UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO

Programa de Pés-Graduacao em Inovagao Terapéutica

MARCELO MONTENEGRO RABELLO

Comparacao metodolégica de abordagens in silico no estudo de
moléculas antiofidicas através de sua acao em toxinas isoladas de

venenos de serpentes

Recife
2012



MARCELO MONTENEGRO RABELLO

Comparacao metodoldgica de abordagens in silico no estudo de
moléculas antiofidicas através de sua acdao em toxinas isoladas de

venenos de serpentes

Dissertagdo de Mestrado apresentada ao Programa de Pés-
Graduagido em Inovagdo Terapéutica da Universidade Federal de
Pernambuco, para a obten¢dao do Titulo de Mestre em Inovagao

Terapéutica

Orientador: Prof. Dr. Marcelo Zaldini Hernandes

Recife
2012



Rabello, Marcelo Montenegro
Comparagao metodologica de abordagens in silico no estudo de

moléculas antiofidicas através de sua acao em toxinas isoladas de
venenos de serpentes/ Marcelo Montenegro Rabello- Recife: O Autor,

2012.

132 folhas : il., fig., tab.

Orientador: Marcelo Zaldini Hernandes

Dissertacido (mestrado) - Universidade Federal de
Pernambuco, Centro de Ciéncias Bioldgicas. Inovagéao

Terapéutica, 2012.
Inclui bibliografia, apéndices e anexos

1. Serpentes- veneno 2. Biologia molecular 3. Bioinformatica I.
Titulo.

615.942 CDD (22.ed.) UFPE/CCB-2012-126




UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO

Programa de Pés-Graduagao em Inovagao Terapéutica

REITOR

Professor Dr. Anisio Brasileiro de Freitas Dourado

VICE-REITOR

Professor Dr. Silvio Romero de Barros Marques

PRO-REITOR PARA ASSUNTOS DE PESQUISA E POS-GRADUAGAO

Professor Dr. Francisco de Sousa Ramos

DIRETORA DO CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS

Professora Dra. Angela Maria Isidro Farias

VICE-DIRETOR DO CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS

Professora Dra. Silvia Regina Arruda de Moraes

COORDENADORA DO PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO
EM INOVAGAO TERAPEUTICA

Professora Dra. Suely Lins Galdino

VICE-COORDENADORA DO PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO
EM INOVAGAO TERAPEUTICA

Professor Dr. Cesar Augusto Souza de Andrade



FOLHA DE APROVAGAO

Nome: RABELLO, Marcelo Montenegro
Titulo: Comparagao metodologica de abordagens in silico no estudo de moléculas

antiofidicas, através da sua agdo em toxinas isoladas de venenos de serpentes

Dissertacao apresentada a Universidade Federal de Pernambuco para obtencédo do
titulo de Mestre em Inovacao Terapéutica

Aprovada em: I

Banca Examinadora

Prof(a). Dr.
Instituicao:

Assinatura:

Prof(a). Dr.
Instituicao:

Assinatura:

Prof(a). Dr.
Instituicao:

Assinatura:




RESUMO

RABELLO, M. M.; Comparagao metodoldgica de abordagens in silico no estudo de
moléculas antiofidicas, através da sua acdo em toxinas isoladas de venenos de
serpentes. 2012. Dissertacdo (Mestrado). Universidade Federal de Pernambuco,
Recife, Pernambuco, Brasil.

Este projeto pode ser resumido como uma comparagdo metodologica de
abordagens in silico, mais precisamente de docking molecular. Foram utilizadas
como alvos bioldgicos as fosfolipases A, (PLAz), sendo estas um grupo de toxinas
presentes abundantemente em venenos de serpentes. Foram utilizadas, como
ligantes (potenciais inibidores), um total de 103 moléculas conhecidas na literatura.
Um banco de dados com os ligantes e alvos foi construido, agregando-se
informagdes sobre a atividade biologica e também suas respectivas estruturas
tridimensionais. Os programas AUTODOCK, AUTODOCK VINA, GOLD, DOCK,
SURFLEX e PLANTS foram utilizados para gerar os resultados de docking. O
programa BINANA foi utilizado na analise das interagdes intermoleculares presentes
nos complexos ligante-receptor, obtidos como resultados dos calculos. Os dados
gerados foram analisados com métodos multivariados, como por exemplo, a Analise
de Componentes Principais (PCA) e a Analise Hierarquica de Clusters (HCA).
Residuos de aminoacidos, importantes para a estabilidade do complexo ligante-
receptor, também foram identificados através de uma analise detalhada dos
melhores resultados. Adicionalmente, foi reportado um artigo publicado, envolvendo
PLA2s, com foco especial na molécula Quercetina como inibidor dos efeitos de
veneno de serpente. Foi possivel identificar os programas que apresentaram menor
demanda computacional na analise comparativa de seus tempos de processamento,
0 que pode vir a ser muito util em futuros estudos de docking, até mesmo com um
numero ainda maior de ligantes e alvos que podem ser submetidos ao procedimento
de docking molecular, no intuito de aumentar o banco de dados de inibidores
potenciais de PLAs. As abordagens analiticas multivariadas utilizadas foram
capazes de revelar aspectos interessantes sobre as semelhancas e diferencgas entre
os resultados de docking obtidos. Com a aplicagdo destas analises, pdOde-se
estabelecer uma metodologia de analise para a interpretacdo dos resultados nas
escalas visual, numérica e grafica, através, respectivamente, da geracdo das
imagens para visualizagdo molecular, das analises estatisticas (multivariadas) e da
elaboragdo dos graficos provenientes destas analises. Este estudo foi importante
para aumentar a base de conhecimento do nosso grupo de pesquisa, e da
comunidade cientifica como um todo, a respeito dos calculos de modelagem
molecular que envolvem os meétodos de docking, e certamente serdo uteis em
estudos futuros com PLAs ou outros alvos farmacoldgicos.

Palavras-chave: Antiofidico. Docking. Comparag¢ao. Modelagem Molecular.



ABSTRACT

RABELLO, M. M.; Methodological comparison of in silico approaches on antiophidics
molecules, through its action on toxins isolated from snake venoms. 2012.
Dissertation (Master). Universidade Federal de Pernambuco, Recife, Pernambuco,

Brazil.

This project can be summarized as a methodological comparison of in silico
approaches, more precisely between docking methods. Several phospholipase A,
(PLA>), a group of toxins abundantly present in snake venoms, were used as targets.
A total number of 103 molecules were used for the definition of the ligands. It was
built a database with all these ligands, adding information about their activity and also
their three-dimensional structures. The programs AUTODOCK, AUTODOCK VINA,
GOLD, DOCK, SURFLEX and PLANTS were used in docking calculations. The
program BINANA was used to analyze the intermolecular interactions present in the
ligand-receptor complexes obtained as poses from docking results. The data
generated by BINANA was statistically analyzed by applying multivariate analysis
methods, such as principal component analysis (PCA) and hierarchical cluster
analysis (HCA). Important aminoacids residues for the stability of the complex ligand-
receptor were indetified through a detailed analysis of the best results. Additionally,
an article was reported, involving PLAgs, with special focus on the Quercetin
molecule as an inhibitor of snake venom. In a comparative analysis of the docking
calculation’s time, it was possible to identify the programs that present low
computational demands. This performance analysis can be very useful in future
studies of docking, even with a much larger number of ligands and targets,
increasing the database of potential PLAzs inhibitors. By applying these tests, we
could establish a methodological analysis for the results interpretation on visual,
numerical and graphic scales, means, respectively by the generation of images for
molecular visualization, statistical analysis (multivariates) and graphing from these
tests. This study was important to increase the knowledge of our research group and
also of the scientific community, about the molecular modeling calculations that
involves docking methods, and will certainly be useful in future studies with PLA, or
other pharmacological targets.

Keywords: Antiophidic. Docking. Comparison. Molecular Modelling.
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Figura 24: Grafico de scores relativos de todos os ligantes em todos os alvos,
normalizados pelo valor de maximo. Desta forma, o valor unitario € o maximo score

de cada programa.

Figura 25: Estrutura do alvo 1GMZ_A no modelo ribbon, em verde. Em wire na cor
verde os poses gerados com o programa AUTODOCK. Em wire na cor preta os
poses gerados com o programa DOCK. Em wire na cor magenta os poses gerados
com o programa GOLD. Em wire na cor azul os poses gerados com o programa
PLANTS. Em wire na cor vermelha os poses gerados com o programa SURFLEX.

Em wire na cor ciano os poses gerados com o programa AUTODOCK VINA.

Figura 26: Estrutura do alvo 1QLL_A no modelo ribbon, em verde escuro. Em wire
na cor verde os poses gerados com o programa AUTODOCK. Em wire na cor preta
0os poses gerados com o programa DOCK. Em wire na cor magenta os poses
gerados com o programa GOLD. Em wire na cor azul os poses gerados com o
programa PLANTS. Em wire na cor vermelha os poses gerados com o programa
SURFLEX. Em wire na cor ciano os poses gerados com o programa AUTODOCK
VINA.



Figura 27: Estrutura do alvo 1XXS_A no modelo ribbon, em azul. Em wire na cor
verde os poses gerados com o programa AUTODOCK. Em wire na cor preta os
poses gerados com o programa DOCK. Em wire na cor magenta os poses gerados
com o programa GOLD. Em wire na cor azul os poses gerados com o programa
PLANTS. Em wire na cor vermelha os poses gerados com o programa SURFLEX.

Em wire na cor ciano os poses gerados com o programa AUTODOCK VINA.

Figura 28: Estrutura do alvo 2H8I_A no modelo ribbon, em azul claro. Em wire na
cor verde os poses gerados com o programa AUTODOCK. Em wire na cor preta os
poses gerados com o programa DOCK. Em wire na cor magenta os poses gerados
com o programa GOLD. Em wire na cor azul os poses gerados com o programa
PLANTS. Em wire na cor vermelha os poses gerados com o programa SURFLEX.

Em wire na cor ciano os poses gerados com o programa AUTODOCK VINA.

Figura 29: Estrutura do alvo 20K9_A no modelo ribbon, em roxo. Em wire na cor
verde os poses gerados com o programa AUTODOCK. Em wire na cor preta os
poses gerados com o programa DOCK. Em wire na cor magenta os poses gerados
com o programa GOLD. Em wire na cor azul os poses gerados com o programa
PLANTS. Em wire na cor vermelha os poses gerados com o programa SURFLEX.

Em wire na cor ciano os poses gerados com o programa AUTODOCK VINA.

Figura 30: Estrutura do alvo 20QD_A no modelo ribbon, em magenta. Em wire na
cor verde os poses gerados com o programa AUTODOCK. Em wire na cor preta os
poses gerados com o programa DOCK. Em wire na cor magenta os poses gerados
com o programa GOLD. Em wire na cor azul os poses gerados com o programa
PLANTS. Em wire na cor vermelha os poses gerados com o programa SURFLEX.

Em wire na cor ciano os poses gerados com o programa AUTODOCK VINA.

Figura 31: Estrutura do alvo 2Q2J_A no modelo ribbon, em cinza. Em wire na cor
verde os poses gerados com o programa AUTODOCK. Em wire na cor preta os
poses gerados com o programa DOCK. Em wire na cor magenta os poses gerados
com o programa GOLD. Em wire na cor azul os poses gerados com o programa
PLANTS. Em wire na cor vermelha os poses gerados com o programa SURFLEX.

Em wire na cor ciano os poses gerados com o programa AUTODOCK VINA.



Figura 32: Estrutura do alvo 2QOG_B no modelo ribbon, em laranja. Em wire na cor
verde os poses gerados com o programa AUTODOCK. Em wire na cor preta os
poses gerados com o programa DOCK. Em wire na cor magenta os poses gerados
com o programa GOLD. Em wire na cor azul os poses gerados com o programa
PLANTS. Em wire na cor vermelha os poses gerados com o programa SURFLEX.

Em wire na cor ciano os poses gerados com o programa AUTODOCK VINA.

Figura 33: Estrutura do alvo 2QOG_B_Ca no modelo ribbon, em laranja. O atomo
de calcio esta representado por uma esfera na cor verde. Em wire na cor verde os
poses gerados com o programa AUTODOCK. Em wire na cor preta os poses
gerados com o programa DOCK. Em wire na cor magenta os poses gerados com o
programa GOLD. Em wire na cor azul os poses gerados com o programa PLANTS.
Em wire na cor vermelha os poses gerados com o programa SURFLEX. Em wire na

cor ciano os poses gerados com o programa AUTODOCK VINA.

Figura 34: Estrutura do alvo 2Q0G_B_Ca_HOH188 no modelo ribbon, em laranja.
O atomo de calcio esta representado pela maior esfera na cor verde e o atomo de
oxigénio da molécula de agua pela esfera menor. Em wire na cor verde os poses
gerados com o programa AUTODOCK. Em wire na cor preta os poses gerados com
o programa DOCK. Em wire na cor magenta os poses gerados com o programa
GOLD. Em wire na cor azul os poses gerados com o programa PLANTS. Em wire na
cor vermelha os poses gerados com o programa SURFLEX. Em wire na cor ciano os

poses gerados com o programa AUTODOCK VINA.

Figura 35: Estrutura do alvo 3103 no modelo ribbon, em amarelo. Em wire na cor
verde os poses gerados com o programa AUTODOCK. Em wire na cor preta os
poses gerados com o programa DOCK. Em wire na cor magenta os poses gerados
com o programa GOLD. Em wire na cor azul os poses gerados com o programa
PLANTS. Em wire na cor vermelha os poses gerados com o programa SURFLEX.

Em wire na cor ciano os poses gerados com o programa AUTODOCK VINA.

Figura 36: Estrutura do alvo 3MLM_A no modelo ribbon, em ciano. Em wire na cor
verde os poses gerados com o programa AUTODOCK. Em wire na cor preta os
poses gerados com o programa DOCK. Em wire na cor magenta os poses gerados

com o programa GOLD. Em wire na cor azul os poses gerados com o programa



PLANTS. Em wire na cor vermelha os poses gerados com o programa SURFLEX.

Em wire na cor ciano os poses gerados com o programa AUTODOCK VINA.

Figura 37: Alinhamento das estruturas das PLAs (alvos). Em verde o alvo 1GMZ_A,
em verde escuro o alvo 1QLL_A, em Azul o alvo 1XXS_A, em azul claro o alvo
2H8I_A, em roxo o alvo 20K9, em magenta o alvo 20QD_A, em cinza o alvo
2Q2J_A, em laranja o alvo 2Q0OG_B, em amarelo o alvo 303 e em ciano o alvo
3MLM.

Figura 38: Alinhamento multiplo de sequéncias das PLA;s utilizadas como alvos nos

calculos de docking.

Figura 39: Grafico de tempo relativo entre os programas de docking para cada alvo

utilizado.

Figura 40: Valores de score (Kcal/mol) para os resultados de docking, obtidos com
o programa AUTODOCK, para as duas estruturas da molécula Petrosaspongiolide
M. Uma estrutura foi obtida a partir do PubChem e outra do artigo sobre produtos

marinhos naturais (Marine).

Figura 41: Resultados de docking da molécula Petrosaspongiolide M no alvo
2Q0G_Ca obtido pelo programa AUTODOCK. Em ciano a estrutra extraida do
PubChem com uma insaturagao no anel de 5 membros e em verde a estrutura sem
sem a insaturacdo, extraida do arquivo sobre produtos naturais marinhos (FOLMER
et al., 2010). A estrutura com a instauragdo obteve uma energia de -3,96 kcal/mol

enquanto a outra obteve uma energia de 1,05 kcal/mol.

Figura 42: Estrutura tridimensional do complexo formado pelo docking realizado
com o programa SURFLEX, para a molécula cinarina e o alvo 3MLM_A. Em
destaque a ligacdo de hidrogénio intermolecular. Imagem gerada com o programa
VMD (HUMPHREY et al., 1996).

Figura 43: Estrutura tridimensional do complexo formado pelo docking realizado
com o programa SURFLEX, para a molécula Cinarina e o alvo 3MLM_A. Em
destaque os contatos hidrofébicos intermoleculares. Imagem gerada com o
programa VMD (HUMPHREY et al., 1996).



Figura 44: Estrutura tridimensional do complexo formado pelo docking realizado
com o programa SURFLEX, para a molécula Cinarina e o alvo 3MLM_A. Em
destaque a interagdo pi-pi intermolecular entre os anéis aromaticos paralelos.
Imagem gerada com o programa VMD (HUMPHREY et al., 1996).

Figura 45: Dendograma obtido a partir da Analise Hierarquica de Clusters (HCA)
para as interagdes HB (ligagdo de hidrogénio). Programas: DOCK (DO), GOLD
(GO), Vina (VI), AUTODOCK (AD), SURFLEX (SU) e PLANTS (PL).

Figura 46: Dendograma obtido a partir da Analise Hierarquica de Clusters (HCA)
para as interagbes HC (contatos hidrofobicos). Programas: DOCK (DO), GOLD
(GO), Vina (VI), AUTODOCK (AD), SURFLEX (SU) e PLANTS (PL).

Figura 47: Disperséo de valores, em angstroms (A), para as coordenadas (X,Y,Z)
dos atomos da Quercetina, obtidas com os programas DOCK (DO), GOLD (GO) e
PLANTS (PL), para os diferentes alvos. Em cima os valores para a coordenada Z, no

meio X e na parte de baixo Y.

Figura 48: A) Estrutura da molécula de Quercetina com os numeros de cada atomo
destacados. B) Dispersdo transposta de valores para as coordenadas (X,Y,Z) dos
atomos (legenda do eixo horizontal) da Quercetina, obtidas com os programas
DOCK, GOLD e PLANTS, para os diferentes alvos. As cores dos pontos
representam cada resultado de docking, em um dos trés programa, e em um dos

doze alvos.

Figura 49: Dendograma da HCA realizada sobre os valores das coordenadas
(X,Y,Z) dos atomos da molécula Quercetina, obtidas com os programas DOCK (DO),
GOLD (GO) e PLANTS (PL), para todos os doze alvos.



Figura 50: Grafico de scores da PCA realizada sobre os valores das coordenadas
(X,Y,Z) dos atomos da molécula Quercetina, obtidas com os programas DOCK (DO),
GOLD (GO) e PLANTS (PL), para todos os doze alvos. O eixo horizontal representa
a primeira componente principal (PC1) e o vertical, a segunda componente principal
(PC2). Em destaque, utilizando 4 cores diferentes, estdo representados os 4
resultados de docking (4 poses) que sdo encontrados nos pontos apontados no
grafico de scores, para efeito de comparagédo visual (molecular) e comparagéo
numérica (PC1 e PC2).

Figura 51: Histograma com a frequéncia dos 5 melhores ligantes entre os 50

melhores resultados, para cada programa.

Figura 52: Melhor resultado de docking realizado com o programa AUTODOCK, foi
obtido no célculo entre o alvo 2Q0G B Ca HOH188 e o ligante Acido Aristoloquico 1.
E possivel observar o poliedro de coordenacéo do atomo de Ca®* e as ligacdes de
hidrogénio de 3,2 A e 2,9 A com o residuo LYS61 e com a molécula de agua 188,

respectivamente. Assim como os contatos hidrofobicos com o residuo PHEG.

Figura 53: Melhor resultado de docking realizado com o programa VINA, obtido no
calculo entre o alvo 1XXS e o ligante Wedelolactona Analogo A. E possivel observar
as ligagdo de hidrogénio de 3,4 A com o residuo de aminoacido ALA19 e com o

residuo HIS48 de 3,0 A. Assim como contatos hidrofébicos com o residuo LEU3.

Figura 54: Melhor resultado de docking realizado com o programa GOLD, obtido no
célculo entre o alvo 2QOG B e o ligante Suramina. Ligagdes de hidrogénio de 3,1A,
34 A 25 A 35 A e 28 A com ASN7, CYS58, THR60, LYS61 e TRP62,

respectivamente.

Figura 55: Melhor resultado de docking realizado com o programa DOCK, obtido no
célculo entre o alvo 2H8I e o ligante Suramina. E possivel observar a ligacdo de
hidrogénio de 3,1 A com o residuo de aminoacido ARG34. Assim como os contatos
hidrofébicos com os residuos LEU3, LEUG e TYRS52.



Figura 56: Melhor resultado de docking realizado com o programa SURFLEX, obtido
no célculo entre o alvo 1XXS e o ligante Variabilin. E possivel observar as ligacdes
de hidrogénio de 3,0 A e 3,4 A com os residuos de aminoacido GLY23 e VAL31,
respectivamente. Assim como os contatos hidrofébicos com os residuos LEUG,
ILE10 e LEU97.

Figura 57: Melhor resultado de docking realizado com o programa PLANTS, obtido
no calculo entre o alvo 2QOG B Ca e o ligante Primetina. E possivel observar as
ligagdes de hidrogénio de 3,6 A, 3,2 A e 3,1 A com os residuos de aminoacido
ASN7, GLY30 e LYS61, respectivamente. Assim como os contatos hidrofébicos com
os residuos PHEG, ILE10 e LEU97.

Figura 58: Melhor solugdo de docking para a Quercetina (modelo stick) e residuos
importantes para a interacdo no alvo Crotoxina B, além do ion Ca?* e o oxigénio
pertencente a molécula de agua 188. Ligagdes de hidrogénio (distdncia em A)
mostradas como linhas, ndo envolvendo o ion Ca®*. Os atomos de hidrogénio foram
omitidos para melhorar a visualizagdo, e as linhas ligadas ao ion Ca** representam o

seu poliedro de coordenagao.
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1 INTRODUGAO E MOTIVAGAO

O termo in silico segue a tendéncia dos termos in vitro e in vivo e faz
referéncia ao chip de silicio dos computadores, sendo amplamente empregado na
literatura de quimica medicinal para designar a utilizagdo de métodos
computacionais para a realizagdo de estudos de modelagem molecular,
principalmente voltados para sistemas de interesse bioldgico.

A importancia de estudos in silico ja vem sendo percebida pela comunidade
cientifica e pela grande industria farmacéutica (“big pharma”). Estima-se que o uso
destas metodologias pode reduzir os custos e o tempo de desenvolvimento de um
novo farmaco em até 50% (GELDENHUYS et al., 2006).

Isto ocorre porque muitas vezes o numero de moléculas que precisam ser
sintetizadas e testadas experimentalmente passa a ser drasticamente reduzido por
conta da alta preditividade e confiabilidade dos métodos computacionais (in silico),
abreviando assim o tempo de desenvolvimento de um novo farmaco. Ja no meio
académico, os meétodos in silico também representam uma grande ajuda aos grupos
experimentais, pois muitas vezes dispensam a sintese cara e demorada de algumas
moléculas que n&o apresentariam atividades biologicas satisfatorias, segundo os
modelos preditivos in silico.

Dentre os métodos in silico disponiveis, as técnicas de docking (virtual
screening) sao muito frequentes em trabalhos de quimica medicinal. Os métodos de
docking sdo baseados no conhecimento prévio da estrutura tridimensional do alvo
biolégico (normalmente uma proteina ou enzima), que é utilizada para elucidar as
possiveis intera¢des intermoleculares entre os ligantes (farmacos em potencial) e o
sitio ativo destes alvos bioldgicos, relacionados a uma fisiopatologia em questéo.

O uso de produtos naturais contra os efeitos de picadas de serpentes tem
sido reconhecido ha muito tempo, mas somente nos ultimos 20 anos esse uso
recebeu uma atencéo cientifica mais concentrada (MORS et al., 2000; MELO, M. M.
et al., 2007). A aplicagdo de preparagbes de plantas medicinais com atividade
antiofidica pode ser util no tratamento primario de vitimas de acidentes com
serpentes. Particularmente importante em areas onde o soro anti-veneno n&o esta
prontamente disponivel (PITHAYANUKUL et al., 2005).

Serpentes venenosas que pertencem ao género Bothrops (Jararacas) s&o
muito comuns no Brasil, especialmente nas regides de Cerrado, e respondem por
cerca de 88% dos acidentes registrados no pais, segundo o Instituto Butanta. O
envenenamento por estas cobras resulta em uma mionecrose aguda que pode
evoluir para uma perda permanente de tecido, amputagao e até mesmo a morte.

As principais moléculas envolvidas nos efeitos locais toxicos destes venenos
(edema, hemorragias e mionecroses) sao toxinas de carater enzimatico, como
isoenzimas fosfolipase A, do grupo Il, serino proteases, metalloproteases Zn?*-
dependentes e L-aminoacido oxidases (LAAO), e proteinas sem ac¢do enzimatica,
como lectinas tipo C, miotoxinas, desintegrinas, inibidores “Kunitz-like”, fatores de
crescimento e proteinas secretodrias ricas em cisteina (ESPINO-SOLIS et al., 2009).

O veneno de B. jararacussu, por exemplo, apresenta uma alta atividade
miotéxica. As principais miotoxinas encontradas neste veneno s&o a BthTX-l,
fosfolipase LYS-49 cataliticamente inativa, e a BthTX-lIl ASP-49, com baixa atividade
catalitica, que s&o capazes de induzir mionecrose, hemorragia, edema, hipotensao e
inibigdo da agregacédo plaquetaria por mecanismos pouco conhecidos (TAKEDA, A.
A S. etal., 2004).
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Ja a fosfolipase Az (PLA;), isolada a partir do veneno da serpente Echis
carinatus sochureki, pertence ao subgrupo das fosfolipases A, SER-49, foram
caracterizadas como tendo baixa atividade enzimatica, porém com potentes
atividades miotoxicas, sendo assim um alvo muito importante para estudo (ZHOU et
al., 2008).

Além dos efeitos prejudiciais dos venenos de serpentes, substancias
extraidas de venenos ofidicos também serviram de protétipo para obtencdo de uma
classe de agentes terapéuticos anti-hipertensivos, os inibidores de enzima
conversora de angiotensina (Captopril). Diversas toxinas extraidas de venenos de
serpentes estdo sendo utilizadas analiticamente em estudos laboratoriais de
hemostasia (MARSH; WILLIAMS, 2005).

O processo inflamatério € controlado por um conjunto de substancias
chamadas de mediadores quimicos. Mediadores quimicos enddégenos consistem em
aminas vasoativas, citocinas, bradicininas, fibrina, componentes do complemento,
eicosanoides, fator de ativacdo plaquetaria (PAF), oxido nitrico e neuropeptidios.
Eicosanoides que incluem as prostaglandinas, prostaciclinas, tromboxanos e
leucotrienos, sao produtos da metabolizagcdo do acido araquidbénico pelas
ciclooxigenases (COX) e lipooxigenases (LOX). Apesar dos grandes esforgos
investidos no desenvolvimento de drogas capazes de suprimir a conversao do acido
araquidénico em eicosanoides pro-inflamatérios, o resultado n&o obtevesse o
sucesso esperado. A falta de especificidade pelas enzimas COX e LOX resultou em
efeitos colaterais indesejaveis, responsavel pelo fracasso do conceito. Como
alternativa, uma nova linha de pesquisa na descoberta de drogas anti-inflamatdrias
foi aberta, e teve inicio a busca por inibidores de PLA; (FOLMER et al., 2010).

Neste sentido, o presente trabalho tem o objetivo de contribuir com a
definicdo de estratégias in silico que podem ser usadas para a definigdo e
otimizagao de inibidores mais potentes de PLA,. Cabe ressaltar, que deste ponto em
diante, os nhomes das moléculas, principalmente dos ligantes (potenciais inibidores),
que aparecerem no texto em formatagao italica, dizem respeito os nomes originais
na lingua inglesa, para evitar possiveis enganos com as tradu¢des destes nomes.
Os nomes de moléculas que aparecerem sem formatacdo italica correspondem a
tradugéo para o portugués.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Fosfolipases A; (PLA;)

PLA2s sdo enzimas lipoliticas encontradas em quase todos os tipos
celulares. Elas catalisam a hidrolise de glicerofosfolipidios na ligagdo acil sn-2,
liberando um lisofosfolipidio e um &acido araquidénico. A liberacdo desses acidos
pode ter a fungdo de reserva energética e precursores de eicosanoides, potentes
mediadores da inflamag&o. Por outro lado os lisofosfolipidios estdo envolvidos na
sinalizagdo celular e na remodelagem dos fosfolipidios, consequentemente
perturbando a membrana (SANTOS, DOS et al., 2011).

Quinze tipos diferentes de PLAzs foram caracterizadas, e agrupadas em
quatro familias distintas: PLAys secretadas (sPLAzs), PLA,s citosolicas (cPLAgs),
PLA,s associada a lipoproteina ((LP)PLA2s) e PLA,s independentes de calcio
(iPLAzs) (FOLMER et al., 2010).

As sPLAjs sdo geralmente encontradas nos venenos de serpentes,
escorpides e abelhas. Também podem ser secretadas pelo pancreas e outras
células de mamiferos. As sPLA2s encontradas em peconhas foram classificadas em
quatro grupos, baseado em sua estrutura primaria (VALENTIN; LAMBEAU, 2000).

Foram primeiramente encontradas em venenos de serpentes e classificadas
nos grupos | e Il, de acordo com seus padrdes de ligagdes dissulfeto e comprimento
de alguns loops. As serpentes da familia elapidae foram classificadas no grupo |,
enquanto as sPLA>s das serpentes do género Bothrops e Crotalus fazem parte do
grupo Il (MARCHI-SALVADOR et al., 2008). Uma sPLA, de peconha de abelha foi o
primeiro membro identificado do grupo lll. Em seguida foram identificados em outros
invertebrados como em venenos de agua-viva e escorpido. Membros do grupo Il
também foram encontrados em lagartos, indicando a presenga também em
vertebrados. Um sPLA; unica, chamada de Conodipina-M, foi isolada a partir do
veneno do molusco Conus magus, que possui caracteristicas que compdem o grupo
IX (VALENTIN; LAMBEAU, 2000).

Apesar das sPLAs derivadas de pegonhas mostrarem um alto grau de
conservagao estrutural com as sPLAys excretadas de mamiferos, as sPLAzs de
peconhas de serpentes apresentam atividades bioldgicas bastante diversificadas,
podendo uma determinada PLA, apresentar multiplos efeitos biolégicos (CHIOATO;
WARD, RICHARD J, 2003). Elas possuem baixo peso molecular (14 kDa), s&o
dependentes do fon Ca®* para catélise e sdo caracterizadas por possuir um residuo
de aminoacido de histidina no sitio catalitico.

O mecanismo de agdo das sPLA,s envolve um ataque nucleofilico na
ligacdo acil sn-2 dos fosfolipidios (FOLMER et al., 2010). Enquanto o papel das
sPLA2s permanece pouco compreendido, tem sido sugerido que a agdo das sPLAzs
induzem um aumento na concentracdo das cPLA;s, dependentes da liberacdo dos
eicosanoides. Atuando em sinergia com outros mediadores pro-inflamatorios
(YEDGAR, S et al., 2000). Elas sao estruturalmente diferentes das PLA,s do grupo
IV, pertencentes a familia das cPLAss.

As cPLA3s sdo enzimas de 85 kDa, dependentes de atomo de calcio para
sua ativacdo, possuem residuos de serina e de acido aspartico no seu sitio
catalitico. As cPLAzs sdo as unicas PLA;s com especificidade para o acido
araquidénico na posicao sn-2, sao ativadas por estimulacbes extracelulares,
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patogenos, dano tecidual ou estresse quimico ou fisico. A concentragdo de calcio
citosolico, necessaria para ativacdo das cPLAzs resulta da quebra de fosfolipidios
em inositol 1,4,5-trifosfato (IP3), seguido pela ligagado do IP; aos canais de calcio no
reticulo endoplasmatico (YEDGAR, SAUL et al., 2006).

Devido ao seu papel central mediando a geracao de eicosanoides e PAFs e
portanto mediando a inflamagdo, as cPLA,;s foram reconhecidas como alvos
bastante atrativos para o descobrimento de novos farmacos. Algumas industrias
farmacéuticas como a Pfizer iniciaram o desenvolvimento de candidatos promissores
a drogas com acéo especifica contra as cPLAzs (FOLMER et al., 2010).

As PLA;s também podem mediar a carcinogénese liberando os
lisofosfolipidios, que podem induzir o crescimento celular através do seu
metabolismo ao acido lisofosfatidico. Inibidores de PLAzs s&o alvos atraentes contra
o0 cancer, ja que teoricamente diminuem a formacédo do acido araquidbnico e,
consequentemente, do acido lisofosfatidico (CUMMINGS, 2007).

A expresséo e a atividade das PLA;s sdo aumentadas em diversos casos de
canceres (YAMASHITA, S. OGAWA; et al.,, 1994), incluindo o cancer de mama
(YAMASHITA, S. YAMASHITA, J. et al., 1994; YAMASHITA, S. OGAWA; et al.,
1994), pancreatico (KIYOHARA et al.,, 1993), préstata (KALLAJOKI et al., 1998;
JIANG et al., 2002), figado (YING et al., 1994) e pele (YAMASHITA, S. YAMASHITA,
J. et al.,, 1994). Também foi relatado uma maior expressdo de cPLAzs no cancer de
colo retal. Embora o papel das cPLAzs em modelos animais tenha apresentado
resultado controverso (NIKNAMI et al., 2009).

Diferente das cPLA;s, as (Lp)PLAgs, ou PAF-acetil-hidrolases (PAF-HAs),
receberam esse nome devido a sua habilidade de quebrar o grupo acetilado do PAF
na posigdo sn-2. Também possuem propriedades anti-inflamatorias, uma vez que
sdo capazes de degradar as moléculas de PAF. Contudo as (Lp)PLA,s tornaram-se
também um alvo importante na descoberta de novos inibidores de PLAgs, ja que
foram reconhecidas como um fator de risco positivo nas doencgas cardiacas
coronarianas (BURKE; DENNIS, E. A, 2009).

Ja as iPLA,, possuem implicacdes na via de sinalizacdo de carater complexo
e ainda pouco se sabe sobre essas implicagbes. Desempenham um papel na
formacao dos ossos, apoptose, liberagao de insulina, desenvolvimento do esperma e
regeneracao de axdénios (FOLMER et al., 2010).

Em todas as estruturas do grupo mais bem caracterizado das sPLA3s, grupo
II, € comum a existéncia de sete pontes dissulfeto e a conservacdo dos elementos
estruturais principais, como pode ser observado na figura 1. Composi¢gdo da
estrutura:

Alfa-hélice N-terminal (residuos 2-13);

“Loop” de ligacédo do atomo de Ca?";

Duas alfa-hélices antiparalelas (residuos 40-53 e 90-108);
Folha-beta (residuos 75-84);

“Loop” C-Terminal (residuos 109-133).

Alguns residuos que compdem o sitio catalitico (HIS48, TYR52 e ASP99)
sdo completamente conservados nas sPLAzs, pertencentes ao género Bothrops.
Entretanto, no sitio de ligagdo do ion Ca®*, como ASN28, LEU32 e ASP49 é possivel
encontrar substituicées importantes em ASP49-PLA,s (SOARES, A M; GIGLIO, J R,
2003).
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a-hélice N-terminal

"Loop" de ligacdo
do &tomo de Ca

<— Folha-B

"Loop" C-Terminal

a-hélices antiparalelas

Figura 1: Representagcdo de uma sPLA,, em destaque os principais elementos
estruturais.

Em venenos de serpentes da familia Viperidae, existe um importante
subgrupo de PLAzs, as LYS49-PLA;s. Essas proteinas possuem substituicdo, de um
residuo ASP por um de LYS que dificulta a ligagdo do ion Ca?*, cofator essencial
para a atividade catalitica das PLA2s, na incapacidade de promover a hidrélise do
fosfolipidio. No entanto, essa perda da atividade catalitica na LYS49-PLAss seja
talvez mais enigmatica, uma vez que ambos LYS49-PLA,s e ASP49-PLA;s tem seus
residuos importantes para desempenhar a fungao catalitica conservados. Apesar da
inatividade catalitica, as LYS49-PLAzs desempenham um importante papel nos
acidentes ofidicos, induzindo uma drastica mionecrose local, por um mecanismo
independente da presencga do fon Ca?' que ndo é completamente compreendido
(MARCHI-SALVADOR et al., 2009).

A Crotoxina (Crotoxin) uma PLA,, € a principal proteina presente no veneno
da serpente cascavel sul-americana (Crotalus durissus terrificus), foi a primeira
toxina animal purificada e cristalizada. E um complexo molecular heterodimero,
relacionada a importantes efeitos do envenenamento, como disturbio neurolégicos,
miotoxicidade e insuficiéncia renal (MARCHI-SALVADOR et al., 2008). As duas
subunidades que compdem essa toxina sao:

* Molécula acida, ndo téxica e sem propriedade enzimatica (Crotoxina
A, CA ou Crotapotina);
* Molécula téxica, ASP49-PLA; basica (Crotoxina B, CB e Cdt PLA,).

O mecanismo bioquimico dos constituintes da Crotoxina constituem um
exemplo de potencializagdo molecular, uma vez que a subunidade acida, n&o toxica
dificulta a formagao de interagdes nao especificas entre a Asp49-PLA; basica e seus
substratos. Consequentemente, a Crotoxina se liga a receptores especificos
presentes nas terminagdes nervosas pré-sinapticas, e possivelmente em
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sarcoplasmas e outras membranas plasmaticas. Apos a ligagao entre a Crotoxina e
seus alvos moleculares, o complexo se dissocia, induzindo efeitos neurotéxicos,
citotoxicos e miotoxicos potentes (MARCHI-SALVADOR et al., 2008).

O mecanismo de acgdo das miotoxinas, incluindo as mutantes naturais
LYS49-PLA;s, ARG49-PLAs, GLN49-PLAjs, ASN49-PLA,s, SER49-PLA;s, e
algumas ASP49-PLAjs, sdo de grande interesse cientifico, uma vez que séo
capazes de causar danos nas fibras musculares rapidamente, logo depois de uma
picada de serpente, e assim como outras proteinas e peptideos, podem provocar
uma incapacidade e perda permanente de tecido (GUTIERREZ, J M et al., 2006).
Ensaios para neutralizar essas toxinas de forma eficiente ainda n&o alcangaram
resultados definitivos ate os dias de hoje, apesar de muitos estudos terem sido
realizados nos ultimos anos (LOMONTE et al., 2009; SANTOS, DOS et al., 2011).

O subgrupo de homologos de LYS49-PLAss, € o mais estudado e melhor
caracterizado entre as PLA,s. Sdo conhecidas por serem miotoxicas apesar de nao
possuirem atividade enzimatica. Esse fato foi inicialmente atribuido a substituicdo
natural do residuo de aminoacido ASP pelo residuo LYS na posicédo 49, presente
nessas PLA,s. Mais recentemente outras peculiaridades demostraram também estar
envolvidas na perda da atividade catalitica. Estudos envolvendo peptideos sintéticos
e mutagdes sitio-dirigidas sugerem a regidao C-terminal dessas proteinas como sitio
responsavel pela atividade miotoxica das LYS49-PLA;s (MARCHI-SALVADOR et al.,
2009; SANTOS, DOS et al., 2011).

A substituicdo dos residuos de ARG e LYS por ALA na regido 117-122 da
toxina botrépica | (BthTX-l) resultou em uma reducgdo significativa da atividade
miotéxica (CHIOATO et al., 2002). Lomonte et al propuseram que a agao da LYS49-
PLA; origina-se da interacdo dos residuos C-terminal positivos com os fosfolipidios
aniénicos de membrana (LOMONTE et al., 2003). Recentemente apds uma revisdo
de muitas estruturas cristalograficas de LYS49-PLA,s dos Santos e colaboradores
concluiram que os residuos LYS20, LYS115 e ARG118 provavelmente constituem o
sitio miotoxico das LYS49-PLA; botrépicas (SANTOS, DOS et al., 2009, 2011).

Outras miotoxinas, fora desse grupo bem caracterizado, requerem estudos
funcionais e estruturais mais aprofundados. Um dos subgrupos incluem as ASP49-
PLA2s miotdxicas, toxina brotrépica Il (BthTX-Il) e piratoxina Il (PrTX-lll), proteinas
que sao capazes de induzir dano muscular, mas apresentam atividade catalitica
muito baixa (GUTIERREZ, J.M. et al., 1991; TOYAMA, M H et al., 1999). Essas
toxinas parecem ser uma excecgao entre as classicas ASP49-PLAzs, uma vez que
apresentam um potencial reduzido, mesmo conservando os residuos da rede
catalitica (SANTOS, DOS et al., 2011).

BthTX-Il, umas toxina ASP49-PLA, basica da B. Jararacussu, € também
conhecida pelos seus efeitos edematogénicos e hemoliticos, e por sua capacidade
de induzir agregacéao plaquetaria e secrecéo através de multiplas vias de transdugéo
de sinais. Os residuos entre THR112 e PRO121 da BrthTX-Il sdo assumidos como
responsaveis pela atividade miotoxica (SANTOS, DOS et al., 2011).

A manutengao da arquitetura do loop de ligagdo do atomo de calcio, seu sitio
de ligacédo, é essencial para a atividade catalitica das PLAzs dos venenos de
serpente. Os residuos dessa regido TYR28, GLY30 e GLY32, junto com ASP49 s&o
responsaveis pela formagao do poliedro de coordenacéo do ion Ca* (SCOTT et al.,
1990; ARNI, R.K; WARD, R.J, 1996).

Estudos estruturais recentes da BthTX-Il mostraram uma distor¢cdo no loop
de ligagdo do atomo de calcio na proteina quando comparado a ASP49-PLAzs
classica. Também foi observada essa distorgdo analisando a estrutura cristalografica
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da PrTX-lll, sugerindo que essas toxinas pudessem ser cataliticamente inativas
(RIGDEN et al., 2003; CORREA et al., 2008; SANTOS, DOS et al., 2011).

2.2 Inibidores de Fosfolipases A;

Durante a soroterapia, a neutralizagdo dos efeitos toxicos sistémicos dos
venenos € normalmente alcangada, mas a neutralizacdo do dano tecidual local
raramente ocorre (CARDOSO et al., 2003). Além disso, a demora no atendimento
aos pacientes que sofrem acidentes ofidicos, mesmo com a soroterapia, pode
agravar o quadro clinico, com evolugéo para a insuficiéncia renal aguda (HAVT et
al., 2001). Sendo assim, a pesquisa por novos inibidores de venenos, sejam eles
sintéticos ou naturais, que sejam capazes de complementar a soroterapia,
principalmente na neutralizagdo dos danos teciduais locais, € necessaria e de
grande importancia para a saude publica (SILVA, DA et al., 2004).

A presenca das PLAzs em serpentes peconhentas, sem a presenca dos
efeitos toxicos, desperta a curiosidade para alguma substancia que a proteja contra
os efeitos téxicos. Em 1976 foi possivel caracterizar um série de proteinas séricas
globulares, com fungdo de neutralizar os efeitos toxicos e enzimaticos das PLA,s de
serpentes (KIHARA, 1976). A resisténcia aos efeitos toxicos das PLA,s vem sendo
associada a presencga destas proteinas neutralizantes (FAURE, 2000).

A Crotapotina, enzima isolada do veneno de Crotalus durissus terrificus, €
um exemplo. Capaz de inibir edema na pata de camundongo e a atividade miotdxica
induzidos por PLA.s de trés espécies distintas, B. jararacussu, B. pirajai e B. moojeni
(CECCHINI, A. L. et al., 2004).

Também existem relatos na literatura de outros animais, providos de uma
imunidade natural contra venenos e também de organismos, principalmente
marinhos, com compostos dotados de atividade anti-fosfolipasica. A maioria dos
casos nos estudos com animais, mostram que a presencga de proteinas no sangue é
capaz de oferecer uma resisténcia aos venenos de serpentes. Um exemplo € a
presenca, no soro de marsupiais Didelphis marsupialis, D. albirentris e Philander
opossum, de fatores capazes de inibir o efeito miotéxico e hemorragico induzidos
pelo veneno das serpentes botrdpicas (LIZANO et al., 2003).

Os organismos marinhos, tais como corais, aguas-vivas, estrelas do mar,
anémonas e lesmas marinhas, desenvolveram potentes inibidores de PLA;s, 0 que
nao pode ser considerado uma surpresa, devido a grande necessidade de se
defender em seu ambiente natural (FOLMER et al., 2010). Os inibidores de PLA; de
origem marinha pertencem de uma forma geral a classe terpenos. Possuem a
formula geral (CsHs),. Podem ser classificados de acordo com o valor do n: n=1
hemiterpenos; n=2 monoterpenos; n=3 sesquiterpenos; n=4 diterpenos; n=5
sesterpenos; triterpenos n=6 e tetraterpenos n=8.

Um sesquiterpeno que merece destaque é a Bolinaquinona, isolada da
esponja Dysidea sp., mostrou inibir a atividade enzimatica de sPLAzs com ICsy de
100nM, embora muito potente ndo € um inibidor seletivo contra sPLA,s. Ela também
afeta as cPLA;s (MONTI et al.,, 2009). Os sesterpenos possuem um excelente
potencial como compostos anti-inflamatorios. O sesterpeno Manoalide, que foi
isolado pela primeira vez na década de 80 a partir de uma esponja Luffariella
variabilis por Scheuer et al (SILVA, E. D. DE; SCHEUER, 1980), se tornou o primeiro
produto natural marinho com atividade anti-PLA, e ainda é muito investigado ate os
dias atuais. Suas propriedades inibitorias, do Manoalide, foram descobertas em
meados dos anos 80 (LOMBARDO; DENNIS, E. A., 1985; GLASER; JACOBS,
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1986). O que confirmou que a atividade anti-PLA; era responsavel por efeitos anti-
inflamatorios constatados anteriormente (FOLMER et al., 2010).

Também como a Bolinaquinona, o Manoalide é um inibidor inespecifico de
PLAzs. O Manoalide inibe sPLA, humana(lCso= 1,7 pM), sPLA, de veneno de
serpentes (IC50=0,03uM) e cPLA; (ICso= 10uM). Manoalide foi licenciado pela
Allergan Pharmeceuticals e alcangou a fase dois dos ensaios clinicos como uma
droga antipsoriatica tépica, embora seu desenvolvimento tenha sido descontinuado
devido a um problema na formulagdgo (HAEFNER, 2003). Muitos analgos do
Manoalide foram isolados de esponjas pertencentes ao género Luffariella, assim
como de outras esponjas também. A maioria dos analogos incluem Secomanoalide,
Luffariellolide, Luffariellins A e B e Luffolide (POTTS et al., 1992).

Varios artigos de revisdo sobre plantas medicinais e terapias alternativas
foram publicados. Um grande numero deles, provenientes de diversas partes do
planeta, menciona plantas com conhecida atividade de neutralizagdo das agdes de
venenos ofidicos, dentre este, somente alguns poucos atribuem a atividade a
substancias quimicas identificadas, e um numero menor ainda deles propde um
mecanismo de agao para esses compostos (PEREIRA, N. A. et al., 1994; MORS et
al., 2000).

Diversas plantas contendo pterocarpanos tém seu uso descrito em diversas
culturas ao redor do mundo como antidotos orais contra venenos de serpentes e
aranhas (JIMENEZ-GONZALEZ et al., 2007). No Brasil, o “Especifico Pessoa”, uma
preparacgao fitoterapica vendida na amazdnia para os trabalhadores rurais, que a
tomam antes de entrar na mata, serviu de base para os trabalhos de Nakagawa e
colaboradores (1982), que isolaram deste fitoterapico dois novos pterocarpanos
prelinados, as Cabenegrinas A-l e A-Il.

Estes compostos apresentaram atividade antiofidica contra o veneno de
Bothrops atrox (jararaca-do-norte) em doses de 2,8 e 2,0 mg.kg™. No entanto, os
pesquisadores ndo puderam identificar a planta usada na fabricacdo do Especifico
(NAKAGAWA, MASASHI et al., 1982; SILVA, G. L. D. et al., 1997; MILITAO et al.,
2007). Por outro lado, foram isolados do extrato etandlico das raizes de Harpalyce
brasiliana Benth., conhecida popularmente como “raiz-de-cobra”, varios
pterocarpanos, dentre eles, as Cabenegrinas A-l e A-lI(SILVA, G. L. D. et al., 1997),
sugerindo a H. brasiliana como sendo uma das espécies utilizadas na preparagao do
remédio “Especifico Pessoa” (MILITAO et al., 2007).

Desta forma, a alta atividade dos pterocarpanos em toxinas miotoxicas com
atividade fosfolipasica e proteolitica, principais responsaveis pelo dano tecidual local,
torna o estudo destas moléculas bastante interessante, na tentativa de obter
compostos prototipos (“lead compounds”), capazes de inibir uma vasta gama de
toxinas isoladas de diferentes venenos de serpentes (SILVA, A J M DA et al., 2004).

Em 2005 foram relatadas atividades anti-inflamatérias antimiotéxicas do
extrato de Cordia verbenacea e do principio ativo, um composto fendlico, o Acido
Rosmarinico. Essa atividade foi relatada contra os efeitos induzidos pelo veneno da
serpente B. jararacussu e pelas suas principais PLAs (TICLI et al., 2005).

Estudos apontam a atividade antioxidante, anti-inflamatoria, antidepressivo e
supressora, como o0s principais efeitos do acido rosmarinico (MAKINO et al., 2002;
TAKEDA, H. et al., 2002; CERVELLATI et al., 2002). Existem relatos que indicam
que a biossintese do Acido Rosmarinico envolve os aminoacidos aromaticos TYR e
PHE como precursores (SHETTY, 1997).

Na classe dos triterpenoides, dois triterpenos extraidos de Betula alba,
apresentaram atividade aniti-PLA,. Esses dois compostos, Betulina e o Acido
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Betulinico, foram submetidos a um estudo de docking e foi possivel observar um
interacdo favoravel com o sitio ativo da PLA,, justificado pelo valor de score
encontrado (BERNARD et al., 2001).

Alguns cumestanos isolados de Eclipta prostrata, como Wedelolactona, e
Cumestrol e alguns de seus derivados sintéticos estdo entre os compostos mais
ativos. Da Silva e colaboradores conseguiram antagonizar a liberagcdo de creatina
quinase no musculo esquelético, administrando individualmente cinco analogos de
Wedelolactona na concentracdo de 30uM. Induzida pelo veneno da serpente B.
Jararacussu (DA SILVA, et al., 2001).

Flavonoides tem demostrado capacidade de inibir PLA2s, a Quercetina,
Apigenina, Canferol, Luteolina e alguns glicosideos da Quercetina, como a Rutina,
Quercitrina e Isoquercitrina, sdo encontrados com certa frequéncia em plantas com
atividade antiofidica (MORS et al., 2000). Lindahl e Tagesson em 1997 descreveram
os efeitos inibitorios dos flavonoides em algumas PLA,s de algumas espécies de
serpentes, em particular o composto Rutina, salientando a proximidade e
coplanaridade do grupo hidroxil-fendlico do atomo de carbono 5 e grupo carbonil
pirbnico para a atividade (LINDAHL, M; TAGESSON, C, 1997).

A maioria dos estudos quimicos realizados com a espécie Aristolochia,
mostra a producdo de compostos nitrogenados peculiares, acidos aristoldquicos e
aristolactamas, sendo o Acido Aristoléquico o mais abundante. O Acido Aristoléquico
€ capaz de inibir as atividades enzimaticas de uma PLA, econtrada no veneno da
serpente Vipera russelli assim que chega ao sitio ativo, mas falha ao inibir outras
atividades da enzima (VISHWANATH; GOWDA, 1987). Os estudos de Vishwanath et
al sugerem que o Acido Aristoléquico forma um complexo 1:1 com a PLA,, atuando
como um inibidor enzimatico ndo competitivo (MORS et al., 2000).

Em um teste comparativo realizado na literatura (LINDAHL, M; TAGESSON,
C, 1993), avaliando a influéncia da Quercetina, Clopromazina, Acido Aristoléquico e
Indometacina sob uma fosfolipase A, do grupo Il, obtida a partir do veneno da Vipera
russeli, observou-se que a Quercetina e a Clopromazina foram capazes de inibir a
atividade da PLA; em concentragdes menores (< 100uM), enquanto o Acido
Aristoléquico e a Indometacina foram capaz de inibir apenas em concentragdes mais
altas (> 100uM).

Existe um grande numero de moléculas com atividades antiofidicas, com
relatos de sua estrutura quimica na literatura. Um banco de dados, chamado Plant-
antivenom (http://gbi.fmrp.usp.br/plantantivenom/), reuni valiosas informagdes sobre
alvos antiofidicos e plantas com atividade anti-veneno. Apesar dos avancgos na area
de toxinologia, ainda existe uma dificuldade na obtengdo das estruturas quimicas
desses inibidores, uma vez que nao foi encontrado um banco de dados
especializado em estruturas de moléculas com atividade anti-veneno. Nos bancos
de dados especializados em estruturas de moléculas como o PubChem
(http://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/) e o ChemSpider (http://www.chemspider.com/) é
possivel encontrar a estrutura desses compostos. Mas como n&o é reportada a sua
atividade antiveneno fica dificil fazer uma busca por essas moléculas, tornando essa
busca uma tarefa ardua.
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2.3 Modelagem Molecular

A modelagem molecular € uma ferramenta de notavel importancia, na
descoberta de novos farmacos, assim como também na otimizagdo de um farmaco
ja existente. Esse patamar sé pode ser alcangado devido a grande evolugao
tecnolégica na area da computagcédo, que em termos de hardware, possibilita a
execucgao de calculos mas robustos e de software, com programas e metodologias
capazes de reproduzir resultados mais proximos dos obtidos biologicamente
(RODRIGUES, C. R., 2001).

Ao realizar o estudo de modelagem molecular € possivel langar méo de
diversas metodologias para modelar o sistema de interesse. Dentre essas
metodologias as de mecanica molecular, mecénica quantica, dinamica molecular ou
ainda de um estudo de docking, estdo entre as mais empregadas nos estudos in
silico.

Mecénica molecular € um método usado para calcular estruturas, energias e
algumas propriedades de moléculas, onde sao utilizados campos de forga baseados
nos movimentos dos nucleos. Os elétrons ndao sao considerados explicitamente, mas
uma vez que as posi¢cdes dos nucleos sdo conhecidas € assumido que eles
encontraram uma distribuicdo otima. Dessa forma admite-se que a mecénica
molecular trata a molécula como uma colecéo de esferas representando os nucleos,
conectadas por molas, representando as ligacdes. A dindmica molecular € uma
extensdo da mecanica molecular, onde o comportamento dindamico dos sistemas
moleculares €& simulado através da integracdo numérica das equagdes do
movimento (RODRIGUES, C. R., 2001).

Os métodos de mecanica quéntica utilizam abordagens de maior preciséo,
mas também de maior demanda computacional. Estao divididos em ab initio e semi-
empiricos. Os métodos ab initio resolvem a equac¢ao de Schrodinger associada a um
Hamiltoniano molecular, enquanto os métodos semi-empiricos tém boa parte dos
seus parametros ajustados a dados experimentais. Essa parametrizacdo aumenta
de forma significativa a velocidade dos calculos (RODRIGUES, C. R., 2001).

2.3.1 Docking

O termo docking € proveniente do termo da lingua inglesa que significa
atracar, ancorar ou acoplar, fazendo alusdo ao fato das moléculas estudadas
(ligantes) serem “ancoradas” nas imediagdes do sitio ativo do alvo biolégico, assim
como se um barco estivesse se atracando a um cais de porto.

O docking determina se ha interagcdo entre estas duas moléculas (ligante e
alvo) no intuito de elucidar as razdes moleculares responsaveis pela poténcia
farmacologica destes ligantes ou farmacos em potencial. O procedimento de docking
busca pela orientacdo que maximiza essas interagdes intermoleculares,
minimizando a energia total do sistema. Assim, o ligante e a proteina formam um
complexo por complementaridade estrutural e por estabilizagdo energética (RAREY
et al., 1996), ilustrado na figura 2.



2 REVISAO DA LITERATURA 31

_|_

Figura 2: llustracdo de docking. Em verde o receptor, em marrom o ligante.
Demostrando a formagao do complexo.

Apesar do docking ser um método genérico, que funciona tanto com
proteinas, quanto com acidos nucléicos (DNA e RNA), nos fixaremos na discussao
dos alvos proteicos, por serem mais comuns e objeto principal de nosso estudo.

As proteinas sdo compostas por cadeias de aminoacidos que formam
ligacdes peptidicas entre si. Elas possuem uma organizagdo espacial de sua cadeia
de residuos de aminoacidos ou estrutura primaria, formando estruturas secundarias
(como a-hélice ou folha-f, por exemplo), terciarias (estrutura tridimensional no
espaco cartesiano) e até quaternarias (arranjos espaciais entre mondmeros,
formando dimeros, trimeros, etc.). Esse arranjo espacial € o resultado de forgas
estabilizadoras entre os aminoacidos, principalmente ligacées de hidrogénio, que
conferem a proteina o seu enovelamento (folding) no espaco tridimensional. O local
ou regido da proteina onde o substrato natural ou o farmaco se liga € denominado
sitio ativo e representa a regido mais importante para o docking.

Para uma interagdo bem sucedida, a forma do ligante deve se ajustar a da
cavidade ou sitio ativo da proteina (sistema “chave e fechadura” — ver Figura 3) e
deve ocorrer a maximizagao das interagdes intermoleculares de forma geral, como a
maximizagcdo das ligagdes de hidrogénio e das interagdes hidrofébicas. O ligante
pode atuar tanto como agonista, quando ativa a fungdo da proteina em determinado
organismo vivo, quanto como antagonista, quando inibe a fungdo da proteina ou
enzima.

Na Figura 3, a chave (denominada ligante), pode ser, por exemplo, o
substrato natural de uma determinada enzima (receptor), enquanto o arame
(denominado agonista) pode ser interpretado como uma molécula semelhante ao
ligante (chave), que faz com que a enzima desempenhe o mesmo papel neste
organismo Vvivo. Ja o galho de arvore (denominado antagonista), esta representando
uma molécula que se liga ao sitio ativo do receptor, impedindo que o substrato
natural (chave) ou um agonista (arame) possa se encaixar nesta proteina, fazendo
com que a atividade enzimatica seja inibida (RAREY et al., 1996).
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Figura 3: Representagdo esquematica do modelo de “chave e fechadura” proposto

por Emil Fischer.
Adaptado de http://tubs.sa.utoronto.ca/newpage/topics/pandp.htmi

Existem algumas visdes diferentes na realizacdo de docking. Enquanto no
ambiente académico se prioriza a utilizagdo de métodos de docking de alta preciséo
e se estuda, tipicamente, no maximo algumas dezenas de moléculas ou ligantes por
projeto, na grande industria farmacéutica (big pharma) se priorizam métodos de alta
velocidade, capazes de estudar milhdes de compostos candidatos, porém,
obviamente, comprometendo os niveis de precisdo numérica.

Os métodos de docking se desenvolveram bastante nas ultimas décadas,
entretanto ainda podem ser melhorados. Uma caracteristica importante no docking é
que € necessario possuir a estrutura tridimensional do alvo bioldgico (proteina ou
enzima) para viabilizar a sua realizagdo. Assim, normalmente, a estrutura
tridimensional da proteina é determinada experimentalmente por cristalografia
(normalmente usando difracdo de Raios-X), mas esses dados ainda n&do sao
disponiveis para muitas proteinas cujas estruturas primarias e secundarias ja s&o
conhecidas atualmente. Nesses casos, quando a estrutura experimental por difragao
de Raios-X ainda ndo esta disponivel para a proteina (alvo) em quest&do, pode-se
tentar gerar a estrutura da proteina usando a técnica de modelagem por homologia
(BAKER; SALI, 2001) ou modelagem comparativa, utilizando-se uma outra proteina
semelhante (homdloga), com estrutura tridimensional experimentalmente ja
determinada e conhecida.

O banco de dados RCSB Protein data Bank (PDB) (http://www.pdb.org) é o
maior e mais confiavel banco de dados de estruturas de proteinas (em sua maioria)
e acidos nucléicos, totalizando cerca de 79.000 depdsitos. Considerando-se que
destes, aproximadamente 73.000 estruturas sdo de proteinas, tem-se a disposig¢ao
um bom repositério com informacbes de partida para a realizacdo de um
procedimento de docking. A Figura 4 abaixo exemplifica uma estrutura de proteina,
uma PLA,, extraida do banco de dados PDB.
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Figura 4: Estrutura cristalografica da cadeia A da PLA; Bothropstoxin-I (cédigo PDB:
2H8I), com o seu ligante co-cristalizado (polietileno glicol) em destaque.

Outra questao importante que precede a realizacdo de um calculo de
docking é o conhecimento do sitio ativo da proteina. Essa determinacdo é
geralmente realizada com a co-cristalizagdo de um ligante (substrato natural ou
farmaco comercial) na proteina seguida da determinagdo da posigdo experimental
desse ligante por cristalografia. Assim, em geral considera-se o volume em torno do
ligante co-cristalizado como sendo a regido do sitio ativo da proteina. Quando o sitio
ativo n&o é previamente conhecido, procedimento de docking é denominado de blind
docking, ou docking as cegas, sem uma determinagdo exata do sitio ativo daquele
alvo biolégico. Para superar esse problema, muitos programas de docking possuem
meétodos de deteccdo de cavidade para determinar o sitio ativo, que normalmente é
representado por uma cavidade (JONES et al., 1997; MORRIS et al., 1998).

Uma questdo adicional nos procedimentos de docking € o fato deles
considerarem a proteina rigida durante o calculo, mesmo sabendo-se que elas
possuem varios graus de liberdade conformacionais importantes, como por exemplo,
0s grupos laterais dos residuos de aminoacido, ou mesmo a conformagao da propria
cadeia principal da proteina. Esta questdo tem sido abordada atualmente por alguns
programas que consideram estes graus de liberdade do receptor durante os calculos
de docking, para aprimorar os resultados desta técnica que tém mimetizado de
maneira cada vez mais precisa o processo farmacodindmico da interacdo de um
farmaco com o sitio ativo de seu alvo biologico (MORRIS et al., 2009).

Entretanto, apesar destas questdes levantadas aqui, os programas atuais
vém demonstrando capacidade suficiente para fornecer resultados bastante
confiaveis. Elucidando as interagdes intermoleculares entre ligantes(farmacos) e
receptores biolégicos e, além disso, essas dificuldades tendem a ser superadas pelo
rapido desenvolvimento dos métodos e dos computadores.

O sucesso de um programa de docking depende de trés fatores: a
representacéo do sistema (estrutura do ligante e do receptor), o algoritmo de procura
conformacional (por exemplo, algoritmo genético ou baseado em fragmentos) e a
funcdo de pontuacao (score, pontuagédo relativa para o ordenamento das solugdes
de docking), que muitas vezes representa a energia de interacdo de uma solugao de
docking (pose) para o complexo ligante-proteina.
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A funcdo de score, fitness ou pontuacdo indica quantitativamente a

estabilidade do complexo proteina-ligante obtido a partir de uma solu¢ao de docking.
Para se determinar o score de um complexo, os programas utilizam um campo de
forca (formalismo matematico e parametros implementados internamente nos
programas de docking) muito parecido com os utilizados em métodos de mecénica
molecular (mecéanica classica), normalmente constituido por uma equagdo de
energia potencial de interacdo e parametros correspondentes (ALLEN; TILDESLEY,
1987). A equacao de energia potencial € composta por um termo intramolecular que
mede a estabilidade relativa da proteina e do ligante individualmente e outro termo
intermolecular que mede a interagdo entre a proteina e o ligante. Alguns termos do
potencial de interacdo intramolecular sdo o estiramento de ligagdo, a deformagao
angular e a rotagdo interna, cada um com uma equacgdo correspondente. Ja o
potencial de interacdo intermolecular (U™¢") & composto em geral por interacdes de
Van der Waals e eletrostaticas.
Em geral, os programas usam um formalismo matematico especial, representado
através de um termo adicional, na fungdo de score, para considerar as ligagdes de
hidrogénio, devido a sua grande importancia para os fendmenos biolégicos. Uma
ligacdo de hidrogénio tipica é mais forte que as forcas de Van der Waals, porém
mais fraca que ligagdes covalentes ou idGnicas.

Desta forma, os programas atuais de docking vém sendo usados com
seguranca para fornecer resultados bastante confiaveis no que diz respeito ao
repertério de problemas em quimica medicinal. Dentre os diversos programas de
docking existentes atualmente, podemos citar, como exemplos, o GOLD (comercial
e baseado em algoritmo genético) (JONES et al., 1997), FlexX (comercial e com
algoritmo baseado em fragmentos) (RAREY et al., 1996), AUTODOCK (gratuito para
0 meio académico e baseado em algoritmo genético) (MORRIS et al., 1998).

Estes programas, e outros nao listados aqui, vem sendo amplamente
utilizados tanto no meio académico quanto na iniciativa privada (industria
farmacéutica, por exemplo) e tém sofrido avancgos significativos ao longo dos ultimos
anos. No proximo topico, sera feita uma breve descricdo dos métodos envolvidos
neste programas.

2.3.2 Metodologias de Busca Conformacional

O método de procura conformacional usando o algoritmo genético (JONES
et al.,, 1997) é aplicado também em outras areas como biogenética, ciéncia da
computacdo, engenharia, economia, quimica, matematica e fisica. Consiste numa
técnica de procura usada em computacao para encontrar solugdes para problemas
de otimizacédo (JONES et al., 1995).

A origem do nome se deve ao fato dele pertencer a uma classe de
“algoritmos de evolugdo” que usam técnicas inspiradas em hereditariedade, como
mutacgédo, selecéo e crossover. Tem a vantagem de que a populagao de candidatos a
solucdo de um problema evolui para solugcdes melhores. Neste procedimento, é
designado um score para cada conformagdo do ligante (possivel solugdo de
docking) e assim as conformagdes s&o ordenadas (ranqueadas) e as conformagdes
mais “adaptadas ao ambiente” sobrevivem (sdo selecionadas para as préximas
etapas do calculo) (JONES et al., 1995).

Desta forma, o programa faz uma procura no espago conformacional
definido para o docking, onde esse espaco representa as possiveis orientacdes e
conformacgdes do ligante complexado a proteina. O algoritmo genético obtém novas
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posicbes para o ligante que sdo sucessivamente mais e mais provaveis de
representarem interagdes intermoleculares favoraveis com a proteina (JONES et al.,
1995).

A terminologia usada, por exemplo, no algoritmo genético do programa
GOLD é representada a seguir: (i) gene: critérios geométricos como distancias e
angulos; (ii) cromossomo: conformacédo do ligante (individuo da populagao); (iii)
migragdo: operador genético que realiza a migracdo de um cromossomo; (iv)
mutagcdo: operador genético que altera o valor de um gene aleatoriamente
(randomicamente); (v) crossover ou recombinagao: operador genético que troca
genes entre dois cromossomos (JONES et al., 1995).

Na busca feita no espago conformacional pelo programa GOLD, cada
cromossomo € definido por uma translacéo (posicdo do centro de massa do ligante
no espaco tridimensional), orientagdo (coordenadas esféricas) e graus de liberdade
internos (rotacdo dos &angulos diédricos de ligagdes livres). Uma interpretagcao
esquematica simples do algoritmo genético implementado no programa GOLD esta
representado na Figura 5.

~ Calculo do -
Populagéo gerada Selegéo de
- score de L
randomicamente |:> individuos de
(102 - 10° solugdes ) cada Ih
individuo melhor score
Critérios de convergéncia: ﬁ @
NuUmero Geracgao de
maximo de G - novos individuos
geragdes é @ eragao por algoritmo
; de nova v
produzido c <:’ genético =
Um nivel ES&ULEL%&;Z recombinagao
& > crossover,
satisfatério de melhores ini;ragéo e)
scoree mutagao
atingido para randdmicas

a populagéao
Figura 5: Interpretagdo esquematica do algoritmo genético implementado no
Programa GOLD.

O AUTODOCK também se baseia em algoritmo genético, usando as
operagoes de crossover e mutagao, mas o combina com um método de minimizagao
de energia baseado em procura local. Sua fungéo de score é baseada no campo de
forca AMBER, enquanto o GOLD usa um campo de forca préprio, por exemplo. E
importante ressaltar que as versdes mais recentes do GOLD e do AUTODOCK séao
dotadas de um grande diferencial, que consiste em levar em conta os graus de
liberdade dos grupos laterais dos residuos de aminoacido do sitio ativo durante a
realizagdo do procedimento de docking (MORRIS et al., 1998).

Em contrapartida aos métodos baseados em algoritmo genético, 0 método
de procura conformacional baseado em fragmentos (RAREY et al., 1996), € um
meétodo deterministico (de causa e efeito, ou seja, o estado ou etapa posterior &
determinado pelo anterior). Ele funciona através da divisdo do ligante em fragmentos
(grupos funcionais, tipicamente), fazendo o docking dos fragmentos e, em seguida, a
juncéo desses fragmentos para reconstituir o ligante intacto no final (RAREY et al.,
1996).
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No FlexX, a decisdo de como separar os grupos funcionais importantes do
ligante é interna e automatica. Inicialmente, o programa escolhe um fragmento de
base que contém as interagdes predominantes com a proteina. O fragmento de base
€ posicionado no sitio ativo independentemente do resto do ligante e € alinhado para
otimizar o numero de interagdes favoraveis tipo ligacdo de hidrogénio e hidrofébicas.
Entdo, o fragmento de base é considerado rigido e trés sitios do fragmento séo
mapeados em trés sitios do receptor. As sobreposi¢des sdo removidas e a energia €
calculada.

O ligante é construido por incremento, onde cada novo fragmento é
adicionado em todas as possiveis posi¢cdes e conformagdes. O ligante é mantido
flexivel através dos graus de liberdade torcionais (rotacbes de ligagdes,
principalmente). As sobreposi¢cdes intra e intermoleculares sdo removidas e as
posi¢cdes geradas sao colocadas num ordenamento (ranking), das quais as melhores
solugdes sao sujeitas a um protocolo de agrupamento (cluster). A melhor solugao de
docking no ranking de cada cluster € usada na proxima interagdo (RAREY et al.,
1996).

Esse processo é repetido até um ligante completo ser construido, e depois é
atribuida uma pontuagao (score) as estruturas finais através de um campo de forga.
Os programas que usam esse método de procura conformacional, como o FlexX,
sdo bastante rapidos quando comparados aos programas que usam outros métodos,
como os baseados em algoritmo genético(RAREY et al., 1996).

2.4 Métodos de Comparacgao

Existe um grande numero de programas de docking com algoritmos distintos
de procura conformacional e com diferentes formas de calcular a fungéo de score e
nem sempre € uma tarefa muito facil escolher qual usar para cada caso de estudo.
Para testar a eficiéncia de um método computacional, pode-se sempre comparar
seus resultados com valores experimentais de atividade ou poténcia bioloégicas, por
exemplo.

Assim, para testar um programa de docking, pode-se realizar o re-docking
de um ligante co-cristalizado e/ou o cross-docking. O re-docking significa realizar o
docking para o ligante co-cristalizado da proteina e comparar o resultado com a sua
posicédo cristalografica original no sitio ativo. J& o termo cross-docking significa
realizar um docking cruzado entre um ligante e outros alvos que ndo sejam a
estrutura original de onde ele foi extraido.

Uma outra opgao para avaliar a metodologia, seria observar a relagao entre
o score obtido pelo programa com o resultado de binding em enzima isolada. O
binding é uma medida experimental de afinidade de ligagcdo, com foco
principalmente nas interagdes entre proteinas e ligantes candidatos a farmacos (LIU,
T. et al., 2007). E também importante analisar a demanda computacional gerada por
cada programa. Estes procedimentos normalmente norteiam a selegdo dos modelos
de docking, pois fornecem argumentos quantitativos para a escolha de um
determinado programa e de seus parametros internos de ajuste (sefup) para o
calculo.

As formas de comparagao e analise (quantitativa e qualitativa) dos métodos
in silico, particularmente dos métodos de docking, tem evoluido rapidamente, a
exemplos dos novos trabalhos que tem aparecido recentemente na literatura.

Li et al. descreveram uma nova estratégia, combinando ferramentas como
docking Multiplo e Impresséao Digital de Afinidade, para detectar relagdes funcionais
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entre as proteinas, baseando-se nas caracteristicas de ligacdo do substrato e na
matriz de interagdo ligante-proteina. Aplicaram-na, com sucesso, para a familia das
fosfolipases A,, para investigar a interacdo proteina-ligante, classificagdo de
proteinas com base em suas fung¢des e selegédo de inibidores. Os Dados de ligagao
(“binding”) foram gerados a partir do docking Multiplo entre 12 PLAs (c6digos PDB:
1MF4, 1SV3, 1CJY, 10XL, 1SV9, 1AE7, 1POC, 5P2P, 1KVO, 1DB4, 1BP2, 1G4l) e
84 inibidores de PLA (LI et al., 2009).

Um estudo (BISSANTZ et al., 2000) avaliou os programas DOCK (gratuito
para academia e com algoritmo baseado em fragmentos) , FlexX (commercial e com
algoritmo baseado em fragmentos) e GOLD (commercial e baseado em algoritmo
genético) em combinacdo com sete fungdes de score diferentes. Duas proteinas alvo
foram selecionadas (timidina quinase e receptor de estrogénio) junto com dois
bancos de dados com 990 ligantes e mais 10 ligantes verdadeiros (ligantes com
atividade biolégica comprovada) em cada. O programa GOLD apresentou as
melhores solugbes de RMSD, raiz quadrada do desvio médio quadratico (Root Mean
Square Deviation), e o melhor ranking dos ligantes tanto para a timidina quinase
quanto para o receptor de estrogénio dentre todas as outras combinagdes de
programas de docking e fungdes de score.

Para realizar uma comparacéo sistematica dessas metodologias distintas,
utilizando um grupo de milhares de moléculas é indicado a utilizacdo de modelos
estatisticos, a abordagem mais utilizada e também recomendada para padronizagéo
das comparacgdes é utilizando as curvas ROC (JAIN, AJAY N; NICHOLLS, 2008).
Outras metodologias também sdo reportadas como a utilizagdo do fator de
enriquecimento (GRAAF, DE; ROGNAN, DIDIER, 2008) ou até a utilizagdo de
metodologias préprias como exemplo a SSLR, “sum of the sum of log rank”
(HEVENER et al., 2009).

Porém todos essas métricas sdo projetadas para analisar conjuntos que
possuem resultados experimentais. Na analise de um grupo especifico sem dados
experimentais, como € o caso das PLAzs torna-se necessario langar méo de outros
métodos de comparagdo, como 0s que serdo apresentados na secao de
metodologia.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

O principal objetivo deste projeto é avaliar diversas metodologias de docking
molecular, de maneira comparativa, em alvos biolégicos conhecidos de venenos de
serpentes, particularmente as fosfolipases tipo A, (PLA2s), tentando, desta maneira,
elucidar os mecanismos de interagdo intermolecular dos potenciais inibidores, com
propriedades antiofidicas.

* Construcdo de um banco de dados com os alvos (PLA2s) e ligantes
(potenciais inibidores) selecionados para o estudo;

* Escolha dos programas/metodologias para realizar os calculos de docking
molecular;

* Avaliar, através da analise comparativa dos resultados de docking, os
programas/metodologias para a realizagdo destes ensaios in silico, baseado
tanto no que diz respeito a performance ou desempenho computacional,
quanto a precisdo e preditividade dos resultados obtidos nos modelos
tedricos.

* Analisar detalhadamente o melhor resultado de docking para cada
programa, destacando as interagdes que justificam o resultado encontrado.
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4 METODOLOGIA

4.1 Banco de Dados

Os ligantes (candidatos a inibidores de PLAys) utilizados neste estudo séo
provenientes de produtos naturais ou derivados sintéticos, identificados na literatura
como o estado da arte atual para a quimioterapia antiofidica. Por outro lado, os alvos
farmacologicos selecionados s&do PLAs pertencentes a familia Viperidae (viboras),
dos repteis escamados da subordem serpentes.

Ap6s uma varredura na literatura e nos bancos de dados, foram
selecionadas para o docking molecular (ligante-proteina), 10 estruturas
tridimensionais de PLA,s ja conhecidas, disponiveis no banco de dados pdb, na
tabela 1 € possivel ver as estruturas seleciondas.

Para levar em conta a pluralidade das possibilidades de calculo, o alvo
Crotoxin B(PDB: 2QOG) foi considerado de 3 formas distintas, i) Cadeia B sem o ion
calcio (Ca®*) e sem moléculas de agua; ii) Cadeia B com o ion calcio (Ca®*) e sem
moléculas de agua; iii) Cadeia B com o fon calcio (Ca?*) e a molécula de agua
ndmero 188, que participa diretamente do poliedro de coordenacgéo do Ca?".

Os ligantes selecionados totalizam 103 moléculas organicas, de pequeno e
meédio portes. Algumas moléculas aparecem com duas ou trés estruturas, pois
tiveram que ser duplicadas ou triplicadas, chegando ao numero total de 119
estruturas para calculo, uma vez que nao foi possivel achar um consenso na
literatura a respeito da estrutura exata.

Decidimos por este procedimento com o intuito de mostrar que erros
voluntarios ou involuntarios na estrutura quimica das moléculas podem levar a
resultados de score e pose significativamente diferentes. Uma vez que o resultado
de docking pode mudar, dependendo do tipo de alteragdo estrutural que é feita na
molécula do ligante. Na tabela 2 é possivel observar os ligantes selecionados para o
estudo de docking molecular.

O banco de dados foi criado utilizando o programa Microsoft Access 2007,
onde as estruturas das moléculas selecionadas foram extraidas principalmente de
duas fontes: i) a tese de doutorado de Hage-Melim (HAGE-MELIM, 2009) e, ii) de
um artigo sobre produtos naturais marinhos que tem as PLA,;s como alvo (FOLMER
et al., 2010). Nessas referéncias, é possivel encontrar informacdes tanto sobre os
inibidores, quanto sobre as estruturas das moléculas. As estruturas tridimensionais
também foram confirmadas, quando possivel, nos bancos de dados de moléculas
PubChem (http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov) e ChemSpider
(http://www.chemspider.com). Quando ndo foi possivel encontrar as estruturas foi
necessario construir a molécula manualmente.



Tabela 1: Alvos selecionados para o estudo de docking molecular.
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. 1 Resolugao . Ultima A
Alvos Origem Caédigo A) Data Deposito Modificacio Referéncias
Bothropstoxin-| _Bothrops 2H8| 19 07/06/2006 | 13/07/2011 | (MURAKAMIetal,
jararacussu 2007)
Bothropstoxin-| _Bothrops 3103 148 24/06/2009 | 30/11/2011 | (FERNANDES, C. A. H.
jararacussu et al., 2010)
. Bothrops .
Bothropstoxin-Il | 20QD 219 31/01/2007 | 24/02/2009 | (CORREA et al., 2008)
jararacussu
Piratoxin-lll Bothrops pirajai | 1GMZ 2,40 27/09/2001 | 24/02/2009 | (RIGDEN et al., 2003)
Crotoxing | Crotalus durissus | 4 2,28 20/07/2007 | 24/02/2009 | (MARCHI-SALVADOR
terrificus et al., 2008)
Piratoxin-| Bothrops pirajai | 2Q2J 165 28/05/2007 | 22/09/2009 (SANTO%(%?S etal.,
Piratoxin-| Bothrops pirajai | 20K9 2,34 16/01/2007 | 27/10/2009 | (MARCHI-SALVADOR
et al., 2009)
Piratoxin-Il Bothrops pirajai | 1QLL 2,04 01/09/1999 | 24/02/2009 | (LEE, W.-H. et al., 2001)
Bn IV Bothrops neuwiedi | 3MLM 2,21 17/04/2010 | 17/04/2010 (DELATZ%T%E etal.,
Myotoxin Il | Bothrops moojeni | 1XXS 1,80 08/11/2004 | 24/02/2009 | (WATANABEetal,

2005)
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Os modelos de geometria para os ligantes usados neste trabalho foram
obtidos através da aplicacdo do método semi-empirico RM1 (ROCHA, G. B. et al,,
2006), disponivel como parte do pacote de programas Spartan 08 (“Spartan ‘08
Tutorial and User's Guide,” 2008), usando padrdes internos para os critérios de
convergéncia. Apos a otimizagdo da geometria dos ligantes, foi necessario efetuar
uma correcdo manual dos tipos de atomos para o formato de arquivo MOL2,
adotado por quatro dos seis programas de docking utilizados nesse estudo.

Com o intuito de aumentar a capacidade comparativa dos resultados de
docking, foi realizado um alinhamento prévio das estruturas dos alvos, facilitando a
definicdo do sitio ativo de forma uniforme para todos os calculos, como também a
comparagao dos resultados. A estrutura da PrTX-I, codigo 20K9, foi utilizada como
referéncia.

Foram selecionados para serem avaliados comparativamente, diversos
programas de docking molecular (ligante-proteina) que se baseiam, inclusive em
diferentes abordagens metodoldgicas: i) programa GOLD (JONES et al., 1997),
baseado em algoritmo genético; i) programa SURFLEX-DOCK (JAIN, AJAY N,
2003), baseado no meétodo de protomol; iii) programa DOCK (KUNTZ, 1982),
baseado em um algoritmo incremental; iv) programa AUTODOCK (MORRIS et al.,
1998), baseado em algoritmo genético; v) programa AUTODOCK VINA (TROTT;
OLSON, 2010), baseado em algoritmo genético; vi) programa PLANTS (KORB et al.,
2006), baseado no algoritmo de otimizag&o de colénia de formigas.

E importante ressaltar que a combinagdo do docking dos 119 ligantes nos 12
alvos, usando os 6 programas escolhidos, totaliza 119x12x6=8568 calculos de
docking.

Como os programas utilizam metodologias diferentes e utilizam fung¢des de
pontuagao (score) distintas, € necessario descrever alguns detalhes dos mesmos.
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Tabela 2: Ligantes selecionados para o estudo de docking molecular.
Ligantes Ligantes
1. Acido 2-hidroxi-4-metoxi Benzoico 2. Harpalicina |
3. Acido Aristoloquico 1 4. Harpalicina Il
5. Acido Aristoloquico 2 6. Heparina
7. Acido Betulinico 8. Hesperidina
9. Acido Cafeico 10. llimaquinona
11. Acido Clorogénico 12. Indometacina
13. Acido Elagico 14. Iridina
15. Acido Ginémico 1 16. IsoQuercitrina
17. Acido Ginémico 2 18. Luffariellin A
19. Acido Rosmarinico 20. Luffariellin B
21. Alfa-Tocoferol / Vitamina E 22. Luffariellin C
23. Amirina 24. Luffariellin D
25. Anisodamina 26. Luffariellolide
27. Apigenina 28. Luffolide
29. Aplyolide 30. Lupeol
31. Aplyroseol 1 32. Luteolina
33. Ar-Tumerona 34. Manoalide
35. Atropina 36. MMHDA
37. Avarol 38. Nerolidilcatecol
39. Avarone 40. Norrisolide
41. Benzoilsalireposideo 42. Palauolide
43. Bergapteno 44. Palauolol
45. Betulina 46. Palinurin
47. Bolinaquinona 48. pBPB (brometo de p-bromofenacil)
49. Bredemeierosida 50. Petrosaspongiolide M
51. Cabenegrina A-1 52. Primetina
53. Cabenegrina A-2 54. Quercetina
55. Canferol 56. Quercitrina
57. Caulerpyne 58. Resveratrol
59. Cinarina 60. Rhipocephalin
61. Cladocorans A 62. Rutina
63. Cladocorans B 64. Salireposide
65. Clerodane 66. Scalaradial
67. Clopromazina 68. Schumaniofoside
69. Colesterol 70. Secomanoalide
71. Cumarina 72. Sitosterol
73. Cumestrol 74. Spongidine A
75. Cyclocymopol 76. Spongidine B
77. Cyclolinteinone 78. Spongidine C
79. Cymopol 80. Spongidine D
81. Dehidrofalcarinol 82. Suramina
83. Dendrillolide A 84. Tetoridina
85. Deoxymanoalide 86. Variabilin
87. Deoxysecomanoalide 88. Vidalol A
89. Dysidine 90. Vidalol B
91. Edunol 92. Wedelolactona
93. Epitaondiol 94. Wedelolactona Analogo A
95. Eretianona 96. Wedelolactona Analogo B
97. Estigmasterol 98. Wedelolactona Analogo C

42



4 METODOLOGIA 43

99. Falcarindiol 100. Wedelolactona Analogo D
101. Friedelina 102. Wedelolactona Analogo E
103. Gracilin A

4.2 Programas/Metodologias

De maneira geral, a execugéo dos calculos docking e a analise comparativa
desses resultados foi realizada conforme o fluxograma da figura 6. Onde foi
realizada uma preparagédo dos ligantes e alvos retirados do banco de dados. Em
seguida, foram realizados os calculos de docking para cada um dos seis programa
selecionados. Os resultados obtidos com os programas foram submetidos a uma
analise unificada das interacdes intermoleculares e, posteriormente, a uma analise
estatistica multivariada.

Docking
AUTODOCK
(1428 célculos)

Docking VINA
(1428 célculos)

Docking GOLD
(1428 célculos)

x Total: 3l
Preparagao Anslise de Anadlise

119 Ligantes 8568 calculos Multivariada
12 Alvos (HCA e PCA)

PAST

interacoes
BINANA

Docking
SURFLEX
(1428 calculos)

Docking DOCK

(1428 célculos)

Docking
PLANTS
(1428 célculos)

Figura 6: Fluxograma geral dos calculos e analises realizadas.
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Para descrever as metodologias aplicadas nos programas de docking seréo
utilizados termos especificos que precisam ser bem definidos:

* Pose € nome dado a cada solugao de docking, depois do calculo sdo gerados
varios poses de docking com diferentes valores de scores.

* Score, fungao de score ou fungdo de pontuacdo, € um valor atribuido a um
resultado de docking (pose) que representa a forga de interagdo entre o
complexo. Quando esse score apresentando em energia, quanto menor a
energia mais estavel € o complexo. Mas ele pode ser atribuido também de
forma adimensional, e geralmente quanto maior for esse valor, maior é a
interagdo do complexo.

4.2.1 GOLD

O algoritmo genético (GA) € um dos algoritmos de busca e otimizagdo mais
utilizados em programas de docking. Consiste numa técnica de procura, usada
amplamente em computagdo, para encontrar solugdes para problemas de
otimizacdo. A origem do nome se deve ao fato dele pertencer a uma classe de
“algoritmos de evolugdo” que usam técnicas inspiradas em hereditariedade, como
mutacdo, selecéo e crossover. E baseado na teoria da selecdo natural (WHITLEY,
DARRELL, 1994).

Tem a vantagem de que a populagdo de candidatos a solugdo de um
problema evolui para solugdes melhores. Neste procedimento, € designado um
score (pontuagdo) para cada pose (posicdo e conformacao do ligante, através de
uma solugdo de docking) e assim os resultados sdo ordenadas (ranqueadas) e os
poses mais “adaptados ao ambiente” sobrevivem (sdo selecionados para as
préximas etapas do calculo).

Desta forma, o programa faz uma procura no espago conformacional
definido para o docking, onde esse espaco representa as possiveis orientacdes e
conformacgdes do ligante complexado a proteina. O GA gera novas posi¢gdes para o
ligante que s&o sucessivamente mais e mais provaveis de representarem interagdes
intermoleculares favoraveis com a proteina alvo.

Qualquer solugcdo para um problema de docking requer uma poderosa
metodologia de busca conformacional, como também um bom entendimento dos
processos de reconhecimento molecular, para elaborar funcbes de pontuacao
(score) que possam prever os modos de ligagdo(JONES et al., 1997) ligante-alvo de
maneira precisa e robusta.

O GA é utilizado em trés dos programas selecionados para esse estudo
(AUTODOCK, AUTODOCK VINA e GOLD). E importante entender as variacdes na
aplicacado dos algoritmos genéticos, assim como dos outros algoritmos utilizados,
para melhor compreender o funcionamento de cada programa.

Um deles € o GOLD (“Genetic Optimisation for Ligand Docking”). Ele utiliza o
GA para explorar todas as flexibilidades conformacionais do ligante, e flexibilidade
parcial da proteina. Varios melhoramentos e modificagées foram aplicadas a técnica
original, resultando em um aumento substancial na confiabilidade e na aplicabilidade
do algoritmo (JONES et al., 1997).

O GA é um algoritmo que mimetiza o processo evolucionario, manipulando
uma colegdo de dados estruturais chamados de cromossomos. Cada um deles
codifica uma possivel solugdo de docking, ou seja, nele estdo contidas as
informagdes de uma possivel interacdo entre o ligante e o receptor. A estes
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cromossomos pode ser atribuido uma pontuacdo (score) baseado na forga de
ligacdo do complexo ligante receptor (JONES et al., 1995).

Iniciado por uma populagdo de cromossomos gerados randomicamente, o
GA aplica repetidamente dois operadores genéticos (crossover e mutacgéo),
resultando em cromossomos que irdo substituir os membros menos adaptados da
populagdo. O crossover combina cromossomos, enquanto que a mutacéo introduz
perturbag¢des randémicas. Ambos necessitam de cromossomos “pais”, selecionados
de forma randémica da populagao existente, com um viés para os mais aptos, dessa
forma introduzindo uma presséao evolutiva no algoritmo (JONES et al., 1995).

Essa selegdo € conhecida como “selegcdo em roleta” (roulette-wheel-
selection), ja que o procedimento é analogo a rodar uma roleta, em que cada
membro da populagdo tem uma fatia da roleta proporcional ao seu score. Esta
énfase na sobrevivéncia do mais adaptado, garante que, ao longo do tempo, a
populagao se desloque para uma solugao 6tima (JONES et al., 1995).

O GA utiliza uma nova representagdo do processo de docking. Cada
cromossomo codifica uma conformagado do ligante e do sitio ativo da proteina,
também inclui um mapeamento dos sitios de ligacdo de hidrogénio do ligante para
os sitios da proteina. Decodificando o cromossomo, um processo de ajuste de
minimos quadrados € aplicado para posicionar o ligante no sitio ativo da proteina de
uma maneira que a maior quantidade de ligagdes de hidrogénio seja formada. A
pontuagdo de um cromossomo é a combinagao entre forga e quantidade de ligagbes
de hidrogénio que foram formadas nessa conformagédo, e também da energia de van
der Waals do complexo formado (JONES et al., 1995).

A analise da proteina tem inicio com um procedimento chamado flood-fill
(HO; MARSHALL, 1990), para determinar a acessibilidade dos solventes ao atomos
do sitio ativo da proteina. Doadores e aceitadores de ligacdo de hidrogénio (HB)
acessiveis sao identificados utilizando os tipos de atomos do SYBYL (CLARK;
CRAMER; OPDENBOSCH, VAN, 1989a). Pares de elétrons desemparelhados sao
adicionados a aceitadores de HB a uma distancia de 1,0 A. Qualquer ligagéo simples
que conecta um doador na posicdo terminal ou um aceitador a proteina, é
selecionada com rotacionavel. Esta escolha de ligagdes rotacionaveis com a
proteina, permite que aceitadores e doadores de HB no sitio ativo rotacionem seus
pares de elétrons e atomos de hidrogénio na melhor opgéo para formar ligagdes de
hidrogénio com o ligante. Nas versdes mais recentes do GOLD a rotagdo também foi
extendida para a alguns residuos de aminoacidos das cadeias laterais das proteinas
(JONES et al., 1995).

Cada cromossomo no GA é composto por quatro strings, sendo dois binarios
e dois inteiros. A informagao conformacional codificada por dois strings € baseada
no cédigo binario (JONES et al., 1997). Um para a proteina e outro para o ligante,
onde cada byte da string codifica um angulo de rotagdo de uma ligagao rotacionavel.
Os dois strings inteiros codificam mapas, sugerindo possiveis ligacées de hidrogénio
entre o ligante e o sitio ativo da proteina. A primeira string de inteiros codifica pares
de elétrons do ligante para os atomos de hidrogénio da proteina, cada posi¢cao da
string esta relacionada a um par de elétrons do ligante. Entdo se na posi¢cado 1 tem o
valor 21, isso quer dizer que o primeiro par isolado do ligante esta relacionado ao
21° atomo de hidrogénio do sitio ativo, caso alguma posi¢cao seja zero, isso indica
que o par isolado n&o esta relacionado a nenhum atomo de hidrogénio. Ja a
segunda string de inteiros mapeia os atomos de hidrogénio do ligante aos pares
isolados da proteina.
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Esses mapas sugerem HB entre o ligante e a proteina. Decodificando o
cromossomo, o GA usa uma rotina de minimos quadrados na tentativa de formar a
maior quantidade de ligagdes de hidrogénio possiveis, dessa forma atingindo um
maior valor de score (JONES et al., 1995).

A funcdo de pontuacdo padrdo do programa GOLD é a GOLDSCORE
(GOLD 5.0.1, versao utilizada neste trabalho). Ela reserva um parédmetro especifico
para tratar a energia de ligacdo de hidrogénio, “H_Bond_Energy”. Isso devido a
grande importancia das ligagbes de hidrogénio na estabilidade do complexo ligante-
receptor. Outro termo calculado € o “Complex_Energy”, é obtida pela energia de
interagcdo entre a proteina e o ligante. A energia intramolecular do ligante é
representada pelo termo “Internal_Energy”, € calculada por equagdes de mecanica
molecular. Esses termos compdem a energia final de score (JONES et al., 1997).

O termo “H_Bond_Energy”, € a soma de energia de todas as liga¢des de
hidrogénio individualmente, podendo essas ligagbes serem caraterizadas pela
presenga de um doador de hidrogénio na proteina e um aceitador no ligante ou de
um aceitador no receptor e um doador no ligante.

Ao invés de manipular uma grande populagcdo de cromossomos, um
ambiente distribuido conhecido como o modelo de ilhas foi aplicado. Isso envolve
varias subpopulagbes e migragcdes entre cromossomos individuais entre as
subpopulagdes (STARKWEATHER et al., 1991). O modelo de ilha e o operador de
migracgao foi implementado com descrito por JONES (JONES et al., 1995).

O modelo de ilha ndo torna o GA mais efetivo, ou seja, ndo melhorou o
resultado final da busca, mas diminuiu o tempo para efetuar o calculo, tornando a
busca mais eficiente. O GA faz uso de trés operadores genéticos: crossover,
mutacdo e migracdo. Os operadores sado escolhidos utilizando a seleg&o por roleta,
baseado no peso dos operadores. Esses pesos foram escolhidos para que a
mutacgéo e o crossover fossem aplicados com a mesma probabilidade e a migragao
fosse aplicada em 5% do tempo. Depois da aplicagdo de 100.000 operacdes
genéticas o algoritmo finaliza fornecendo a posicdo de docking de maior score
(JONES et al., 1997).

Varias extensdes foram feitas ao algoritmo basico descrito inicialmente para
tornar o programa capaz de predizer o modo de ligacdo de uma ampla variedade de
complexos ligante-proteina.

E observado um grande numero de interacdes ligante-proteina envolvendo
coordenacao de ions metalicos. Dessa forma foi incorporado ao programa GOLD a
geometria de coordenagdo e energias desses ions metalicos. O que permite o
docking de ligantes em proteinas contendo ions de Mg, Mn, Zn, Fe ou Ca. Esses
ions sao observados em estruturas cristalograficas de proteinas coordenando
atomos eletronegativos predominantemente na geometria tetraédrica ou octaédrica
(GLUSKER, 1991; JONES et al., 1997).

Se um ligante possui menos de trés doadores de atomos de hidrogénio e
aceitadores, entdo o docking por ajustes de minimos quadrados nao sera possivel.
Além disso o docking pode nao ser confidvel se o ligante possui um pequeno
numero de grupos polares, especialmente porque alguns desses atomos podem
estar solvatados na realidade. Assim, o GOLD utiliza uma codificagao alternativa
para ligantes de docking com menos de cinco doadores e aceitadores (JONES et al.,
1997).

Uma opg¢ao muito importante, disponivel no programa GOLD, é a
possibilidade de ligar os inibidores de forma covalente. O programa ndo é capaz de
identificar se a ligacdo € de carater covalente ou ndo. Mas permite que o usuario
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informe os atomos da proteina e do ligante que serédo unidos pela ligagado covalente.
Ou seja, o tratamento é feito de forma restritiva, impondo a condi¢do que o atomo da
proteina esta ligado de forma covalente com o atomo do ligante.

Isso é possivel identificando o atomo da proteina que se ligaria ao ligante.
Esse atomo precisa ser incluido no arquivo de entrada do ligante, apropriadamente
ligado ao resto do ligante. No docking a rotina de ajuste dos minimos quadrados foi
modificada para garantir que o atomo da proteina no arquivo do ligante seja
sobreposto ao seu atomo equivalente no sitio ativo da proteina (JONES et al., 1997).

4.2.2 AUTODOCK

Um outro programa que também utiliza o GA é o AUTODOCK, a verséo do
programa selecionada para realizar esse estudo foi a mais atual, versdo 4.2. A
metodologia aplicada pelo programa AUTODOCK combina um campo de forga
empirico de energia livre, com um algoritmo denominado algoritmo genético
lamarckiano, fornecendo uma rapida predicdo das conformagdes de ligacao,
atribuindo um valor de energia livre ao complexo ligante-receptor (MORRIS et al.,
2009).

Para permitir a busca no espago conformacional, disponivel para o ligante ao
redor da proteina, o AUTODOCK utiliza um método baseado em grade, que permite
uma avaliagédo rapida da energia de ligacdo das conformagdes. Nesse método, as
proteinas sao incorporadas, e em seguida uma sonda (atomo Vvirtual) é
sequencialmente colocada em cada ponto da grade tridimensional definida para a
regido de busca conformacional, preferencialmente centrada no sitio ativo
conhecido. A energia de interagdo entre a sonda e o alvo é computada, e o valor é
armazenado. Esses valores de energias da grade tridimensional podem ser usados
como uma tabela de pesquisa durante a simulagcdo de docking (MORRIS et al.,
2009).

O método de busca utilizado como padrao, desde a versao 3.0 até a versao
mais atual, € baseado na juncdo entre o GA e o método adaptativo de busca local.
Ele é chamado de Algoritmo Genético Lamarckiano (LGA), que aumenta a
performance do programa em relagdo aos métodos aplicados anteriormente,
Simulated Annealing e o GA tradicional, fazendo com que o programa execute em
menor tempo (MORRIS et al., 1998).

O LGA faz aluséo a teoria de Jean Batiste de Lamarck, que afirmava que as
caracteristicas fenotipicas adquiridas durante a vida pudessem ser transmitidas
hereditariamente. As questdes mais importantes que surgem na técnica LGA, hibrida
entre busca local aliada ao GA, giram em torno do mapeamento de
desenvolvimento, que transforma uma representacdo genotipica em fenotipica. O
espaco genotipico é definido em termos de operadores genéticos, mutacéo e
crossover. Onde os pais de uma geragéo sao perturbados para formar seus filhos.
Ja o espaco fenotipico € definido diretamente pelo problema, ou seja, a funcdo de
energia que esta sendo otimizada. O operador de busca local € uma extensao util da
otimizacdo do GA global, quando a funcdo de energia apresenta caracteristicas
locais suaves e é possivel explora-la utilizando a busca local (MORRIS et al., 1998).

No LGA, a mutagdo genotipica desempenha um papel de certa forma
diferente dos GA tradicionais. Geralmente a mutacdo desempenha um papel de
operador de busca local, permitindo ajustes finos que ndo séo eficientemente feitos
pelo crossover nem pela selecido de individuos. Com um operador explicito de busca
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local, entretanto, esse papel se torna desnecessario, assumindo assim um papel
mais exploratério (MORRIS et al., 1998).

O AUTODOCK 4 utiliza um campo de for¢ca semi-empirico de energia livre,
para predizer a energia livre de ligacdo de pequenas moléculas em relagdo a alvos
macromoleculares. O campo de forga € baseado em um modelo termodinamico
abrangente que permite a incorporagdo de termos intramoleculares na energia livre
de ligacdo predita. Isto € realizado através de avaliagées de energia para ambos os
estados, moléculas isoladas ou complexadas. Ele também incorpora um novo
método de dessolvatagdo, baseado em cargas, que utiliza um conjunto tipico de
atomos e cargas (MORRIS et al., 2009) para as moléculas.

Ele também permite a modelagem completamente flexivel de residuos
especificos da proteina, de maneira similar ao ligante. O usuario seleciona cadeias
laterais especificas que sdo anotadas na proteina. Durante a simulagao, elas sao
tratadas de forma explicita, permitindo uma rotac&o através dos graus de liberdade,
utilizando os mesmos métodos usados para explorar o espago conformacional do
ligante flexivel. A parte restante da proteina € representada utilizando a grade de
afinidade ja descrita(MORRIS et al., 2009), ou seja, a grade tridimensional com os
valores de energia pré-determinados pela sonda atémica virtual.

E possivel realizar, assim como no GOLD, um docking covalente no
AUTODOCK. Nao se trata de um opgéo disponivel no programa, como é no GOLD,
mas de metodologia proposta por Morris e colaboradores, que desenvolveram duas
estratégias para realizar essa tarefa. Uma abordagem baseada em grade e outra
baseada na modificacdo da cadeia lateral flexivel, onde o segundo método
apresentou melhores resultados em testes realizados entre as duas metodologias
(MORRIS et al., 2009).

O AUTODOCK néo possui valores de carga para metais, mas permite ao usuario
ajustar manualmente suas cargas, desta forma, levando em consideracéo a
presenca de atomos metalicos durante o calculo de docking.

4.2.3 AUTODOCK VINA

O ultimo programa da lista, que também utiliza o GA, € AUTODOCK VINA
(VINA). Ele possibilita um ganho na velocidade baseado no paralelismo, utilizando
multithreading em maquinas multicore. No VINA, a grade de mapas € calculada de
forma automatica, sem a necessidade de interferéncia por parte do usuario. A
funcdo de pontuagao implementada no VINA foi inspirada principalmente na fungéo
de score X-SCORE (WANG, R. et al., 2002).

A funcdo implementada no programa VINA leva em consideragdo as
contribuicdes intra e intermoleculares, enquanto a funcdo X-SCORE considera
apenas as contribuigdes intermoleculares. A funcédo de pontuagao aplicada no VINA,
também combina certas vantagens de potenciais baseados em conhecimento
(*knowledge”) a fungbes de score empiricas. A informacdo empirica € extraida tanto
da preferéncia conformacional do complexo ligante-receptor, quanto das medidas
experimentais de afinidade. Os metais s&do tratados como potenciais doadores de
hidrogénio, assim como € descrito na fungédo X-SCORE (TROTT; OLSON, 2010).
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4.2.4 DOCK

O quarto programa utilizado nesse trabalho é um dos mais antigos
programas de docking, conhecido como DOCK. Foi utilizado neste estudo a versao
6.5, a mais atual. No artigo da versdo 6 é possivel ver importantes extensdes
presentes na versao utilizada. Ele apresenta diversas novas funcionalidades: DOCK
3.5 score, score de solvatagdo Poisson-Boltzmann com area de superficie com
acessibilidade ao solvente(PB/SA), campo de forca AMBER de mecéanica molecular
com fungéo de solvatagdo GB/SA e opcionalmente flexibilizar o receptor (LANG et
al., 2009). Os calculos foram realizados utilizando a fungdo de pontuagdo GRID
score.

O programa DOCK é composto por diversos subprogramas. A busca pela
orientagdo no espaco € guiada por descritores geométricos, tipo esferas ou atomos
que funcionam como pegas situadas no superficie do ligante, capazes de encaixar
em locais especificos na superficie do receptor. O objetivo é encontrar orientagdes
capazes de mapear todos esses encaixes. Com base na molécula a ser realizado o
estudo de docking, é feita uma busca por um conjunto de esferas que respeitem um
critério de distancias.

As esferas que passam no critério de distancia sdo usadas para definir as
matrizes de rotagdo e translagdo das moléculas. A configuragdo do ligante no
receptor depende da localizagdo desse conjunto de esferas na superficie das
respectivas moléculas. Uma orientacdo, uma vez encontrada, € usada para uma
avaliacao preliminar de complementariedade, baseada em uma simples avaliagao
dos contatos atémicos entre o receptor e o ligante, é atribuido um valor de score. As
configuragbes com boas energias de contato e que passam no filtro de volume, s&o
guardadas para avaliagdes futuras (SHOICHET et al., 1992).

O DOCK utiliza um algoritmo chamado de anchor-and-grow(ancora e
cresce), para construir ligantes de maneira flexivel no sitio ativo de alvos
biomoleculares. Nesse algoritmo a porgdo rigida mais larga € identificada e
orientada no sitio ativo. As porgdes flexiveis do ligante, sdo em seguida ligadas a
parte que esta ancorada, € feito um cluster a cada camada de crescimento para
maximizar a diversidade geométrica, até a molécula ser completamente formada. No
procedimento de geracdo de amostras, a cada camada, elas s&o avaliadas pela sua
energia de interacdo de van der Waals e ranqueadas, as que obtiverem melhor
classificagao vao formar a camada seguinte (LANG et al., 2009).

4.2.5 SURFLEX

O SURFLEX é uma metodologia de docking que combina a fungdo empirica
de score Hammerhead (JAIN, AJAY N., 1996) com um método de similaridade
molecular (similaridade morfolégica) (JAIN, A N., 2000), para gerar poses de
fragmentos dos ligantes. Ele implementa uma abordagem de busca de construgéo
incremental, assim como Hammerhead (WELCH, WILLIAM et al., 1996), mas
também implementa uma nova metodologia de jungdo de fragmentos que é mais
rapida e precisa. Esse novo método de juncdo de fragmentos é vagamente
relacionado a abordagens de GA, mas é uma abordagem deterministica (JAIN,
AJAY N, 2003).

O SURFLEX emprega um sitio ativo para o ligante idealizado, chamado de
protomol(RUPPERT, J et al., 1997), ele é gerado a partir da estrutura da proteina
incluindo os hidrogénios. Trés tipos de fragmentos moleculares sdo colocados no
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sitio ativo da proteina em posi¢gdes multiplas, e s&o otimizados para interagir com a
proteina (JAIN, AJAY N, 2003).

No procedimento de docking, cada ligante € fragmentado, resultando de 1 a
10 fragmentos moleculares, onde cada um deve ter algumas ligacdes rotacionais. E
buscada a conformagéo de cada fragmento, cada conformagéao de cada fragmento &
alinhada ao protomol para formar poses que maximizem a similaridade molecular
com o protomol. S&o atribuidos scores aos fragmentos alinhados com base na
funcdo de score e no grau de interpenetragcdo na proteina. Para construir moléculas
completas a partir dos fragmentos alinhados s&o utilizadas abordagens de
construcéo incremental (JAIN, AJAY N, 2003).

A parametrizagdo da fungcdo modela as interagbes nao covalentes dos
ligantes orgénicos com as proteinas, incluindo proteinas ligadas a ions metalicos em
seus sitios ativos. Os termos dominantes s&o o termo de contato hidrofébico e um
termo de contato polar, que tem um componente direcional e € escalonado por
cargas formais nos atomos da proteina e do ligante (JAIN, AJAY N, 2003).

4.2.6 PLANTS

E, finalmente, o programa com um algoritmo menos parecido com o0s
demais, o PLANTS (Protein-Ligand ANT System). E baseado no método de
otimizacdo em colénias de formigas (ACO). Ele considera o ligante flexivel. A
flexibilidade da proteina € considerada parcialmente pela otimizacdo da posicdo dos
atomos de hidrogénio que podem estar envolvidos em ligagbes de hidrogénio. A
busca pelo espago conformacional respeitada pela translacdo dos graus de
liberdade é definida pelo tamanho do sitio de ligagado do alvo (KORB et al., 2006).

No mundo real, as formigas andam inicialmente de forma aleatoria, até que
encontram comida. Quando encontram, retornam a colénia, deixando rastros de
ferormdénios, que sdo substancias quimicas liberadas e captadas por animais da
mesma espécie, que permite o reconhecimento entre eles. A medida que outras
formigas encontram esses rastros, elas tendem a ndo seguir mais caminhos
aleatdrios, passando a seguir a trilha encontrada, liberando mais ferorménios, de
forma a sinalizar o caminho para o alimento (DORIGO et al., 2006).

A medida que o tempo passa, as trilhas de ferormdnios comeg¢am a se
evaporar, reduzindo dessa forma a sua forga atrativa. E quanto mais formigas
passarem rapidamente por um caminho, aumentaria a densidade de forormdnio. A
evaporagao do ferorménio possui a vantagem de evitar a convergéncia para uma
solucao local étima. Se a evaporagao nao acontecesse todas as trilhas se tornariam
bastante atrativas, limitando o espaco da solugdo para busca, impossibilitando
alcancar a solugao global 6tima (DORIGO et al., 2006).

Dessa forma quando uma formiga encontra um caminho curto da colénia
para o alimento, outras formigas tendem a seguir esse caminho, gerando um
feedback positivo, otimizando o percurso até a fonte de alimento. A ideia do
algoritmo do PLANTS & mimetizar esse comportamento utilizando formigas virtuais
que caminham por um grafo, que por sua vez representa o problema a ser resolvido
(DORIGO et al., 2006).

O PLANTS é baseado no sistema de formigas de maximos e minimos
(MMAS) (STUTZLE; HOOS, 2000). As formigas artificiais constroem solugdes
escolhendo, baseado nos valores de ferorménios e informag¢des heuristicas, um
valor para cada grau de liberdade. A ordem dos graus de liberdade na construgao da
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solugéo é fixado arbitrariamente, desde que cada grau de liberdade seja tratado de
forma independente dos outros.

A informacgéo heuristica é dada pelo potencial de torsdo de cada grau de
liberdade rotacional. O raciocinio por tras dessa informagdo é que a construgcao de
conformacgdes de ligantes com alta energia deve ser evitada. A influéncia nao linear
das trilhas de ferorménios sobre as probabilidades de selecdo para os graus de
liberdade de torsédo séo escolhidos para levar em conta a imperfeicao da informacéao
heuristica (KORB et al., 2006).

Como é geralmente em todos os algoritmos MMAS, apenas uma solugéo é
utilizada para depositar o ferorménio depois de cada interacdo, e no PLANTS nao é
diferente. E utilizada uma funcdo de score empirica, como fungdo de pontuagao.
Essa fungédo é uma combinagao de duas partes (KORB et al., 2006).

A primeira é parte da pontuacdo intermolecular, baseada numa versao
modificada da fungdo de score piecewise linear potential (PLP) (GEHLHAAR et al.,
1995). Essa parte é utilizada principalmente para modelar interagbes estéricas entre
a proteina e o ligante. A segunda parte introduz ligagcées de hidrogénio diretas entre
as duas partes do complexo, como foi descrito na implementacao da fungdo de
pontuagdo GOLDSCORE do GOLD (VERDONK et al.,, 2003). A pontuagdo
intramolecular do ligante é composta por um termo simples e um potencial de torsdo
(CLARK; CRAMER; OPDENBOSCH, VAN, 1989b). Além disso se o ponto de
referencia do ligante é fora do sitio ativo pré-definido, um termo de penalidade é
adicionado. A fungao € chamada de CHEMPLP (KORB et al., 2006).

4.3 Maquinas Utilizadas nos Calculos

Foi utilizado um computador Xeon, com 8 nucleos de 2400 Mhz e com 8gb
de memodria RAM, para a realizagdo da maioria dos calculos envolvidos no trabalho.
Apenas os calculos envolvendo os programas SURFLEX e GOLD foram realizados
em outras duas maquinas distintas, devido ao fato de se tratarem de softwares
comerciais, onde suas licencas estdo disponiveis apenas em computadores
dedicados a rodar esses programas.

Para execugéo do programa SURFLEX foi utilizado uma maquina quad core,
onde cada um dos seus 4 nucleos possuem 2400 Mhz, apresentando uma memoria
RAM de 2gb. Adicionalmente, programa GOLD foi executado em um computador
quad 2 core com seus nucleos também de 2400 Mhz e com 4gb de memédria RAM.

4.4 Execucao dos Programas

E importante ressaltar que a combinagdo do docking dos 119 ligantes nos 12
alvos, usando os 6 programas escolhidos, totaliza 119x12x6=8568 calculos de
docking.

Diante desta quantidade de calculos de docking a serem realizados, foi
necessario construir scripts em c-shell (para programas na plataforma Linux) e
scripts .BAT (para a plataforma Windows). Os scripts foram construidos para
automatizar ao maximo todo o processo dos calculos de docking. Foram escritos 41
scripts ao todo. Esses scripts foram usados na execugdo dos 6 programas de
docking analisados e no programa Binana.

Foram utilizados os ajustes padrdo de cada programa, quando feita alguma
modificagao especifica, essa foi relatada no procedimento do programa em questao.
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A preparagdo dos alvos de docking para a execugao dos programas foi
realizada depois das estruturas tridimensionais serem alinhadas, e foi definido um
ponto unico para ser o centro do sitio ativo. Desta forma, esse ponto se aplica para
todos os alvos previamente alinhados. A definicdo desse ponto foi realizada pela
posicdo do ligante p-BPB que foi co-cristalizado com o alvo PrTX-I, sob o cédigo
20K9. O ponto selecionado no espago tridimensional foi (X=26,041A ; Y=1,612 A;
Z=50,085A). A seguir sera detalhada a execugéo de cada programa individualmente.

4.4.1 AUTODOCK

Para gerar os arquivos com as estruturas dos ligantes no formato necessario
para executar o programa AUTODOCK, foi utilizado o script prepare_ligand4.py, em
Python, disponivel na ferramenta MGLTools. Para automatizar a geragdo das
estruturas para todos os calculos foi escrito um script capaz de converter todas as
estruturas de uma so vez, a partir das estruturas no formato MOL2.

Para calcular a grade com o programa AutoGrid, foi necessario fornecer
todos os tipos de atomos de todos os ligantes que foram submetidos ao calculo de
docking, para que os mapas do grid contenham as informag¢des necessarias para o
calculo. Dessa forma, foi preciso fazer um sumario de todos os ligantes para
determinar quais sao os tipos de atomos contidos em todos eles.

Para realizar essa tarefa, foi utilizado o script examine_ligand_dict.py,
pertencente a ferramenta MGLTools. E preciso fornecer como entrada para esse
script o arquivo ligand_dict.py que foi escrito a medida que os arquivos pdbqt foram
sendo gerados na etapa anterior. Assim, foi gerado um arquivo ligand_dict.py e um
arquivo de texto contendo o sumario dos tipos de atomos.

Os arquivos dos receptores no formato PDBQT também precisaram ser
gerados e para isso foi utilizado o script prepare_receptord.py, disponivel na
ferramenta MGLTools, aliado a um script escrito para automatizar a geragéo dos 12
alvos de um vez. Ao termino da execucdo do script, foi preciso adicionar
manualmente a carga +2 para o atomo de calcio.

Antes de realizar o calculo de docking, foi necessario calcular a grade com
0s mapas necessarios. O arquivo de parametros da grade (GPF) foi calculado uma
vez apenas e foi utilizado para todos os resultados de docking. Para isso, foi
necessario fazer um link simbdlico para cada um dos 12 receptores com um nome
geneérico “receptor.pdqt”.

Foi necessario também escolher um dos receptores para criar o arquivo
GPF, particularmente um que contenha todos os tipos de atomos dos outros
receptores. No caso desse estudo o alvo Cro (2QOG) é o unico que possui um
atomo diferente, o atomo de calcio, dessa forma ele foi o receptor utilizado para criar
o arquivo GPF.

Para gerar o arquivo GPF, foi utilizada a ferramenta MGLTools. O sitio ativo
foi definido como uma caixa de 14 A. Os tipos de atomos dos ligantes foram
definidos manualmente, com base no arquivo de sumario gerado anteriormente. Os
tipos de atomos usados foram: A, C, HD, N, NA, OA, SA, Cl, S e Br.

Com o arquivo GPF definido, foi possivel realizar o calculos dos mapas de
afinidades utilizando o programa AutoGrid4. Para a realizagdo do calculo de todos
0S mapas com apenas um comando, foi utilizado um script CriarMapasAutogrid.csh.
Um outro script foi utilizado, ConferirMapasAutogrid.csh, para conferir se os mapas
foram realmente criado corretamente.
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Antes de iniciar todos os calculos de docking para o programa AUTODOCK,
foi tomada a precaugao de fazer um teste um grupo pequeno. Selecionando um alvo
e um ligante. Para isso, foi implementado o script TestarAUTODOCK.csh que cria
um arquivo de parametros de docking (DPF) restringindo a busca do GA de forma a
tornar o calculo mais rapido, apenas para finalidades de teste.

Para realizar todos os calculos de docking, foi necessario organizar as
pastas onde foram colocados os arquivos de saida dos programas. Para tal tarefa,
foi utilizado o codigo PrepararDockingAUTODOCK.csh. Além de criar as pastas, o
script também faz referencia ou copia todos os arquivos necessarios para a
realizagédo dos calculos, bem como também criar os arquivos DPF utilizando o script
disponivel na ferramenta MGLTools, prepare_dpf42.py.

Por final foi utilizado o script DockingAUTODOCK.csh para a realizagdo dos
calculos, o script chama o programa AUTODOCK4 e realiza todos os calculos de
forma automatica.

4.4.2 AUTODOCK VINA (VINA)

Como o programa VINA utiliza os mesmos arquivos de entrada para as
estruturas das moléculas que o AUTODOCK usa, esses arquivos foram
simplesmente copiados.

Para a execucao do VINA, foi necessario apenas os arquivos das estruturas
e um arquivo de configuragdo “conf.txt”. Para a constru¢do desse arquivo foram
utilizados os mesmos valores utilizados para definir o arquivo GPF na sesséao
anterior. O ponto central do sitio ativo foi definido no espaco tridimensional com os
valores de X, Y e Z iguais a 26.041, 1.612 e 50.085, respectivamente. Um unico
arquivo de configuracéo foi utilizado para todos os calculos.

Para a preparagao do docking de todos os calculos do VINA, foi utilizado o
script PrepararDockingVINA.csh, que criou todos os diretérios para os arquivos de
saida e copiou ou referenciou os trés arquivos necessarios para cada calculo, a
saber: o receptor.pdbqt, o ligante.pdbqt e o conf.txt.

Para a execugao, foi utilizado o script DockingVINA.csh, que chama o
programa VINA automaticamente, para rodar todos os calculos desse programa.

4.4.3 DOCK

Por ser um programa bastante modulado, ou seja, ser formado por diversos
subprogramas, o DOCK exigiu uma maior quantidade de passos para completar a
execugao.

Para realizar a preparacdo dos receptores, foram utilizados os arquivos
extraidos do banco de dados PDB, sem adicionar os atomos de hidrogénios, mas
apenas retirando os dados das cadeias nao relevantes, a exemplo dos outros
programas. Em seguida, foi executado o modulo DockPrep que compdem a
ferramenta grafica Chimera, para cada um dos 12 alvos. A carga do caélcio é
solicitada durante a execugao do modulo, onde foi fornecido o valor +2.

E necessario salvar o arquivo do receptor de duas formas. Uma, onde o
receptor esta completo e com suas cargas adicionadas, e na outra, onde foram
retirados os atomos de hidrogénio dos receptores. Isso é necessario para o
procedimento de geragao de esferas.
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O proximo passo foi a geragdo das superficies moleculares. Para isso foi
utilizado o] programa DMS, disponivel em
(http://www.cgl.ucsf.edu/Overview/software.html#dms).

Para o programa gerar todas as superficies para todos os alvos, foi utilizado
o script GerarSuperficieMolecularDOCK.csh.

Com posse das superficies moleculares, foi possivel gerar as esferas que
definiram o sitio ativo. Para a geragdo das esferas, foi utilizado o script
GerarEsferas.sh para todos os casos, de forma sequencial. Depois de geradas, as
esferas precisaram ser selecionadas para compor o sitio ativo. Foram selecionadas
as esferas num raio de 14 A, a partir do ligante utilizado com referéncia para definir o
centro do sitio ativo de todos os alvos. Fez-se uso do script
SelecionarEsferasDOCK.csh.

Para gerar a caixa para o GRID, foi utilizado o script GerarCaixa.sh e o
arquivo de entrada box.in. Foi gerada uma caixa para cada alvo, de forma
automatica, seguindo os parametros padroes.

O grid foi calculado utilizando o script GerarGridDOCK.csh e o calculo de
docking foi preparado através do script PrepararDockingDOCK.csh. O script se
encarregou de criar todas as pastas e fazer todos os links necessarios para a
execugao dos calculos. E, por fim, o calculo foi executado langando mé&o do script
DockingDOCK.csh.

4.4.4 PLANTS

Para a execugcdo do programa PLANTS é recomendado efetuar um pre-
tratamento das estruturas dos ligantes e dos receptores, utilizando o programa
SPORES.

No caso dos receptores, foi utilizado o] script
PrepararReceptoresComSPORES PLANTS.csh, de forma automatica.

Feito o pre-processamento, assim como o programa VINA, o PLANTS
necessita apenas dos arquivos com as estruturas do ligante e do receptor como
entrada, além do arquivo de configuragcéo do calculo.

O arquivo de configuragcdo foi genérico para todos os calculos e definido
respeitando o ajuste padrao do programa.

Em seguida, foi realizada a preparagéo para o calculo de docking, criando-se
os respectivos diretorios e fazendo referéncias aos arquivos de entrada. Para esse
fim, foi utilizado o script PrepararDockingPLANTS.sh.

Por fim, foi executado o calculo de todos os alvos contra todos os ligantes
para o programa PLANTS, com o auxilio do script DockingPLANTS.sh.

4.4.5 GOLD

O programa GOLD possui uma interface grafica muito intuitiva. Para a
preparagao dos calculos, foi utilizado o médulo Wizard, existente na interface grafica
do programa Hermes. O sitio ativo foi definido no raio de 14 A a partir do ponto
central (26,041; 1,612; 50,085) e todos os ligantes foram adicionados a cada calculo
com cada um dos alvos.

Com os arquivos de entrada para o calculo de docking prontos, foi
necessario a ajuda de um script DockingGOLD.bat para executar os calculos de
forma automatica, sem a necessidade de intervencao do usuario.
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4.4.6 SURFLEX

Inicialmente, com posse dos arquivos dos ligantes no formato MOL2, foi
criado um arquivo de banco de dados (.MDB), formato interno do programa Sybyl,
com todos os ligantes utilizados no calculo. Em seguida, esse arquivo .MDB foi
carregado na interface grafica do Sybyl e convertido para o formato MMS.

Para fazer o tratamento dos ligantes foi utilizado o mddulo Ligand
Preparation, e como entrada o banco de dados no formato MMS. O formato de saida
foi selecionado para MOL2.

Com isso, foi realizado o docking para os 12 alvos, um de cada vez,
utilizando-se o arquivo contando todas as estruturas dos ligantes, seguindo os
critérios padrdo do SURFLEX para a geragao do protomol.

4.5 Comparagao Metodologica

O programa Binana, BINding ANAlyzer (DURRANT; MCCAMMON, 2011) é
um algoritmo implementado em Python para analise de interagbes no complexo
ligante-receptor. O programa é capaz de identificar caracteristicas importantes de
ligacdo, tais como: ligagbes de hidrogénio, contatos hidrofobicos, pontes salinas e
interacdes pi. Ele aceita como arquivos de entrada os arquivos PDBQT, que podem
ser gerados com a ferramenta MGLTools.

O Binana foi rodado para todos os resultados de docking previamente
descritos, utilizando-se os ajustes padrdo do programa, exceto por apenas uma
alteragdo, onde foram consideradas as ligagdes de hidrogénio a uma distancia de
até 3,5 A ao invés de apenas 3,0 A.

Para rodar o Binana foi necessario converter todos os arquivos que estavam
no formato MOL2 para o formato PDBQT, utilizando a ferramenta MGLTools. Para
executar todas as analises com o programa Binana de forma automatica, foi utilizado
um script, RodarBinana.csh. Em seguida os resultados foram extraidos com o auxilio
de outros scripts, onde foram analisados comparativamente.
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4.5.1 Analise Hierarquica de Clusters

A Analise Hierarquica de Clusters ("HCA” — “Hierarchical Cluster Analysis”)
(HASTIE et al., 2009), € uma maneira de visualizar os agrupamentos espontaneos
presentes entre as amostras de um conjunto de dados, normalmente representado
por um grafico de dendrograma. Na sua construgdo, considera-se a distancia
Euclidiana entre duas amostras (“a” e “b”) no espago original, utilizando-se a
equacado 1, onde “k”, “I", “m” e “Z” representam todas as variaveis do espaco

multidimensional e d, representa a distancia entre as amostras.

dab = \/(ka _kb)2 +(la _Zb)2 +(ma _mb )2 +...+ (Za _Zb)2 (eq1)

O estudo multivariado de HCA, usando o programa PAST (HAMMER et al.,
2001), da série de resultados de docking, foi realizado a partir da analise da planilha
de interag¢des intermoleculares geradas com o programa Binana.

4.5.2 Analise de Componentes Principais

A Andlise de Componentes Principais (“PCA” — “Principal Component
Analysis”) (MARDIA et al., 1979; KACHIGAN, 1996) é uma técnica de estatistica
multivariada muito utilizada em diversas areas do conhecimento, uma vez que
permite a redugdo da dimensionalidade do conjunto de dados com a perda minima
de informagdo, permitindo, em muitos casos, também a observagdo de possiveis
agrupamentos ou padrdes no conjunto de amostras.

O procedimento pode ser visualizado como a obtencdo de um menor numero
de novos eixos (dimensdes), as Componentes Principais (PC), sendo estas
combinagdes lineares dos eixos originais (variaveis originais) e que, espera-se,
retenham o maximo possivel da informagao inicial. Assim, um pequeno numero de
PCs pode ser usado em lugar das variaveis originais, esperando-se que eventuais
padrées nos dados possam ser identificados visualmente. Se as variaveis originais
ndo sao correlacionadas, a PCA nado produz o efeito desejado, de reduzir
significativamente a dimensionalidade do problema. Os resultados mais promissores
sdo obtidos quando as variaveis originais sdo diretamente ou inversamente
correlacionadas, pois as variaveis originais podem ser representadas
apropriadamente por poucas PCs, deixando clara a existéncia de grande
redundéancia nas variaveis originais.

Do ponto de vista do calculo em si, a PCA ¢ feita através da diagonalizagao
da matriz de covariancia (X'X) onde X' é a transposta da matriz original dos dados,
X. Os pesos, ou loadings sdo os autovetores obtidos desta diagonalizacdo, e
representam a contribuicdo com que cada eixo original entra na formagao dos novos
eixos, ou seja, de cada PC. Os autovalores representam a variancia descrita em
cada PC. Em algumas situagdes, ha a necessidade de um pré-tratamento da matriz
de dados original. A primeira componente principal (PC1) sera a componente com
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maior variancia, ou seja, com a maior parte da informagao. As variancias das demais
PC’s serao sempre menores que a variancia das PC’s anteriores e todas elas serao
ortogonais entre si. O peso, ou contribuicdo, com que cada variavel entra para a
formagédo dos novos eixos pode ser vista no grafico dos loadings. Ja o grafico dos
scores mostra as coordenadas que cada objeto possui ao longo de cada
componente principal.

O estudo multivariado de PCA foi realizado a partir de um conjunto de dados
contendo as coordenadas (X,Y,Z) das geometrias (poses) obtidas como resultados
de docking usando os programas DOCK, GOLD e PLANTS, para a molécula de
Quercetina, em todos os alvos. Também foi feita a analise de HCA neste mesmo
conjunto de dados, e para ambos os procedimentos, foi utilizado o programa PAST
(HAMMER et al., 2001).

4.6 Analise Global dos Melhores Resultados de cada Programa

O melhor resultado de docking para um programa foi definido levando-se em
consideragao os valores de scores obtidos. Para cada programa, foram realizados
1428 calculos (119 estruturas x 12 alvos), dos quais os 50 resultados de docking
com valores de score mais promissores foram selecionados. O ligante que apareceu
em maior numero de vezes entre os 50 resultados mais importantes, ou seja, o
ligante que formou complexos mais estaveis com uma maior quantidade de alvos
entre os 50 selecionados, foi selecionado para a realizacdo de uma analise mais
detalhada.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Banco de Dados

O primeiro fruto desse trabalho foi a construcdo de um banco de dados
contento moléculas com atividades antiveneno. O banco de dados € composto por
103 moléculas, sendo as mesmas que foram apresentadas na metodologia deste
trabalho. Para cada molécula, existem informagdes sobre a origem (seja ela sintética
ou derivada de algum produto natural) e sobre a atividade antiveneno reportada na
literatura (HAGE-MELIM, 2009; FOLMER et al., 2010).

A contribuicdo mais importante do banco de dados para os estudos de
modelagem molecular, é a presenga da estrutura tridimensional de cada uma das
103 moléculas. Elas estdo armazenadas no formato MOL2 do Sybyl(“SYBYL-X 1.27),
sendo este formato amplamente utilizado para os estudos in silico, de uma maneira
geral. Além das estruturas, também esta presente uma imagem de cada molécula
para facilitar a identificacdo das mesmas.

Como ja descrito na metodologia, o banco de dados foi construido utilizando-
se a ferramenta Microsoft Access 2007, que possibilita a realizagdo de buscas
personalizadas, atendendo a necessidades especificas do usuario, assim como a
geracéao de relatdrios com as informagdes requisitadas. As estruturas das moléculas
presentes no banco de dados podem ser vistas no apéndice A.

Um problema encontrado em 15 das 103 moléculas foi a divergéncia de
estruturas para uma mesma molécula, o que elevou o numero de estruturas para
119.

5.1.1 Divergéncia entre as estruturas das moléculas

As moléculas com divergéncias estruturas séo: Aplyolide A, Cabenegrina A-
2, Caulerpenyne, Dendrillolide A, Gracilin A, llimaquinone, Luffolide, Norrisolide,
Palauolide, Palauolol, Palinurin, Petrosaspongiolide M, Rhipocephalin, Scalaradial e
Spongidine B.

Elas serdo descritas, uma a uma, e a imagem original (proveniente da fonte
de onde foi extraida) de suas estruturas também serdo mostradas.

A primeira delas, Aplyolide A, no banco de dados ChemSpider
(http://www.chemspider.com/), a estrutura da molécula foi encontrada com
estereoquimica R em um centro quiral, enquanto no artigo que cita a sua atividade
antiveneno, a molécula apresenta isomeria S no mesmo centro quiral (FOLMER et
al., 2010). As duas estruturas podem ser comparadas na figura 7.
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Figura 7: Estruturas da molécula Aplyolide A. a) Estrutura extraida do artigo que cita
sua atividade (FOLMER et al., 2010). b) Estrutura extraida do banco de dados
ChemSpider.

Em seguida, a molécula Cabenegrina A-2, também possui isomeria R e S, e
nao € reportada na literatura qual a estereoquimica ativa da molécula (MILITAO et
al., 2007). As estruturas podem ser vistas na figura 8.
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Figura 8: Estruturas da molécula Cabenegrina A-2. a) Estrutura do isbmero R; b)
Estrutura do isbmero S.

A molécula Caulerpenyne possui uma divergéncia em um substituinte. No
artigo, a estrutura é citada com o nome de Caulerpyne e possui o substituinte O-CHj;
(FOLMER et al., 2010). Ja no PubChem, a molécula foi encontrada com o nome de

Caulerpenyne, e ao invés do substituinte anterior, foi encontrado o O-(C=0)-CHs. E
possivel observar na figura 9.
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Figura 9: Estruturas da molécula Caulerpenyne. a) Estrutura com o grupo O-CHjs
(FOLMER et al.,, 2010). b) Estrutura com o grupo O-(C=0)-CHs, extraida do
PubChem.

No caso da molécula Dendrillolide A, foram encontradas divergéncias em 3
estruturas. Inicialmente foi encontrada a estrutura no artigo sobre produtos naturais
marinhos (FOLMER et al., 2010) onde o substituinte em questdo era um grupo
metila (CH3). Em seguida, foi encontrado no PubChem a estrutura com o substituinte
O-(C=0)-CHs. Como em todos os casos, na tentativa de desambiguacao estrutural,
foi buscada um outra referéncia, que por sua vez apresentou um outra estrutura com
uma hidroxila na posigao em questao (POTTS et al., 1992), as trés estruturas podem
ser visualizadas na figura 10.

Figura 10: Estruturas da molécula Dendrillolide A. a) Molécula extraida do artigo
sobre produtos naturais marinhos, com grupamento metila na posigcdo em questéo
(FOLMER et al., 2010). b) Estrutura extraida do banco de dados PubChem, com o
substituinte O-(C=0)-CHs. c) Estrutura extraida do artigo de Potts, 1992, com uma
hidroxila da posicdo em questédo (POTTS et al., 1992).

Continuando, a molécula Gracilin A, também apresentou divergéncia em sua
estrutura. No artigo, a estrutura possui o substituinte O-CHs; (FOLMER et al., 2010).
Ja no ChemSpider, a molécula apresenta o substituinte O-(C=0)-CHs. E possivel
observar na figura 11.
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Figura 11: Estruturas da molécula Gracilin A. a) Estrutura com o substituinte O-CHj3
(FOLMER et al., 2010). b) Estrutura com o grupo O-(C=0)-CHs;. Extraida do
ChemSpider.

A molécula llimaquinona possui uma ligacdo em posi¢ao diferente no duplo

anel ciclohexano, entre as estruturas encontradas no PubChem e no artigo
(FOLMER et al., 2010). As estruturas podem ser vistas na figura 12.
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Figura 12: Estruturas da molécula llimaquinona. a) Estrutura extraida do artigo
(FOLMER et al., 2010). b) Estrutura extraida do PubChem.

As moléculas Luffolide e Norrisolide, também apresentam divergéncia em
suas estruturas. No artigo, as estruturas possuem o substituinte O-CH3z (FOLMER et
al.,, 2010). Ja no PubChem e no ChemSpider, respectivamente, as moléculas
apresentam o grupo O-(C=0)-CHa. E possivel observar nas figura 13 e 14.
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Figura 13: Estruturas da molécula Luffolide. a) Estrutura com o grupo O-CHs
(FOLMER et al., 2010). b) Estrutura com o grupo O-(C=0)-CHs, extraida do
PubChem.
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Figura 14: Estruturas da molécula Norrisolide. a) Estrutura com o substituinte O-CHj3
(FOLMER et al., 2010). b) Estrutura com o substituinte O-(C=0)-CHs;, extraida do
ChemSpider.

A molécula Palauolide, apresenta uma divergéncia na estrutura
tridimensional, sendo a estrutura extraida do artigo sobre produtos naturais marinhos
(FOLMER et al.,, 2010) o enantibmero da estrutura obtida do banco de dados
PubChem. As estruturas podem ser observadas na figura 15.
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Figura 15: Estruturas da molécula Palauolide. a) Extraida do artigo sobre produtos
naturais marinhos (FOLMER et al., 2010); b) Extraida do PubChem.

A molécula Palaulol (Palauolol) apresenta divergéncia em sua estrutura, e no
nome encontrado. Dessa forma ndo optar por uma estrutura, podendo se tratar de
moléculas distintas ou de divergéncias estruturais de uma unica molécula. Uma das
estruturas foi extraida do artigo sobre produtos naturais marinhos (FOLMER et al.,
2010), e a outra estrutura extraida do PubChem. A estereoquimica de algumas
ligacdes esta alterada, como pode ser visto na figura 16.

Figura 16: Estrutura da molécula Palauolol. a) Estrutura extraida do artigo sobre
produtos marinhos naturais (FOLMER et al., 2010). b) Estrutura extraida do
PubChem.

A molécula Palinurin apresenta uma divergéncia entre duas fontes. Na
estrutura extraida do ChemSpider, a molécula apresenta um atomo de carbono
(CH2) a mais na cadeia apolar, em comparagdo com a estrutura obtida do artigo
sobre produtos marinho naturais (FOLMER et al., 2010). Na figura 17 é possivel ver
as duas estruturas.
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Figura 17: Estruturas da molécula Palinurin. a) Estrutura com um CH; a menos,
extraida do artigo sobre produtos naturais marinhos (FOLMER et al., 2010). b)
Estrutura extraida do ChemSpider, com um CH; a mais na estrutura.

A molécula Petrosaspongiolide M apresenta uma divergéncia em sua
estrutura. Existe uma instauragdo no anel de cinco membros, presente na estrutura
extraida do artigo sobre produtos naturais marinhos (FOLMER et al., 2010), que n&o
existente na estrutura extraida do PubChem. E possivel observar as estruturas na
figura 18.
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Figura 18: Estruturas da molécula Petrosaspongiolide M. a) Estrutura extraida do
artigo sobre produtos naturais marinhos (FOLMER et al., 2010), com uma
instauracdo no anel de cinco membros. b) Estrutura extraida do PubChem.

As moléculas Rhipocephalin e Spongidine B também apresentam
divergéncia em suas estruturas. No artigo, as estruturas possuem o grupo O-CHj;
(FOLMER et al., 2010). Ja no PubChem, as moléculas apresentam o radical O-
(C=0)-CHs. E possivel observar na figura 19 e 20.
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Figura 19: Estruturas da molécula Rhipocephalin. a) Estrutura com o substituinte O-
CH; (FOLMER et al., 2010). b) Estrutura com o grupo O-(C=0)-CHs. Extraida do
PubChem.
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Figura 20: Estruturas da molécula Spongidine B. a) Estrutura com o grupo O-CHjs
(FOLMER et al., 2010). b) Estrutura com o substituinte O-(C=0)-CHs. Extraida do
PubChem.

E por ultimo, a molécula Scalaradial, que apresenta divergéncia em sua
estrutura. No artigo, a estrutura possui o substituinte CH3;-C=0 (FOLMER et al.,
2010). J& no PubChem, a molécula apresenta o substituinte H-C=0. E possivel
observar na figura 21.
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Figura 21: Estrutura da molécula Scalaradial. a) Estrutura extraida do artigo sobre
produtos marinhos naturais (FOLMER et al., 2010) com o substituinte CH3-C=0. b)
Estrutura extraida do PubChem, com o grupo H-C=0.

A construgdo do banco de dados foi o ponto de partida para iniciar os
ensaios in silico, mas precisamente de docking. Todos as moléculas com
divergéncias estruturais foram consideradas em todas as suas formas estruturais, no
intuito exclusivo de verificar a influéncia que essas modificagcdes podem trazer aos
resultados de docking.

Os resultados foram analisados de forma comparativa, e serdo mostrados
nas segdes seguintes.
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5.2 Principais Resultados de Docking para as moléculas (ligantes) do Banco de
Dados

A partir da realizagdo dos 8568 (119 ligantes x 12 alvos x 6 programas)
calculos de docking, foi possivel extrair uma grande quantidade de dados, como por
exemplo, valores de scores, estruturas de complexos ligante-receptor e os tempos
de calculo. Nao é possivel realizar uma comparacao direta entre os scores dos
diversos programas, uma vez que cada funcdo de score apresenta uma unidade
diferente e é baseada em um formalismo matematico distinto, através dos seus
campos de forca especificos. Dessa forma, os scores foram normalizados de duas
formas. Na primeira, todos os scores obtidos por um programa foram divididos pelo
score de menor valor do mesmo programa. Esses scores normalizados pelo valor
minimo podem ser observados no grafico da figura 22 e 23. Na segunda forma,
todos os scores obtidos por um programa foram divididos pelo score de maior valor
do mesmo programa. Estes scores normalizados pelo valor maximo podem ser
observados no grafico da figura 24.

Nas figuras 22 e 23, é possivel observar que as diferentes fun¢des de score
(campos de forga) dos programas causam uma variagdo de valores de scores
bastante diferente, em cada caso. O programa AUTODOCK, por exemplo tem uma
variagao de mais de 1000 vezes no score, entre os valores mais altos e o valor
minimo de score, igual a 1, no grafico normalizado. De maneira diferente, o
programa PLANTS apresenta uma variagdo dos valores de score em torno de 10
vezes, novamente comparando-se 0s valores mais altos com o valor de minimo,
com score relativo igual a 1. Em outras palavras, a variagao dos resultados de score,
entre 0 minimo e o maximo de cada programa, pode ser da ordem de algumas
unidades, de algumas dezenas, de algumas centenas, ou até na casa do milhar,
como é o caso do programa AUTODOCK. Estas variagdes nos valores de score
acabam afetando as margens de erro e, portanto, a comparagao direta entre as
diversas abordagens metodoldgicas.
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Figura 22: O grafico de scores relativos de todos os ligantes em todos os alvos, normalizados pelo valor de minimo. Desta forma,
o valor unitario € o minimo score de cada programa.




5 RESULTADOS E DISCUSSOES 68

-
o

1.4
2]e
1

-—

1w=0) mo>._|um_o.”.mo;oow ap (oL)Bo)

720 800 880 960 1040 1120 1200 1280 1360

640
ligantes em todos os alvos

160 240 320 400 480 560
Figura 23: O grafico de scores relativos de todos os ligantes em todos os alvos, normalizados pelo valor de minimo, e

80

€ 0 minimo de cada programa.

0 (zero)

logaritimizados (base 10). Desta forma, o valor de log



5 RESULTADOS E DISCUSSOES 69

(xew=}) soAnjejas sa109s

1120

1280 1360

1200

720 800 880 960 1040

640

160 240 320 400 480 560
ligantes em todos os alvos
Grafico de scores relativos de todos os ligantes em todos os alvos, normalizados pelo valor de m

80

Desta forma, o

aximo.

3

Figura 24

de cada programa.

s

7

s

ario € o maximo score

valor unit



5 RESULTADOS E DISCUSSOES 70

Para a visualizagdo comparativa dos resultados de docking, foi construida
uma figura para cada um dos doze alvos, contendo uma superposigdo de todos os
ligantes calculados, em todos os programas, em um total de 119 ligantes x 6
programas = 714 solug¢des (poses) de docking. Em cada figura, € possivel observar
a estrutura do receptor (alvo) junto com todos os poses gerados para o mesmo alvo,
para cada programa e para cada ligante. Estes resultados podem ser observados
nas figuras de 25 a 36. Os resultados de cada programa foram coloridos nos ligantes
da mesma cor, em todas as figuras: AUTODOCK (verde), DOCK (preto), GOLD
(magenta), PLANTS (azul), SURFLEX (vermelho) e VINA (ciano).

Figura 25: Estrutura do alvo 1GMZ_A no modelo ribbon, em verde. Em wire na cor
verde os poses gerados com o programa AUTODOCK. Em wire na cor preta os
poses gerados com o programa DOCK. Em wire na cor magenta os poses gerados
com o programa GOLD. Em wire na cor azul os poses gerados com o programa
PLANTS. Em wire na cor vermelha os poses gerados com o programa SURFLEX.
Em wire na cor ciano os poses gerados com o programa AUTODOCK VINA.



5 RESULTADOS E DISCUSSOES 71

Figura 26: Estrutura do alvo 1QLL_A no modelo ribbon, em verde escuro. Em wire
na cor verde os poses gerados com o programa AUTODOCK. Em wire na cor preta
0os poses gerados com o programa DOCK. Em wire na cor magenta os poses
gerados com o programa GOLD. Em wire na cor azul os poses gerados com o
programa PLANTS. Em wire na cor vermelha os poses gerados com o programa
SURFLEX. Em wire na cor ciano os poses gerados com o programa AUTODOCK
VINA.

Figura 27: Estrutura do alvo 1XXS_A no modelo ribbon, em azul. Em wire na cor
verde os poses gerados com o programa AUTODOCK. Em wire na cor preta os
poses gerados com o programa DOCK. Em wire na cor magenta os poses gerados
com o programa GOLD. Em wire na cor azul os poses gerados com o programa
PLANTS. Em wire na cor vermelha os poses gerados com o programa SURFLEX.
Em wire na cor ciano os poses gerados com o programa AUTODOCK VINA.
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Figura 28: Estrutura do alvo 2H8I_A no modelo ribbon, em azul claro. Em wire na
cor verde os poses gerados com o programa AUTODOCK. Em wire na cor preta os
poses gerados com o programa DOCK. Em wire na cor magenta os poses gerados
com o programa GOLD. Em wire na cor azul os poses gerados com 0 programa
PLANTS. Em wire na cor vermelha os poses gerados com o programa SURFLEX.
Em wire na cor ciano os poses gerados com o programa AUTODOCK VINA.

Figura 29: Estrutura do alvo 20K9_A no modelo ribbon, em roxo. Em wire na cor
verde os poses gerados com o programa AUTODOCK. Em wire na cor preta os
poses gerados com o programa DOCK. Em wire na cor magenta os poses gerados
com o programa GOLD. Em wire na cor azul os poses gerados com 0 programa
PLANTS. Em wire na cor vermelha os poses gerados com o programa SURFLEX.
Em wire na cor ciano os poses gerados com o programa AUTODOCK VINA.
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Figura 30: Estrutura do alvo 20QD_A no modelo ribbon, em magenta. Em wire na
cor verde os poses gerados com o programa AUTODOCK. Em wire na cor preta os
poses gerados com o programa DOCK. Em wire na cor magenta os poses gerados
com o programa GOLD. Em wire na cor azul os poses gerados com 0 programa
PLANTS. Em wire na cor vermelha os poses gerados com o programa SURFLEX.
Em wire na cor ciano os poses gerados com o programa AUTODOCK VINA.

Figura 31: Estrutura do alvo 2Q2J_A no modelo ribbon, em cinza. Em wire na cor
verde os poses gerados com o programa AUTODOCK. Em wire na cor preta os
poses gerados com o programa DOCK. Em wire na cor magenta os poses gerados
com o programa GOLD. Em wire na cor azul os poses gerados com 0 programa
PLANTS. Em wire na cor vermelha os poses gerados com o programa SURFLEX.
Em wire na cor ciano os poses gerados com o programa AUTODOCK VINA.
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Figura 32: Estrutura do alvo 2Q0G_B no modelo ribbon, em laranja. Em wire na cor
verde os poses gerados com o programa AUTODOCK. Em wire na cor preta os
poses gerados com o programa DOCK. Em wire na cor magenta os poses gerados
com o programa GOLD. Em wire na cor azul os poses gerados com 0 programa
PLANTS. Em wire na cor vermelha os poses gerados com o programa SURFLEX.
Em wire na cor ciano os poses gerados com o programa AUTODOCK VINA.

Figura 33: Estrutura do alvo 2QOG_B_Ca no modelo ribbon, em laranja. O atomo
de calcio esta representado por uma esfera na cor verde. Em wire na cor verde os
poses gerados com o programa AUTODOCK. Em wire na cor preta os poses
gerados com o programa DOCK. Em wire na cor magenta os poses gerados com o
programa GOLD. Em wire na cor azul os poses gerados com o programa PLANTS.
Em wire na cor vermelha os poses gerados com o programa SURFLEX. Em wire na
cor ciano os poses gerados com o programa AUTODOCK VINA.
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Figura 34: Estrutura do alvo 2Q0G_B_Ca_HOH188 no modelo ribbon, em laranja.
O atomo de calcio esta representado pela maior esfera na cor verde e o atomo de
oxigénio da molécula de agua pela esfera menor. Em wire na cor verde os poses
gerados com o programa AUTODOCK. Em wire na cor preta os poses gerados com
o programa DOCK. Em wire na cor magenta os poses gerados com o programa
GOLD. Em wire na cor azul os poses gerados com o programa PLANTS. Em wire na
cor vermelha os poses gerados com o programa SURFLEX. Em wire na cor ciano os
poses gerados com o programa AUTODOCK VINA.

Figura 35: Estrutura do alvo 3103 no modelo ribbon, em amarelo. Em wire na cor
verde os poses gerados com o programa AUTODOCK. Em wire na cor preta os
poses gerados com o programa DOCK. Em wire na cor magenta os poses gerados
com o programa GOLD. Em wire na cor azul os poses gerados com o programa
PLANTS. Em wire na cor vermelha os poses gerados com o programa SURFLEX.
Em wire na cor ciano os poses gerados com o programa AUTODOCK VINA.
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Figura 36: Estrutura do alvo 3MLM_A no modelo ribbon, em ciano. Em wire na cor
verde os poses gerados com o programa AUTODOCK. Em wire na cor preta os
poses gerados com o programa DOCK. Em wire na cor magenta os poses gerados
com o programa GOLD. Em wire na cor azul os poses gerados com o programa
PLANTS. Em wire na cor vermelha os poses gerados com o programa SURFLEX.
Em wire na cor ciano os poses gerados com o programa AUTODOCK VINA.

A classe das sPLAjs, é uma classe com estrutura molecular bastante
conservada, o que justifica um certo padrdo dos resultados de docking entre as
enzimas utilizadas. A semelhanga estrutural entre as PLA; (alvos dos calculos de
docking) pode ser melhor observada na figura 37, onde estd mostrado o
alinhamento tridimensional das estruturas provenientes do banco de dados PDB.

Também foi feito o alinhamento multiplo de sequéncias das PLA;s, utilizando-
se o programa ClustalX (THOMPSON, J. et al., 1997), com parametros padrédo. Os
resultados podem ser observados na figura 38, onde € possivel observar que as
sequéncias sao muito parecidas, ou seja, apresentam alta homologia. A PLA, Cro,
sob o cdédigo 2QO0G_B é a que possui a estrutura mais diferente em relagdo as
outras, isso se deve ao fato de pertencer ao género Crotalus, enquanto as outras
pertencem ao género Bothrops.

E importante observar que o alvo 2QOG aparece apenas uma vez tanto no
alinhamento tridimensional, quanto no alinhamento de sequéncias, totalizando,
portanto 10 sequéncias e estruturas nestes alinhamentos. O numero total de alvos
que aparecem nos resultados de docking é 12, pois o alvo 2Q0G é usado de 3
formas diferentes (2QO0G_B,2Q0G_B_Ca e 2Q0G_B_Ca_HOH188), com e sem o
ion calcio e a molécula de agua numero 188, como ja foi descrito na metodologia.
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Figura 37: Alinhamento das estruturas tridimensionais das PLAzs (alvos). Em verde
o alvo 1GMZ_A, em verde escuro o alvo 1QLL_A, em Azul o alvo 1XXS_A, em azul
claro o alvo 2H8I_A, em roxo o alvo 20K9, em magenta o alvo 20QD_A, em cinza o
alvo 2Q2J_A, em laranja o alvo 2QOG_B, em amarelo o alvo 3103 e em ciano o alvo
3MLM.

Um ponto de grande importancia na analise de um programa de docking € a
sua performance ou demanda computacional. Em ensaios de virtual screennig, onde
sdo utilizados milhares de ligantes, como tipicamente é feito pela grande industria
farmacéutica mundial (“big pharma”), € necessario optar por um programa que seja
capaz de realizar os calculos rapidamente, mantendo-se a minima precisao
necessaria nos resultados.

Neste sentido, foi feita uma analise comparativa de demanda computacional
para os seis programas utilizados neste trabalho. Os tempos absolutos, em
segundos, necessarios para realizar os calculos em cada alvo, podem ser
observados na tabela 4.
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* ::.‘** *%k % . * *kk Kk *:* *********:**-*** *:: *__* * *.** s, * k% * %* % % % * k% .* %* % * * *
20K9_A I V I L 121
202J A I V I L 121
1Q0LL A I V I L 121
2H8I_A I V I L 121
3103_A I V I L 121
3MLM A I V I L 121
1XXS_A I 4 I 122
1GMZ_A w 122
200D_A w 122
200G_B ) 122
Ny 2QOG B

Figura 38: Na parte superior, esta apresentado o alinhamento multiplo de sequéncias das PLAZ2s utilizadas como alvos nos
calculos de docking. Na parte inferior da figura, esta apresentada a arvore de agrupamento, no formato circular (radial).
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Tabela 4: Tempos totais em segundos para cada programa.

AUTODOCK | DOCK | GOLD | PLANTS VINA SURFLEX
1GMZ_A 65027 21291 22909 1973 6648 2460
1QLL_A 89347 15671 27956 1918 6657 3900
1XXS_A 75915 21337 27524 1968 6776 3480
2HS8I_A 81481 15503 26157 1940 6589 3120
20K9_A 80621 14117 25397 1994 6551 1920
20QD_A 83510 14042 25941 2006 6772 2700
2Q2J_A 68259 12719 26116 1965 6699 3060
2Q0G_B 64988 13110 28064 2078 6650 2160
2Q0G_B_Ca 76681 19450 27879 2039 6635 3300
2Q0G_B_Caw 84078 13975 32768 2060 6658 3420
3103 77404 20824 26862 2015 6784 3300
3MLM_A 79715 16238 25327 2035 6674 3180

O programa PLANTS acompanhado de perto pelo SURFLEX, liderou os
resultados no quesito performance, como € melhor observado no grafico de tempo
relativo da figura 39. Para obter este grafico, os tempos (em segundos) da tabela 4
foram todos divididos pelo menor tempo de todos (SURFLEX, alvo 20K9_A), de tal
forma que € possivel verificar quantas vezes cada calculo foi mais demorado do que
o calculo mais rapido, definido pelo valor 1 no grafico da figura 39.
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Figura 39: Grafico de tempo relativo entre os programas de docking para cada alvo
utilizado.

E importante destacar alguns resultados obtidos para as moléculas que
apresentaram divergéncias estruturais no momento da constru¢do do Banco de
Dados inicial, como foi descrito na metodologia. Como exemplo, a molécula
Petrosaspongiolide M, onde na estrutura obtida do PubChem existe uma instauracéo
no anel de cinco membros, n&o presente na estrutura do artigo sobre produtos
naturais marinhos (FOLMER et al., 2010).

Essa alteragcdo gera uma modificagdo nos tipos de atomos (“atom types”) da
molécula, que tem influéncia direta no calculo da fungdo de pontuacio, por causa
dos diferentes parametros do campo de forca para estes diferentes tipos de atomos.
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Consequentemente, serdo geradas solugdes de docking(poses) diferentes, refletindo
nos valores de scores atribuidos a cada pose.

Entdo, essa alteragdo aparentemente pouco significativa, foi capaz de
produzir grandes diferencas entre os resultados de docking, como pode ser
observado nos valores de score obtidos com o programa AUTODOCK. Com o alvo
2QO0G, particularmente, foram observadas diferencas de score de até 5 unidades de
Kcal/mol, como pode ser melhor observado no grafico da figura 40 e na figura 41,
que mostra os dois poses com maior discrepancia energética. Uma simples
alteracdo ou um erro do usuario na construgdo da estrutura molecular pode
comprometer a fidelidade do calculo de docking.

Kcal/mol

8 2Q0G_B|2Q0G_B
_Ca Caw
=== PybChem | -6,05 2,66 505 | -703 | 573 | 627 | -68 | -339 | -396 | -305 | -593 | -529

b= Marine -5,3 4,99 -3,86 -6,71 -5,92 -5,35 -6,09 -0,61 1,05 0,98 -5,11 -5,04

1GMZ_A| 1QLL_A | 1XXS_A | 2H8I_A | 20K9_A |20QD_A| 2Q2J_A |2Q0G_B 3103 |3MLM_A

Figura 40: Valores de score (Kcal/mol) para os resultados de docking, obtidos com
o programa AUTODOCK, para as duas estruturas da molécula Petrosaspongiolide
M. Uma estrutura foi obtida a partir do PubChem e outra do artigo sobre produtos
marinhos naturais (FOLMER et al., 2010).
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Figura 41: Resultados de docking da molécula Petrosaspongiolide M no alvo
2QO0G_Ca obtido pelo programa AUTODOCK. Em ciano a estrutura extraida do
PubChem com uma insaturagao no anel de 5 membros e em verde a estrutura sem
a instauracédo, extraida do arquivo sobre produtos naturais marinhos (FOLMER et
al., 2010) A estrutura com a insaturagdo obteve uma energia de -3,96 Kcal/mol
enquanto a outra obteve uma energia de 1,05 Kcal/mol.

Vale salientar que este tipo de analise realizado para a molécula
Petrosaspongiolide M também poderia ser extendida para as demais moléculas que
apresentaram discrepancias. Este exemplo foi utilizado aqui, apenas para demostrar
o efeito que a diferenga nas estruturas pode causar nos resultados de docking.

Como o conjunto de moléculas utilizado nesse estudo n&o possui dados de
binding em quantidade representativa, ndo é possivel fazer a comparagdo dos
scores com os resultados de binding.

5.3 Resultados de comparacao das interagoes intermoleculares presentes nos
complexos ligante-alvo

Fazendo-se uso do programa Binana (DURRANT; MCCAMMON, 2011),
foram obtidos os resultados de comparagdo das interacbes intermoleculares
identificadas para cada complexo ligante-alvo, para os 8568 (119 ligantes x 12 alvos
X 6 programas) calculos de docking realizados. A tabela com as interacdes é
composta por seis atributos: Liga¢cdes de hidrogénio, contatos hidrofébicos, pontes
salinas, interacdes pi-pi, interacdes pi em “T” e interag¢des cation-pi.

Além dos dados utilizados para gerar a tabela, o programa também gera os
arquivos de script para visualizagdo com o programa VMD, “visual molecular
dynamics” (HUMPHREY et al., 1996). O arquivo ja possui todas as informacgdes
necessarias para visualizar as interagbes. Diante da grande quantidade de
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resultados de docking, ndo é possivel visualizar todos os 8568 resultados obtidos
com o programa Binana.

Dessa forma, foi selecionado o calculo entre a molécula Cinarina e o alvo
3MLM_A, realizado pelo programa SURFLEX, para demonstrar o potencial de
analise e inspecédo visual com o programa VMD. Na figura 42 é possivel ver em
destaque a hidroxila da molécula Cinarina e, proximo a ela, um atomo de oxigénio
do alvo 3MLM_A, também em destaque, caracterizando uma ligacdo de hidrogénio
intermolecular.

Também foi possivel verificar a existéncia de contato hidrofébicos, onde
foram destacados os atomos de carbono que participam dessas interagbes (ver
figura 43). O programa Binana também destacou interagcdes entre anéis aromaticos
paralelos e classificou como interagao pi-pi. Como é possivel observar na figura 43.
A molécula Cinarina foi selecionada por possuir os 3 tipos de interacdes
apresentados, podendo essa analise ser realizada para qualquer um dos outros
resultados.

O Binana com o VMD, juntos, realizam uma analise bastante completa de
um resultado de docking. Porém ainda n&o é capaz de analisar todos os resultados
do estudo de uma forma global.
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Figura 42: Estrutura tridimensional do complexo formado pelo docking realizado
com o programa SURFLEX, para a molécula Cinarina e o alvo 3MLM_A. Em
destaque a ligagdo de hidrogénio intermolecular. Imagem gerada com o programa
VMD (HUMPHREY et al., 1996).
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com o programa SURFLEX, para a molécula Cinarina e o alvo 3MLM_A. Em
destaque os contatos hidrofébicos intermoleculares. Imagem gerada com o
programa VMD (HUMPHREY et al., 1996).

WoN : ~v
Figura 44: Estrutura tridimensional do complexo formado pelo docking realizado

com o programa SURFLEX, para a molécula Cinarina e o alvo 3MLM_A. Em
destaque a interagdo pi-pi intermolecular entre os anéis aromaticos paralelos.
Imagem gerada com o programa VMD (HUMPHREY et al., 1996).
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5.4 Resultados de analises multivariadas sobre os multiplos resultados de
docking realizados

Como descrito na segdes 4.5.1 e 4.5.2 da Metodologia, foi utilizado o
programa PAST (HAMMER et al., 2001) para a realizagcdo de dois tipos de analises
estatisticas multivariadas, Analise de Componentes Principais (PCA) e Analise
Hierarquica de Clusters (HCA). Estas analises foram realizadas na tentativa de
observar agrupamentos espontédneos presentes entre as amostras (calculos de
docking) do conjunto de dados utilizado.

5.4.1 Analise multivariada das interagoes intermoleculares quantificadas com o
programa Binana

A primeira analise diz respeito ao numero de interagcdées intermoleculares
identificadas através da utilizagdo do programa Binana. Analisando a quantidade de
ligagcdes de hidrogénio encontradas nos diversos complexos formados por cada
programa, foi possivel observar uma grande aproximagao entre os resultados
obtidos com o programa AUTODOCK e AUTODOCK VINA, no dendograma
construido a partir da Analise Hierarquica de Clusters (HCA), como pode ser
observado na Figura 45. O programa GOLD também esta proximo dos dois
anteriores. Dessa forma, estes 3 programas baseados em algoritmo genético estéo
mais préximos entre si, do que os programas com base em outros algoritmos.

No caso das interagbes HC (contatos hidrofébicos), também é possivel
observar a aproximagdo dos programas AUTODOCK e AUTODOCK VINA. O
programa DOCK foi o programa que obteve os resultados mais distintos em relagao
a esse tipo de interacao (ver o dendograma da figura 46).

HB_DO
HB_GO
HB_
HB_AD
HB_SU
HE_PL

3
6+
9
124
15+
184
21
244
27
304
334 ]

36
394
424
45
48

distancia

Figura 45: Dendograma obtido a partir da Analise Hierarquica de Clusters (HCA)
para as interagdes HB (ligagdo de hidrogénio). Programas: DOCK (DO), GOLD
(GO), VINA (VI), AUTODOCK (AD), SURFLEX (SU) e PLANTS (PL).
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Figura 46: Dendograma obtido a partir da Analise Hierarquica de Clusters (HCA)
para as interagbes HC (contatos hidrofobicos). Programas: DOCK (DO), GOLD
(GO), VINA (VI), AUTODOCK (AD), SURFLEX (SU) e PLANTS (PL).

E importante salientar que este tipo de analise multivariada, utilizando Analise
Hierarquica de Clusters (HCA), pode ser realizado com os outros tipos de interagao
identificados e quantificados pelo programa Binana. Estdo mostrados aqui apenas 2
exemplos de aplicagao.

5.4.2 Analise multivariada das posi¢oes de docking (poses) obtidas para a
molécula Quercetina

O objetivo principal destas analises de PCA e HCA sobre as coordenadas dos
atomos das moléculas encontradas como solugdes (poses) de docking é estabelecer
um formalismo matematico (estatistico) multivariado para fazer a analise
comparativa destas geometrias (poses) obtidas como resultados dos calculos de
docking. Desta forma, enquanto estas analises aqui apresentadas descreverem 0s
resultados de maneira matematica (estatistica), as figuras 25 a 36 oferecem um
subsidio grafico, visual, para 0 mesmo tipo de analise comparativa.

Nesta analise multivariada, foram utilizadas as coordenadas (X,Y,Z) das
geometrias (poses) obtidas como resultados de docking usando os programas
DOCK, GOLD e PLANTS, para a molécula de Quercetina em todos os alvos. A
molécula Quercetina foi escolhida para exemplificar este tipo de analise por ter sido
o foco principal do trabalho que foi publicado (ver no apéndice), mas este tipo de
analise multivariada dos poses poderia ser aplicado para os demais resultados de
docking, envolvendo os outros ligantes e os outros alvos. Foi aplicado um estudo de
PCA e também uma analise de HCA no mesmo conjunto de dados, ambos utilizando
o programa PAST (HAMMER et al., 2001).



5 RESULTADOS E DISCUSSOES 86

E possivel observar a dispersdo dos valores nas coordenadas (X,Y,Z) dos
diversos atomos da molécula Quercetina, para os programas citados, nas figuras 47
e 46.

Na figura 48, € possivel observar que os atomos de carbono e oxigénio que
compdem os aneéis da Quercetina, sdo os atomos que menos variam sua posi¢ao
nos eixos (X,Y,Z).
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Figura 47: Dispersdo de valores, em angstroms(A), para as coordenadas (X,Y,Z)
dos atomos da Quercetina, obtidas com os programas DOCK (DO), GOLD (GO) e
PLANTS (PL), para os diferentes alvos. Em cima os valores para a coordenada Z, no
meio, X, e na parte de baixo, Y.
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Figura 48: A) Estrutura da molécula de Quercetina com os numeros de cada atomo
destacados. B) Dispersdo transposta de valores para as coordenadas (X,Y,Z) dos
atomos (legenda do eixo horizontal) da Quercetina, obtidas com os programas
DOCK, GOLD e PLANTS, para os diferentes alvos. As cores dos pontos
representam cada resultado de docking, em um dos trés programa, e em um dos
doze alvos.

Em uma analise de HCA, foi possivel agrupar os poses mais proximos entre

si, no espaco tridimensional, como pode ser observado no dendograma da figura 49.
Um dado que chama atengao nesta figura é a proximidade dos 3 resultados para o
alvo 2Q0G_B no programa PLANTS. Este programa apresenta resultados bastante
semelhantes de docking para os trés alvos, o que indica que a presenca da molécula
de agua e do atomo de Ca?* durante o procedimento de docking pouco influenciaram
o resultado final, enquanto o programa GOLD apresenta seus poses para as 3
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variagcdes desse alvo bem distantes entre si, demonstrando a forte influéncia tanto
da presenca do atomo de Ca®*, quanto da molécula de agua, nos seus resultados.
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Figura 49: Dendograma da HCA realizada sobre os valores das coordenadas
(X,Y,Z) dos atomos da molécula Quercetina, obtidas com os programas DOCK (DO),
GOLD (GO) e PLANTS (PL), para todos os doze alvos.

Para complementar o estudo multivariado, foi realizado um estudo de PCA
sobre as coordenadas (X,Y,Z) dos atomos da Quercetina, onde foi possivel
observar, no grafico de scores da PCA (ver figura 50) que os pontos préximos entre
si, representam moléculas com coordenadas também bastante semelhantes, ou
seja, resultados de docking (pose) bem proximos no espaco tridimensional.
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Figura 50: Grafico de scores da PCA realizada sobre os valores das coordenadas
(X,Y,Z) dos atomos da molécula Quercetina, obtidas com os programas DOCK (DO),
GOLD (GO) e PLANTS (PL), para todos os doze alvos. O eixo horizontal representa
a primeira componente principal (PC1) e o vertical, a segunda componente principal
(PC2). Em destaque, utilizando 4 cores diferentes, estdo representados os 4
resultados de docking (4 poses) que sdo encontrados nos pontos apontados no
grafico de scores, para efeito de comparagédo visual (molecular) e comparagéo
numeérica (PC1 e PC2).
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5.5 Analise Global dos Melhores Resultados de Docking

Para complementar a analise realizada neste trabalho, foram selecionados os
resultados de calculo que mais se destacaram em cada programa, para uma
inspecdo mais detalhada. O programa PyMol (SCHODINGER) foi utilizado para
realizar a analise e gerar as figuras. A lista dos melhores resultados para cada
programa pode ser vista na tabela 5.

Tabela 5: Tabela com os melhores resultados selecionados para cada programa.

Programa Ligante Alvo Scores
AUTODOCK Acido Aristoléquico 1 | Crotoxin B -10,0
(Ca* HOH188)
VINA Wedelolactona Myotoxin I -9,1
Analogo A
GOLD Suramina Crotoxin B 109,56
DOCK _ BthTX-I -110,3
Suramina
SURFLEX Variabilin Myotoxin I 9,46
PLANTS Primetina Crotoxin B -36,05
(Ca*")

Entre os resultados em que houve empate na frequéncia dos melhores
resultados (ver histograma na figura 51), foi selecionado o ligante com valor absoluto
de scores mais importante.

O histograma da figura 51 mostra que o0 o0s programas apresentam
resultados bem distintos entre si. Ou seja, as moléculas de melhor resultado ndo
aparecem de forma sistematica entre os melhores resultados dos outros programas,
apenas as moléculas Harpalicina |, Suramina, Hesperidina e Heparina aparecem
como melhor resultado em mais de um programa.
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Frequéncia dos Melhores Resultados

PLANTS

SURFLEX

DOCK

GOLD

VINA

AUTODOCK

14

Figura 51: Histograma com a frequéncia dos 5 melhores ligantes entre os 50 melhores resultados, para cada programa.
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5.5.1 AUTODOCK

O melhor resultado do programa AUTODOCK foi obtido no calculo realizado
entre o ligante Acido Aristoléquico 1 e o alvo Crotoxin B (2Q0OG B Ca** HOH118),
com score de -10,0. O atomo de Ca®* coordena a posigdo do ligante formando o
poliédro de coordenagéao, envolvendo atomos do ligante, da molécula de agua e dos
residuos de aminoacido de TYR28, GLY30, GLY32 e ASP49. O que torna o atomo
de Ca*" fundamental para a estabilidade do complexo.

A ligagdo de hidrogénio com distancia de 3,2 A com o residuo LYS61 e a
ligagdo com a molécula de agua de 2,9 A, também contribuem para a estabilidade
do complexo. Os contatos hidrofébicos com o residuo PHE6 também contribuem de
forma positiva para a estabilidade do complexo. Ver figura 52.

Figura 52: Melhor resultado de docking realizado com o programa AUTODOCK, foi
obtido no célculo entre o alvo 2Q0G B Ca HOH188 e o ligante Acido Aristoléquico 1.
E possivel observar o poliedro de coordenacéo do atomo de Ca®* e as ligacdes de
hidrogénio de 3,2 A e 2,9 A com o residuo LYS61 e com a molécula de agua 188,
respectivamente. Assim como os contatos hidrofébicos com o residuo PHES.
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5.5.2 AUTODOCK VINA

O programa VINA obteve o seu melhor resultado no calculo envolvendo o
ligante Wedelolactona Analogo A e o alvo Myotoxin (1XXS), com score de -9,1. A
estabilidade do complexo pode ser explicada pela presengca das ligacbes de
hidrogénio com os residuos de aminoacidos ALA19 e HIS48, com distancias de 3,4
A e 3,0 A, respectivamente, como é possivel observar na figura 53.

Figura 53: Melhor resultado de docking realizado com o programa VINA, obtido no
calculo entre o alvo 1XXS e o ligante Wedelolactona Analogo A. E possivel observar
as ligagdo de hidrogénio de 3,4 A com o residuo de aminoacido ALA19 e com o
residuo HIS48 de 3,0 A. Assim como contatos hidrofébicos com o residuo LEU3.

5.5.3 GOLD

O programa GOLD obteve o seu melhor resultado com o ligante Suramina e
o alvo Crotoxin B, sem o atomo de Ca** e sem a presenga da molécula de agua 188.
Atingiu um valor de score de 109,56. O complexo apresenta quatro ligagdes de
hidrogénio descritas na tabela 6.
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Tabela 6: Ligagdes de hidrogénio do complexo obtido no calculo de docking entre o
alvo Crotoxin B sem o atomo de Ca?* e sem a molécula de agua e a molécula
Suramina. Realizado com o programa GOLD.

Residuo de Aminoacido Distancia
ASN7 3,1A
CYS58 34A
THR60 25A
LYS61 3,5A
TRP62 2,8 A

A Suramina, por ser uma molécula relativamente grande, é capaz de
interagir com diversos residuos da PLA,. Essa caracteristica aumenta a
possibilidade de formagdo de um numero maior de ligagbes de hidrogénio, como é
possivel observar na tabela 6 e na figura 54.

Figura 54: Melhor resultado de docking realizado com o programa GOLD, obtido no
célculo entre o alvo 2QOG B e o ligante Suramina. Ligagdes de hidrogénio de 3,1A,
34 A 25 A 35 A e 28 A com ASN7, CYS58, THRG0, LYS61 e TRP62,
respectivamente.



5 RESULTADOS E DISCUSSOES 95

5.5.4 DOCK

No caso particular do programa DOCK, foi feita a opgédo pelo ligante
Suramina, mesmo que este n&o tenha sido o ligante que apareceu o maior numero
de vezes entre os melhores 50 resultados de docking. O procedimento adotado,
neste caso, foi que a Suramina obteve os 5 valores de score mais importantes para
este programa.

O programa DOCK atingiu o score mais estavel (-110,3) com o ligante
Suramina, interagindo com o alvo BthTX-I (2H8I). Porém foi observado apenas uma
ligagdo de hidrogénio, com o residuo ARG34, com distancia de 3,1 A. Contatos
hidrofébicos sdo observados com os residuos LEU3, LEUG6 e THR52. Ver figura 55.

Comparando os melhores resultados obtidos com o programa GOLD e
DOCK, mesmo sendo realizados com alvos diferentes, € possivel observar uma
certa diferenga nas interacbes intermoleculares encontradas nos complexos
formados. O programa GOLD foi capaz encontrar 5 ligagbes de hidrogénio a mais
que o programa DOCK.
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Figura 55: Melhor resultado de docking realizado com o programa DOCK, obtido no
célculo entre o alvo 2H8I e o ligante Suramina. E possivel observar a ligacdo de
hidrogénio de 3,1 A com o residuo de aminoacido ARG34. Assim como os contatos
hidrofébicos com os residuos LEU3, LEUG e TYRS52.

5.5.5 SURFLEX

No calculo de docking da molécula Variabilin com o alvo Myotoxin (1XXS), o
programa SURFLEX obteve o seu melhor resultado. O score obtido foi de 9,46. E
possivel observar que os trés residuos LEUG6, ILE10 e LEU97 formam area
hidrofébica do sitio ativo da PLA, (ver figura 56), o que deve ser explorado no
processo de otimizacdo de moléculas na busca de inibidores de PLAs.
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As ligagbes de hidrogénio com os residuos de GLY23 e VAL31, com
respectivamente 3,0 e 3,4 A de distancia, complementam a caracterizacdo das
interagdes intermoleculares no complexo. Ver figura 56.

N

Figura 56: Melhor resultado de docking realizado com o programa SURFLEX, obtido
no célculo entre o alvo 1XXS e o ligante Variabilin. E possivel observar as ligacdes
de hidrogénio de 3,0 A e 3,4 A com os residuos de aminoacido GLY23 e VAL31,
respectivamente. Assim como os contatos hidrofébicos com os residuos LEUG,
ILE10 e LEU97.

5.5.6 PLANTS

Por fim, o programa PLANTS apresentou seu melhor resultado no calculo
entre o ligante Primetina e o alvo Crotoxin B (2QOG B Ca). Ele obteve o score de -
36,05. Também é possivel observar na figura 57 a presenga dos residuos
hidrofébicos no sitio ativo. O anel aromatico da Primetina fica ancorado préximo a
essa cavidade. A Primetina faz trés ligagbes de hidrogénio com os residuos ASN7,
GLY30 e LYS61, com distancias de 3,6 A, 3,2 A e 3,1 A, respectivamente.
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Figura 57: Melhor resultado de docking realizado com o programa PLANTS, obtido
no calculo entre o alvo 2QOG B Ca e o ligante Primetina. E possivel observar as
ligagdes de hidrogénio de 3,6 A, 3,2 A e 3,1 A com os residuos de aminoécido
ASN7, GLY30 e LYS61, respectivamente. Assim como os contatos hidrofébicos com
os residuos PHEG, ILE10 e LEU97.

O reconhecimento dos residuos de aminoacidos capazes de formar ligages
de hidrogénio é de grande importancia, assim como os residuos apolares. Dessa
forma, pode-se potencializar o efeito inibidor de um novo ligante, efetuando
alteragdes em sua estrutura, para interagir melhor com sitio ativo, tornando o
complexo inibidor-alvo mais estavel.

As moléculas relacionadas como melhores resultados sdo ligantes
importantes para o estudo da terapia anti-veneno. Esses ligantes podem ser foco de
otimizagdes moleculares que possam vir a potencializar o efeito inibitério das PLA,.
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5.6 Trabalhos publicados em revista

5.6.1 Quercetin as an inhibitor of snake venom secretory phospholipase A..

Este artigo foi publicado na revista Chemico-Biological Interactions, no ano
de 2011, fruto do trabalho de colaboracéo cientifica com o grupo de toxinologia do
departamento de farmacologia da Universidade Federal do Ceara (UFC). Nesse
estudo, foram avaliados os efeitos do flavonoide Quercetina na inibicdo de sPLA;
extraida do veneno da serpente Crotalus durissus terrificus.

A Quercetina foi capaz de inibir a atividade enzimatica e algumas atividades
farmacologicas, incluindo a atividade antibacteriana, a capacidade de induzir
agregacao plaquetaria e aproximadamente 40% da miotoxicidade. Porém, este
inibidor ndo foi capaz de reduzir as atividades neurotéxicas e inflamatérias da sPLA;.
Os resultados sugeriram a existéncia de dois sitios farmacolégicos na proteina, um
correlacionado com a atividade enzimatica e um outro sitio distinto. Dessa forma, o
estudo de docking foi realizado para entender melhor as possiveis interacdes entre a
Quercetina e a sPLA; (COTRIM et al., 2011). O programa GOLD foi escolhido para a
realizacao do estudo.

Para obter a afinidade in silico da Quercetina e da Crotoxina B, a sPLAzs
isolada, foi utilizada a estrutura retirada do banco de dados PDB, sob o cdédigo
2QO0G. A estrutura da cadeia B foi escolhida para efetuar os calculos, mantendo o
jon Ca®" e a molécula de agua nimero 188, localizada a 3,16 A do atomo de Ca?".

Os calculos de docking foram realizados levando-se em consideragao a
flexibilidade do ligante Quercetina, de modo que os graus de liberdade foram
considerados ativos durante o calculo. O sitio ativo foi definido como todos os
atomos num raio de 10 A a partir do residuo de aminoacido His48 (COTRIM et al.,
2011).

A melhor solugéo de docking para o ligante Quercetina pode ser vista na
figura 58. O score obtido nesse resultado foi 43,94, mostrando uma boa afinidade
com o alvo. A presencga de algumas interagdes intermoleculares importantes como: i)
ligacdo de hidrogénio entre os residuos de aminoacidos CYS45 e HIS48, com
distancias de 2,69 e 3,00 A, respectivamente; ii) ligagdo de hidrogénio com a
molécula de agua 188, com distancia de 3,16 A; iii) um contato polar com o atomo
de Ca?* com distancia de 3,19 A; e iv) interacdes hidrofébicas com o residuo PHE5
podem ser levadas em consideragao para a estabilidade do complexo Quercetina-
sPLA; (COTRIM et al., 2011).

A primeira pagina do artigo pode ser encontrada no apéndice B. Esse
trabalho de colaboragdo, assim como outros em andamento ou submetidos, sao
analises detalhadas provenientes do aprofundamento que foi possivel de ser
alcangado durante a comparagao das metodologias de docking deste projeto.
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Figura 58: Melhor solugéo de docking para a Quercetina (modelo stick) e residuos
importantes para a interagdo no alvo Crotoxina B, além do ion Ca®* e o oxigénio
pertencente a molécula de agua 188. Ligagbes de hidrogénio (distancia em A)
mostradas como linhas, néo envolvendo o ion Ca®*. Os atomos de hidrogénio foram
omitidos para melhorar a visualizagdo, e as linhas ligadas ao ion Ca** representam o
seu poliedro de coordenacgao.
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6 CONCLUSOES

O resultado de alteracdes relativamente pouco significativas na estrutura da
molécula de um ligante podem influenciar significativamente, em alguns casos, um
resultado de docking. Dessa forma a determinacdo correta da estrutura tanto do
alvo, quanto do ligante para o docking, é de fundamental importancia, assim como
os cuidados necessarios na construcdo dos modelos estruturais dessas moléculas.
Desta forma, foi importante destacar as discrepancias discutidas na secdo 5.1.1 de
resultados e discussodes, que fizeram aumentar o numero de 103 moléculas para
119 estruturas quimica utilizadas nos calculos de docking.

A constru¢do do banco de dados de estruturas de moléculas com atividade
anti-veneno, além de ter sido muito util para identificar e categorizar as
discrepancias de estruturas quimica. Também mostrou-se como uma boa base para
futuros estudos in silico na busca de um farmaco capaz de inibir potentemente
enzimas PLA,, consequentemente atenuando os efeitos locais causados por
acidentes ofidicos.

Os estudos em colaboragdo com grupos experimentais tem uma grande
importancia para a elucidacdo dos mecanismos farmacoldgicos relacionados a
toxinologia de PLAzs. Uma vez que os programas de docking tem capacidade
explicativa e preditiva, com uma boa precisdo, além da dificuldade intrinseca de
realizagcédo de estudos de cristalografia de raio-X para novos alvos ou ligantes.

Em relagdo ao estudo comparativo dos 8568 (119 ligantes x 12 alvos x 6
programas) calculos de docking, é importante destacar a importéncia da capacidade
de automatizacdo do procedimento de analise das interagcdes intermoleculares de
todos os complexos (poses), realizado com o programa Binana. Uma vez que nao foi
possivel realizar uma analise de inspe¢ao visual manual individualizada, nesse
estudo, por se tratar de um conjunto muito grande de moléculas e estruturas
quimicas.

Com a analise detalhada dos melhores resultados para cada programa, foi
possivel identificar os importantes residuos envolvidos no processo de inibicdo das
PLA.s. Residuos estes capazes de estabelecer ligagdes de hidrogénio e uma regiao
de aminoacidos hidrofébicos. Isto facilita a otimizagdo dos inibidores através do
desenho de novas possiveis moléculas com atividade anti-PLA,.

As abordagens analiticas multivariadas utilizadas foram capazes de revelar
aspectos interessantes sobre as semelhancas e diferengas entre os resultados de
docking obtidos com os diversos programas e alvos analisados. Com a aplicagao
destas analises, pode-se estabelecer um formalismo analitico para a interpretagao
dos resultados nas escalas visual, numérica e grafica, através, respectivamente, da
geracdo das imagens para visualizagdo molecular, das analises estatisticas
(multivariadas) e da confecgao dos graficos provenientes destas analises.

De maneira conclusiva, foi possivel identificar os programas que apresentam
menor demanda computacional na analise comparativa de seus tempos de calculo,
0 que pode vir a ser muito util em futuros estudos de docking, até mesmo com um
numero muito maior de ligantes que podem ser calculados e analisados,
aumentando-se muito o banco de dados de inibidores potenciais de PLAs.
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7 PERSPECTIVAS

Existem perspectivas imediatas deste trabalho, como por exemplo, dar
continuidade aos trabalhos em colaboragao cientifica, podendo contribuir ainda mais
depois da crescente curva de aprendizado percorrida no desenvolver desse
trabalho, além da elucidagdo das melhores metodologias/programas que podem ser
usados para solucionar os problemas de virtual screening nesta area de toxinologia
com PLA.s.

Também deve ser uma perspectiva direta deste trabalho, a inclusdo de
outros programas de docking na comparagao metodologica. Um deles é o programa
GLIDE, que tem se destacado em alguns estudos comparativos (CROSS et al.,
2009; HEVENER et al., 2009).

Adicionalmente, pretende-se utilizar programas de construcéo de bibliotecas
quimicas, utilizando métodos de quimica combinatéria virtual, por exemplo, para
tentar encontrar outros ligantes, em especial, inibidores de PLA,s mais potentes. O
programa AUTOGROW (DURRANT et al., 2009) € um programa capaz de realizar a
construcdo de novos ligantes a partir de ligantes pré-existentes. Isto resultaria em
uma ampla varredura de espago quimico com o objetivo final de contribuir para a
inovacéao terapéutica na area de antiofidicos.
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Apéndice A
Estruturas quimicas (2-D) das moléculas antiveneno utilizadas no
estudo, que constituem o Banco de Dados descrito na metodologia.
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~ 0
CH, OH
Acido_2-hidroxi-4-metoxibenzoico |[Acido_Aristoloquicol_2236 Acido_Aristoloquico2_108168
_Spider67776
4 S 6
HO 0
SN , = '
OH '
OH
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As polyphenolic compounds isolated from plants extracts, flavonoids have been applied to various phar-
maceutical uses in recent decades due to their anti-inflammatory, cancer preventive, and cardiovascular
protective activities. In this study, we evaluated the effects of the flavonoid quercetin on Crotalus durissus
terrificus secretory phospholipase A2 (sPLA2), an important protein involved in the release of arachidonic
acid from phospholipid membranes. The protein was chemically modified by treatment with quercetin,
which resulted in modifications in the secondary structure as evidenced through circular dichroism. In

f;)"{/‘:’"’ds" addition, quercetin was able to inhibit the enzymatic activity and some pharmacological activities of
Crotalus durissus terrificus sPLA2, including its antibacterial activity, its ability to induce platelet aggregation, and its myotoxicity
Quercetin by approximately 40%, but was not able to reduce the inflammatory and neurotoxic activities of sPLA2.

These results suggest the existence of two pharmacological sites in the protein, one that is correlated
with the enzymatic site and another that is distinct from it. We also performed molecular docking to
better understand the possible interactions between quercetin and sPLA2. Our docking data showed the
existence of hydrogen-bonded, polar interactions and hydrophobic interactions, suggesting that other
flavonoids with similar structures could bind to sPLA2. Further research is warranted to investigate the
potential use of flavonoids as sPLA2 inhibitors.

Pharmacological sites
Molecular docking

© 2010 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Phospholipases A2 (PLA2, EC 3.1.1.4) are small proteins that
catalyze the hydrolysis of glycerophospholipids at the sn-2 posi-
tion in a Ca?*-dependent reaction, releasing lysophospholipids and
fatty acids [1-3]. These enzymes are the main component of snake
venom and have been investigated not only because they have
a wide range of biological effects, but also due to their similar-
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ity to mammalian phospholipases [4,5]. However, in contrast to
their mammalian counterparts, several snake venom PLA2s are tox-
ins that induce pharmacological effects [6] through arachidonic
acid metabolism leading to the production of various lipid pro-
inflammatory mediators such as prostaglandins, thromboxanes
and leukotrienes [7]. Recent studies have shown that inhibition of
cytosolic PLA2 (cPLA2) leads to a decrease in eicosanoid levels and,
reduced inflammation [8].

Due to the role of PLA2s in the inflammatory process, there is
pharmacological interest in PLA2 inhibitors, and among these, the
flavonoids have been successfully studied. Flavonoids are widely
produced in plants tissues making them suitable targets for phar-
maceutical extraction and chemical synthesis [8,9]. The inhibitory
effect of flavonoids on secretory PLA2 (sPLA2) was reported by Gil
et al. [10], and Lindahl and Tagesson [11]. Their results showed
that inhibition of sPLA2 from different sources following incu-
bation with various flavonoids is dependent on the 5-hydroxyl
group as well as the double bond and the double-bonded oxygen
in the oxane ring, and that the hydroxyl groups at the 3'- and 4'-
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Anexo A
Tabela de Aminoacidos

Simbolo Nome Abreviaciao Cadeia lateral
Alanina A Hidrofdbica
Arginina R Carregada positivamente
Asparagina N Polar sem carga
Aspartato ou Acido Aspartico D Carregada negativamente
Cisteina C Caso especial
Glutamina Q Polar sem carga
Glutamato ou Acido Glutamico E Carregada negativamente
Glicina G Caso especial
Histidina H Carregada positivamente
Isoleucina I Hidrofdbica
Leucina L Hidrofdbica
Lisina K Carregada positivamente
Metionina M Hidrofdbica
Fenilalanina F Hidrofdbica
Prolina P Caso especial
Serina S Polar sem carga
Treonina T Polar sem carga
Triptofano w Hidrofébica
Tirosina Y Hidrofdbica

Valina V Hidrofébica




