Sandra Vanessa Rodrigues Leite da Silva

Pesquisa Computacional de Inibidores de Fatores de
Viruléncia de Bacillus anthracis

Universidade Fernando Pessoa

Faculdade de Ciéncias da Salde

Porto, 2015



Pesquisa Computacional de Inibidores de Fatores de Viruléncia de Bacillus anthracis



Pesquisa Computacional de Inibidores de Fatores de Viruléncia de Bacillus anthracis

Sandra Vanessa Rodrigues Leite da Silva

Pesquisa Computacional de Inibidores de Fatores de Viruléncia de Bacillus
anthracis

Universidade Fernando Pessoa

Faculdade de Ciéncias da Salde

Porto, 2015



Pesquisa Computacional de Inibidores de Fatores de Viruléncia de Bacillus anthracis

Sandra Vanessa Rodrigues Leite da Silva

Pesquisa Computacional de Inibidores de Fatores de Viruléncia de Bacillus anthracis

Trabalho apresentado a Universidade Fernando
Pessoa, como parte dos requisitos para obtencao
do grau de Mestre em Ciéncias Farmacéuticas

(Sandra Vanessa Rodrigues Leite da Silva)



Pesquisa Computacional de Inibidores de Fatores de Viruléncia de Bacillus anthracis

Resumo

O Bacillus anthracis é uma bactéria altamente virulenta, mais conhecida pelo ataque
bioterrorista nos EUA em 2001 quando foi propagado através de correio infetando 22
pessoas e matando 5 delas. Na realidade, o uso do B.anthracis como arma bioldgica é
algo com uma longa histdria apesar de representar ainda uma ameaca nos dias atuais.
Isto significa que ao longo do tempo e de forma paralela aos enormes avancos
cientificos e tecnoldgicos, se adquiriu mais informacdo acerca dos mecanismos de
infecdo deste bacilo que permitem hoje a pesquisa de melhores e mais eficazes formas
de combate a esta ameaca.

Neste sentido, foram utilizadas neste estudo ferramentas computacionais como o
YASARA e o AutoDock, para procurar melhores inibidores para o antigénio de
protecdo (PA) do B.anthracis, obtidos por modelagdo molecular dos ligandos criados
por Wein et al. (2012). Estas novas moléculas foram submetidas a um processo de
docking e aquelas que demonstraram melhores resultados foram sujeitas a uma

simulacdo de dindmica molecular.

Como resultado desta pesquisa, foram encontradas algumas moléculas com potencial de
se ligarem eficazmente ao PA. Adicionalmente, foi possivel comparar os resultados para
uma mesma molécula com conformacdo inicial diferente (orientacdo simétrica),

demonstrando a influéncia dessas diferencas nos resultados do processo.

Abstract

Bacillus anthracis is a highly virulent bacterium, best known by the bioterrorist attack
in the USA in 2001 when it was spread by mail infecting 22 people and killing 5 of
them. In fact, using B.anthracis as a biological weapon is something with a long history
although it still represents a threat in the present days. That means that over the time and
in parallel to the huge scientific and technological advances, more information about the
infection mechanisms of the bacillus has been gathered, allowing the research for better
and more effective ways to fight this threat.
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Thus, computational tools such as YASARA and AutoDock were used in this study, to
search for improved inhibitors for the protective antigen (PA) of B.anthracis, obtained
by molecular modulation of the ligands created by Wein et al. (2012). These new
molecules underwent a process of docking and those with better results went through a

molecular dynamics simulation.

As a result for this research, a few molecules were found to have potential to effectively
bind to PA. Additionally, it was possible to compare the results regarding to one single
molecule with two different initial conformation (symmetrical orientation), showing the

influence of the initial conformation on the process results.
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I- INTRODUCAO

1.1- Bacillus anthracis

O B.anthracis é uma bactéria gram-positiva do tipo bacilar com capacidade de formar
esporos que constituem uma forma de resisténcia da bactéria, isto &, permite-lhes resistir
as condicdes desfavoraveis do meio ambiente e mesmo das defesas naturais do
organismo. Pode ser encontrada naturalmente no solo, sendo comum a infegdo de
animais domésticos e selvagens. Em termos geogréficos, € mais comummente
encontrada em zonas agricolas da América Central e do Sul, Africa subsaariana,
Sudoeste Asiatico e central, Sul e Este da Europa e Caraibas. A infecdo e transmissdo
entre humanos séo raras mas possiveis. Ha trés vias de contaminagdo possiveis: a via
oral (por ingestdo de agua, plantas ou produtos de origem animal contaminados), a
inalacdo de esporos e também infecdo cutdnea (quando a pele apresenta lesdes como
feridas ou arranhdes) (CDC, 2013).

Em 2010 foi ainda feita a descoberta de uma nova forma de infecdo pelo Antrax, a via
injectavel. Apesar de produzir sintomas semelhantes ao Antrax cutaneo, pode provocar
infeccdes subcutaneas mais profundas, ou a nivel muscular. Esta infecdo pode também
disseminar mais rapidamente pelo corpo e ser mais dificil de detetar e tratar (CDC,
2013a). Esta descoberta foi feita apés um pequeno surto ocorrido no Reino Unido e
Alemanha em doentes que tinham consumido heroina por via injetdvel. Embora ndo
tenha sido encontrado Antrax na heroina analisada, as provas recolhidas por
epidemiologistas sugerem que esse tenha sido o veiculo da contaminacdo (CDC,
2013b).

Em termos do ciclo de vida, enquanto se encontra no solo, o B.anthracis produz os
esporos, 0 que lhe permite resistir nesse ambiente por longos periodos de tempo, onde
permanecem metabolicamente inativos. E esta forma esporulada que também Ihes
permite resistir as defesas dos hospedeiros (animais ou humanos), penetrando o seu
organismo. Apds a penetracdo no hospedeiro, sendo esse um ambiente rico em agua e
nutrientes, os esporos sao ativados e tornam-se células germinativas. Assim, torna-se

possivel a sua multiplicacdo e expressdo de toxinas e da propria capsula (fatores de
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viruléncia), surgindo a patologia denominada por Antrax (CDC, 2013; Drinks, A.,
2009).

1.2- Histdéria do Antrax como Arma Bioldgica

Acredita-se que os primeiros relatos de Antrax na historia, tenham ocorrido cerca de
1250 aC, no Egipto e Mesopotamia, acreditando-se que uma das 10 pragas do Egipto,
nomeadamente a quinta praga (Exodo 9:3-7), podera ter sido causada pelo Antrax,
infectando gado, cavalos entre outros animais. As primeiras descri¢fes clinicas sé
ocorreram milénios depois dos primeiros relatos histéricos e sé mais tarde, em 1877,
Robert Koch foi capaz de estudar a bactéria, tendo determinado o seu ciclo de vida
(CDC,2013b).

JA& no século XX, houve bastante documentacdo relativamente ao Antrax,
nomeadamente ao seu uso como arma bioldgica ou bioterrorismo. No que diz respeito
ao uso do Antrax neste ambito, tera sido utilizado na Primeira Guerra Mundial (1914-
1918), pela Franca e Alemanha para infetar animais em outros paises, no sentido de
enfraquecer as suas economias e gerar um sentimento de inseguranca. Na Segunda
Guerra Mundial (1939-1945), também o Japéo recorreu ao Antrax, entre outros agentes
bioldgicos, para testar em populacbes o seu potencial como arma bioldgica (Chen e
Zeng, 2012).

Mais recentemente, ap6s o ataque terrorista de 11 de Setembro de 2001 nos EUA, foram
usadas cartas para disseminar Antrax, tendo sido infetadas 22 pessoas, das quais 5 nédo
sobreviveram. Este foi, de resto um bom exemplo de como uma arma bioldgica pode,
com um pequeno grupo de vitimas, ter um grande impacto psicoldgico na populacao,
inclusivamente a nivel mundial. Por isto e por este caso ser recente, foram reavivadas
preocupacOes sobre as falhas na prevencdo contra este tipo de ataque (Chen e Zeng,
2012; CDC, 2001).

Acredita-se que existem atualmente varios paises com meios para executar este tipo de

ataque. Neste contexto e uma vez que continuam a existir e a surgir novos conflitos um
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pouco por todo o mundo, sdo importantes as pesquisas de formas eficazes de prevencao

e tratamento para infegdes com estes agentes.

1.3-  Sintomatologia

A sintomatologia apresentada apos infecdo com Antrax depende da via de infecdo e
tanto pode tornar-se evidente num espaco de 24h como pode aparecer apenas apos
alguns meses. Uma outra caracteristica, que € comum a qualquer das vias de infecéo, é o
facto de que, quando ndo tratado, pode tornar-se uma infecdo generalizada e tornar-se
mesmo mortal. Relativamente a infecdo por via cutdnea manifesta-se pelo aparecimento
de pequenas bolhas ou inchacos que podem apresentar prurido e podem evoluir para o
desenvolvimento de Ulceras com o centro preto. Geralmente a ferida aparecera na face,
pescogo, bracos ou maos (zonas mais expostas) e podem apresentar inchaco no seu
redor. Quanto a infecdo contraida por via inalatoria, pode apresentar sintomas como:
febre e calafrios, desconforto a nivel do peito, dificuldade em respirar, confuséo e
tonturas, tosse, nauseas, vomitos ou dores de estdbmago, dor de cabeca, suores (muitas
vezes abundantes), cansago extremo e dores no corpo. Ja a infecdo pela via
gastrointestinal, pode produzir sintomas como: febre e calafrios, inchaco no pescoco ou
nas glandulas ai localizadas, dor de garganta, dor na degluti¢do, rouquiddo, nauseas e
vomitos (especialmente vomito sanguinolento), diarreia e diarreia sanguinolenta, dor de
cabeca, rubefacdo e olhos vermelhos, dor de estbmago, desmaio e inchaco a nivel do
abddémen. Em termos da infecdo por via injetavel, esta pode produzir sintomatologia
semelhante a que ocorre na infecdo por via cutanea, sendo a principal diferenca o facto
de a via injetavel proporcionar uma dissemina¢do mais rapida para todo o organismo e
levar a um diagnostico mais dificultado. Os sintomas que podem ocorrer quando ha
infecdo por esta via sdo: febre e calafrios, aparecimento de algumas bolhas ou inchagos
no local da injecdo, que podem apresentar prurido e evoluir para feridas (indolores) com
centro preto, inchaco em redor da ferida, abcessos profundos na pele ou musculo no
local da injecdo (CDC,2003c).



Pesquisa Computacional de Inibidores de Fatores de Viruléncia de Bacillus anthracis

Figura 1. Exame radiolégico de paciente infetado Figura 2. Lesdo causada pelo Antrax contraido
pelo B.anthracis (via inalatéria). O pela via cutanea. Pode observar-se uma
exame revelou derrame  pulmonar Ulcera com coloracdo negra (Steele, 1962)

bilateral e um mediastino alargado, que
sdo caracteristicos do processo da doenga
(Kaye, 1972)

- MECANISMOS BIOLOGICOS DO B.ANTHRACIS

2.1- Fatores de Viruléncia

O Bacillus anthracis tem essencialmente dois fatores de viruléncia: a capsula de &cido
Poli--L-a-glutdmico, que protege a bactéria da fagocitose, e 0 complexo proteico de
exotoxinas, que é constituido pelo Antigénio Protetor (Protective Antigen - PA), Fator
Letal (Lethal Factor — LF) e o Fator de Edema (Edema Factor — EF), que funcionam
em conjunto no sentido de suprimir o sistema imune inato do hospedeiro (Wein et al.,
2012). Ou seja, as toxinas produzidas pelo B.anthracis séo do tipo designado por AB,
isto é, a toxina é composta por dois componentes diferentes (protémeros), um deles
corresponde a parte enzimatica (neste caso, o LF e EF) e o outro a parte responsavel
pela ligacéo a superficie da célula (neste caso o PA). Sendo assim, apesar de tanto o EF
quanto o LF serem responsaveis pela letalidade da toxina do Antrax (TA), a sua
atividade depende da ligacdo ao PA, para que as enzimas cheguem ao citosol das

células. Isoladamente, nenhuma das trés proteinas tem efeito toxico (Hicks, 2004).

O EF (89 kDa) corresponde a uma adenilil ciclase dependente da calmodulina, que
quando ligada ao PA forma a Toxina de Edema (Edema Toxin — ET) e atua na elevagéo
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dos niveis intracelulares de AMP,, 0 que sera responsavel por efeitos que incluem: o
edema (devido a perturbacGes da funcdo dos neutrofilos), interferéncias a nivel da
fagocitose e morte (observada experimentalmente em animais). Quanto ao LF (83 kDa),
¢ uma metaloproteina contendo zinco que combinada com o PA forma a Toxina Letal
(Lethal Toxin — LT) e actua na clivagem e inativacdo de cinases reguladas pelo
mitogénio (MEK;), o que se acredita resultar na superproducdo de determinadas
linfoquinas pelos macréfagos, causando morte celular por um tipo de choque séptico
(Nguyen, 2004; Liu, 2009; Hicks, 2004).

Figura 3. Representa¢cdo do Antigénio de Protecdo (PA) do Bacillus anthracis (PDB: 3TEW). Dominios 1 a 4
destacados a Magenta, Vermelho, Azul e Amarelo, respetivamente.

2.2- Mecanismos de intoxicacao celular

Foi demonstrado que existe nas células recetores de superficie especificos para o PA e a
sua ligacdo a esses recetores produz, por sua vez, um novo tipo de recetor, que é
reconhecido quer pelo EF quanto pelo LF. O facto de o PA ser necessario para que quer
EF como LF exercam atividade e ap6s se ter demonstrado que o EF era uma adenilil
ciclase e portanto a sua acdo era exercida no citoplasma onde se encontra 0 seu
substrato e produto, levou a que se presumisse que a agdo do PA era exercida a nivel da
superficie celular. Isto veio a ser demonstrado, explicando também a competitividade de

EF e LF que j& havia sido verificada (Leppla, 1982).

Um outro aspeto de grande importancia € o facto de o PA estar inicialmente numa

forma inativa, precisando ser enzimaticamente ativado. Isto ocorre através da clivagem
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da estrutura inicial do PA, com 83 kDa, separando-o0 em dois fragmentos com 20 kDa e
63 kDa. No estudo de Gordon, et al. (1995), mostraram-se evidéncias da importancia do
papel da Furina nessa ativacio. A clivagem da-se junto a sequéncia RKKR™’ (Arg164-
Lys165-Lys166-Argl67) e expbe um local ao qual se pode ligar um dos dois
polipeptideos ativos (LF ou EF). Apds a endocitose desse complexo esse meio
enzimaticamente ativo é levado para o interior da célula alvo, intoxicando-a (Gordon, et
al., 1995). E de referir que apesar da sua reconhecida importancia neste processo, foi
demonstrado que outras pro-proteina convertases como a Furina podem atuar da mesma
forma (Gordon, et al., 1995; Shiryaev, et al., 2007)

O mecanismo de intoxicacao celular pode entéo ser descrito da seguinte forma:

- Ligacdo do PAg3 (83 kDa) a um de dois recetores: o Marcador Endotelial Tumoral
(TEMS, também designado por ANTXR1) ou (sobretudo) a proteina do Gene da
Morfogénese Capilar (CMG 2, também designada por ANTXR2)

- Clivagem de fragmentos de 20 kDa N-terminal do PAgz pela Furina ou por uma
proteina relacionada, dando origem a PAg; ativo (63 kDa)

- Ap0s ativacdo, ocorre oligomerizacdo dos PAgs, formando heptametros que se ligam

ao EF ou LF (ligacdo de 1 a 3 moléculas de EF ou LF)

- A toxina entra entdo por endocitose, mediada por Clatrina, e um abaixamento do pH
leva a uma mudanca conformacional no PA, que induz a formacdo de um poro, através

do qual LF e EF transpassam para o citosol (Wein et al., 2012).
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Figura 4. Mecanismo de Intoxicacdo Celular pelo Antrax

Analisando este processo, € percetivel que em termos de estrutura o PA é
constituido por diferentes componentes. Pode entdo falar-se em quatro dominios

estruturais do PA:

Dominio 1 (residuos 1-258) — contém o PAy, (antigénio de protecdo com 20
kDa) e o local de ligacdo para dois ides Calcio e também o local de atuacdo da Furina e
o local de ligagéo do EF/LF;

Dominio 2 (residuos 259-487) — esté envolvido na formagéo do poro e contém
um grande loop flexivel que se acredita estar envolvido no processo de inser¢do da

membrana;

Dominio 3 (residuos 488-595) — esta envolvido na formacdo do heptdmero
(oligomerizacdo);

Dominio 4 (residuos 596-735) — é responsavel pela ligacdo ao recetor da toxina
do Antrax, localizado na superficie da célula hospedeira (Petosa, 1997; Nguyen, 2004).

De acordo com um estudo de Martchenko et al. (2012) no Proceedings of the National

Academy of Sciences (PNAS), utilizando células de 234 pessoas de varias
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proveniéncias geograficas e raciais, a toxicidade do Antrax pode depender também da
composi¢cdo genética do individuo. Foi descoberto que quando expostos a bactéria
cultivada em laboratério, os linfocitos de algumas pessoas demonstraram menor
propensdo para morrer do que outros. Essa diferenca estara relacionada com o nivel de
expressao do CMG2 (responsavel por uma proteina de superficie), que determina a

facilidade com que a toxina entra na célula (Harmon, 2012).

I1l-  MECANISMOS DE INIBICAO

Conhecido o mecanismo da intoxicacdo celular, tornou-se possivel perceber varias vias
potenciais de inibicdo da infecdo. Nesse ambito, essa inibi¢do pode ser possivel por vias
como a inibicdo da ligacdo do PA a membrana (1), inibicdo da clivagem do PAg; pela
Furina (I1), prevencdo da endocitose da toxina do Antrax (IlI), inibicdo da atividade
catalitica especifica do LF ou EF (Wein et al., 2012).

Tendo em conta a acdo do PA, como elemento essencial a funcdo das toxinas do Antrax
no processo da intoxicacdo celular, as vias de inibicdo feita a este nivel sdo
especialmente atrativas. Apesar destes avancos quer a nivel das no¢Ges dos mecanismos
de intoxicacdo pelo Antrax, como das vias potenciais de inibicdo, existem ainda
obstaculos no que diz respeito a procura de agentes capazes de prevenir ou curar a
doenca. A raridade do Antrax e a impossibilidade de fazer testes clinicos em voluntarios

humanos sdo exemplo disso.

IV-  PESQUISA DE WEIN, ET AL (2012)

A presente pesquisa tem como ponto de partida as conclusdes retiradas por Wein, et al
(2012). Nesse estudo, procurava-se pequenas moléculas com capacidade de inibigcdo da
formacéo da estrutura oligomérica de PA (forma funcional) a partir dos monémeros. Foi
focada a fase da oligomerizacdo uma vez que uma inibicdo a este nivel é eficaz quer
para LF quanto para o EF. A maior especificidade (moléculas desenhadas para interagir
especificamente com o PA, sem interacdo com proteinas do hospedeiro) e o facto de
pequenas moléculas poderem apresentar biodisponibilidade oral, foram também razdes

apresentadas pelos investigadores para justificar o foco do estudo. Recorrendo a bases
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de dados e a comparacdo de forcas de ligacdo previsiveis, levou a que o estudo se
focasse ainda no local de ligacdo localizado junto ao loop de Furina (sequéncia entre
Arginina 164 e Arginina 167) — ver Figura 5 A.. Como resultado, identificaram-se
quatro compostos, referenciados como 5180717, 5181401, 5181385 e 5117235 sendo
que os inibidores 5180717 e 5181401 (doravante referenciados como 17 e 01)
demonstraram maior atividade em ensaios de cultura celular, sendo capazes de inibir a
clivagem do PA pela Furina e a sua oligomerizagdo. Demonstrou-se ainda que ambos os
ligandos estabelecem pontes de hidrogénio com cadeias laterais da Glutamina 158,
Glutamina 483 e Lisina 157 e o ligando 17 estabelece ainda ligacGes de hidrogénio com
a Serina 475 (Figura 5 B.). O grupo de residuos entre o Glutamato 479-Glutamina 483
e Aspartato 512-Glutamato 515 (Figura 5 B.)., importantes na estabilizacdo da

heptamerizacdo, também delimitam o local de ligacéo.

K157

A B.

Figura 5. Estrutura do PA e a sua interacdo com os ligandos 01 e 17. (A.) Estrutura cristalografica 1T6B (fita
vermelha) sobreposta a estrutura cristalografica 3TEW (fita cinzenta), com o loop de Furina ordenado em
3TEW destacado a azul; Estruturas dos inibidores 17 (amarelo) e 01 (cinzento) nas posi¢des de ligacdo
previstas. (B.) Pontes de hidrogénio estabelecidas pelo inibidor 17 (com os residuos 157, 158, 475 e 483),
demonstradas por pequenas esferas vermelhas (Wein, et al., 2012).

Apesar das boas caracteristicas de ligacdo ao recetor, estas moléculas ndo estdo, no
entanto, isentas de aspetos desfavoraveis e com potencial para serem melhorados. Para
além de ter sido identificada potencial toxicidade para uma exposi¢do prolongada ao
inibidor 17, a maior desvantagem encontrada para estes inibidores foi 0 seu caracter
hidrofobico. Para ultrapassar estes problemas e efetuar melhoramentos, podem entéo ser
exploradas algumas estratégias que permitem, num intervalo de tempo e com recursos

econdmicos relativamente baixos, obter resultados muito favoraveis. Estratégias de
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modificacdo molecular como os bioisosteres e utilizando métodos computacionais
permitirdo, neste caso, explorar melhorias para aqueles inibidores no sentido de, por
exemplo, melhora-las em termos da energia de ligacdo ao recetor (PA) e/ou

caracteristicas de solubilidade.

V- ESTRATEGIAS NA PESQUISA/MELHORAMENTO DE
FARMACOS

Nas Ultimas décadas houve um enorme investimento, no ambito da pesquisa de novos
farmacos. No entanto, destas pesquisas apenas uma pequena parte acabou por se tornar
viavel, por motivos que vdo desde a falta de especificidade, a baixa poténcia, toxicidade
e outros efeitos adversos, entre outros fatores. Por esses motivos, muitas vezes 0S
principios ativos encontrados acabam por ndo chegar a comercializacdo havendo
grandes perdas, nomeadamente perdas economicas. Neste sentido, entendeu-se a
importancia do desenvolvimento de novas estratégias usando métodos complementares,
com recurso a bioinformatica, quimica computacional, biologia celular, biologia
molecular e estrutural etc., que permitissem pesquisas mais economicas e no geral mais
viaveis (Ghitti et al., 2013; Schlick et al., 2011).

Assim, embora se acredite que ha ainda muito espaco para evolugdo neste campo, 0
desenvolvimento de farmacos tem atualmente ao seu dispor uma grande quantidade de
dados trazidos por numerosos estudos de gendmica e protedmica, facilitando a
descoberta de novos alvos, o uso de quimica combinatéria racional para a producdo de
bases de dados de compostos, 0 uso de modelos animais geneticamente modificados
para o desenvolvimento de testes de novos farmacos e a possibilidade de realizar testes
com recurso a técnicas de alto rendimento para bases de dados de grande dimenséo
(Alonso et al., 2006).

10
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5.1- Energiade Ligacao

No que diz respeito as moléculas de cariz farmacoldgico, estas devem preferencialmente
apresentar grande afinidade e seletividade para o alvo de ligacdo. A afinidade resulta da
funcdo combinada da entalpia e entropia de ligacdo, que devem contribuir para uma
solucdo favoravel a que haja uma boa energia de ligacdo. As forcas associadas a essa
ligacdo entre uma molécula de farmaco e o local alvo podem classificar-se em forcas de
atracdo (como as forgas de van der Waals e as de hidrogénio) e de repulsdo (como o
efeito hidrofébico que tende a forcar o farmaco a sair do solvente aquoso, em direcéo a
cavidade hidrofobica). A energia de ligacdo pode traduzir-se na expressdo matematica
Ka=e“9RD  estando entdo dependente da Energia Livre de Gibbs (AG), que é expressa
pela equagdo matematica AG=AH-TAS (onde AH representa a entalpia e AS a entropia).

Assim se demonstra a influéncia da entalpia e entropia para a afinidade de ligacao.

O controlo no sentido da otimizacdo da entalpia de ligacdo tem sido um dos grandes
obstaculos para o alcance de moléculas com um potencial étimo. Atualmente existem
tecnologias capazes de otimizar esses parametros mas podem demorar anos até que se
consigam resultados e geralmente aparecem apenas em produtos de segunda geracao.
As dificuldades da otimizacdo da entalpia e entropia estdo relacionadas com a
dificuldade de otimizar as forcas que contribuem para a entalpia de ligacéo e o facto de
gque mesmo quando essa otimizacdo é conseguida, frequentemente isso ndo se traduz
num aumento da afinidade, uma vez que a entalpia ganha é compensada por uma perda
de entropia (tal como demonstrado no estudo de Velazquez-Campoy, et al.,2001). Em
oposicdo, a entropia € mais facil de controlar uma vez que estd dependente
primariamente pelo efeito hidrofobico. Para alem disso, a entropia sofre menos efeito de
compensacdo do que a entalpia. Este tipo de abordagem leva a que atualmente exista
uma tendéncia para o aparecimento de candidatos a farmacos entropicamente
otimizados, com caracteristicas hidrofobicas e fraca solubilidade — um relatério (TCI,
2014) revelou que soO entre os anos 2012-2013 foram langados nos EUA 30 farmacos

solidos de administracdo oral com baixa solubilidade e biodisponibilidade.

Adicionalmente, para além de todas as questfes relacionadas com a otimizacdo das

interacOes atomicas, a otimizacdo de um farmaco ou composto lider tem de ter em conta

11
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outras questdes como por exemplo a biodisponibilidade e a toxicidade, ndo esquecendo
o facto de que alteracdes na entalpia e entropia e o balango entre as duas (assinatura
termodindmica), afeta ndo sé a afinidade mas também outras propriedades como a
seletividade (Freire, 2008).

5.2- Métodos Computacionais

As interacGes entre biomoléculas sdo fundamentais para qualquer processo bioldgico e
sd0 0 que permite a manutencdo das interacdes regulatérias e metabolicas que
caracterizam a vida. Os métodos computacionais sdo uma ferramenta importante para
perceber esses processos e encontrar moléculas com possivel bioatividade na sua

regulagdo e modificagdo.

Para a andlise das interacGes moleculares deve idealmente existir um conhecimento tdo
grande quanto possivel sobre as estruturas tridimensionais das moléculas envolvidas. E
neste sentido e no sentido do desenvolvimento de novos algoritmos que tem ocorrido
grande evolucdo, o que permite que exista atualmente uma boa e crescente base de
dados sobre as estruturas biomoleculares, sobretudo no que diz respeito a proteinas e
métodos computacionais cada vez mais eficazes. Muitos dos estudos computacionais de
ancoragem molecular (docking) tém como um dos elementos da ancoragem as
proteinas, pelo seu interesse e também pelo ja referido vasto conhecimento das suas
estruturas. Dependendo do tipo de molécula & qual a proteina se liga (DNA, RNA,
outras proteinas, pequenos compostos organicos ou metal-organicos), sdo necessarios

diferentes modelos computacionais e algoritmos.

Por outro lado, é também possivel usar estes métodos, mesmo quando a estrutura do
ligando ou proteina ndo é conhecido. Muitas proteinas alvo de interesse para a criacao
de novos farmacos ndo tém uma estrutura tridimensional determinada
experimentalmente, sendo possivel usar técnicas de correlacdo que permitem prever as
afinidades de ligacéo a novos ligandos. Ou seja, em alguns casos podem ser utilizadas
técnicas computacionais no sentido de prever a estrutura tridimensional de uma
proteina, a partir da estrutura de uma outra proteina homaologa, intimamente relacionada

com a primeira e cuja estrutura é ja conhecida. Esta modelagdo por homologia pode
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entdo ser utilizada para criar modelos de estruturas proteinas que, embora néo téo bons
quanto as estruturas determinadas experimentalmente, constituem uma alternativa para
o0s processos de docking. Inclusivamente, é possivel usar os métodos computacionais
para gerar novos ligandos para um dado recetor, ndo sendo obrigatorio o recurso a base

de dados dos ligandos ja conhecidos. (Alonso et al., 2006;Lengauer e Rarey, 1996)

No &mbito da pesquisa de novos farmacos ndo existe uma solugdo Unica para 0s
desafios que surgem nesse processo. A escolha dos métodos computacionais (assim
como acontece com as técnicas experimentais), vai depender das caracteristicas do
préprio sistema em pesquisa e da informacéo que existe ou ndo acerca do mesmo. Ha de
resto uma grande variedade de abordagens computacionais que poderdo ser aplicadas
em diferentes estagios do processo de pesquisa. Podem por exemplo aplicar-se num fase
inicial, no sentido de reduzir o nimero de ligandos possiveis ou no final do processo no
estagio de otimizacdo. O objetivo é conseguir menores custos experimentais e reducédo

dos tempos de pesquisa (Alonso et al., 2006).

Métodos computacionais de docking, dindmica molecular, assim como outras

ferramentas computacionais sdo aprofundados mais a frente.

5.3- Bioisosterismo

No sentido de melhorar os inibidores encontrados pela pesquisa de Wein et al. (2012),
nomeadamente na tentativa de torna-los mais viaveis para futura formulacdo de
farmacos, uma estratégia que pode ser utilizada para a modelacdo molecular é a

utilizacdo de bioisosteros.

O Bioisosterismo € utilizado no ambito das pesquisas de compostos farmacoldgicos
com determinada atividade bioldgica e também na alteracdo desses compostos para
torna-los, por exemplo, mais efetivos ou mais seguros. Assim sendo, no ambito desta
pesquisa, 0s bioisosteros formados a partir dos inibidores 17 e 01, procurardo aumentar
a sua hidrofilia, sem que seja perdida a atividade biologica que, neste caso sera a ligagédo
ao PAg3 inibindo a sua clivagem a PAg3. Esta capacidade de Bioisosteros manterem

atividade biolégica semelhante pode relacionar-se com o facto de possuirem
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propriedades fisico-quimicas em comum, tais como eletronegatividade, efeito estérico e

lipofilicidade.

Langmuir, em 1919 comparou as propriedades fisicas de varias moléculas, como por
exemplo N, e CO, N,O e CO; (tendo isto vindo a ser reforcado pela descoberta de que
ambos atuavam como anestésicos reversiveis) e N3” e NCO', e concluiu a existéncia de
similaridade entre elas, identificando varios grupos de isosteros, que entdo foram
definidos como compostos ou grupos de atomos com 0 mesmo nUmero e arranjo de
eletrbes. Mais tarde acrescentou novas moléculas com similaridade, concluindo que o
Argon (Ar) seria um isostero do ido Potassio (K*) e o Metano (CH4) um isostero do
catido Amonio (NH4"). Deduziu entdo que os ides K* e NH," deveriam ser semelhantes,
uma vez que Ar e CH, apresentam muitas semelhangas em termos de propriedades

fisicas.

Mais tarde, em 1925, o conceito de isosteros foi alargado através da Lei de
Deslocamento do Hidreto de Grimm, que diz que a ligacdo de atomos de hidrogénio (1
a 4) a atomos localizados, na tabela periddica, antes de um géas inerte (1 a 4 posi¢des
antes), leva a formacdo de pseudoatomos, que apresentam semelhancas a nivel das

propriedades fisicas relativamente aos elementos que se lhes seguem na tabela.

Posteriormente houve um novo alargamento ao conceito de isdstero, proposta por
Erlenmeyer, que redefiniu o conceito de isostero como &tomos, ibes e moléculas nas

quais as camadas periféricas de eletrdes podem ser consideradas idénticas.

O termo Bioisosterismo foi introduzido por Harris Friedman em 1950 com base nos
conceitos de isdstero, reconhecendo que nem todos os isosteros sdo necessariamente
bioisosteros, ou seja, ndo apresentam necessariamente o mesmo efeito biologico. O
desenho de bioisosteros pode entdo traduzir-se na introdugdo de mudangas a nivel
estrutural, com tamanho, forma, distribuicdo eletronica, polaribilizacdo, dipolo,
polaridade, lipofilicidade e pK, com potencial contribuicdo no reconhecimento

molecular e mimetizacao.
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Os bioisosteros podem dividir-se numa classificacdo mais classica, com origem na
nogdo mais primaria de bioisostero, ligada aos conceitos propostos por Grimm e

Erlenmeyer e uma classificacdo ndo classica com um conceito mais alargado.

O conceito classico de Bioisosterismo faz uma subdivisdo em 5 categorias: &tomos ou
grupos monovalentes; atomos ou grupos divalentes; a&tomos ou grupos trivalentes;
atomos tetrasubstituidos; anéis equivalentes. Quanto ao conceito ndo classico, ndo
obedece as mesmas regras eletrénicas e estéricas dos bioisosteros classicos, mas
produzindo atividade biologica semelhante. Para além disto, os bioisosteros néo
classicos ndo tém o mesmo ndmero de atomos da molécula que vém substituir. Os
bioisosteros ndo classicos podem também ser subdivididos em: anéis vs estruturas

aciclicas; grupos convertiveis (Patani e LaVoie, 1996; Meanwell, 2011).

5.3.1- Bioisosteros Classicos

No que diz respeito ao subgrupo dos Grupos e Atomos Monovalentes, estes podem ser

divididos em:

- Substituigdes de Fluor vs Hidrogenio

- Intersubstituicbes Amino-Hidroxilo

- IntersubstituicBes Tiol-Hidroxilo

-Intersubstituicdes dos grupos Fluor, Hidroxil, Amino e Metil (aplicacdo da
classificagdo de Grimm)

- Intersubstitui¢des do grupo Cloro, Bromo, Tiol e Hidroxil (aplicagéo da Classificagéo

de Erlenmeyer)
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Relativamente aos bioisosteros divalentes, estes podem também ser divididos em duas
classes distintas: a que envolve substituicbes de atomos envolvidos em liga¢es duplas
(por exemplo C=C, C=N, C=0 e C=S) e uma outra classe que inclui os bioisosteros
divalentes em que a substituicdo de um atomo diferente resulta na alteracdo de duas

ligacGes simples (como por exemplo C-C-C, C-NH-C, C-O-C e C-S-C.

Um exemplo relativo aos bioisosteros trivalentes é a substituicdo de —CH= por —N=,

sendo que esta tem vindo a ser usada na descoberta de novos farmacos.

Quanto aos atomos tetrasubstituidos, a substituicdo mais utilizada neste ambito dos
bioisosteros € a substituicdo de um azoto quaternario com um atomo de carbono

terciério.

Por fim, em relacdo aos bioisosteros de anéis equivalentes, o uso de bioisosteros
classicos como o benzeno, tiofeno e piridina resulta em andlogos com retencdo da
atividade bioldgica, para diferentes classes de agentes farmacoldgicos. Um exemplo
disso foi o desenvolvimento da mepiramina (anti-histaminico) a partir do antegran, por

substituicdo do grupo fenil (do antegran) por um grupo piridil. (Patani e LaVoie., 1996;

Meanwell, 2011).
N
L N/\"/ \CH?}
/G) Antergan X = CH: R=H
R~ 7"  Mepiramina X =N; R= OCH,
Figura 6 Estrutura base das moléculas de antergan e mepiramina (imagem gerada no ACD/ChemSketch)

5.3.2- Bioisosteros Nao Classicos

Esta classe diz respeito as substituicdes que divergem das defini¢cBes classicas de
bioisosteros nomeadamente em termos estéricos e eletrdnicos. Nesta classe é
conservada a atividade bioldgica das moléculas pela mimetizacdo do arranjo espacial,
propriedades eletronicas ou qualquer outra propriedade fisico-quimica que seja

importante para a atividade biolégica daquela molécula ou grupo funcional. Uma outra
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caracteristica importante desta classe de bioisosteros é o facto de ndo conservarem o
mesmo numero de atomos da molécula ou substituinte original. Dentro deste grupo,

podem distinguir-se:
- Substituicdes Ciclicas vs Néo Ciclicas
- Substituicdes de Grupos Funcionais (Patani e LaVoi, 1996).
5.3.2.1- Substituigdes Ciclicas vs N&o Ciclicas

Por vezes um grupo ciclico pode ser substituido por um grupo ndo ciclico, mantendo-se
a atividade biolégica em termos estéricos ou eletronicos. Sdo exemplo disto os analogos

estruturais do estradiol, tendo sido descoberta a e PH

CH, OH

importancia da ligagdo central do dietilstilbestrol

para a orientacdo dos grupos etil e fendlico que *° Ho He
a) b)

permitem a ligacdo aos recetores estrogenicos. O Figura 7 Molécula de estradiol () e
uso de metilenaminoximetil (C=NOCH,) como dietilstilbestrol (b))
bioisostero de grupos arilo e outros grupos aromaticos, veio estender este conceito. Por

outro lado, estudos relativos ao
OH

OH R R
. i desenvolvimento de farmacos B-adrenérgicos
@ vieram dar suporte a utilidade destes
R R - L «
! ! bioisosteros. Um exemplo disto € a por¢édo 1-
a) b)

Figura 8 Analogo de catecolamina com a estrutura 1- - fenil-2-aminoetanol incorporada nos analogos

fenil-2-aminoetanol (a)); Antagonista B-adrenérgico sintéticos de catecolaminas, que estio
de estrutura 1-(ariloxi)-3-amino-2-propanol (b));

porcdo —CH(OH)-CH2NHR destacada a negrito e
porcéo C3-02-C4-C5 destacada a cor azul (ariloxi)-3-amino-2-propanol, que sao

intimamente relacionados com derivados 1-

antagonistas [-adrenérgicos, apresentando
ambos uma por¢do —CH(OH)-CH2NHR. Isto sugeriu que esta porcdo era responsavel
pela ligacdo aos recetores. O nucleo aromatico, por sua vez, demonstrou ter influéncia
no tipo de atividade (agonista ou antagonista) apresentada pela molécula. Estudos
tedricos deram conta da possibilidade de a por¢do Cs3-O,-C4-Cs de uma classe de

bloqueadores B-adrenérgicos simularem uma porcao daquele anel aromatico, em termos
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estéricos e eletrénicos. Foi demonstrado que a distribuicdo eletronica gerada por aquela
porcdo era semelhante a gerada pelo anel aromético de antagonistas como o
representado na figura 7, sendo isto sugestivo de que essa distribuicdo, que é essencial
para a interacdo com o recetor, ndo requer um anel aromatico. Todos estes resultados
levaram ao desenvolvimento de derivados antagonistas [B-adrenérgicos e também a
utilizacdo deste tipo de substituicdo bioisostérica em outros farmacos (Patani e LaVoi,
1996).

O uso de estruturas ciclicas para substituir ndo ciclicas é geralmente utilizado para
aumentar a rigidez estrutural. Quando estas substituicdes sdo utilizadas na formacéo de
bioisosteros, nomeadamente nos grupos éster, podem resultar em analogos mais estaveis
(Meanwell, 2011).

Um dos exemplos da aplicacdo deste tipo de substituicbes bioisostericas € nos
moduladores do GABA (acido y-aminobutirico), um
importante neurotransmissor de inibigdo no sistema
nervoso central nos mamiferos, cuja pesquisa de

o]
HZN\_/_<
o]
al OH
agonistas poderd traduzir-se no desenvolvimento de \/A_KN
S/
c)

novos antiepilépticos, analgésicos e farmacos utilizados

OH
H
HN Y
O/
b) OH
e
0
\N/
d)

na melhoria da memoria. Embora tenha sido possivel o Figura 9 Acido y -aminobutirico (a)):

desenvolvimento desses agonistas, como por exemplo Muscimol  (b));Tiomuscimol  (c));
0 muscimol, tiomuscimol e isomuscimol, estes 'scmuscimol(d))

revelaram-se pouco tolerantes a alteracdes (Krogsgaard-Larsen, et al., 1985) que mesmo
quando de pequena dimenséo, levavam frequentemente a grande perda ou mesmo perda
total da atividade. O desenvolvimento de analogos biciclicos revelou-se no entanto
como algo promissor. Embora a aplicacdo desses bioisosteros ndo se tenha traduzido no
desenvolvimento de agonistas com poténcia significativamente maior, permitiu que se
compreendesse melhor a geometria espacial requerida para que estes agentes

terapéuticos mantenham a sua especificidade para determinado alvo farmacologico.

Um outro exemplo da aplicacéo deste tipo de substituicdes é o caso do desenvolvimento
de diversos peptidomiméticos. A capacidade de um péptido se ligar especificamente a

um determinado recetor pode requerer uma dada conformacéo do péptido e por isso tém

18



Pesquisa Computacional de Inibidores de Fatores de Viruléncia de Bacillus anthracis

sido usados, entre outros, os bioisosteros de estrutura ciclica no sentido de restringir a
torcdo dos angulos e avaliar a conformacgédo bioactiva essencial para a obtencdo da
atividade fisioldgica pretendida (Patani e LaVoi, 1996).

5.3.2.2- Substituicdes de Grupos Funcionais

Sdo inumeros os grupos funcionais atualmente conhecidos e utilizados nas terapéuticas
e tal como estes se foram desenvolvendo ao longo do tempo e foi crescendo o dominio
sobre as suas propriedades e caracteristicas funcionais, também se foi tornando possivel
perceber cada vez mais sobre as alteracGes que sdo possiveis realizar nesses grupos no
sentido de melhoréa-los ou torna-los mais favoraveis para determinado objetivo. As
pesquisas neste sentido proporcionam ndo s6 o desenvolvimento de novos e melhores
grupos funcionais de uma forma direta, constituindo também muitas vezes um processo
de progressivo conhecimento das dinamicas de atividade e da estrutura dos grupos
funcionais. Neste sentido sdo apresentados se seguida alguns exemplos da aplicacdo de
bioisosteros ndo classicos por substituicbes de grupos funcionais (nomeadamente dos
grupos hidroxilo, carbonilo, carboxilato, amida, tiureia e halogénios), que demonstram
ndo so a obtencdo de grupos mais eficazes mas também a obtencéo de outras conclusbes

acerca das estruturas e atividades dos grupos.

5.3.2.2.1- Bioisosteros do Grupo Hidroxilo

Os bioisosteros ndo classicos para grupos hidroxilo fendlicos, ndo se assemelham
geralmente a esse grupo funcional no que diz respeito ao tamanho ou potencial como
grupo electrodador. Serdo assim pouco desejaveis nos casos em que a atividade
bioldgica € afetada negativamente pelo aumento do tamanho molecular ou em que é
fortemente dependente dos parametros electronicos. Os casos em que estes bioisosteros
serdo desejaveis sdo quando o grupo hidroxilo fendlico atua quer como aceitador quer
como dador nas interacbes de hidrogénio e ainda quando a atividade biologica é

melhorada por uma moderada hidrofilicidade.

Como exemplo destes bioisosteros podem referir-se:
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- Substituicdo do grupo hidroxilo por alquilsulfonamida, tendo ambos uma semelhante
acidez para o protdo permutavel e a por¢cdo —N-H da sulfonamida € capaz de se alinhar

relativamente ao recetor de uma forma semelhante a do —O-H;

- Substituicdo do grupo 3-hidroxil do DPDA (N,N-di-n-propildopamina) por
NHSO,CH3; (metanosulfonamida) para o desenvolvimento de analogo com melhor

afinidade para o recetor D,

CH CH
H4C (Ha H3C ? H;C ’
HO 3 ﬂ\ HO HO
NH  TCHj NH  TCH,

- Substituicdo do grupo 3-hidroxil de agonistas de s

o <= o %H3 = | NH,
[-adenoreceptores por 3-CH,OH (albuterol), 3- I g N, SN
NHSO,CHj; (soterenol), 3-NHCONH, h]OH 5 or

carbuterol
( ) Figura 10 Albuterol (a)), Soterenol (b)); Carbuterol (c))

- Certos heterociclos com nitrotégio como o pirrol, indol ou benzimidazola, com um
protdo ligado ao azoto e cujo par de eletrGes se encontra envolvido na manutencao da
aromaticidade, foram bioisosteros utilizados com comprovada eficacia (Patani e LaVoi,
1996).

5.3.2.2.2- Bioisosteros do Grupo Carbonilo

Na pesquisa de antagonistas de LTB,; (Leucotrieno B, associado a doencas
inflamatdrias) mais potentes e seletivos, foram feitas este tipo de substituicdo (grupo
carbonilo) por uma variedade de bioisosteros polares e ndo polares, resultando em
diferencas pouco significativas no que diz respeito & atividade antagonista. Essas
substituicdes apresentavam no entanto diferencas significativas em termos de
polaridades e hibridizacdo o que sugere que esta porcdo da molécula ndo terd muito
envolvimento na ligagéo ao recetor do LTB,. Este & assim um exemplo que demonstra
como analogos bioisostericos podem ser utilizados para a identificacdo dos locais das

moléculas de fA&rmaco com maior impacto na interacdo com o farmacaéforo.

Um outro exemplo da aplicacdo destas substituicbes ocorre no desenvolvimento de

novos inibidores da aldose redutase relacionados com o sorbinil e também no
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desenvolvimento de uma nova série de tiazolidina-2,4-dionas avaliadas como potentes

agentes euglicémicos (Patani e LaVoi, 1996).
5.3.2.2.3- Bioisosteros do Grupo Carboxilato

Este grupo de bioisosteros pode envolver a substituicdo do hidroxilo ou entdo de ambos
os fragmentos (hidroxilo e carbonilo). A determinacdo de substituicbes desejaveis para
0 grupo carboxilato relaciona-se frequentemente com a capacidade do bioisostero
apresentar acidez e propriedades fisico-quimicas semelhantes. A substituicdo do
hidroxilo de um acido carboxilico com uma fenil-sulfonamida, por exemplo, origina
uma sulfonimida, que possui pKa semelhante ao apresentado pelo acido carboxilico do
grupo arilo. Um exemplo pratico da substituicdo do hidroxilo do grupo carboxilato é o
desenvolvimento de antagonistas do leucotrieno derivados do indol.

Em termos da substituicdo da totalidade do carboxilato, a utilizacdo de tetrazole tem
suscitado um crescente interesse. O uso dessa substituicdo numa benzodiazepina de
segunda geragdo (antagonista da CCK-B/ colecistoquinina), levou a um aumento da
poténcia devido a reducdo da hidrofilicidade. A utilizacdo de oxadiazole seguiu este
mesmo sentido, nomeadamente a obtencdo de uma potencia ainda maior do que aquela
conseguida pela substituicdo pelo tetrazole. Também os sulfonatos e fosfatos sdo
possiveis substituicGes bioisostericas para este grupo funcional, sendo ambos mais
hidrofilicos do que o anido carboxilato e sdo totalmente ionizados a pH fisiol6gico
(Patani e LaVoi, 1996).

5.3.2.2.4- Bioisosteros do Grupo Amida

Este tipo de substituicdo tem despertado grande interesse nomeadamente pelas

implicagdes na quimica peptidica e no desenvolvimento de miméticos de péptidos.
Existe atualmente um grande interesse em tornar moléculas N N

- mi S ein®

formadas por péptidos, em moléculas quimicamente mais o—rﬁ’ 3 I(:
H

estaveis e compativeis com a administracdo oral. Sdo exemplos a) b)

destes substituintes do grupo amina 0s esteres e anéis
Figura 11 1,2 ,4-oxadiazol

heterociclicos como 1,2,4-oxadiazolas e 1,2,4-triazolas. (2)) & 1.2.4-triazol (b))
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HiC._ _CHy Tioamida, ureia, carbamato e sulfonamida sdo outros
H,C .. . ~ .
’ s coon exemplos de bioisosteros de ligagcdes contendo amidas.
HC P x/©/ Um exemplo pratico foi a utilizacéo destas substituicGes
CHq

CHa no grupo amida de é&cidos retinobenzoicos, que
Figura 12 Estrutura bésica dos acidos demonstrou que grupos como ~CONH, -SO:NH-, -

retinobenzoicos COCH=CH- ou -N=N, permitiam a manutencdo da
atividade da molécula, o que levou a concluir que a funcdo da amida na molécula esta
relacionada com o espagamento ou posicionamento do m-dialquilfenil relativamente ao

grupo p-carboxifenil (Patani e LaVoi, 1996).
5.3.2.2.5- Bioisosteros de Tioureia

Estes bioisosteros foram usados com sucesso no desenvolvimento de antagonistas do
recetor H, (tratamento de ulceras pépticas). O porcao da tiureia desses compostos foi no
tanto associada a efeitos adversos como agranulocitose observados com o antagonista
H,,  metiamida. Foram entdo  testadas NH O NH
L x . g "CH,
substituicdes dessa porcdo da molecula do fr\} g
T

S
antagonista. O grupo guanidino (NH) trouxe CH,

. H
problemas a nivel da absor¢do uma vez possuir rigura 13 Metiamina:

porcdo da tioureia
um elevado grau de ionizacdo a pH fisiologico; destacada a negrito

por outro lado o derivado cianoguanidino (NCN) levou a obtencdo da cimetidina que
tem dobro da actividade inibidora da secrecdo gastrica da metiamida. De resto, a
presenca de um grupo funcional polar ndo basico ligado a posi¢do secundaria de um
substituinte (etiltio)metil num heterociclo aromatico, tal como ocorre na cimetidina, é
também comum aos restantes antagonistas H, mais utilizados atualmente na pratica

clinica (famotidina, ranitidina, nizatidina) (Patani e LaVoi, 1996).
5.3.2.2.6- Bioisosteros de Halogénio

Os halogenios tém vindo a ser substituidos por grupos eletroretiradores tais como
grupos ciano ou trifluorometil, assim como se observa nas substitui¢cdes testadas para a
inibicdo da uridina fosforilase com uma série de 1-[(2-hidroxietoxi)metil]-5-

benziluracilos, com o interesse de inibir a degradacdo que aquela exerce sobre
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0
determinados agentes quimioterapicos. A substituicdo do atomo a

. ] s HN
de cloro por grupos mais eletroretiradores na posi¢cdo 3 (como )\ |
. I 0 M
CN e CF3) demonstrou que este tipo de grupos nessa posiCd0 Figura 14 Estrutura base do

provocam a diminuicéo da poténcia destes agentes. 1-[(2-hidroxietoxi)metil]-5-
benziluracilo

Um outro exemplo da aplicacdo destes bioisosteros € a substituicdo de halogénios de
benzodiazepinas (Cl, CN, CF3), que mantiveram o seu efeito antagonista da atividade da
CCK-A (colescitoquinina-A) — tratamento de desordens a nivel do apetite, problemas na
motilidade gastrica, doencas do trato biliar, gestdo da dor e desordens psiquiatricas
(Patani e LaVoi, 1996).

VI- METODOLOGIA

Como foi ja referido anteriormente, o desafio do presente trabalho € a modificacdo das
moléculas dos inibidores 17 e 01 (Wein, et al., 2012) no sentido de as tornar menos

hidrofobas e com melhores caracteristicas de ligacéo ao recetor.

(@)

(b)
Figura 15. Representacdes bidimensionais dos inibidores 17 (a) e 01 (b). Estruturas com numeracdo e

identificacdo dos diferentes grupos (Imagens geradas através do programa ACD/ChemSketch).
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O modelo da estrutura cristalogréfica do monémero de PA utilizado para esta pesquisa,
foi obtido a partir do banco de dados de proteinas (PDB), estando identificado com o
codigo 3TEW (Feld, et al., 2012). As estruturas foram trabalhadas usando o programa
informatico YASARA (versdo 14.5.6) que permitiu utilizar a estrutura dos dois
“ligandos-base” (17 e 01) para efetuar as alteracbes moleculares que levaram a
formagdo de todos os potenciais ligandos testados. Posteriormente, o programa

AutoDock permitiu simular a sua ligacdo ao local do PA selecionado (situado entre 0s
residuos 164 e 167 e os residuos 475 e 483).

Figura 16. Representagdo em fita (Ribbon) do PA. Destaque para a superficie molecular dos residuos 164-167 e
475-483

6.1- Docking

Pode falar-se em dois tipos de técnicas de docking automatizado: métodos de
correspondéncia e métodos de simulagdo de docking. Os métodos de correspondéncia

dizem respeito a criacdo de um modelo do local ativo (local de ligagcdo) — que incluem
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geralmente ligacdes de hidrogénio e locais estéricamente acessiveis — e posteriormente
tentam fazer a ligacdo de um dado inibidor de forma rigida por correspondéncia
geométrica entre ligando e loca de ligagdo. Por outro lado, nos métodos de simulacgao de
docking essa simulacgéo é feita de forma mais detalhada, isto €, o ligando comeca fora da
proteina e de forma aleatdria a explorar translacdes, orientacdes e conformacdes até
encontrar o local de ligacédo ideal. Apesar de este detalhe implicar uma maior demora do
processo, permite uma maior flexibilidade ao ligando para ser modelado e permite
também a utilizacdo de mecénicas moleculares mais detalhadas para o céalculo da
energia do ligando no contexto do potencial local ativo. Este método permite entdo a
pesquisa de modificacbes de compostos moleculares lider e serd o utilizado nesta
pesquisa (Morris et al., 1998).

O AutoDock 4.2.3 foi a versdo do programa de simulacdo de docking utilizado, tendo
sido aplicados os parametros de ancoragem padrdo e cargas pontuais atribuidas de
acordo com o campo de forca AMBERO3 (Duan, et al., 2003).

O AutoDock é uma ferramenta capaz de prever de forma precisa e rapida, conformacdes
preferenciais e energias de ligacdo ndo covalente de macromoléculas ou, como é mais
frequente, de ligacdo de moléculas de pequena dimensao (ligandos) com os respetivos
recetores macromoleculares. O principal método utilizado para a pesquisa
conformacional é o algoritmo genético lamarquiano (Lamarckian Genetic Algorithm —
LGA), que tal como os demais algoritmos genéticos, usa como base linguagem da
genética natural e evolucdo biologica, neste caso alusiva a teoria de Lamarck.
Geralmente, um procedimento no AutoDock envolve cinquenta operagdes do LGA com
25 milhGes de avaliacbes em cada uma delas (Morris et al., 2009; Trott e Olson, 2010).

Nos algoritmos genéticos em geral utilizados no docking molecular, o arranjo de um
dado ligando e de uma proteina pode definir-se por um conjunto de valores que
descrevem a translacéo, orientacdo e conformacédo do ligando relativamente a proteina,
correspondendo estes as chamadas ‘variaveis de estado’ do ligando. Pares aleatorios séo
conjugados por um processo de cruzamento, no qual novos individuos adquirem
caracteristicas de cada uma das parcelas do par que lhe deu origem (podendo ocorrer

fendmenos de mutagdo, também de forma aleatéria), resultando em diferentes solucGes
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possiveis. Essas solucdes correspondem entdo a totalidade da energia de interacdo do
ligando com a proteina e o objetivo do processo é encontrar as solugdes com melhor

energia.

Este procedimento permite assim o calculo aproximado da forca de ligacdo de cada uma
das moléculas testadas ao local de ligacéo, neste caso situado junto ao loop de Furina do
PA e é essa forca de ligacdo que vai permitir prever se a molécula testada podera

representar um bom inibidor para o Bacillus anthracis.

Ao longo da pesquisa e a medida que foram sendo obtidos os resultados de docking,
poderam cruzar-se algumas das alteracbes efetuadas aos ligandos 01 e 17 que
apresentaram melhores resultados de ligacdo, no sentido de avaliar se essa ligacdo era
potencializada. (Morris et al., 1998).

6.2- Dinamica Molecular

As simulac6es de dinamica molecular (DM) sdo uma das técnicas computacionais mais
versateis e mais aplicadas nos estudos com macromoléculas bioldgicas. Atualmente,
apos enormes avangos tecnoldgicos, é possivel realizar simulagdes de DM muito mais

complexas (Alonso et al., 2006).

Nestes processos, as moléculas sdo tratadas com base nos conceitos da Mecanica
Molecular (MM). A MM calcula a energia estérica das moléculas, isto é, a energia
relacionada com a sua conformagdo ou geometria. A proveniéncia dessa energia
estérica, segundo a MM, inclui algumas interac6es intramoleculares (de &tomos ligados
e ndo ligados) como expansao/compressao das ligacbes, deformacao dos angulos, torcédo
em torno das ligaces, atracGes/repulsdes de Van der Waals, interacéo eletrostatica entre
cargas parciais devido a ligacOes polares. A soma das energias dessas interac¢oes
resulta na energia potencial/estérica total da molécula (Shattuck, 2008; AMRITA,
2013).

Neste sentido, cada molécula é considerada como um conjunto de atomos que pode ser

descrita por forgas newtonianas (de movimento) sendo que a resolucéo dessas equagdes
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de movimento sdo feitas de forma numérica para cada sistema, no sentido de extrair
propriedades quimicas e biofisicas a partir dos dados atdmicos (Nair e Miners, 2014;
Namba et al., 2008). O conjunto de potenciais de interacdo entre particulas é chamado
de campo de forca e a escolha desse campo de forca, para cada processo, deve ser feita
tendo em conta o sistema em estudo e as propriedades que se pretendem investigar
(Namba et al., 2008). A parametrizagdo dos campos de forca envolve a definicdo das
ligacBes quimicas, angulos atdmicos e diédricos, assim como determinagdo das cargas
atomicas parciais para o calculo das energias de interacao eletrostatica, identificacao de
raios atdbmicos de Van der Waals apropriados, etc (Nair e Miners, 2014). Neste caso,
como foi ja referido, foi utilizado um campo de forca AMBER, que corresponde a um
dos sistemas biomoleculares mais utilizados. Os campos de forgas podem ser descritos

de uma forma geral pela equacéo:
V= Vstr + Vbend + Vtors + Vvdw + Velec + Vcross

Para o campo de forgas de AMBER concretamente, a equagdo fica:

V= Zstr Kr(r - req)z + Zbend KO (9 - Heq)z + Ztors [1 + cos(n(b Y)]

Aij _ Bij aiq
an(?ﬂz - R_Zej_ - 5;2 ]) Zhb(Ru R1°) + Vcross

Nestas equacOes, V representa a energia potencial e os termos Vg (streatching), Vpend
(bending) e Viors (torsion) remetem para os atomos ligados por ligagdo covalente
representando respetivamente: a energia necessaria para o estiramento na ligacdo entre
dois atomos (relacionada com a distancia entre esses atomos); energia associada a
variacdo do angulo de ligacdo (envolve trés atomos covalentemente ligados); energia
potencial para angulos diedros (4 atomos adjacentes). Os termos Vygw € Velec (NON-
bonded) remetem para as interagcdes nao ligantes entre um atomo i e um atomo j e dizem
respeito as contribuigdes por forcas de Van der Waals e electrostaticas, respectivamente.
O termo referente a energia de Van der Waals ¢ representado pela formula do potencial
de Lennard-Jones e o termo referente a energia electrostatica é calculado pela equagéo
de Coulomb. Vy, representa as interaccdes por pontes de hidrogenio (Nogrady e
Weaver, 2005; Tuszynski et al., 2014).

27



Pesquisa Computacional de Inibidores de Fatores de Viruléncia de Bacillus anthracis

Resumidamente, 0 que estes processos de DM vdao permitir € a mimetizacéo in silico de
condig@es in vitro e in vivo. Ou seja, permitem, por exemplo, que as simulagdes sejam
feitas para diferentes pH, na presenca de bicamada lipidica e outros componentes
celulares e na presenca de moléculas de agua e ides, com concentracdes ionicas ou de
sal diferentes. A incorporacdo de moléculas de solvente (agua) nas simulacdes efetuadas
nesta pesquisa sdo particularmente importantes, permitindo fazer uma avaliagdo sobre a
influéncia da &gua e sais na estabilidade do complexo entre proteina e ligandos
(nomeadamente os mais bem classificados nos resultados do docking) (Nair e Miners,
2014; Namba et al., 2008).

Antes do processo das simulacfes, os sistemas devem ser submetidos a uma otimizacao
geométrica (minimizacdo), que vai permitir eliminar maus contactos entre &tomos, isto
¢, encontra um conjunto de coordenadas que minimizam a energia potencial do sistema

(forcas mais pequenas sobre cada &tomo) (Namba et al., 2008).

Nesta pesquisa, depois de obtidos os resultados da energia de ligacdo dos ligandos
testados ao local de ligacdo (docking), foi efetuada uma avaliacdo da Dinamica
Molecular, nomeadamente para aqueles ligandos que apresentaram melhores resultados,
no sentido de perceber o comportamento dinamico ao longo do tempo (Namba et al.,
2008). A evolucdo dos complexos ao longo do tempo de simulagdo € um indicador da
sua estabilidade e fiabilidade. Estruturas incorretamente ancoradas vdo provavelmente
produzir trajetorias instaveis, levando ao rebentamento do complexo, enquanto 0s
complexos mais realistas vdo produzir um comportamento mais estavel (Alonso et al.,
2006). Ou seja, este procedimento na presente pesquisa permitiu perceber se, para além
de um dado ligando apresentar a partida bom potencial de ligacdo ao PA (local alvo), se
essa ligacdo se mantinha ao longo do tempo. Esta abordagem do uso do processo de
docking combinado com a DM, pode ser de resto uma solugéo viavel para este tipo de

pesquisas.

6.3- Docking e Dindmica Molecular combinados

Os processos de docking implicam geralmente um menor esforco econémico e sdo

processos mais rapidos. No entanto apresentam desvantagens, como por exemplo o
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facto de ndo permitirem a flexibilidade da proteina, que levam a que ndo sejam obtidos
resultados t&o precisos quanto os das simula¢Ges de DM. Por outro lado, as simulacGes
de DM s&o mais demoradas do que o0s processos de docking. Assim, o docking pode ser
usado numa fase inicial para reduzir possibilidades, nomeadamente a quantidade de
ligandos provaveis para um dado recetor e numa fase seguinte, esses ligandos sao
sujeitos a um processo mais complexo de simulacdo de DM que explora conformagdes
do recetor, otimiza as estruturas dos complexos finais e calcula energias de forma mais

precisa (Alonso et al., 2006).

No final de um processo deste tipo, é gerada uma grande variedade de resultados que
pode ser selecionada e tratada da forma mais conveniente de maneira a permitir tirar as

conclusdes que se objetivavam para a pesquisa em curso.

VIl- RESULTADOS

7.1 - Introducéo

Os dados obtidos nesta pesquisa passam pelos resultados do processo de docking
(energia de ligacdo dos complexos ligando-proteina) para todas as moléculas criadas a
partir dos ligandos designados como 01 e 17 (Anexos 10.5 e 10.6). A partir desses
resultados, foi possivel selecionar as moléculas que indiciavam uma melhor ligacgéo.
Para essas moléculas foi efetuada uma simulacdo de dindmica molecular, que permitiu
fundamentalmente obter dados mais detalhados quanto aquelas ligacbes, 0s
aminoéacidos e residuos envolvidos nessas ligacdes e 0 comportamento dos complexos
em geral ao longo do tempo. No Anexo 10.1 € possivel consultar também os dados
extraidos das simulacGes de DM, para a frequéncia de ligacdo dos residuos da proteina
alvo ao longo da simulacdo. Isto é, para cada um desses residuos e numa escala
temporal que é dividida em blocos de 40 subunidades de 25ps (40x25ps), é dado o
namero de ciclos em que se verificou a ocorréncia de interacdes. Isto permite ter uma
percecdo de quais os residuos/aminoacidos mais associados ao estabelecimento de
interacdes e a representacao grafica possibilita também uma perspetiva do seu perfil da
ligagdo no decorrer da simulagdo. Poderdo assim observar-se residuos com perfil de

interacdo mais estdvel ao longo do tempo e também residuos que tém um
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comportamento inconstante, apresentando quebras momentaneas ou progressivas ou
pelo contrario um progressivo aumento ao longo da simulagdo. Perfis inconstantes, com
quebras significativas ou que apenas demonstrem um bom perfil de interacdo num curto
periodo de tempo de simulacdo, serdo pouco interessantes para a pesquisa em Ccurso.
Pelo contrario, residuos com bons perfis de interacdo, com poucas oscilacfes, sao objeto
de foco nesta pesquisa. Pode inclusivamente fazer-se uma relacéo desses residuos para
todas as moléculas pesquisadas verificando-se quais 0s que se repetem nas diferentes
moléculas, podendo dar também uma ideia dos locais da proteina mais relevantes para

estas ligacoes.

Foi ainda possivel analisar, a partir dos resultados das simulacdes de DM, as distancias
para algumas ligacdes de interesse, diferentes energias correspondentes ao complexo e

desvios nas conformacdes (relativamente a conformacao inicial).

7.1.1 — Distancias

Apo0s a anélise dos contactos estabelecidos pelos residuos de aminoécidos da proteina
alvo e identificar aqueles que mais estabilidade apresentam nas suas interagdes, pode
fazer-se também a analise do tipo dessas interacfes. Essa analise pode ser feita
primariamente pela analise de varias imagens (snapshots) do complexo correspondentes
a diferentes momentos da simulagdo uma vez que a conformacdo do complexo se pode
alterar ao longo da simulacdo. No entanto, para resultados mais detalhados, pode

avaliar-se as distancias entre os pares de atomos selecionados.

As distancias selecionadas para andlise nesta pesquisa serviram para pesquisar a
proximidade de pares de &tomos identificados como potenciais dadores e aceitadores em
interacdes do tipo ponte de hidrogénio. As pontes de hidrogénio sdo um tipo de ligacao
muito forte- exceto se comparadas com as ligacGes covalentes- (energia media de
ligagdo até 40 KJ/mol) que ocorre entre um atomo de hidrogénio numa ligacdo polar
(como por exemplo N-H, O-H ou F-H) e um atomo eletronegativo. Tém, por isso, uma
grande influéncia na estrutura e nas propriedades de muitos compostos (Chang e
Cruickshank, 2005). Estdo nomeadamente envolvidas em fendmenos como a formacgéo

e estabilizagdo de estruturas secundarias, enovelamento de proteinas e a sua
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estabilidade, reconhecimento molecular, ligacdo de farmacos e reacfes enzimaticas que
envolvam transferéncia de protbes (Fabiola et al., 2001). Moléculas com maior nimero
de pontes de hidrogénio demonstrardo maior hidrossolubilidade (Lodish et al., 2000).

Nessa analise pode perceber-se a variacdo das distancias entre esses atomos ao longo do
tempo de simulago. E considerado como um limite aceitavel para o estabelecimento de
ponte de hidrogénio uma distancia de 3,5A (Fabiola et al., 2002). Uma vez que ao longo
da simulagdo os complexos ndo se mantém absolutamente estaveis, pode fazer-se uma
avaliacdo no sentido de verificar quais as ligacbes que apresentam uma maior
percentagem de resultados (distancias) abaixo dos 3,5A. Os resultados mais relevantes

serdo analisados mais a frente.

7.1.2 — Desvios Geométricos Relativos a Estrutura Inicial

Quanto aos desvios, estdo relacionados com o facto de que, tal como estas simulacdes
vém demonstrar, a conformacdo inicial que se obtém através do processo de docking,
ndo corresponde exatamente a ‘realidade’ uma vez que essa conformacdo sofre
alteracdes ao longo do tempo (mais ou menos significativas), decorrentes de fatores
como as interacOes entre a proteina, ligando e o proprio meio em que se encontram. Os
diversos resultados encontrados nas simulacdes de dinamica molecular de cada um dos
ligandos testados evidenciam isso mesmo. Se se fizer a sobreposicdo de duas das
imagens resultantes da simulacdo, correspondentes a momentos diferentes da mesma é
possivel identificar diferencas entre as duas conformacgfes, que podem ser mais ou

menos significativas

A avaliacdo destes desvios pode fazer-se através dos valores de RMSD (Root-Mean-
Square Deviation). O RMSD diz respeito ao desvio da raiz media quadratica e permite
fazer a comparacdo entre estruturas. Ou seja, 0 RMSD ¢ o valor que traduz a distancia
entre atomos equivalentes de duas estruturas sobrepostas. Neste caso, permite comparar
duas conformacoes resultantes da simulacdo de DM para dois momentos diferentes,
dando ideia dos desvios que possam ter ocorrido na estrutura tridimensional no
intervalo de tempo correspondente. Um RMSD igual a zero, significa que as estruturas

comparadas séo idénticas e a medida que esse valor aumenta, maior é a diferenca entre
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essas estruturas, ou seja, significa que ha maior desvio relativamente a estrutura inicial
(Carugo e Pongor, 2001). A ocorréncia de grandes desvios ao longo das simulagdes
relativamente a estrutura inicial, indiciam interaces menos estaveis na formacdo do
complexo. Os valores de RMSD serdo calculados relativamente aos carbonos alfa,
cadeia principal e a todos os atomos pesados (ndo-hidrogénios) e serdo naturalmente

tanto maiores quanto mais atomos forem incluidos na comparagao.

O RMSD entre duas estruturas vai estar dependente do tamanho da molécula, a sua

flexibilidade e as condi¢Ges da simulacdo (Lyman e Zuckerman, 2006).

7.2 — Andlise de Resultados

Os resultados do processo de docking e das dindmicas moleculares podem ser
consultados nos anexos e nos proximos subcapitulos. Foram sujeitos ao processo de
docking 285 moléculas formadas a partir do ligando 17 e 78 moléculas formadas a partir
do ligando 01 (Anexos 10.5 e 10.6). De acordo com as melhores energias de ligacédo
obtidas, focou-se a pesquisa sobre as moléculas referenciadas como 17 061 (11,3
Kcal/mol), 17_275 (10,9 Kcal/mol), 17_239 (10,8 Kcal/mol), 17_222 (10,8 Kcal/mol),
01 068 (10,9 Kcal/mol) e 01 067 (10,8 Kcal/mol), cujas estruturas podem ser

observadas na Figura 17.
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Figura 17. Estruturas das moléculas selecionadas, apés o docking, para o procedimento de dinAmica molecular

Foram também sujeitos a este processo os ligandos originais (Figura 15), sendo que o

ligando 17 apresentou uma energia de ligacdo de 8,2 Kcal/mol e o ligando 01 de 9,1

Kcal/mol.

Todos estes potenciais ligandos foram depois sujeitos a uma simulagédo de DM. Um dos
dados retirados deste processo pode ser observado na Figura 18 e diz respeito a
guantidade de contactos estabelecidos pelos complexos formados entre aquelas

moléculas e a proteina alvo, ao longo do tempo de simulag&o.
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Figura 18. Numero de Contactos vs Tempo [ps]. Contactos estabelecidos por cada uma das moléculas sujeitas ao
processo de DM, ao longo do tempo de simulagao.

Estes graficos permitem uma rapida comparacdo entre os perfis de ligacdo para esses
complexos. Relativamente a molécula 17, que deu origem a maioria das moléculas
pesquisadas neste trabalho, é importante que se estabelecam alguns pontos de
comparacdo, ja que o objetivo é que estas tragam melhorias em relacdo a molécula
original. Neste sentido, observando a Figura 18 é desde logo possivel verificar que
todas as moléculas apresentam um perfil de contactos semelhante ou melhor do que a
molécula 17, a excecdo da molécula 17_239. Para esta, os resultados demonstram que
ndo sera uma molécula com interesse uma vez que a ligacdo rapidamente é quebrada.
Ainda em relacdo a molécula 17, apesar de no trabalho de Wein et al. (2012) ser
referido o estabelecimento de algumas pontes de hidrogénio, nomeadamente com 0s
residuos 157, 158, 475, e 483, nesta pesquisa ndo se encontrou para qualquer um desses
residuos uma interacdo suficientemente forte ou estavel (resultados para esta molécula

n&o serdo analisados de forma individual mas poderdo ser consultados no Anexo 10.4).
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Estes e outros resultados serdo analisados individualmente nos proximos subcapitulos,

para cada uma das moléculas em estudo.

A andlise dos contactos pode ainda ser feita na perspetiva dos residuos dos aminoacidos
envolvidos, como serd demonstrado nos proximos capitulos para os residuos mais
relevantes (e no Anexo 10.1, para uma maior quantidade de residuos). Isto permite
entdo destacar os residuos mais relevantes para essas interaces (Anexo 10.2) para cada
uma das moléculas sujeitas a simulacdo. A comparacdo pode ser feita entre essas
moléculas como demonstrado no Anexo 10.3, que consiste num resumo dos residuos
que estabelecem interacdes com todas as moléculas que foram sujeitas a simulacédo de
DM e as que estdo envolvidas em interacbes com 3, 4, 5 e 6 dessas 7 moléculas.
Destacam-se assim a Lisina 157, Glutamina 158, Lisina 159, Triptofano 226, Prolina

232, Treonina 461 e Valina 480, por estabelecerem contactos com todas as moléculas.

o>
2 i
[ A
St RIS .
g %;\’ ‘,7#9}\\ ;
._ B “-4;‘{»"'}.;/“.‘ ("»&’\’:“R,"g}'?lq’.f‘ ; \“.; LN ’( “»
D f’ﬂ")ﬂiy ? R SRS SRR ST,
7760 SRty YORPS R X {7 (et - DU e A - Gl
&t \'Z‘-\“.‘(s\b/ 5 e ’
) 2o S ] |
g WA ’-‘.‘,’,‘
T Y N s%ﬁ"\;,‘wcw 2,
YpBIE L ¥
S e 0 ‘on'qﬂf et WX
A - ‘0"‘& by ol ? 'T“‘,
TP, = g gy Wrea
2 ‘V"% >3 : ' '.. '\ ‘\ .
. A = 3 «\;" iy
L) ;\".

Figura 19. Estrutura do PA do Antrax (3TEW), com destaque para os residuos 157, 158, 159, 226, 232, 461 e
480.As esferas destacam os residuos que estabelecem interagdes mais estaveis com todas as moléculas

sujeitas a simulagdo de DM.

7.2.1 - Molécula 17_061

A analise dos resultados da simulacdo de DM para as interacGes entre os ligandos e
proteina, permite perceber o comportamento das moléculas ao longo do tempo de
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simulacdo. Os resultados para esta molécula estdo representados na Figura 20 e
demonstram um perfil em termos de interagcdes melhor do que o apresentado pelo
complexo formado com o ligando original (17) ao longo de toda a simulagdo, com
destaque para depois de cerca de 23000ps, em que ocorre um aumento do ndmero
médio de interacdes. Esse nimero médio de interacdes € entdo de cerca de 14 contactos

até esse momento e 16,5 no restante tempo.
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Figura 20. NUumero de Contactos vs Tempo [ps], para as moléculas 17 e 17_061. Contactos estabelecidos pelas
moléculas, ao longo do tempo de simulagdo

Esta analise também pode ser feita em relacdo a cada um dos residuos dos aminoacidos.
Neste sentido, analisando a Figura 21 (A.) pode por exemplo perceber-se que ao
momento identificado anteriormente com a subida do numero de interacdes,
corresponde sensivelmente 0 momento em que ocorre um aumento de interagdes com 0s
residuos Glu224, 11e459, Asp472, Serd75 e GIn483. Por outro lado, os residuos da
proteina que apresentam perfis de interacdo mais constantes (Figura 21 B.) sdo os
residuos Lys157, Lys225, Trp226 e Ser227 e Thr461l. O residuo Asp231 merece
também destaque (Figura 21 C.), apresentando apenas uma quebra um pouco mais
acentuada apos cerca de metade da simulacdo a semelhanca do que ocorre com o
residuo GIn158.0 residuo Asn463, assim como a Val480, embora apresentem um perfil
menos constante, mantém uma quantidade significativa de contactos ao longo da
simulacdo. O residuo Lys159 apresenta um perfil também moderadamente instavel e
uma quebra no nimero de contactos um pouco mais precoce do que 0s outros residuos.
Os restantes apresentaram perfis mais inconstantes e com maiores quebras nas

interacgdes.
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Figura 21. Contactos estabelecidos por residuos de aminoacidos e a molécula 17_061 ao longo da simulagéo.

Identificados os residuos com melhores perfis de interacdo pode ainda ser feita a

abordagem ao tipo de interacdo. Neste sentido, foram analisadas imagens do complexo

(proteina-ligando) extraidas em diferentes fases da simulacdo para identificar, dentro

daqueles residuos, quais os que tém potencialidade para formar pontes de hidrogénio.

Na analise das distancias entre esses pares de atomos pode considerar-se a média de

distancias (tendo em conta que nos primeiros cerca de 500ps ha um periodo de

estabilizacdo da simulacdo) e o respetivo desvio padrdo e também as percentagem de

resultados abaixo dos 3,5A obtida para cada uma das potenciais ligaces. Para a analise

de dados foi estabelecida uma ordem decrescente de percentagens de resultados abaixo

dos 3,5A, tendo-se destacado as seguintes ligacdes:
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17_061
0O11111-HN N11106-HN H11096-0 HO11096-HN
Ser227 Trp226 Ser230 Asp231
Média 2.075 2.335 3.216 3.562
Média, apds 500ps 2.074 2.336 3.210 3.562
D.Padrao, apés 500ps 0.175 0.278 0.443 0.409
% abaixo 3.5A 99.87 99.87 74.73 45.17

Tabela 1. Valores médios, desvio padrio e percentagem de distancias inferiores a 3,5A, das melhores ligacdes

pesquisadas, por ordem decrescente dessas percentagens, para a molécula 17_061

Verifica-se entdo que para as duas primeiras ligacdes da tabela, a sua distancia média é
inferior a 3,5A quase na totalidade da simulacdo, com um desvio padrdo reduzido. A
terceira ligacdo da tabela (H11096-O Ser 230), embora tenha também uma grande
percentagem de resultados de distancias abaixo dos 3,5A, ja apresenta maiores desvios
com uma média de cerca de 3,2+0,4A. Isto significa que o intervalo de distancias entre
o0s 4tomos desta ligacdo, tem um valor maximo de 3,6A, um pouco superior aos limites
considerados razoaveis para o estabelecimento de pontes de hidrogénio. Por fim, os
atomos da ligacdo HO11096-HN Asp 231 apresentam uma distancia média um pouco
superior aos 3,5A, com um desvio padrdo também consideravel. A percentagem de
resultados abaixo dos 3,5A é inferior a 50%, o que reforca a ideia de que o
estabelecimento desta interacdo ndo é muito favoravel. Tudo isto é percetivel na Figura
22, em que as duas primeiras ligacbes sdo visivelmente mais estaveis e com distancias

inferiores e as duas Ultimas ja apresentam maiores oscilac@es e distancias.
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Figura 22. Distancias (A) entre os pares de &tomos [N11106-HN Trp226], [H11096-O Ser230] (B) e [O11111-
HN Ser227] e [HO11096-HN Asp231] (C) ao longo da simulacdo, para a molécula 17_061. Imagens
retiradas aleatoriamente de um momento da simulacdo de dindmica molecular (cerca de 10000ps);
[N11106-HN Trp226] a vermelho, [H11096-O Ser230] a verde e [O11111-HN Ser227] a azul e
[HO11096-HN Asp231] a roxo.

Os valores médios dos RMSD’s para esta molécula sdo dos maiores, comparativamente
com as outras moléculas em estudo. A Figura 23 permite fazer essa comparacao,
relativamente aos valores de RMSD para os carbonos alfa de todas as moléculas
deixando perceber que embora outras moléculas alcancem em alguns momentos valores
superiores aos alcancados pela molécula 17_061, esta mantém-se consistentemente com

valores elevados de RMSD ao longo da simulacéo.
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Figura 23. RMSD dos carbonos alfa ao longo do tempo de simulacéo [ps]. RMSD dos carbonos alfa para os

complexos formados com todas as moléculas sujeitas a simulagéo de dindmica molecular.

Analisando a Figura 24, verifica-se também que embora ndo seja uma subida abrupta,
todos os valores de RMSD para esta molécula vdo aumentando ao longo do tempo. Isto

indicia que ha alguma variabilidade do complexo ao longo da simula¢do, mas que nédo

se traduz numa significativa instabilidade.

Figura 24. Valores de RMSD para a molécula 17_061, ao longo da simulacéo [ps]. Valores de RMSD relativos
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aos Carbonos a (azul), a cadeia principal (vermelho) e &tomos ndo-hidrogénio (verde), ao longo do tempo

de simulac&o.
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Na realidade, voltando a analise que foi feita anteriormente ao numero de contactos
estabelecidos pelo complexo ao longo do tempo (Figura 20), nomeadamente ao
aumento no namero de contactos por volta dos 23000ps, ndo se verifica que haja um
particular desvio da conformacdo do sistema nesse momento. Isto significa que nao tera
sido uma modificacdo nessa conformacdo a responsavel pelo maior nimero de

contactos estabelecidos.

A molécula 17_061 demonstra entdo estabelecer uma ligacdo forte e estavel com a

proteina alvo, estabelecendo com esta duas pontes de hidrogénio consideradas estaveis.

7.2.2 - Molécula 17_222

Os resultados obtidos, representados no grafico da Figura 25 permitiram perceber que o
perfil de contactos estabelecido com esta molécula ao longo do tempo de simulagdo é

bastante estavel, sendo semelhante ao perfil obtido para a molécula 17.
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Figura 25. Numero de Contactos vs Tempo [ps], para as moléculas 17 e 17_222. Contactos estabelecidos pelas

moléculas, ao longo do tempo de simulagéo.
Calculou-se para o complexo formado com esta molécula, uma média de

aproximadamente 11 interacbes com um desvio padrdo de cerca de 1,2 interagdes, ao

longo da simulacdo.
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Em termos de interagdes com os diferentes residuos de aminoacidos, os residuos
GIn158, Thr461 e Ser475 séo aqueles que demonstram um perfil de interacbes mais
constante. Para além destes, os residuos Trp226, Pro232 e Val480 também apresentam
um bom perfil, com a diferenca de apresentarem alguma instabilidade na fase inicial da
simulacdo. Por fim, a Lys157 também pode ser destacado, embora apresente um puco
mais de instabilidade ao longo da simulagdo, comparativamente aos anteriormente
mencionados. Os restantes residuos, embora apresentassem algum envolvimento em

interacdes, sdo como se pode verificar neste grafico, muito inconstantes.
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Figura 26. Contactos estabelecidos por residuos de aminoacidos e a molécula 17_222 ao longo da simulagéo.

A andlise de imagens do complexo (resultantes da simulacdo de DM), nomeadamente
para os residuos anteriormente mencionados, permitiu a identificacdo de pares de
atomos como potenciais dadores e aceitadores em pontes de hidrogénio. A analise das
distancias para cada par, permite perceber que todos estes pares de atomos apresentam

distancias médias relativamente pequenas, destacando-se:

17_222
H11128-0G1 Thr 461 | H11113-OG Ser 475 | H11128-0G Ser 475 | N11127-HG Ser 475
Média 1.984 2.060 3.171 3.284
Média, apds 500ps 1.984 2.061 3.170 3.283
D.Padrdo, apds 500ps 0.167 0.267 0.379 0.296
% abaixo 3.5 99.88 99.69 81.76 79.89

Tabela 2. Valores médios, desvio padrdo e percentagem de distancias inferiores a 3,5A, das melhores ligacdes

pesquisadas, por ordem decrescente dessas percentagens, para a molécula 17_222.

Para além das ligacOes destacadas nesta tabela, outras apresentaram percentagens
superiores a 50% de resultados inferiores a 3,5A, no entanto os desvios padrdo

calculados demonstram que estavam associadas a maiores oscilagdes. Como se percebe
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também pelo grafico da Figura 27, as duas primeiras ligacbes da tabela sdo as que
apresentam maior aproximagdo e maior estabilidade. As restantes ligacdes, ja
demonstram maiores oscilagdes e maior distancia, embora se mantenham com valores

médios dentro dos considerados aceitaveis para o estabelecimento desta interagéo.
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Figura 27. Distancias (A) entre os pares de atomos [H11128-OG1 Thr461], [H11113-OG Ser475] (B) e
[H11128-OG Ser475] e [N11127-HG Ser475] (C) ao longo da simulagédo, para a molécula 17_222.
Imagens retiradas de momentos aleatdrios da simulacdo de dindmica molecular; [H11128-OG1 Thr461] a
azul, [H11113-0OG Ser475] a vermelho, [H11128-OG Ser475] a verde e [N11127-HG Ser475] a roxo.

Relativamente aos desvios, esta molécula destacou-se das restantes por apresentar 0s
menores valores médios de RMSD quer relativamente aos carbonos alfa, cadeia
principal e atomos pesados, mesmo que nao se tratem de diferencas muito substanciais.
Este facto é também percetivel no grafico relativo a estes valores (Figura 28).
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Figura 28. Valores de RMSD para a molécula 17_222, ao longo da simulacdo. Valores de RMSD relativos aos
Carbonos o (azul), a cadeia principal (vermelho) e atomos nédo-hidrogénio (verde), ao longo do tempo

[ps] de simulag&o.

Estes dados vao de encontro aos anteriormente analisados, indicando que esta molécula
forma um complexo estavel com a proteina alvo, mesmo que ndo seja aquela que mais
contactos estabelece. 1sso mesmo é demonstrado relativamente a molécula 17_061,
analisada no capitulo anterior. Relativamente a essa molécula, esta demonstra menor

interesse em termos da média de contactos estabelecida ao longo da simulacéo.

7.2.3 - Molécula 17_239

Uma andlise priméria aos resultados da DM correspondentes aos contactos
estabelecidos pelo complexo (Figura 29), permite desde logo perceber que esta

molécula se destaca de uma forma negativa, pela instabilidade que demonstra.
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Figura 29. Namero de Contactos vs Tempo [ps], para a molécula 17_239. Contactos estabelecidos pelas

moléculas, ao longo do tempo de simulagéo.
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Nesse grafico demonstra-se que o complexo formado com a proteina apresenta
inicialmente uma quantidade de contactos significativa, mas que ap6s pouco mais de

10000ps sofrem uma quebra abrupta.

O mesmo foi percetivel pela analise dos resultados relativos aos contactos estabelecidos
por cada um dos residuos de aminoacidos. Com esses dados pode perceber-se que até
aquele momento, uma maior quantidade de residuos de aminoacidos estabelecem um
nimero de contactos significativo (embora muitas vezes ndo muito estaveis), mas
depois desse periodo de tempo, verifica-se que nenhum dos residuos estabelece
interacdes minimamente contantes até ao final da mesma. Por outro lado, se se fizer por
exemplo a andlise da Arginina 167 (Figura 30), que foi a que mais vezes demonstrou
estabelecer interaces ao longo dos ciclos, verifica-se que esta apenas estabelece um
perfil de contactos com algum interesse decorrida aproximadamente metade da
simulacdo, embora nunca alcance uma estabilidade nesse perfil. Na realidade, os
residuos Lys157, GIn158, Lys159, Lys225, Trp226, Ser227, Ser230, Asp231, Pro232,
[1e459, Thrd61, Asp472, Serd75, Val480, e Leu514 estdo envolvidos em interagdes
(mais ou menos estaveis) até pouco depois do 10° ciclo (10000ps), sensivelmente. No
entanto, apos esse periodo ha em geral uma quebra de interacGes muito significativa.
Apos essa quebra, alguns residuos surgem com maior ocorréncia de interacdes, no

entanto sdo interacdes temporarias, que demonstram grande instabilidade.
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Figura 30. Contactos estabelecidos por residuos de aminoacidos e a molécula 17_239 ao longo da simulagéo.
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Entende-se entdo que ao longo da simulacdo sdo estabelecidos diversos contactos entre
proteina e ligando mas sempre com liga¢des instaveis, que ndo se mantém por muito

tempo.

A analise de imagens do complexo no sentido de procurar (tendo em conta os melhores
perfis de interacdo) residuos com possibilidade de estabelecer pontes de hidrogénio e
posteriormente das distancias entre esses pares de atomos, foram de encontro aos
resultados mencionados anteriormente. N&o se encontrou para qualquer um destes pares
de atomos, uma distancia média suficientemente proxima e constante para o
estabelecimento de pontes de hidrogénio estaveis. Ou seja, estes pares de atomos sé por
curtos periodos de tempo conseguiram aproximar-se suficientemente para que esse tipo
de interacdo pudesse estabelecer-se. Todos os pares ficaram a uma distancia superior a
3,5A em mais de 80% da simulacio, apresentando desvios padrdo muito elevados. De
resto, a analise do gréfico correspondente a esses valores na Figura 31, é demonstrativa
dessa instabilidade. Os painéis B. e C. desta figura permitem também observar a
distancia dos residuos 178 e 174 (esferas no canto superior direito, em B.) relativamente
a molécula 17_239, num momento mais inicial da simulacdo e a distancia entre esta
molécula e o residuo 475 (esferas a esquerda, em C.), ap6s mais de metade da

simulacéo.
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Figura 31. Distancias (A) entre os pares de atomos [011074-OG Ser475] (B) e [H11127-O Arg178], [N11113-
HG1 Thr174] e [011074-OG1 Thr174] (C) ao longo da simulacéo, para a molécula 17_239. Imagens
retiradas da simulagéo de dindmica molecular antes (B.) e depois (C.) da oscilagéo visivel no grafico (A.);
[011074-OG Ser475] a azul, [H11127-O Argl78] a vermelho, [N11113-HG1 Thrl74] a verde e
[011074-OG1 Thr174] a roxo.

Quanto aos valores médios de RMSD (Figura 32) relativamente ao carbono alfa e a
cadeia principal, para o complexo formado com esta molécula os valores sdo dos mais
baixos relativamente as outras moléculas. No entanto, no que diz respeito aos resultados
para 0 RMSD relativo aos atomos pesados, este € 0 complexo que apresentou a média

de resultados mais alta.
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Figura 32. Valores de RMSD para a molécula 17_239, ao longo da simulagdo. Valores de RMSD relativos aos
Carbonos o (azul), & cadeia principal (vermelho) e dtomos néo-hidrogénio (verde), ao longo do tempo

[ps] de simulacéo.

A andlise da estrutura formada entre o PA e esta molécula, ao longo do tempo de
simulacdo, permitiu perceber que esta subida nos valores de RMSD estdo associados a
grande movimentacdo da molécula, inclusivamente para fora do centro ativo (entre os
residos164-167 e 475-483, como foi anteriormente mencionado). Na Figura 33 é
representado o complexo [17_239-PA] sobreposta em quatro momentos da simulagéo
(no momento inicial e a cerca de 5ns, 20ns e 30ns), com destague para a movimentacao

do ligando ocorrida entre esses momentos.

Adicionalmente, é possivel observar-se que a estrutura do PA aqui sobreposta, ndo sofre
grandes desvios entre 0s momentos da simulacdo analisados, o que vai de encontro com
os resultados de RMSD obtidos nomeadamente para os carbonos alfa, representados na

forma de fita.
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Figura 33. Sobreposi¢do do complexo [17_239-PA] em momentos diferentes da simulagéo. Representagdo do PA
em fita no inicio da simulagdo (azul), aos 5ns (magenta), 20ns (amarelo) e 30ns (laranja); Superficie
molecular dos residuos 164-167 e 475-483 a branco; Molécula 17_239 representada com esferas.

Relativamente as moléculas analisadas anteriormente demonstra-se que a molécula
17 239 é aquela que tem as caracteristicas de ligacdo mais desfavoraveis. Dado o perfil
demonstrado, esta ndo serd alidss uma molécula a considerar como potencial ligando

para o antigénio de protegdo (PA) do Antrax.
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7.2.4 - Molécula 17_275

by

Os resultados da DM correspondentes a relacdo dos contactos estabelecidos pelos
complexos formados com esta molécula ao longo do tempo, demonstram que o perfil
para esta molécula ndo é muito diferente do apresentado para molécula 17 (Figura 34),

apresentando no entanto uma média de resultados superior.
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Figura 34. Nimero de Contactos vs Tempo [ps], para as moléculas 17 e 17_275. Contactos estabelecidos pelas

moléculas, ao longo do tempo de simulagéo.

Os dados relativos aos contactos estabelecidos por cada um dos residuos de
aminoacidos com esta molécula, demonstram que se destacam com um perfil de
contactos mais forte e constante (Figura 35), 0s residuos Lys157 e Lys159. Também os
residuos Pro232, Ser475, Asn476 e Val480, se podem destacar uma vez que acabam por
estabelecer uma boa ligacédo, apesar de isso ndo acontecer na fase inicial da simulagéo.
Os residuos GIn158, Thr461 e ainda o Glu479 ja apresentam mais alguma instabilidade

e quebras mais significativas.
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Figura 35. Contactos estabelecidos por residuos de aminoacidos e a molécula 17_275 ao longo da simulagéo.

A leitura da Figura 36 permite ainda verificar que entre os 10ns e 15ns, ha uma descida
das linhas correspondentes a varios residuos (225, 226, 227, 230, 231, 459, 472),
correspondente também a uma subida por parte de alguns residuos (161, 475, 476, 479,
480).
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Figura 36. Contactos estabelecidos por residuos de aminoacidos e a molécula 17_275 ao longo da simulagao.

A Figura 34 demonstrava também uma pequena descida no nimero de interacdes para

esse periodo de tempo (um pouco depois dos 10000ps).
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Para os contactos destacados, identificaram-se alguns pares de atomos como potenciais

dadores e recetores em pontes de hidrogénio e ap6s a andlise das distancias, destacaram-

Se:
17_275

CL3 11080-HN |011074-0G 011090-NH |[HO11127-0 N11108-HN

GIn 158 Ser 475 Asn 476 Ser 160 Trp 226
Média 2.656 3.386 5.776 4.380 9.946
Média, apos 500ps 2.630 3.378 5.698 4.313 10.034
D.Padrao, apds 500ps 0.635 0.927 3.924 1.821 4.549
% abaixo 3.5 89.74 70.07 57.03 39.85 24.89

Tabela 3. Valores médios, desvio padrdo e percentagem de distancias inferiores a 3,5A, das melhores ligacdes
pesquisadas, por ordem decrescente dessas percentagens, para a molécula 17_275.

Se se fizer a analise na perspetiva das percentagens de resultados/distancias inferiores a
3,5A, existem trés ligacBes com uma percentagem consideravel, acima dos 50%. No
entanto, analisando os valores das distancias médias e os respetivos desvios padrao,
percebe-se que, a excecdo da primeira ligacdo da tabela (CL3 11080-HN GIn158),
existe uma grande variabilidade em torno do valor médio. Tendo em conta esses
valores, chega-se a conclusdo de que o intervalo de distancias para a ligacdo O11074-
OG Ser475, podem ir até um maximo de cerca de 4,3A, bastante acima dos 3,5A
considerados como limite para o estabelecimento de ponte de hidrogénio. Para a ligacao
011090-NH Asn476 esse maximo chega aos 9,6A. A primeira ligacio da tabela é assim
a mais favoravel, no sentido em que, para além da percentagem de distancias abaixo dos

3,5A ser elevada, o intervalo de distancias tem um maximo de cerca de 3,3A.

Se se fizer, no entanto a analise dos resultados na Figura 37, percebe-se que trés destas
ligacOGes sofrem uma alteracdo abrupta nas distancias, um pouco depois dos 10000ps.
Para a ligacdo N11108-HN Trp226, essa alteracdo traduz-se num aumento acentuado
dessas distancias, enquanto nas ligacbes O11090-NH Asn476 e HO11127-O Ser160
ocorre 0 oposto, havendo grande diminuicdo das distancias entre os atomos. Isto vai
influenciar os valores da distancia media assim como do desvio padréo e por essa razao
fez-se o célculo desses valores para estas duas ligacOes, apos 12000ps. Para a ligacéo
011090-NH Asn476 o resultado foi de 3,4+0,7A e para a ligagio HO11127-O Ser160

3,4+0,8A. Ora, isto significa que apesar de os intervalos de distancias ultrapassarem um
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pouco, para as duas ligacdes, os 3,5A no seu limite méaximo, ja sdo valores mais

favoraveis a interagéo.
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Figura 37. Distancias (A.) entre os pares de atomos [011074-OG Ser475], [N11108-HN Trp226] (B) e [CI3
11080-HN Glu158], [011090-NH Asn476] e [HO11127-0O Ser160] (C) ao longo da simulagéo, para a
molécula 17_275. Imagens retiradas de um momento da simulacdo de dindmica molecular anterior aos
12000ps (B.) e posterior a esse momento (C.); [011074-OG Ser475] a azul escuro, [N11108-HN Trp226]
a roxo, [CI3 11080-HN Glu158] azul claro, [011090-NH Asn476] a vermelho e [HO11127-O Ser160] a

verde.

Um outro aspeto a ter em conta é o tipo de ligacdo para a qual foi analisada a distancia.
Ou seja, como pode verificar-se nas ligacbes 011074-OG Ser 475 e O11090-NH Asn
476, foi avaliada a distancia entre dois atomos de oxigénio e entre um atomo de
oxigénio e um azoto, respetivamente. No entanto, ndo sdo diretamente esses 4&tomos a
estabelecer a ponte de hidrogénio mas sim um desses atomos, que sera o aceitador e um
dos hidrogénios ligados ao outro atomo, que sera o dador do protdo. Isto significa no
fundo que na realidade os atomos envolvidos na ligagdo, nomeadamente o hidrogenio,
estard na realidade um pouco mais proximo do atomo aceitador. Isto ndo sera muito
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significativo para a ligagdo O11090-NH Asn476, que tem um valor médio e desvio
padréo demasiado elevados. No entanto, para a ligagdo O11074-OG Ser475, pode ter
um pouco mais de significado uma vez que o valor médio que foi calculado é um pouco

mais baixo, embora ainda assim com oscilacdes (desvio padrdo) demasiado elevadas.

Tendo em conta que anteriormente se verificou que esta molécula estabelecia um
namero significativo de interacBes estaveis e uma vez que apenas uma das ligagdes
analisadas apresenta distancia e estabilidade significativos para estabelecer ponte de
hidrogénio, a interacdo desta molécula com a proteina alvo dever-se-a a outro tipo de

interacdes.

Adicionalmente, os resultados de RMSD permitem perceber que embora ndo tenha
apresentado os maiores valores médios relativamente as outras moléculas em estudo, é
ainda assim uma das que apresenta valores mais elevados. Analisando o grafico relativo
a estes resultados (Figura 38), percebe-se que o complexo formado com esta molécula
apresenta oscilagbes marcadas, nomeadamente um aumento entre os 16000ps e
26000ps, sensivelmente. Esta subida nos valores de RMSD né&o parece estar associado a
qualquer oscila¢do nos contactos analisados anteriormente pelo que se podera dever por
exemplo a rotagdes que ndo se traduzem em modificacBes significativas nas interacdes

estabelecidas.
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Figura 38. Valores de RMSD para a molécula 17_275, ao longo da simulacdo. Valores de RMSD relativos aos
Carbonos o (azul), a cadeia principal (vermelho) e 4&tomos nao-hidrogénio (verde), ao longo do tempo

[ps] de simulacéo.

Relativamente as moléculas analisadas anteriormente, nomeadamente a molécula

17 222, demonstrou-se que o perfil de contactos estabelecidos ao longo do tempo de
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ambas é semelhante ao da molécula 17. O que as podera distinguir €, por exemplo, o
tipo de contactos estabelecidos. Ou seja, no que diz respeito as pontes de hidrogénio
estabelecidas, a molécula 17_222 apresentava menos oscila¢cbes nessas interacoes,

estabelecendo um maior niumero de pontes de hidrogénio consideradas estaveis.

7.2.5 - Molécula 01_067

Os resultados da simula¢do de DM permitiram perceber que esta é a segunda molécula
com melhor média de resultados, depois da molécula 17_061. A representacdo grafica
desses resultados na Figura 39, demonstra que o perfil para estas duas moléculas €
bastante semelhante (sensivelmente entre os 12 e 0s 16 contactos por intervalo de 25ps)
até cerca dos 22000ps, momento em que a molécula 17_061 apresenta um aumento
desses contactos. Trata-se entdo de uma molécula com um perfil de interacGes estavel,

sem grandes variacoes.
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Figura 39. Numero de Contactos vs Tempo [ps], para as moléculas 01_067 e 01_061. Contactos estabelecidos

pelas moléculas, ao longo do tempo de simulagdo

Analisando os contactos na perspetiva dos diferentes residuos de aminoacidos
envolvido, percebe-se que a semelhanca do que ocorreu com a molécula 17 222, esta
também ndo apresentou as quebras acentuadas observadas nas restantes moléculas, no
final da simulagdo, isto é, no final da simulacdo, mantinham-se as intera¢fes (Figura
40). Os residuos de aminoacidos que se destacaram foram o Lys157, Lys159, Lys225,
Trp226, Ser227, Pro232, e Val480, por terem um bom perfil de contactos que se
mantém constante ao longo da simulacdo. Para além destes, os aminoacidos GIn158,

Ser230 e GIn483 apresentam perfis interessantes, embora apresentem um pequeno
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periodo de quebra a certo ponto da simula¢do. Também o Thr461 e Leu514 apresentam

S
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um perfil relativamente bom, embora menos constantes.
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Figura 40. Contactos estabelecidos por residuos de aminoacidos e a molécula 01_067 ao longo da simulagao.

Os restantes residuos apresentaram perfil de ligacdo muito inconstante ou auséncia de
interaccdo. Esta foi a molécula que mais contactos (com bom perfil) estabeleceu com
residuos de aminodcidos da proteina alvo.

Tendo em conta os residuos com melhor perfil, identificaram-se alguns de pares de
atomos com potencial de formar pontes de hidrogénio. Na andlise das distancias entre

esses atomos, destacaram-se pela maior percentagem de resultados abaixo dos 3,5A:

01_067
011091-HN |C11089-HN C11_106-HN C11106-HN C11089-HN
Trp226 Ser227 GIn158 Lys159 Trp226
Média 2.176 2.641 2.881 3.119 3.158
Média, apos 500ps 2.176 2.642 2.882 3.123 3.157
D.Padrao, apds 500ps 0.298 0.239 0.268 0.366 0.409
% abaixo 3.5 100.00 99.82 97.92 88.88 77.75

Tabela 4. Valores médios, desvio padrdo e percentagem de distancias inferiores a 3,5A, das melhores ligacdes

pesquisadas, por ordem decrescente dessas percentagens, para a molécula 01_067

Para além das altas percentagens de resultados com distancias proximas, os valores
médios e respetivos desvios padrdo demonstram-se favoraveis a que todas estas ligacoes
se estabelecam com estabilidade. A representacdo grafica destes valores na Figura 41

demonstra o perfil destas ligagdes.
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Figura 41. Distancias (A e B) entre os pares de atomos [O11091-HN Trp226], [C11089-HN Ser227] (C),
[C11106-HN GIn158], [C11106-HN Lys159] e [C11089-HN Trp226] (D) ao longo da simulagéo, para
a molécula 01_067. Imagens retiradas de um momento aleatdrio da simulagdo de dindmica molecular
(por volta dos 10000ps), a partir de pontos de vista diferentes; [011091-HN Trp 226] a azul, [C11089-
HN Ser227] a vermelho, [C11106-HN GIn158] a verde, [C11106-HN Lys159] a laranja e [C11089-HN
Trp226] a roxo.

Na realidade, & semelhanca do que acontecia com a molécula 17_275, algumas destas
distancias foram calculadas entre atomos que ndo sdo realmente os que estdo envolvidos
na ponte de hidrogénio. Neste caso, isso acontece para todas as ligacGes da tabela a
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excecdo da primeira. As distancias foram calculadas entre hidrogénios de residuos da
proteina e carbonos da molécula em estudo. Na realidade ndo sdo os carbonos que estdo
envolvidos na ligacdo de hidrogénio mas sim um dos oxigénios ligados aquele carbono.
Isto significa que as distancias entre os atomos que estabelecem a ponte de hidrogénio

serdo um pouco inferiores aos valores tabelados, para estas ligagdes.

Quanto aos resultados dos RMSD médios, os valores correspondentes ao complexo
formado com esta molécula encontram-se entre os valores mais baixos. O grafico para
estes resultados (Figura 42) demonstra que existe um crescente desvio ao longo da
simulacdo relativamente & estrutura inicial, que s6 pontualmente ultrapassa os 3A para
0s RMSD relativos aos carbonos alfa e da cadeia principal. Para os atomos pesados o
RMSD também s6 muito pontualmente ultrapassou os 3,5A.
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Figura 42. Valores de RMSD para a molécula 01_067, ao longo da simulacdo. Valores de RMSD relativos aos
Carbonos o (azul), a cadeia principal (vermelho) e atomos nédo-hidrogénio (verde), ao longo do tempo

[ps] de simulagéo.

Isto significa que o complexo formado com esta molécula € forte e estavel.
Relativamente as moléculas anteriormente analisadas esta sera, a semelhanca da
molécula 17_061 umas das que maior interesse suscita. Para além do pequeno periodo
em que a molécula 17_061 estabelece um numero superior de contactos, a diferenca
mais relevante entre estas duas moléculas esta relacionada com o tipo de interacOes
estabelecidas. No caso do complexo formado com a molécula 01_067 é estabelecido um

maior nimero de pontes de hidrogénio consideradas estaveis.

7.25.1 - Estabilidade das ligagdes do complexo [17_067-PA]:
reprodutibilidade da trajetoria
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Relativamente as moléculas 17 _067 e 17 _068, estas sdo na realidade a mesma molécula
com orientacdo simétrica. Por esta razdo, é expectavel que produzam resultados
semelhantes e a comparagcdo desses resultados permite perceber a influéncia da

orientacdo da molécula no ponto de partida para a simulacdo de MD.

Essa semelhanca é evidenciada ndo so pelo perfil de interacdo destas moléculas mas
também pela semelhanca dos residuos destacados por estabelecerem contactos mais
estaveis e também pelas pontes de hidrogénio estabelecidas. As pontes de hidrogénio
identificadas para a molécula 01_068, sdo todas estabelecidas também pela molécula

01_067, mesmo que os perfis dessas ligacGes ndo sejam iguais para ambas.

A semelhanca da molécula 01_067, o perfil de contactos para 01_068 relativamente ao
tempo de simulacdo é estavel, com uma média de resultados de aproximadamente 14

contactos por intervalo de 25ps, para ambas.
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Figura 43. Numero de Contactos vs Tempo [ps], para as moléculas 01_067 e 01_068. Contactos estabelecidos

pelas moléculas, ao longo do tempo de simulagéo.

Dos contactos identificados entre a molécula 17_068 e a proteina, destacam-se 0s que
envolvem os residuos de aminoacidos Lys157, Lys225, Trp226, Ser227, Ser230 e
Pro232, que apresentam um bom perfil de contactos, mais constante (Figura44). O
mesmo ocorre com o residuo GIn158, apesar deste apresentar uma quebra no inicio da
simulacdo. Também os residuos Thr461 e Leu514 se destacam, mas apresentam um

perfil de ligagdo um pouco menos constante.
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Figura 44. Contactos estabelecidos por residuos de aminoacidos e a molécula 01_068 ao longo da simulagéo.

Lembrando que, para a molécula 17_067, os residuos Lys157, Lys159, Lys225, Trp226,
Ser227, Pro232, e Val480 assim como GIn158, Ser230 e GIn483 e também Thr461 e

Leu514, foram os que se destacaram, percebe-se a semelhanca entre estes resultados.

Para os residuos destacados para o complexo formado com 17 068, procuraram-se
atomos com possibilidade de formar pontes de hidrogénio com atomos desta molécula.

Da andlise das distancias entre esses pares de atomos, destacaram-se:

01_068
C11089-HN [ C11089-HN C11106-HN C11106-HN
Ser227 Trp226 GIn158 Lys159
Média 2.771 2.838 2.902 3.713
Média, apos 500ps 2.773 2.834 2.903 3.719
D.Padrao, ap6s 500ps 0.215 0.318 0.625 0.959
% abaixo 3.5 99.09 94.67 92.67 54.91

Tabela 5 Valores médios, desvio padrdo e percentagem de distancias inferiores a 3,5A, das melhores ligacdes

pesquisadas, por ordem decrescente dessas percentagens, para a molécula 01_068.

A duas primeiras ligacdes da tabela para além de uma grande percentagem de resultados
com distancias proximas, tém também um valor médio de distancias e um desvio padrédo
indicativos de uma interacdo estavel. Quanto a ligacdo do residuo 11106 desta molécula
e a Glutamina 158, ja demonstra um desvio padrdo um pouco mais elevado. No entanto,
estes valores traduzem-se num intervalo de distancias com um maximo de 3,5A,
estando dentro do limite considerado razodvel para que esta ligacdo se estabeleca. Por
outro lado, a ultima ligagdo da tabela tem um desvio padrdo significativamente alto,

levando a que o intervalo de distancias possa chegar a um méaximo de 4,7A, muito
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acima do limite considerado para que a ligacao se estabeleca. Isto é muito percetivel no
grafico correspondente a estes valores (Figura 45), em que esta Gltima ligacdo

demonstra um perfil extremamente instavel.
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Figura 45. Distancias (A) entre os pares de atomos [C11089-HN Ser227], [C11089-HN Trp226] (B) e [C11106-
HN GIn158] e [C11106-HN Lys159] (C) ao longo da simulagdo, para a molécula 01_068. Imagens
retiradas de um momento aleatério da simulagdo de dindmica molecular, a partir de pontos de vista
diferentes; [C11089-HN Ser227] a azul, [C11089-HN Trp226] a vermelho [C11106-HN GIn158] a verde
e [C11106-HN Lys159] a roxo.

E de referir ainda que tal como se percebe neste mesmo gréfico, todas estas ligacdes
comegam por demonstrar distdncias um pouco superiores nos primeiros 10000ps,
sensivelmente. As ligagcbes com o C11106 em particular demonstram um grande
aumento na distancia entre os seus atomos um pouco antes dos 10000ps, voltando
rapidamente a valores mais baixos. Apds esse momento, todas as ligacfes da tabela
(com a excecdo da ultima) demonstram perfis de maior estabilidade com maior

proximidade entre os atomos envolvidos.
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Se se fizer a comparacdo destes dados com os obtidos para 17_067, percebe-se que
todas as ligacOes destacadas na Tabela 5 e Figura 45, para a 17_068 foram também
destacadas para 17_067, mesmo que apresentem algumas diferencas a nivel do perfil
apresentado. Para demonstrar isto mesmo, na Figura 46 sdo expostos esses perfis para

cada uma das quatro ligacbes comuns a 17_67 e 17_068.
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Figura 46. Distancias (A.) entre os pares de &tomos [C11089-HN Ser227], [C11106-HN GIn158], [C11106-HN
Lys159] e [C11089-HN Trp226] ao longo da simulagéo, para 01_067 e 01_068. Imagens (B.) retiradas
de um momento inicial da simulacdo de dinamica molecular (cerca de 10000pc), para 17_067 (a
esquerda) e 17_068 (a direita); Linhas mais escuras correspondem a 17_067 e mais claras a 17_068;
[C11089-HN Ser227] a vermelho, [C11089-HN Trp226] a roxo, [C11106-HN GIn158] a laranja e
[C11106-HN Lys159] a verde.
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A andlise desses graficos permite perceber que, em termos destas ligacGes, a maior
diferenga ocorre para a ligagdo entre o carbono 11106 e os residuos GIn158 e Lys159.
Para a primeira (C11106-HN GIn158), a ligacdo é mais favoravel/estdvel com 17_067 e

para a outra (C11106-HN Lys159) a ligacdo é mais favoravel com 17_068.

Quanto aos desvios na estrutura ocorridos ao longo da simulacdo, avaliando pelos
resultados de RMSD, 01 068 demonstra um crescente desvio na sua estrutura a
semelhanga do que ocorre com a 01_067 (Figura 47). No caso da 01_068, o desvio é no
entanto mais acentuado, sendo inclusivamente a molécula que maiores valores de

RMSD alcanca, comparativamente a todas as moléculas sujeitas a simulacao.
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Figura 47. Grafico relativo aos valores de RMSD para as moléculas 01_068 e 17_067. Linhas mais claras
correspondem aos resultados para 17_067 e linhas mais escuras para 17_068; Valores de RMSD relativos
aos Carbonos o (azul), a cadeia principal (vermelho) e d&tomos ndo-hidrogénio (verde), ao longo do tempo

[ps] de simulagéo.

O momento de maior subida dos valores para 17_068 é sensivelmente no intervalo entre
0s 30000ps e o final da simulacdo, sendo que a este periodo de tempo ndo se associam
maiores variagdes em termos de contactos (como foi possivel observar na Figura 43).
Inclusivamente, os residuos dos aminoécidos envolvidos nessas interacdes apresentaram
nesse periodo de tempo uma maior estabilidade em termos dos contactos estabelecidos.
Isto significa que o aumento de distancias entre atomos equivalentes da estrutura para os
sucessivos momentos da simulagdo, ndo se traduz numa maior instabilidade do
complexo [17_068-PA].

Tendo em conta todos estes dados, entende-se que existe efetivamente algumas
diferengas de comportamento quando no ponto de partida a molécula apresenta

diferente orientagdo. Neste caso, isto ndo se traduziu no entanto em diferencas

63



Pesquisa Computacional de Inibidores de Fatores de Viruléncia de Bacillus anthracis

significativas na estabilidade das moléculas ou mesmo na quantidade e nos residuos
envolvidos nas ligagOes estabelecidas com o PA. Essas diferengas verificaram-se
fundamentalmente no tipo de ligacéo, sendo que para 17_067 se estabeleceram maior

numero de pontes de hidrogénio estaveis.

7.3 — Discussao de Resultados

Os resultados dos processos de docking demonstraram que quase todas as alteragdes
efetuadas as moléculas designadas por 01 e 17, resultaram em moléculas com melhor
energia de ligacdo ao antigénio de protecdo do B.anthracis. Das moléculas selecionadas
para o processo de dindmica molecular, algumas demonstraram no entanto que essa
aparente boa ligacéo a proteina alvo, ndo se verifica quando fatores como o tempo e o
solvente séo considerados. A simulacdo de DM demonstrou entdo que, por exemplo, a
molécula 17_239 apesar de ter resultado numa energia de ligacdo de 10,8 Kcal/mol, esta
corresponde a interacBes instaveis e nomeadamente nenhuma ponte de hidrogénio
minimamente estavel. Essa instabilidade pode associar-se as alteracfes da estrutura que

se verificaram ao longo da simulacdo, nomeadamente para as cadeias laterais.

A molécula 17_222 apresenta o perfil de interacdo mais estavel, com um desvio padréo
de apenas 1,2 contactos. Apesar disto é a segunda molécula com menor valor médio de
interacbes. Tem a possibilidade de estabelecer algumas pontes de hidrogénio e nao
apresenta qualquer momento de particular quebra. Trata-se assim de uma molécula que,
apesar de ndo ter a mais forte interagdo com a proteina alvo, é a que mantém essa

interacdo com maior estabilidade.

Por outro lado, a molécula 17_275, para além de ter resultado numa das maiores
energias de ligacdo (10,9 Kcal/mol) no processo de docking, demonstrou relativa
estabilidade na interacdo com a proteina mas com um pequeno momento de quebra
nessa interacdo, sensivelmente aos 13000ps da simulagdo. Essa quebra na estabilidade
estd associada a quebra de ligagdo de varios residuos da proteina, incluindo uma ponte
de hidrogénio mas, de acordo com os resultados de RMSD, ndo esta associada a um
particular desvio na estrutura, sendo que apesar de haver um aumento desses valores,

isto sO acontece apds aquele momento de quebra, por volta dos 16000ps.
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Relativamente as moléculas 01_067 e 01_068, apresentaram ambas um nimero médio
de cerca de 14 contactos, valor que s6 € superado pela molécula 17_061, com 15
contactos. Concluiu-se ainda que para ambas as orientacgdes, as interacOes estabelecidas
envolvem praticamente 0os mesmos residuos de aminoacidos. Também as ligacdes
destacadas nas Tabelas 5 e 4 correspondem praticamente aos mesmos pares de atomos,
apresentando apenas algumas diferengas em termos de distancias/estabilidade e também
o facto de que para 01_067 existe uma ponte de hidrogénio que nunca se estabelece para
01 _068. De resto, a orientacdo de 01_067 apresentou resultados um pouco melhores do
que 01 068 também em termos de RMSDs. Percebe-se entdo que ocorreram variagdes
nos resultados associadas a diferente orientacdo da molécula, no entanto essas
diferencas traduziram-se fundamentalmente no tipo de interagfes, nomeadamente na
maior quantidade de pontes de hidrogénio estabelecidas por 01 067 (5 pontes de
hidrogénio estaveis) relativamente a 01_068 (3 pontes de hidrogénio estaveis), o que lhe
atribui um caracter de maior polaridade. Considera-se entdo que apesar disto, ndo ha
uma grande relevancia nas diferengas de comportamento encontradas nas simulacées de

dindmica molecular cujo ponto de partida corresponde a estas duas orientacdes. .

Comparando 01_067 com a molécula 17 061 (que sdo as moléculas que mais se
destacam), a primeira mantem-se a oscilar em torno dos 14 contactos ao longo de toda a
simulacéo, enquanto a outra oscila em torno desse mesmo nimero de contactos até
cerca de 23000ps mas sofre depois um aumento, passando a ter um nimero médio de
16,5 contactos. Em termos de pontes de hidrogénio, a molécula 01_067 foi a que
demonstrou estabelecer um maior nimero deste tipo de ligacdo. Na Tabela 6 faz-se um
resumo destes e de outros resultados relativos as interagdes estabelecidas pelos

complexos formados com todas as moléculas em analise.
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Ligando PH estaveis Outras PH N° médio de contactos | Residuos
157
0O11111-HN Ser227 225
17 061 N11106-HN Trp226 H11096-0 Ser230 15 226
227
461
158
17 222 H11128-OG1 Thr461 H11128-0OG Ser475 11 461
= H11113-OG Ser475 N11127-HG Ser475 475
17 239 - - 8 -
17 275 | CL311080-HN GIn158 | 011074-OG Ser475 13 12;
157
011091-HN Trp226 159
C11089-HN Ser227 225
01 067 C11106-HN GIn158 - 14 226
C11106-HN Lys159 227
C11089-HN Trp226 230
480
157
225
C11089-HN Ser227 226
01 068 | C11089-HN Trp226 - 14 o
C11106-HN GIn158
230
232

Tabela 6. Resumo dos resultados relativos as interagdes estabelecidas por todos os complexos. Pontes de

Hidrogénio (PH) estaveis; Outras PH estabelecidas com menor estabilidade ou com maior distancia média

entre os atomos envolvidos; Nimero médio de contactos estabelecidos pelo complexo ao longo do tempo

da simulagdo; Residuos de aminoécidos envolvidos em interagdes estaveis.

Conclui-se entdo que desta pesquisa se destaca a estabilidade da molécula 17 222,
embora estabeleca um menor nimero de contactos quando comparado, por exemplo,
com a molécula 17_275 que ja apresenta um ndmero maior de contactos, mas com
menor estabilidade. Essa maior estabilidade da molécula 17_222 pode no entanto ser
comparavel com a apresentada pela molécula 01_067 que tem também um perfil estavel
mas com um maior nimero médio de intera¢cBes. A molécula 01_067 assim como a
17 061 sdo de resto as que maior destague merecem em termos de quantidade de
interacdes. O que as distingue é o facto de a molécula 17_061 alcancar apos 23000ps
melhores resultados em termos de contactos, embora esses contactos se traduzam no
menor numero de pontes de hidrogénio quando comparado com todas as outras

moléculas e sobretudo com a 01_067 que é a que demonstrou estabelecer o maior
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numero de pontes de hidrogénio. Por estas razfes, a molécula 01_067 sera aquela que

melhor traduz a satisfacdo dos objetivos desta pesquisa.

HOOH MH NHZ
0
@N N‘ OH

™ on T NH

o

F
¢ oA
Y M OH

Figura 48. Estrutura das moléculas 17_061 (A.) e 01_067 (B.) e respetivas moléculas de origem. Nos painéis
superiores, as moléculas de base e nos painéis inferiores, as moléculas otimizadas; A vermelho as
otimizacOes que trouxeram maior hidrofilicidade as moléculas; A roxo estdo assinaladas as regides das

moléculas otimizadas que estabelecem pontes de hidrogénio com o PA.

VIII- CONCLUSOES

A problematica do bioterrorismo tem ja uma longa historia, ndo sendo um tema
desconhecido quer para os profissionais da area da saude, quer para a populacdo em
geral. Apesar dessa longa histdria, € no entanto uma questdo que nédo se dissipou com o
desenvolvimento e globalizagdo mundial. Estas trazem porém vantagens que permitem
um melhor combate e prevencédo destes ataques ou das suas consequéncias. O crescente

desenvolvimento tecnologico, maior nimero de pesquisas nas mais diversas areas e a
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partilha de informacdo permitem que seja hoje mais facil encontrar solu¢bes mais
eficazes. No ambito da area farmacéutica, o processo de desenvolvimento de novos
farmacos, neste caso de combate a estes agentes infeciosos com grande viruléncia, € de
enorme valor. E, portanto de grande interesse que pesquisas deste tipo continuem a
trazer novos dados que permitam conhecer cada vez melhor estes agentes, assim como

as formas de os combater ou mesmo de prevenir a sua infecao.

Esta pesquisa computacional permitiu, para além de adquirir conhecimentos técnicos
relativos a estes processos, encontrar algumas moléculas que se demonstrou serem
promissoras, por apresentarem boas caracteristicas de ligacdo ao antigénio de protecéo

do B.anthracis (Figura 49).
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Ser230

Figura 49.

D.

Complexo formado entre 17_061 e 01_067 e o PA. Os painéis a esquerda (A. e C.) sdo referentes ao
complexo formado com 17_061 e a direita (B. e D.) aos complexos formados com 01_067; Nos painéis
A. e B., 0 PA (superficie molecular a cinzento) tem destacados os residuos de aminoacidos envolvidos em
interacOes - estaveis ou moderadamente estaveis - (roxo), incluindo os que estabelecem pontes de
hidrogénio estéveis (amarelo); Nos painéis C. e D., a estrutura dos aminoécidos envolvidos nas pontes de
hidrogénio é representada em stick e a estrutura das moléculas 17_061 (C.) e 01_067 (D.) esta
representada com carbonos coloridos a roxo; As pontes de hidrogénio estdo representadas por tracejado

preto.
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Dado aquilo que se conhece e foi discutido acerca da implicacdo desta proteina no
processo infecioso por este bacilo, estas moléculas poderdo apresentar interesse para
pesquisas subsequentes, como recurso para a pesquisa de novos compostos lider e no

sentido da formulacdo de novos farmacos.

Os objetivos desta pesquisa passavam pela obtencdo de ligandos com boas
caracteristicas quer em termos da ligacdo ao PA do Antrax, como em termos de
polaridade das moléculas, partindo nomeadamente das moléculas encontrados por Wein
et al. (2012). Esses objetivos foram alcancados, com a obtencdo de moléculas com

maior capacidade de ligacdo e com maior polaridade do que os ligandos originais.
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X- ANEXOS

10.1 — Graficos de contactos estabelecidos por residuos de amino&cidos da proteina
alvo ao longo do tempo de simulagéo
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10.2 — Tabelas dos residuos com melhor perfil de interacéo (ordenados por ordem

crescente do nimero do residuo)

17 17 61 17 222 17 239
Lys 157 Lys 157 Lys 157 Lys 157
GIn 158 GIn 158 GIn 158 GIn 158
Lys 159 Lys 159 Lys 159 Lys 159
Ser 160 Glu 224 Trp 226 Arg 167
Ser 161 Lys 225 Pro 232 Ser 170
Trp 226 Trp 226 lle 459 Gly 172
Pro 232 Ser 227 Thr 461 Pro 173
Thr 461 Ser 230 Tyr 462 Thr 174
Tyr 462 Asp 231 Asn 463 Arg 178
Asn 463 Pro 232 Asp 472 Glu 224
Asp 472 lle 459 Gly 474 Lys 225
Gly 474 Thr 461 Ser 475 Trp 226
Ser 475 Tyr 462 Asn 476 Ser 227
Asn 476 Asn 463 Glu 479 Ser 230
Glu 479 Ser 475 Val 480 Asp 231
Val 480 Val 480 GIn 483 Pro 232
GIn 483 GIn 483 Leu 514 lle 459

Leu 514 Thr 461

Asp 472

Ser 475

17 275 01 067 01 068 Val 480

Lys 157 Lys 157 Lys 157 Leu 514
GIn 158 GIn 158 GIn 158
Lys 159 Lys 159 Lys 159
Ser 160 Lys 225 Lys 225
Ser 161 Trp 226 Trp 226
Trp 226 Ser 227 Ser 227
Pro 232 Ser 230 Ser 230
lle 459 Pro 232 Asp 231
Thr 461 Thr 461 Pro 232
Asn 463 Ser 475 lle 459
Asp 472 Val 480 Thr 461
Ser 475 GIn 483 Asp 472
Asn 476 Thr 487 Val 480
Glu 479 Leu 514 GIn 483
Val 480 Glu 515 Leu 514
GIn 483 Glu 515
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10.3 — Tabela de residuos que estabelecem interacdes mais estaveis e as moléculas

com as quais estabelecem essas interagoes

¥l ¥l ¥l ¥l ¥l ¥l ¥l
¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥
¥l ¥l ¥l ¥l ¥l ¥l ¥l
¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥
¥l ¥l ¥l ¥l ¥l ¥l ¥l
¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥
¥ M M ¥ ¥ M M
¥ il | ¥ ¥ ¥l
¥ M M ¥ ¥ M
¥ ¥l | ¥ ¥l il
¥ M ¥ ¥ M
il | ¥ il il
M ¥ M M
il ¥ il il
M ¥ M M
¥ il | ¥
Y| kA Y|
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10.4 — Resultados relativos a molécula 17

10.4.1 - Distancias

17
HO11094-0 Gly474 | N11097-HN Asn476 |HO11111-CD Glu479 |OH11093-NZ Lys159
Média 3.306 3.938 4.924 6.866
Média (apds 500ps) 3.301 3.949 4.931 6.911
D.Padr3o (ap6s 500ps) 1.033 1.149 1.828 3.158
% abaixo 3.5 56.439 35.922 31.376 23.990

16 -
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0 10000 20000 30000 40000 50000
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10.4.2 — Desvios Relativos a Estrutura Inicial (RMSDs)
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10.5 — Tabelas de modificactes efetuadas a molécula 01

9.113
10.917 |coo N4 Ccoo
10.814 |coo N1 coo
10.567 |CcoOO" |N2 N4 COO
CONH2
10.412 |coO |(on4) CcCoo
10.335 |coo Coo
10.181 |coo N=N (on 5) COO
10.095 N4
COO-
10.083 |coO" |(on6) Ccoo
-CH2-
NH-
10.039 |coO |(on3) COoO
-CH2-
NH-
10.031 |[coO" |(on4) CcCoo
-NH-CH2-
9.987 |coo (on2) COO
Coo
9.978 |[CcOO" |(on4) CoO
CH20H
9.938 |COO |(on4) Coo
CH20H
9.936 |COO [(on3) COoO
9.848 |coO |N2 COO
9.819 N1
coo
9.777 | (on6) Coo
Ccoo
9.775 |COO [(on3) COoO
9.751 N2
N=N
9.744 | CcoO" |(on3) Coo
CONH;
9.739 |COO |(on4) N=N (on 5) Coo
CONH,
9.727 |COO" |(on4) N=N (on 5) CoO
9.726 F3
9.723 Cetona
CONH,
9.712 | coO” [(on3) COoO
9.696 |COO |N2 N1 N4 Coo
Ccoo
9.69 [COO |(onb) Ccoo
9.664 F4
9.664 F5

82




01020
01 052
01038

01049
01 021
01024

01 051
01 044

01042
01008
01022

01040

01010
01043
01 037

01039
01 015

01_060

01 078
01 014
01029
01 023

01_077
01_017
01_026
01019
01016
01_001

01_073

01_066
01002

01 075
01_005
01007
01059
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9.649
9.612
9.609

9.609
9.608
9.607

9.603
9.6

9.588
9.585
9.585

9.575

9.57
9.56
9.554

9.544
9.535

9.531

9.53
9.519
9.514
9.505

9.465
9.463
9.454
9.451
9.446
9.441

9.439

9.424
9.423

941
9.31
9.297
9.293

F3
CONH,
COO" |(on5) oo}
COoO COO
(on 6) (on 6)
“NH-CH,-
COO" (on 5) COO-
F4
N1
CONH,
COO" |(on 6) CoO"
ele} N=N (on 2) Coo
N=N
COO" | (on 4) coo
Ester Ester
F5
COoO COO-
(on 5) (on 5)
CH,C
H,NH;
COO’ * COO’
N=N
COO- | (on5) coo
COO’
(on 5) COO
COO’ COO’
(on 6) (on 5)
F6
CH,0OH
COO" | (on5) [ele}
CONH, CONH; (on
COO" |(on4) 4) coo’
F5
N6
F6
COO° COO’
COO" |(on6) (on 6) COO
F3
N3
F6
F2
COF
CONH,
COO™ | (on 4) N1 oo}
CHyN H3+
COO" |(on3) oo}
COF COF
N2
CONH,
COO" |(on 4) N1 N4 CoO°
COoO
Ester
COO™ | CH,0H coo
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01_004

01_065
01 028

01 011
01 031
01_034
01 035
01 032
01_069

01 064
01027

01003
01_063

01 046
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9.233

9.217
9.167

9.166
9.162
9.153
9.099
9.088
9.085

9.073
9.01

8.976
8.865

(on 6)
C=0-
CH; C-O-CHgs;
CH,NH,*
COO" |(on4) COoOr
N5
Ceto
Cetona na
N2
N5
N6
N3
N4 N1
CH,NH;*
COO- |(onb) COO
N4
C=0-
CH;
CH,NH;"
COO" |(on6) COO
-CH2-
NH-
COO" |(onb) COO
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10.6 — Tabelas de modificacOes efetuadas a molécula 17

8.207

8.912 F6
8.511 Fa
8.829 F4

8.542 )

9.145 F3

8.951 F6

9.36 F3
9.069 F6 F6
8.898 NS

9.728 N6 NS

8.983 N4 and N5

8.519 N3

8.555 N3
8.871 N3 and N4
9.01 N5
9.328 N6
8.312 N3 N6
9.791 N6 N3

8.754 N4 and N3

8.268 N3 N3
8.453 NS N3
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17_022
17_023
17 024
17_025
17_026
17_027
17 028
17_029
17_030
17 031
17_032
17 033
17_034
17 035
17_036
17_037

17_038

17_039
17_040
17_041
17_042
17_043
17_044
17_045

17_046
17_047
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9.054 N2

9.182 N2

8.38 N3 and N6

8.854 N3 N5

8.244 N2 and N5

9.98 N6

9.87 CH2-0 CH2-0

9.319 CH2-0

9.095 N4

9.86 N6 CH2-0O F6

8.995 N6 F6 N3
8.759 N6 F6 Na
9.144 N6 F6 NG
8.771 N6 F6 NG
0.871 N6 £6 N2

9.977 N6 F6

9.818 NG Nsomething
10.021 N6 £6 N4

9.837 N6 F6 N3
10.041 N6 N5 F6

9.906 N6 N6 F6

9.423 N6 N2 F6

9.481 N6 N3 F6

9.025 N6 NS F6

_ N6 2,6-_ F6

10.222 ciclohexadieno

9.646 N6 1,4-CHD =
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17_048 9.113 N6 4,6-CHD F6

17_049 9.507 N6 1,4-CHD F6

17 050 9.773 N6 1,3-CHD F6

17_051 8.546 N6 1,5-CHD F6

17_052 9.99 N6 2,5-CHD F6

17_053 0.831 N6 3,6-CHD F6

17_054 8.993 N6 4,6-CHD F6

17_055 10.143 N6 2,6-CHD F6

17_056 9.645 N6 2,4-CHD F6

17_057 10.337 N6 F6 1,4-CHD

17_058 8.489 N6 F6 1,3-CHD

17 059 10.338 N6 F6 1,5-CHD

17_060 10.306 N6 F6 4,6-CHD

17 061 11.344 N6 F6 2,4-CHD

17_062 8.908 N6 F6 2,5-CHD

17_063 8.997 N6 F6 3,5-CHD

17_064 9.664 N6 F6 3,6-CHD

17_065 10.741 N6 F6 2,6-CHD

17_066 10.069 N6 F6 2,5-CHD
17_067 10.194 N6 F6 2,6-CHD
17_068 10.323 N6 F6 2,4-CHD
17_069 10.178 N6 F6 1,5-CHD
17_070 10.313 N6 F6 3,5-CHD
17_071 10.383 N6 F6 1,4-CHD
17_072 9.49 N6 F6 3,6-CHD
17 073 10.288 N6 F6 4,6-CHD
17_074 10.111 N6 F6 1,3-CHD
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17_075 10.213 N6 N1 F6

17_076 8.963 N6 N2 F6

17_077 8.765 N6 N3 F6

17_078 8.606 N6 N4 F6

17 _079 9.697 N6 N5 F6

17_080 0.233 N6 F F6

17_081 8.727 N6 F F6

17 082 10.091 N6 F6 F

17_083 8.824 N6 F6 F

17 084 9.044 N6 H F6

17_085 8.974 N6 H F6

17 086 9.932 N6 F6 H

17_087 8.667 N6 F6 H

17_088 9.35 N6 Cl F6

17 089 9.093 N6 Cl F6

17_090 9.773 N6 F6 Cl

17 091 8.966 N6 F6 Cl

17_092 9.4 N6 CH3 F6

17_093 8.594 N6 CH3 F6

17 094 9.871 N6 F6 CH3

17_095 9.075 N6 F6 CH3

LR 9.045 N6 F6 CHEEH-

17_097 8.997 N6 F6 N:NCHH-

-NH-

17_098 N6 F6 C=0-
9.63 NH-

17_099 9.744 N6 F6 -NH-
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C=0-0-
8.421 N6 F6 H Pirrol
-NH-
i C=0-
N6 complicate (0] F6 .
10.029 CH2-
e o Fe Hidroxipridazina
9.449 p
9.816 N6 complicate 0] F6 2H-1,2,3-Triazol
9.63 N6 complicate @] F6
9.539 N6 complicate | SH ) F6
9.38 N6 complicate o} SH 6
9.367 N6 complicate (0] F6 SH
9.269 N6 complicate @) F6 SH
9.813 F6 N6 and 2,6-CHD
9.773 F6 N4 and N6
N6 CH=CH- F6
8.829 NH-
-CH=N-
9.273 N6 NH- F6
-NH-
N6 C=0- F6 26 CHD
8.563 NH -
-O-
N6 C=0- F6
9.175 NH -
9.762 N6 H Pirrol F6
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-NH-
C=0-
NG CH2O | S5 F6
9.84 CH2 -
N6 CH2-0 3 F6
Hidroxipiridazina
9.544
10.043 N6 CH2-O F6 CH2-O
9.532 N6 F6 o
8.785 N6 F Cl F6
8.75 N6 Cl F6
N6 F6; 2,4-CHD H 3,6-CHD  2-
Imidazolidona
10.237
) 3,6-CHD 2-
10.09 NG F6; 2,4-CHD H Oxazolidona
-NH-
N6 F6; 2,6-CHD C=0-
9.86 NH-
. -NH-
9582 N6 F6; 2,6-CHD C=0-O-
-NH-
N6 F6 C=0-
9.645 NH-
-NH-
9.794 N6 F6 C=0-0-
-NH-
N6 F6 C=0-
9.678 NH-
-NH-
9.79 N6 F6 C=0-0-
-NH-
N6 C=0-
9.927 NH-
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-NH-
N6 -CH2-NH3+ C=0-
9.284 NH-

-NH-
N6 -CH2-OH C=0-
9.138 NH-

-NH-
N6 -COO- C=0-
9.639 NH-

-NH-
N6 N5 F6 C=0-
10.461 NH-

-NH-
N6 N3 N4 F6 C=0-
10.702 NH-

-NH-
N6 N3 N4 F6 C=0-
10.057 NH-

-NH-
N6 F6 N3 N4 C=0-
10.119 NH-

-NH-
N6 F6 C=0- N4 N5
10.311 NH-

-NH-
N6 F6 C=0- N3 N4
10.163 NH-

-NH-
N6 N3 1,5 i
CHD F6 Cc=0

10.429 NH-

-NH-
N6 N4 1,5 CHD F6 C=0-
10.274 NH-

F6 N4 1,5 -NH-

NG
10.172 CHD NH-
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-NH-
N6 F6 C=0- N3 1,5 CHD
10.115 NH-
NG 6 Cl;lg N5 ciclohex-1-
10.181 NH- eno
-NH-
N6 03 1.5 6 oo
10.527 NH-
-NH-
N6 04 26 c6 oo,
10.411 NH-
-NH-
Ne 0526 e oo
10.775 NH-
-NH-
N6 031,5CHD F6 C=0-
10.033 NH-
-NH-
N6 04 1,5 CHD F6 C=0-
9.825 NH-
10.105 N6 3,5 CHD -NH2+-CH2
-NH-
NG oS LS Cc=0-
9.845 NH-
-NH-
N6 F6 C=0- 031,5CHD
10.139 NH-
-NH-
N6 F6 C=0- 04 2,6 CHD
10.105 NH-
-NH-
N6 F6 C=0- 05 2,6 CHD
10.276 NH-
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17_155

17_156
17_157
17_158
17_159
17_160
17_161
17_162
17_163
17_164
17_165
17_166
17_167
17_168
17_169

17_170

17 171
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 NH(®) F6 iy
10.724 ciclohex-3-eno NH-
-NH-
9.757 Ne F6 C=0-0-
-NH-
9.479 N6 -CH2-NH3+ C=0.0-
-NH-
9.523 Ne ~CH2-OH C=0-0-
-NH-
9.849 Ne F6 C=0-0-
-NH-
9.455 N6 N3 N4 F6 C=0-0-
-NH-
0.8 N4 N5 N6 F6 coo0.
-NH-
9.278 Né N3 N4 F6 C=0-0-
-NH-
9.412 N6 F6 N3 N4 C=0-0-
-NH-
9.661 Ne F6 co0.0. N3 N4
N6 N3 1,5 6 -NH-
9.794 CHD C=0-0-
N4 N6 6 -NH-
9.898 ciclohexano C=0-0-
-NH-
914 N6 NH (3) 1,5 CHD F6 C=0-0.
NG F6 NH (3) 1,5 “NH-
9.958 CHD C=0-0-
OH (6) 3,5
9.813 NG CHD “NH2+-CH2
NG F6 NH- | NH (3) 1,5 CHD
9.663 C=0-0- '
N6 F6 “NH- NH (4) 2,6 CHD
10.019 C=0-0- '
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17 172

17 173
17 174
17 175
17 176
17 177
17 178
17_179
17_180
17_181

17_182
17_183

17_184
17_185
17_186

17_187
17_188

17_189

17_190
17_191

17_192
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-NH-
N F NH 2 HD
9.806 6 6 C=0-O- (5)26C
9.658 NH (6) =0 3,5CHD -NH2+-CH2-
9.661 NH (6) =0 N4 3,5 CHD -NH2+-CH2-
9.592 NH (6) =0 N3 3,5CHD -NH2+-CH2-
9.442 NH (6) =0 N3 N4 3,5 CHD -NH2+-CH2-
9.459 NH (6) =0 N3 N3 3,5 CHD -NH2+-CH2-
9.401 NH (6) =0 3,5CHD -NH2+-CH2- N4
9.355 NH (6) =0 3,5 CHD -NH2+-CH2- N5
9.437 NH (6) =0 3,5CHD -NH2+-CH2- N3
9.586 NH (6) =0 NH(4) 1,5 CHD 3,5 CHD -NH2+-CH2-
_ N3 ciclohex-5-
9316 NH (6) =0 ene -NH2+-CH2- N4
9.405 NH (6) =0 3,5CHD -NH2+-CH2- NH (4) 1,5 CHD
0.474 NH (6) =0 3,5 CHD -NH2+-CH2- NH (5) 2,6 CHD
9.684 NH (6) =0 041,5CHD 3,5CHD -NH2+-CH2-
_ O3 ciclohex-5-
9311 NH (6) =0 ene -NH2+-CH2-
NH (6 =0 3,5CHD -NH2+-CH2- 0O(4) 1,5 CHD
9.343 ©) @)
9.223 NH (6) =0 3,5CHD -NH2+-CH2- 0(5) 2,6 CHD
= - +- -
9.383 NH (6) 0] 3,5CHD NH2+-CH2 0O(6) 1,3 CHD
9.525 NH (6) =0 -O-CH3 3,5 CHD -NH2+-CH2-
9.276 NH (6) =0 3,5CHD -NH2+-CH2- | -O-CH3
_ - CH2-
9.319 NH (6) =0 NH3+ 3,5 CHD -NH2+-CH2-
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17_193

17_194

17_195

17_196
17_197
17_198
17_199
17_200
17_201
17_202
17_203
17_204
17_205
17_206
17_207

17_208
17_209
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- CH2-
9.11 NH (6) 3,5 CHD -NH2+-CH2- NE3+
- CH2-NH3+
N6 (on 6) 2,4
9.657 CHD
- CH2-OH
N6 (on 6) 2,4
8.387 CHD
N6 - COO- (on
9.907 6) 2,4 CHD
F (on 6) 2,4
10.198 n4 N5 N6 A
F (on 6) 2,4
8.731 N3 N4 N6 D
F (on 6) 2,4
9.579 Ne N3 N4 CHD
N6 N3 N4 F (on
8.907 6) 2,4 CHD
F (on 6) 2,4
8.461 NG CHD N3 N4
F (on 6) 2,4
8.639 NG CHD N5 N4
F (on 6) 2,4
9.59 NG CHD N5 N6
N3 N6 F (on 6) 2,4
8.696 ciclohex-6-ene CHD
N4 N6 F (on 6) 2,4
10.046 ciclohex-6-ene CHD
N5 N6 F (on6) 2,4
10.195 ciclohex-6-ene CHD
F (on 6) 2,4
9672 N6 N3 1,5 CHD CHD
F6N414
10.084 N6 CHD
8.53 N6 F(on6) 2,4 N3 1,5 CHD
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17_210

17 211

17 212

17 213

17 214

17 215

17 216

17 217

17 218
17 219
17_220
17 221

17 222

17 223

17 224

17 225
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CHD
F (on6) 2,4
8.758 NG CHD N4 2,6 CHD
F (on6) 2,4
8.788 N6 CHD N5 1,3 CHD
_O- _
NH(6) | =0| CH20 | c=o. | ~CHZCH=CH- CH2 _NH2+-CH2
9.858 NH -
N CH2-CH=CH-
NH (6) =0| CH2-0 | c=o- o -CH2 “NH2+-CH2
9.851 NH -
_ ‘NH- | - CH2-CH=CH-
9.578 NH (6) =0| CH2O0 |- 4. oL -CH2 “NH2+-CH2
-NH-
= - - - +-
10392 NH (6) o| cH2O | . o5. CH2 NH2+-CH2
“NH-
NH (6) 0| CH2-0 | c=o- -CH2 -NH2+-CH2
10.296 NH -
_O-
NH (6) 0| CH2-0 | c=o- -CH2 “NH2+-CH2
10.116 NH -
10.03 NH (6) -0 | CH2-0 = - NH -CH2 “NH2+-CH2
9.789 NH (6) =0 =0 -NH -CH2 -NH2+-CH2
9.313 NH (6) =0 -CH2 “NH2+-CH2
9.391 NH (6) =0 -NH -NH2+-CH2
_ - NH-
10772 NH (6) =0 H NH2+-CH2 | _0'C
NG H NH2+-cHz2 | - NH-
10.496 C=0-0-
- O-
NG H ‘NH2+-CH2 | C=0-
10.255 NH-
-NH-
- +-
10.483 NG H NH2+-CHZ | .
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17 226

17 227
17 228
17 229
17_230
17 231
17 232
17 233
17 234
17 235
17 236
17_237
17 238

17_239

17_240
17_241
17_242

17 243

17 244
17_245
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NH-
-NH-
N6 F -NH2+-CH2 | C=0-
9.822 NH-
9.982 n6 CH2-O CH2-O
9.489 né H CH2-O CH2-0
9.414 n6 H CH2-O H CH2-O
9.228 n6 H CH2-0 H H CH2-0O
8.866 n6 H CH2-0 H H CH2-0 H
8.829 n6 H CH2-0 H N3 H CH2-0 H
8.912 n6 H CH2-0 H N6 H CH2-0 H
8.953 né6 H CH2-O0 H N3 H CH2-0 H
8.988 n6 H CH2-0 H N2 H CH2-0O H
9.107 né6 H CH2-O0 H H CH2-0 H N4
8.901 n6 H CH2-0 H H CH2-0 H N5
8.813 n6 H CH2-O H N6 H CH2-O H N5
2,6 CHD (OH
N6 pointing
10.825 down)
N6 O3 F(on6)24
8.787 ciclohex-6-eno CHD
N6 O4 F(on6)24
9.823 ciclohex-6-eno CHD
N6 O5 F(on6)24
10.003 ciclohex-6-eno CHD
F (on 6) 2,4
9.869 N6 031,5CHD CHD
F6 04 1,5
9.487 NG CHD
9.868 N6 F(on6)24 031,5CHD
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17_246
17_247

17 248

17_249

17_250

17 251

17_252
17_253
17_254
17_255
17_256
17_257

17_258

17_259

17_260
17 261
17_262
17 263
17 264

17_265
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CHD
F (on6) 2,4
8.576 NG CHD 042,6 CHD
F (on6) 2,4
8.678 NG CHD 05 1,3 CHD
NH (6) F (on 6) 2,4
9.53 ciclohex-3-eno CHD
-CH2-NH3+
NH (6) (on6) 2,6
9.958 CHD
N6 -CH2-OH (on
10.289 6) 2,6 CHD
- Ch(OH)2 on
9.715 NH (6) 6 2,6 CHD
9.055 NH (6) N3N4 F6 2,6 CHD
10.206 NH (6) N4N5 F6 2,6 CHD
8.916 NG n3 N4 F6 2,6 CHD
8.593 N6 F6 2,6 CHD n3 N4
9.443 N6 F6 2,6 CHD n4 N5
9.519 N6 F6 2,6 CHD né N5
N6 N3 1,5
9.553 CHD F6 2,6 CHD
N6 N4 2,6
0.328 CHD F6 2,6 CHD
8.955 N6 n3 1,5 CHD F6 2,6 CHD
8.761 N6 n4 1,5 CHD F6 2,6 CHD
8.928 N6 F6 2,6 CHD N3 1,5 CHD
8.932 N6 F6 2,6 CHD N4 2,6 CHD
8.782 N6 F6 2,6 CHD N5 1,3 CHD
N6 03 1,5
8.969 CHD F6 2,6 CHD
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N6 O4 2,6
9.05 CHD F6 2,6 CHD
8.776 N6 031,5CHD F6 2,6 CHD
8.829 N6 04 1,5CHD F6 2,6 CHD
8.785 N6 04 1,5CHD F6 2,6 CHD NH (3) 1,5 CHD
8.319 N6 04 1,5CHD F6 2,6 CHD 04 2,6 CHD
9.132 N6 F6 2,6 CHD 051,3CHD
NH (6)
8.794 ciclohex-3-eno F6 2,6 CHD
N6 -CH2- 2,6 CHD (OH
9.437 COO- pointing up)
N6 2,6 CHD (OH
9.857 pointing up)
Cl6 2,6 CHD
N6 (OH pointing
10.899 down)
CH20H on 6,
N6 2,6 CHD (OH
pointing
9.609 down)
CH2NH3+ on
6, pointing
N6 CH20OH on down 2,6
4 CHD (OH CH2NH3+ on 6
pointing
10.406 down)
CH2NH3+ on
N6 CH20H on 6, pointing
4 down 2.6 CH2NH3+ on 6
10.542 CHD
CH2NH3+ on
N6 CHiOH on CH20H 6, pointing CH2NH3+ on 6
10.316 down 2,6
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CHD
CH2NH3+ on
N6 CH20H on CH20H 6, pointing H | CH2NH3+on6
4 down 2,6
10.219 CHD
CH2NH3+ on
N6 CH20H 6, pointing H CH2NH3+ on 6
down 2,6
9.436 CHD
9.732
OH 6 2,4-
11.035 NG CHD
-NH-
N6 OT:E'S’A" C=0-
9.604 NH-
NH (6) O5 2,6 “NH-
a0 F6 C=0-
10.657 NH-
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