entre exatiddo e tempo computacional é essa
situacdo intermediaria, amplamente implementada em diversos softwares como AutoDock e
FlexX.*!

Essa situacdo intermediaria - e mais comumente utilizada - diz respeito a considerar o
ligante flexivel e o receptor rigido, o que representa uma significativa evolucdo em relacéo ao
modelo chave-fechadura, mas ainda é incapaz de expressar apropriadamente a natureza
flexivel e dinamica da interacdo enzima-ligante em condices fisioldgicas.****

No outro extremo esta a consideracdo de todos os graus de liberdade do sistema, que
pode ser realizada por meio de simulacdo de dindmica molecular (MD, do inglés molecular
dynamics). Ao mover cada atomo do sistema independentemente dos demais, ha a
representacdo completa da flexibilidade do ligante e da proteina. Entretanto, o progresso em
passos muito pequenos e a impossibilidade de sobrepujar grandes barreiras de energia

conformacional — 0 que pode levar a amostragem inadequada das possiveis conformacdes —
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aliado ao elevado custo computacional impossibilita a aplicacdo dessa técnica no estudo de
bibliotecas de moléculas, ainda que pequenas.”®*"

Vaérios outros métodos tem sido implementados para a consideracdo da flexibilidade
do receptor. O mais simples, chamado de ‘“soft-docking”, consiste em reduzir a energia de
repulsdo de Van der Waals na fungéo de escore, permitindo assim certo grau de sobreposi¢ao
atbmica entre o ligante e o receptor, 0 que ndo inclui adequadamente a flexibilidade, mas é
computacionalmente eficiente e representa alguma melhora em relacdo a estrutura
completamente rigida.*

Outra possibilidade é a utilizacdo de bibliotecas de rotdmeros, um conjunto de
conformacdes das cadeias laterais dos aminoéacidos determinadas pela anélise estatistica de
dados cristalograficos experimentais, permitindo a consideracdo da flexibilidade dessas
cadeias laterais em uma amostragem relativamente rapida. Diversas cadeias laterais podem
ser selecionadas e amostradas simultaneamente com o ligante, enquanto as outras por¢des do
receptor permanecem rigidas.?*!

Recentemente, uma nova metodologia tem se destacado na amostragem da
flexibilidade do receptor, unindo a dindmica molecular aos métodos classicos de docking, o
chamado ensemble docking. Por essa metodologia, um conjunto de conformagdes distintas do
receptor macromolecular é obtido a partir da simulacdo por dindmica molecular (ou de uma
série de estruturas experimentais distintas, se disponiveis) e os ligantes sdo docados
sequencialmente nessas diversas estruturas do receptor.®

Além de ser computacionalmente mais eficiente que realizar a simulacdo de dindmica
molecular de cada ligante individualmente, essa estratégia permite a selecdo da melhor
estrutura do receptor para a interacdo com cada ligante e se fundamenta no modelo de selecéo
conformacional, uma diferente perspectiva do encaixe induzido, que afirma que ligantes
interagem seletivamente com uma conformacédo especifica dentre um conjunto de possiveis

conformagdes do receptor.?®33

3.2.1 Algoritmos de busca

Diversos algoritmos de busca diferentes foram criados na tentativa de reproduzir
satisfatoriamente o modo de ligacdo experimental, 0s quais se encontram amplamente
implementados em softwares de docking molecular, com destaque para os algoritmos de

correspondéncia, construcio incremental, Monte Carlo e algoritmos genéticos. %%
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Algoritmos de correspondéncia se baseiam no mapeamento do formato molecular de
um ligante no sitio ativo em funcéo de caracteristicas estruturais e informacéo quimica tais
como grupos doadores ou aceptores de ligacdo de hidrogénio. Nessa metodologia, a proteina e
0 ligante sdo representados por grupos farmacoféricos - o conjunto de caracteristicas
eletrnicas e estéreas que caracterizam subunidades estruturais e grupos funcionais.?®

A distancia entre grupos farmacoforicos complementares na enzima e no ligante é
calculada para cada diferente conformacdo do ligante, predominando as combinacgdes que
maximizem as interacdes e diminuam as distancias. Devido a rapidez esse tipo de algoritmo é
muito aplicado na triagem computacional de bibliotecas de moléculas na busca por compostos
lideres, compostos com possivel aplicacdo farmacéutica em funcéo de alta poténcia.*

Nos métodos de construcdo incremental (IC) o ligante é divido em diversos

fragmentos pela quebra das ligagdes moveis e um desses fragmentos, chamado de ancora -
geralmente o maior ou com o papel funcional mais significante na interacdo com a enzima - €
docado no sitio ativo primeiro. Os demais fragmentos séo entdo acrescentados um a um em
diferentes orientagfes de forma a se encaixar no sitio ativo da forma mais satisfatoria
possivel.*!
Os algoritmos genéticos e de Monte Carlo fazem parte dos métodos estocasticos, isto
é, cada novo estado do sistema tem origem em um evento aleatério. Assim, 0 espaco
conformacional é examinado pela modificacdo aleatoria da conformacdo do ligante,
possibilitando mudancas grandes e saltos na barreira de energia potencial e permitindo a
consideracdo de configuracdes que ndo seriam aceitas em um método sequencial.?*>!

Os algoritmos de busca Monte Carlo geram um conjunto aleatdrio de configuracdes do
ligante por meio de rotacdes, translacbes e rotacdo de ligacbes. Cada uma dessas
conformac6es € entdo avaliada por um critério de selecdo baseado na energia. Se passar por
esse critério, essa configuracdo sera armazenada e modificada para gerar a proxima
conformacéo, repetindo-se esse processo até que um numero pré-definido de conformacdes
seja obtido.?%

Os algoritmos genéticos, por sua vez, foram inspirados na teoria da evolucdo de
Darwin e se baseiam na codificacdo dos graus de liberdade do ligante em cadeias binarias
denominadas "genes". Esses genes se organizam formando “cromossomos”, cada um
representando uma determinada configuracdo do ligante. Um operador genético atua
promovendo mutacbes - a troca aleatoria de um desses genes por outro - ou entdo
cruzamentos, no qual por¢des do gene sdo trocados entre um cromossomo e outro, 0 que gera

uma nova configuracao estrutural para o ligante.*
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Essas novas estruturas sdo avaliadas pela funcdo de escore e aquelas que
sobreviverem, isto €, superarem a linha de corte, serdo usadas para a proxima geragdo. Essa é
a metodologia implementada no software AutoDock, e de forma aprimorada no AutoDock
Vina, o programa de docking utilizado nesse trabalho.**

3.2.2 Fungéo de Escore

Os algoritmos de busca sdo capazes de produzir um conjunto amplo de possiveis
solugdes, algumas das quais podem ser facilmente desconsideradas em fungdo de sua alta
energia por colidirem com a enzima. As outras possibilidades, entretanto, precisam ser
classificadas de modo que a orientacdo do complexo proteina-ligante mais préxima da
“verdadeira” seja encontrada e de que seja possivel classificar um conjunto de ligantes em
razdo de suas capacidades de ligacdo — o que é primordial na triagem virtual de compostos.
Essa classificacéo é feita pela funcéo de escore.*

Devido ao grande numero de orientagdes que sdo geradas durante uma simulacdo de
docking, a classificacdo das solucdes necessita ser realizada de forma rapida. Por essa razao,
as funcdes de escore normalmente envolvem uma estimativa ao invés de um céalculo preciso
da energia livre de ligacdo proteina-ligante, adotando diversas suposicfes e
simplificacdes.**

As funcdes de escore mais amplamente utilizadas sdo aquelas baseadas em campos de
forca, que avaliam a energia livre de ligacdo por meio da soma das interacbes ndo ligadas
como interacdes eletrostaticas e de Van der Waals. As interacdes eletrostaticas sdo calculadas
por potenciais de Coulomb utilizando uma funcdo dielétrica dependente da distancia ao inves
de considerar a enzima como um conjunto de cargas pontuais, ao passo que 0s termos de Van
der Waals sdo descritos por potenciais de Lennard-Jones, ajustados para controlar quao
préximo o contato entre os atomos da proteina e do ligante podem ser aceitaveis.

O calculo dessas funcdes, que convergem a distancia infinita, € computacionalmente
custoso. Assim, um raio de corte é utilizado para as interacBes ndo ligadas, o que acaba
reduzindo a exatiddo dos efeitos de longo alcance envolvidos na ligacdo. A funcédo de escore
do software AutoDock é baseada no campo de forcas AMBER® e inclui termos de Van der
Waals, ligacbes de hidrogénio, interacdes eletrostaticas, entropia conformacional e
dessolvatacdo, em que cada termo é ponderado por um fator obtido a partir de um conjunto de

dados experimentais.®**°
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As funcdes de escore empiricas decompdem a energia livre em diversos componentes,
como ligacbes de hidrogénio, interacfes ibnicas, efeitos hidrofdbicos, entre outras, que séo
multiplicados por um determinado coeficiente e somadas para produzir o escore final. Esses
coeficientes sdo obtidos pelo ajuste de funcbes de regressdo em conjuntos de complexos
protefna-ligante com energias livres de ligacdo conhecidas.?**

H& ainda fungdes de escore baseadas no conhecimento de estruturas cristalinas, na
qual as distancias e frequéncias de contato interatbmico de complexos enzima-ligante
conhecidos séo utilizadas para parametrizar o campo de forcgas e depois aplicados a sistemas
em geral, além do escore de consenso, que combina diversas metodologias diferentes para
avaliar as conformacBes de docking. Nesse método, uma determinada configuracdo do
complexo enzima-ligante s6 serd aceita quando apresentar um bom escore em todas as

diferentes metodologias de escore aplicadas.”®

3.3 DINAMICA MOLECULAR

A simulacdo por dindmica molecular (DM) é um dos métodos computacionais mais
amplamente utilizados no estudo de macromoléculas biolégicas como enzimas, receptores,
4cidos nucleicos e até mesmo agregados macromoleculares como membranas celulares.®

Tais sistemas, compostos por um namero muito grande de atomos, ndo podem ser
tratados quanticamente em funcdo da complexidade matematica das equacbes envolvidas,
sobretudo em funcéo dos graus de liberdade eletronicos, o que demandaria um elevado custo
computacional e um tempo de processamento proibitivo. %

Nesses sistemas, efeitos de natureza quantica podem ser incorporados dentro de uma
descricdo classica, na medida em que as massas e energias envolvidas sdo muito maiores que
as envolvidas em fendmenos quanticos, permitindo uma descricdo continua das transferéncias
de energia e a aplicacdo da termodinamica estatistica na determinacdo das suas propriedades
macroscopicas, sem perdas importantes da exatiddo frente ao resultado real.*

A ideia central da dindmica molecular é estudar a evolucao temporal das particulas de
um sistema do qual se conhecem o0s potenciais de interacdo entre as particulas e as equacdes
gue regem seu movimento. Assim, conhecendo-se as posicdes e velocidades iniciais das
particulas que compdem o sistema, pode-se calcular as forcas que atuam sobre cada um delas
em funcdo da interacdo com as demais e determinar novas posicdes e velocidades em um

instante posterior por meio das equacdes do movimento de Newton.*
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Essas novas posicdes sdo entdo utilizadas para calcular novas forgas, que produzem
novas posicdes e velocidades e assim sucessivamente, gerando-se trajetorias moleculares para
todo o sistema. Através das médias dessa trajetéria as propriedades macroscopicas podem ser
determinadas.™

A realizagdo de uma simulacdo de dindmica molecular envolve quatro etapas
fundamentais, que sdo a inicializacdo, o calculo das forgas exercidas sobre cada particula
devido a interacdo com as demais, a integracdo das equagdes do movimento e a amostragem,
que envolve a andlise e o armazenamento das trajetorias. O célculo de forcas e a
movimentacdo das particulas é realizado recursivamente durante o intervalo de simulagdo
determinado.**%

A inicializacdo consiste na determinacdo da configuracdo inicial do sistema (as
posicOes de cada atomo) e a das velocidades iniciais, que podem ser nulas para o sistema
evoluir a partir do repouso ou determinadas pela temperatura numa distribuicdo de Maxwell-
Boltzmann.*

Em sistemas biologicos, como é o caso de enzimas, as posi¢des iniciais dos atomos e
seus modos de ligacdo sdo geralmente obtidas a partir da estrutura cristalografica da
macromolécula. Outras moléculas (ligantes) podem ja estar previamente na estrutura
experimental ou serem colocadas computacionalmente, inclusive por meio de docking
molecular, em uma posicdo favoravel & interacdo com a enzima.**

O sistema é entdo centrado em uma caixa de simulacdo, normalmente cubica, a qual se
adicionam um determinado numero de moléculas de solvente tal que a densidade numerica
corresponda a densidade real nas condicdes desejadas, além de contra ions para neutralizar
quaisquer cargas residuais do sistema. Uma minimizacao de energia € normalmente efetuada
para reacomodar todas as moléculas dentro da caixa, eliminando possiveis sobreposicdes
atdbmicas que prejudicariam o calculo de forgas.*>*

A fim de se eliminar efeitos relacionados com a borda da caixa de simulacéo,
condicdes periddicas de contorno sao definidas. Para isso, cdpias idénticas da caixa original
sdo dispostas em todas as dire¢fes ao redor da caixa central e suas particulas devem se mover
de maneira idéntica a da caixa principal. Dessa forma, se um atomo sai por uma das seis faces
da caixa principal, sua imagem periodica entra pela face oposta com velocidade idéntica ao
que saiu. Assim, o nimero de particulas permanece inalterado durante toda a simulacéo.®!=®

Um problema surge ao se utilizar condicGes periddicas de contorno que € a
possibilidade de interacdo entre uma particula e diversas imagens periddicas de outra, 0 que

eleva o custo computacional. Quando essa interacdo é de curto alcance (potencial de Lennard-
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Jones) utiliza-se a convencgdo da imagem minima, segundo a qual uma determinada particula
pode interagir apenas com a imagem mais proxima de outra. Além disso, define-se um raio de
corte para esses potenciais, a partir do qual a interacdo € considerada nula, evitando-se a
interacdo com sua propria imagem ou com a mesma particula duas vezes.*

Para as interacOes de longo alcance (potencias de Coulomb), cujas forgas decaem
lentamente com a distancia, limitar um raio de corte compromete severamente os resultados
da simulagdo. Assim, a forca de interacdo entre duas particulas é substituida por uma forca
efetiva, calculada pelo método de Ewald, que soma as interacfes de uma particula com todas
as imagens periodicas de outra, convergindo no limite infinito, como é o caso do método PME
(do inglés, Particle Mesh Ewald), uma das variantes da soma de Ewald, que apresenta melhor
precisdo e velocidade de processamento.**%

A etapa seguinte, o calculo de forcas, € a etapa mais custosa computacionalmente e
inicia-se com a determinacdo das distancias entre os atomos, comprimentos e angulos de
ligagdo, angulos diedros e dos raios de interagdes inter e intramoleculares de curto e longo
alcance. As forcas resultantes sobre cada uma das particulas sdo entdo calculadas
numericamente segundo um conjunto de equacdes e parametros denominado campo de
forcas.®

Esse campo descreve as interagdes intra e intermoleculares como funcbes potenciais
classificadas como potenciais ligados e ndo ligados.****

Os potenciais ligados se referem aos estiramentos e deformacbes angulares das
ligacGes quimicas bem como a tor¢do de angulos diedros proprios e improprios, movimentos
que envolvem dois, trés ou quatro atomos, respectivamente. As interacdes de atomos nédo
ligados séo tratadas por potenciais efetivos, compostos por uma soma de termos que incluem
a repulsdo das nuvens eletrénicas e a atracdo de Van der Waals - comumente descrita pelo
potencial de Lennard-Jones - ambos de curto alcance, e o termo eletrostatico de Coulomb, de
longo alcance. 3*3°

Com excec¢do dos atomos vizinhos que estdo quimicamente ligados, a interacdo entre
0s atomos de uma mesma molécula também é descrita por potenciais ndo ligados. Essas
interacdes estdo intimamente relacionadas com a formacdo da estrutura tridimensional das
macromoléculas bioldgicas, sendo imprescindivel sua parametrizacdo adequada para a
simulacéo satisfatdria desse tipo de sistema.*

Diversos campos de forca foram desenvolvidos para o estudo dos mais diversos
sistemas, com destaque para os campos AMBER®, CHARMM® e GROMOS®, que

apresentam uma boa parametrizagdo para simulagdes de biomoléculas em geral. O campo de
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forcas AMBERO3, utilizados nesse trabalho é do tipo all-atom, isto é, todos os &tomos do
sistema, inclusive hidrogénios apolares sdo descritos explicitamente, ao contrario dos campos
da familia. GROMOS, que sdo do tipo united atom, ndo explicitando hidrogénios alifaticos,
mas sim o0s unindo aos 4tomos pesados visando o aumento do desempenho computacional.*>

Apo6s o célculo das forcas, a movimentacdo das particulas é realizada por meio da
resolucdo das equacOes diferenciais do movimento que as controlam. Como o sistema é
conservativo, isto é, o potencial interno ndo depende das velocidades nem do tempo, a forca
resultante (F;) atuando sobre uma determinada particula i (ja calculadas pelo campo de forca)
em um determinado instante de tempo t, é uma funcdo apenas das coordenadas da particula

(ri) segundo a equacao classica do movimento newtoniano:

dzri Fl(t
gz = I (t) = —i (1)

a; =

Onde a; € a aceleracdo da particula, m; é sua massa e r; sua posicdo no tempo t.
Assim, conhecendo-se a forca resultante e a massa das particulas, suas posi¢cbes em um tempo
(t + or) podem ser determinadas, em que oz, normalmente da ordem de femtossegundos
(10™s), é chamado de passo de integracdo. Diversos algoritmos de integracdo numérica
podem ser utilizados na simulacdo de DM, com destaque para os algoritmos de Verlet e leap-
frog.®

Apos o calculo das novas posicoes e velocidades (atualizacao da trajetoria), as forcas
resultantes sdo novamente calculadas, produzindo outras posicdes e velocidades, processo que
se repete alguns milhdes de vezes, de tal forma que intervalos da ordem de dezenas a centenas
de nanossegundos sejam simulados.****

Naturalmente, a memoria necessaria para armazenar as informacdes de posicéo,
velocidades e aceleracdo em trés dimensdes para todas as particulas que compdem o sistema
em cada um desses milhdes de passos é absolutamente grande. Por essa razdo, ap6s um
determinado nimero de etapas ou passos de integracdo pré-determinados, as trajetoria sao
gravadas, num processo chamado de amostragem.*** Com as trajetdrias do sistema,
expressas em funcao das posicdes e velocidades atdbmicas, propriedades termodinamicas como
a energia interna, entalpia e capacidade calorifica, propriedades estruturais e propriedades

dindmicas podem ser determinadas.*!
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4 METODOLOGIA

4.1 METODOS EXPERIMENTAIS
4.1.1 Clonagem, superexpressao e purificacdo da enzima DHS desidratase

O gene AsbF que decodifica dehidroshikimato desidratase em Bacillus thuringiensis
97-27 foi clonado nos sitios de restricdo Ndel/EcoRI de um vetor pET28a(+) similarmente
digerido para expressio em Escherichia coli. O vetor resultante, denominado
pDTF _asbF 1191, foi transformado em E. coli BL21 utilizando-se o método de choque
térmico.

Essa etapa do trabalho foi realizada por Dr. David T. Fox e equipe no Laboratorio
Nacional de Los Alamos (Los Alamos, Estados Unidos). Todas as demais etapas
experimentais foram realizadas pelos autores no Laboratorio de Biogquimica da Northern
Arizona Univeristy (Flagstaff, Estados Unidos) sob supervisdo do Dr. Andrew Koppisch e da
Dra. Cindy Browder, com suporte financeiro da Capes por meio do programa Ciéncia sem
Fronteiras.

Uma colonia piloto de E. coli transformada com o vetor pDTF _asbF 1141 foi
cultivada em 10 mL de meio de cultura Luria-Bertani (LB) na presenca de canamicina (50
pg/mL) a 37°C de um dia para o outro. Essa colonia foi entdo transferida para um frasco
contendo 1000 mL de meio LB e igual concentracdo de canamicina, sendo incubada a 37°C
até atingir uma densidade 6tica em 600 nm (ODggo) de aproximadamente 0,5. Em seguida, a
producdo de DHS desidratase foi induzida por meio da adicdo de 1 mL de IPTG (0,5 mol/L)
ao meio de cultura. Uma aliquota de 40 mL dessa cultura, retirada anteriormente a adicao de
IPTG, foi separada a fim de ser utilizada como controle. As culturas foram entédo incubadas a
25°C durante 15 horas sob agitacdo constante.

ApoOs esse periodo de incubacdo, as culturas foram separadas em fracGes e
centrifugadas a 4000 rpm durante 40 minutos, ao final dos quais o sobrenadante foi separado
e 0 solido (pelota de células) foi armazenado a -80°C.

Amostras de células induzidas e ndo induzidas foram colocadas em tubos Eppendorff
aos quais se adicionou 1 mL do reagente de extragdo de proteina BugBuster™ (Novagen).
Essas células foram ressuspensas e sonicadas por 2 minutos (20 kHz, 120 W) para promover a
abertura da parede celular e liberacdo de seu conteudo (lise das células), e centrifugadas a
13000 rpm durante 10 minutos, a fim de se separar os detritos celulares do lisato. Em

seguida, aliquotas de 5 e 10 pL dos lisatos induzido e ndo induzido foram colocadas em tubos
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Eppendorff aos quais se adicionou 15 e 10 pL, respectivamente, de uma mistura de dodecil
sulfato de sédio (SDS), solugdo tampdo e corante azul de coomassie, seguido de um
tratamento térmico a 80°C durante 5 minutos.

Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) foi realizada utilizando-se essas
amostras e a escada de proteinas BenchMark™ (Life Technologies) a fim de verificar a
superexpressdo de DHS desidratase em comparagcdo com o grupo de controle que ndo foi
induzido a produzir essa enzima. A corrida foi realizada com uma tensdo de 200 V e corrente
de 125 mA durante 40 minutos em tampdo MES (1X).

Apos, as células de E. coli induzidas foram resuspensas em 20 mL de tampdo de lise
(50 mM de tampéo HEPES pH 7.5, 10 mM de B-mercaptoetanol, 10 mM de imizadol, 1 mM
de inibidor de protease PMSF e 10 pg/mL de lisozima) e incubadas em gelo com agitacao
suave durante 1 hora, seguida da sonicacdo (20 kHz, 120 W) em seis periodos de um minuto
com um minuto de intervalo entre eles e centrifugacdo a 4000 rpm durante 40 minutos. Os
detritos celulares foram entdo separados do sobrenadante, o qual foi adicionado a resina Ni-
NTA agarose e incubado por 10 horas a 4°C, a fim de garantir maxima imobilizacdo da
enzima recombinante, marcada com seis histidinas na por¢do N-terminal, na resina de niquel.

Em seguida, a suspensdo foi vertida em uma coluna e eluida com um conjunto de
solugdes tampao contendo 50 mM de tampédo HEPES pH 7.5, 10 mM de B-mercaptoetanol e
concentragdes maiores de imizadol (de 10 a 250 mM). Aliquotas de 10 pL de cada eluato
foram colhidas, adicionadas a 10 pL de solugdo SDS, tampao e corante azul de coomassie,
tratadas a 80°C durante 5 minutos e alocadas no gel de eletroforese juntamente com a escada
de proteinas BenchMark™, SDS-PAGE foi realizada utilizando-se um potencial de 120 V e
corrente de 55 mA durante 2 horas.

A fracdo contendo enzima pura, segundo julgado pela analise de SDS-PAGE, foi
concentrada por meio de centrifugacdo a 4000 rpm em um tubo de dialise durante 10 minutos
e lavada pela adicdo de 5 ml de solugdo tampdo (50 mM HEPES pH 7.5, 10 mM de 2-
mercaptoetanol) e nova centrifugacdo. A enzima recombinante DHS desidratase foi congelada

como uma solucédo estoque em 30% de glicerol e armazenada a -80°C.

4.1.2 Estudos de inibicdo de DHS desidratase

Um conjunto de 48 pequenas moléculas comercialmente disponiveis foi avaliado a fim
de se encontrar potenciais inibidores, quantificar e comparar sua poténcia e avaliarem-se

relagbes entre estrutura-atividade. Tais moléculas foram selecionadas principalmente em
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funcdo de sua similaridade estrutural com o produto ou com o substrato da reacdo enzimatica.
As estruturas quimicas e os respectivos codigos utilizados nesse trabalho para tais compostos
podem ser encontrados na tabela 1.

Os ensaios inibitorios foram realizados a 30°C em placas de microtitulagdo de 96
pocos com volumes totais de 200 puL, consistindo de 50 mM de agente tamponante HEPES
em pH 8.3, 50 mM de NaCl, 7,5 mM de MgCl,, 0,1 ug/mL de albumina de soro bovino
(BSA), 100 uM de B-mercaptoetanol e 25 mM de &cido 3-dehidroshikimico (DHS), além de
12 concentragdes distintas do potencial inibidor (0, 12.5, 25, 50, 75, 100, 200, 300, 400, 500,
600 e 700 uM).

As misturas reacionais foram inicialmente incubadas a 30°C durante 5 minutos,
sequida da adicdo simultanea de 75 nM de enzima purificada em cada um dos 12 pocos de
trabalho utilizando-se micropipeta multicanal. Imediatamente apos essa adi¢do, a formacéo de
produto foi mensurada por meio do aumento da absor¢do em 290 nm durante 15 minutos, com
16 segundos de intervalo entre as medidas, em uma leitora de microplacas BioTek HD®.

As taxas iniciais de reacdo foram medidas durante o aparecimento dos primeiros 3-
10% de 3,4-dihidréxibenzoato, o que corresponde ao intervalo entre 2 e 8 minutos do ensaio
cinético. Tais taxas foram determinadas por meio da inclinagdo (“slope”) da curva de
absorcdo versus tempo nesse intervalo. Por meio da correlacdo entre as taxas de reacdo e a
concentracdo do inibidor de estudo foi possivel estimar a concentracdo inibitéria média (Clso
ou ICsp) e assim comparar a agdo dessas moléculas como inibidores de DHS desidratase.

Os dados cinéticos foram ajustados utilizando-se o software OriginPro 9.0. Os ensaios

foram realizados em duplicata para cada um dos compostos.
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Tabela 1 cont. — Estrutura quimica e codigos adotados nesse trabalho dos potenciais inibidores estudados.
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Tabela 1 cont. — Estrutura quimica e codigos adotados nesse trabalho dos potenciais inibidores estudados.
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Tabela 1 cont. — Estrutura quimica e codigos adotados nesse trabalho dos potenciais inibidores estudados.
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4.2 METODOS COMPUTACIONAIS
4.2.1 Docking molecular

A estrutura do receptor (AsbF) foi obtida do Protein Data Bank*°a partir da estrutura
cristalogréfica determinada por Pfleger e colaboradores (PDB ID 3DX5)%. Além da proteina,
a estrutura original continha moléculas de glicerol, acido 3,4-dihidroxibenzoico (DHB), 2-
amino-2-hidroximetil-propano-1,3-diol (TRIS) além de aguas de cristalizacdo e ions cloreto e
manganés. Apenas as coordenadas da enzima e dos ions foram mantidas nos arquivos de
entrada, tanto do docking como da dindmica molecular.

Tendo crescido em um meio enriquecido em selenometionina a proteina apresentava
residuos selenometionina ao invés de metionina.’ Igualmente, a estrutura cristalogréfica foi
obtida utilizando-se manganés como cofator, ao passo em que 0s estudos experimentais de
potenciais inibidores foram realizados na presenca de magnésio. Assim uma substituicdo
direta de Se por S, nos residuos metionina, e de Mn** por Mg** foi realizada no arquivo de
coordenadas do receptor, de modo a reproduzir mais fielmente as condi¢cGes experimentais
empregadas.

O padréo de protonacao da enzima, apds tais modificacGes, foi analisado por meio do
programa PROPKA**? resultando em uma carga total média entre -13,41 para a proteina
desnaturada e de -15,17 na sua forma envelopada em pH 7. Como nenhum residuo apresentou
pKa entre 7 e 8.3, 0 padrdo de protonacdo médio da enzima é o mesmo no pH experimental de
8,3.

O arquivo de entrada para o docking, no formato pdbqt foi gerado por meio do
programa AutoDockTools (ADT)**** a partir do arquivo pdb. Para tanto, todos os hidrogénio

polares foram adicionados a estrutura, cargas de Kollman (-5) foram adicionadas e tipos
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atdmicos AD4 foram assinalados. O programa de interfaceamento ADT assinalou uma carga
total final de -14 para a proteina.

A estrutura dos 48 potenciais inibidores foi construida utilizando-se o programa
MarvinSketch*, que permitiu o calculo do pKa e do padréo de protonacdo das moléculas em
fungdo do pH. Para alguns inibidores houve mais do que um estado de protonagéo relevante
em condi¢cbes de pH 8,3. Nesses casos, todos os demais estados relevantes foram
considerados. O numero total de estruturas obtido foi 91.

As estruturas de todos os inibidores, do substrato, 3-dehidroshikimato (3-DHS) e do
produto, é&cido 3,4-dihidroxibenzéico (3,4-DHB) foram construidas com o programa
GaussView® e otimizadas por meio de calculo quantico ab initio utilizando-se o conjunto de
base RHF/6-31G(d,p) por meio do GAUSSIAN09.*’

Apos a otimizagdo, os arquivos de saida do GAUSSIAN, no formato log, foram
convertidos para o formato mol2, que preserva as cargas quanticas calculadas, por meio do

programa Babel*®

e o0s arquivos de entrada para o docking, no formato pdbqt, foram
construidos a partir dos arquivos mol2 por meio do AutoDockTools. Nessa conversdo, 0s
hidrogénios apolares foram unidos aos atomos pesados e tipos atdmicos padrdo AD4 foram
assinalados.

Dockings preliminares foram realizados com o programa AutoDock®, utilizando-se a
interface AutoDockTools. Como passo inicial, um docking “cego” foi realizado, isto €, um
docking com um grid capaz de envolver toda a proteina, utilizando 3,4-DHBA como 0
ligante. A configuracdo mais favoravel mostrou o ligante no sitio ativo, em uma conformacao
quase coincidente com o resultado cristalografico, apesar de um padréo diferente de ligacGes
de hidrogénio ser encontrado.

Nos calculos de docking posteriores, uma caixa de dimensbes 26 x 26 x 26 A foi
construida ao redor do sitio ativo. Os calculos de docking foram realizados com o programa
AutoDock Vina* em triplicata, para cada estado de protonagdo relevante de molécula. A
média aritmética da menor energia livre de ligacdo obtida em cada um desses trés dockings

independentes foi calculada para todas as estruturas (escore final, em kcal/mol).

4.2.2 Dinamica molecular

As simulacGes por dindmica molecular (DM) foram realizadas utilizando-se 0s

50,51,52
S

programas do pacote GROMAC com o campo de forcas Amber03°%. Quatro sistemas

distintos foram simulados: enzima livre, que corresponde a proteina isolada em agua pura;
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enzima-ligante 4, isto é, a proteina complexada com acido galico, o inibidor mais potente
segundo resultados experimentais; enzima-produto, o conjunto da enzima em complexo com
0 &cido 3,4-dihidroxibenzdico, o produto da reacdo enzimatica; e enzima-substrato, a proteina
em complexo com 3-dehidroshikimato.

As coordenadas de entrada dos ligantes (acido galico, 3,4-DHBA e 3-DHS) foram
obtidas a partir do resultado de docking com a menor energia livre de ligagdo (melhor docking
score), no formato pdbqt, o que corresponde aos ligantes ja posicionados na regido do sitio
ativo. Esses arquivos foram convertidos para o formato mol2 por meio do programa Babel*® e
cargas do modelo AM1BCC™, utilizadas para produzir cargas atdmicas que mimetizam o
potencial eletrostatico HF/6-31G*, foram assinaladas por meio do programa ACPYPE®®, que
também foi utilizado para gerar arquivos de topologia e coordenadas dos ligantes proprios
para o Gromacs (formatos itp e gro, respectivamente).

Os arquivos de entrada do receptor, incluindo a topologia, foram gerados pelo
programa pdb2gmx do pacote Gromacs a partir dos dados do Protein Data Bank, no formato
pdb, apds as modificacbes anteriormente descritas.

Cada sistema foi centrado em uma caixa cubica, cujas paredes distanciavam-se em
pelo menos 1,0 nanémetro da enzima. A caixa foi entdo preenchida com aproximadamente
15.000 moléculas de agua do tipo TIP3P*®. Em seguida fez-se uma minimizacéo de energia
por meio do algoritmo steepest descendent, seguida da insercdo de 64 ions sodio e 47 ions
cloreto, de forma a neutralizar as cargas e aproximar o sistema das condices fisiologicas.

Logo apos fez-se novamente uma minimizacao energética, seguida de uma simulacao
de dindmica molecular com restricdo de posicdes na qual apenas as moléculas de solvente séo
permitidas a se moverem, de tal forma que interacGes desfavoraveis solvente-soluto sejam
minimizadas ou eliminadas. Essa simulacdo foi realizada em 50.000 passos de 1,0
femtossegundos, totalizando 50 ps. Os sistemas obtidos nessa etapa foram considerados o
tempo inicial.

Em seguida, fez-se a simulacdo de dindmica molecular propriamente dita, na qual
todos os graus de liberdade do sistema sdo considerados. A duracdo total de cada simulacéo
foi de 60 ns, com passo de integracdo de 2 fs, totalizando 30 milhdes de passos para cada
sistema. As trajetdrias foram salvas em intervalos de 5 ps.

Todas as simulacbes foram realizadas no ensemble NPT, isto é, com numero de
particulas, pressdo e temperatura constantes. A temperatura de 303K (30°C) foi ajustada com
0 termostato V-rescale®’, ao passo em que a pressdo de 1 bar foi ajustada com barostato de

Parrinello-Rahman®. As interacbes eletrostaticas de longo alcance foram corrigidas pelo
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método PME®®, com um raio de corte de 1,4 nm para interacdes de longo alcance do tipo
Lennard-Jones e de 1 nm para as interag0es do tipo Coulomb.

Graficos e figuras desse trabalho foram gerados utilizando-se os programas ADT,
Rasmol®, MarvinSketch e XMGRACE.®
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 RESULTADOS EXPERIMENTAIS
5.1.1 Superexpressao e purificagdo da enzima

Inicialmente, avaliou-se se a superexpressdo da enzima foi realizada satisfatoriamente.
Na figura 11 est4 mostrado o resultado da eletroforese em gel de poliacrimida na presenca de
SDS (SDS-PAGE) comparando-se o contetdo proteico dos lisatos de E. coli ndo induzidos e
induzidos para a sintese de DHS desidratase.

Pode-se observar a presenca de uma macha muito intensa em torno de 36 kDa para as
bactérias que foram induzidas para a sintese da enzima, ao passo em que o lisato das bactérias
ndo induzidas apresenta uma marca muito ténue nessa mesma regido. Esse resultado, em
concordancia com o esperado pra DHS desidratase, indica que a modificacdo genética de E.
coli e a producdo de enzima recombinante foram satisfatorias.

Figura 11 — Eletroforese em gel de poliacrimida em presenca de SDS corado com azul de Coomassie ha

presenca do marcador de pesos moleculares Benchmark (faixa A), do lisato de E. coli ndo induzidas (faixas B e
C) e induzidas para a superexpressar DHS desidratase (faixas D e E).
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De posse desse resultado, procedeu-se a purificacdo da enzima de interesse por meio
de cromatografia de afinidade por ions metalicos imobilizados, utilizando-se a resina niquel-
NTA, tendo em vista que a DHS desidratase recombinante foi marcada com seis histidinas na
porcdo N-terminal, residuos que, pela presenca do grupo imidazol, apresentam forte

capacidade de interagdo com ions metélicos, sobretudo niquel.
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Na figura 12 pode-se observar o gel utilizado em SDS-PAGE ap0s revelagdo com o
corante azul de Coomassie de cinco fragbes coletadas ap6s eluicdo em concentracbes
aumentadas de imidazol em comparacdo com o padréo de pesos moleculares. Pode-se obsevar
que a fracdo com concentracdo de 250 mM de imidazol apresenta praticamente uma Unica
mancha em torno de 36 kDa, como o esperado para DHS desidratase. Essa fracdo foi
posteriormente concentrada e lavada para remover residuos de imidazol, permitindo assim a
obtencédo de enzima recombinante pura para 0s ensaios cinéticos.

Figura 12 — Eletroforese SDS-PAGE corado com azul de Coomassie na presenca do marcador de pesos

moleculares Benchmark (faixa A) e dos eluatos com concentragGes aumentadas de imidazol, de 0 mM até 250
mM (faixa B até F).
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5.1.2 Estudo de potenciais inibidores

Um conjunto de 48 pequenas moléculas disponiveis comercialmente foi analisado a
fim de se encontrar potenciais inibidores e de avaliar relacdes entre as modificacdes
estruturais e a atividade.

O potencial inibitorio dessas moléculas foi avaliado por meio da determinacdo da
concentracdo inibitoria média (Clsp ou 1Csp), um parametro determinado cineticamente e que
corresponde a concentracao de uma droga ou composto necessaria para diminuir pela metade
uma resposta bioldgica.?® Nesse caso em particular, o 1Cs, corresponde & concentragao
necessaria para diminuir em 50% a velocidade da reacdo catalisada pela enzima DHS

desidratase, in vitro.
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Os estudos cinéticos utilizados para essa determinacéo estdo baseados no fato de que a
conversdo de substrato a produto, isto €, a desidratacdo de 3-desidroshikimato a 3,4-
dihidroxibenzoato (Figura 13) é acompanhada de uma mudanca no comprimento de onda de
absor¢do maxima no UV-visivel de 234 nm para 290 nm.

Figura 13 — A conversdo de acido 3-dehidroshikimico a &cido 3,4-dihidroxibenzoéico é acompanhada de

descolamento do comprimento de onda de maxima absorgao, permitindo o acompanhamento da cinética de
formacdo de produto.
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E esse deslocamento da absor¢do que permite o acompanhamento da cinética de
formacdo de produto, o que por sua vez permite inferir se as moléculas estudadas tem alguma
influéncia sobre a velocidade da reacdo, atuando eventualmente como inibidores da enzima,
tendo em vista que essa reacdo ndo ocorre sem a catalise enzimatica. Portanto, mantidas
iguais condicbes experimentais, apenas a acdo desses compostos sobre a enzima poderia
justificar a diminuicdo das taxas de reacdo, indicando um efeito inibitorio.

Dessa forma, para cada um dos 48 compostos estudados, a absor¢do em 290 nm
imediatamente ap0s a adicdo da enzima foi registrada em funcdo do tempo, durante 15
minutos com 16 segundos de intervalo entre as medicGes e na presenca de 12 concentragdes
distintas do potencial inibidor, as quais variaram de 0 uM (controle) até 700 uM. Esse
procedimento foi realizado em duplicada para cada molécula de estudo, utilizando-se placas
de microtitulacdo em uma leitora UV-visivel adequada e equipada com controle térmico.

Tomando-se como exemplo o composto 7, galato de metila, pode-se observar na figura
14 o grafico da absorcdo em 290 nm em funcdo do tempo sem inibidor e na presenca de trés

concentrag@es distintas de galato de metila, ap6s correcdo da linha base.
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Figura 14— Curva da absor¢do em 290 nm em func¢éo do tempo na auséncia (®) e na presenga de 12,5 uM (®), 25
uM (4A) e 50 uM (v) de galato de metila.
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Claramente observa-se uma diferenca no perfil das curvas na medida em que a
concentracdo do composto 7 aumenta, uma vez que mais tempo é necessario para se obter a
mesma absorcdo diante do aumento da concentracdo de galato de metila.

Na figura 15 esta mostrado a taxa de reagéo, obtida pela inclinagdo (“slope”) da curva
de absorcdo versus tempo, entre 2 e 8 minutos, em funcdo da concentracdo de galato de
metila. Pode-se observar que hd o decréscimo da velocidade de reacdo na medida em que
ocorre 0 aumento da concentracdo desse composto, atingindo-se um patamar de taxa de
reacdo nula, isto €, completa inibi¢do da enzima, a partir de 200 uM do composto.

Figura 15 — Taxa de reacdo, calculada entre 2 e 8 minutos, em func¢éo da concentragdo de galato de metila,
ajuste de curva logistica e 1Csy determinado.

3.5
3.0 1
2.5
2.0

IC,, = 37,46864 + 6,37197 pmol.L™

154 m
] \ \
1.0

0.5

0.0—- \

T T T T T T T T T T T T T T
0 100 200 300 400 500 600 700

Taxa de Reacdo (mOD.min™)

[} = — —m— m———n

Concentragéo de Inibidor (umol.L™)

45



O ICsp pode entédo ser calculado por meio do ajuste de uma curva ndo linear (linha

vermelha no gréafico da figura 15), como uma curva de dose-resposta, definida como:

A; — A

1+ 10(L0Gx0-x)p (2)

y= A+

Onde A; é o valor da assintota inferior, A, é o valor da assintota superior, p é a
declividade da curva, também chamado de coeficiente de Hill e LOGx0 é o valor de x na
posicdo de meia altura da sigmoide, isto é, 0 1Cs.%°

Quando o valor da assintota inferior € nulo, como no caso em questdo, a equacdo de

dose-resposta se torna uma funcéo logistica,?® definida nos mesmos parametros, a saber:

4,
y = 14+ 10(LOGx0—x)p (3)

Para o galato de metila, o 1Csy determinado por meio do ajuste de uma curva logistica
foide 37,47 £ 6,37 uM.

Dentre os 48 compostos avaliados, 25 tiveram um potencial inibitério mensuravel.
Esses compostos, listados em ordem crescente de ICsp, isto €, em ordem decrescente de

potencial inibitorio estdo mostrados na tabela 2.

Tabela 2 - Lista de compostos com potencial inibitério mensuravel em ordem crescente de ICs

Codigo Nome Estrutura ICso (umol.L™)
4 Acido galico " 4.36 + 0.80
7 Galato de metila " 375+6.4
Acido 3,4- on
> dihidroxibenzéico i 38035
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Tabela 2 cont. - Lista de compostos com potencial inibitorio mensuravel em ordem crescente de 1Cs

etila

Codigo Nome Estrutura ICs (umol.L™)
22 Salicilato de metila @fL 56.7 + 44.8
Acido 7-metoxi-2- N
13 Pt o 68.5+ 18.0
benzofurancarboxilico °
1 Acido 3-hidroxibencéico @ 71.5+6.9
46 Acido indol-2- N 90.0 + 9.6
carboxilico < o
6 Acido isovanilico /Qj)k 92.1+10.4
28 Acido tiosalicilico & 108.2 +29.1
9 3,4-d|h|dro-2,2-_d|metll- oH 190. 7+ 145
4-0x0-2H-pirano
IOI (o]
29 Acido 5-sulfosalicilico ofo/ ﬁ 221.3+95.2
P - O/\CH3
32 3,4-dihidroxibenzoato de /Q)‘\ 995 0 + 55.1

(o]
I
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Tabela 2 cont. - Lista de compostos com potencial inibitorio mensuravel em ordem crescente de 1Cs

Codigo Nome Estrutura ICs (umol.L™)
19 7-hidroxicromona /@fj 246.4 +29.1
Acido 3,4- on
36 diaminobenzdico Q)‘\ 273.0+15.3
14 Acido Piperonilico <°I>)J\OH 286.7 £ 96.4
35 Acido 4-aminobenzéico /@ka 304.4 +39.7
18 3,5-d|h|drOXIpenzoato de ome 350.1 + 38.8
metila
o _ o 9. \
48 Acido 1 metlrl'lndol 2 W 355.8 + 55.1
carboxilico " on
41 Acido indol-3-pirdvico N o 386.5 + 58.5
27 Acido salicilico ©fk 423.7 +29.8
8 Acido vanilico 440.8 + 16.3

I
o)

[e]
=

o Ei :;
o

o

I
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Tabela 2 cont. - Lista de compostos com potencial inibitorio mensuravel em ordem crescente de 1Cs

Cadigo Nome Estrutura ICso (umol.L™)

34 Acido 4-hidroxibenzoico /©)J\

Acido 2,3-

37 dihidroxibenzéico

542.8 + 20.6

or 536.4 +114.1

15 Vanilina

2. i A\
47 Indol-2-carboxilato de ©i>—< 480.1 + 195.8
etila M 0T

/Q)k 857.748

Dentre esses resultados, destaca-se o fato do produto da reacdo, o é&cido 3,4-
dihidroxibenzdico aqui denominado inibidor 5, apresentar um excelente potencial inibitério: o
terceiro melhor da série analisada. Pfleger e colaboradores (2008) observaram por meio da
cristalografia de raios-X a presenca desse composto coordenado a regido da enzima que
corresponde ao sitio ativo, inclusive deduzindo algumas possiveis interacdes do tipo ligacdo
de hidrogénio entre o 4cido 3,4-dihidroxibenzéico e os residuos dessa regido.?” Entretanto,
esta € a primeira comprovacao experimental da existéncia de retroinibicdo e a quantificacao
da sua magnitude.

Essa observacdo é importante, ndo s6 no que se refere ao desenvolvimento de
inibidores, mas também quando se considera a potencial aplicacdo desse sistema na
biossintese de 3,4-DHB, um insumo industrial de grande importancia como intermediario na
sintese de resinas, poliésteres, plastificantes, corantes, entre outros produtos organicos, alem
de medicamentos, onde o proprio composto é utilizado como agente anticarcinogénico e
intermediario de diversas classes de farmacos. Atualmente, a producao desse insumo advém

exclusivamente de derivados de petréleo.®?
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5.1.3 Relag0es estrutura-atividade

A partir da comparagdo dos resultados experimentais com a estrutura quimica dos
compostos estudados, pode-se observar uma série de fatores determinantes para a atuacdo de
uma molécula como inibidor de DHS desidratase.

O primeiro desses fatores estruturais é a presenca de um grupo carboxilico livre que
possa atuar como aceptor de ligacdo de hidrogénio, como se pode observar por meio da
comparacdo entre o acido galico e o galato de metila (Figura 16).

Figura 16 — Comparativo entre o potencial do acido galico (inibidor 4) com o galato de metila (inibidor 7)
mostrando a importancia do grupo acido carboxilico no potencial inibitorio.

O O
HO HO
OH OMe
HO HO
OH OH
acido gélico galato de metila
ICso=4,37puM ¥ IC50 =37,5uM %

Considerando-se que no pH experimental de 8,3 o grupo acido encontra-se
desprotonado, pode-se inferir que essa regido da molécula atua como aceptor de ligacédo de
hidrogénio ou entdo coordena-se ao sitio ativo por meio de uma interacdo eletrostatica —
possivelmente com cofator magnésio. A protecdo desse por metilacdo reduz em quase 10
vezes 0 poder inibitorio, indicando que esta é uma caracteristica estrutural de extrema
importancia, que deve ser levada em consideracdo no desenho de novos farmacos.

Outro fator estrutural de grande importancia € a presenca dos grupos hidroxila no anel
aromatico, 0s quais permanecem protonados neste pH para a grande maioria dos compostos,
atuando assim como doadores de ligacao de hidrogénio. Comparando-se o potencial inibitério
do acido 4-hidroxibenzdico com seus analogos —di e —trihidroxilados (Figura 17) pode-se
observar que hd um efeito sinérgico entre 0 aumento no nimero de grupos hidroxila e a

diminuicéo do 1Csp.
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Figura 17 — Comparativo dos ICs, do acido galico (inibidor 4), do 3,4-DHB (inibidor 5) e do &cido p-
hidréxibenzéico (inibidor 34) demonstrando o efeito sinérgico que 0 aumento no nimero de grupos OH no anel
tem sobre o potencial inibitdrio.

[e) (0]
O
HO
OH OH
OH
HO HO
HO
OH OH
acido galico acido 3,4-dihidroxibenzéico acido 4-hidroxibenzéico
IC5=437puM ¥ IC5 =38,0uM % IC50 =536,4 pM 4

De fato, passando-se de um para dois grupos OH, a capacidade de uma molécula inibir
DHS desidratase aumenta 14 vezes, ao passo em que alterando-se de dois para trés grupos
hidroxila (acido galico) o potencial inibitorio apresenta uma melhora por um fator de
aproximadamente 9. Esse resultado indica que ha pelo menos outras trés regides aptas a
interacOes do tipo ligacdo de hidrogénio no sitio ativo enzimatico aléem daquela que envolve o
acido carboxilico, as quais devem também devem ser exploradas no desenvolvimento de
novos inibidores.

Quando se considera o padréo de substituicdo aromatico individualmente (Figura 18),
pode-se observar que a presenca de um grupo doador de hidrogénio na posicdo meta tem o
efeito inibitorio mais significativo enquanto que os isdmeros orto e para-substituidos
apresentam pouca diferenca entre si. Isso indica que a ligacdo de hidrogénio mais intensa
ocorre entre a hidroxila na posicdo trés do anel aromatico e o algum residuo — possivelmente
aceptor de hidrogénio — do sitio ativo em funcdo de uma maior proximidade ou melhor
direcionalidade.

Figura 18 — Efeito do padréo de substituicdo do anel aromético na poténcia inibitéria na comparagéo entre 0s
acidos m-hidroxibezéico (inibidor 1), o-hidroxibendico (inibidor 27) e p-hidroxibenzdico (inibidor 34).

(0] (0]
OH
OH OH
OH HO
OH
acido 3-hidroxibenzéico acido 2-hidroxibenzéico acido 4-hidroxibenzéico
|C5o = 71,5 I.IM 4 |C50 = 423,7 },lM 1t |Cso = 536,4 lIM *
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Essa hipotese é corroborada quando se considera o sistema di-hidroxilado, no qual o
efeito sinérgico dos grupos OH se mostra presente. Avaliando-se a influéncia da protegéo
consecutiva das hidroxilas nas posicdes meta e para (Figura 19) pode-se observar que a
metilenacdo da posigdo para leva a um decréscimo do potencial inibitorio pela metade ao
passo em que a protecdo da hidroxila em meta produz uma diminuicdo em mais de dez vezes
no 1Csy.

Esse resultado enfatiza o papel primordial dessa posi¢do na interacéo entre inibidor e o
sitio ativo por meio de ligagdo de hidrogénio. Além disso, permite estimar a magnitude do
efeito sinérgico dos grupos OH nas posi¢cGes meta e para, tendo em vista que dois grupos
aptos a ligacdo de hidrogénio incrementam a atividade inibit6ria por um fator de 2.

Figura 19 — Efeito da protecdo dos grupos OH nas posi¢des para e meta do anel benzéico demonstrando que a
hidroxila em meta esta envolvida em uma ligacdo de hidrogénio de grande importancia com o sitio ativo.

o) o (6]

HO MeO HO

OH OH OMe
&cido 3,4-dihidroxibenzdico acido 3-hidroxi-4-metoxibenzdico  &cido 4-hidrdxi-3-metoxibenzdico
ICs0=38,0 M & ICs0=92,1 pM % ICso = 440,8 pM %

Outra série de comparacgdes permite compreender o papel por vezes controverso de um
grupo doador de ligacdo de hidrogénio na posi¢do orto (Figura 20). Salicilato de metila
demonstra um potencial inibitério muito mais significativo do que o &cido salicilico, ainda
que este tenha a funcdo acida livre para interagir com o sitio ativo. Além do mais, o &cido 2,3-
dihidroxibenzdico (2,3-DHB), que ndo apenas tem a funcdo acido livre, mas também outro
grupo hidroxila na posicdo meta, apresentou um dos piores potenciais inibitorios dentre os 25
compostos ativos.

A explicacdo dessa aparente contradicdo reside no fato de que no pH de estudo a
funcdo acido encontra-se desprotonada, portanto, negativamente carregada e muito apta a
formar ligacdo de hidrogénio — inclusive intramolecularmente — o que ocorre tanto para o
acido salicilico quanto para o 2,3-DHB, mas ndo para o metil salicilato devido ao grupo

protetor.
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Figura 20 — Efeito aparentemente controverso de um grupo doador de ligacdo de hidrogénio em posicéo orto,
demonstrado na comparacéo do salicilato de metila (inibidor 22), acido salicilico (inibidor 27) e 2,3-DHB

(inibidor 37)
(6]
© o
OH
OMe OH
OH
OH OH
OH
salicilato de metila acido salicilico _acido2,3-
dihidroxibenzoico
ICs50=57,0 M ¥ ICs0=423,7pM 4 ICso =542,8 pM 4

A formagdo de ligacdo de hidrogénio intramolecular tem um efeito antagbnico na
medida em que impede a interacdo do grupo OH orto com o sitio ativo e perturba a atuacéo
do grupo carboxilato ao estabilizar a carga negativa deste, dificultando a ancoragem do
ligante. Por essa razéo, 2,3-DHB acaba tendo um saldo de Unica ligagdo de hidrogénio efetiva
para se coordenar ao sitio ativo, tornando-se de fato um dos piores inibidores dentre os de
atividade mensuravel.

Outra observagdo importante € que compostos similares ao substrato como 0s acidos
shikimico e quinico (Figura 21) sdo incapazes de atuar como inibidores. Apesar do escopo de
compostos com essa caracteristica que foram estudados ser pequeno, esse resultado indica que
a rigidez/aromaticidade tem um papel na importante na direcionalidade das interagdes com o
sitio ativo e também sugere que um estado de transicdo tardio, mais similar com o produto,
esta envolvido.

Figura 21 — Ineficacia de compostos estruturalmente similares ao substrato como os &cidos shikimico (inibidor
26) e quinico (inibidor 17) demonstra a importancia da rigidez/aromaticidade.

O o
HO:,,
’ OH
Ho™"
OH
&cido 3-dehidroshikimico &cido shikimico acido quinico
Substrato 1Cso = Inativo 1Cso = Inativo

Outros grupos nas posices 3 e 4 do anel aromatico (Figura 22), tanto com carater

mais doador de ligacdo de hidrogénio — como € o caso dos grupos amina — quanto aceptor
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(éteres) permitem uma interacdo significativa com o sitio ativo, ainda que mais fraca do que
com grupos OH.

Figura 22 — Compostos com substituintes aceptores ou doadores de ligacdo de hidrogénio nas posicoes 3 e 4
diferentes de OH apresentam potencial inibitério, entretanto ha uma aparente rejeicdo moléculas muito

volumosas.
o © OH (0]
(o] (o]
OH OH oH
OH
HoN (0]
\’ O
NH, o OH
4cido 3,4- L o 4cido 1,4-dihidroxi-2- Acido cromono-3-
I . acido piperonilico . o
diaminobenzoico naftéico carboxilico
1C50=273,0 uM 1C50=286,7 uM 1Cso = Inativo 1Cso = Inativo

Por outro 14, hd uma aparente rejeicdo a moléculas muito volumosas na por¢éo 4-5
(considerando-se o anel central), tais como os acidos 1,4-dihidroxi-2-naftdico e 1,4-dihidroxi-
2-naftoico, ainda que estas apresentem os principais grupos de interacdo nas posicoes 1 e 3.
Esse é um forte indicativo de uma restricdo espacial nessa regido do sitio ativo, a qual tambem
necessita ser levada em consideracdo do desenho de novos compostos.

Outro grupo de composto se destaca pelo alto potencial inibitério, porém com
caracteristicas estruturais bem distintas das abordadas anteriormente (Figura 23).
Considerando-se novamente a porcéo anelar central, tais compostos compartilham, além da
funcdo &cido carboxilico, um heteroatomo B-carboxilico capaz de atuar como aceptor de
ligacdo de hidrogénio.

Figura 23 — Alguns compostos estruturalmente diferentes de dihidroxibenzoatos demonstram um potencial
inibitério significativo, como os inibidores 13 e 46, indicando a possibilidade de outro modo de ligagéo.
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acido 2,2 -dimetil-4-oxo-
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benzofuranocarboxilico carboxilico
|C5o = 68,5 llM |C50 = 90,0 ll,M |C50 = 190,7 llM
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Tais compostos ndo podem ser interpretados como homologos estruturais do acido
salicilico tampouco compartilnam similaridade com o &cido m-hidroxibenzoico, tendo em
vista 0 angulo e o comprimento das possiveis ligacdes de hidrogénio é completamente distinto
destes. Isso indica que tais moléculas podem atuar como inibidores ao se coordenar em outra
regido do sitio ativo — ou mesmo outra regido da enzima — diferente daquela a que o substrato

de coordena.

5.2 RESULTADOS COMPUTACIONAIS

5.2.1 Docking molecular

A fim de se compreender melhor as interagfes dessas moléculas com a enzima DHS
desidratase, de tal forma que fosse possivel o desenho racional de novos compostos com
maior poténcia, eficacia e seletividade, todos os compostos — protonados e em seus estados
desprotonados mais relevantes — foram docados no receptor por meio do programa AutoDock
Vina.

As energias livres de ligacdo, também chamadas de escores de docking,
correspondentes a média do menor valor de trés calculos de docking independentes para cada
molécula estdo mostrados na tabela 3. Os valores destacados correspondem a escores
superiores aos obtidos para o substrato em cada série, sendo, portanto, potenciais inibidores
na medida em que possuem uma afinidade maior pelo sitio ativo que o proprio substrato,
segundo o resultado in silico.

Pode-se observar que diversos inibidores experimentalmente efetivos, tais como o
acido galico (4), o acido 3,4-DHB (5), galato de metila (7) e o salicilato de metila (22)
também se destacaram como inibidores potentes por docking, sobretudo quando se
consideram as moléculas em seu estado desprotonado.

Entretanto, diversos compostos experimentalmente ineficazes atingiram valores muito
negativos de energia livre de ligacdo, como € o caso do acido 1,4-dihidroxi-2-naftdico (2),
acido indol-3-butirico (40) e, sobretudo do ligante 37, o acido 2,3-dihidroxibenzéico — o
segundo pior inibidor dentre as moléculas ativas — o0 que pode ser explicado pelo fato do
docking ndo considerar a possibilidade de ligacdo de hidrogénio intramolecular dessa

molécula e tampouco ser capaz de mensurar seu efeito na interacdo desta com o sitio ativo.
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Tabela 3 — Média das trés melhores (mais negativas) energias de ligacdo obtidas por docking para os compostos
protonados e na forma desprotonada mais abundante. Em destaque os escores superiores aos do substrato em
cada série.

Escore de Docking (kcal/mol)

Caodigo Protonado Desprotonado Cadigo Protonado Desprotonado
*1 -6.7 -6.9 26 -6.3 -5.5
2 -6.8 -6.7 * 27 -5.5 -7.0
3 -5.6 -5.5 * 28 -7.0 -5.2
* 4 -7.2 -1.4 * 29 -5.5 -6.0
* 5 7.2 -1.4 30 -6.1 -5.4
* 6 -5.9 -5.4 31 -5.4 -5.5
* 7 -6.8 - * 32 -5.6 -7.0
* 8 -6.0 -5.3 33 -7.1 -5.8
*9 -5.8 -5.5 * 34 -6.0 -6.1
10 -6.2 -5.8 * 35 -6.0 -5.8
11 -5.8 - * 36 -5.7 -5.5
12 -5.1 - * 37 -5.6 -7.6
* 13 -6.2 -5.9 38 -7.6 -6.3
* 14 -6.4 -6.2 39 -6.1 -6.4
* 15 -5.1 - 40 -6.3 -6.9
16 -6.0 -5.7 * 41 -7.1 -6.9
17 -5.0 -5.1 42 -7.0 -4.8
* 18 -5.9 - 43 -4.7 -6.3
* 19 -6.0 - 44 -6.3 -
20 -5.8 - 45 -6.1 -5.9
21 -6.5 -6.6 * 46 -6.2 -6.5
* 22 -7.1 -7.0 * 47 -6.5 --
23 -6.2 -6.1 * 48 -6.7 -6.1
24 -5.9 -6.1 49 -6.2 -6.1
25 -6.3 -5.9 Substrato -6.4 -6.7

(*) Compostos com potencial inibitdrio experimentalmente mensuravel

Essas divergéncias observadas entre o0s valores experimentais e a modelagem
computacional se tornam ainda mais evidentes ao se correlacionar os valores de 1Csp com as
energias livres de ligacdo para os compostos em sua forma desprotonada (Figura 24). O
coeficiente de correlacdo linear é extremamente baixo (r2 = 0,1030) e se torna ainda menor se

o0 estado de protonacao ndo for considerado (r2 = 0,0951).
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Figura 24 — Correlacdo linear entre o logaritmico da concentracdo inibitéria média e a energia livre de ligacéo
(em kcal/mol) calculada por docking, considerando-se inibidores no estado desprotonado mais abundante.
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Apesar dessa baixissima correlagdo, observa-se que a curva e crescente, isto €, ha um
aumento da energia livre de ligacdo calculada proporcional ao aumento do ICso, 0 que
significa que ligantes pouco eficientes em se ancorar ao sitio ativo, segundo o modelo
computacional, também serdo inibidores ineficientes na pratica.

Esse resultado demonstra que embora o docking por si mesmo ndo possa ser utilizado
como uma ferramenta quantitativa para investigar ou predizer a intensidade da inibicéo, ainda
¢ uma ferramenta capaz de expressar a tendéncia experimental, permitindo uma analise
qualitativa. Tal analise pode levar a um entendimento detalhado das geometrias moleculares
no sitio ativo, permitindo uma compreensdao do padrdo de interacdo e eventualmente a
proposicdo de novos compostos que maximizem a intensidade e quantidade dessas interaces,
0 que resultaria na melhora de suas propriedades inibitorias.

Dentre as razBes que justificam essa dificuldade de se obter resultados quantitativos
pode-se citar o fato de que o nesse tipo de abordagem computacional os graus de liberdade do
receptor ndo sdo amostrados, isto é, a enzima € considerada como sendo um corpo rigido,
seguindo o modelo “chave-fechadura” proposto por Emil Fisher em 1894. Nesse modelo, a
alta especificidade da enzima por seu substrato pode ser explicada por fatores geométricos
complementares, tais como uma fechadura é especifica para o encaixe de uma Gnica chave.?

Atualmente, entretanto, sabe-se que esse modelo ndo expressa apropriadamente 0s

sistemas bioldgicos, altamente flexiveis. Hoje 0 modelo mais aceito é o de “encaixe induzido”
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que pressupde que a interacdo com o substrato provoca alteragcdes conformacionais, tanto no
sitio ativo quanto em outras por¢des enzima, as quais sdo capazes de aumentar a intensidade
da interacdo receptor-ligante.”® Essas alteracdes estruturais também levam o substrato a se
ligar em uma forma tensionada, mais préxima conformacionalmente ao estado de transicao, o
que reduz a barreira energética entre a conformacéo ligada e o estado de transicéo, acelerando
a reagdo.?

Além disso, a estrutura do receptor utilizada nesses calculos foi gerada a partir da
estrutura cristalogréafica da enzima e certamente as interacdes e a conformacao que esta adota
em um solido cristalino sdo diferentes daquelas apresentadas em condicdes fisiologicas ou nos
ensaios in vitro. Assim, ndo € surpreendente que houvesse uma baixa correlacdo numérica
entre resultados computacionais e experimentais.

Simulag¢Ges por dindmica molecular, que levam em consideracdo todos os graus de
liberdade — tanto da enzima quando dos ligantes — e que, portanto, consideram a flexibilidade
do sistema as custas de maior demanda computacional podem ser utilizadas para se gerar um
conjunto de estruturas diferentes da enzima permitindo a obtencdo de resultados mais
confiaveis por docking, em uma metodologia conhecida como ensemble docking.

Em termos qualitativos, a primeira abordagem realizada foi sobreposicdo das
estruturas com melhor escores para 0s 25 compostos experimentalmente ativos, o que pode

ser observado na figura 25.

Figura 25 - Sobreposicdo das estruturas ancoradas com melhores energias livres para os 25 compostos
experimentalmente ativos na inibigdo enzimatica. O cofator magnésio e os residuos principais estdo destacados
da estrutura secundaria.
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Pode-se perceber pela figura que os compostos se distribuem em dois grupos. O grupo
principal, que interage no sitio ativo da enzima, é composto por 16 moléculas — todas elas
derivadas do acido benzdico — e tem como representante maior o &cido galico, sendo
exemplos tipicos de inibidores competitivos. O grupo secundario, por sua vez, € composto por
9 moléculas levemente maiores, que inclui todos os derivados indol e benzofurano, além do
derivado de oxopirano (9), dos acidos tio- e sulfossalicilico (28 e 29) e da 7-hidroxicromona
(19). Seus representantes mais proeminentes sdo os &cidos indol-2-carboxilico (inibidor 49) e
7-metoxi-2-benzofuranocarboxilico (inibidor 13).

Esse segundo grupo se coordena a entrada do sitio ativo, como pode ser observado na
figura 26, na qual a enzima esté representada por uma superficie de densidade, com por¢édo do
sitio ativo destacada em azul.

O posicionamento dessas moléculas pode ser interpretado de duas maneiras. A
primeira deles é o simples fato de que, por serem volumosos, tais compostos ndo conseguem
se encaixar no sitio ativo da enzima — que é mantido rigido durante o docking — ainda que o
facam experimentalmente, sendo por isso bons inibidores na pratica, na medida em que a
enzima em solucdo seria flexivel a ponto de ampliar sua cavidade interna para receber e

interagir com tais moléculas.

Figura 26 — A sobreposicdo dos compostos do grupo secundario mostra que as interagBes mais favoraveis no
docking ocorrem junto a abertura de entrada do sitio ativo, destacado em azul na superficie de densidade da
enzima.

Por outro lado, é possivel que esses compostos de fato se coordenem fortemente a

abertura do sitio ativo, impedindo tanto a entrada do substrato quanto a saida do produto e
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consequentemente inativando a enzima, agindo assim como inibidores ndo competitivos ou
anti-competitivos.

Como o grid utilizado para o docking foi centrado no sitio ativo, um novo docking foi
feito para os compostos desse grupo utilizando-se um grid de dimensdes maiores (50x50x50
A) capaz de envolver toda a enzima, a fim de verificar se a interagio poderia ocorrer em
outras partes do receptor. Os resultados desse docking (Figura 27) mostraram que apenas dois
compostos, acido 5-sulfossalicilico e 7-hidroxicromona - cujas estruturas destoam

significativamente dos demais — ndo se coordenam a essa regido de entrada.

Figura 27 - Sobreposicdo das estruturas resultantes do docking dos compostos do grupo secundario utilizando-se
um grid envolvendo toda a enzima. Apenas 0 acido 5-sulfossalicilico e 7-hidroxicromona n&o se coordenam
mais a entrada do sitio ativo (em destaque).

Essa constatacdo € um forte indicativo de que a coordenacdo nessa porcao da enzima
ndo € uma mera casualidade causada por um mau encaixe no sitio ativo, uma vez que um grid
envolvendo todo o receptor aumenta significativamente o ndmero de possibilidades de
interacdo, sobretudo com os residuos hidrofilicos da superficie enzimatica. Ainda assim, a
preferéncia estatistica é por essa regido estreita na abertura do sitio ativo.

Esse fato é apoiado pela divergéncia que esses compostos apresentam em relacdo ao
padrdo estrutural da maioria dos inibidores (analogos de 3,4-dihidroxibenzoato) segundo
apontaram as relagbes estrutura-atividade. Apenas o acido 5-sulfossalicilico e a 7-
hidroxicromona seguem esse padrdo e provavelmente ndo se coordenam ao sitio ativo por

serem muito volumosos em semelhanca ao observado para os acidos 1,4-dihidréxi-2-naftéico
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e cromono-3-carboxilico (Figura 22). S&o justamente esses dois compostos que ndo
permanecem no grupo secundario apos o docking cego.

Analisando-se a geometria com que 0S compostos se organizam em cada grupo
(Figura 28), pode-se observar que as moléculas que interagem no sitio ativo apresentam uma
sobreposicdo estrutural quase perfeita, indicando que de fato interagem com 0s mesmos
residuos, apenas variando no nimero de interagdes — 0 que consequentemente resulta em uma
variacdo no potencial inibitério — como demonstrado experimentalmente. Destoam levemente
0s compostos com grupos OH na posicdo 2 (salicilatos), vanalina e os &cidos piperonilico e

vanilinico.

Figura 28 — Sobreposicdo das estruturas com melhores resultados no docking para os compostos do grupo
principal (a) e do grupo secundario ap6s o docking cego (b), demonstrando a boa sobreposi¢ao entre moléculas
nos dois grupos.

Os compostos do grupo secundario, por sua vez, apresentam uma maior variacdo na
sobreposicdo (Figura 28b), ainda que grande parte dos indoles e o acido 7-metdxi-2-
benzofuranocarboxilico se sobreponham muito bem, em acordo com a interpretacdo
experimental de que tais compostos partilham interacdes de mesma natureza e geometria com
a enzima.

Na figura 29, observa-se o padrdo de interacdes do acido galico (inibidor 4) com o
sitio ativo, com o qual interage através de 5 ligacdes de hidrogénio. Pode-se observar o papel
importante desempenhado pelo grupo carboxilato, que atua como aceptor de duas ligacGes de
hidrogénio, uma a hidroxila da tirosina-217 e outra com um hidrogénio guanidinico da
arginina-102. Os trés grupos OH do anel aromatico também estdo envolvidos em uma ligacéo
de hidrogénio cada, em concordancia com a observacdo experimental relacionada ao efeito

sinérgico da presenca desses grupos (Figura 17).
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Duas dessas interacOes, das hidroxilas em posicdo meta e para ocorrem entre seus
oxigénios e os hidrogénios acidos das histidinas 144 e 175, respectivamente, a0 passo em que
a terceira, do OH na posicdo 5, se da& entre o hidrogénio da hidroxila e a carboxila da
fenilalanina-211 que faz parte da estrutura polipeptidica da enzima.

Pode-se destacar também a possibilidade de interacéo eletrostatica entre o fon Mg?* e a
oxigénio do grupo OH na posic¢do 3, o que contribuiria para acentuar sua interacdo e destacar
sua importéncia na atuacao das moléculas como inibidores. O papel determinante desse grupo
OH na poténcia inibitéria dos compostos também foi uma caracteristica constatada

experimentalmente.

Figura 29 — Padrdo de interacGes do acido galico (inibidor 4) com o sitio ativo obtido por meio do docking
molecular indicando a formac&o de cinco liga¢des de hidrogénio (pontilhado em verde).

Pelo modelo computacional ndo se constata a possibilidade de interacdes do tipo
empilhamento n-n entre 0 anel aromatico do &cido galico e outros residuos arométicos do sitio
ativo. Entretanto, os cinco pontos simultaneos de interacdo por ligacdo de hidrogénio
justificam a necessidade de um sistema planar rigido e explicam por que compostos alifaticos
como o0s acidos quinico (17) e shikimico (26) ndo atuam como inibidores, ainda que

compartilnem alto grau de similaridade estrutural com o substrato.
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Na figura 30 est4 mostrado o padréo de intera¢fes do produto (3,4-DHB) com o sitio
ativo, comparando-se a estrutura cristalografica determinada por Pfleger e colaboradores
(Figura 30a) com o resultado de docking molecular (Figura 30Db).

Pode-se observar que o resultado computacional é plenamente coincidente com o
obtido experimentalmente, com a diferenca de que a cristalografia de raios-X ndo tem
resolucdo para discernir os hidrogénios, engquanto que no modelo computacional os
hidrogénios polares sdo considerados. Por essa razdo, a andlise cristalografica considera a
existéncia de 6 ligacOes de hidrogénio enquanto que o docking mostra apenas 4 como sendo

principais.

Figura 30 — Padréo de interagGes do produto da reagdo (3,4-DHB) com o sitio ativo segundo determinado por
cristalografia (a) e pelo docking computacional (b)

Esse padrdo de ligacdes de hidrogénio também é o mesmo do observado para o acido
galico. A porcdo carboxilato interage por duas ligacbes de hidrogénio com os residuos
arginina-102 e tirosina-217 enquanto que as hidroxilas se ligam as histidinas 175 e 144 bem
como ha possibilidade de interacdo entre o oxigénio do OH meta-carboxilico com os ions
magnésio ou manganés.

A maioria dos compostos do grupo principal, como mostrado anteriormente, segue
esse mesmo padrdo de interacBes. Dentre os que divergem merece destaque o &cido 2,3-
dihidroxibenzoico (inibidor 37), que apresentou a mais intensa energia livre de ligacdo

segundo o docking (Figura 31).
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Figura 31 — Padrdo de interacOes de inibidor 37 (&cido 2,3-dihidroxibenzoico) com o sitio ativo segundo o
resultado de docking
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O padrdo de interagdes mostra que sdo realizadas trés ligacbes de hidrogénio,
novamente envolvendo os residuos arginina-102, histidina-144 e histidina-175.

Considerando-se que ha duas interagdes a menos para este composto do que ha para o
acido galico, a justificativa para esse escore mais proeminente esta na maior proximidade
entre o grupo hidroxila em orto da histidina-144, que leva a uma interacdo de hidrogénio mais
forte do aquela que ocorre com o acido galico.

Entretanto, o docking ndo considera a possibilidade de formacao de uma forte ligacao
de hidrogénio intermolecular, estabilizada pela formacdo de um anel de seis membros, que
diminuiria a disponibilidade desse oxigénio interagir com a histidina-144 e da carboxila
interagir com a arginina. Assim, na pratica haveria apenas uma ligacao de hidrogénio efetiva,
com a histidina-175, o que justificaria o baixo desempenho deste composto como inibidor.

Em relacdo aos compostos que aparentemente interagem na entrada do sitio ativo,
merece destaque a acido indol-2-carboxilico (46), tanto por seu significativo escore no
docking quanto por sua eficiéncia experimental. Podem-se observar na figura 32 as interac6es

calculadas para esse composto.
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Figura 32 — Interaces do inibidor 46 (&cido indol-2-carboxilico) com alguns residuos da entrada do sitio ativo
segundo apontado pelo docking molecular.
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Pode-se observar que ha a formacéo de apenas uma ligacdo de hidrogénio entre o0 N-H
indolico e a carboxila da ligacdo amida do residuo glicina-106. Destaca-se ainda a
possibilidade de intera¢des m-n entre o indol e o anel aromatico da fenilalanina-104, que estéo
paralelamente alinhados — 0 que ndo pode ser visto plenamente pela perspectiva da figura —
alem de outras interacdes hidrofébicas ou de Van der Waals que sdo possiveis entre este
composto e outros residuos dessa regido, com a tirosina-70.

Outros compostos como 0 acido 7-metdxi-2-benzofurancarboxilico (inibidor 13) e 1-
metil-lindol-2-carboxilico (inibidor 47) apresentam um potencial inibitério experimental
consideravel, no entanto ndo tem capacidade de atuar como aceptores de ligacdo de
hidrogénio (Figura 33). Assim, as Unicas interacdes possiveis seriam de natureza hidrofobica

ou forcas de Van der Waals, de carater nitidamente mais fraco.

Figura 33 — Docking os inibidores 13 (a) e 47 (b) representando pela superficie de densidade. Apesar de nédo
haver formacao de ligacdes de hidrogénio, interacdes de Van der Waals sdo possiveis com residuos hidrofébicos
na entrada do sitio ativo
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Seriam essas interacdes suficientes fortes para que esses compostos se coordenem a
esta regido da enzima e atuem como inibidor ou tais compostos apenas ndo podem se
coordenar satisfatoriamente ao sitio ativo por seu elevado volume e a rigidez do receptor? E
se de fato ha dois sitios de inibicdo espacialmente proximos, qual seria o efeito da unido em
uma Unica molécula de uma fracdo apta a inibir o sitio ativo e outra capaz de inibir o sitio
alostérico (Figura 34)?

Tais perguntas apenas reforcam a necessidade de se amostrar computacionalmente
mais graus de liberdade do receptor por meio da simulacdo de dindmica molecular, de tal
forma que a flexibilidade possa ser levada em consideracéo.

Assim, uma compreensdo mais clara dos processos e interacGes que regem a inibicéo
de DHS desidratase seria obtida, eventualmente permitindo a constru¢do de um modelo capaz
de estimar quantitativamente e de forma confiavel a intensidade dessas interagGes, auxiliando

no desenho racional de novos inibidores.

Figura 34 — A proximidade espacial entre os inibidores do sitio ativo como o0 4cido galico (em rosa) e inibidores
de um possivel sitio alostérico na entrada do sitio principal como o indol-2-caboxilato (verde) levanta a hipétese
do possivel efeito sinérgico no potencial inibitério de um link entre as duas moléculas

5.2.2 Dinamica molecular

Com o proposito de se obter um nimero maior de estruturas do receptor, de forma que
sua flexibilidade fosse levada em consideracdo tornando possivel a obtencdo de resultados
mais acurados por docking, simulagdes de dindmica molecular foram realizadas utilizando-se

0 pacote de programas Gromacs.
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Utilizando-se o campo de forcas Amber03, foram simulados inicialmente quatro
sistemas durante 60 ns: enzima livre, que corresponde a enzima isolada em &gua,
enzima+substrato, o complexo entre a DHS desidratase e &cido 3-dehidroshikimico,
enzima+produto, o complexo da enzima com o acido 3,4-dihidroxibenzdico, o produto da
reacdo e o complexo enzima+inibidor 4, na qual o &cido galico encontra-se inicialmente
coordenado ao sitio ativo da enzima — uma escolha baseada no fato deste ter sido o inibidor
que apresentou o melhor resultado experimental.

A primeira consideracdo a ser feita € o acompanhamento da evolugdo temporal do
sistema por meio do deslocamento quadratico médio das posicoes atbmicas (RMSD, do inglés
root mean square deviation) em funcdo do tempo de simulacao.

Na figura 35 pode-se observar a evolucdo temporal do RMSD dos carbonos-o para 0s
quatro sistemas simulados em relacéo a estrutura cristalografica de referéncia. A analise dos
deslocamentos desse conjunto de atomos € especialmente interessante na medida em que
permite avaliar como o esqueleto proteico evolui durante a simulacdo, permitindo a
observacao de alteracdes conformacionais da enzima.

Figura 35 - Evolugéo temporal do deslocamento quadratico médio das posi¢fes dos carbonos-a para o sistema
enzima livre (azul), enzima+substrato (vermelho), enzima+produto (roxo) e enzima+ligante 4 (verde)
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Pode-se observar na figura 35 que os valores de RMSD sdo relativamente baixos,
inferiores a 1,7 A para todos os sistemas. Igualmente, ndo ha alteracdes bruscas, mas sim
pequenas variagdes em torno de uma posicao de equilibrio, indicando que ndo houve uma
modificacdo estrutural significativa durante a simulacdo, possivelmente devido a estrutura
terciaria em forma de barril, que por ser composta por hélices-o e folhas-p sistematicamente
alternadas imp&em uma baixa mobilidade estrutural.

Além disso, pode-se perceber que ao final da simulacdo, sobretudo nos Gltimos 15ns,

ha uma diminuigdo da intensidade das flutuagdes do RMSD ¢ um “patamar” é obtido. Esse é
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um forte indicativo que o sistema atingiu uma condicdo de equilibrio, com o alivio das
interacbes desfavoraveis presentes na estrutura cristalografica e a obtencdo de uma
conformacdo mais proxima da natural e mais similar ao que seria encontrado em condicGes
fisiolégicas.

Como essa relaxacéo estrutural pode ter um reflexo grande no modo e intensidade com
que inibidores interagem com o sitio ativo, considerou-se como o0s residuos que compdes essa
porcdo da enzima se comportaram durante a simulacdo. Na figura 36 estad mostrada a evolucéo
temporal do RMSD para esses 15 residuos do sitio ativo e o cofator magnésio dos quatro
sistemas avaliados.

Foram considerados como parte do sitio ativo os residuos 1le8, Tyr70, Argl02,
Phel04, Glul42, Hisl44, Aspl72, Hisl75, Lys200, Phe211, Pro213, Val216, Tyr2l7,
Glu253, Phe255 e Mg274 por meio da observacédo das interacdes dos ligantes com a enzima
na estrutura cristalogréafica e por docking.

Figura 36 — Desvio quadratico médio das posi¢es atdbmicas dos 15 residuos que comp8em o sitio ativo e do

cofator Mg durante a simulacdo dos sistemas enzima livre (azul), enzima+substrato (vermelho), enzima+produto
(roxo) e enzima+ligante 4 (verde)
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Pode-se observar que a variacdo temporal do RMSD desses residuos €
significativamente menor para 0s complexos da enzima com substrato, produto ou acido
galico do que para a enzima livre. Ao final da simulacdo os sistemas com ligantes convergem
para um valor similar de RMSD ao passo em que a enzima livre diverge e apresenta valores
significativamente superiores. Isso indica que em todos os complexos os ligantes permanecem
fortemente coordenados ao sitio ativo durante a simulacdo, mantendo sua estrutura
significativamente mais rigida na comparacdo com a enzima sem ligante.

Avaliando-se a mobilidade quadratica média (RMSF, do inglés Root Mean Square
Fluctuation) dos residuos do sitio ativo durante a simulacdo, o que possibilita uma estimativa
da mobilidade média dessa porcéo da enzima para cada sistema (Figura 37), pode-se observar

que o sitio ativo da enzima livre é o que apresenta a maior mobilidade dos residuos, o que era
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esperado na medida em que liberdade conformacional é maior pela auséncia de ligante na
cavidade do sitio ativo.

Destaca-se, no entanto, a diferenca significativa do padrdo de residuos mais méveis
entre a enzima livre e 0s demais sistemas, com destaque para a tirosina-70, com RMSF de 25
A no sistema sem ligante, valor que é reduzido para 15 A na presenca do substrato e para
menos de 7,5 A com o 4cido galico. Esse resultado demonstra a possibilidade de uma
interagdo importante entre este residuo e os potenciais inibidores, ao contrario do que foi
apontado pelo docking, de que interacdo mais importante se daria com a tirosina-217. Os dois
residuos estdo muito proximos no ativo e tem a capacidade formar uma ligagdo de hidrogénio
com o grupo carboxilato dos ligantes (Figura 30).

Figura 37 — Mobilidade quadratica média (RMSF) dos residuos do sitio ativo durante os 60 ns simulados para 0s
sistemas enzima livre (azul), enzima+substrato (vermelho), enzima+produto (roxo) e enzima+ligante 4 (verde)
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E interessante observar que ao passo em que a mobilidade da tirosina-70 é reduzida na
presenca dos inibidores, a mobilidade da tirosina-217 permanece elevada e em alguns casos
até mesmo aumenta, como no sistema enzima+produto. Isso demonstra que esse residuo de
fato apresenta uma baixa interacdo com os ligantes, diferentemente do que previu o docking

possivelmente em funcdo de uma mudancga conformacional do sitio ativo durante simulacao
capaz de alterar o modo de ligagéo.
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Sendo a formacdo de ligacdo de hidrogénio um fator decisivo na atuacdo de uma
determinada molécula como inibidor de DHS desidratase, conforme demonstraram o0s
resultados experimentais, é importante avaliar como essas interagcdes se comportam durante a
simulacdo bem como as possiveis alteracdes dos modos de ligacdo frente a situacdo estatica
para que seja possivel o desenho de moléculas com propriedades inibitdrias melhores. Propor
um novo composto pela andlise das interacbes com uma estrutura rigida pode ser
contraprodutivo se a conformacdo dessa estrutura ndo for similar a conformacdo na média
temporal, pois o padrdo de interacOes pode ser significativamente diferente.

Assim, na figura 38 esta mostrada a evolucdo temporal no nimero de ligagcdo de
hidrogénio (LH) entre a enzima e o 4cido galico. Pode-se observar que o ligante forma no
minimo uma ligacdo de hidrogénio durante toda a simulacdo e no maximo sete ligagdes.
Entretanto, a frequéncia com que um namero menor do que quatro ligacdes de hidrogénio

simultaneas ocorre é extremamente baixa, ou seja, € um evento raro.

Figura 38 — Evolugdo do nimero de ligagOes de hidrogénio entre a enzima e o &cido galico durante os 60 ns da

simulacéo.
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De fato, em média, o acido galico interage formando 4,51 ligac6es de hidrogénio com
a enzima, 0 que estd de acordo com o numero obtido durante o docking molecular, que
produziu 0 mesmo escore para 0s complexos com quatro e cinco LHs. O substrato, por outro
lado, interage por uma média de apenas 1,92 ligacdes de hidrogénio ao passo em que 0 para 0
produto essa média sobe para 2,10 (Figura 39).

Isso significa que a afinidade da enzima por seu substrato, a0 menos em termos de

LHs, é menor do que afinidade pelo produto e muito menor que a afinidade pelo acido galico,
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condizente com o observado experimentalmente, visto que o &cido galico se mostrou 9 vezes
malis potente que o produto, ainda que ambos sejam inibidores poderosos.

Esse resultado € mais um indicativo do papel decisivo que as ligacGes de hidrogénio
desempenham na atuacdo dos inibidores e sugere que um composto capaz de maximizar o
nimero médio e eventualmente a intensidade dessas interacbes poderia ser um inibidor ainda

mais potente do que o acido galico.

Figura 39 — Evolucdo do ndmero de ligacOes de hidrogénio entre a enzima e o substrato (a) e entre enzima e
produto (b) durante a simulacéo.
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Além disso, observa-se que o produto raramente forma mais do que quatro ligacdes de
hidrogénio com o sitio ativo, 0 que diverge do apontado pela estrutura cristalografica, que
estimou a ocorréncia de seis LBs, e do que foi mostrado pelo docking, quatro ligacGes. 1sso
demonstra que, de fato, a estrutura obtida por cristalografia ndo € a mais provavel, o que pode
justificar a divergéncia entre a poténcia experimental dos inibidores e os resultados do
docking dos compostos nessa estrutura rigida.

Na figura 40 estd mostrado o padréo de interacGes entre o acido 3,4-dihidroxibenzdico
e o0 sitio ativo na estrutura média do complexo durante a simulacdo. Nesse caso, 0 programa
ADT estimou a formacéo de 4 ligacdes de hidrogénio entre o produto e o sitio ativo: um entre

os residuos His175 e o grupo hidroxila na posicdo meta, e duas entre a carboxila e os residuos

Arg102 e Tyr70.
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Figura 40 — Padrdo de liga¢Bes hidrogénio (pontilhado em verde) entre o produto e o sitio ativo na estrutura
média do complexo durante a simulago.
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A cristalografia de raios-X e o docking anterior (figura 30) haviam apontado a
histidina-144 e ndo a histidina-175 como participante da interacdo com o grupo OH em meta.
Além disso, ambas apontavam a interacdo entre as tirosinas 70 e 217 com o grupo carboxilico,
enquanto que na simulacdo de DM a relaxacdo da lateral externa do sitio ativo levou ao
afastamento da Tyr217, impedindo sua interagéo.

As interacdes do acido galico com o sitio ativo em 59610 picossegundos, momento
mais ao fim da simulacdo em que se estabelecem 7 ligacdes de hidrogénio — 0 que representa

0 numero maximo de HBs possiveis dentre os ligantes avaliados — estd mostrado na figura 41.

Figura 41 — Interacdes de ligacdo de hidrogénio (pontilhado em verde) entre enzima e &cido gélico em 59610
picossegundos.
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Apesar de o software AutoDockTools indicar a formacdo de apenas cinco ligagdes de
hidrogénio devido a distancia em que as considera, é facil observar pelo posicionamento e a
proximidade dos residuos que as duas ligacGes ndo mostradas sdo entre a histidina-144 com o
oxigénio da hidroxila em para bem como entre o hidrogénio dessa hidroxila e a carboxila do
esqueleto da Phe-211.

As demais interagOes se ddo entre a arginina-102 e as tirosinas 70 e 217 com o
carboxilato, a histidina-175 com o OH em meta — de maneira semelhante ao observado
anteriormente para o produto — e entre a carboxila do esqueleto da Phe-211 com o hidrogénio
da hidroxila em posigéo 5.

Outra vez se observa que hd um padrdo significativamente distinto de interagdes frente
ao observado por meio do docking molecular (Figura 29), sobretudo devido a aparente
inversdo do padrdo de ligacGes de hidrogénio das histidinas. Ou seja, realmente houve
alteracdes significativas no sitio ativo durante a simulacdo capaz de alterar o modo de ligacéo.
Isso demonstra a real necessidade de se considerar a flexibilidade do receptor para a obtencéo
de um modelo capaz de gerar resultados quantitativos e permitir a previsdo do potencial de
novos compostos como inibidores enzimaticos.

Uma das hipoteses levantadas por meio do docking molecular é a existéncia de outra
regido na enzima — aparentemente bem préxima do sitio ativo — capaz coordenar alguns dos
inibidores um pouco mais volumosos, como derivados de acidos indol-carboxilicos e
benzofuranocarboxilicos. Por outro lado, a falha desses compostos em se coordenar ao sitio
ativo durante o docking poderia ser mera consequéncia de seus elevados volumes, tornando-o0s
inaptos de se encaixar no sitio ativo em razdo da utilizacdo de um receptor rigido.

Dessa forma, com o propdésito de se verificar essas hipdteses, avaliou-se a evolugéo
temporal do “volume” do sitio ativo durante a simula¢do por meio do acompanhamento da
distancia entre residuos diametralmente opostos. Naturalmente, esse comportamento foi
estudado na enzima livre, na medida em que a presenca de ligantes reduz a mobilidade dos
residuos em funcéo das interagdes, como mostrado anteriormente na compara¢do do RMSD e
do RMSF do sitio ativo para os diferentes sistemas simulados.

Seis residuos foram escolhidos de forma que as trés dimensdes espaciais do sitio ativo
fossem amostradas: o par arginina-102 e fenilalanina-211 foi escolhido como eixo X, tirosina-
217 e lisina-200 como eixo Y e fenilalanina-255 e fenilalanina-104 como representantes do
eixo Z. A localizacdo desses residuos no sitio ativo em relacdo ao acido galico (molécula de

referéncia) esta mostrada na figura 42.
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Figura 42 — Seis residuos do sitio ativo diametralmente opostos representando os eixos X, Y e Z escolhidos para
avaliar alteracdes do volume do sitio ativo durante a simulagéo.

RYR217

Na figura 43a estd mostrado o gréafico de como a distancia entre os residuos nessas trés
dimens@es variou durante a simulagdo ao passo em que na figura 43b esta mostrada a soma
das alteracBes em X, Y e Z. Percebe-se que hd um aumento abrupto nas distancias dos
residuos na dimensdo X durante a simulacdo enquanto que as distancias em Y e Z

permanecem pouco alteradas, oscilando em torno de um valor central.

Figura 43 — Evolucdo temporal da distancia entre os eixos X (azul), Y (vermelho) e Z (verde) ao longo da
trajetéria simulada (a) e da soma das distancias nas trés dimensdes consideradas (b)

5
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Essa alteracdo brusca aparentemente esta relacionada com a reorganizacdo da parede
externa do sitio ativo, ao qual a fenilalanina-211 esta ligada, como pode ser observado na
figura 44, onde a estrutura inicial (em laranja) estd sobreposta a estrutura em 55640
picossegundos (azul). A estrutura em azul representa o valor maximo das distancias somadas
e foi escolhida a partir do grafico da soma das distancias nas trés dimensbes em funcéo do

tempo de simulacdo (figura 43b).
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Figura 44 — Sobreposicdo da estrutura inicial (laranja) com a estrutura ap6s 55640 picossegundos (azul)
mostrando as alteracfes na estrutura secundaria e nos residuos definidos como X,Y e Z, em destaque.

Se a razéo pela qual ligantes como &cido indol-2-carboxilico (inibidor 46) e 7-metdxi-
2-benzofurancarboxilico (inibidor 13) ndo foram ancorados adequadamente for devido ao
pequeno volume do sitio ativo na estrutura utilizada, o novo docking desses compostos na
estrutura em azul — que é 4,9 nm maior que a estrutura inicial na soma das trés dimensées —
deveria permitir a interacdo desses compostos no sitio ativo, se este for de fato seu local
preferencial de interacéo.

Assim, utilizando-se essa estrutura e um grid capaz de envolver toda a enzima, 0s
ligantes 13 e 46 foram docados novamente utilizando-se o AutoDock Vina.

Na figura 45 o posicionamento desses dois compostos apds o docking é comparado,
com a por¢do da enzima correspondente ao sitio ativo em destaque. Aparentemente enquanto
0 inibidor 13 se mantém da entrada do sitio ativo, o inibidor 46 se mostra coordenado no
interior do mesmo. O escore desses ligantes foi de -6,5 kcal/mol e de -6,6 kcal/mol,
respectivamente e, portanto significativamente maiores do que escore obtido na estrutura

inicial, que foram de -5,9 kcal/mol para o ligante 13 e de -6,5 kcal/mol para o ligante 46.

75



Figura 45 — Posicionamento do inibidor 13 (a) e do inibidor 46 (b) apds docking utilizando-se a estrutura de
receptor com maior alteragdo no volume do sitio ativo. A porg¢ao do sitio ativo estd destacada em verde

Avaliando-se os modos de interacdo desses ligantes nesse novo docking (Figura 46)
pode-se observar que ambos realmente interagem com residuos do sitio ativo. O inibidor 13
apresenta uma ligacédo de hidrogénio entre o oxigénio do furano e um dos hidrogénios do NH
da arginina-102 enquanto que o indol demonstra interagir com o hidrogénio da amida da
isoleucina-8 por meio do seu carboxilato e possivelmente com o oxigénio da serina-68 com
pelo hidrogénio do NH aromatico.

Figura 46 — Padrdo de interacdes dos &cidos 7-metoxi-2-benzofurancarboxilico (a) e indol-2-carboxilico (b)

apos novo docking utilizando-se a estrutura do receptor com maior desvio das distancias do sitio ativo em
relacdo a estrutura de referéncia
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Os modos de ligacdo, no entanto, demonstram ser bem diferentes do observado para 0s
demais ligantes — em parte provavelmente devido a grande alteragdo na disposi¢do dos

residuos do sitio ativo nesse momento em particular da simulagcdo. O fato dos ligantes se
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coordenarem ao sitio ativo nessa estrutura ndo prova que isso € o que acontece na realidade,
especialmente porque essa estrutura aparenta ter ocorréncia improvavel. Porém, caso
falhassem em interagir com o sitio ativo mesmo nessa estrutura de grande volume isso
demonstraria que 0s compostos dessa familia sdo de fato inibidores ndo competitivos ou anti-
competivos, devendo interagir em outra parte da molécula.

Os resultados experimentais, no entanto, parecem indicar que tais compostos devem
ter um modo de ligacdo muito diferente dos demais em funcdo da divergéncia estrutural com
0S outros ou entdo devem se ligar em outra regido da enzima. A verificacdo real dessa
hipotese — sobretudo da existéncia de coordenacdo na entrada do sitio ativo — sé pode ser
realizada por meio da simulagédo de DM com esses compostos.

Inicializando-se as moléculas na entrada do sitio ativo, se elas de fato interagirem
nessa regido deverdo permanecer coordenadas a ela durante toda a simulagéo e se interagirem
preferencialmente no interior do sitio ativo um deslocamento em direcdo ao interior seria
observado. Novas simulacdes ja estdo sendo realizadas com esses compostos para avaliacéo
definitiva dessas hipdteses.

Além disso, as diversas estruturas diferentes do receptor obtidas por meio dos diversos
sistemas simulados por dindmica molecular serdo utilizadas na realizacdo de ensemble
docking a fim de se obter uma (ou um conjunto) de estruturas do receptor que seja capaz de
produzir escores de alta correlagdo com a poténcia experimental. Esse modelo aprimorado
sera entdo utilizado na avaliacdo computacional de novos compostos, desenvolvidos com base
em um desenho racional para maximizar as diversas interacbes enzima-ligante observadas,
muitas das quais descritas nesse trabalho.

Os compostos assim obtidos e que forem virtualmente efetivos serdo sintetizados e
avaliados experimentalmente, podendo entdo servir ao desenvolvimento de novas drogas com

potencial antibacteriano.
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6 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

DHS desidratase foi superexpressada satisfatoriamente em E. coli por DNA
recombinante, de onde foi isolada, purificada e entéo utilizada nos ensaios de inibig&o in vitro.
Dentre os compostos estudados, 25 apresentaram potencial inibitério mensuravel com ICs
que variaram entre 4,4 uM para o lider acido galico e 857 uM para a vanilina.

Destaca-se que o produto da reacéo, acido 3,4-dihidroxibenzoico, apresentou o terceiro
melhor potencial inibitério da série analisada (38 uM). Esta é a primeira comprovagdo
experimental e quantificacdo de retroinibicdo nessa enzima, uma observagdo é importante
tanto no desenvolvimento de novos inibidores como na possivel aplicacdo desse sistema na
biossintese de 3,4-DHB, um insumo industrial importante.

A comparagdo entre estrutura e atividade mostrou que um grupo carboxilato livre
capaz de atuar como aceptor de LH é uma caracteristica estrutural importante no poder
inibitorio. Igualmente, o aumento no nimero de substituintes OH no anel benzoico tem um
efeito sinérgico sobre o ICs, indicando a existéncia de outras trés regides aptas a ligagcdo de
hidrogénio no sitio ativo enzimatico além da que envolve o acido carboxilico. Dentre essas, a
hidroxila na posicdo trés do anel aromatico demonstra papel primordial gerando mudancas
dramaticas no potencial inibitorio se alterada.

Alguns compostos similares ao substrato se mostraram incapazes de atuar como
inibidores em funcdo da auséncia da rigidez ou aromaticidade, essencial no direcionamento
das interacdes com o sitio ativo bem como houve uma aparente rejeicdo a moléculas muito
volumosas na porcéao 4,5 do anel central, indicativo de uma restri¢do espacial nessa regido do
sitio ativo. Tais fatores tém de ser levados em consideracdo no desenho de novos compostos.

Derivados de indol-carboxilatos e benzofurano-carboxilatos mostraram alto potencial
inibitério, mesmo sendo estruturalmente distintos dos outros compostos. Isso sugere um modo
de ligacdo diferente ou a atuacdo inibitéria em outra regido da enzima.

A correlacdo entre o potencial inibitério experimental e a energia livre de ligacdo
calculada por docking foi extremamente baixa, ainda que uma tendéncia coerente com 0s
resultados experimentais pudesse ser observada. Essa baixa correlacdo esta provavelmente
relacionada com a desconsideracdo dos graus de liberdade do receptor durante o docking,
ignorando sua flexibilidade intrinseca em condices fisiologicas.

O posicionamento das melhores interacBes calculado por docking resultou na
distribuicdo dos compostos em dois grupos. Um grupo principal, dos derivados do &cido

benzoico, interagindo no sitio ativo da enzima como inibidores competitivos tipicos e um
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grupo secundario, composto por moléculas levemente maiores, que se coordena a entrada do
sitio ativo, onde atuariam como inibidores ndo competitivos ou anti-competitivos.

A anélise do padrdo de interaces do grupo principal, representado pelo acido galico,
indica a formagdo de 5 LHs com o sitio ativo, com o carboxilato atuando como aceptor de
duas ligacGes de hidrogénio com a tirosina-217 e a arginina-102 e com cada um dos trés
grupos OH do anel envolvidos em uma ligacéo de hidrogénio com as histidinas 144 e 175 e a
carboxila da fenilalanina-211, comprovando o que foi inferido pela observagéo experimental.
Além disso, a possibilidade de interacéo eletrostética entre o fon Mg?* e o oxigénio do grupo
OH na posicdo trés (meta) do anel aromatico parece acentuar a intensidade da interacdo,
justificando a importancia experimental constatada para esse grupo no poder de inibigé&o.

Os compostos do grupo secundario, representados pelo acido indol-2-carboxilico (46)
tem possibilidade de formar apenas uma ligacdo de hidrogénio com a carboxila da ligagédo
amida do residuo glicina-106. Entretanto ha a possibilidade de interag¢des do tipo n-7 entre o
indol e o anel aromatico da fenilalanina-104, paralelamente alinhados além de outras
interacOes hidrofobicas ou de Van der Waals com residuos dessa regiéo.

RMSD relativamente baixos e sem alteracfes bruscas indicam que ndo houve uma
modificacdo estrutural significativa durante os 60 ns da simulacdo de dindmica molecular
possivelmente devido a estrutura terciaria em forma de barril, relativamente rigida, ainda que
a obtencdo de um patamar nos grafico de RMSD ao final da simulagdo demonstre que o
equilibrio foi atingido, com o alivio de interacbes desfavoraveis e obtencdo de uma
conformacéo mais proxima da que seria encontrada em condi¢6es fisiologicas.

A avaliacdo comparativa do RMSF dos residuos do sitio ativo indicou que a tirosina-
70 participa de uma interacdo mais importante com os inibidores do que tirosina-217,
contrariando o apontado por docking e sugerindo uma mudanca conformacional do sitio ativo
durante simulacéo capaz de alterar os modos de ligacao.

A evolucdo temporal no nimero de LHs mostrou que o &cido géalico interage com uma
média de 4,51 ligacdes de hidrogénio, enquanto o produto forma em média de 2,10 LHs e o
substrato uma média de apenas 1,92 ligaces, niumeros significativamente relacionados com
as afinidades experimentais, sugerindo que um composto capaz de maximizar 0 namero
médio de LHs atuaria como inibidor ainda mais potente do que o acido galico.

O padrdo médio de interacdes entre produto e enzima apontado pela dindmica diverge
do obtido tanto por cristalografia quanto por docking, indicando que a estrutura cristalografica
ndo € a mais provavel e justificando a divergéncia entre a poténcia experimental dos

inibidores e os resultados do docking nessa estrutura rigida. 1sso demonstra a real necessidade
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de se considerar a flexibilidade do receptor para a obtencdo de um modelo capaz de gerar
resultados quantitativos e capaz de permitir a previsdo do potencial de novos compostos como
inibidores enzimaticos.

O novo docking dos inibidores 13 e 46 na estrutura da enzima com o maior volume do
sitio ativo, segundo a simulacdo de dindmica, mostrou a possibilidade de interacdo desses
compostos no sitio. Ainda que isso ndo prove a atuacdo dessas moléculas como inibidores
competitivos ao invés de anti ou ndo competitivos, reforca a hipdtese de que a coordenagdo
desses compostos na entrada do sitio ativo seja mais um falha de encaixe no sitio ativo
estreito da estrutura inicial do que um fenémeno real.

Assim, como uma perspectiva futura desse projeto, simulacées de DM seréo realizadas
com esses compostos, partindo-se dos complexos em interacdo na entrada do sitio ativo. Se de
fato houver preferéncia pela coordenacdo nessa regido, tais moléculas deverdo permanecer
coordenadas a ela durante toda a simulacdo. A comprovacdo da existéncia de um segundo
sitio de inibig&o abriria a possibilidade de constru¢do de novos inibidores capazes de unir em
uma Unica molécula uma porcao apta a inibir o sitio ativo e outra capaz de inibir esse sitio
alostérico e, portanto com poténcia e seletividades aumentadas.

Além disso, estruturas diferentes do receptor extraidas da simulacdo de dindmica
molecular serdo utilizadas na realizacdo de ensemble docking a fim de se obter uma ou um
conjunto de estruturas do receptor capaz de reproduzir sua flexibilidade natural e permitindo
assim o célculo de energias livre de ligacdo por docking com alta correlacdo com a poténcia
experimental.

Esse modelo aprimorado sera entdo utilizado na avaliagdo computacional do potencial
de novas moléculas construidas para maximizar as diversas interacbes importantes enzima-
ligante descritas nesse trabalho, aumentando assim a eficacia, poténcia e seletividade desses
novos inibidores. Os compostos assim obtidos e que forem virtualmente efetivos serdo
sintetizados e avaliados experimentalmente, podendo entdo servir ao desenvolvimento de

novos medicamentos com potencial aplicacdo como antibidticos.
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ANEXO A - Estrutura, denominagdo e classificacdo por natureza quimica dos 20 L-
aminoacidos constituintes de proteinas e enzimas.

Pequenos Nucleofilicos
o o o OH o o)
H?“\ék H3C\‘)j\ /\)J\ )\‘/U\ /\)J\
R OH OH HO OH HyC OH HS OH
H$~ H NH, NH, NH, NH,
Glicina Alanina Serina Treonina Cisteina
(Gly, G) (Ala, A) (Ser, S) (Thr, T) (Cys, C)
Hidrofdbicos
CH3 o o CHy o o o
H,C OH OH OH  HC OH OH
NH, CHy NHp NH, NH, NH
Valina Leucina Isoleucina Metionina Prolina
(val, V) (Leu, L) (e, 1 (Met, M) (Pro, P)
Aromaticos Acidos
Fenilalanina Tirosina Triptofano Acido Aspartico  Acido glutamico
(Phe, F) (Tyr,Y) (Trp, W) (Asp, D) (Glu, E)
Amidas Basicos
H?“Wj\ o “2“w0” . /Y\HJ\OH HZNMOH HQNJKN/\/\HJ\OH
o NH NH, \\/NH NH, NH, " NH,
Asparagina Glutamina Histidina Lisina Arginina
(Asn, N) (GIn, Q) (His, H) (Lys, K) (Arg, R)

Fonte: VOET, D..; VOET, J. G. Biochemistry. 4.ed. Hoboken, John Wiley and Sons, 2011. 1428 p.
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