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Resumo

A Linfadenite Caseosa é uma doenga infecciosa causada pelo microrganismo patogénico
Corynebacterium pseudotuberculosis, sendo causadora de grandes perdas econémicas na pecuaria
em todo o mundo. A auseéncia de terapias eficazes contra o patégeno abre caminho para a in-
vestigagao de possiveis candidatos a drogas. Sabemos que a geragao de estresse oxidativo em
bactérias dificulta sua reprodugao e pode levar a morte. C. pseudotuberculosis produz a proteina
Glutaredoxina A1 (GrxAl), que funciona como um tampao de redugao contra espécies reativas
de oxigénio (EROs) e, nesse contexto, ao se compreender os aspectos das defesas bacterianas,
abordagens in silico podem auxiliar nas estratégias de inibicao desse mecanismo. O presente
trabalho tem como objetivo pesquisar possiveis inibidores da proteina GrxAl de C. pseudo-
tuberculosis, utilizando técnicas de biofisica computacional. Na primeira etapa, um modelo
da estrutura tridimensional da proteina em sua forma ativa foi gerado por homologia a partir
do codigo uniprot D9QIST com o PDB 2LQO, template obtido através do servidor SwissMo-
del. Apds a construcao da estrutura, trés réplicas foram refinadas a partir de simulagoes por
Dinamica Molecular com o programa Amberl8 por 200 ns. A representagao se deu através
da analise de clusters, usando o método K-means com um range de 2 a 10 clusters. Utili-
zando o banco de moléculas DrugBank, com cerca de 8.823 mil moléculas, realizou-se Virtual
Screening, com o programa AutoDock Vina. Pelo critério de afinidade (menor energia de in-
teracao) foram classificados os melhores compostos e as andlises foram realizadas utilizando os
softwares Pymol e Discovery Studio, sendo identificados aminoacidos relevantes, bem como as
interacoes intermoleculares, tipos e intensidades de ligacoes na interagao proteina-ligante. Esses
compostos formaram um conjunto com 26 candidatos a inibidores da proteina GrxAl de C.
pseudotuberculosis. Os resultados servem de base em estudos futuros, permitindo desenvolver

medicamentos mais eficientes, ou ainda, trazer beneficios em aplicagoes biotecnoldgicas.
Palavras-chave: Dinamica Molecular, Modelagem por Homologia, Virtual Screening.
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Abstract

Caseous Lymphadenitis is an infectious disease caused by the pathogenic microorganism
Corynebacterium pseudotuberculosis, causing great economic losses in livestock worldwide.
The absence of effective therapies against the pathogen paves the way for the investigation of
possible drug candidates. We know that the generation of oxidative stress in bacteria hinders
its reproduction and can lead to death.C. pseudotuberculosis produces the protein Glutaredo-
xin Al (Grxal), which functions as a reduction buffer against reactive oxygen species (ROS)
and, in this context, by understanding the aspects of bacterial defenses, in silico approaches
can assist in the inhibition strategies of this mechanism. The present study aims to investigate
possible inhibitors of C. pseudotuberculosis Grxal protein, using computational biophysics te-
chniques. In the first step, a model of the three-dimensional structure of the protein in its active
form was generated by homology from the uniprot D9Q987 code with the PDB 2L.QO template
obtained through the Swissmodel server. After the construction of the structure, three replicas
were refined from molecular dynamics simulations with the Amber18 program for 200 ns. The
representation took place through cluster analysis, using the K-means method with a range of
2 to 10 clusters. Using the DrugBank molecule bank, with about 8,823 thousand molecules,
Virtual Screening was performed with the Autodockvina program. By the criterion of affinity
(lower interaction energy) the best compounds were classified and the analyses were performed
using the software Pymol and Discovery Studio, and relevant amino acids were identified, as
well as intermolecular interactions, types and bond intensities in protein-ligand interaction.
These compounds formed a set of 26 candidates for inhibitors of C. pseudotuberculosis protein
Grxal. The results serve as a basis for future studies, allowing the development of more efficient

medicines, or even bringing benefits in biotechnological applications.

Keywords: Molecular Dynamics, Homology Modeling, Virtual Screening.
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Capitulo 1

Introducao

Este trabalho aborda elementos a respeito da bactéria Corynebacterium pseudotuberculo-
sis (Cp) que causa uma doenga chamada Linfadenite Caseosa (LC), a qual afeta animais de
diversas ragas e sexo. A Cp, assim como qualquer ser vivo, sofre mutagoes em seu Acido De-
soxirribonucleico (DNA) através da interagao com Espécies Reativas de Oxigénio (EROs). Por
esse motivo, os organismos desenvolveram varios sistemas de defesa para proteger seus genomas
de danos oxidativos. Assim, neste trabalho o sistema GrxA1l codificado pela bactéria Cp foi
estudado.

A caracterizacacao bioquimica e estrutural desta proteina tem potencial para o desenvol-
vimento de inibidores, seguidos pelo desenvolvimento de agentes farmacolégicos contra Cp. A
partir de métodos in silico como Modelagem por Homologia, Dinamica Molecular (DM), Doc-
king Molecular e Virtual Screening (VS), buscou-se encontrar moléculas que sejam promissoras
no bloqueio do acesso ao sitio ativo da GrxAl e, consequentemente, que sejam capazes de

destruir a bactéria.

1.1 Corynebacterium pseudotuberculosis - Cp

A bactéria Cp pertence ao género Corynebacterium que, por sua vez, faz parte do grupo
supragenérico dos Actinomycetes, o qual inclui também os géneros Mycobacterium, Rhodococcus
e Nocardia [1]. Os genomas de vérias espécies deste grupo ja foram completamente sequenci-
ados, destacando assim a consideravel importancia médica, veterinaria e biotecnologica desses
organismos [2].

Elas sao bactérias gram positivas, pleomorficas, iméveis, desprovidas de esporos, possuem



formato de cocobacilos e medem entre 0.5 - 0.8 mm por 1.0 - 1.3 mm, (Figura 1.1), apresentando-
se isoladas ou em grupamentos irregulares em “palicada ou trancados”, decorrentes da grande
quantidade de lipidios na sua parede celular, particularmente o dcido corinomicélico [3]. A
fracao lipidica da parede dificulta o processo de fagocitose, pois impede a hidroélise enzimatica
dos lisossomos e potencializa os efeitos citotéxicos no hospedeiro estando diretamente relacio-
nada a caracteristica piogénica da afec¢ao, reconhecida como fator determinante na viruléncia
do microrganismo [4, 2].

Crescem bem em agar acrescido de 5% de sangue ovino, caprino, bovino ou equino, entre
24 e 72 horas de incubacao, apresentam temperatura e pH de crescimento 6timos a 37 °C e
7,0, respectivamente. Desenvolvendo-se em ambiente com 5% de C'O,, formando colonias que
variam de branco-acinzentado a amarelado com aspecto opaco e circundados por halo de (5 -

hemdlise [5].

Figura 1.1: Cultura bacteriana de C. pseudotuberculosis em placa de petri. Adaptado de
Creative Biolabs Vaccine.

O processo patogénico da LC em ovinos e caprinos ainda nao esta bem definido, utilizando o
método de cultivo bactériano para multiplicagao do microorganismo sob condicoes laboratoriais
controladas, determinaram caracteristicas culturais da bactéria, e pelo menos dois determinan-
tes de viruléncia principais foram identificados denominados ovis e equi.

O biovar ovis infecta ovinos e caprinos, enquanto o biovar equi acomete equinos, bovinos,
camelos e bufalos [2]. Destaca-se que a auséncia de terapias eficazes contra o patégeno abre
campo para investigacao de possiveis candidatos a drogas que possam destruir a bactéria ou

auxiliar no tratamento das infecgoes.



1.1.1 Linfadenite Caseosa - LC

A LC, popularmente conhecida como mal do caroco, cujo patégeno é a Cp é uma enfermidade
cronica infecciosa, caracterizando-se por sua acao inflamatéria dos ganglios linfaticos, com
formacao de granulomas de aspecto caseoso e esbranquicado. Ocorre em quaisquer estagoes
do ano, sendo encontrada em todas as principais extensoes de producao da caprinocultura e
ovinocultura maiores de um ano. Mundialmente essa enfermidade é um dos motivos de grandes
perdas na exploracao economica dessas espécies.

A doenca se inicia com o aumento do volume dos linfonodos, que com seu desenvolvi-
mento, tornam-se flutuantes. Os mais frequentemente acometidos sao os pré-parotideos e pré-
escapulares, podendo ocorrer granulomas em linfonodos internos como os mediastinicos, cau-
sando quadros respiratérios como tosse cronica [6]. Os linfonodos surgem com maior frequéncia
na parte escapular, auricular, mandibular e inguinal, atingindo também os testiculos, uberes
e O0rgaos internos, como pulmoaes, rins, figado e baco, sendo que estes granulomas podem ser

localizados em qualquer sistema do organismo [2], conforme Figura 1.2.

Figura 1.2: Abscesso de cabras infectadas com a doenca Linfadenite Caseosa. Adaptado de
Small Ruminant Research, 2018.

Os abscessos apresentados na Figura 1.2 se encontram em estagio intermediario e tardio
da doenca, porque o abscesso é relativamente grande e macio, o pus branco leitoso ou verde-
amarelo [7]. A contaminagao pode ocorrer por secre¢ao purulenta de animais doentes, alimentos,
agua, fomites e instalacoes e a persisténcia do microorganismo varia de acordo com o material,
destacando que na madeira dura 7 dias, na palha 15 dias, no feno 56 dias e no solo 240 dias. O

contagio envolve pele e mucosa afetada, seguido pela disseminacao de bactérias livres ou dentro

de fagécitos, levando a infeccao nos ganglios linfaticos e, quando na sua forma mais agressiva,



podem afetar principalmente os pulmoes [, 9].
Uma vez estabelecida, a doenca torna-se cronica e persiste pela vida do animal, disseminando
para todo o rebanho [1]. Nos casos cronicos com lesoes viscerais, o animal, apresenta anemia e

hipoproteinemia [2].

1.1.2 Epidemiologia

A LC tem sido um incomodo significativo na maioria das regioes por mais de um século.
Devido a natureza cronica e frequentemente subclinica da infeccao, ela tem se mostrado dificil
de controlar e a prevaléncia é alta em muitas partes do mundo [4]. A partir de dados epide-
mioldgicos, verifica-se que dentre as regioes afetadas pela LC, encontram-se paises como Africa
do Sul, Australia, Argentina, Brasil, Canad4, Chile, Estados Unidos, Franga, Italia e Inglaterra
[4, 2]

O Brasil conta com um rebanho de cerca de 11,3 milhoes de caprinos e 19,7 milhoes de
ovinos de modo que essa criacao tem papel relevante na economia familiar, no agronegdécio
e na agroindistria, segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE)
[10]. Os rebanhos estao distribuidos em todas as regioes, porém de forma desigual. A regiao
Nordeste concentra 57,5% do total de ovinos, seguida pelas regides Sul (29,3%), Centro-Oeste
(5,5%), Sudeste (4,0%) e Norte (3,6%). Quanto ao rebanho de caprino, a distribuicao refere-se
a 91,6% na Regiao Nordeste, 3,5% na regiao Sul, 2,2% Sudeste, 1,6% no Norte e 1,0% na regiao
Centro-Oeste [11].

Considerando a regiao Centro-Oeste, em especial o estado de Mato Grosso do Sul, nos
deparamos com um rebanho de aproximadamente 400 mil ovinos, posicionando na 10° colocacao
entre os estados, representando 2,30% em participacao. Em relacao aos caprinos o estado
apresenta em média um rebanho de 30 mil caprinos, ficando em 17° no ranking com 0,28% na
cooperagao [12].

Uma das caracteristicas principais na produgao destes tipos de animais é que sao formados
em pequenas propriedades caracterizadas pela agricultura familiar. Eles provéem leite, la e
carne, sendo uma forma de gerar emprego, renda e seguranca alimentar para o homem do
campo. Os maiores produtores de ovinos e caprinos estao situados nas regioes nordeste e sul
do pais, entretanto, podemos observar a criacao desses animais por todo o territorio brasileiro,
fazendo do agronegécio um importante segmento econoémico, responsavel por grande parte do

Produto Interno Bruto (PIB) [13].



Apesar dos pontos positivos, devemos ressaltar que existem fraquezas que devem ser sanadas,
tais como as infecgoes que afetam os rebanhos e causam imensas perdas. Dentre as doencas

que acometem os rebanhos de caprinos e ovinos podemos destacar a LC.

1.2 Glutaredoxinas - Grxs

Os micro-organismos tém uma incrivel capacidade de adaptagao ao meio e sao bastante
sujeitos a desenvolver mutagoes genéticas. Por isso, ao serem expostos a condigoes agressi-
vas encontram maneiras de se proteger, passando a produzir enzimas redor em sua defesa. A
bactéria Cp possui a Glutaredoxina Al (Cp-GrxAl), pertencente a uma familia de glutaredo-
xinas que funciona como um tampao de reducgao contra as EROs, provenientes do metabolismo
celular, bem como estimulos exdgenos, tais como radiacao ionizante e varios oxidantes quimicos,
que s@o capazes de causar danos ao ambiente celular e levar a morte das células [14].

Glutaredoxinas (Grxs) sdo pequenas proteinas enzimaticas oxidorredutases que auxiliam na
conservagao de ambientes intracelular, importantes para desintoxicar a oxidagao de agentes. As
Grxs sao de baixo peso molecular (9-12 kDa) consistindo de uma folha [ antiparalela de quatro

fitas central rodeado por trés hélices a (Figura 1.3) [15, 16].
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Figura 1.3: Enzima Glutaredoxina com nomeacao das estruturas secundarias. Adaptado de D.
S. Olivier, 2021.

As Grxs possuem o sitio catalitico na sequéncia de cisteinas -CXXC- e tem a funcao de
atuar na reducao de outras proteinas no meio intracelular e, dessa forma, manter o equilibrio

celular dentro das condigoes normais. Para que a molécula esteja ativa, suas cisteinas precisam



estar reduzidas, sendo que a interacao enzimatica fard com que a proteina alvo seja reduzida
e a Grx oxidada, gerando uma ligacao dissulfeto entre as cisteinas C14 e C17, a oxidacao das
cisteinas inativam a proteina.

Para que as Grx se tornem ativas novamente é necessario que sejam reduzidas pela agao
especifica da Glutationa (GSH) ou Mycothiol (MSH). Grande parte das bactérias gram positivas
tais como C. pseudotuberculosis produz apenas a MSH, neste caso, a glutaredoxina A1l atua
como uma mycoredozina (proteina exclusiva dos actinomicetos) em interagao com MSH. Alguns
fatores que alteram o valor de pKa das cisteinas cataliticas sao a geometria do sitio catalitico,
pH do ambiente, aminoédcidos circundantes, bem como a interacao com ligantes e interagao com
outras protefnas [17, 18, 19].

Assim, identificacoes de ligantes que bloqueiam a atividade da proteina podem ser uteis para
o desenvolvimento de farmacos. A inibicao da proteina pode resultar em varias disfuncoes, como
o aumento em toxicidade de EROs. Deste modo, o controle do metabolismo redox é uma das
abordagens mais promissoras para medicamentos, uma vez que é de importancia primaria em

patdgenos de crescimento rapido, como C. pseudotuberculose.

1.3 Estudo in silico de moléculas

Recursos computacionais que descrevem propriedades de um processo natural sao chama-
dos métodos in silico. Tal processo estabelece o uso de simulagdes como suporte através de
técnicas computacionais para modelar sistemas bioldgicos, favorecendo o estudo de moléculas

e auxiliando no aumento de candidatos propicios a novos farmacos.

1.3.1 Modelagem por Homologia

Modelagem por homologia é o procedimento para construcao de modelos estruturais tridi-
mensionais (3D) de uma proteina alvo a partir de uma estrutura semelhante [20]. A execucao
da estratégia de modelagem por homologia é um processo bem documentado na literatura, es-
tando baseada no conhecimento de que a conformacao estrutural de uma proteina é conservada,
dentro de uma mesma familia, que sua sequéncia de aminoacidos durante o processo evolutivo
e que pequenas mudancas na sequéncia, em geral, resultam em sutis modificagoes na estrutura
tridimensional [21].

Na pratica é o processo pelo qual um modelo tridimensional de uma sequéncia alvo é cons-



truido com base em um homélogo determinado experimentalmente. O método computaci-
onal se firma na probabilidade que estruturas de duas ou mais proteinas possam ser seme-
lhantes e que seus sequenciamentos de origem estejam relacionados [22]. Se pelo menos uma
sequéncia homoéloga para qual a estrutura tridimensional resolvida esteja disponivel é encon-
trada, o método de escolha para predicao da estrutura tridimensional de uma proteina-alvo é
a prépria modelagem comparativa ou por homologia [23].

Modelar por homologia consiste essencialmente em executar cinco etapas, essa metodologia

pode ser representada pela Figura 1.4.
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Figura 1.4: Esquema da modelagem de proteinas por homologia. Adaptado de South African
Journal of Science, 2008.

1. Encontrar proteinas homélogas de estrutura conhecida;
2. Selecionar um melhor modelo ou um conjunto de modelos;
3. Otimizar o Alinhamento de Sequéncias Miltiplas (ASM) entre as sequéncias de proteinas;

4. Construir o modelo de homologia utilizando a sequéncia que melhor se assemelha, tanto
quanto as estruturas dos modelos, quanto para acomodar insercoes e delecoes de residuos

de aminoacidos;



5. Verificacao da qualidade do modelo [24].

Na modelagem por homologia a identidade entre proteinas descreve o quanto de residuos
aminoacidos iguais elas possuem, enquanto o recobrimento se refere a quanto a proteina a ser
modelada seria sobreposta sobre a proteina de referéncia. E importante ressaltar que baixos
indices de identidade e recobrimento levam a modelos homdlogos ruins que podem estar muito
distante da proteina na natureza. A faixa aceitavel de identidade para a execucao da modelagem
por homologia descreve como significante um valor > 30% de identidade sequencial entre a(s)

proteina(s)-molde e a proteina-alvo [21].

1.3.2 Dinamica Molecular - DM

DM consiste numa técnica de simulacao computacional para movimentar particulas em
sistemas complexos, na qual as equagoes das leis de movimento de Newton sao determinadas
a partir da representacao modelada a nivel atomico ou molecular em sélidos, liquidos e gases
[25, 26]. Surge como ferramenta de sucesso, capaz de fornecer uma compreensao da estrutura
da proteina alvo, sua flexibilidade conformacional, interagoes moleculares disponiveis, padroes
de solvatacao e propriedades de superficie, as quais nao sao observadas em estruturas cristalinas
27].

De forma geral, descreve a variagao do comportamento molecular em fun¢ao do tempo,
formando uma trajetéria continua [28] e a variacdo do comportamento molecular se refere a
quaisquer propriedades de uma molécula em estudo, tais como a de estruturas secundarias,
orientacao de cadeias laterais, conformacgao de alcas e a energia de interacao entre diferentes
moléculas. O fato de que estas propriedades modificam em funcao do tempo, mostra que as
mesmas nao sao estdticas, alterando-se em solugdes bioldgicas [25].

A simples representacao da proteina em seu estado nativo, como uma molécula estrutural-
mente rigida, trata-se de uma compreensao erronea, pois neste estado ha presenca de movimen-
tos especificos e esta flexibilidade pode representar o caminho pelo qual a proteina exerca sua
atividade [25]. A DM permite obter modelos de moléculas muito mais préximos da realidade
biolégica, incluindo diretamente particularidades como a flexibilidade molecular [25].

Sendo uma das principais ferramentas no estudo teérico de moléculas biologicas, fornecendo
informagoes detalhadas sobre as flutuagoes e mudancas de conformagoes estruturais em um

determinado meio fisiolégico envolvendo proteinas, mostra também as possiveis configuracoes



que uma proteina assume em variados niveis de energia e suas flutuagoes em torno dos estados
de mais baixa energia [25].

Uma das grandes vantagens ¢ a possibilidade de modelar diferentes sistemas biomoleculares
(proteinas, membranas e seus complexos), descrevendo o ambiente solvente de forma explicita
e/ou implicita (dgua, fons, etc.), através da implementac¢ao de métodos integradores estaveis
que resolvam equagoes de movimento, capazes de fornecerem ferramentas e/ou médulos para
analisar as trajetorias, com saidas em um formato que possa ser facilmente lido a partir de
outros softwares de visualizacdo de dados e/ou anélise.

Neste trabalho foi utilizado o método de dinamica molecular fundamentada nos principios
da Mecanica Classica: F(t) = m.a, onde F'(t) é a forga que atua sobre cada particula do sistema
em um instante de tempo t e “a”é a aceleracao do atomo de massa m. Uma vez definido o campo
de forca, é possivel calcular as forcas que atuam sobre cada atomo, calculando-se a derivada
primeira da energia potencial, obtida do campo escolhido, em relacao as posicoes desses atomos.

d*x  F(t)

-\ 1.1
dt? m (1.1)

A partir desta, integrando as equacoes de movimento, podem-se obter as velocidades, cuja
integral, por sua vez, proporciona a mudanca de posicao do atomo. Com as novas posicoes e
velocidades de cada particula, obtém-se as energias potencial e cinética do sistema. Aplicando-
se sucessivamente esse procedimento, obtém-se o que se denomina de “trajetoria”, que nada
mais é do que o conjunto de posigoes e velocidades de cada particula ao longo do tempo.

Na Figura 1.5, descrevemos os passos para realizacao e analise da Dinamica Molecular.
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Figura 1.5: Etapas para realizacao de Dinamica Molecular. Elaborada pela autora.

1. Preparacao do sistema - selecao da amostra e gerar configuragao inicial das moléculas;

2. Minimizacao de energia - calculo das forcas exercidas sobre cada particula devido as



interacoes intermoleculares, conformacao mais estavel. O objetivo desta etapa é simples-

mente relaxar a estrutura, para eliminar maus contatos entre os atomos;

3. Aquecimento e Termalizagao - aquecimento isovolumétrico, movimentagao das particulas

e relaxamento termodinamico;

4. Produgao - propriedades para calcular condigoes Ensembles (conjunto de parametros),

controle da simulacao e armazenamento das configuracoes obtidas da trajetoria;

5. Resultados - andlise dos dados da trajetéria atomica.

As anadlises e interpretacoes de resultados da DM sao um dos maiores desafios, por isso
dados prévios sobre o objeto em estudo sao fundamentais na concepg¢ao, preparo, execugao e
diagnostico, de modo que os tipos de andlises a serem empregadas neste relatério estarao in-

trinsecamente relacionados a natureza do problema em estudo.

Dentre as varias analises que podem ser realizadas temos:

e Root Mean Square Deviation (RMSD) - indica o quanto a estrutura da proteina se modifica

ao longo de uma simulacao em relacao a uma estrutura de referéncia;

e Root Mean Square Fluctuation (RMSF) - descreve a variacao da posicao dos dtomos ou

residuos durante a simulacao, indicando a flexibilidade do sistema;

e RG - observa a compactagao da estrutura, altos valores de raio de giro indicam uma
estrutura mais aberta. Enquanto que valores menores indicam uma estrutura oposta,

com maior grau de compactacao;
e Surf - area de superficie acessivel a solvente;

e Cluster - agrupa conformacoes semelhantes de acordo com o algoritmo escolhido, sendo
classificados através da entrada de dados ou pelo critério que define a similaridade entre

os pontos de dados.

1.3.3 Docking Molecular

Docking Molecular é um procedimento de modelagem computacional amplamente utili-

zado para investigar os diferentes tipos de forcas intermoleculares e as afinidades de pequenas
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moléculas no sitio de ligagdo de um complexo receptor/ligante, onde o receptor é geralmente
uma proteina ou uma molécula de acido nucleico e o ligante uma pequena molécula ou ou-
tra proteina, detalhando o reconhecimento molecular envolvido nas interacoes entre moléculas

(Figura 1.6) [23].

Proteina Complexo
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e

Figura 1.6: Emprego do método de atracamento molecular formando um complexo. Adaptado
do e-book Bioinformatica www.ufrgs.br/bioinfo/.
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O atracamento molecular tem sido utilizado em grande escala, por fornecer os ligantes de
maior afinidade ao sitio de ligacao, a qual testa todas as possiveis varia¢oes conformacionais
das moléculas através de movimentos de translacao e rotagao, a partir do uso de algoritmos
de busca com base na estrutura tridimensional do alvo e juntamente ao banco de compostos
promissores disponiveis, além de proporcionar uma via alternativa a reducao de custos em um

procedimento de estimativa da atividade bioldgica [29].

1.3.4 Virtual Screening - VS

A Triagem Virtual (VS - do inglés Virtual Screening) é uma das principais praticas in
silico para a busca de novos compostos com atividade bioldgica. E uma técnica computacional
usada a fim de identificar as estruturas que tém maior probabilidade de se ligar a um alvo,
normalmente um receptor de proteina ou enzima.

Nesse processo sao utilizados grandes bancos de compostos quimicos virtuais derivados de
fontes naturais ou de composicao organicas disponiveis através de portais online, tais como
ZINC database, DrugBank, PubChem, SuperNatural e ChREMBL [30].

O método VS (Figura 1.7) voltado para a previsdo de atividades bioldgicas é baseado em

duas pricipais abordagens [29)].

1. Estrutura do receptor biolégico 3D (SBVS, em portugués, triagem virtual baseada na

estrutura do receptor);
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2. Estrutura de ligantes bioativos (LBVS, em portugués, triagem virtual baseada na estru-

tura do ligante).

Ligmiles
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Figura 1.7: Esquema de triagem virtual baseada nas abordagens SBVS e LBVS. Adaptado de
Domingues et al., 2012.

Na abordagem SBVS, o receptor (cinza) é alvo para identificar ligantes compativeis com o
local de ligagao (complexo), enquanto que na abordagem LBVS o ligante (vermelho) é o alvo
de receptores nas buscas pela melhor interagao [29], sendo essa pesquisa baseada na aborda-
gem receptor-ligante, técnica que se fundamenta em caracteristicas fisico-quimicas (quimicas,
eletronicas e estruturais) entre o ligante e o sitio ativo da proteina e utiliza-se de dados tri-
dimensionais de alvos terapéuticos [31]. A LBVS permite a descoberta de novos ligantes com
maior variedade estrutural que pode ser verificada experimentalmente [32].

A técnica de triagem virtual foi realizada com o software AutoDock Vina que utiliza uma
funcao interna de pontuagao para o ranqueamento da interacao proteina-ligante.

A funcao utilizada é dada pela seguinte equacao:

Cinter

Oine'r = T a5
9(Cinter) 1+ wN,,

(1.2)

Onde N, se refere ao numero de ligacoes que podem rotacionar no ligante com um dado
peso associado w. A componente Cj,.r € a funcao que incorpora contribuicées de energia livre
de ligacao. Para classificacao dos ligantes é utilizada a funcao g do software, paramentro esse
denominado afinidade, ou seja, é a capacidade de cada ligante de atingir a menor energia de

interacao e, consequentemente, a conformacao de minima energia.
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1.3.5 Interacoes Proteina-Ligante

As estruturas tridimensionais das proteinas geralmente precisam ser avaliadas e preparadas,
onde sao feitas andlises da qualidade da estrutura, adicao de atomos de hidrogeénio, adicao
ou remocao de moléculas de dgua, bem como cofatores e moléculas de agiicares [33]. Apos
esta etapa ¢ possivel proceder com a ancoragem molecular sob todos os ligantes do banco a
serem testados. Se for preciso levar em conta a flexibilidade do receptor é possivel incluir
outras conformacoes relevantes para considerar diferentes modos da proteina que resultam em
diferentes cavidades (pontos de interac¢ao). Isto implica em um nimero bem maior de testes
com os compostos do banco de ligantes a serem testados para triagem [34].

Ligantes e proteinas que possuem uma alta afinidade um pelo outro exibem as seguintes

caracteristicas [23]:

1. alto nivel de complementaridade estérica, ou seja, a proteina e o ligante possuem uma
alta porcentagem de suas superficies de contato moleculares, definidas pelos raios de Van

der Waals atomicos, em contato préximo;

2. alta complementaridade de propriedades associadas as superficies de contato moleculares
(esta complementaridade pode ser tanto eletrostatica, onde grupos polares/carregados do
ligante ficam perto de grupos da proteina com polaridade/carga complementar, quanto

relacionada & complementaridade de regices hidrofébicas);
3. o ligante geralmente se liga em uma conformacao energeticamente favoravel,

4. interagoes repulsivas entre ligante e proteinas sao minimizadas.

Os principais tipos de interacoes intermoleculares envolvidas no reconhecimento molecular

proteina-ligante incluem [28]:
1. ligacoes de hidrogénio;
2. interagoes de Van der Waals;
3. interagoes iOnicas;
4. interagoes hidrofébicas;

5. interacoes do tipo cation-Pi;
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6. interagoes envolvendo anéis aromaticos do tipo Pi-Pi e empilhamento-T;

7. coordenacao com ions metdlicos.

1.3.6 Ferramentas de Biofisica Computacional Molecular

A biologia de sistemas integra ferramentas computacionais disponiveis para andlises dos
bancos de dados que contém as informacoes a respeito das interacoes funcionais relacionado as
principais macromoléculas [27]. O auxilio de ferramentas como esta promove maior eficiéncia

no processo de descoberta, chegando a reduzir em até 50% o custo e tempo de pesquisa [35].

As ferramentas utilizadas para agoes neste trabalho foram:

e UniProt (Universal Protein) é uma base de dados acessivel gratuitamente, de alta qua-
lidade e completa de informacao de sequéncias de proteinas e as suas funcoes, na qual
muitas das entradas procedem de projectos de sequenciagao de genomas. Contém uma
grande quantidade de informagao sobre as funcoes biolégicas das proteinas derivada da

literatura cientifica [30].

e Swiss-Model é um servidor web de modelagem por homologia de estruturas e complexos

de proteinas 3D [37].

e H++ é um sistema automatizado que calcula os valores pK de grupos ionizaveis em ma-
cromoléculas e adiciona atomos de hidrogénio ausentes de acordo com o pH especificado
do ambiente. Dado um arquivo de estrutura (PDB) na entrada, H4++ produz a estrutura
completa em vérios formatos comuns (PDB, PQR, AMBER inpcrd / prmtop) e fornece
um conjunto de ferramentas para andlise de propriedades moleculares relacionadas a ele-

trostética [34].

e AMBER é um pacote de programas para aplicacao de mecanica molecular, analises de mo-
dos normais, dinamica molecular e calculos de energia livre para simular as propriedades

estruturais e energéticas das moléculas [38]. Nesse trabalho usamos a versao 2018.

e PyMOL é um software com ferramentas que produz imagens 3D de alta qualidade de
moléculas e de macromoléculas bioldgicas, tais como proteinas, um sistema de visualizacao

e alinhamento molecular. De acordo com o autor original, até 2009, quase um quarto de
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todas as imagens publicadas de estruturas de proteinas 3D na literatura cientifica foram

feitas usando o PyMOL [39].

OriginLab é um programa grafico para analise de dados e estatistica desenvolvido para
execucao em plataforma Windows. Na confeccao dos graficos permite visualizacao de
graficos em 3D e varios graficos em uma unica janela, quando diversas varidveis sao
analisadas simultaneamente, sendo muito usado em publicagoes técnicas e cientificas [10],

versao utilizada nesse trabalho 2020 pro.

AutoDock é um conjunto de ferramentas de encaixe automatizadas, projetado para pre-
ver como pequenas moléculas, como substratos ou candidatos a drogas, se ligam a um
receptor de estrutura conhecida 3D. E utilizado para descoberta de novos medicamentos,

verificagao de encaixe molecular e triagem virtual [41].

AutoDockTools chamado de ADT é uma interface grafica, que entre outras coisas ajuda

a configurar quais ligagoes serao tratadas como rotativas no ligante e analisar os encaixes

[42].

AutoDock Vina programa de codigo aberto para fazer docking molecular, o software ex-
plora os modos de interacao dos ligantes com energia minimizada dentro do sitio da en-
zima, utilizando uma funcgao de classificacao que considera as contribuigoes de energia in-
tra e intermolecular dos compostos e que tem como entrada arquivos na extensao PDBQT
[13]. O AutoDock Vina utiliza o algoritmo de Broyden-Fletcher-Goldfarb-Shanno (BFGS),
muito parecido com método de Newton. Tal método usa nao sé o valor da fun¢ao de pon-
tuagao, mas também sua variante, ou seja, as derivadas da funcao de pontuacgao em relagao
aos argumentos. Os argumentos sao a posicao e a orientacao do ligante e os valores das

torgoes para as ligacoes [13].

Servidor ProteinsPlus - Structure-Based Modeling Support Server/ DogSiteScorer, capaz

de fornecer a previsao de sitios ativos [11].

Discover Studio é um pacote de software abrangente para analisar e modelar estruturas
moleculares, sequéncias e outros dados relevantes para pesquisadores. E desenvolvido
e distribuido pela Dassault Systemes BIOVIA (anteriormente Accelrys). O conjunto
de produtos tem um forte programa de colaboracao académica, apoiando a pesquisa

cientifica e faz uso de uma série de algoritmos de software desenvolvidos originalmente
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na comunidade cientifica. O software inclui funcionalidade para visualizar e editar dados

junto com ferramentas para realizar andlises bésicas de dados [15].

e DrugBank (DB) é um banco de dados projetado para servir como um abrangente e to-
talmente pesquisavel in silico recurso de drogas que vincula sequéncia, estrutura e dados
mecanisticos sobre moléculas de drogas (incluindo drogas biotecnolégicas). Como uma
enciclopédia de medicamentos com orientacao clinica, traz informacoes detalhadas, atu-
alizadas, quantitativas, analiticas ou em escala molecular sobre medicamentos, alvos de
medicamentos e as consequéncias biolégicas ou fisiologicas das acoes dos medicamentos.
Pode fornecer muitas ferramentas integradas para visualizar, classificar, pesquisar e ex-
trair texto, imagem, sequéncia ou dados de estrutura. Desde o seu langamento inicial em
2006, tem sido usado em uma ampla gama de aplicacoes, incluindo descoberta de drogas
in silico [16]. De particular interesse para muitos é a lista de alvos de drogas do DB, uma

comparagao detalhada entre a (vers@o 1.0) e a (versdo 2.0) é fornecida na Tabela 1.1.

Tabela 1.1: Categoria e quantidade dos alvos de drogas do banco de dados DrugBank.

Categoria Versao 1.0 | Versao 2.0
N° de medicamentos de pequenas moléculas aprovadas pela FDA 841 1344
N° de drogas biotecnolégicas 113 123
N° de drogas nutracéuticas 61 69
N° de drogas retiradas 0 57
N° de drogas ilicitas 0 188
N° de drogas experimentais 2894 3116
N° total de drogas de moléculas pequenas 3796 4774
N° de drogas totais 3909 4897
N° de nomes / marcas / sinénimos 18304 28447
N° de campos de dados 88 108
N° de interagoes alimentos-medicamentos 0 714
N° de intera¢oes medicamentosas 0 13242
N° de parametros ADMET (Caco-2, LogS) 0 276
N° de alvos de drogas aprovados (ndo redundante) 524 1565
N° de todos os alvos de drogas (ndo redundante) 2133 3037
N° de tipos de pesquisa 8 12

Fonte: Wishart DS, Knox C, Guo AC, et al. DrugBank: uma base de conhecimento para drogas, agoes e alvos de drogas. Nucleic

Acids Res . 2008; 36 (problema do banco de dados): D901-D906. doi: 10.1093/nar/gkm958.

A categoria do banco faz referéncia aos grupos nos quais os compostos estao inseridos, onde
cada composto recebe um numero de acesso no formato DBXXXX, sendo DB abreviacao de

DrugBank e XXXX a numeracao conforme a sequéncia de entrada da droga.
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Capitulo 2

Justificativa

Linfadenite Caseosa (LC) é uma doenga infecto-contagiosa de ocorréncia mundial causadora
de grandes perdas economicas, capaz de afetar rebanhos de ovinos, caprinos, bovinos e equi-
nos, ocasionando reducao na producao de 1a, carne e leite, condenacao das carcacas e couros,
diminuicao da reproducao dos animais, elevacao de gastos com veterinarios e tratamentos que
submetem os animais a dores e, em muitos casos, a morte.

A prevaléncia desta enfermidade é estudada em muitos paises especialmente naqueles que
tem a caprinocultura como subsisténcia, dessa forma, além do significativo prejuizo para a
cultura de subsisténcia, a LC é um problema para a industria, pois limita a rentabilidade.
Nao existe ainda tratamento eficaz para a cura e muitos criadores nao conseguem o controle
ativo da enfermidade trazendo sofrimento aos animais contaminados. Portanto é fundamental
o desenvolvimento e aplicacao de um diagndstico eficaz e de baixo custo, bem como a producao
de vacinas economicamente acessiveis capazes de prevenir e controlar a doenga [30].

Defesas contra essas infeccoes estao a cargo da imunidade celular, promovendo a destruicao
dos microorganismos que residem nos fagécitos ou lisando as células infectadas [17]. Para
resistir a condigoes hostis, a Corynebacterium pseudotuberculosis (Cp) produz concentragoes
milimolares de Mycothiol-Glutaredoxina que servem como um tampao redox para protecao
contra estresse oxidativo, o que ajuda a bactéria sobreviver.

Assim, compreender este sistema, pode ser um caminho para uma terapia alternativa, a
partir da descoberta de candidatos a inibidores que possam levar a oxidacao das cisteinas no sitio
catalitico, tornando-as indisponiveis para reducao, inativando a proteina GrxAl, perturbando
os niveis basais de MSH para aumentar a morte celular mediada por EROs. Consequentemente

com o aumento oxidativo teremos a desfuncao celular da bactéria Cp o que é fundamental para
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promover a destruicao do agente causador da LC. Nesse contexto buscar por moléculas com

potencial inibidor da GrxA1l é de suma importancia.
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Capitulo 3

Objetivos

3.1 Objetivos Geralis

O presente trabalho tem como objetivo buscar possiveis inibidores da proteina Glutaredo-
xina Al (GrxAl) de Corynebacterium pseudotuberculosis (Cp), através de técnicas de biofisica

molecular computacional.

3.2 Objetivos Especificos

1. Determinar a estrutura tridimensional da proteina GrxAl por meio de modelagem por

homologia e otimizagao do modelo por dinamica molecular;

2. Triagem virtual a fim de selecionar, pelo critério de afinidade, moléculas que sejam can-
didatas a inibidores da proteina Glutaredoxina Al (GrxAl) de Corynebacterium pseudo-

tuberculosis (Cp).
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Capitulo 4

Metodologias

4.1 Construcao por Homologia da estrutura - GrxAl

A estrutura da proteina estudada, por nao estar disponivel no banco de dados PDB, foi
obtida por meio de modelagem por homologia, através da sequéncia obtida na base de dados
UniProt - D9Q987. Um modelo para a estrutura 3D da Cp-GrxAl foi proposto baseado na es-
trutura de Mycoredozin-1 (Mrx1 - reduzida) de Mycobacterium tuberculosis (PDB ID: 2LQO),
template indicado pelo cristal devido a melhor identidade, através do servidor Swiss-Mode.

Para acertar os estados de protonacao da cadeia lateral dos aminoacidos do modelo foi

utilizado o servidor H++, uma vez que a maior atividade redutase estd em pH 7,4 [1].

4.2 Simulacao por Dinamica Molecular - DM

Para uma representacao estabilizada da estrutura, foi realizada dinamica molecular utili-
zando o pacote computacional Amberl8, em pH 7,4 com o modelo reduzido.

A proteina foi centrada e solvatada em caixa d’agua octaédrica, cuja superficie tem distancia
de 15 A de qualquer dtomo de protefna e preenchida com moléculas de dgua com o modelo
TIP3P [18]. As cargas do sistema foram neutralizadas com fons de sédio (Na. ), enquanto o
campo de forca ff19S5B foi usado para representacao dos potenciais interatomicos, originando
os arquivos de topologias e coordenadas. O sistema foi composto por 1.291 d4tomos da proteina
GrxAl, 2 ions Na, e 20.492 moléculas de dgua.

Minimizagoes iniciais de energia do sistema com proteina completa foram realizadas em dois

estagios:
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1. Minimizacao 1 (minl): restrigdo da proteina minimizada com uma constante de forga wt

= 5,0 (kcal/mol);

2. Minimizacao 2 (min2): continuac¢do da minl, sem restri¢ao e constante de forca, sistema

livre.

Na etapa de aquecimento e equilibragao os residuos da proteina foram restringidos e simu-
lados e, num segundo momento, uma outra equilibragao com nimero de particulas, pressao e
temperaturas (NpT) constantes foi realizada sem forgas ou quaisquer restrigoes. A temperatura
foi ajustada pelo termostato Langevin em 298 K, obtendo um relaxamento termodinamico.

Por fim, a etapa de producao foi realizada em duas etapas sequenciais de 100 ns cada, com
temperatura de 298 K, pressao de 1 atm, intervalo de tempo de 2 fs e sem qualquer restricao
da conformacao da proteina, sendo os dados relativos a trajetéria desses tempos coletados a
cada 10 ps. Com o mesmo estado inicial a fim de fazer uma avaliacao estatistica da estabilidade
da proteina, foram realizadas trés réplicas da dinamica molecular, com temperatura a 298 K e
uma quarta réplica alterando apenas o valor da temperatura para 312 K, sendo essa igual ao

ambiente corporal de ovinos e caprinos (39 °C).

4.3 Virtual Screening baseada na estrutura GrxAl

O docking molecular, feito por meio da técnica de VS através do software AutoDock Vina,
foi realizado para encontrar moléculas que sejam capazes de interagir com o sitio catalitico —
CXXC — da proteina GrxAl. Utilizou-se uma biblioteca com 8.823 compostos, proveniente do
banco de dados DB, buscando moléculas semelhantes a farmacos.

A triagem foi baseada na estrutura do receptor (proteina GrxAl) da réplica 2 na con-
formacao Cy do cluster 2, o qual permaneceu rigido, tendo os compostos flexiveis e restritos
nas dimensoes da caixa em volta do sitio, onde cada conformacao gerou uma energia de afini-
dade diferente. Para projecao da caixa, foi considerado apenas as extensoes do sitio ativo da
proteina, visto que possiveis cofatores possam se ligar em areas diferentes podendo influenciar a
energia total de ligacao e espontaneidade ou nao do encaixe. As coordenadas tridimensionais do
centro foram centro_x = 18,526 A, centroy = —7,449 A, centro_z = —3,713 A e o tamanho
da caixa em: x = 16 A, y = 20 A, z = 16 A. Cada otimizacdo local envolve muitas avaliacoes
da funcao de pontuacao, o nimero de etapas em uma execucao ¢ determinado dependendo do

tamanho e da flexibilidade do ligante e das cadeias laterais flexiveis. A contagem de execugoes
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que é definido pelo parametro exaustividade e o niimero maximo de modos de ligagao, ambos
foram fixados em nove. O que indica que as melhores conformacoes de menor energia serao
extraidas num total maximo de nove poses. A diferenca de energia maxima entre a melhor
ligagao e a pior exibidas em (kcal/mol) foi definida em trés, em seguida as simulagoes rodaram
em paralelo utilizando quatro processadores do computador.

A triagem foi dividida em etapas conforme Figura 4.1.

8.823 compostos
VS baseado na forma do sitio catalitico

1 simulagdo por composto
Selecdo por afinidade
AutoDock Vina.

100 compostos
100 replicas por composto

26 compostos
26 melhores

afinidades

Figura 4.1: Representacao esquematica do Virtual Screening. Elaborada pela autora.

Na primeira etapa, foram realizados dockings com os 8.823 compostos do banco de dados,
sendo que todas as estruturas 3D da biblioteca, foram testadas com a proteina, sem modi-
ficagoes. Com base no parametro de afinidade (menor energia de interagao baseada na funcao
g do AutoDock Vina) foram selecionadas as 100 melhores moléculas que se ligaram no espago
delimitado. Posteriormente, essas moléculas foram submetidas a réplicas de 100 simulacoes in-
dividuais para cada composto com o intuito de verificar se mantinham a mesma conformacao.
A partir desse resultado, um conjunto de compostos foram ranqueados pelo critério de afinidade
e percentual (taxa de sucesso) na obtencao do valor de menor energia e consequentemente a

repeticao da conformacao pela funcao de pontuacao em 100 simulagoes.

4.4 Analises

Para validacao do modelo tridimensional da proteina GrxAl, utilizamos as pontuacoes do

servidor Swiss-Model. Analises das réplicas e seus sistemas foram realizadas com a utilizagao do
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algoritmo CPPTRAJ, pacote de programas Amberl8 [19]. A estabilidade e evolu¢do temporal
da proteina durante a simulacao foram avaliadas a partir do RMSD dos atomos com relacao
a estrutura inicial. A flexibilidade média espacial de cada residuo aminodacido foi realizada
por RMSF, considerando todos os atomos pesados da proteina e ainda avaliamos mudancas
conformacionais na proteina com o RG e area superficial.

Para determinar o agrupamento das populagoes semelhantes e as conformacoes que melhor
representam a estrutura durante a trajetéria obtida nas simulagoes, aplicou-se a andlise Cluster,
usando o método K-means com um range de 2 a 10 clusters. A conformacao de maior esta-
bilidade populacional definida foi aproveitada para a ancoragem molecular e para estudo das
interacgoes proteina-ligante dos compostos classificados, foram utilizados os softwares Pymol e

Discovery Studio.
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Capitulo 5

Resultado e Discussao

5.1 Modelagem e Dinamica Molecular

A proteina GrxAl tem um sitio ativo com duas cisteinas cataliticas que podem estar em
dois estados: reduzidas ou oxidadas. No estado reduzido a proteina estd ativa e assim, o
ideal é bloquear a proteina de modo a impedir que ela atue reduzindo outra proteina, sendo
que a determinacao da estrutura em sua forma reduzida destaca a importancia fisiologica na
manutencao do metabolismo antioxidante. Assim, o template escolhido para a estrutura tri-
dimensional Cp-GrxAl, tem sua forma no estado reduzido com uma sequéncia de 83 residuos,
com o sitio catalitico preservado nas cisteinas da sequéncia CPFC - C14 e C17, conforme a

Figura 5.1.

Model UlHKEQH bnowlie FQRLISALNRTN T PFVIVPVEADDQASERVRSVNNGNRIVETVEDS DGSTAPNE 70
210, 1.AMVT Mil'i‘ sl YlLRLEXTALTANR I '.E... FVGSVNGGNRTVETVERL DGS B0

Model 01 BRSDVRRELEELTA 84

21g0.1.A SRDEVEE 83

Figura 5.1: Alinhamento das sequéncias 2lqo.1 e o modelo D9Q987, em amarelo a posicao das
cisteinas. Fonte: Servidor web Swiss-Model.

A estrutura modelo GrxAl apresentou em torno de 46% de identificacao entre sequéncias
e uma cobertura aproximadamente em 99% com o template Mrx1 - reduzida. Os progndsticos
a partir do servidor Swiss-Model determinaram as pontuagoes acima, que permitiram avaliar
quantitativamente a confiabilidade do template e a verificacao da qualidade do modelo, entao

foi gerada a estrutura tridimensional da Figura 5.2.
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Figura 5.2: Estrutura gerada por homologia para Glutaredoxina A1l de C. pseudotuberculosis,
em destaque o sitio ativo, cisteinas em sua forma reduzida. Elabora pela autora no software
Pymol.

Para obter o relaxamento da estrutura apresentada, foi realizada otimizacao e para avaliar a
estabilidade, simulagao por um total de 200 ns, através de DM em trés réplicas com temperatura
de 298 K. Foi realizado o mesmo procedimento para uma quarta réplica, com a temperatura
de 312 K. Nao obtivemos nenhum desajuste estrutural entre as primeiras réplicas e a quarta
apds a modificacao da temperatura, por essa razao foi analisado apenas os resultados das trés
primeiras réplicas.

As alteragoes conformacionais das réplicas sao explicadas pelo movimento inicial realizado
por elas ao se iniciar a simulacao, visto que existem ao longo da dinamica diferentes posigoes.
Este fenomeno é traduzido pela Mecanica Estatistica, onde o comportamento de sistemas
mecanicos macroscopicos compostos por um elevado nimero de entidades microscépicas po-
dem definir estados incertos ou indefinidos[50], sendo estas posigoes traduzidas pelo conjunto
de analises RMSD, RG e Surf.

Além disso, foi avaliado por RMSF a flutuacao dos residuos. Pela observacao, deve-se es-
colher uma das réplicas e a conformacao representativa, dentre todas as diversas conformacoes
geradas ao longo do tempo pela dinamica molecular dessa réplica. Esta conformacao represen-
tara o modelo refinado que sera utilizado para Virtual screening.

Observa-se na Figura 5.3 a evolucao e a estabilidade das réplicas ao longo do tempo.
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Figura 5.3: Gréficos comparativo entre os valores de RMSD obtidos para as trés primeiras

réplicas da proteina GrxA1l em funcao do tempo, na temperatura 298 k. Elaborada pela autora
no OriginLab pro 2020.

O RMSD da trajetéria, mostra um equilibrio na estabilidade, nao ocorrendo mudancas
bruscas em relacao as posicoes iniciais. Ainda assim, a réplica 2 em vermelho, apresenta os
menores picos de oscilacao entre as estrutura, correspondendo a melhores posicoes de equilibrio
do sistema ao longo de 200 ns.

J& os raios de giracao resultaram em valores referentes a compactacao estrutural das réplicas
e assim a dimensao geral da proteina. Tais valores foram obtidos a partir da medicao da
distancia entre os atomos de carbono alfa (considerando sua massa e posigao) e o centro de
massa da molécula.

As trés réplicas mostraram sutis alteragdes na compactagao da estrutura (Figura 5.4), em-
bora nenhuma delas tenham atingido valores mutaveis o bastante que pudessem indicar di-

vergéncias na proteina.
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Figura 5.4: Grafico comparativo dos valores de RG para estudo da compactacao das estruturas
proteicas durante a simulacao da dinamica. Elaborada pela autora no OriginLab pro 2020.

As pequenas variacoes indicam estruturas estaveis quanto ao seu empacotamento, dentro
das flutuagoes essas curvas sao iguais, entretando a réplica 2 nos mostra uma maior elevacao
nos valores de raio de giro nos primeiros 50 ns, fazendo com que a estrutura fique mais aberta.
Apés esse tempo os valores diminuem aproximadamente em 1 A, atigindo menores indices
comparados as outras duas estruturas tornado-se constante, indicando que a proteina volta a
ficar estdvel e com maior grau de compactacao. A analise da area superficial proteica que esta

acessivel ao solvente permite estabelecer a conformidade estrutural dos modelos (Figura 5.5).
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Figura 5.5: Graficos comparativos entre os valores obtidos a partir da andlise da area de
superficie acessivel ao solvente (Surf) em nanoémetros quadrados para as trés réplicas da GrxAl
durante os 200 ns de simulagao. Elaborada pela autora no OriginLab pro 2020.

Tais resultados mostram que os modelos 1 e 3 se encontram com uma pequena diferenca
em torno de 0,5 A mais expostas que o modelo 2, que diminui a drea exposta ao solvente,
estabilizando o estado nativo da proteina. Para estudo da flexibilidade dos diferentes residuos o
RMSF é calculado (Figura 5.6), comparando-se as estruturas obtidas a cada passo da simulagao

com as estruturas iniciais antes da DM, utilizando os atomos de carbono alfa da proteina.

7 T T T T

Replica
1

6 2
— 3

)

«<C

RMSF (
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Residuos

Figura 5.6: Grafico comparativo da flutuacao dos 83 residuos das réplicas em angstrom. Ela-
borada pela autora no OriginLab pro 2020.
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Quando comparamos os RMSF das réplicas, vemos que as estruturas 2 e 3, na regiao ativa
da proteina entre os residuos 10-20, apresentam pequenas flutuacoes, ou seja, suas posicoes
sao conservadas ao longo do tempo de simulacao. Isso sinaliza que o sitio catalitico apre-
senta estabilidade estrutural, mesmo apds ser submetido a transformagoes fisicas que definem
a dinamica.

A partir das observacoes evidenciadas, vemos que nao obtivemos significativas desconfor-
midades entres as réplicas, seria necessario analises mais particularizadas. Ainda assim, foi
considerada a réplica 2 como sendo o sistema mais constante dentre as trés e ela sera utili-
zada para as etapas posteriores do trabalho. Para escolher uma conformacao representativa
da proteina GrxAl, utilizamos a andlise de cluster com o algoritmo K-means. A avaliacao foi
realizada variando o numero de clusters de 2 a 10 e a partir de métricas de qualidade (Davies
Bouldin Index (DBI), pseudo Estatistica F' (pSF) e SSR/SST) da conformagao, a escolha foi
feita.

Os valores foram organizados conforme tabela 5.1.

Tabela 5.1: Analise de clusters usando o método de K-means na faixa de 2 a 10 clusters com
suas respectivas métricas de qualidade.

N¢ de Clusters | DBI pSF SSR/SST Representative Frames:
2 1.833.957 | 5.061.774.612 |  0.201988 11360 2373
3 1.852.241 | 3.423.802.158 |  0.255083 11360 2316 4270
4 2.065.308 | 2.673.016.979 |  0.286241 11360 4832 1843 452 4270
5 1.905.632 | 2.329.800.363 |  0.317907 11360 2746 452 1910 4524
6 1.962.868 | 1.964.394.323 |  0.329420 11360 1843 2746 452 4126 4576
7 2.230.673 | 2.005.685.724 |  0.375748 9838 16526 2746 1843 452 4576 4137
8 2.226.533 | 1.788.990.609 |  0.385144 9838 16526 2746 2088 913 4126 4576 1443
9 2.094.766 | 1.621.049.247 |  0.393466 9838 16526 2746 2088 913 4576 4126 1443 5081
10 2.252.807 | 1.558.337.909 | 0.412319 | 9838 13169 16946 2746 2088 913 4576 4126 1364 1511

Fonte: elaborada pela autora.

Os valores DBI e pSF sao métricas da qualidade do cluster, onde valores baixos de DBI
e altos de pSF, entre os apontados na tabela 5.1, indicam os melhores resultados. O valor
R-quadrado (SSR/SST) representa a porcentagem de variancia explicada pelos dados, estando
o valor da razao entre 0 e 1. Se o valor de R-quadrado estiver mais préximo de 1, indica que o
modelo estd mais adequado a variabilidade dos dados ao redor de sua média [51]. Com esses
parametros se definiu que a divisao em 2 clusters é o que melhor divide a simulagao, mesmo

que a razao entre (SSR/SST) seja a menor é possivel ter um valor baixo de R-quadrado para
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um bom modelo, quando as varidveis preditoras sao expressivas, nesse caso temos os valores
de DBI e pSF em destaques na tabela 5.1. O frame 11360 é a representacao do cluster mais
populoso.

Durante a DM a estrutura apresentou diversos conjuntos (frames), permitindo identificar
uma melhor qualidade no cluster 2 com duas possiveis conformagoes Cy e C; (Figura 5.7),
baseado nos valores citados anteriormente. No entanto, vemos uma estabilidade de aproxima-

damente 152 ns, ou seja, 76% da trajetdria na conformacao Cj.

| Eea—

0.5 |-

Cluster #

0 50 100 150 200
Tempo (ns)

Figura 5.7: Representacao gréafica do cluster 2, em laranja Cy (frame 11360), verde C; (frame

2373) e a sobreposigao da proteina Grx nas conformagoes Cy e C. Elaborada pela autora no
OriginLab pro 2020.

Na sobreposicao das conformagoes Cy e C verifica-se que elas apresentam poucas diferencas

estruturais ao longo da simulacdo, com RMSD = 1.315 A. Na Figura 5.8 foi realizado o alinha-

mento dos modelos antes e apds a dinamica molecular, a fim de verificar alteragoes expressivas.
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Alinhamento Sitio Catalitico - CPFC - C14 e C17

Alinhamento Grx-Al antes (cinza) e depois da DM (laranja)

Figura 5.8: Alinhamento das estruturas tridimensionais da proteina Cp-GrxAl. Em cinza a
estrutura inicial (modelo GrxAl) e em laranja o modelo apds a DM (frame 11360, conformacao
da réplica 2), destacando o sitio catalitico -CPFC- situado nas cisteinas C14 e C17. Elaborada
pela autora no software Pymol.

A conformacao da estrutura representativa escolhida pouco se distancia da estrutura ini-
cial com RMSD = 1.691 A. Essas diferencas estdao associadas principalmente as partes nio
estruturadas da proteina. Assim, a triagem virtual serd realizada utilizando a representacao
Cy da réplica 2, devido apresentar estabilidade conformacional por maior tempo. A regiao de
interacao apresenta uma leve cavidade onde hé o posicionamento da cisteina - C14, conforme

Figura 5.9.
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Figura 5.9: Proteina na representacao superficie, em destaque a regiao da cavidade e suas
cisteinas. Elaborada pela autora no software Pymol.

A cisteina catalitica C14 fica mais exposta a cavidade, enquanto a cisteina C17 se mantém
dentro da proteina. E importante ressaltar que esta é a posicao onde ocorre a atividade da
proteina, ou seja, nao ha outra regiao espacial da GrxAl onde as cisteinas possam atuar redu-

zindo outras proteinas.

5.2 Virtual Screening - Triagem Virtual

A estrutura representativa dentre os clusters mais populosos definidos foi utilizada para a
ancoragem molecular, contudo no preparo para esta préxima etapa todas as moléculas de dgua
e fons Na+ foram removidos da estrutura selecionada.

Apoés as duas etapas da triagem virtual descritas anteriormente, o conjunto individual de
simulagoes identificou com maior precisao a capacidade de cada ligante em atingir a menor
energia de interacao e consequentemente, a conformacao de minima energia. Com esse refina-
mento, foi possivel classificar os melhores compostos conforme a Tabela 5.2. Essas moléculas
formam um conjunto de 26 candidatos a inibidores da proteina GrxA1l de Cp.

A tabela enumera dados como a posicao no ranking de cada composto e a identificacao de
cada molécula. Ja a classificagdo acompanha o critério de menor energia na interagao proteina-
ligante, em caso de repeticao dessa energia, seguindo a ordem da melhor taxa de sucesso na

obtenc¢ao do valor de menor energia em 100 simulagoes, junto da menor quantidade de atomos
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pesados, trazendo ainda o niimero de torgoes entre atomos.

Tabela 5.2: Residuos-chave obtidos nos complexos entre a GrxAl e os 26 compostos triados.

Classificagdo Composto Torghes Atomos* Energia(kcal/mol) Taxa de Sucesso %

1 DE13014 8 33 -8,6 100%

DB14878 3 23 -7,7 87%
3 DBOS006 3 25 71 97%
4 DBO7435 3 23 -6,8 100%
5 DB12886 5 30 -6,7 86%
6 DB13931 4 24 -6,7 81%
7 DB04064 6 28 -6,6 100%
8 DBO7453 1 21 -6,6 99%
9 DB15039 6 38 -6,6 96%
10 DBO06732 1 21 -6,5 100%
11 DB07949 4 25 -6,5 88%
12 DB15305 4 30 -6,4 92%
13 DB07430 4 27 -6,4 82%
14 DBO07993 5 24 -6,4 81%
15 DBO7201 6 21 -6,3 96%
16 DB07247 5 27 -6,3 84%
17 DB0O7296 3 25 -6,3 81%
18 DB12211 5 26 -6,3 80%
19 DB12379 0 20 -6,2 100%
20 DB04716 4 23 -6,2 100%
21 DB08707 2 23 -6,2 100%
22 DB11636 5 24 -6,2 97%
23 DB15308 3 30 -6,2 91%
24 DB14885 5 35 -6,2 82%
25 DB12868 8 26 -6,1 92%
26 DEBE04059 2 20 -6,1 87%

*Atomos pesados sem hidrogénio. Fonte: elaborada pela autora.

Algumas caracteristicas desses compostos fornecem as propriedades necessarias para se liga-
rem a uma regiao especifica, garantindo estabilidade em torno da conformacgao obtida e do sitio
ativo para inibicao da proteina GrxAl. As energias dos compostos selecionados pelo critério de
afinidade variam de -8,6 kcal/mol (menor) a -6,1kcal/mol (maior) e alcancam mais de 80% de
sucesso em atingir a conformacao com a mais baixa energia. As moléculas apresentam poucos
atomos pesados entre 20 a 38, além disso as ligagoes que podem sofrer tor¢oes variam de 0 até 8
angulos diferentes, essa variagao pode diminuir ou aumentar as possibilidades conformacionais
para as moléculas.

O tipo de interacao de encaixe dos compostos que atuam com os residuos envolvidos na
regiao alvo da proteina sao mostrados de forma detalhada nas imagens abaixo, portanto apre-
sentamos as analises das conformacoes relativas aos menores valores para cada um dos 26
candidatos selecionados a ligante. As Figuras 5.10 estao em duas e trés dimensoes e indicam
os aminoacidos relevantes para a interacao proteina-ligante com uma cor representativa para
cada forca atrativa exercida.

A molécula DB13014 (Fig. 5.10) apresentou a menor energia de interagdo do conjunto

selecionado tem férmula quimica CsyH160g, com nome genérico Hipericina e pertence ao grupo
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investigativo do DrugBank (DB). E composta por 38 atomos pesados, cuja estrutura apresenta
oito ligagoes com capacidade de torgao, a energia total na interagao foi de -8,6 kcal/mol com
taxa de sucesso em 100%, ou seja, nos testes de ancoramento a molécula ficou posicionada da
mesma forma em todas as réplicas.

O acoplamento apresenta interacoes de Van der Waals com os residuos TRP13 e VAL56,
ligacoes de hidrogénio com os residuos ARG19 e ASN5H3 e Pi-Alquil com PRO15, ILE5S5 e
CYS14-cisteina do sitio ativo. Na formagao da interacao Pi-alquil, o grupo funcional - SH (tiol)
da cisteina interage com a molécula, tornando-se uma interagao hidrofébica. Ligantes com estas
caracteristicas tendem a se deslocar para as regioes hidrofébicas do sitio de ligacao da proteina
otimizando o processo de formagao do complexo [52].

A estrutura do composto é formada por anéis homopoliciclicos, os quais causam uma in-
teracao de empilhamento do tipo Pi-Pi com a cadeia lateral do residuo PHE16 que envolve

anéis arométicos, existindo ainda uma ligagao Pi-Cétion com o aminoacido ARG19.
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Figura 5.10: Representacao da interacao entre a proteina GrxAl e os compostos DB13014,
DB14878, DB08006, DB07435, DB12886 ¢ DB13991. Elaborada pela autora com os softwares
Discovery Studio e Pymol.
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Com a segunda melhor afinidade de interagao do conjunto com -7,7 kcal /mol, o composto
DB14878 (Fig. 5.10) tem 28 dtomos pesados, trés ligagoes com possibilidade de tor¢ao e 87%
de chance na obtengao da conformacao de menor energia se repetir. Seu nome genérico é
Liafensine, sua formula quimica Coy Hoo Ny, tem estrutura heterociclica e encontra-se no grupo
investigativo do DrugBank.

Na interagao com a GrxAl, as forgas intermoleculares geradas foram de Van der Waals com
os aminoacidos ASN50, ASN53, ILE55, THR68 e ASN69, tendo a soma delas um importante
papel no processo de reconhecimento molecular e de estabilizacao do complexo ligante-receptor.
Ao mesmo tempo temos uma ligagao de hidrogénio com o residuo ARG19, interacao do tipo
Pi-Alquil com VAL56, uma formagao com PHE16 da forma Pi-Pi empilhada e uma ligagao
Pi-Cation com a prolina PRO15.

Percebe-se que esse composto nao faz interacao com nenhuma das cisteinas C14 e C17, no
entanto faz interagoes com a prolina (PRO15) e fenilalanina (PHE16) dentro do sitio catalitico,
podendo nao s6 determinar a estrutura, mas também a partir da reacao desses aminoacidos,
modular as propriedades fisicas dos residuos no sitio ativo, podendo levar a proteina perder ou
sofrer alteragoes em sua atividade catalitica.

Terceira no ranking com nimero de acesso DB08006, com seu nome genérico N-antracen-2-il-
5-metil [1,2,4] triazolo [1,5-a] pirimidin-7-amina, faz parte do grupo experimental da biblioteca
DrugBank (DB) e formula quimica CooH15/N5. Apresentou energia de intera¢ao com a proteina
de -7,1 keal/mol, com 97% de taxa de sucesso na representagdo da conformacao de menor
energia. Possui 25 atomos pesados e trés probabilidades de torgoes. As forgas exercidas para se
manter unido foram de Van der Waals com os residuos PRO15, ARG19, ASN50, ILE55, ASN69
e cisteina CYS14, estabilizando o complexo proteina/ligante.

O composto apresenta uma estrutura molecular heteropoliciclica aromatica com sistema de
trés anéis de benzeno fundidos linearmente, configurando uma ligacao do tipo Pi-Pi empilhado
com o aminoacido PHE16 e Pi-alquil com VAL56. Ainda temos uma interacao Pi-doador ligacao
de hidrogénio com o residuo ASN53 que devido a sua cadeia lateral é um doador de hidrogénio,
enquanto o composto envolvido é receptor por ter atomos eletronegativos de nitrogénio, sendo
esta interacao, quando organizada em redes nos complexos do tipo farmaco-receptor, as energias
mais substancialmentes intensificadas.

Ja o composto DB07435 (Fig. 5.10) é uma molécula com a estrutura homopoliciclica

aromatica, encontrado no grupo experimental do Drug Bank e possui férmula quimica CyyH1603,
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sendo seu nome genérico 1,2,3-trihidroxi-1,2,3,4-tetraidrobenzo[a]pireno.

Apresenta trés torgoes, 23 atomos pesados, uma energia de acoplamento com a proteina
GrxAl de -6,8 kecal/mol e 100% de repetigdo da conformagao de menor energia. As interagoes
favoraveis proteina/ligante sao do tipo Van der Waals, que ajudam a estabilizar o sistema,
formadas com os residuos PRO15, ASN53, ILE55, VAL56 e CYS14 do sitio catalitico. O
aminoacido PHE16 apresenta uma ligacao do tipo Pi-Pi empilhado e nota-se ainda uma in-
teracao desfavoravel nesse complexo, sendo com o aminoacido ARG19 do tipo doador-doador.

Quinto na classificagdo do conjunto selecionado o composto DB12886 (Fig. 5.10) apresenta
uma energia de afinidade em -6,7 kcal/mol com proteina GrxAl, tem cinco possibilidades de
angulos de torcao, 30 dtomos pesados e 86% na representatividade das réplicas com a mesma
configuragao espacial.

Sua estrutura molecular é da forma heteropoliciclico aromatico, contendo anéis de benzeno
ligados entre si por uma ligagao CC, seu nome genérico ¢ GSK-1521498, sua férmula quimica
CoyHooF3 Ny e esta localizado no grupo investigativo da biblioteca. A molécula interage com
a proteina nos aminodcidos PRO15 e ASN50 por forcas de Van der Waals e do tipo Pi-alquil
com ILE55, VAL 56 e CYS14-do sitio ativo.

Ligagao da forma Pi-alquil ocorre quando um grupo alquil, que é definido como um grupo nao
polarizado e do tipo nao-Pi, geralmente associado a cadeias laterais de aminodacidos, interage
com um grupo Pi e quando envolvidas nas etapas iniciais da interagao cria condigoes mais
favoraveis para o processo de acoplamento. Além disso, ainda temos uma ligagao de hidrogénio
com a asparagina (ASN53) e Pi-Pi empilhado/T-forma com os residuos TRP13 e PHE16.

Pipequaline é o nome genérico do composto DB13991 (Fig. 5.10) que apresenta uma estru-
tura quimica Unica e nao segue as propriedades estruturais de outros farmacos de sua classe
com seu esqueleto da forma heterociclico com anéis fundido. Faz parte do grupo experimental
do DrugBank (DB) e tem sua féormula quimica CysHyyNs, trazendo 24 dtomos pesados e 4
torgoes.

No acoplamento com a proteina GrxAl, apresentou energia de -6,7 kcal/mol, mesma do
composto anterior, porém a critério de classificacao obteve 81% de reincidéncia na mesma
conformacao. Os anéis do ligante sao estabilizados com um empilhamento Pi-Pi, que ocorre
por meio do anel aromdtico da cadeia lateral da fenilalanina (PHE16). As demais interagoes sao
as ligagoes de Van der Waals com ARG19, ASN50, ASN53, THR68 e alquil/Pi-alquil através
dos residuos ILE55, VAL56 e CYS14.
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Figura 5.11: Representacao da interacao entre a proteina GrxAl e os compostos DB04064,
DB07453, DB15039, DB06732 e DB07949. Fonte: elaborada pela autora com os softwares
Discovery Studio e Pymol.

Na figura 5.11 temos o composto DB04064, da forma homopoliciclicos aromaticos com
quatro anéis de benzeno fundidos linearmente, um dos quais carrega dois grupos cetona nas
posicoes 1 e 4. Apresenta nome genérico Nogalaviketone, férmula quimica Cy H1407, energia
de interagao em -6,6 kcal/mol, com 6 possibilidades de torgoes, 28 dtomos pesados e 100% de
repeticao na conformacao de menor energia.

Os residuos TRP13, ARG19, VAL56 da proteina GrxAl formaram interagoes de Van der
Waals com esse composto e os aminoacidos PHE16, ILE55, ASN53 ligagoes de hidrogénio. As
forgas atrativas também ocorrem do tipo Pi-Pi empilhado com a prolina (PRO15) e a cisteina
(CYS14) estabilizando o complexo intermolecular.

A estrutura do composto com nome genérico alfa-naftolavona e nimero de acesso DB07453
(Fig. 5.11) é da forma heteropoliciclico aromatico baseada na espinha dorsal da 2-fenilcromen-

4-ona (2-fenil-1-benzopiran-4-ona), pertencente a classe de compostos organicos conhecidos
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como flavonas, localizado no grupo experimental da biblioteca selecionada DrugBank (DB). A
molécula apresenta férmula quimica Ch9H1205 com 21 atomos pesados e uma possibilidade de
angulo de torgao, sua energia de interagao com a proteina GrxAl coincidiu com a da molécula
anterior em -6,6 kcal/mol, com sua taxa de sucesso em 99% de chance em repetir a melhor
conformacao.

Obteve forgas intermoleculares de Van der Waal com os aminoacidos TRP13, PRO15,
ARG19 e ligagoes de hidrogénio com ASNb53, assim como interagoes do tipo Pi-Alquil com
o residuo ILE55 e Pi-Pi empilhado com PHE16. Completando as interagoes temos a cisteina
do sitio catalitico (CYS14) formando interagao do tipo Pi-enxofre, onde se destaca o potencial
da interacao na indugao de estabilizacao conformacional, influenciando no modo de interacao
de compostos bioativos com seus respectivos alvos.

Com nimero de acesso DB15039 (Fig. 5.11), a molécula teve a mesma afinidade na interagao
proteina/ligante dos dois compostos anteriores em -6,6 kcal/mol com chance de obtengao da
mesma pose de menor energia atingindo 96%. De nome genérico ITI-214 e férmula quimica
Co9Hog F'N;O, tem sua estrutura no formato heterociclico com anel fundido e faz parte do grupo
investigativo DrugBank. O composto tem seis torcoes, 38 atomos pesados e apresenta forcas
atrativas com os residuos GLN18, GLU37 e ARG54 na forma de Van der Waals.

Também foi formada uma ligacao de carbono e hidrogénio e uma do tipo Pi-anion com o
acido aspértico (ASP12 e ASP35) respectivamente, assim como uma intera¢ao Pi-Pi empilhada
com TRP13. A ligacao de carbono/hidrogénio ocorre devido a cadeia lateral do dcido aspartico
(ASP12) apresentar dtomo de hidrogénio ligado a dtomo de oxigénio, os quais sao altamente
eletronegativos com o carbono na ponta do anel aromético (CH3) do composto, essa interacao
¢ a mais intensa que ocorre em moléculas. O atomo de carbono ainda realiza interagoes com
oxigénio e o hidrogénio do dcido aspartico (ASP35) do tipo Pi-dnion de acordo com o en-
trosamento dos orbitais, essas interagoes sao energeticamente favoraveis no reconhecimento
proteina-ligante.

As interacoes intermoleculares tem influéncia sobre a estabilidade da interacao calculada
entre o composto e o receptor, no entanto mesmo a molécula nao interagindo diretamente
no sitio catalitico (molécula DB15039), pode ela se ligar a outros componentes da proteina
trazidos a proximidade pelos dobramentos da cadeia polipeptidica, podendo assim destruir o
grupo funcional da proteina que é essencial para sua atividade ou formar uma ligacao covalente

ou nao de forma estavel.
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A beta-naftolavona possui nimero de acesso DB06732 (Fig. 5.11), sendo o composto parte
do grupo experimental com estrutura molecular heterotriciclico aromatico e féormula quimica
C19H1205. Possui uma possibilidade de angulo de torcao com 21 atomos pesados. Ao interagir
com a proteina GrxAl obteve energia de -6,5 kcal/mol, com 100% de repeticao dessa mesma
energia nas réplicas. As forgas atrativas apresentadas foram de Van der Waals com os residuos
TRP13, VAL56, ligagoes de hidrogénio com a asparagina (ASN53), da forma Pi-Alquil com os
aminoacidos CYS14, ILE55 e do tipo Pi-Pi empilhado com PHE16, interagoes essas que ajudam
na estabilizacao do sistema.

DB07949, apresentada na Fig. 5.11, em interacao com a proteina GrxAl repete a mesma
energia de acoplamento do composto DB06732 em -6,5 kcal /mol, entretanto sua pontuagao foi
de 88% na obtencao da melhor conformacao. O composto faz parte do grupo experimental
do banco de dados selecionados, com nome genérico ([(3E)-2’-Oxo0-2’, 7’-di-hidro-2,3’-biindol-3
(7TH)-ilideno] amino oxi) dcido acético e estrutura molecular heteropoliciclico alifético, contendo
um indol, que é um sistema de anel biciclico feito de um anel de benzeno de seis membros fundido
a um anel de pirrol contendo nitrogénio de cinco membros.

Sua férmula quimica é CigH13N30,, com 25 atomos pesados e 4 angulos com possibilidades
de torgoes. O anel da fenilalanina (PHE16) formou interagoes do tipo Pi-Pi empilhado com
os anéis do composto e forgas atrativas de Van der Waals com os residuos TRP13, PRO15 e
VAL56. Completam as interacoes do complexo, ligacoes de hidrogénio em ARG19, ASN53 e
alquil /Pi-alquil com os aminodcidos ILE55 e CYS14.
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Figura 5.12: Representacao da interagao entre a proteina GrxAl e os compostos DB15305*
(composto com mesma energia em duas conformagoes), DB07430, DB07993, DB07201 e
DB07247. Elaborada pela autora com os softwares Discovery Studio e Pymol.

O composto DB15305 (Fig. 5.12) teve uma caracteristica diferente das outras moléculas,
gerando duas conformacgoes de menor energia com mesmo valor de -6,4 kcal/mol e cada uma
com 46% de chance na obtencao da mesma conformagao espacial, totalizando 92% da taxa de
sucesso. A molécula de nome genérico Risdiplam faz parte de dois grupos do banco DrugBank,
sendo esses aprovados e investigacionais, com sua féormula quimica igua a Cys Ho3N;O, tendo
30 atomos pesados e 4 torgoes.

Na interagao proteina-ligante a pose da Figura 5.12 forma ligagdes do tipo alquil/Pi-alquil
com os residuos TRP13, PRO15 e VAL56, forcas de Van der Waals com ASN50 e ILE55. A
cisteina (CYS14) interage formando uma ligacao de Pi-enxofre e contribuindo para a estabili-
dade do sistema, onde os aminoacidos ASN53 e PHE16 formam uma ligacao de hidrogénio e
Pi-Pi empilhando, respectivamente.

Dando sequéncia no composto DB15305 a pose da Fig. 5.12 tem uma alteracao no seu angulo
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de torcao modificando sua conformacao espacial, desse modo as interagoes com a proteina
também sofreram alteragoes. Os aminoacidos PRO15 e ASNG9 interagiram com forcas atra-
tivas de Van der Waals, os residuos ILES5, VAL56 e CYS14 formaram interagoes do tipo
alquil/Pi-alquil. Um anel central no ligante é estabilizado com uma interagao Pi-sigma com
TRP13, existindo uma ligacao de hidrogénio formada com ASN53 e uma ligacao do tipo Pi-Pi
empilhado/T-forma com o residuo PHE16.

O composto DB07430 (Fig. 5.12) apresentou energia -6,4 kcal/mol em interagdo com a
enzima GrxAl, a forga atuante foi a de Van der Waals com os aminoacidos ARG19, ASN50,
CYS14 estabilizando a interagdo, ainda tivemos ligagoes do tipo aquil/ pi-alquil com Prol5,
ILE55, Valb6 e Pi-Pi empilhado com o residuo PHE16 e, completando a anélise temos o residuo
ASNb53 fazendo ligagao de hidrogénio. E um composto organico que contem dois anéis de pi-
ridina ligados entre si, com nome genérico (10R) -10-metil-3- (6-metilpiridin-3-il) -9,10,11,12-
tetrahidro-8H- [1,4] diazepino [5 ’, 6": 4,5] tieno [3,2-f] quinolin-8-ona, sua férmula quimica
Co1HigN,OS, fazendo parte do grupo experimental do banco de dados. Possui quatro possibili-
dades de angulos de torcao, 27 atomos pesados e 82% de probabilidade de repetir a conformagao
de menor energia.

Na décima quarta classificacdo do ranking estd a molécula DB07993 (Fig. 5.12), possui
o nome genérico N-3-[3-(1h-indol-6-yl)benzil]piridina-2,3-diamina. Faz parte do grupo expe-
rimental e contém uma porc¢ao indol, a qual consiste de um anel pirrol fundido ao benzeno
para formar 2,3-benzopirrol. Sua férmula quimica é CogH1gNy, possuindo 5 torgoes, 24 dtomos
pesados e 81% de obtengao na melhor pose com energia -6,4 kcal/mol obtida na interagao com
a proteina. O composto DB07453 também interagiu com a cisteina (CYS14) através de uma
ligacao da forma pi-enxofre, apresentou forcas do tipo Van der Waals com os residuos ASN53,
THRG68 e ASNG9. Sofreu ligacao de hidrogénio com ASN50 e da forma Pi-Pi empilhado com
PHE16 e Pi-alquil com os aminoacidos ILE55 e VAL56 equilibrando o sistema.

Acido (28)-3-[(9H-fluoren-9-ilidenoamino)oxi]-2-metilpropandico é o nome genérico do com-
posto DB07201 (Fig. 5.12), com estrutura homopoliciclica aromética contendo uma por¢ao
de fluoreno, que consiste em dois anéis de benzeno conectados por meio de um ciclopentano,
ciclopenteno ou ciclopenta-1,3-dieno. Possui 21 atomos pesados com 6 angulos de torgoes e
formula quimica C17H15NO3. Também faz parte do grupo experimental e alcangou afinidade
de -6,3 kcal/mol na interagao proteina/ligante e 96% na conformagao dessa energia. Para con-

solidacao as forgas atuantes interagiram com os residuos CYS14, ASN50, VAL56 na forma de
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Van der Waals, ligacao de hidrogénio com ASN53, Pi-Pi empilhado com PHE16 e Pi-alquil com
o aminoacido ILES5.

Com o composto DB07247 (Fig. 5.12) repetimos a energia da molécula anterior em -6,3
kca/mol no acoplamento com a proteina GrxA1l, alcan¢ando 82% na reprodugao da conformagao
de menor energia. A molécula tem 6 possibilidades de tor¢oes, com 27 dtomos pesados, e
formula quimica Cy H1g N4Oy. Compoe o grupo experimental, tendo estrutura heteropoliciclica
aromatica com anéis de benzeno ligados entre si por uma ligacao C-C. Seu nome genérico é
[2’-hydroxy-3’-(1h-pyrrolo[3,2-c|pyridin-2-yl)-bifenil-3-ylmethyl]-urea.

Na interacao os residuos PRO15 e ASNSH3 interagiram com as forgas de Van der Waals e
a arginina (ARG19) com ligacao de hidrogénio, ajudando na estabilizagdo do sistema. Ob-
teve uma formacao do tipo Pi-alquil com ILE55, CYS14 e o anel fendlico configura um Pi-Pi

empilhamento/T-forma com a fenilalanina (PHE16) e o aminodcido TRP13.
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Figura 5.13: Representacao da interacao entre a proteina GrxAl e os compostos DB07296,
DB12211, DB12379, DB04716, DB08707 e DB11636. Elaborada pela autora com os softwares
Discovery Studio e Pymol.
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O composto DB07296 (Fig.5.13), ranqueado na décima sétima posi¢ao contém 25 dtomos
e flexibilidade em trés tor¢oes. A energia de interagao foi de -6,3 kcal/mol com a taxa de
sucesso nas simulagoes de 81%. Apresenta nome genérico (5Z)-3-(4-clorofenil)-4-hidroxi-5-(1-
naftilmetileno)furan-2(5H)-ona com férmula quimica Co H13C1O3 e faz parte do grupo experi-
mental, sendo um composto heteropoliciclico aromatico de uma porcao de naftaleno, possuindo
dois anéis de benzeno fundidos. A estabilizagao da molécula se da por interagoes de Van der
Waals com os residuos ASN50, ASN53, ILE5S5, THR68 e ASN69. O residuo PHE16 apresentou
formacao de Pi-Pi empilhamento com um anel da molécula, enquanto a CYS14 e VAL56 faz
ligagoes do tipo Pi-alquil.

Molécula usada em ensaios que estudam o tratamento da esclerite, a qual apresenta ntimero
de acesso DB12211 (Fig. 5.13) e nome genérico PSI-697, disponivel no grupo investigativo com
estrutura molecular heteropoliciclica aromatica, com férmula quimica Co H13CIN O3, tendo 26
atomos pesados e cinco possibilidades de rotagdes, apresentou energia de -6,3 kcal/mol e 80%
de chances de repetir a mesma posicao. Os residuos ASN50, ASN53, ASN69, THR68 e CYS14
atraem o ligante por forgas de Van der Waals, enquanto a arginina (ARG19) apresenta formacao
de ligagao de hidrogénio. Os residuos ILE55 e VAL56 interagem do tipo alquil/Pi-alquil para
finalizar o residuo PHE16 forma Pi-Pi empilhamento/T-forma com um anel do ligante.

DB12379 (Fig. 5.13) é o numero de acesso do composto com nome genérico Indirubina,
que estd no grupo sob investigacao de ensaio clinico. Possui férmula quimica CigH19/N2Os
e estrutura molecular heteropoliciclica aromatica com 20 atomos pesados, nao apresentando
angulos de torgoes. A energia de interagao é de -6,2 kcal/mol e 100% de todas as simulagdes
com a mesma posicao. Um anel central no ligante é estabilizando com um Pi-Pi empilhamento
com a PHE16, uma ligagao de hidrogénio é formada com ASN53 e a cisteina (CYS14) do sitio
catalitico forma Pi-doador ligacao de hidrogénio. Entre TRP13, ARG19 e VAL56 e o ligante
interacoes de Van der Waals, assim como uma interagao do tipo Pi-alquil com ILE55.

A vigésima colocada tem codigo DB04716 (Fig. 5.13), com quatro possiveis tor¢oes., pos-
suindo nome genérico 2-terc-butil-9-fluoro-1,6-di-hidrobenzolh]imidazo[4,5-f]isoquinolin-7-ona,
fazendo parte do grupo experimental com féormula quimica CigHqF N3O e estrutura molecu-
lar heteropoliciclica aromética. Sua energia de interacao foi de -6,2 kcal/mol semelhante a
molécula anterior e também com 100% de repeticao na melhor pose, porém com 23 atomos
pesados, terceiro critério de classificagao do conjunto. As interacoes favoraveis foram de Van

der Waals, que ajudam a estabilizar a molécula formada com os residuos CYS14, ARG19 e
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VAL56. O aminoacido PHE16 faz um Pi-Pi empilhamento, a PRO15 e ILE5S5 fazem interagoes
do tipo alquil/Pi-alquil e a asparagina (ASN53) forma uma ligagao de hidrogénio.

Em sequéncia, a molécula com nimero de acesso DB08707 (Fig. 5.13), com 23 atomos
e duas torgbes, apresentou energia de -6,2 kcal/mol com 100% das simulagoes de docking na
mesma posi¢do. Seu nome genérico é 4-[3- (4-clorofenil)-2,1-benzisoxazol-5-il| pirimidin-2-amina
com férmula quimica C17H11CIN,O e estrutura molecular heteropoliciclica aromatica, contendo
um grupo amino ligado a um anel de pirimidina. A pirimidina é um anel de 6 membros que
consiste em quatro atomos de carbono e dois centros de nitrogénio nas posicoes de 1 e 3 do
anel.

Para este composto, os residuos que mantém atracao através das forcas de Van der Waals
sao PRO15 e a CYS14, a interacao tem uma ligagao de hidrogénio com a ASN53 e um Pi- Cation
com a ARG19. Além disso, formaram-se um Pi-Pi empilhamento com PHE16 e alquil/Pi-alquil
com os residuos TRP13, VAL56 e ILE55.

O composto DB11636 (Fig. 5.13) obteve na interacao proteina/ligante energia de -6,2
kcal /mol e 97% de sucesso na repeticao da conformacao de menor energia. Exibe cinco possibi-
lidades de angulos de torcoes e 24 atomos pesados com férmula quimica Cy HogOs. Seu nome
genérico é Nomegestrol, sua estrutura molecular é da forma homopoliciclica alifatica e faz parte
do grupo de moléculas aprovadas.

As forcas atrativas ocorrem na forma de Van der Waals com os residuos PRO15 e ILE55,
apresentando duas ligagdes de hidrogénio com ARG19 e ASN53. A cisteina (CYS14) do sitio

ativo faz uma interagao do tipo alquil/Pi-alquil e a PHE16 da forma Pi-sigma.
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Figura 5.14: Representacao da interacao entre a proteina GrxAl e os compostos DB15308,
DB14885, DB12868 e DB04059. Elaborada pela autora com os softwares Discovery Studio e
Pymol.

DB15308 (Fig. 5.14) tem nome genérico Ridinilazol, esta sob investigagao no ensaio clinico,
apresentando formula quimica CyyH16/Ng e estrutura molecular heterociclica de anel fundido.
Teve energia de interagao em -6,2 kcal/mol, trés possiveis rotagoes e 30 atomos pesados com
82% na taxa de sucesso da mesma configuracao espacial. As forcas interativas atuaram com
os residuos PRO15, ASN53 e ILES5 da forma de Van der Waals, equilibrando as interagoes. A
CYS14 formou uma ligagao do tipo Pi-Enxofre com o ligante e os aminoacidos TRP13 e PHE16
do tipo Pi-Pi empilhado/ T-forma. A VAL56 interagiu da forma Pi-alquil e a ASN50 formando
uma ligacao de carbono hidrogénio.

Composto de nome genérico PF-05180999, que também esta sob investigacao no ensaio
clinico, tem nimero de acesso DB14885 (Fig. 5.14), férmula quimica é CigH17F3Ng e estrutura
molecular heteropoliciclica aromatica com aminas aromaticas alifaticas, nas quais o grupo amino
esta ligado a duas cadeias alifaticas e a um grupo aromatico.

Sua afinidade com a proteina GrxAl foi de -6,2 kcal/mol com 82% de chance na repeticao
da conformacao espacial. Apresenta cinco torcoes e 35 atomos pesados, sofreu interagoes do

tipo alquil/Pi-alquil com os residuos CYS14 e ILE55 da enzima. A PHE16 fez um Pi-Pi
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empilhamento/T-forma, estabilizando o acoplamento e os aminoacidos ARG19 e TRP13 for-
maram ligacoes de hidrogenio, assim como a PRO15 uma forca de Van der Waals.

Penultima molécula, com nimero de acesso DB12868 (Fig. 5.14) e nome genérico Intopli-
cina, a intoplicina tem sido usada em ensaios que estudam o tratamento de tumor solido adulto
nao especificado. Tem formula quimica Cy Hoy N4O e estrutura molecular heteropoliciclica
aromatica com oito probabilidades de angulos de torgoes e 26 atomos pesados. Sua energia de
interagao foi de -6,1 kcal/mol com 92% de obtengao na pose de melhor afinidade, tendo como
residuo a fenilalanina (PHE16) que contribuiu para o equilibrio do sistema com a formagao de
Pi-Pi empilhamento junto ao anel fendlico do ligante. A CYS14 formou uma ligagao Pi-enxofre
e os aminoacidos TRP13, PRO15 e ILE55 interagiram da forma alquil/Pi- alquil, tendo forcas
de Van der Waals atuando com ARG19, ASN53 e VAL56.

O ultimo composto do ranking de classificacao do conjunto selecionado tem niimero de acesso
DB04059 (Fig. 5.14) e nome genérico 8-(pirimidin-2-ilamino)naftaleno-2-carboximidamida com
formula quimica C5H3N5. Participa do grupo experimental, com sua estrutura molecular
do tipo heteropoliciclica aromatica, contendo uma porcao naftaleno, constituida de dois anéis
de benzeno fundidos. Apresentou duas possibilidades de torcoes, 20 dtomos pesados e 87% de
repeticao da conformacao espacial. Os residuos CYS14, ILE55 e ASN50 contribuem através das
forcas de Van der Waals, a VAL56 forma um Pi-alquil e a PHE16 uma interacao do tipo Pi-Pi
empilhado. O residuo ASN53 se apresentou como uma interacao desfavoravel com o ligante,
mas nao afetou a possibilidade do acoplamento.

Podemos perceber que todas as moléculas selecionadas sao pequenas e possuem estrutura
quimica para desenho racional de farmacos, apresentando cadeias aromaticas que sao funda-
mentais na maioria dos medicamentos.

Além das energias de interacao e as forcas atrativas intermoleculares, apresentamos também,
conforme a Tabela 5.3, os residuos que foram mais relevantes para o posicionamento de cada

ligante junto a proteina, auxiliando o entendimento dos atracamentos moleculares.
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Tabela 5.3: Residuos-chave obtidos nos complexos entre a GrxAl e os 26 compostos triados.

5
- Q & = E i
g 15 % E ‘ié- Residuos
f § |2 = NlEelTslSl2lsl2ilelwg| 8[R8 108 ]2
S s s la]lelelelz|els |22 |8 |u|z2|s]3
S =< E (8] & o [} < =< ] = E s T = > E F-o
1| o304 | 8 | 38 | -86 ==
2 DB14878 3 28 -1.7
3 DB08006 3 25 -7.1
4 DB07435 3 23 -6.8
5 | oeusse | 5 | 30 | -67 |
6 DB13991 4 24 -6.7
Fi DBO04064 6 28 -6.6 -
8 DBO7453 1 21 -6.6
9 DB15039 6 38 -6.6
10 DB06732 1 21 -6.5
11 DBO7345 4 25 -6.5
12 DB15305*" 4 30 -6.4
12 DB15303*" 4 30 -6.4
13 DB07430 4 27 -6.4
14 DBO7593 5 24 -6.4
15 DB07201 6 21 -6.3
16 DBO7247 B 27 -6.3
17 DB07296 3 25 -6.3
18 DB12211 5 26 -6.3
19 DB12379 1] 20 -6.2
20 DB04716 4 23 -6.2
21 DB03707 2 23 -6.2
22 DB11636 5 24 -6.2
23 DB15308 3 30 -6.2
24 DB14885 5 35 -6.2
25 DB12868 8 26 -6.1
26 DB04059 2 20 -6.1
Numeros de contatos realizados por residuos 1 16 25 13 26 1 17 I x 12 H 1 26 23 5 6
Interacdes:

[ van der Waals I Pi-Pi Empilhado / T-Forma 1 Pi—Doador ligagdo de hidrogénio

[ Ligacdo de Hidrogénio convencional I Pi-Sigma [ Pi- Enxofre

I Pi - Cation / Anion ] Alquil / Pi- Alquil [ ] Seminteraciio

W Godor deador daskwioraial [ Ligacio de Carbono e Hidrogénio

*Atomos pesados (sem hidrogénio); **Composto com 2 (duas) conformacdes de mesma energia. Elaborada pela autora.

De forma geral, os compostos classificados apresentam atracamentos na regiao onde ocorre
a atividade catalitica da proteina (regido destacada em azul), a avaliacdo ¢é feita de acordo
com o tipo, valéncia, e hibridizacao do atomo do ligante considerando os atomos do receptor
que estao mais proximos ao ligante. A andlise das interacoes entre a proteina GrxAl e cada
molécula acoplada mostrou que na regiao catalitica os melhores resultados apresentaram con-
tatos hidrofébicos e de Van der Waals. As interagoes hidrofobicas sao geralmente as forcas
dirigentes das interacoes, e ligacoes de hidrogeénio e eletrostaticas sao responsaveis pela especi-
ficidade ao reconhecimento molecular. A complementaridade estérica otimiza as interacgoes de
Van der Waals entre o complexo. Normalmente, estas interacoes de fraca energia ocorrem em
funcao da polarizacao transiente de ligacoes carbono-hidrogénio ou carbono-carbono e, apesar

de fracas, sao extremamente importantes para o processo de reconhecimento intermolecular
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pois crescem em intensidade com a drea de interagao [28]. A estabilidade da ligagdo é medida
pela intensidade das forgas intermoleculares e quanto menor a energia de interagao, maior é a
estabilidade do complexo ‘receptor-ligante’ [32].

Em maior evidéncia temos os residuos CYS14, PHE16, ASN53, ILE55 e VAL56 que intera-
gem com quase todos os compostos do conjunto, tal que as interacoes de maiores incidéncias
nos aminoacidos PHE16 e ASN53 sao Pi-Pi empilhado e ligagoes de hidrogénio respectiva-
mente sendo interagoes que tém um papel importante na estabilizacao da associacao de muitos
complexos principalmente de drogas.

Anélises indicam que a maioria das interagoes sao favoraveis, mesmo que em algumas si-
tuagoes se constituiram de forma nao favoraveis. Entretanto, a contribuicao dessas interagoes é
pequena e nao afeta a possibilidade de ancoramento molecular. O conjunto selecionado (Figura
5.15) pode vir a ser um forte candidato a bloquear o acesso ao sitio catalitico da enzima GrxAl.
Destaca-se nele a afinidade na interacao receptor-ligante, as interagdes com os residuos onde
ocorre a atividade da proteina. Além disso, temos a possibilidade dos compostos formarem um
grupo farmacoférico, o qual é essencial para a atividade bioldgica [53]. Vale ressaltar que a

técnica de VS apenas indica possiveis candidatos a inibidores dessa proteina.

Figura 5.15: Estrutura da proteina Glutaredoxina A1l de Corynebacterium pseudotuberculosis
e as estruturas dos 26 compostos do banco DrugBank selecionados pela técnica de Virtual
Screening e o critério de afinidade. Elaborada pela autora.
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Capitulo 6

Conclusoes

O presente trabalho foi divido em duas etapas, na primeira os estudos foram focados
em propor uma estrutura tridimensional, por meio de modelagem por homologia, otimizacao
e simula¢do do modelo por Dinamica Molecular (DM) por 200 ns, sendo possivel obter a
conformacao mais estavel, mantendo o sitio catalitico preservado nas cisteinas reduzidas da
sequéncia CPFC - C14 e C17 da proteina GrxA1l de Cp.

Com a estrutura representativa, na segunda etapa realizamos ancoragem molecular entre a
proteina e 8.823 compostos do banco de dados DrugBank (DB), que ja sdo drogas comerciais.
Assim, utilizando a técnica de triagem virtual das pequenas moléculas, conseguimos estabelecer
um conjunto de 26 candidatos com caracteristicas promissoras para bloquear o acesso ao sitio
catalitico da enzima GrxAl. E importante ressaltar que nao h4 paralelo direto entre a energia
de interagao obtida via docking molecular e dados experimentais. Além disso, o posicionamento
efetivo da molécula em relacao a proteina é apenas uma sugestao baseada em céalculos de energia.

No entanto, os resultados apresentam os aminoacidos mais relevantes para o posicionamento
de cada ligante, assim como o tipo e intensidade das forcas atrativas. Desse modo, o estudo
proporciona um melhor entendimento dos atracamentos moleculares servindo de base para
avaliacoes biofisicas em paralelo com dados experimentais.

Demos um passo significativo, a partir desse refinamento e combinacao de técnicas com-
plementares, para outros estudos que possam indicar e ratificar se algumas das moléculas se-
lecionadas serao capazes de inibir a enzima in vitro, permitindo desta maneira desenvolver
medicamentos mais eficientes, ou ainda, trazer beneficios em aplicagoes biotecnoldgicas, con-
tribuindo para auxiliar no tratamento das infec¢oes ou a cura da Linfadenite Caseosa (LC),

evitando grandes perdas na pecuaria e gerando assim grande interesse economico.
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Capitulo 7

Perspectivas

Pretendemos aprimorar a metodologia descrita neste estudo, através de técnicas computaci-
onais, como Machine Learning (ML) e Dinamica Molecular (DM), para desenvolver simulagoes
da enzima GrxAl complexadas com os candidatos a ligante e analisar cada interacao.

Também almejamos constituir parcerias com demais grupos de pesquisas, para comparagao
dos resultados, para que assim possamos obter moléculas com mais alto potencial de se tornarem

farmacos e fornecerem solugoes para os problemas causados pela Linfadenite Caseosa (LC).
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