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Estudos tedricos e estruturais para o desenvolvimento e sintese de aza-aglicares com atividade

melhorada contra a Golgi a-manosidase Il
Resumo

A maior parte dos tumores apresentam padrdes de glicosilagdao aberrantes, como a siliagao
e a ramificacdo de oligossacarideos N-ligados. Alguns destes padrdes estdo associados a progressao
do cancro como eventos de metastase, invasdo de tecidos e evasdao ao sistema imune. A Golgi a-
mannosidase 1l (GMII) cliva dois residuos de manose aquando do processamento de
oligossacarideos N-ligados. A sua inibicdo leva a diminuicao da progressao dos tumores tornando-se
num alvo terapéutico. A swainsonina é, atualmente, o inibidor mais potente para a GMII, porém
ndo é seletiva contra a a-mannosidase lisossomal (LM), pensando-se estar associada a alguns

efeitos secundarios.

Neste trabalho utilizaram-se técnicas de modelacdo molecular para descobrir e avaliar a
atividade e seletividade de novos derivados de swainsonina como as azaswainsoninas ou com

outros substituintes na posicao 5.

A titulacdo de cadeias laterais de aminoacidos protondaveis foi realizada para obter uma
estrutura com os estados de protonagdo a pH 6.6 para realizar calculos de energia livre. As
interacbes fundamentais para a ligacdo de inibidores a proteina foram deduzidas usando
simula¢bes de dinamica molecular de complexos proteina-ligando ja caracterizados. Realizou-se
docking de um conjunto de derivados da swainsonina e de um pequeno conjunto de moléculas
contra um conjunto de estruturas da GMII determinadas experimentalmente juntamente com um
modelo flexivel correspondente as estruturas de menor energia, obtido por dindmica molecular e
analise de componentes principais. Concluido-se assim, que a maior parte dos analogos criados tem
uma afinidade semelhante ou superior a da swainsonina e alguns mostram seletividade. Os calculos
de integracdo termodinamica permitiram, de uma forma mais rigorosa, mostrar quais os grupos
funcionais mais favorecidos e os cdlculos de MM-PBSA mostraram o comportamento dindamico dos

derivados desenvolvidos, apesar de ndo ser possivel aferir a afinidade por este método.
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Theoretical and structural studies for the development and synthesis of stereoselective aza-

sugars with improved activity towards Golgi a-manosidase Il
Abstract

Most tumors show altered glycosylation patterns, such as sialylation and ramification of N-
linked oligossarides. Some are associated to cancer progression events, such as metastasis, tissue
invasion, growth and non-recognition by the immune system. Golgi a-mannosidase Il (GMII) plays a
key role in the N-glycosylation pathway, trimming two mannose residues. The inhibition of GMII
leads to a decrease in cancer progression. Therefore, GMII is a promising therapeutic target.
Swainsonine is the most potent inhibitor for GMII kwown. However, it also inhibits lysossomal a-

mannosidase (LM) and it is thought to be associated to several side effects.

In the current work, molecular modelling techniques were used in order to find and evaluate
the activity and selectivity of new swainsonine derivatives such as azaswainsonines or other

possessing new moieties in position 5.

Titration of ionizable sidechains of aminoacids was done in order to obtain a structure with
the correct protonation states at pH 6.6. This structure was used to build the systems for free
energy calculations. The most important interactions for ligand binding were concluded using
molecular dynamics simulations of already known and characterized protein-ligand complexes.
Docking of a set of swainsinone derivatives and a small set of miscellaneous molecules was made
against another set of crystallographic structures along with a flexible model of low energy
structures, obtained by molecular dynamics and principal component analysis. It was concluded
that most swainsonine analogues display a similar or greater affinity than swainsonine and some of
these even show selectivity. Thermodynamic integration calculations showed in a more rigorous
way which were the most favoured moieties and MM-PBSA calculations allowed to check the
dynamic behavior of the developed analogues, despite the fact that it was not possible to confirm

the analogues’ affinity in this way.
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1.Introdugdo

1.1. Papel bioldgico dos hidratos de carbono

Os hidratos de carbono sdo as biomoléculas mais abundantes na natureza. Estruturalmente,

sao definidos por serem polihidroxialdeidos, cetonas ou outras

H OH
A . . s . . , H O
substancias, que quando sofrem hidrélise, originam agucares. [1] \‘|:¢ H_q
HO
. N . H—C—O0H OH
Existem trés classes de hidratos de carbono: os | " Ho on
CHL0H
H H
monossacarideos, os oligossacarideos e os polissacarideos. OS  _ gjiceraldeido 8-0-Glucose

monossacarideos caracterizam-se por possuirem apenas um
grupo aldeido ou cetona, dois ou mais grupos hidroxilo e mais de m{
trés atomos de carbono. Os monossacarideos com mais de cinco

Lactose

atomos de carbono encontram-se predominantemente numa /MHOM
forma ciclica (figura 1). Os oligossaracarideos contém dois ou )QL?OH
mais monossacarideos covalentemente ligados entre si, através Sacarose

Figura 1. Exemplos de monossacarideos e
de ligacbes glicosidicas, em que hd a formacdo de um acetal dissacarideos.
através da reacdo de um grupo hidroxilo de um agucar com o
carbono anomérico de outro. Os mais abundantes sdo os dissacarideos como a lactose e a sacarose
(figura 1). [1] Os polissacarideos sdao polimeros que contém mais de 20 residuos de
monossacarideos, como por exemplo, o amido e o glicogénio. Estas moléculas podem ser cadeias
lineares ou ramificadas e também podem ser constituidas por monémeros iguais ou diferentes
entre si. [1][2]

Os hidratos de carbono podem ser covalentemente ligados a outras biomoléculas formando
glicoconjugados ou glicanos. As glicoproteinas possuem oligossacarideos covalentemente ligados a
proteinas. A ligacdo a proteinas pode ser realizada através de residuos de arginina ou asparagina
(N-ligacdo) ou ainda a residuos de serina ou treonina (O-ligacdo). [1][3] Os glicolipidos sao lipidos
em que o grupo hidrofilico também possui hidratos de carbono ligados e os proteoglicanos
possuem glicosaminoglicanos ligados covalentemente a proteinas membranares ou secretadas.

Os hidratos de carbono podem desempenhar uma grande variedade de funcdes. Podem
servir para armazenamento de energia como o amido nas plantas e o glicogénio nos animais.
Também podem ter uma fungdao estrutural como a celulose, presente em plantas, a quitina

presente no exoesqueleto de animais e o peptidoglicano na parede celular das bactérias. [1]



Em conjunto com estas fungdes, os polissacarideos e oligossacarideos também podem servir

para o direcionamento de proteinas, endocitose, ativacdo de recetores, reconhecimento de

moléculas enddgenas e exdgenas e adesao celular.[4]

Desta forma, as moléculas glicosiladas desempenham papeis em fendmenos como a adesao

celular, infegBes virais, rea¢des inflamatdrias, agdo hormonal, reagdes imunes e mesmo metdastase

de células cancerigenas.[4]

Considera-se que os hidratos de carbono codificam informagdo, na medida em que podem

variar na sua sequéncia, ramificacdo e flexibilidade conformacional, possuindo assim um elevado

potencial de isomerizacdo que aumenta o seu potencial como portadores de informacdo

comparativamente a outras biomoléculas.[5]

As lectinas sdo proteinas que se ligam a glicanos e sdo altamente seletivas para estruturas

especificas. Estdo envolvidas em processos como as interagGes entre células em que as lectinas,

como as selectinas, de uma célula interagem com os hidratos de carbono na superficie de outra

célula.

1.2. Biossintese de proteinas N- glicosiladas

Nos eucariontes, a biossintese de proteinas que sofrem glicosilacdo apds a traducdo ocorre

em ribossomas ligados ao reticulo endoplasmatico. No reticulo endoplasmdtico (RE), comeca por

haver a sintese de um nucleo
oligosacaridico num lipido
polisoprendide, o dolicol, que estd

inserido na membrana do RE. Esta
sintese ocorre na face citoplasmatica do
reticulo endoplasmatico e ha a
transferéncia de um grupo fosfato e um
residuo de N-acetilglucosamina (GIcNAc)
a partir de GDP-GIcNAc e outro residuo
de GIcNAc também através da molécula
Havendo depois

anterior (figura 2).
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Figura 2- Esquema da biossintese de proteinas N-glicosiladas
(adaptado de [1])

transferéncia de cinco unidades de manose (Man) a partir de GDP-Man. De seguida, ha a

translocacdo do intermedidrio para o limen do RE. No lumen do RE ainda ha transferéncia de mais



residuos de manose e glucose ligados ao dolicol fosfato para formar um nucleo final de catorze
residuos GlcsMang(GIcNAc), (figura 2). Este oligossacarideo é transferido en bloc para um residuo
de asparagina que esteja numa sequéncia AsnXSer ou AsnXThr (X é um qualquer residuo exceto
prolina) de um polipéptido nascente (figura 2). [1][6]

Apds a jungado do nucleo oligossacaridico a proteina recém-sintetizada existe uma fase de
pos-processamento. Nesta fase comega por haver a excisdo de trés residuos terminais de glicose
1,2 ligada pela glicosidase | e os residuos de glicose 1,3 sdo removidos pela glicosidase Il (figura 3).
Este ultimo passo é mais lento uma vez que as chaperonas calnexina e calreticulina assistem ao
folding da proteina. De seguida, as manosidases do reticulo endoplasmatico (manosidase |,
manosidase Il e endo-a-manosidase) removem um residuo de manose em diferentes posicdes
gerando diferentes intermediarios que sdo translocados para o complexo de Golgi (figura 3-4/5/6).
Neste organelo, as Golgi-manosidases IA, IB e IC, uma para cada intermediario, clivam trés manoses

(figura 3-7/8/9).

' %’Z*Fﬁif{f Sy Y
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A 0-1,2Glc W B-1,4GIcNAC @ 0-2,3/6 AS 1- a-Glucosidase | 6-Endomanosidase
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A 0-13Glc @ 01,4 Man 2-a-Glucosidase |l 7-Golgi manosidase I1A
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5-Manosidase | RE 10-GlcNAc transferase |
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Figura 3- Esquema das vdrias transformagdes que o oligossacarideo N-ligado sofre durante o seu processamento, Glc-
glucose; Man-manose ; GIcNAc- N-acetilglucosamina ; Gal-galactose; AS-dcido sidlico

Depois, um residuo de N-acetilglucosamina (GIcNAc) pode ser adicionado pela GIcNAc
transferase | (figura 3-10). O produto resultante pode servir de substrato para trés enzimas: a
galactosiltransferase que transfere um residuo de galactose para o oligossacarideo, a N-
acetilglucosaminiltransferase 1l que transfere um residuo de N-acetilglucosamina e a Golgi-a-
manosidase Il que cliva dois residuos de manose ligados através de ligacdes a—1,3 e a—1,6 a
GIcNAcMansGIcNAc, para gerar GIcNAcMansGlcNAc, (figura 3-11). Apenas o produto desta ultima
reacdo continua a ser processado para gerar oligossacarideos mais complexos. GIcNAcMansGIlcNAc,
serve de substrato para GIcNAc transferases e outras glicosiltransferases sofrendo mais

modificacGes de ramificacdo e extensdo para se tornar mais complexo podendo implicar a adicdo



de outros aminodcidos como o acido sidlico. Esta fase final de elaboragdao de N-glicanos é a mais
complexa e variada sendo a causa da grande diversidade de proteinas glicosiladas (figura 3-passos
finais). As enzimas e proteinas destinadas aos lisossomas sdo fosforiladas em residuos de manose
no complexo de Golgi. [6][7][8]

Mutagdes nas enzimas responsaveis pela glicosilagdo podem conduzir a sindromes severos
como a mucolipidose Il que resulta da incapacidade de fosforilar residuos de manose para
direcionar enzimas para os lisossomas, provocando desordens no catabolismo proteico. Mutacdes
no gene PMM2 sdo responsaveis pela diminui¢do da sintese do percursor oligossacaridico ligado ao
dolicol estando relacionadas com desordens congénitas. Outras mutacdes nas enzimas desta via
estdo relacionadas com o aparecimento de diversos tipos de tumores e problemas no
desenvolvimento embrionario. Quando ha a interrup¢ao de um primeiros passos da via

biossintética hd uma maior probabilidade de a doenga ser mais severa.[4]

1.3 O papel dos glicanos no cancro

As células cancerigenas apresentam um padrdo de glicosilacdo aberrante. As alteracoes
passam por modificagcdes nas estruturas dos oligossacarideos N-ligados e O-ligados, como por
exemplo, o aumento do tamanho e da ramificacdo das cadeias N-ligadas e alteracdo da constituicao
dos oligossacacrideos. Estas alteragcbes s3ao devidas a mudangas na expressao de
glicosiltransferases, que alteram a estrutura do nucleo oligossarcaridico, como a GIcNAc transferase
V que acrescenta residuos de GIcNAc ramificados através de ligagdes 1,6 ou as que estdo
envolvidas na transferéncia de residuos terminais para os oligossacarideos, como as
silaliltransferases e fucosiltransferases.[9][10] Estas alteracdes levam a expressdao de certos
epitopos como, por exemplo, antigénios de Lewis e acido polissidlico (figura 4). A expressido de
certos conjuntos de epitopos estd associada a certos tipos de cancro. Estas mudancas contribuem
diretamente para o progresso do cancro, a formacdo de tumores sdlidos e muitas vezes estdo
associadas com fases especificas do seu desenvolvimento. [11] [12]

Uma alteracdo relevante na glicosilacdo é o aumento de residuos de acido sialico ligados
residuos de galactose por ligacGes a2,6. Esta alteracdo existe em 90% dos cancros e ocorre devido a
sobrexpressdo da enzima que transfere residuos de acido siadlico para residuos de galactose por
ligacGes 02,6. O aumento de residuos sialilados esta associado com um aumento do potencial

invasivo e metdstico que se pensa estar associado com uma diminuicdo da adesdao aos



componentes extracelulares da matriz, especialmente da fibronectina.[13] Para além disso, o acido
sidlico também estd envolvido na interacdo das células cancerigenas com outras células e na
adesdo das células cancerigenas a determinadas selectinas permitindo a sua motilidade e pensa-se
gue estd envolvido na regulacdo do crescimento. [14]

A ramificagdo 1,6 em cadeias N-ligadas (figura 3) também esta relacionada com o progresso
do cancro e potencial maligno. Nesta ramificagdao ocorre a ligacdo de um residuo de GIcNAc a um
residuo de manose ja ligado a GIcNAcGal. Acredita-se que esta transformacdo facilita a invasao
através de membranas. Neste caso a GIcNAc transferase V estd sobrexpressa e é responsdvel por
esta atividade. [9][11]

O 4cido polissidlico é um polimero linear de residuos de acido sidlico constituido por 10 a 50

unidades de acido sialico (figura 4). O acido sialico
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adesdo entre células e entre as células e a matriz. A Figura 4- Exemplos de polissacarideos envolvidos no cancro[9]
presenca de cadeias longas de acido polissidlico
provoca o enfraguecimento de interagdes entre as células e esta relacionada com a ativagao da
metastase. Estas moléculas sdo frequentes em cancros do pancreas, da mama, no pulmao, no
cérebro e na leucemia. [9][10] Os antigénios de Lewis sdo originados pela adicdo de residuos de
fucose a cadeias principais de glicanos e sdo expressos apenas por células tumorais. Estes
antigénios também podem possuir residuos de acido sialico terminais constituindo antigénios sialil
Lewis (figura 4). O conjunto destas moléculas regula o processo de metdstase estando envolvidas
na extravasao de células para os capilares e na adesdo de células cancerigenas a tecidos endoteliais.
S3o caracteristicos de cancros do pancreas, ovarios, colon, da mama, do pulmdo, entre
outros.[9][15]

Outras alteragdes tipicas em células cancerigenas prendem-se com um aumento da

expressao de ganglidsidos (lipidos ligados a oligossacarideos) e de mucinas (glicoproteinas com

oligossacarideos O-ligados). [10]Apesar de se verificarem mudangas significativas na glicosilagdo



das células tumorais é possivel constatar que os tecidos malignos sdo caracterizados por um
conjunto de transformac¢des na glicosilacdo e ndo é possivel associar uma Unica alteracdo a
transformacao de células normais a cancerigenas.

O estado de glicosilacdo aberrante permite que as células tumorais ndo sejam reconhecidas
pelo sistema imune como nao-normais, permitindo assim a sua sobrevivéncia. Dennis et al
mostraram que as células imunes NK (natural killer) sao capazes de detetar e matar células
tumorais quando os oligossacarideos da superficie celular eram incompletos ou ricos em manose
(high-mannose-com pelo menos cinco residuos de manose). Desta forma, ao inibir as varias
enzimas envolvidas no processo de glicosilacdo é possivel fazer com que as células cancerigenas

apresentem um padrao de glicosilagdo tal que favoreca a sua eliminacao pelo sistema imune.[16]

1.4-Golgi a-manosidase Il

A Golgi a-manosidase Il (GMIl) é uma das enzimas
envolvida no processamento de oligossacarideos N-ligados a
proteinas, catalisa a clivagem consecutiva de dois residuos de
manose de GIcNAcMansGIcNAc, a  GIlcNAcMansGIcNAc,

(figuras 5 e 6). A sua importancia prende-se com o facto de

gue catalisa um passo crucial no processamento de proteinas

N-glicosiladas, uma vez que a sua inibicdo leva a diminuicdo  Figura 5-Esquema da reagédo levada a cabo pela GMil

das estruturas oligossacaridicas associadas a progressao do (adaptado de [17])

cancro e ao aumento de oligossacarideo ricos em manose, aumentando a probabilidade do

reconhecimento pelo sistema imune.

HOH.C_  OH

HOH,C,

NH
N

Figura 6- Estrutura do substrato da GMII. G-glucosamina, M-manose, Asn-Asparagina.



Esta enzima esta localizada no
complexo de Golgi e é uma proteina
transmembranar, possui uma
pequena porcao N-terminal virada
para o citoplasma, um dominio
transmembranar e um dominio
catalitico C-terminal volumoso que se
localiza para o lumen do complexo de

Golgi. [17] Esta enzima possui um ido

de zinco e elevada especificidade para Figura 7- Estrutura secunddria da parte catalitica da GMII, a rosa estd
o dominio C-terminal, a amarelo o dominio N-terminal e a azul trés

0 substrato, removendo os dois hglices a. Cédigo PDB:3CZN

residuos de manose retendo a
configuracdo anomérica. O primeiro
residuo a ser clivado é o residuo de
manose 1,6 ligado, seguido do residuo
1,3. [17]. Relativamente a parte
catalitica da enzima, hd um dominio N-

terminal que possui uma estrutura

a/B, i., possui onze folhas B quase

todas paralelas rodeadas por dezasseis

Figura 8- Estrutura da GMII, com GIcNAcMansGIcNAc ligado. A face

a-hélices. Aqui situa-se o local ativo . .
q convexa estd para cima e a plana para baixo. Cédigo PDB:3CZN

onde esta localizado o ido de zinco que

participa na catalise (figura 7). Esta parte é glicosilada com um residuo de GIcNAc e possui dois
residuos de cisteina que formam pontes dissulfureto. O dominio C-terminal possui dois dominios
semelhantes as imunoglobulinas, que possuem apenas folhas B anti-paralelas e um conjunto de
trés a-hélices juntas que estd entre a parte anterior. A GMII possui uma face planar e outra face
convexa. O centro ativo localiza-se na face plana e na face convexa (figura 8) existe um poro com
20A de comprimento e de didmetro, cujos residuos possuem elevada mobilidade e a sua funcdo

ainda se desconhece.[18]



O centro ativo possui uma po e \ / ‘ \
carga global negativa e divide-se em \\ =~ ’
trés secgdes: o local catalitico, o sitio
de holding e o local de ancoragem. O
local catalitico possui um ido de zinco
pentacoordenadado por dois residuos
de  histidina, dois residuos de
aspartato uma molécula de agua
(quando estd vazio). Esta geometria é

estabilizada por pontes de hidrogénio

com outros residuos e moléculas de ?
agua. Neste local liga-se o residuo de ] 4
manose M5 (a esquerda) (figura 9) . GIn-6/N8

ligado ao atomo de zinco através dos Figura 9- Centro ativo da GMII, com GlcNAcMansGIcNAc, M4 e M5 séo
os residuos de manose numerados como na fig.6, que se ligam nos

grupos hidroxilo nas posicdes 2 e 6, locais catalitico, de holding e de ancoragem respectivamente.

também interage por pontes de hidrogénio com os residuos de tirosina 727 e 269, histidina 471 e
aspartato 472 e realiza interacdes m-stacking com um residuo de triptofano 95. No local de holding
(a direita) liga-se o residuo de manose M4 (fig.9) que faz pontes de hidrogénio com a arginina 343.
No sitio de ancoragem, liga-se um residuo de GlcNAc G3 (em baixo a direita)(fig.9) que faz pontes
de hidrogénio com o residuo de tirosina 267 e histidina 273 e interac¢des m-stacking com o residuo
de tirosina 267. O residuo de GIcNAc na posicdo de ancoragem é crucial para a actividade uma vez
gue faz com que o residuo M4 se ligue ao local de holding e o residuo de manose M5 ao local
catalitico. O meacnismo de hidrélise destas ligacoes é semelhante ao mecanismo das restantes
hidrolases glicosidicas, mas possui um catido de zinco e o centro activo é diferente. Acredita-se que
0 ido de zinco tem como func¢des a distor¢do do substrato e a estabilizacdo do estado de transicdo.
O residuo de aspartato 204 faz um ataque nucleofilico formando um intemediario covalente, que
passa por um estado de transicdo com carga positiva oxocarbénio (figura 10). O residuo de
aspartato 341 remove um protdo de uma molécula de agua e ido hidroxilo ataca o carbono 1 do
residuo de manose M5 e este é libertado. Apds a libertacdo deste residuo de manose, hd um
rearranjo do substrato de forma a que o préximo residuo de manose a ser clivado (M4) se posicione

no local de clivagem.



Hsn 204

Figura 10- Mecanismo da reagdo de hidrdlise dos residuos de manose executada pela GMII. Entre paréntesis estd o estado
de transi¢do oxocarbénio.

A clivagem do segundo residuo de manose ocorre de forma idéntica a clivagem do
primeiro.O posicionamento do substrato é facilitado pelo local de ancoragem uma vez que os
residuos de histidina 273 e aspatato 270 presentes nesse local sdo essenciais para controlar uma
rede de pontes de hidrogénio que se estende até ao local catalitico e coloca o residuo de tirosina

269 na orientacdo favoravel para a liga¢dao ao subtrato. [18][19][20]

1.5-Inibicdo da GMII

A inibicdo da GMIl provoca o aparecimento de glicoproteinas com um processamento
incompleto, que possuem GIcNAcMansGIcNAc,. Existem também inibidores para outras
glicosidases que realizam o processamento de agucares. Os inibidores mais comuns destas enzimas
sdo geralmente alcaloides polihidroxilados que sao extraidos de fontes naturais, como piperidinas,
pirrolidinas, indolisinas, pirrolidizinas e nortropanos polihidroxilados (figura 11). [21] Estes

compostos atuam mimetizando ou carga ou a forma do estado de transicao oxocarbénio. [22]

HQ CH.,OH
”, 2 ’ OH OH
- HOH,C, N 5
.\OH \
HO NH
o -1l OH
4 HO® N.
z OH H
OH
Nojirimicina 2,5-dideoxi-2,5-imino-D-manitol Swainsonina
(uma piperidina) (uma pirrolidina) (uma indolizidina)
HO OH
HO
-l OH NH
HO
HO
CH,OH
Australina Calistegina A
(uma pirrolidizina) (um nortropano)

Figura 11- Exemplos de alcaldides naturais de vdrias classes e que inibem glicosidases.



Sabe-se que a GMII é inibida por varias moléculas desse género, que sao inibidores competitivos,
como as manostatina A, que pode ser isolada a partir do microrganismo Streptoverticillium
verticillus e que sdo ciclopentano-aminas e acredita-se que mimetiza o estado de transi¢ao devido a

conformacdo do anel de manose.[23] Porém o inibidor mais conhecido da GMII é a swainsonina.

A swainsonina é uma indolisina isolada das plantas Swainsona canescens, Castanospermum
australe, de algumas espécies dos géneros Astragalus e Oxytropis, sendo também produzida pelo
fungo Rhizoctomia leguminicola. A ingestdo das plantas anteriores por gado nos Estados Unidos e
na Australia provocou a sua morte causando prejuizos avultados.[24] Pensa-se que a swainsonina
mimetiza a carga positiva do estado de transi¢cdo, uma vez que o nitrogénio estad protonado a pH
fisioldgico.[22][25] A swainsonina é mais potente do que os outros inibidores conhecidos de
glicosidases e para além disso a sua ac¢do anti-cancerigena é muito extensa, uma vez que nao
apenas inibe a formacdo de oligossacarideos complexos reduzindo a capacidade de metastase e de
crescimento de tumores, mas estes efeitos perduram apds a sua administracdo uma vez que
provoca a ativacao e proliferacao de células natural killer (NK), linfécitos T e macréfagos, que tém
como funcdo a apresentacdo de antigénios, producdo de citocinas, vigilancia imune e atividade
citocida contra células tumorais. Também se acredita que estimula a producdo de células de
medula dssea e que interage sinesgisticamente com citocinas como o TNF-a e que suprime a
atividade de metaloproteases essenciais para a metdstase e invasao de tecidos. A swainsonina é
soltuvel tanto em agua como em lipidos e assim difunde-se eficazmente para os tecidos. [26][27]

Os testes clinicos de fase | mostraram que o tratamento com swainsonina administrada
intravenosamente melhorou o estado clinico de pacientes com cancro, verificando-se mesmo
diminuicGes da dimensdo da massa tumoral. Estes testes provaram que possui baixa toxicidade e
boa tolerancia e que se administrada doses elevadas ou frequentemente pode provocar repressao
do sistema imune. [28] Porém, os testes de fase Il mostraram que a administracdo de swainsonina
apenas estabilizou a doenca na maior parte dos casos, ndo havendo um efeito terapéutico
significativo e apenas alguns individuos mostraram progressos e outros mostraram sintomas de
toxicidade neurolégica. Outros efeitos secunddrios registados incluem fadiga, anorexia e dores

abdominais.[29]
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A swainsonina é seletiva para a Golgi a-manosidase Il
Contudo, também inibe a a-manosidase lisossomal (ML)
provocando alguns efeitos secunddrios, que no caso
anteriormente referido, acredita-se que levaram a morte de
gado. A a-manosidase lisossomal é uma enzima existente nos
lisossomas envolvida no catabolismo de proteinas N-ligadas
havendo a clivagem de ligacdes de residuos de manose a-1,2,

a-1,3 e a-1,6, com retencdo da configuracdo do carbono

anomérico.[30] A GMII e a ML sdo enzimas muito semelhantes, rigurg 12-Ligacdo de GlcNAcMansGIcNAC &

GMII (PDB:3CZN) em azul e LM (PDB:170D) a

uma vez que o local ativo contem um ido de zinco com uma
amarelo.

coordenacdo semelhante, o local catalitico é bastante conservado entre as duas enzimas. De facto,
verifica-se que tanto o tamanho e a forma do local catalitico sdo semelhantes e todos os
aminodcidos indispensaveis para a catdlise como para a ligacdo do substrato estdo posicionados no
mesmo local e na mesma conformacgdo. Porém, nos locais de ancoragem e holding, as sequéncias
de ambas as enzimas sdo bastante diferentes conduzindo a grandes diferengas no tamanho e forma
do local ativo. Assim, a ML ndo possui esses locais, resultando numa fenda do centro ativo muito
mais larga. Desta forma, é possivel tirar partido dos locais de holding e de ancoragem para alcangar

inibidores com estruturas que permitam alcancar seletividade entre as duas enzimas.[19]

A inibicdo da ML leva a acumulacdo de oligossacarideos ndo degradados nos lisossomas
gerando sintomas similares a a-manosidose em que tem origem genética. Nesta doenca ha falha da
ML e as funcbes celulares sdo comprometidas, através de mecanismos que ainda se

desconhecem.[31][7]

Recentemente, outros inibidores estdo a ser criados com base na swainsonina como
tioswainsoninas ou swainsoninas substituidas em varias posi¢des.[25] Fiaux et al também criaram

varios derivados de pirrolidina que mimetizam a conformacdo do anel das manostatinas.[32]
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2-Metodologias de modelagdo molecular

A modelagdao molecular utiliza modelos matematicos e principios da fisica para estudar o
comportamento de sistemas moleculares através de técnicas computacionais e tedricas. Assim, é

possivel simular e visualizar o comportamento de moléculas em diferentes condig¢des. [33]

As técnicas de modelacdo molecular permitem medir propriedades e prever fenédmenos
impossiveis ou dispendiosos quando realizados experimentalmente. Permitem, acima de tudo,
vislumbrar a realidade molecular e quantificar propriedades que ocorrem em escalas temporais ou
espaciais muito pequenas, que é o caso dos fendmenos bioquimicos. Assim, é possivel acompanhar
os fendmenos moleculares e obter ndo apenas os valores médios das propriedades, mas

acompanhar a sua evolucdo ao longo do tempo.[33]

Neste trabalho recorreu-se a técnicas de modelacdo molecular com o objetivo de

desenvolver novos derivados da swainsonina e para avaliar a sua atividade e seletividade.

As técnicas de modelacdo molecular utilizadas neste trabalho foram: célculos de protonacao
de caldeias laterais de aminoacidos ionizaveis, simula¢des de dindamica molecular/mecénica
molecular (DM/MM), andlise de componentes principais, calculos de energia livre por integra¢do

termodinamica (IT) e por MM-PBSA e ainda docking molecular.

2.1-Simulacdes de dindmica molecular/mecéinica molecular (DM/MM)

As simula¢des de DM/MM consideram as moléculas como sistemas que obedecem as leis da
fisica classica. Desta forma, os atomos que constituem as moléculas sdo considerados como
particulas que se movem de acordo com as leis da mecanica classica. Assim, a 22 equacdo de

Newton (eq. 1) é resolvida para todos os atomos do sistema em cada instante:
Foy = mg xag M

Onde F; é a forca que atua na particula i pelo resto do sistema, m; é a massa da particula i e
aj € a aceleracdo correspondente a particula i. Esta forca também pode ser calculada pelo gradiente

da funcdo de energia potencial relativamente a posicdo da particula (eq. 2).

av
Fay = o @
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A energia potencial (eq.3) de uma particula é dada pela soma do potencial associado as

interagGes ligantes (Vint. 1igantes) € as interagdes ndo ligantes (Vint. nao tigantes)-[34]

V= Vint. ligantes + Vint. ndo ligantes (3)

Estes termos sdo calculados através de um campo de forgas. Um campo de forgas é um
conjunto de func¢des e de pardametros usados para calcular a energia potencial e para modelar todas
as interagbes ligantes e nao ligantes. Estas fungdes e parametros sao obtidos principalmente
através de estudos experimentais e de mecanica quantica em moléculas mais pequenas e sdo
aplicados a outras moléculas de interesse. Em DM/MM, estas funcbes seguem os principios da
mecanica cldssica e ndo os da mecanica quantica.[34] Assim, os atomos sdo considerados no estado
fundamental. O software usado para simulacdo de DM/MM possui varios campos de forcas. Nas
simulacdes de DM, as moléculas sdo caracterizadas através de topologias. As topologias possuem
os parametros necessdarios para calcular as funcdes de energia potencial, tais como a carga dos
atomos, o tipo de dtomo, as constantes de ligacao, distancias, angulos, diedros e pares de atomos

excluidos dos calculos.
Vint.ligantes = Vliga(;()es + Véngulos + Vdiedros improprios + Vdiedros proéprios (4)

Vligac()es(rij) = %klpj(rij - bij)z (5)

As interacOes ligantes contemplam as ligacoes, angulos e diedros proprios e imprdprios (eq.
4). Viigacses descreve o estiramento entre dois atomos ligados entre si i e J (eq.5), em que kbij éa
constante de forga da ligagdo, rij é a distancia entre os dois dtomos i e e bjj é o comprimento de
referéncia da ligacdo, i.e, € o comprimento de ligacdo quando os outros parametros sdo zero. Este

potencial é considerado harmanico.
1,0 0 )2
Va(8ix) = > Kjj (Bijx — eijk) (6)

A vibracdo dos angulos também pode ser descrita por um potencial harmodnico (eq. 6) em

que 6ij é o angulo formado entre os atomos i, jeke eoijk é um angulo de referéncia (figura 13).
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Figura 13- Potencial harmdnico descrito pelos movimentos dos atomos em ligagcGes e dngulos.

Vai(&iie) = ke (Eijia —€0)° (6) Vap(dijit) = 5 kp(1+ cos (n —¢5))  (7)

Os diedros improprios referem-se a interagdes entre quatro atomos i, j, k e | e consistem
em angulos entre dois planos constituidos por dois conjuntos de atomos, estas interagdes sdo
importantes para manter a quiralidade das moléculas e manter a planaridade de grupos. Também

obedecem a um potencial harmdnico (eq.6).

Os diedros proprios referem-se também a interagBes entre quatro atomos i, j,k e | e
modelam as tor¢des das ligacdes. Uma das formas de modelar diedros proprios é através de um

potencial periddico. ¢ é o angulo de tor¢do e ¢ 0 angulo de referéncia (eq.7).[34]

0k =

L
| | 1 %0 180 B 3
. o

Figura 14-Potenciais descritos pelos diedros imprdprios (A) e diedros proprios (B).

A energia das interagdes nao ligantes é dada pela soma do potencial das interacdes de van

der Waals e interacdes electroestaticas (eq.8).

Vint. nio tigantes = Vvaw + Vetectrostatico (8)
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Figura 15-Potencial de Lennard-Jones

A energia correspondente as intera¢cdes de van der Waals é frequentemente calculada
através da funcdo 12-6 de Lennard-Jones, que calcula as interacdes entre dois atomos (eq.9). Estas
interagdes sdo constituidas por uma componente repulsiva (1/r) 12 gue representa a repulsao entre
atomos devido a sobreposi¢do de orbitais e a componente atrativa (1/r) 6que representa as forcas
atrativas a longa distancia. A medida que a distancia entre os 4tomos aumenta, o potencial
existente diminui. O pardmetro € é a distancia entre os dtomos para a qual a derivada da funcdo é
zero. O parametro ¢ é a distancia para a qual a energia é zero. As interacdes de van der Waals sdo a
curta distancia e pode-se usar uma distancia de cut-off, i.e, uma distancia a partir da qual as
interacOes sdo truncadas, porque o potencial sentido ndo é significativo e assim também é possivel
acelerar os cdlculos. [34] As interacOes de van der Waals sao calculadas para atomos que estao pelo
menos a trés ligacbes de distancia (o terceiro vizinho — i+3) de um atomo i, porque as interacées
entre os dois primeiros dtomos sao de natureza quantica, mas sao modelados através dos termos
das ligacdes ou dos angulos. Na topologia, pode haver uma seccdo especial para discriminar os

atomos usados para os cdlculos - a sec¢ao de pairs. [35]

Para calcular o potencial resultante das intera¢Oes electrostaticas, utiliza-se a lei de
Coulomb para calcular as interacdes entre duas particulas carregadas (eq.10). As interacdes
electrostaticas sdo de longo alcance. Desta forma, a interacdo decai a um ritmo muito lento e tém
um alcance muito longo, podedo ser maior que metade do comprimento da caixa.[34] Um dos
métodos usados para tratar estas interacbes é o método PME (Particle mesh Ewald) em que o
sistema é rodeado por um numero infinito de cdpias de si préprio e assim ha a soma da energia

total da energia electrostatica de todas as particulas de todas as cépias do sistema.[34]
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Figura 16- Potencial colémbico gerado por
duas particulas de carga oposta.

As interagdes coldmbicas sdo calculadas como a soma de interagbes entre pares de cargas
pontuais. gi é a carga da particula i e (j é a carga da particula j. r é a distancia entre as duas
particulas e € é a permissividade electrica no meio. Na e Ng sdo as cargas pontuais de cada uma das

moléculas.

Através do cdlculo da energia potencial é possivel obter as forcas que atuam em cada atomo
e assim resolver as equa¢Bes do movimento de Newton. Essas equagbes sdo integradas para
originar uma trajectoéria que reflete o movimento dos atomos ao longo do tempo. Um dos métodos
para este fim é o método leap-frog. Este algoritmo integra as equac¢des de movimento em muitos

intervalos de tempo ot.

v(e+3)=v(e-3)+570 /m

r(t + 8t) = r(t) + v(t + %)& 12)

-t w LT

Figura 17- Esquematizagdo do algoritmo leap-frog.
Adaptado de [35]

Neste método as posicdes e as velocidades estdo desfasadas, utiliza-se as posicdes I no
. . . st . .
instante t e as velocidades v no instante t — - - Comeca-se por calcular as velocidades no instante

t+%, usando a velocidade emt—%, no caso de t=0 utiliza-se velocidades iniciais atribuidas
aleatériamente através de uma distribuicdo de Boltzmann (eq.11). As posi¢des em t + &t sdo
calculadas usando as posi¢des em t e as velocidades em t + % (eq.12). As posicGes sdo calculadas a
partir das velocidades a medida que o tempo avanga. A velocidade é atualizada usando a forga no

instante t. As velocidades em t sdo calculadas a partirde t — % et+ % (eq.13) (figura 17).
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As simulagdes de DM utilizam também outros algoritmos que permitem o controle da
temperatura e da pressdo. Um algoritmo que permite o controle da temperatura é o algoritmo
velocity rescale. Neste método, as velocidades de todas as particulas sdo multiplicadas por um
factor a, calculado quando se obriga a que a energia cinética total do sistema seja igual a

energia cinética média para a tempertura em qua se realiza a simulagdo.

As constraints permitem eliminar movimentos de alta frequéncia entre atomos que nao
sao relevantes para o movimento global da molécula e que sdo de natureza quantica. As
constraints sdo principalmente utilizadas em ligacdes, mas também para angulos e diedros, um
exemplo destes algoritmos é o LINCS. Estes métodos permitem usar um ot de integracao maior.
Existem também position restraints que se podem aplicar aos 4tomos para que estes se movam
em torno de uma posicdo de referéncia e sdo usadas para evitar movimentagdes drasticas de
alguns atomos. Na pratica aplica-se um potencial a essas particulas. Também existem restraints

para angulos, diedros e até ligacbes.[34][35]

Quando se simula um sistema molecular é necessario usar
condi¢des periodicas de fronteira. O sistema é rodeado por
copias de si mesmo. Assim, é possivel simular um pequeno
numero de particulas de uma forma mais realista e que n3o cria

artefactos nos calculos. Desta forma, o meio envolvente ndo é o

vacuo, mas sim copias do sistema (figura 18).

Figura 18- GMII com condigbes periddicas
de fronteira.

2.2-Métodos de simulacdo baseados em ndo-amostragem

Também quando se simula um sistema deve-se realizar uma minimizacdo de energia
primeiro para remover choques estereoquimicos e relaxar as ligacdes quimicas e angulos até
atingir um minimo de energia local ou global. Utilizam-se dois métodos para fazer uma
minimizacdo de energia: steepest descent e conjugate gradient, que mudam gradualmente as
coordenadas dos atomos para o sistema ficar mais perto do minimo. O método steepest descent
€ usado para quando o sistema ainda esta longe do minimo de energia, enquanto que o método

conjugate gradient é mais eficaz para quando o sistema esta mais perto do minimo.
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S US— (14)
max(|Fn|) i

The1 = Th T

Usam as forgas (F) e energia potencial para cada atomo e vai realizando a minimizagdo

de forma iterativa em que o desvio aplicado (h,) aos dtomos é ajustado conforme a energia
potencial do sistema subiu ou desceu. r é um vetor posicdo de um atomo. Caso Vi1 <V, as
novas posi¢des sdo aceites e hy+1=1.2h, se V1+1=>V, as novas posi¢des sdo rejeitadas e h,=0.2h,
(eq.14). Os algoritmos param quando as alteragBes na energia potencial entre dois passos
consecutivos sdo inferiores a um determinado valor definido ou quando completam um numero

de passos definidos pelo utilizador.

2.3-Inicializacdo de um sistema

Quando se realiza uma simulacdo de dinamica molecular de um sistema comeca-se por
construir o mesmo, utilizando uma estrutura da molécula desejada que pode ser obtida através
de cristalografia de raios-x ou de RMN ou mesmo por modelacdo por homologia com outras
moléculas, insere-se a molécula numa caixa e preenche-se o restante espaco com moléculas de
solvente. Nesta fase também se definem as condi¢des em que a simulagdo ocorre. Depois,
realiza-se uma minimiza¢do de energia para colocar o sistema num minimo de energia. A seguir,
também se pode relaxar ainda mais o sistema, para evitar possiveis colisbes e rearranjos
drasticos durante a simulacdao fazendo relaxagdes, i.e, simulagdes de pouco tempo utilizando
position restraints em diferentes atomos do sistema em diferentes fases. Por fim, realiza-se a
simulacdo de DM propriamente dita sem constrangimentos em que ha amostragem de estados.
Ha uma primeira fase até o sistema estar em equilibrio, por isso deve-se ter aten¢do ao tempo
de simulacdo realizado, porque as propriedades a analisar devem ser obtidas quando o sistema
ja esta em equilibrio. No final obtém-se os resultados sobre a forma de uma trajectéria em que
se registam as coordenadas de todos os atomos e também se obtém as velocidades e energias

das particulas que compdem o sistema, podendo-se realizar a andlise dos resultados. (fig.19)
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Figura 19- Diagrama de um algoritmo que realiza simulagées de dindmica molecular.

2.4-Célculos de energia livre

Existem técnicas de modelacao molecular que permitem calcular a afinidade de um ligando
para uma proteina, através da diferenca de energia livre entre dois estados. Exemplos destes
métodos sdo a integracao termodinamica e o Molecular Mechanics Poisson-Boltzmann Surface Area

(MM-PBSA).
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2.4.1- Integracdo termodinamica (IT)

No método de IT é possivel calcular a energia livre de ligagdo entre dois estados
ligeiramente diferentes e realiza-se a transforma¢dao de um estado noutro. Este processo é
realizado através de perturbacbes termodindmicas em que se cria uma série de estados
intermédios que ligam o primeiro e o estado final. Os estados intermédios sdao criados através de
um parametro de acoplamento A, que pode variar entre 0 e 1. Este parametro influencia os termos
do campo de forgas (interagdes ligantes e nao ligantes) e para 0 obtém-se os termos do campo de
forgas correspondentes ao estado inicial e para 1 tem-se os mesmos termos correspondentes ao

estado final e correspondente energia.
_ _ Ua—Uir+ary (15
AG = ZAAGA—RT len<€ —RT )

A energia livre de ligacdao é calculada pela expressdao 15, em que U é a energia total da

molécula, T a temperatura e R a constante dos L

gases. Os estados intermédios ndo existem na AG, = f(S—U)da (16)
oA

0

realidade, porém como a energia livre é uma AU
AA [,

funcdo de estado que sé depende dos estados

final e inicial é possivel usar este método.[34]

A energia livre é calculada a partir da 0 02 04 05 06 08 10 A
média da derivada do potencial em funcdo da AG,
amplitude da perturbacdo para cada um dos A P+ Ll - PL] AG, + AG; - AG,- AG, =0
empregues e depois calcula-se o integral desse AG, ] IAG3 AG, - AG, = AG,- AG,
valor em fungdo de A. Na pratica realizam-se uma P+ L2 s PL2 AAG,, = AAG,,
série de simulacdes de dindmica molecular com A AG,

entre 0 e 1. Para calcular a afinidade relativa de
o Figura 20- Exemplo de um grdfico e ciclo termodindmico
dois ligandos no mesmo recetor por IT, usa-se UM  ysqado para calcular a afinidade num processo de IT.

ciclo termodindmico como o da figura 20. A

afinidade de ligagao do ligando 1 é AG1 e AG2 para o ligando 2. Estas afinidades nao podem ser
calculados usando modelagdo molecular porque é impossivel obter uma amostragem adequada,
por isso, realiza-se a transformacdo de um ligando noutro em solug¢do (AG3) e na proteina (AG4) e

como AG1- AG2= AG4- AG3, é possivel calcular a diferenca de afinidade entre os ligandos.[34]
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2.4.2- MM-PBSA (Molecular Mechanics Poisson-Boltzmann Surface Area)

O método de MM-PBSA ja permite calcular a afinidade absoluta de ligagdo a uma molécula.
E considerado um método end-point, uma vez que sé é necessario o estado final e o estado inicial
para calcular a afinidade em contraste com o método de IT em que é necessdrio utilizar varios

estados intermédios.

Este método divide a energia livre em varios termos: termos de solvatacdao, energia de

mecanica molecular e entrépicos (eq.17 a 21).[36]

AG = AEyy + AGsoip + AGp, —TAS
AEyy = Egoi® — (EPROT + ER9) 19

AGsolv — Gcomp _ (Gprot + Glig ) (19)

solv solv solv

Aan — GCOmp (GpT'Ot llg) (20)

AS = §gcomp _ (Sprot + Slig) (21)

Estes termos sao calculados para o complexo, para o ligando e para a proteina sem ligando

(forma apo) e cada termo é dado pela diferenca da soma do ligando e proteina e do complexo.

A energia de mecanica molecular (AGywm) corresponde a energia potencial dada pela energia
potencial calculada a partir das interacgbes ligantes e ndo ligantes como anteriormente descrito. A
energia livre de solvatacdo (AGs.y) é calculada a partir da equacdo de Poisson-Boltzmann, que
permite obter o potencial electrostatico. O potencial electrostatico depende das localizacdes e
valores das cargas atémicas, da constante dieléctrica do meio e da forga idnica.

1.1 1, «y 94
—(=—2) L]fl] (22)
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O modelo Generalized Born é uma aproximagdo da equagao de
Poisson-Boltzmann, (eq. 22) que permite calculos mais rapidos, em
que €5 € a permissividade eletrica no vazio, € é a permissividade
eletrica no meio, qi e qj as cargas das particulas i e j respectivamente e
fee € um parametro calculado a partir da contribuicdao energética de

cada atomo.[36]

A drea de solvatagao ndo polar (AG,,) é dada pelo perimetro de

uma esfera imagindria que percorre a proteina, gerando assim o

solvent-exciuced volume

volume excluido do solvente (figura 21). [37] A entropia pode ser
Figura 21- Esquema de cdlculo para a
calculada através de uma anadlise de componentes principais drea ndo polar.[38]
(aproximacgdo quasi-harmdnica) e assim a entropia total da molécula é
calculada como a soma de varios osciladores harmodnicos

independentes.[39]

2.5-Docking

O método de docking permite prever as estruturas de um complexo proteina-ligando, em
gue o ligando esta ligado ndo covalentemente e permite prever a afinidade de ligacdo. Desta forma,
o processo de docking pode ser dividido em duas partes: a procura da melhor conformacao ligando-
recetor (posing) e o calculo da afinidade de ligacdo (scoring). O objetivo do processo é encontrar o

minimo global do sistema.[34]

) ) ) Translacdo Torgdes
O posing consiste em ver se uma determinada l l
conformacdo do ligando encaixa no centro ativo. Para Qoo o
isso, alguns algoritmos fazem mudancgas aleatdrias na Rotac¢do

geometria do ligando. Os algoritmos genéticos atuam desta Figura 22- Estrutura de um cromossoma e
respetivos caracteres para cada uma das
forma, usando os conceitos de mutagdes para gerar novas caracteristicas da molécula.
conformacdes e de dindmica populacional. Assim, comeca-se por gerar aleatoriamente uma
populacdo de conformacGes possiveis. Cada membro desta populacdo é codificado por um
cromossoma, que basicamente é um conjunto de caracteres (string) que codifica as caracteristicas
da molécula como o nimero de torcdes no ligando, a sua orientacdo no espaco e rotacdo e

coordenadas que definem a translagdo (figura 22). As mutagdes introduzem mudancas aleatérias

nestas variaveis gerando novas conformagGes. O crossover também introduz variabilidade nas
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strings ao escolher uma posicdo i na string, entre 1<i<l-1, em | é o comprimento da string, e
trocarem todos os bits entre essas duas posi¢des. Estas operagdes permitem a geragdo de uma
nova populagdo e com essa populagdo ocorre outra vez um novo ciclo e assim sucessivamente. O
algoritmo repete-se até um numero predeterminado de conformacdes ou até atingir uma

determinada energia. [34]

O scoring consiste em alcancar uma estimativa aproximada da afinidade de ligacdo para
uma determinada conformagdo. Uma fung¢do de scoring tem de ndo apenas identificar qual é a
conformacdo mais provdvel de uma molécula quando de liga ao recetor, mas também comparar
varias conformacgdes entre si, ou mesmo varios ligandos diferentes de uma forma rdpida. A energia
de ligacdo tem a contribuicdo da energia de interacdo recetor-ligando, a energia interna do ligando,
a desolvatacdo, as mudancas entrépicas, pontes de hidrogénio e intera¢des nao polares. A energia
interna do ligando e da interacdo ligando-recetor é dada pela soma das interacdes de van der
Waals e colémbicas, calculadas pelas mesmas expressdes anteriormente referidas. Para calcular as
interacdes de Lennard-Jones e coldmbicas, utiliza-se uma grelha em que se calcula previamente o
potencial da proteina em cada um dos pontos e o docking do ligando é realizado contra a grelha.

Isto permite que o cdlculo seja mais rapido e eficiente.[34]

Através do docking é possivel realizar uma avaliagao rdpida de uma quantidade consideravel
de moléculas como é o caso do screening de fragmentos usando bibliotecas de compostos. Estes

fragmentos podem depois ser usados na construcdo de leads que podem originar drogas.

Estes trés métodos permitem calcular a afinidade de ligacdo. O método de integracdo
termodinamica é o método mais rigoroso que existe com menor erro possivel. Porém, apenas
permite calcular a energia relativa entre dois estados, usa bastantes simulacbes e é
computacionalmente exigente. J4 o método de MM-PBSA usa apenas duas/trés simulagdes e
energias médias de ensembles e incorpora termos de solvatacdo. Porém, as estimativas entrdpicas
sdo pobres e as médias dos termos energéticos ndo incorporam as flutuagdes energéticas naturais,
pode ndo haver convergéncia energética e sobrestima a afinidade. O docking é um procedimento
limitado na medida em que considera o ligando e a proteina rigidos, ndo considera o solvente
explicitamente e considera que as cargas sao fixas. Apesar disto, € um método bastante rapido e

simples.[34][36]
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2.6 Analises PCA (Principal Component Analysis)

A andlise de PCA permite caracterizar o espaco conformacional de uma molécula. Este
método caracteriza-se pela simplificagdo de um conjunto de dados, reduzindo a sua
dimensionalidade mantendo a variabilidade dos dados. PCA transforma um conjunto de varidveis
possivelmente correlacionadas num conjunto de varidveis ndo relacionadas (componentes

principais).[40]

Assim, ha a reducdo do niumero de dimensdes de forma a que os estados conformacionais

possam ser facilmente visualizados e manipulados.[40]

2.7 Titulacdo de residuos com cadeias laterais ionizaveis

Os aminoacidos protonaveis podem ter varias posi¢cbes de protonacdo, por exemplo, a
histidina possui dois locais passiveis de protonacdo: os dois azotos, que originam tautdmeros

diferentes. Estes tautdmeros ndo sao equivalentes entre si (figura 23).

H,N __COOH HoN __-COOH HoN __-COOH
CH2 CH2 CH2
LN LNH \—NH
His D His E His H

Figura 23-Estrutura dos tautomeros da histidina.

Para este procedimento, realizam-se calculos electrostaticos em que a molécula é tratada
como rigida e dessa forma cada tautdmero é tratado de forma rigida e independente, incluindo
mesmo os aminodacidos como os que tém cadeias carboxilo ou amina em que podem protonar em
posices quimicamente equivalentes, mas para os cdlculos electrostaticos, tornam-se nao
equivalentes, uma vez que os protdes tem orientagdes diferentes e tornam-se energeticamente

diferentes e ndo interconvertiveis.
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Assim cada local tautomérico é dividido em pseudo-locais ndo tautoméricos, sendo um por
tautdmero. Dessa forma, cada lisina é dividida em trés pseudo-locais, cada aspartato em quatro

pseudo-locais e assim sucessivamente. [41][42]

_ int | 1 \ . (23)
AG = —=2.3kT ) m, pK:"" + > (neng + npzg + ngzy )W
S

repP r

O estado do sistema resultante pode ser descrito como um vetor n = (n4,n, ...n,), (eq. 23)
onde n;=0 ou 1 que indica se o local esta vazio ou ocupado. AG(n) é a energia livre associada a
reagdo de protonagdo O>nen =), n_. € o numero total de protdes existentes. z{ é a carga do
local i na forma desprotonada, pK; € o pK,do local quando os outros sdo mantidos neutros e ;&

o potencial obtido nos calculos electrostaticos (W.s = Wy e W=0). P é o conjunto de locais

protondveis.[41-43]

n; = (1+Z{’)(1—Ti)+2mr (24)

Trei

Portanto, a ocupa¢dao de um local tautomérico i pode ser obtido a partir dos estados de

ocupacao de todos os pseudo-locais que pertencem aquele local (eq.24). [41-43]
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3.Metologias utilizadas

3.1 Titulacdo de residuos com cadeias laterais ionizaveis

3.1.1 Criacdo da estrutura inicial

Comecou-se por remover todos os ligandos da estrutura cristalografica. De seguida,
adicionou-se atomos de hidrogénio a estrutura de forma a gerar todos os protdes necessarios para
os calculos tautoméricos. Considerou-se como residuos protonaveis os residuos de arginina, lisina,
aspartato, glutamato, histidina, serina, tirosina, cisteina e os grupos N e C terminais e moléculas de
agua posteriormente selecionadas. Estas operagbes forma realizadas utilizando o software
Gromacs-4.5.4 e o campo de forcas Gromos54a7.Utilizando esta estrutura selecionaram-se apenas
as moléculas de dgua que tivessem uma acessibilidade menor que 0.5, i.e, excluiram-se dos cdlculos
todas as moléculas de agua que tivessem menos de 50% de acessibilidade, i.e, que ndo estivessem

rodeadas por menos de 50% da superficie da proteina, utilizando o programa ASC.[44]

3.1.2 Célculos de electrostatica continua (EC)

Os calculos de EC permitiram calcular a energia livre de protonacdo (que foi usada
posteriormente para calcular a probabilidade da existéncia de um estado protonado através de
calculos de Monte Carlo. Foram realizados usando o conjunto de aplicacdes MEADTools 1.5 e o
software MEAD 2.2.9. Os raios atémicos usados foram os dados pelos minimos de energia de
Lennard-Jones mais 2RT, sendo R a constante dos gases nobres e T a temperatura. As cargas
parciais foram adotadas do campo de forcas Gromos54a7. O raio da sonda do solvente foi de 1.4 A,
utilizou-se um raio de exclusio do solvente de 2.0 A, uma forca i6nica de 300mM e uma
temperatura de e 310K. O processo de focusing usado consistiu no uso de uma grelha com o
espacamento de 1.0A e centrada no centro geométrico do sistema e duas grelhas centradas
noutros pontos de interesse com os espacamentos de 0.5A e 0.25A . A constante dielétrica usada
para o solvente foi de 80, correspondendo a constante dielétrica da agua e assumiu-se 20 para a

proteina.[45][46]
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3.1.3 Célculos de Monte Carlo

Para calcular a probabilidade de existéncia dos estados de protonagdao utilizou-se um
método de Monte Carlo implementado no software PETIT em que hd amostragem do conjunto de
estados disponiveis do sistema [43]. O conjunto de valores de pH analisados oscilou entre 0 e 20
com intervalos de 0.2 unidades. A temperatura considerada foi de 310K. As médias foram

calculadas usando 10° passos e as correlagdes 106 passos da rotina de Monte Carlo.[41][42]

3.2 Simulacoes de dindmica molecular da proteina apo e complexos proteina-ligando

Comecgou-se por escolher a estrutura correspondente a forma apo da GMII na base de dados
Protein DataBank (PDB) com o cddigo 3BUB. As estruturas dos complexos proteina-ligando foram

selecionadas tendo em conta os seguintes critérios de exclusao:

e Baixa resolucao
e Grau de complexao da estrutura (com todos os atomos pertencentes a estrutura)

e Ligandos com nucleos distintos e cadeias laterais diferentes entre si

Seguindo estes critérios, as estruturas experimentais selecionadas foram, com os cédigos PDB:

3DDF, 3DX4, 20W6, 3BLB, 1HXK, 21FA, 3D51, 3EJU e 3D4Y.

Comecou-se por parametrizar os ligandos usando os pardmetros do campo de forgas
Gromos54a7 e depois usou-se o programa PRODRG [47] para criar as topologias dos ligandos mais
complexos e usou-se o programa Gamess, que o usa método quantico de Hartree-Fock com o
conjunto de funcdes 6-31G(d) para otimizar a geometria. A geometria otimizada e o potencial
guantico electroestatico foram usadas para calcular as cargas parciais de cada atomo através do
método de fitting RESP.[48][49] Usou-se o software GROMACS 4.5.4 com o campo de forcas
Gromos54a7. Para realizar a simulacdo e parametrizar automaticamente a proteina. Usou-se o
algoritmo PME para tratar as interagdes coldmbicas com um cutoff de 0.9 nm e um espacamento
na grelha de 1.2 nm, com uma ordem de PME de 4.Para as intera¢des de Van der Waals usou-se um
cutoff de 0.9 nm. Utilizou-se o algoritmo LINCS para constranger as ligacdes quimicas da proteina e
do ligando e o algoritmo SETTLE para constranger as ligagdes quimicas das moléculas de agua. A
temperatura foi controlada usando o algoritmo velocity rescale e mantida a 300K.Cada simulacao

foi realizada uma vez. O sistema foi neutralizado com contra-ides de Na*.[50-58]
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Para realizar a simulagdo, o sistema foi preparado da seguinte forma:

Uma etapa de minimizacdo de energia usando o integrador Steepest descent durante
100000 passos.

Uma segunda etapa de minimizacdo de energia usando o integrador Conjugate gradient
durante 12000 passos.

Uma fase de relaxacdo para relaxar a esfera de hidratacdo da proteina em que se aplicam
position restraints de 100000 ki/mol/nm? em todos os dtomos da protéina e no ligando
durante 100 ps com um intervalo de intergracdo (time step) de 0.002ps (2fs). Aqui aplicou-
se aleatoriamente velocidades iniciais a todos os atomos geradas por uma distribuicao de
Maxwell a 310K.

Uma segunda fase de relaxacdo para relaxar as sidechains dos aminoacidos da proteina em
que se aplicam position restraints de 100000 kJ/mol/nm? nos dtomos da cadeia principal
(carbonos a, azotos e grupos carbonilo) durante 100 ps com um time step de 0.002ps (2fs).
Uma terceira fase de relaxacdo em que se coloca position restraints nos carbonos a da
proteina de 100000 kJ/mol/nm? durante 100 ps com um time step de 0.002ps (2fs).

Uma ultima fase de relaxa¢dao sem quaisquer position restraints no sistema durante 100ps.

Simulagdo de dindmica molecular durante 20ns com um time step de 0.002ps (2fs).

Realizou-se também uma simulacdo nas mesmas condi¢cdes de um derivado da swainsonina:

uma das azaswainsoninas.

No final das simulagdes fizeram-se analises a trajetéria, em que se descartaram os primeiros

5ns, porgue o sistema ainda ndo se encontrava em equilibrio. Utilizou-se o programa Pymol para

visualizacao e andlise dos resultados.[59]

3.3 Analises PCA (Principal Component Analysis)

Analisou-se uma trajetdria de 130 ns. Utilizou-se o método de Campos et al, em que se

comeca por encontrar uma estrutural central, i.e, uma estrutura que tenha o menor RMSD em

comparacdao com todas as outras estruturas da trajetéria. Depois seleciona-se o nimero de

componentes principais adequados para capturar 70% da amostra e depois realizou-se a analise de

componentes principais usando ferramentas de analise g_covar e g_anaeig incluidas no software
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GROMACS 4.5.4.[50-58] No final, utilizaram-se ouras ferramentas para selecionar os basins e

encontrar os minimos de cada basin. Selecionaram-se 10 estruturas de menor energia.

3.4 Docking

Utilizaram-se as estruturas previamente encontradas através das andlises de PCA. As
moléculas utilizadas para o screening foram todos os derivados da swainsonina e azaswainsonina
previamente criados para as analises por integracao termodinamica e MM-PBSA, juntamente com
um conjunto de moléculas selecionadas na base de dados PubChem. A maior parte das moléculas
apresenta as seguintes caracteristicas: peso molecular menor que 200 g/mol e pelo menos 2 HBA
(hydrogen bond acceptor) e HBD (hydrogen bond donor). Outras moléculas sem estas caracteristicas
também foram selecionadas devido a semelhanca com o substrato ou por terem nucleos distintos.
O software usado foi o AutoDock Vina.[56] A regido do centro activo utilizada para realizar a
procura conformacional entre a enzima e o ligando possui as dimensdes de 26x16x27 pontos com
espacamento de 1 A e foi colocada no centro do local de ligacdo nas seguintes coordenadas 27;

65,22; 13,36. A visualizagdo e analise dos resultados foram realizadas utilizando o software PyMol. [59]

3.5 Calculos de energia livre

3.5.1 Construcdo dos sistemas

Para os ligandos experimentais, utilizou-se a ultima frame das simula¢bes de dinamica

molecular previamente realizadas e fez-se simulacdes de 10ns do complexo proteina-ligando.

A estrutura das azaswainsoninas e dos derivados de swainsonina foi construida a partir da
estrutura de raios-x da swainsonina como anteriormente descrito. Para obter as cargas atdmicas e
uma estrutura otimizada processou-se a estrutura usando o programa Gamess, em que se usou o
método quantico de Hartree-Fock otimizar a geometria com o conjunto de funcdes 6-31G(d)
[48][49]. A geometria otimizada e o potencial quantico electroestatico foram usadas para calcular
as cargas parciais de cada atomo através do método de fitting RESP. A topologia foi obtida a partir
do software PRODRG[47]. A estrutura obtida foi alinhada com a estrutura obtida por raios-x da
swainsonina de forma a inserir corretamente a nova molécula na proteina, que foi adaptada da

estrutura 3BLB. O sistema depois foi neutralizado com contra-ides de Na®.
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AG; AG,

Comegou-se por construir as moléculas necessdrias a partir da estrutura de raios-x da
swainsonina ligada a GMII (cdédigo PDB:3BLB), utilizando o software Pymol.[52] A sua geometria foi
otimizada usando o programa Gamess e usou-se o mesmo e o software PRODRG para parametrizar

as moléculas. Construiu-se os sistemas usando o software Pymol e a estrutura 3BLB.

3.5.2 Integracdo termodindmica (IT)

Usou-se o campo de forgas Gromos54a7. O algoritmo PME foi usado para tratar as
interacdes coldmbicas com um cutoff de 0.9 nm e um espacamento na grelha de 0.12 nm. Para as
interacdes de Van der Waals usou-se um cutoff de 0.9 nm. Utilizou-se o algoritmo LINCS para
constranger as ligagGes quimicas da proteina e do ligando e o algoritmo SETTLE para constranger as
ligacGes quimicas das moléculas de dgua. A temperatura foi controlada usando o algoritmo velocity
rescale e mantida a 300K. O sistema foi minimizado e equilibrado com descrito anteriormente.
Realizaram-se 1ns de simulacdo para se obter uma estrutura em equilibrio. Porém, para a maior
parte dos calculos utilizaram-se as estruturas finais apds as simulagdes ja realizada das swainsonina

e do derivado: a azaswainsonina. [50-58]

Nas experiéncias de IT, transformou-se uma molécula X num estado inicial na molécula Y,

sendo esta o estado final.
OH

il OH

Figura 24-Exemplo de uma transformagdo realizada por integraciGo termodindmica, em
que hd a transformagdo de um grupo hidroxilo num datomo de hidrogénio.

H,0 AG,

X . Y H,O AG1+AG4-AG2-AG3:O

AGI -AGzzAG3-AG4
AAG:AGl -AGz

AAG<O 12estado mais favorecido
AAG>O 2%estado mais favorecido

! prot AG,

' prot
X - Y

Figura 25-Ciclo termodindmico usado para as experiéncias de integragGo termodindmica.
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Para isso, construiu-se um ciclo termodinamico como o mostrado na figura 25, em que AG1
é a energia livre associada a transformacdo de X em Y em solucdo, e AG2 é a energia livre associada
a transformacgao de X em Y na proteina. AG3 e AG4 s3o as energias livres de ligagdao das moléculas X
e Y, respetivamente na proteina. AG3 e AG4 s6 podem ser determinados experimentalmente.
Porém, através deste ciclo termodinamico é possivel determinar a relagdo entre AG1l e AG2 e
consequentemente entre AG3 e AG4. Assim, se AAG>0, o segundo estado é mais favorecido, sendo

é o primeiro estado o mais favorecido.

Variou-se A entre 0 e 1 e assim fizeram-se 10 simula¢cdes com os valores de A de 0.0 0.1 0.2
0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 e 1.0. Cada simulacdo teve a duragdo de 500ps e foi realizada nas
condicOes anteriormente descritas. As simula¢des do ligando em solucdo foram realizadas nas

mesmas condic¢des.

3.5.3 MM-PBSA

O sistema foi minimizado utilizando os algoritmos steepest descent e conjugate gradient da

forma anteriormente referida e equilibrado da mesma forma anteriormente referida.

Realizou-se 10ns de simulacdo. As simulacbes foram realizadas usando os mesmos
parametros para as anteriores. Usou-se o campo de for¢cas Gromos54a7. Usou-se o algoritmo PME
para tratar as interacdes coldmbicas com um cutoff de 0.9 nm e um espacamento na grelha de 0.12
nm. Para as interacdes de Van der Waals usou-se um cutoff de 0.9 nm. Utilizou-se o algoritmo
LINCS para constranger as ligacdes quimicas da proteina e do ligando e o algoritmo SETTLE para
constranger as ligacdes quimicas das moléculas de agua. Usou-se o algoritmo velocity rescale para

manter a temperatura a 300K.[50-58]

Analisaram-se 8ns de trajetdria tanto para a proteina como para o complexo. Para o ligando
realizaram-se simulacdes de 10ns do mesmo em solucdo e analisou-se a trajetdria toda. A energia
livre foi calculada segundo o método de MM-PBSA descrito por Gilson e Zhou [36]. Para calcular a
energia interna, a entropia e a energia de solvatacdo nao polar utilizaram-se aplicacbes g_energy,
g _covar, g_anaeig e g_sas incluidas no programa GROMACS 4.5.4. A entropia foi calculada usando
a aproximacdo quasi-harmonica, a area de solvatacdo foi calculada pelo método ja explicado co
capitulo 2 e a energia interna consiste na soma das interacbes de van der Waals com as

eletrostaticas. O potencial electrostatico e a energia livre de solvatagao forma calculados utilizando
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o método de Poisson-Boltzmann implementado no software MEAD 2.2.9.[44][45] As cargas
atomicas para a proteina e o ligando foram adotadas do campo de forcas Gromos54a7. Os raios
atdmicos usados foram os associados ao campo de forgas usado. Para calcular a energia livre de
solvatacdo da proteina e do complexo, usaram-se 1000 conformacdes obtidas entre 2ns e 3ns e no
caso do complexo e considerou-se o ido de zinco nos calculos que envolviam a proteina e o
complexo. Para calcular a energia livre de solvatagdo do ligando analisaram-se as primeiras 1000
conformagdes. Em todos os calculos usou-se uma grelha de 101 pontos com o espacamento de 1 A
e uma grelha de focusing com 101 pontos e um espacamento de 0.25 A para refinar os calculos
electrostdticos da proteina. Usou-se uma constante dielectrica de 4 para a proteina e 80 para o
meio e uma forga iénica de 100 mM. A energia de solvatacdo nao polar foi calculada usando uma
constante de 5 cal/mol/A’> e um raio da sonda de 1.4 A. A entropia foi calculada usando a

aproximacdo quasiharmonica. A temperatura considerada foi de 300K.
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Probabilidade

4. Titulagdo de residuos de aminodcidos ionizaveis da GMII

Realizou-se a titulagdo das cadeias laterais com residuos protonaveis da GMII com o objetivo
de obter estruturas com os estados de protonagao corretos a pH 6.6, que é o pH do limen do
complexo de Golgi [61]. Esta necessidade prende-se com o facto de que posteriormente neste
trabalho vao ser realizadas simulagdes de dinamica molecular de alguns dos ligandos sujeitos ao
docking, para analisar o seu comportamento ligados a enzima. Assim, é possivel realizar as
simulagdes em condi¢Ges verdadeiramente fisioldgicas. As titulagdes foram realizadas usando

apenas as conformacodes obtidas por cristalografia.

Dessa forma, realizou-se a titulacdo das cadeias laterais dos aminodcidos ionizaveis das
varias estruturas cristalograficas usando calculos electrostaticos e uma rotina de Monte Carlo
descrita na sec¢do 3.1. Os grupos considerados tituldveis foram: os grupos N-terminal, C-terminal,
os grupos carboxilo dos residuos de aspartato, glutamato, arginina, lisina, cisteina, tirosina, serina e
histidina. Assim, obtiveram-se os padrdes de protonacdo em que existe a probabilidade do residuo

estar protonado em funcdo do pH.

Analisaram-se mais exaustivamente os aminoacidos que pertencem ao centro ativo. No
centro ativo consideraram-se trés residuos de histidina: a histidina 90, a histidina 471 e a histidina
273. As histidinas 90 e 471 estdo a coordenar o ido de zinco, enquanto que a histidina 273 localiza-
se no local de ancoragem. Para as duas primeiras histidinas a forma mais abundante é HISD. Pela
figura 48 observa-se que estes residuos estao protonados, uma vez que a probabilidade é bastante

elevada a todos os pH de que esteja protonado (figura 26).
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Figura 26- Curvas de titulagcdo para os residuos de histidina 90 e 471. Encontra-se representada a
probabilidade da histidina estar protonada no respetivo estado (HISE ou HISD) em fungdo do pH.
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Ja para a histidina 273, ela pode estar nas trés formas a quase todos os pH (figura 27). Esta
histidina ja se localiza quase no exterior do centro ativo e por isso, estd mais exposta ao meio e
possui um residuo de aspartato adjacente, de forma que os seus estados de protonagao ja sao mais
variaveis. Verifica-se que a pH 6.6 existe uma probabilidade de 72,2 % a 86,6 % da histidina estar na
forma de HISD e 2,38 a 24,6 % de estar em HISE e de 0,67 a 7,89% de estar em HISH. De facto, ao
observar a estrutura da proteina observa-se que esta se localiza ao lado do residuo de aspartato
270 e com o protdo orientado para o grupo carboxilo, podendo assim realizar uma ponte de
hidrogénio. Num caso limite, seria possivel o residuo de aspartato captar o protdo da histidina
ficando protonado e por sua vez, a histidina pode captar um protdo de uma molécula de agua
adjacente, do lado do azoto NE e dar origem a HISE ou pode apenas captar o protdao da molécula de
agua, que é menos provavel e originar a HISH. Na imagem 26 observa-se as curvas de titulacdo para
os varios tautémeros da histidina 273 e observa-se que a probabilidade de existir uma maior
guantidade de histidina na forma de HISH é maior a pH mais baixo. Porém para estes dois residuos
verifica-se que estdo em isoformas diferentes para estruturas diferentes. O que acontece é que ha
a rotacdo da ligacdo CB- imidazole originando a rotacdo do anel de imidazole e ficando em
diferentes orientacdes conforme as estruturas cristalograficas. Na figura 27 observa-se que para as
estruturas com os cédigos PDB 3BLB, 3D51, 3DX4, 3D4Y e 3DDF, a HISD é mais favorecida porque
nestas conformacGes o anel de imidazole estd em tal orientacdo que permite a realizacdo uma
ponte de hidrogénio direta usando o protdo estd no atomo de azoto ND1, com o residuo de
aspartato. Para as estruturas 1HXK, 2F1A e 20W6, o anel de imidazole rodou 1802 e neste caso nao
ha nenhum atomo de azoto protonado que fique diretamente orientado para o residuo de
aspartato 270 (figura 28), assim as probabilidades de o aminoacido se encontrar na forma HISD ou
HISE tornam-se mais semelhantes. O atomo NE2 fica ligeiramente mais proximo sendo assim a
probabilidade de estar na forma HISE maior. O aspartato 270, envolvido na ligacdo de bastantes

inibidores tem uma probabilidade de 0.018 % a 1.2 % de estar protonado.
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Figura 28- Posi¢des dos residuos 270 e 273 nas estruturas 3BLB (a azul) e na estrutura 1HXK (a

laranja).

Para os residuos de aspartato observa-se a maior parte encontra-se desprotonada, como
seria de esperar, uma vez que o pKa do acido carboxilico da cadeia lateral é de 3.40. [1] Um dos
residuos relevantes é o aspartato 204 que esta desprotonado como previsto, uma vez que é o
aminodcido que serve de nucledfilo na reacdo de hidrdlise, sendo assim essencial para o
mecanismo. O aspartato 92 estd envolvido na coordenacdo do ido metdlico. Como se pode observar

pelas figura 51 estes residuos encontram-se ionizados a pH 6.6 (figura 29).
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Figura 29- Curvas de titulagdo para os residuos de aspartato 204 e 92.

As curvas de titulacdo destes aminoacidos apesentam perfis diferentes, em que o aspartato
92 possui uma probabilidade de quase 100% de estar ionizado em toda a gama de valores de pH, e
0 aspartato 341 a partir do pH 6 tem uma probabilidade acima de 90% de estar ionizado. O
aspartato 472 pode estar protonado em alguns valores de pH mais baixos (figura 30). Na proteina
observa-se que este residuo estd adjacente a histidina 470. Para esta histidina verifica-se que esta
na mesma sujeita a diferentes estados de protonacdo consoante a rotacdo do anel de imidazole.
Para as estruturas com os cédigos PDB 3BLB, 3D51, 3DDF, 3DX4 e 3D4Y, o anel de imidazole esta
protonado no azoto NE1 e esta estd diretamente orientado para o residuo de aspartato realizando
uma ponte de hidrogénio com o aspartato 472 (figura 31). Para as estruturas 1HXK, 2F1A,20W6 e
3BLB hd uma rotacdo de cerca de 1802 e as probabilidades de existirem tanto HISD como HISE
acabam por ser semelhantes e a probabilidade de existir uma HISH aumenta drasticamente,

chegando a ser a forma mais provavel na estrutura 1HXK (figura 30).
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Figura 30- Curvas de titulagdo para as vdrias formas da histidina 470 e para o residuo de aspartato 472.
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Figura 31- Posigdes dos residuos 470 e 472 nas estruturas 3BLB (a azul) e na estrutura 2F1A (a laranja).

Relativamente a outros residuos também se analisaram os residuos de tirosina, observa-se
gue também se encontram protonados a pH 6.6, como as tirosinas 727 e 269 e que se encontram

protonados em toda a gama de pH testada.

Observa-se que a maior parte dos aminoacidos apresentam curvas de titulacdo bastante
semelhantes, apenas com pequenos desvios, o que significa que as diferentes conformacdes nao
induzem deslocagdes significativas que provoquem mudancas no ambiente quimico que rodeia os
residuos. Para os pares aspartato-histidina, observam-se diferencas nos perfis de titulacdo dos
aminoacidos, ndo apenas diferencas provocadas pela presenca de outro residuo ao lado, mas

também por mudancas na orientacdo das cadeias laterais, como é no caso da histidina.

37



5-Estudo estrutural de complexos cristalogrdficos proteina-ligando

Selecionaram-se varias estruturas cristalograficas de complexos da GMII com inibidores ja
conhecidos e testados experimentalmente com o objetivo de poder analisar as interagdes
importantes para atividade desses inibidores, para observar o comportamento dos mesmos no
local ativo e comparar as estruturas cristalograficas com as simulagdes de dinamica molecular
realizadas. Ao todo realizaram-se simulagdes de dinamica molecular de 9 complexos GMII-ligando
com os codigos PDB: 1HXK,2F1A,20W6,3BLB,3DX4,3DDF,3D53,3EJU,3D4Y. Para abreviar, apenas as

estruturas com comportamentos mais distintos vao ser referidas.

Analisou-se a estrutura 3BLB em que a GMII estd ligada a swainsonina, que como ja foi

referido anteriormente, é o inibidor mais potente conhecido para esta enzima (figura 31).

OH

.1 110H

IZ;

Figura 32- Estrutura da swainsonina e os seus modos de ligagéo no complexo cristalogrdfico (A) e
apos 20ns de simulagdo (B). A amarelo estéo as pontes de hidrogénio. As distdncias estéo em Angstrém.

E possivel verificar que, na estrutura de raios-x, (figura 32 A) a swainsonina liga-se ao zinco
através dos grupos hidroxilo, estabelece pontes de hidrogénio com os residuos de aspartato 472,
tirosina 727 e aspartato 92 e intera¢des catido m e hidrofébicas com o residuo de triptofano 95 e
interacOes idnicas com o residuo de aspartato 204. Apds 20ns de simulagdo é possivel observar um
ligeiro desvio na configuracdo da swainsonina, tal que agora as interagbes resumem-se apenas a
ligacdo de um grupo hidroxilo ao zinco e as intera¢des anteriormente descritas com o triptofano 95

e uma ponte de hidrogénio com a tirosina 269 (figura 32 B).

O complexo 20W6 consiste na GMIl ligada a tioswainsonina, que é um analogo de
swainsonina, mas com enxofre (figura 33). Este inibidor é reportado como tendo uma afinidade

bastante inferior a swainsonina (ki=2.0mM).
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Figura 33- Estrutura da tioswainsonina e os seus modos de ligagdo no complexo cristalogrdfico (A) e apds
20ns de simulacgdo (B). A amarelo estdo as pontes de hidrogénio. As distdncias estdo em Angstrém.

No complexo cristalografico (figura 33) o inibidor esta ligado ao zinco apenas por um grupo
hidroxilo, mas realiza varias pontes de hidrogénio com os residuos de aspartato 472, tirosina 727 e
arginina 228, para além de interagdes idnicas com o aspartato 204 e interagdes com o residuo de
triptofano 95. No final da simulacdo (figura 33), observa-se que ha um grande desvio do centro
ativo e na orientacdo da molécula, havendo duas pontes de hidrogénio com os residuos de
aspartato 472 e tirosina 727, para além de interagdes idnicas com o aspartato 204. Este desvio
pode ter acontecido possivelmente porque as ligacdes ao zinco sdo mais fracas do que na
swainsonina, passando a predominar outras interacdes com as pontes de hidrogénio e interagdes
idnicas. Também é possivel que o maior volume do dtomo de enxofre dificulte o encaixe perfeito no

pocket do centro ativo e provoque este desvio.

H
N + 2
A estrutura com o cédigo PDB 1HXK corresponde um N \\\CHon
complexo da GMII com o ligando desoximanojirmicina (figura
34). v
HOY' : OH
OH

Figura 34- Estrutura da desoximanojirmicina
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E possivel observar nas
figuras 35 A e 35 B que esta
molécula interage com o atomo
de zinco através dos grupos

hidroxilo e ainda realiza pontes

de hidrogénio com os residuos L ] L L
Figura 35- Ligagdo da desoximanojirmicina a GMIl. A- Ligagdo da

de aspartato 472, 341 , tirosina molécula na estrutura cristalogrdfica. B- Ligagdo a GMII apds 20ns de
simulagdo. A amarelo estéo as pontes de hidrogénio. As disténcias

727 e arginina 876, interagdes estéio em Angstrém.

catido m com o residuo de triptofano 95 e intera¢des idnicas com os residuos de aspartato 341 e
204. Na imagem 28B é possivel observar o ligando apds 20ns de simulagdo e constata-se que se
manteve na mesma posicdo e a maior parte das interacdes se mantiveram inalteradas, exceto a
ponte de hidrogénio com o grupo carbonilo da arginina 876, que deixou de existir, porque se

verificou um desvio do residuo.

Para a estrutura 2F1A, observa-se uma molécula com um nucleo de pirrolidina, em que ao
pH fisioldgico, o anel esta carregado (figura 36 A). Nesta molécula é importante realcar a sua cadeia

lateral, uma vez que podera permitir estabelecer intera¢des extra com a enzima.

HO OH

Figura 36- Ligagdo da pirrolidina substituida na posicdo 5 a GMII. A- Ligagdo da molécula na estrutura
cristalogrdfica. B- Ligagdo a GMII apds 20ns de simulagdo. A amarelo estéio as pontes de hidrogénio. As
distdncias estdo em Angstrém.

No complexo cristalografico (figura 36B), é possivel observar que para além das interacdes
comuns aos outros ligandos existem uma ponte de hidrogénio do grupo carbonilo com a tirosina
269 e uma ponte de hidrogénio da amina na cadeia lateral com o residuo de aspartato 341. Apds

20ns de simulagdo (figura 36C) é possivel observar que a molécula continua na mesma posigao,
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porém o grupo hidroxilo da cadeia lateral ja ndo interage com a tirosina 269, mas com o aspartato

341 e o grupo fenilo realiza agora interacdes -1t edge-to-face.

Outra estrutura com uma cadeia lateral diferente é o derivado da swainsonina com o cédigo
PDB 3EJU (figura 37A), possui uma cadeia com um grupo carbonilo e outro fenilo, o grupo carbonilo
realiza pontes de hidrogénio com o residuo de arginina 228 e interagGes catido-m e é relatado na
literatura que este grupo pode contribuir para aumentar a seletividade com a LM (a-manosidase

lisossomal).
A

OH

OH

O

Figura 37- Ligagdo da swainsonina substituida na posicdo 5 a GMII. A- Ligagdo da molécula na estrutura
cristalogrdfica. B- Ligagdo a GMII apds 20ns de simulacdo. A amarelo estdo as pontes de hidrogénio.

Na estrutura 34DY encontra-se ligando a GMIl o manoimidazole (figura 38A). Ao contrario
de todas as moléculas até agora apresentadas, esta é neutra. O que significa que as interacdes
idnicas vistas anteriormente sdao importante para uma maior afinidade das moléculas, mas nao
fundamentais para a sua atividade como inibidores, o que é relevante visto que se acredita que a
carga presente nos inibidores é importante para mimetizar a carga do estado de transicdao. Outro
facto é que a auséncia de carga pode minimizar os custos de desolvatacdo, tornado a ligacdo mais

favordavel energeticamente.
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Figura 38- Ligacdo do manoimidazole substituida na posicdo 5 a GMII. A- Ligagcdo da molécula na
estrutura cristalogrdfica. B- LigagGo a GMII apds 20ns de simulagdo.

Porém, é possivel observar que tanto na estrutura cristalografica (figura 38B) como apds a
simulacdo de DM, as interagdes mantiveram-se inalteradas (figura 38C), confirmando que a
auséncia da carga na molécula ndo é uma condicionante na atividade da molécula. Também para a
estrutura cristalografica com o cédigo 3D51, em que estd uma glucoxima neutra ligada a GMII,
verificou-se que apds a simulagdo de dinamica molecular as interagdes com a enzima mantiveram-

se praticamente inalteradas, verificando-se apenas um ligeiro afastamento.

Desta forma, também se realizou uma simulacdo de 20ns de um dos andlogos da
swainsonina desenvolvidos neste trabalho- uma azaswainsonina, que também é neutra. No final da
dindmica molecular, verificou-se, tal como os ligandos nos complexos experimentais, a molécula
continua na mesma posicdo e realiza as mesmas interagdes que os outros ligandos. Demonstrando

assim que estes derivados podem possuir, de fato, atividade contra a GMII.

Através desta analise é possivel concluir que as principais interacdes realizadas pelos inibidores

da GMIl e que sdo comuns a todos os inibidores s3o:

e Aligacdo ao zinco através de grupos hidroxilo.
e Pontes de hidrogénio com os residuos de aspartato 472 e341

e InteracgGes hidrofébicas com o residuo de triptofano 95.
Para os ligandos carregados ainda existem:

e Interagdes idnicas com o residuo de aspartato 204.

e Interagdes catido-t com o residuo de triptofano 95.
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Desta forma, resolveu-se medir a distancia média destas intera¢Ges ao longo das simulagdes de
20ns, para que, dessa forma, se possa verificar quais sdo, de fato, as interacGes realizadas pelos
inibidores da GMII, durante o processo de inibicdo. Comegou-se por medir as distancias das

ligacGes dos grupos hidroxilo ao metal.

Tabela I- Distdncias médias das ligacbes dos dois grupos hidroxilo ao metal; S-substituida; *Andlogo da
manostatina

Distancia Distancia
2,61/2,04 A Manoimidazole 2,07/2,03 A
Pirrolidina 5-S. 2,06 /3,06 A Glucoxima 4,64/5,34 A
Tioswainsonina 7,52/3,63 A Lactama S. 2,05/2,05 A
Swainsonina 3,32/4,76 A Swainsonina 5-S. 4,19/2,24 A
Manostatina * 2,02/2,24 A Azaswainsonina 2,05/2,02 A

E possivel observar que, na maior parte dos casos, as distancias oscilam entre 2-4A, exceto
no caso da tioswainsonina em que a molécula se desvia bastante do atomo de zinco e apenas fica
ligada por um hidroxilo e no caso da glucooxima verifica-se um ligeiro desvio da molécula em
relacdo ao atomo de zinco. Verificando-se assim, que este tipo de interacdo é bastante préximo na
maior parte das estruturas, significando assim, que é importante para a atividade das moléculas
como inibidores.

Tabela II- Distdncias médias das ligagbes por pontes de hidrogénio de grupos hidroxilo com os residuos de

aspartato 341 e 472 e interagées idnicas com o aspartato 204 (no caso dos ligandos carregados) *-O
aminodcido estd demasiado longe; **-Ligando neutro;***-Andlogo da manostatina

Asp-204 (int.idnica)

Inibidor Distancia Distancia Distancia
Desoximanojirmicina | 3,08 A 2,63 A 4,71 A
Pirrolidina 5-S 5,34 A 3,18 A 5,63 A
Tioswainsonina 7,52/3,63 A 10,68 A 3,93A
Swainsonina 4,35 A ¥ 1,43A
Manostatina *** 3,51A 2,96 A 5,15 A
Manoimidazole 2,07/2,03 A * kk
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Glucoxima 4,83 A 3,33 A kk
Lactama S. 2,05/2,05 A 2,62 A 5,12 A
Swainsonina 5-S. 4,19/2,24 A 3,43A 5,29 A
Azaswainsonina 3,36 A 2,49 A I

As interagGes acima referidas na tabela Il ocorrem sempre com um grupo hidroxilo do
ligando, mas ndo estdo na mesma posicado relativa. Verifica-se que apenas sete inibidores realizam
pontes de hidrogénio com o aspartato 341, considerando que as pontes de hidrogénio ocorrem a
distancias menores ou iguais que 3,5A, segundo Bissantz et al [62]. Para o aspartato 472 é possivel
verificar que a maior parte dos inibidores realizam interagGes por pontes de hidrogénio intensas
com o mesmo, exceto os das estruturas 3BLB e 3D4Y, porque se verifica um afastamento muito
grande do residuo do centro ativo. Assim, pode-se deduzir que esta é uma interagdo comum a uma
grande parte dos ligandos estudados e que contribui para a atividade destas. As azaswainsoninas
também realizam estas interacdes e com uma distancia tdo ou mais préxima do que os inibidores ja
conhecidos, confirmando assim o seu potencial como inibidores da GMII. As intera¢des idnicas
entre os inibidores e o residuo de aspartato 204, mimetizam as interacdes que o estado de
transicdo oxocarbenido realiza com o aspartato 204, que serve de nucledfilo [40]. Assim, as
simulacGes de DM permitem dar uma nocdo de como é que se realiza a interacdo com os inibidores
de GMII. Na tabela | é possivel observar que a interacdo idnica da swainsonina (3BLB) com este
residuo é bastante mais préxima (1,43 A) do que os restantes inibidores e isso pode explicar a
maior afinidade da swainsonina para a GMII. A esta distancia também é possivel haver uma ponte
de hidrogénio entre o grupo NH e o carboxilo do aspartato. A tioswainsonina também interage
fortemente com este residuo, porém ndo estd na orientacdo correta para realizar as restantes
interacOes, tendo assim uma fraca afinidade. As restantes moléculas também nao interagem de
uma forma tdo préxima com este aminoacido, mas possuem outras interacdes como pontes de
hidrogénio, interacdes hidréfobas e interagdes dipolo-dipolo com outros residuos que compensam

este fato.

De uma forma global, é possivel dizer que os inibidores observados se ligam a enzima
através de ligagdes hidroxilo-zinco, 2-3 pontes de H com os residuos circundantes, sem contar com

as cadeias laterais, interagdes hidréfobas e no caso dos ligandos carregados interagdes idnicas com
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residuos de aspartato e interagGes catido-m. Também se verificou que os vdrios inibidores

estabeleciam variadas intera¢des com outros residuos circundantes.
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6.Desenvolvimento de novos derivados da swainsonina

6.1-Desenvolvimento de novas moléculas

Nesta parte do trabalho desenvolveram-se varias moléculas derivadas da swainsonina, i.e,
adotou-se a estrutura base da swainsonina e testaram-se varias modificagbes a molécula-base

como alteragdes dos grupos funcionais e acréscimo de cadeias laterais diferentes.

As varias altera¢gbGes aos grupos funcionais ja existentes serviram para verificar relagdes
estrutura-atividade. Os derivados foram concebidos conjuntamente com a equipa de quimicos
sintéticos. Uma das espécies de derivados considerados sdo as azaswainsoninas (figura 39) em o
carbono na posicdo 5 foi substituido por um atomo de azoto e dessa forma, este nucleo passa a ser
neutro. O azoto na posicdo 5 também pode ser substituido com uma cadeia lateral. Depois

conceberam-se derivados da swainsonina funcionalizados no carbono 5.

Relativamente aos substituintes usados considerou-se dois tipos de substituintes:
substituintes de curta dimensdo e substituintes mais longos e complexos com o objetivo de
alcancar os outros locais de ligagdo da enzima como o local de holding e de ancoragem de forma a

conseguir alcangar seletividade entre a GMIl e a ML (a-manosidase lisossomal) (figuras 40 e 41).

el

R

Figura 39- Estrutura geral das azaswainsoninas

Figura 40-Esquema do centro ativo com os
vdrios pockets e com a swainsonina liaada.
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As moléculas mais complexas foram desenvolvidas de forma a mimetizar o substrato natural
no local de holding (figura 40). Dessa forma, apds varios estudos de modelagdo acrescentou-se, na
posicdo 5 do nucleo de swainsonina, uma cadeia lateral similar a do substrato em que existe um
espacador alifatico de duas unidades ligado a unidade central - um anel, com os substituintes em
varias posi¢oes, que pode ser varidvel e uma unidade de 3 carbonos com um anel de seis membros
ligado. No ultimo anel verificou-se que deveriam existir pelo menos dois grupos hidroxilo nas
posices 3 e 4 essenciais para a ligacdo tal como é reportado para o substrato [19]. Ndo se tentou
criar moléculas que alcangassem o local de ancoragem, uma que vez se verificou que a sua sintese

guimica era inviavel.

Figura 41- Representagdo de um fragmento do substrato Man; a verde (codigo PDB:3CZN), a swainsonina a
roxo (estrutura 3BLB) e um modelo das novas swainsoninas propostas (laranja). A azul estd a estrutura da
GMII (cédigo PDB: 3BLB).

Para além dos derivados da swainsonina criados, também se testaram varias moléculas da
base de dados PubChem e outros alcaloides extraidos de produtos naturais referenciados na

literatura com sendo inibidores de glicosidases, sendo alguns anticancerigenos comprovados.

O docking foi realizado sob dois conjuntos de estruturas proteicas: um conjunto de dez
estruturas de menor energia obtidas através de uma simulacdo de dindamica molecular e

consequente analise por PCA (Principal Component Analysis).
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Neste trabalho realizou-se uma simulagdo de dinamica molecular da GMII durante 130ns e
utilizaram-se 5 componentes principais para caracterizar o espac¢o conformacional da proteina.
Com estes vetores conseguiu-se encontrar 21 basins (locais de menor energia na landscape
energética). No basin de menor energia conseguiu-se amostrar 41,5% da populagdo
conformacional. Acredita-se que o uso de um maior nimero de dimensdes poderia capturar uma
maior quantidade de conformacgdes, porém tal revelou-se impossivel tal andlise com o poder
computacional existente, devido a elevada dimensdo do sistema. Outra alternativa seria o uso de
uma trajetdria maior, porem também se revelou impossivel devido as mesmas limitagdes atras

referidas.

6.2 Comparacdo das estruturas obtidas por DM com as cristalogrdficas

Ao comparar a estrutura com o minimo
de energia obtida a partir do basin escolhido
com as estruturas cristalograficas da forma apo
(a verde figura 42) e da estrutura ligada a
swainsonina (a laranja figura 42) é possivel
constatar que ndo houve desvios significativos
dos aminodcidos do centro ativo mais
relevantes para a ligacdo, da estrutura obtida
por dindmica molecular e as estruturas

cristalograficas. Porém, observa-se que o

triptofano 95, a histidina 471 e as tirosinas 727 e

Figura 42-Sobreposi¢cGio do minimo de menor energia
269 estdo um pouco desviados em comparacdo retirado do basin (a azul), da estrutura cristalogrdfica da
forma apo (a verde-codigo PDB:3BUB) e da estrutura

com as estruturas cristalinas. Isto observa-se =, e o .
cristalogrdfica do complexo com a swainsonina (a laranja-

porque as estruturas cristalinas sd3o rigidas e ¢ddigo PDB:3BLB)

apenas representam uma conformacao da proteina, ndo significando que seja a de menor energia e

em principio a mais provavel. Desta forma, apesar de estes aminodacidos estarem mais afastados,

acredita-se que o conjunto das estruturas obtidas por DM /MM seja o mais verosimil.
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6.3 Resultados do docking realizado

Ao todo sujeitaram-se a docking 138 moléculas (anexo 2) contra 19 estruturas da Golgi a-
manosidase. Esta analise focou-se principalmente nos derivados mais promiscuos, i.e, os que

possuem maior afinidade para todas as estruturas testadas.

No docking realizado verificou-se que, apesar das diferengas estruturais entre as varias
conformagdes usadas, as afinidades dos ligandos foram, em geral, bastante semelhantes para todas
as conformacdes (ver tabela | anexo 1), havendo na maior parte dos casos, apenas uma diferenca
maxima de =1,5 kcal/mol, o que significa que as diferengas conformacionais tanto nos modelos
obtidos por raios-x como nos que foram obtidos por DM/MM n&o condicionam em demasia o
comportamento dos ligandos. Porém, para as conformacdes obtidas por cristalografia de raios-x
verifica-se uma maior diferenca dos valores de afinidade entre os varios modelos, indicando assim,

uma maior dissemelhanca entre as conformacdes.

Relativamente aos primeiros 25 ligandos que aparecem no ranking (tabela |, anexo 1- a
verde), verifica-se que a maior parte sdo derivados da swainsonina, exceto 5, sendo os restantes
moléculas retiradas da base de dados PubChem. A maior parte dos derivados da swainsonina nesta

situacdo possuem cadeias laterais longas capazes de alcancar o local de holding da enzima.
Para este tipo de derivados da swainsonina, o seu posing possui duas varidveis:

e A possibilidade de o core da swainsonina se ligar no local correto do centro ativo (no local
catalitico)
e No caso de o core swainsoninico se ligar corretamente ao local catalitico, o facto de a

ligacdo ser estabelecida como previsto ao local de holding.

49



Na maior parte dos casos, constatou-se que estes
derivados se ligavam na orientacao contrdria a suposta,
i.e, 0 nucleo de swainsonina orientado para o local de
holding e a porg¢ao que mimetiza a manose do substrato
ligada ao local catalitico (figura 43). De facto, esta é uma
hipétese de ligagdao verosimil que deve ser considerada,

uma vez que esta porg¢do da molécula é bastante similar

a manose pertencente ao substrato e consegue realizar Figura 43-Ligacdo de um derivado da

todas as interacdes importantes para a inibicio como  Swainsonina (SC17) a estrutura 3EJU. A
amarelo estdo as pontes de hidrogénio.
visto no capitulo anterior: a ligacdo ao zinco, varias
pontes de hidrogénio com os residuos circundantes e
interagcbes hidréfobas com o triptofano 95. Este
comportamento observou-se tanto nas estruturas
obtidas por modela¢gao molecular como para as obtidas
experimentalmente. Porém, é de notar que houve uma
maior quantidade de orienta¢Oes corretas, apesar de

alguns serem menos provaveis, para as estruturas

obtidas por DM. Apesar disso, é de notar que a grande

maioria destes orientagdes corretas, apenas o nucleo
Figura 44-LigagGo de um derivado da

swainsonininico se ligou na orientacdo prevista ao local  swainsonina (SC1) & conformagéo 98586. A
/e . ~ . amarelo estdo as pontes de hidrogénio.
catalitico enquanto que a cadeia lateral ndo se ligou no
local previsto e em vez disso, ou ficou projetada para o
exterior do centro ativo ou se ligou por cima do nucleo swainsoninico, como consequéncia da
auséncia do triptofano 95 na naquela posicdo (figura 44). Também é de realcar que estas
moléculas, devido ao seu grande tamanho possuem bastante flexibilidade que se reflete em

orientacdes mais variaveis.

50



As azaswainsoninas com cadeias desta extensao
orientaram-se da forma prevista no docking contra as
estruturas experimentais, (figura 45) na medida em
gue a sua ligacdo ocorreu da melhor forma previsivel,

em que o nucleo swainsoninico se ligou a porgdo

catalitica e o outro grupo na porg¢ao de holding como

}:igura 45-LigagGo de uma azaswainsonina (AC1)

a estrutura 1HXK. A amarelo estdo as pontes de
hidrogénio.

previsto. Para além de mostrarem elevada afinidade.

z

E importante referir que estes derivados complexos mostram elevada afinidade e estdo nos
primeiros lugares do ranking. Apesar disto, ndo significa que sejam verdadeiramente mais ativos,
uma vez que o docking tem tendéncia para sobrestimar a afinidade das moléculas, uma vez que
esta afinidade de ligacdo esta intimamente relacionada com o tamanho molecular e é uma funcao
aditiva,ou seja, ha tendéncia para que quanto maior o ligando, maior a afinidade, sem incluir
efeitos de cooperatividade positivos ou negativos.[62-64] Também ¢é importante salientar que
apesar de uma molécula mostrar elevada afinidade, ndo implica necessariamente ligar-se na

orientacao mais correta.

Relativamente aos restantes derivados da swainsonina, constatou-se que para as
azaswainsoninas em geral, necessitam da presenca do triptofano 95 para fixarem-se numa posicao
correta para a ligagcdo no centro ativo, assim, as interagdes hidréfobas entre os dois grupos sao
essenciais para a ligacdo a enzima. Os derivados da swainsonina ligaram-se da forma previsivel as
estruturas que ndo possuiam o triptofano 95 nessa posicado. Verificou-se que uma grande parte dos
derivados desta molécula possui uma maior afinidade do que a swainsonina. Para os derivados que
possuem cadeias laterais com aneis aromaticos, algumas binding poses ocorrem na orientacao nao
prevista em que o anel aromatico ocorre para a direcdo do atomo do zinco em vez de se ligar para o

exterior do centro ativo, realizando intera¢des m-t com o triptofano 95.
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Figura 46-Ligacdo de um derivado da

swainsonina (S17) & estrutura 98568. A Figura  47-Ligacdo de um derivado da

amarelo estéo as pontes de hidrogénio. swainsonina  (S19) a estrutura 98566. A
amarelo estdo as pontes de hidrogénio.

Para os derivados da swainsonina substituidos na posicdo 5 verificou-se que nas cadeias laterais
com o carbonilo na posicaoa, este ndo realiza interagdes em particular com nenhum aminodcido.
(figura 46) Porém se estiver na posicaof, ja consegue interagir com alguns residuos como a arginina
228. Outros grupos na posicao B também contribuem para a atividade como grupos hidroxilo ou
amina em que podem realizar pontes de hidrogénio com residuos como o aspartato 341 e a tirosina

269 (figura 47).

No caso do andlogo que possui uma cadeia lateral amina CH,NH, é de notar que esta molécula
possui trés protdmeros que existem em propor¢des semelhantes ( =®30% cada), que s3o os

seguintes:
OH

| OH anl|OH | OH

Figura 48-Protéomeros existentes para o derivado com a cadeia lateral CH,NH,.
Estes trés protdmeros mostram afinidades bastante semelhantes com diferencas na ordem de
0,1 kcal/mol, mas a primeira forma é mais favorecida nas conformagdes obtidas

experimentalmente.
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Para a swainsonina, é possivel ter ligandos dissubstituidos na posi¢cao 5. Neste caso verificou-se
gue o grupo CH,0H realiza varias interagdes com aminoacidos mais afastados do centro ativo e
nalguns casos, ocorre um ligeiro deslocamento da molécula do local catalitico onde esta o zinco
levando assim a uma menor afinidade (figura 49). Os analogos 33 e 34 (figura 50) da swainsonina
sao disubstituidos, mas com um segundo anel. Ambos os derivados ndo usam o anel para realizar
realizar interagdes significativas com a proteina. O analogo 33 mostrou maior afinidade de que o
34, porém isso deve-se ao facto de o andlogo 33 ser mais volumoso e haver uma sobrestimacao da

afinidade.

ainlllOH i OH

Figura  49-Ligagdo de um  derivado Figura 50-Estruturas dos andlogos 33 e 34, respetivamente
dissubstituido (S30) & estrutura 98571. A
amarelo estdo as pontes de hidrogénio.

Os derivados com cadeias alifaticas também nao
estabelecem intera¢bes relevantes para a atividade,
havendo mesmo o risco de perturbarem a esfera de

hidratacdo da enzima, devido ao efeito hidréfobo.

Em relacdo aos inibidores ja caracterizados foi
possivel observar que, para as moléculas com cadeias

laterais longas e que possuem grupos aromaticos como a

swainsonina, a pirrolidina e o anel lactamico substituidos

Figura 51-Swainsonina 5-substituida ligada a
estrutura 98570. A amarelo estdo as pontes de

na posicdo 5, as conformacdes obtidas foram bastante
varidveis para todas as conformacdes usadas, sendo hidrogénio.

algumas bastante similares as experimentais (figura 51).
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Para a glucoxima, o derivado de manostatina e ao manoimidazole, verificou-se que a presenga do
residuo de triptofano 95 é essencial para a sua fixacdo correta no centro ativo de forma a realizar as
interagcdes que conduzem a maior afinidade possivel para a enzima, porque as conformacgdes
ocorridas nas estruturas obtidas experimentalmente sdo mais préximos das estruturas
experimentais. Inversamente, verificou-se que a swainsonina mostrou conformagdes corretas com
alta probabilidade em quase todas as estruturas testadas (incluindo as que foram obtidas por PCA),
justificando assim a elevada afinidade da mesma comparativamente aos outros inibidores, uma vez
gue é uma molécula suficientemente plastica para se ligar a varias estruturas proteicas (figura 52).
No capitulo anterior verificou-se que a interacdo iénica e ponte de hidrogénio da swainsonina com
o aspartato 204 ¢é particularmente préxima, sendo
possivelmente essa a razdo para essa promiscuidade.
Para a tioswainsonina, a maior parte das conformacgdes
obtidas mostram-na ligada ao zinco por um grupo
hidroxilo em posi¢des varidveis, como também ocorre
na literatura. Porém, as orientacdes mais provaveis a
seguir as primeiras, mostram a molécula a afastar-se
do local catalitico como ocorreu nas simulagdes de

DM/MM. Para a glucoxima, verificou-se que havia

modos de ligacdo em que se ligava ao zinco por dois

Figura  52-Swainsonina  ligada a
estrutura 98568.

grupos hidroxilo mais afastados, que o costume, tendo,
porém, uma afinidade semelhante a da swainsonina. No
gue diz respeito as afinidades, foi interessantes verificar que as moléculas ndo mostraram o
maximo de afinidade para as correspondentes estruturas. Para além disso, ocorreu na mesma um
ligeiro aumento de afinidade para os ligandos que possuem cadeias laterais mais longas devido ao
seu tamanho molecular. O que significa que o facto de o inibidor ser carregado ndo é uma
condicionante para a inibicdo, apesar de ajudar a inibicdo uma vez que mimetiza a carga do estado

de transicdo.

No que respeita as moléculas retiradas da base de dados do PubChem, a maior parte ndo teve
uma afinidade relevante. Porém, observaram-se as mesmas condicionantes que nas demais, como
por exemplo pelo triptofano 95, que é util para fixar as moléculas na melhor posicdo de ligacdo e os

ligandos com grupos aromaticos também tem tendéncia a ligar-se na orientagao inversa a prevista.
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Um ligando interessante é o CID 449437 (figura 53), que
consiste num derivado de dextrano e pode cobrir uma grande
area do centro ativo, chegando nalgumas orienta¢Ges a atingir
zona de holding da proteina. Outro ligando interessante é o
CID 124021 (figura 54), que é a B-glucogalina e é isolada de
uma planta e ja foi testada contra a aldose reductase envolvida
na diabetes [65]. O importante desta molécula é que tem dois
aneis com varios grupos hidroxilo, mas um é alifatico (anel de
glucose) e outro aromatico. O docking mostra que o principal

modo de ligagdo, nas conformacgdes obtidas por cristalografia é

com o grupo aromatico no local catalitico e o anel de glucose
) Figura 53- CID 449437 ligado a

interage com os aminoacidos do restante cetro ativo  ostrytura 304Y.

chegando a atingir alguns no local de holding. Nas

conformagbes obtidas por dinamica molecular, liga-se de forma inversa, mas o anel aromatico
também interage com a regido de holding, tendo assim potencial para ser otimizado de forma a ser
seletivo. Um fragmento também passivel de otimizacdo é o CID 441437 (figura 55), que é o
quercitol e é uma molécula que ja foi testada contra a a-glucosidase [66], esta molécula liga-se de

uma forma previsivel a enzima no centro ativo, para todas as conformacdes obtidas

experimentalmente e em algumas das conformacdes obtidas por PCA.

Figura 54- A-CID 124021 ligado a estrutura 1HXK. B-CID 124021 ligado a estrutura 98572. A
amarelo estdo as pontes de hidrogénio.
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Por fim, relativamente aos alcaloides encontrados na literatura, ficaram nos ultimos lugares do
ranking global, porque a maior parte nao se ligou de uma forma favordavel ao local ativo e os poucos
gue se ligaram mostraram uma afinidade fraca que esta correlacionada com o modo de liga¢do. Por
exemplo, a pirrolidina 6 apenas se liga com um grupo hidroxilo ao zinco e a indolisina 1 (figura 56)

até se liga com dois hidroxilos, mas a esta muito distante e os hidroxilos estdao muito longe um do

outro e a ligacdao acaba por ser fraca.

A

HO

HO H

B +
HOH,CHOHC H2

1OH

\C

HO'
OH

Figura 56- A-Estrutura da indolisina 6. B- Estrutura da

Figura 55- CID 441437 ligado a estrutura
pirrolidina 1.

3BLB. A amarelo estdo as pontes de
hidrogénio.
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7. Cdlculos de energia livre
7.1 Cdlculos de Intergragéo termodindmica

Esta parte do trabalho focou-se no estudo de relagdes estrutura-atividade e continuar a
avaliacdo a atividade de varios derivados da swainsonina com o objetivo de encontrar novos

derivados com maior atividade e eventualmente maior seletividade para a GMII.

Os derivados da swainsonina testados por esta metodologia foram as azaswainsoninas.

Estas moléculas possuem um azoto extra na posicdo 5 e uma cadeia lateral varidvel.

Para os cdlculos de intergracdao termodinamica utilizou-se um ciclo termodinamico, como
explicado no capitulo 2. Assim, é possivel quantificar a diferenca energética entre um estado inicial
e final. E de realcar que esta metodologia apenas permite calcular a diferenca de energia livre
relativa entre dois estados e ndo a energia livre absoluta de ligagdo. Como indicado no capitulo 2,
um valor de AAG negativo indica que o primeiro estado é mais favorecido energeticamente,
enquanto que um valor de AAG positivo indica que o segundo estado é mais favorecido. Este

método é o mais rigoroso que existe para calcular a energia livre de ligacao de moléculas.

Desta forma testou-se a contribuicdo energética para a afinidade de varias cadeias laterais
possiveis e o efeito de varias modificacdes nas mesmas. As conclusdes obtidas sdo aplicdveis tanto

a swainsoninas como azaswainsoninas.

Tabela Ill- Transformag¢bes de integracdo termodindmica realizadas com azaswainsoninas

possuindo vdrias cadeias laterais e respetivo AAG

OH

H

O
F
F

AAG
«ulllOH
1 anlllOH -4.0
N :
kcal/mol
HoN o)

H,oN o
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il OH
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HoN

-||I||||OH

«ulllOH

ullll”OH

AAG
-13.6

kcal/mol

AAG
-21.8

kcal/mol

AAG
4.5

kcal/mol

AAG
-14.4

kcal/mol



AAG
e

sl OH -16.7

kcal/mol

AAG
il OH

-15.1

kcal/mol

mHioH «inlIlOH AAG

0.9

kcal/mol

il OH AAG

wnllllOH

1.6

kcal/mol
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il OH

«nllOH inioH
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il OH | OH 129
22 kcal/mol
AAG
ST R — “iioH -1.2
23 kcal/mol
CH,CH,CH,CH3
AAG
wulllOH il OH -0.9
24 kcal/mol
HsCO
AAG
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OH o
H AAG
Al OH ~‘\\\\\\OH Wil OH ~ \\\\\OH
- ‘ 0.4
28 B :
CH,CH, CH,CH,CHj Sh.ch, CHACH.CH, kcal/mol

Y

Através das experiéncias acima realizadas é possivel concluir que:

Os grupos hidroxilo nas posi¢cdes 1 e 2 sdo importantes para a ligacdo a enzima, como se
pode observar nas transformacdes 1, 2 e 3. A sua estereoquimica também é importante, sendo que

para os grupos nas posicoes 1 e 2, a estereoquimica mais favorecida é para trds e para o grupo na
posicao 8 é para a frente (transformacdes 1 a 6).

Para cadeias laterais alquilicas, quanto menor o seu tamanho mais favoravel é a ligacdo da
molécula), traduzindo-se em AAG mais positivos a medida que o tamanho da cadeia alquilica

diminui. Isto acontece devido ao efeito hidrofobo, uma vez que as cadeias alquilicas sao

hidrofébicas e ndo interagem com as moléculas de 4dgua perturbando a esfera de hidratacdo da
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proteina. Assim, qualquer cadeia alifatica contribui para uma menor afinidade do que a sua

auséncia (transformacdes 8,9, 10 e 11).

Relativamente as moléculas com cadeias
laterais cetona, amida e aldeido, as transformacodes
14, 15, 17, 18 mostram que a diferenca energética
entre as varias cadeias laterais é bastante pequena
(menos de 1 kcal/mol). Isto justifica-se porque os
grupos amida, éster e cetona nao realizam interacées
significativas com a proteina, perturbando apenas a

esfera de hidratacdo (figura 57). Por isso, o aldeido

como possui um grupo menos volumoso, a sua
existéncia acaba por ser ligeiramente favorecida. No
Figura 57- Ligagdo do derivado da

caso da transformacgao 19, uma cadeia alquilica acaba ) ) )
azaswainsonina com uma cadeia lateral

por ser ligeiramente mais favorecida porque ocupa gmida. As pontes de hidrogénio estdo a
um volume ligeiramente menor devido a auséncia do amarelo.

grupo carbonilo.

Resolveu-se testar a cadeia CH,COCgH4CHs nas transformacdes 13 e 20, porque Kuntz et al ja
tinham reportado que este tipo de cadeia lateral na swainsonina permitia aumentar a seletividade

entre GMIl e LM.

Para a transformacao 13, os cdlculos de IT mostraram que a auséncia do grupo carboxilo
naquela posicdo é favorecida, apesar de na literatura relatarem o contrario. Kuntz et al mostraram
gue o grupo carbonilo realiza pontes de hidrogénio com uma molécula de dgua do centro ativo, que
por sua vez interage com o residuo de Arg228. Nos calculos de IT verificou —se um afastamento do
grupo carbonilo dessa regido. Assim, pode-se constatar que neste caso se observou uma fraca

amostragem (figura 58).

Na transformacdo 20 verificou-se que a presenca de um anel aromatico permite uma maior
afinidade do que um anel alifatico, porque o ultimo possui um maior volume e acaba por realizar

uma maior perturbacdo na esfera de hidratacao.
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Na transformacgdo 21, quis-se testar o efeito de
um dador de pontes de hidrogénio na posicao
previamente ocupada pelo grupo carbonilo e verificou-
se que a sua existéncia é bastante desfavordvel em
comparag¢ao com o grupo carbonilo. Isto é devido ao
facto de que o grupo amina realiza pontes de hidrogénio
com vdrias moléculas de dgua circundantes e que
acabam por perturbar a rede de moléculas de agua.

Na transfomagdo 23 constatou-se os que a ' OV A
Figura 58- Ligacgd do da
azaswainsonina com a cadeia lateral
CH,COC¢H,CH; com a estrutura 3EJQ obtida

experimentalmente. As pontes de hidrogénio
para trds e para os andlogos dissubstituidos, a estdoaamarelo.

estereoquimica dos substituintes na posicdo 5 da

swainsonina é ligeiramente mais favorecida se estiver

estereoquimica é quase indiferente, sendo o grupo hidroxilo ligeiramente favorecido se estiver para
trds. Isto acontece porque o grupo CH,OH pode interagir com residuos que estejam abaixo do
plano, como o aspartato 204. Enquanto que as cadeias alifaticas sdo hidréfobas e se estiverem para
cima vao perturbar mais a esfera de hidratacdo, do que se estiverem enterradas nos residuos do

centro ativo.

Para os aneis de 5 membros, nas swainsoninas com cadeias laterais mais complexas, os

aneis alifaticos sdo ligeiramente mais favorecidos do que os aromaticos (transformacado 25).

Os grupos hidroxilo no anel terminal (transformacoes 26 e 27) sdo essenciais para se ligarem
ao local de holding mimetizando assim os mesmos grupos no substrato. A sua estereoquimica
inicial € a mesma que existia no substrato, mas os cdlculos de IT mostram que as diferencas
energética entre a estereoquimica dos grupos e a inversa é bastante pequena, sendo assim

indiferente o tipo de estereoquimica destes grupos.
7.2- Calculos de MM-PBSA

Nesta fase do trabalho realizaram-se calculos de MM-PBSA de alguns dos derivados da
swainsonina. Os derivados testados foram aqueles que apresentaram maiores afinidades no
procedimento de docking, principalmente os derivados mais complexos. Esta abordagem foi usada

porque é um método mais rigoroso que o docking, mas menos rigoroso que a integracao
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termodinamica, uma vez que faz uso de simula¢des de dinamica molecular e assim todos os valores
ddo médias de um ensemble (de um conjunto grande de conformacdes), incorpora termos
entrépicos e de solvatagao. Para além disso, permite obter uma visdo dinamica do sistema. Através
deste método ¢é possivel obter uma energia de ligacdo absoluta, ao contrdrio do método de

integracdo termodinamica. [36]

Porém, neste caso, observou-se que a maior parte das afinidades de ligacdo obtidas usando
este método eram bastante baixas, ndo tendo significado fisico ( =600 kcal/mol), desta forma, ndo
podem ser usadas para estabelecer comparacdes a nivel de afinidade. De fato, ja tem sido
reportado que este método pode apresentar alguns problemas na convergéncia de parametros
energéticos, como a energia de solvatacdo e a energia interna e que estas energias podem
apresentar erro devido as flutuacdes de energia devidas ao movimento do ligando e do local ativo e
de outras partes da proteina mais afastadas do local ativo [36]. Neste caso, a grande fonte de erro,
proveio dos cdlculos eletrostaticos para calcular as energias de solvatacao, especialmente no caso
de ligandos carregados. Aconteceu que as energias de solvata¢do da proteina e do complexo eram
bastante divergentes. Para minorar este problema, calcularam-se as varias parcelas energéticas da
proteina e do complexo a partir da mesma simulac¢do e utilizaram-se as estruturas obtidas a partir
da titulacdo de residuos, ja feita anteriormente. Porém, o problema persistiu, concluindo-se que a
sua causa seria o fato de os ligandos usados serem carregados. Para calcular a energia de
solvatacdo utiliza-se o modelo de Poisson-Boltzmann, que faz uso da constante dielétrica do meio e
da forga idnica. A constante dielétrica € uma medida da capacidade de uma molécula se alinhar
perante um campo elétrico e a forca idnica traduz a concentracdo de i6es num dado meio.
Considera-se que o meio é continuo, ou seja, o solvente e os iGes sdo implicitos. Assim, para uma
proteina em solugdo existe uma constante dielétrica para a proteina e outra para o meio e o meio
possui uma determinada forca idnica. Geralmente a constante dielétrica de uma proteina oscila
entre 2-5 e assume-se a mesma constante para toda a proteina.[67] Porém, podem existir regides
com um dielétrico diferente devido a presenca ou a auséncia de residuos carregados, desta forma,
pode acontecer o mesmo para os ligandos. Assim, para ligandos carregados, o dielétrico local vai
ser alterado.[68] Uma das hipdteses experimentadas foi alterar a forca idnica de forma a normalizar
a contribuicdo do ligando, mas ndo resultou. Consultando a literatura atual, verifica-se que ainda
ndo existe uma solucdo definida para este problema. Porém, Vinter et al estdo a desenvolver um

método para aumentar a precisao deste tipo de calculos que consiste em estimar primeiro a
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acessibilidade de residuos carregados ao solvente e aplicar um dielétrico diferente aos mesmos
com base nesta estimativa. Outro método em desenvolvimento por este grupo é aplicar varios
dielétricos dependentes da distancia, para reduzir o impacto dos residuos mais carregados e
distantes do centro ativo, apesar disto, tem como desvantagens reduzir o momento dipolar de

hélices-a. [69]

Pelos motivos acima referidos, ndo vai ser referida a afinidade dos ligandos, mas a analise
vai apenas ser focada no comportamento dinamico dos derivados da swainsonina ligados a GMII,

no caso de se ligarem na orientacdo prevista.

Para as azaswainsoninas verifica-se que ndo se deslocaram do local ativo. Todos os
derivados realizam a ligacdo com o zinco através dos grupos hidroxilo, pontes de hidrogénio com a
tirosina 727, o aspartato 472, 92 e 341 como aconteceu no docking. O carbonilo na posi¢do a nao
realiza interacdes com nenhum residuo como ja tinha sido visto no docking, porém o grupo

carboxilo e amida ainda realizam interacbes com a arginina 228 através de interagGes

electrostaticas e pontes de hidrogénio, respetivamente (figura 59).

Figura 59-Modo de ligagcdo das azaswainsoninas com grupos carboxilo e amida apds 10ns de simulagéo
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Para as azaswainsoninas com cadeias laterais
adaptadas de moléculas ja existentes e com aneis
aromaticos, observa-se que estas cadeias laterais
possuem maior flexibilidade e o grupo aromatico
pode realizar interagdes edge-to-face (m-m) com a

Tyr-727, para a cadeia CONHCgHs(figura 60).

Figura 60-Modo de ligagdo da azaswainsonina com a
cadeia lateral CONHCgHs apds 10ns de simulagdo.

O derivado que possui a cadeia lateral CH,COCgHs realiza interagdes catido-m com a Arg-228
e interacbes edge-to-face (m-m) com a Tyr-727. Para a cadeia lateral CH,NHCgHsCH,OH apenas
interage com a Arg-228, por interacfes catido-m, para além das restantes interagdes comuns aos

outros derivados (figura 61).

Figura 61-Modo de ligagdo das azaswainsoninas com as cadeias laterais CH,NHCgHsCH,OH e
CH,COCgHs, apds 10ns de simulagdo.
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Para os analogos da swainsonina
observou-se também que realizam todas as
interagbes importante para a ligagdo como a
ligacdo com o zinco através dos grupos hidroxilo,
pontes de hidrogénio com varios residuos como a
tirosina 727, o aspartato 472, 92 e 341 e ainda as
interagdes idnicas com o aspartato 204 e
interagdes catido —m e m-m com o triptofano 95
(figura 62). Assim, é possivel constatar que os
resultados sdao concordantes com o docking. As
conformagdes finais obtidas entre swainsoninas e
azaswainsoninas com as mesmas cadeias laterais

foram semelhantes.

Mais uma vez, verifica-se que a presenca
de um grupo funcional na posicdo B é mais
favorecida em relagdo a posicao a, porque
permite que os grupos realizem intera¢cdes mais
intensas com residuos mais distantes. Na figura
63 observa-se, por exemplo, o grupo carboxilo na
posicao B em que pode realizar interagdes idnicas

com as argininas 228 e 876.

Para ligandos dissubstituidos, um dos

substituintes possiveis seria um grupo CH,OH,

Figura 62-Modo de liga¢do da swainsonina com
uma cadeia lateral éster.

Figura 63-Modo de ligagGo da swainsonina com
uma cadeia
simulagdo.

lateral CH2COO- apds 10ns de

juntamente com uma variedade de grupos como amida, aldeido, éster, carboxilo e mesmo outro

grupo CH,OH.O grupo CH,0H que esta para baixo do plano pode interagir com outros residuos

como o aspartato 204, a arginina 228 ou pode ainda realizar pontes de hidrogénio com moléculas

de agua que se ligam a residuos na proteina. (figura 64)
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Também podem existir derivados
dissubstituidos, mas ciclicos, que formam um
anel. Estas cadeias laterais ndao estabelecem
interacbes muito significativas com a
proteina, exceto os atomos de oxigénio que
servem de aceitadores de pontes de

hidrogénio (figura 65).

Relativamente aos derivados mais
complexos da swainsonina, os que permitem
alcancar o local de holding, observou-se que a
probailidade de alcancar esta parte da enzima

dependia e do tipo de cadeia lateral e da sua

Figura 65-Modo de ligagdo de um derivado da
swainsonina dissubstituido com uma cadeia lateral
ciclica.

flexibilidade,e por consequéncia a capacidade do

grupo termnal realizar interagdes com os aminoacido presentes na regido de holding.

Portanto, o estudo focou-se na capacida

enzima e de permanecerem |3.

de de as cadeias laterais alcancarem essa parte da

O derivado representado na figura 66 conseguiu alcancar o local de holding e permanecer I3

durante a simulacdo inteira e a parte terminal interage com os residuos |3 presentes: aspartato 340,

arginina 343, aspartato 270 e arginina 289.
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1l OH

Figura 66-Estrutrura e modo de ligagdo de um derivado da swainsonina com uma cadeia lateral
mais longa, capaz de alcancar o local de holding.

Figura 67-Estrutrura e modo de ligagGo de um derivado da swainsonina com uma cadeia lateral que
possui um grupo carboxilo mais longa, capaz de alcancar o local de holding.

O derivado dissubstituido da swainsonina com esse tipo de cadeia lateral também conseguiu
alcancar este local e permanecer 1. Porém um derivado de azaswainsonina com uma cadeia que
era uma unidade mais longa apresentou maior flexibilidade e mobilidade para fora do local de
holding, chegando a ser até projetada para o exterior do local ativo. Os grupos carboxilo no linker e
ndo realizam interacdes relevantes com nenhum residuo, ja o que esta no nucleo de swainsonina

pode interagir com o residuo de arginina 228. (figura 67)
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Para a cadeia lateral abaixo mostrada verificou-se o grupo terminal ndo estabelece
interacdes com a proteina no local de holding sendo projetado para fora do centro ativo. Neste
caso, para além do maior comprimento da cadeia lateral do derivado da azswainsonina, é provavel
gue o grupo terminal ndo possua grupos funcionais que permitam realizar interacGes fortes com os

aminoacidos do local de holding (figuras 68 e 69).

Figura 68-Estrutrura e modo de ligagdo de um derivado da swainsonina com um grupo terminal que
possui um grupo carboxilo.

Figura 69-Estrutrura e modo de ligagdo de um derivado da swainsonina com um grupo terminal que
possui um grupo carboxilo.
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As moléculas representadas nas figuras 70 e 71 também se ligam ao local de holding
permanentemente, apesar de o derivado da swainsonina ter uma unidade extra. Tal se deve ao fato
de os grupos do anel alifatico que serve de linker estarem adjacentes. Contudo, para o derivado
monosubstituido da swainsonina, apesar ndo possuir grupos amina, na maior parte do tempo, a a
molécula é projetada para o exterior do local ativo, havendo algumas conformagdes ainda
interagem ligeiramente com o local de ancoragem, (figura 72) mas analisando a trajetdria final é
notdrio que essas ndo sao as conformacgdes mais frequentes. A diferenca nestes comportamentos,
pode ser que os grupos amina ndao permitam uma flexibilidade tdo grande como as cadeias
alifaticas ou pode ser um problema de amostragem insuficiente, uma vez que, para a swainsonina

dissubstituida, no final da trajetdria ela comega a mostrar outro tipo de conformacgao.

Figura 70-Estrutrura e modo de ligagdo de um derivado da azaswainsonina.
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Figura 71-Estrutrura e modo de ligacGo de um derivado dissubstituido da azaswainsonina, em que o linker
possui um anel alifdtico substituido em posi¢cées adjacentes.

A

OH

O
T

OH

c

HZCHZ CH2CH2CH2

Figura 72-Estrutrura e encaixe do derivado da swainsonina monosubstituido em que o linker possui um anel
alifdtico substituido em posicbes adjacentes. A- Estrutura do derivado da swainsonina, B- Interagbes que a
molécula realiza com a proteina, C-Conformg¢des obtidas ao longo de 10ns de simulagdo, o local de dncoragem
estd demarcado com um circulo vermelho e o local de holding com um circulo preto. A amarelo estdo
representadas todas as interagbes por pontes de hidrogénio e as ligagdes da molécula ao metal.
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Também foi testada a possibilidade de os substituintes do anel alifatico estarem mais
afastados como na figura 73. Neste caso, verificou-se que os substituintes nestas posi¢cdes nao

favoreciam a seletividade, uma vez que a cadeia lateral tornou-se demasiado flexivel e foi projetada

para fora da enzima.

«lllOH

HaCH, CH,CH,CH;

c

Figura 73-Estrutrura e modo de ligagdo de um derivado de swainsonina, em que o linker possui um anel

alifatico substituido em posi¢ées 1,3.

Nas figuras 74 e 75 observam-se outros analogos em que a unidade central no linker é um
anel aromatico substituido em orto e em meta. O linker que possuem é CH,CH,NH-CgH4-NHCH,. Na
molécula de swainsonina, este espacamento encontrava-se em orto, o que fez com que o anel
aromatico ficasse “aprisionado” entre os residuos arginina 876, arginina 228 e tirosina 267, onde
interage por intera¢des catido-t e edge-to-face (m-m) (figura 73). Esta molécula ja ndo apresenta

seletividade. Por isso, a substituicdo em orto em aneis aromaticos nao favorece a seletividade.

OH

aioH WWOH
R

CH,CH,NH NHCH

Figura 74-Estrutrura e modo de ligagdo de um derivado de swainsonina, com o linker CH,CH,NH-

CoHs-NHCH,.
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Na figura 75, o andlogo da azaswainsonina com os substituintes em meta consegue alcangar

o local de holding realizando pontes de hidrogénio com os residuos de aspartato 270, 340 e 341.

Figura 75-Estrutrura e modo de ligagdo de um derivado de azaswainsonina, com o linker CH,CH,NH-CsH ;-
NHCH, substituido em meta.

Para os derivados que possuem o linker CH,NH-CgH4-NHCH,, um dos derivados da
swainsonina consegue alcancar o local de holding (figuras 76 e 77), enquanto o outro é projetado
para fora da enzima. Porém esta diferenca no comportamento poder-se-a dever ao grupo CH,COO-
presente no anel terminal, uma vez que este grupo ndo sé é mais volumoso, como também o grupo

nao é adequado para realizar interagdes naquele local (figura 77).

Figura 76-Estrutrura e modo de ligacGo de um derivado de swainsonina, que possui o linker CH,NH-CgH4-
NHCH,.
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0 WOH

T
OII.

Figura 77-Estrutrura e modo de ligagdo de um derivado de swainsonina, que possui o linker CH,NH-CsH,-
NHCH,, mas uma unidade terminal diferente.

Por fim, para o linker CH,NH-C¢H4-NHCH,CH,, ambos os derivados da swainsonina se ligam

fortemente ao local de holding (figuras 78,79 e 80). Uma das moléculas concebidas (figura 80) ainda

se liga no local de ancoragem.

Figura 78-Estrutrura e modo de liga¢Go de um derivado dissubstituido de swainsonina, que possui o linker

CH,;NH-CgH4-NHCHCH,.

OH

«lllOH W
W'

HoNH NHCH,CHy

c

Figura 79-Estrutrura e modo de ligagdo ao local de holding de um derivado monosubstituido de

swainsonina, que possui o linker CH,NH-CgH4-NHCH,CH.,.
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Figura 80-Estrutrura e modo de liga¢do ao local de ancoragem do derivado acima mostrado que possui o

linker CHzNH-C5H4-NHCH2CH2.
Também se testou a presenca de aneis de cinco membros no linker central e constatou-se

gue a seletividade é mais favorecida quando os substituintes estdo nas posi¢ées 2,4 do que 2,3. A
substituicdo em 2,3 aumenta a probabilidade da cadeia lateral ser projetada para fora da enzima.

Enquanto que em 2,4, os substituintes estdo posicionados para interagir de forma correta. Isto,

considerando que existem duas unidades de carbono e em 2 e 3 e na posicdo 3 ou 4.

| OH
OH

CHchchz

Figura 81-Estrutrura e modo de ligagdo ao local de ancoragem do derivado da swainsonina que possui
com o linker que contém um anel de cinco membros substituido nas posicoes 2,4‘
O

OH

«lllOH \

c

HZCHZ CH20H2CH2

Figura 82-Estrutrura e modo de liga¢do ao local de ancoragem do derivado da swainsonina que possui
com o linker que contém um anel de cinco membros substituido nas posicoes 2,3.
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Ndo se realizou nenhum teste com linkers que tivessem aneis de cinco membros alifaticos
porque ja tinha sido concluido através de calculos de integracdo termodindmica que a diferenca
energética entre os aneis aromaticos e os alifaticos era bastante baixa, acabando por ser

indiferente a presenga de aneis aromaticos ou alifaticos.

Concluindo, é possivel afirmar que as simula¢des de dinamica molecular permitem prever o
comportamento dindmico destes derivados da swainsonina, sendo possivel prever a sua

seletividade no caso de se ligarem a proteina de forma prevista.
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8- Conclusdo

A Golgi a-manosidase Il € um potencial alvo terapéutico no tratamento de tumores uma vez
gue a sua inibicdo leva a diminuicdo da progressao dos tumores [11]. A swainsonina é o inibidor
mais potente até hoje encontrado, porém carece de seletividade contra a a-manosidase lisossomal.

[17]

Neste estudo realizou-se a titulacdo de cadeias laterais de aminodacidos protonaveis para
obter uma estrutura com os estados de protonacao a pH 6.6 para realizar calculos de energia livre.
Realizaram-se simulacées de dindmica molecular de vdrios complexos proteina-ligando
determinados experimentalmente para perceber quais as interacdes essenciais para a ligacao dos
inibidores. Também se conceberam vdérios anadlogos da swainsonina e tentou-se avaliar a sua
atividade e potencial seletividade. O docking de todos os andlogos concebidos e mais um pequeno
conjunto de moléculas foi feito contra um conjunto de alvos determinados experimentalmente,
juntamente com um modelo flexivel obtido por simulacdes de dindmica molecular e andlises de
componentes principais. Assim, verificou-se qual a afinidade das moléculas concebidas e o seu
modo de ligacdo. Os calculos de integracdo termodindmica permitiram, de uma forma mais
rigorosa, mostrar quais os grupos funcionais mais favorecidos e os cdlculos de MM-PBSA
mostraram o comportamento dinamico dos derivados desenvolvidos. Assim, foi possivel concluir

que:

e Na titulacdo de cadeias laterais, verificou-se que a maior parte dos aminodcidos
apresentam curvas de titulacdo bastante semelhantes para as varias conformacdes
obtidas experimentalmente, apenas com pequenos desvios, o que significa que as
diferentes conformacdes nao induzem deslocagbes significativas que provoquem
mudancas no ambiente quimico que rodeia os residuos. As Unicas variacbes sdo
apenas provocadas pela presenca de residuos adjacentes, mas também por
mudancas na orientacdo das cadeias laterais, como é no caso da histidina. A maior
parte dos acidos carboxilicos encontra-se ionizada e as aminas também. Apenas as
histidinas apresentam padrdes de protonacdo mais variaveis.

e As interacOes essenciais para a ligacdo das moléculas a enzima sdo: a ligacdo ao

atomo de zinco através de dois grupos hidroxilo, pontes de hidrogénio com os
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residuos do centro ativo (por exemplo, aspartato 472 e 341). As moléculas
carregadas também realizam interagdes idnicas com o residuo de aspartato 204 e
catido-m com o residuo de triptofano 95. Também podem ocorrer interagdes
hidréfobas com o residuo de triptofano 95. Observou-se que a swainsonina realiza
interagdes idnicas e por pontes de hidrogénio muito préximas do residuo de
aspartato 204.

O modelo flexivel obtido por dinamica molecular e PCA corresponde as estruturas de
menor energia da proteina e verifica-se que difere das estruturas cristalograficas na
posicdo de varios aminoacidos como o triptofano 95, histidina 471 e tirosina 727 e
269. O docking realizado mostrou que os derivados da azaswainsonina possuiam um
orientagcdes mais varidvel nas estruturas obtidas por DM e PCA, enquanto que os
derivados de swainsonina apresentavam um modo de ligacdo mais préximo do
experimental em todas as estruturas possivelmente devido as interacdes atrds
referidas com o aspartato 204. Para os derivados mais complexos que se pretendia
gue chegassem ao local de holding verificou-se que a muitos se ligavam de forma
inversa a esperada e quando se ligavam da forma esperada o grupo funcional podia
ndo se ligar ao local de holding, especialmente nas conformagdes de menor energia.
A maior parte dos derivados mostrou uma afinidade semelhante ou nalguns casos,
até maior que a swainsonina. Verificou-se também que os grupos funcionais na
posicao B estabelecem mais interagdes do que na posi¢do a.

Os cdlculos de intergracdao termodinamica permitiram mostrar as varias relagdes
entre os varios grupos escolhidos para cadeias laterais. Assim, concluiu-se que: a
estereoquimica e presenca dos grupos hidroxilo é importante para a atividade. Para
cadeias alquilicas, quanto mais pequenas melhor, devido ao efeito hidréfobo, que
também se verfica para cadeias ramificadas. Para as cadeias laterais éster, amida,
aldeido e cetona nao se verificam diferencas energéticas significativas energéticas
entre elas. No que respeita as cadeias laterais, a estereoquimica é relativamente
indiferente. Sendo que, para derivados monosubstituidos, a estereoquimica mais
favorecida é para tras e para os dissubstiuidos, a estereoquimica mais favoravel é
com o grupo CH,0H para tras. Os aneis alifaticos de cinco membros s3o ligeiramente

mais favorecidos quando inseridos no linker e a diferenca de estereoquimica dos
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grupos hidroxilo essenciais para a ligacgdo no local de holding também é
energeticamente indiferente.

Para os cdlculos de MM-PBSA, ndo se conseguiu calcular a afinidade absoluta dos
varios analogos devido as limitacbes deste método para moléculas carregadas.
Porém, conseguiu-se analisar o comportamento dinamico destas moléculas caso se
liguem de forma prevista ao local ativo. Verificou-se que as moléculas que continham
o linker CH,CH;NHCgH;NHCOO conseguiam alcangar o local de holding, o linker
CH,CH,NHCgHgNHCH, com os substituintes em posicdes adjacentes também
permitiu a dois derivados alcdcar o local de holding, mas a um terceiro ndo,
suspeitando-se assim que eventualmente poderd nado ligar tdo bem. Caso os
substituintes estivessem em posi¢des 1,3 ja ndo ocorria a ligacdo ao local de holding.
Para aneis aromaticos, com substituintes em posi¢cdo orto (CH,CH,NHCgH4NHCH,),
verificou-se que ndo chegavam ao local de holding, porque ficou aprisionado entre
residuos de arginina, realizando interagdes catido-m com os mesmos. Para o mesmo
linker, mas em posicdo meta, verificou-se que conseguia alcancar o local de holding.
Os linkers CH,NHCgH4NHCH, e CH,NHCgH4NHCH,CH, também conseguem alcangar o
local de holding. Para os aneis de cinco membros aromaticos, a seletividade é mais
favorecida se os substituintes estiverem em posi¢cées 2,4 e ndao 2,3. Para o anel
terminal verificou-se que pelo menos dois grupos hidroxilo sdo importantes e que
nao convém ter grupos carregados negativamente.

Relativamente as varias formas aqui apresentadas de calcular a afinidade, ja sabendo
os prés e contras de cada uma, verificou-se que apesar de a integracdo
termodinamica ser a mais precisa e correta, é bastante limitada porque s6 permite
realizar pequenas transformag¢des e permite sé comparar a afinidade entre dois
estados. O docking permitiu calcular a afinidade absoluta, mas é menos rigoroso a
calcular a afinidade e usa modelos rigidos. O método de MM-PBSA provou ser
bastante limitado para moléculas carregadas, mas conta com o comportamento
dinamico das mesmas. Por isso, ndo existe um método perfeito, e para se obter uma
analise detalhada das relagdes estrutura atividade destas moléculas, de fato, o ideal

foi usar os trés métodos que se complementam entre si.
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10-Anexos

Anexo 1-Afinidades obtidas no docking

Neste anexo mostram-se as afinidades obtidas para todos os compostos sujeitos ao docking

tanto contra estruturas de raios-x ou contra as estruturas obtidas na dindmica molecular.

Nomenclatura dos compostos:

S-Analogo da swainsonina, por exemplo: S16- Andlogo 16 da swainsonina. Estes analogos
possuem cadeias relativamente curtas que ndo alcancam o local de holding na enzima. SO
corresponde a swainsonina.

e SC-Andlogo complexo da swainsonina, por exemplo:SC17-Andlogo complexo n2l17 da
swainsonina. Estes analogos possuem cadeias laterais mais longas e complexas capazes de
alcangar o local de holding.

e A-Andlogo da azaswainsonina, por exemplo: A21-Andlogo 21 da azaswainsonina. Estes
analogos possuem cadeias relativamente curtas que ndo alcangcam o local de holding na
enzima. Al-Corresponde a azaswainsonina sem cadeia lateral no azoto da posicdo 5.

e AC-Andlogo complexo da azaswainsonina, por exemplo:AC1l-Analogo complexo n2l da
swainsonina. Estes analogos possuem cadeias laterais mais longas e complexas capazes de
alcancar o local de holding.

o CID_XXXXX-Composto retirado da base de dados PubChem. CID refere-se a Compound ID.

e Compostos retirados de estruturas cristalograficas:

o 5PY- Pirrolidina substituida na posi¢ao 5. Codigo PDB: 2F1A
o 5SW-Swainsonina substituida na posi¢cdo 5. Cédigo PDB:3EJU
o 5LA-Lactama substituida na posi¢do 5. Cédigo PDB:3DDF
o MAN-Manostatina A- Cédigo PDB:3DX4
o GOX-Glucoxima- Cddigo PDB:3D51
o MVL-Manoimidazole-Cédigo PDB:3D4Y
o DET-Tioswainsonina-Cédigo PDB: 20W6
o DMIJ-Desoximanojirmicina- Cédigo PDB: 1HXK
e XA-Alexina n2x
e XP-Pirrolidina n2X

e Xl-Indolisina n2X
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As tabelas possuem uma gradagao de cor conforme a afinidade que as moléculas mostram.

e Verde muito escuro- Afinidade entre -9.0 e -10.0 kcal/mol
e Verde- Afinidade entre -8.0 e -9.0 kcal/mol

e Verde mais claro-Afinidade entre -7.0 e -8.0 kcal/mol

e Amarelo-Afinidade entre -6.0 e -7.0 kcal/mol

e Laranja-Afinidade entre -5.0 e -6.0 kcal/mol

e Vermelho-Afinidade entre -4.0 e -5.0 kcal/mol

Na tabela também se encontra representado o nimero de heavy atoms para cada molécula. Os

heavy atoms sao todos os atomos diferentes de hidrogénio.
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Tabela I-Afinidades das moléculas testadas no docking (kcal/mol). Verde muito escuro- Afinidade entre -9.0 e -10.0 kcal/mol. Verde- Afinidade entre -8.0 e -9.0 kcal/mol. Verde
mais claro-Afinidade entre -7.0 e -8.0 kcal/mol. Amarelo-Afinidade entre -6.0 e -7.0 kcal/mol. Laranja-Afinidade entre -5.0 e -6.0 kcal/mol. Vermelho-Afinidade entre -4.0 e -5.0
kcal/mol.
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Conformagdes obtidas por PCA Estruturas cristalograficas Nede heavy
98566 98567 98568 98569 98570 98571 98572 98573 98574 98575 |1HXK 2F1A 20W6 3BLB 3D4Y 3D51 3DDF 3DX4 3EIU atoms
S30 -6,3 -5,9 -6,0 -5,9 -6,3 -6,2 -6,0 -5,8 -5,6 -6,4 -5,8 -6,3 -6,0 -5,8 57 HE -6,5 -5,8 18
CID_230386 -6,2 -6,2 -6,2 -6,1 -6,6 -6,5 -6,5 -6,3 -6,2 -6,6 55 -6,3 5 5 5 -5,4 -6,0 -6,5 18
CID_568288 -6,2 -6,2 -6,2 -6,5 -6,4 -6,4 -6,3 -6,1 -5,9 -6,2 )9} -6,5 -6,1 -6,2 -6,4 -6,0 -6,3 -58 17
S32 -6,2 -6,1 -6,0 -5,8 -6,3 -6,3 -6,1 -5,8 -55 -7,4 -7,4 -6,8 -7,0 =7/l -7,3 -7,4 -7,0 =7/l 26
CID_6436933 -6,1 7,2 7,5 -7,6 -6,9 -6,1 6,5 6,6 6,5 6,3 5,4 6,1 -6,0 6,2 6,3 -5,7 5,8 -6,8 15
S18 -6,1 -5,8 -6,2 -5,7 -5,8 -5,8 -6,0 -5,7 -5,4 -6,1 =5,8 -6,3 =5,9 -6,0 -6,2 =5,7 -6,0 5,7 18
S27 -6,1 -5,7 -5,7 -5,6 -5,8 -6,2 -5,7 -5,6 -54 -6,3 -6,1 -6,4 -6,3 -6,2 -6,2 -6,0 -6,2 -6,4 17
CID_235477 -6,0 -6,3 5,9 -6,1 -5,9 -5,9 -6,1 -6,6 -5,8 -6,0 457 -6,2 -5,9 -5,9 -5,8 495 -6,3 -6,2 18
CID_2802069 -6,0 -6,0 -6,2 -6,2 -6,0 5,9 6,2 -6,0 -5,9 5,6 5,6 -5,9 -6,0 5,6 5,6 -5,7 5,6 -6,0 15
S13 -6,0 -5,7 -5,9 5] -54 D) -5,6 -5,7 55 57 E5)5 -6,0 -6,1 £S5 £S5 -5,6 5,4 -6,1 16
S19 -6,0 54 -5,7 -5,6 -5,7 -5,8 -5,6 -5,5 -5,6 -5,5 -5,6 -6,1 -6,0 -5,6 -5,6 -58 -5,5 -6,6 15
520 -6,0 5,6 5,8 5,7 5,8 5,8 5,9 5,6 5,7 6,6 -6,1 -6,8 -6,7 6,3 6,2 6,1 -6,0 -6,9 17
S34 -6,0 BE -6,2 -6,1 -6,0 -6,2 -6,3 -6,2 -6,2 -5,8 -5,0 -6,0 -7,0 53 -5,4 B2 55 V) 14
A9 -5,9 -53 -5,8 -5,5 -5,5 -5,7 -5,5 -5,9 -5,1 -6,2 -6,0 458 =57 =5 -6,0 =5 =5 -5,7 15
CID_2723655 -5,9 -5,8 -5,8 -5,7 -5,4 -5,7 -6,1 -5,2 -5,4 435 -6,2 -6,6 -6,5 €35 -6,6 -6,0 -6,1 -6,5 14
CID_93075 -5,9 -6,0 -5,6 -5,8 -6,3 -5,8 -6,1 -5,8 -6,4 ESiC) =53 &5 -6,2 =57 -6,0 =5 -5,6 -6,9 16
S12 5,9 =5,5) =5,9) 5,5 5,7 -5,6 5,7 5,7 =5,5 =5,8 =53 -6,4 -6,4 -5,4 =5,7 =5,5) =5,2 -6,8 14
S14 -5,9 -5,6 -5,7 -5,5 -5,5 -5,5 -5,8 -54 -5,6 -6,5 -6,1 -6,4 -6,3 -6,4 -6,5 -6,1 -6,2 =7/l 16
517 -5,9 -5,9 -6,1 5,6 5,7 5,7 -6,0 5,8 5,4 5,2 -5,2 -5,5 -5,4 -5,4 -5,3 -5,4 -5,3 -5,2 15
Al3 -5,8 -5,8 -6,0 7 -5,8 -6,0 -6,1 B7 -5,8 -6,5 -6,0 -6,4 -6,2 -6,4 -6,5 -6,0 -6,1 -6,6 14
A49 -5,8 -5,6 -5,6 -5,5 -5,5 -5,7 -5,8 -5,5 -5,1 -6,6 -5,8 -6,8 6,3 -58 -6,0 -58 -6,4 -6,2 15
CID_84265 -5,8 -5,6 -5,7 -5,9 -5,6 Eo5) -5,8 -54 -5,7 -6,6 -5,6 -6,8 -6,5 -6,5 -6,8 -6,0 -6,4 -6,9 15
s10 -5,8 -6,0 -6,0 -5,7 -5,8 -5,9 -6,0 -5,7 S5 Eoic) -5,0 -6,3 -6,2 -5,4 =5 -5,1 -5,1 -6,6 13
Sl -5,8 -5,6 =5,5) -5,6 -5,5 -5,5 -5,8 -5,6 -5,6 -6,2 =5,9 -6,2 -6,2 -6,2 -6,1 -6,2 -6,0 -6,2 16
S16 -5,8 -5,7 -5,7 -5,7 -5,9 -5,9 -5,9 -5,8 -5,7 -5,4 =il =57 -5,8 -5,2 -5,3 -5,2 =5l -6,4 14
S21 -5,8 455 -5,6 -5,6 -5,5 -5,5 -5,7 -5,4 -5,6 -6,2 457 -6,4 -5,9 -6,1 -6,4 -5,8 -6,2 -6,3 14
S25 -5,8 7 E56] -5,6 -5,6 59 519 -5,4 -5,4 -5,4 -5,4 EDIC) EDIC) -5,4 57 5 =5 it 17
S29 -5,8 -5,7 -5,7 -5,7 -5,6 -5,9 -5,8 -5,7 -5,5 -5,6 -5,6 E5)5 -5,6 -5,7 -5,7 -5,7 -54 -58 13
1l -5,7 54 -5,7 -54 -54 -54 -5,7 -5,5 -5,1 -6,2 457 -6,4 -6,1 -6,2 -6,4 -5,8 -6,3 -6,5 15
Al10 -5,7 -6,1 -6,0 -5,7 -6,0 -6,2 -6,4 -6,0 -5,8 £E5 255 £33 -6,5 HE -6,2 25,70 -6,0 -6,8 15
A31 5,7, =5,9) =5,9) -6,0 5,9 -5,9 -6,4 -5,8 -5,7 -6,4 =5,9 -6,3 -6,6 -6,4 -6,4 -6,0 -6,1 -6,8 16
A32 -5,7 -5,8 -6,0 -5,7 -5,6 -5,6 -5,9 -5,7 -5,6 -6,2 £y -6,4 -6,1 -6,2 -6,4 -58 -6,3 -6,5 15
All -5,7 -6,1 -6,0 -5,7 -6,0 -6,2 -6,4 -6,0 -5,8 -6,0 45 -6,2 -6,0 -6,0 -6,0 -5,8 -6,1 -7,6 15
A24 -5,7 -6,0 -6,1 -5,9 -5,8 -5,8 -6,0 -5,9 S5 -6,6 -5,0 -6,6 =57 =53 =53 -5,1 -6,0 =57 12
DET -5,7 5,3 -5,6 5,5 -5,4 -5,2 -5,4 -5,2 -5,3 -6,3 =5,9 -6,4 -6,0 -6,3 -6,6 -6,0 -6,2 -6,7 14
S23 -5,7 -5,8 -5,7 -5,5 -5,6 -5,9 -5,8 -5,5 -53 -6,4 =5l -6,2 -6,5 -5,6 -5,5 -5,2 -5,7 -6,5 14
10A 5,6 5,2 5,8 5,3 5,2 5,6 5,6 5,3 5,1 -6,7 -5,4 -6,9 -6,7 6,4 6,4 -5,7 -6,3 -6,8 13
3A -5,6 -5,4 7 BB -5,6 -5,8 57 -5,6 -5,6 500 50 55 50 52 53 53 =5l =5l 14
6A -5,6 52 -5,4 -5,4 D) -5,6 -53 -5,2 -5,1 -6,4 £S5 -6,2 -6,8 -6,0 -6,1 -5,6 E5)9 -7,1 16
A26 -5,6 59 -6,0 -5,8 -5,9 -5,7 -6,2 -5,7 -55 -6,5 458 -6,3 -6,2 -6,4 -6,5 510 -6,1 -6,3 14
A4S 5,6 5,6 5,6 5,6 5,5 5,4 5,8 5,5 5,2 5,6 -5,7 -5,8 -5,8 -5,6 -5,7 -5,8 -5,6 -5,8 16
CID_332513 -5,6 5,7 -5,4 -5,8 -5,4 5,7 -6,1 -6,2 -6,0 -6,2 -6,2 -6,2 =5,9 -6,3 -6,5 -6,0 -6,0 -6,1 12
CID_6036 -5,6 -5,5 54 -5,2 -5,3 -5,2 -5,5 -5,4 -5,1 =5 -5,4 -5,8 -5,6 -5,6 -5,7 -5,6 -5,6 -5,4 12
CID_608 -5,6 -5,1 -5,1 -5,3 -4,9 -5,2 -5,2 -5,1 -6,7 455 -6,6 -6,4 435 435 -5,6 -6,1 -6,4 14
MVL -5,6 -5,4 7 -5,4 57 -5,8 -6,1 BB G0 -6,5 5 -6,6 =6,3) =6,3| -6,6 =5,9 -6,3 -6,7 14
S22 -5,6 -5,7 -5,9 5,7 -5,5 -5,5 -5,7 -5,4 -5,2 -6,3 -6,0 -6,3 -6,4 -6,4 -6,5 -6,0 -6,1 -6,7 14
S24 -5,6 -5,6 -5,6 -5,6 -5,5 -5,7 -5,7 -5,5 -5,1 -54 -5,4 =57 -5,6 -5,4 -5,4 -5,5 -5,4 -5,7 16
531 5,6 5,5 5,5 5,7 5,5 -5,9 5,6 5,5 5,5 6,2 -5,7 -6,3 -6,1 -6,1 6,4 -5,8 -6,0 -6,5 12
S0 -55 -5,6 -5,7 52 -54 -54 -5,6 -53 -5,6 -5,6 =53 =57 =5,7 -5,8 -5,8 =53] =53] =58 14
12A -5,5 -5,4 -5,7 -54 -5,7 ) -5,7 -5,5 -5,3 -5,8 -5,6 -5,5 =5, -5,0 -5,0 -5,6 13
2A Eol5) -5,8 52 EoD) -54 -53 -54 -5,0 -5,6 -6,6 -6,5 -6,7 -6,3 -6,4 -6,8 -6,4 -6,5 -6,4 13
41 -5,5 -5,4 -5,4 -5,7 -5,6 -5,7 -5,7 -5,5 =5 55 -5,2 =57 -5,4 =53 -5,4 -5,1 =7 -5,8 14
5A =5,5 =5,5) =5,9) -5,5 -5,6 5,7 -5,7 -5,6 =5,5 =57 =5,9 =5,9 =5,5 =5,9 -6,1 -6,0 =5,5) =5)5] 13
6P -5,5 -5,1 252 -5,5 -5,1 -5,1 -5,8 -5,0 -4,9 -6,3 -5,8 -6,2 -6,4 -6,3 -6,3 519 -6,0 -6,8 15
Al7 455 -5,6 -5,8 -5,6 -5,5 -5,5 -5,8 -5,6 =5 -6,5 -5,9 -6,3 -6,2 -6,4 -6,4 -6,0 -6,1 -6,6 14
Al8 10 -5,6 -5,6 -5,6 -5,4 -5,4 -5,8 -5,6 E03) -6,3 -5,4 -6,3 -6,9 5L 57/ =55 5 S0 16
A22 D) 5] -5,7 -5,7 -5,6 -5,5 -5,5 -5,5 -5,4 -6,8 -6,5 -6,4 -7,0 -6,9 -6,8 -6,6 -6,3 -7,0 13
CID_441478 -5,5 -53 -5,8 -5,5 GOl -5,6 -6,0 -5,5 -5,5 =5l 16
CID_6883 5,5 5,6 5,3 5,7 5,5 5,3 5,5 5,8 5,6 -7,0 13
CID_94715 5,5 =5,3| -5,8 -5,4 5,5 -5,6 -6,0 -5,5 -5,5 -6,1 13
GOX -5,5 -5,6 -5,8 -5,5 -5,7 -5,5 -5,4 -5,4 -5,2 -6,2 16
S35 455 -5,9 -6,1 -6,0 -5,6 -6,1 -5,9 457 457 -5,9 14
11A -5,4 -5,6 7 -5,4 -5,6 BB 374 E5)9) 52 55 13
1A -5,4 -5,2 -5,3 -5,1 -5,4 -5,1 -5,2 -5,1 -5,2 -6,2 13
2| 54 -5,1 54 -53 -5,5 -54 -5,5 -5,2 -5,2 -6,7 -6,5 -6,8 -6,4 -6,6 -6,6 -6,3 -6,4 -6,6 12
Al -5,4 5,6 5,4 5,3 5,4 5,4 -6,0 5,5 5,2 -6,7 -6,5 6,8 6,4 6,6 6,6 -6,3 6,4 -6,4 12
Al9 -5,4 -5,6 -5,6 -5,4 BB E5)S] -5,8 -5,6 il -6,0 55 58 55 ESiC) 57 E516) E516) -5,4 11
CID_242516 54 5,1 s s 53 5.2 56 5.4 5.4 5,3 5,3 5,7 5,5 14
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Conformagdes obtidas por PCA Estruturas cristalogréficas Nede heavy
98566 98567 98568 98569 98570 98571 98572 98573 98574 98575|1HXK 2F1A 20W6 3BLB 3D4Y 3D51 3DDF 3DX4 3EU atoms
CID_355454 5,4 5,8 5,3 5,7 5,2 5,6 5,6 5,6 5,9 5,3 6,6 6,2 -6,5 -6,2 6,4 6,4 6,3 5,9 6,4 13
CID 444791 5,4 5,4 6,0 5,2 5,2 5,6 5,4 5,8 5,4 5,5 5,1 5,0 5,6 53 53 5.2 5,3 53 5,2 15
CID448685 -5,4 -5,3 -5,3 -5,8 -5,7 -5,5 -5,8 -6,7 -6,4 -6,6 -6,6 -6,9 -6,8 -6,5 -6,4 -6,7 12
536 5,4 5,6 5,7 5,4 5,1 5,5 5,6 5,7 5,4 5,2 6,1 5,7 6,3 6,1 5,38 6,1 5,8 6,0 6,3 12
31 -5,3 -5,1 -5,3 -5,3 -5,4 -5,3 -5,2 -6,0 =7 -6,4 -6,3 -5,9 -6,1 -5,7 -6,2 -6,3 11
61 -5,3 -5,6 -5,1 -5,1 -5,0 5,2 -6,3 -5,3 -6,3 5,1 -5,4 -5,3 -5,3 -5,2 -6,7 14
A4 53 5,3 5,9 5,4 5,0 53 5,4 53 5,3 5,6 53 53 5.2 5,5 5,5 5,5 15
CID_355455 -5,3 -5,1 -5,3 -5,4 -5,5 -5,4 -5,6 -5,4 -5,7 -5,4 -5,6 -5,5 -5,6 13
CID_45024209 53 5,0 5,1 5,4 5,7 53 5,6 53 5,4 572 5,7 5,7 5,7 12
CID_453 -5,3 -5,3 -5,2 -5,9 -5,2 =7 -6,0 -5,6 -5,5 -5,4 -5,8 -6,2 13
4A 5,2 -5,2 EoD) -5,3 5,1 -5,6 -5,4 £ -5,5 -5,4 -5,5 -5,0 -5,4 -5,4 12
CID_192225 -5,2 -5,2 -5,5 -5,5 =5,1 -5,1 -5,1 -5,3 -5,4 -5,9 -5,6 -6,1 -6,2 -5,8 -5,7 -5,6 -5,5 -5,8 12
CID_2825893 -5,2 -5,3 -5,7 -5,3 -5,3 =5 -5,1 -5,3 -5,3 -5,4 -6,4 -5,8 -6,0 -5,8 -6,0 -6,1 -5,8 -5,6 -5,8 12
CID 447343 5,2 5,1 5,6 5,0 5,0 52 5,1 55 5,0 5,2 6,9 6,6 6,7 6,8 6,7 6,8 6,6 6,5 7,0 12
CID_892 -5,2 -5,7 -5,2 -6,2 -5,9 -6,1 -5,7 -6,1 -5,9 -5,9 -5,6 -5,9 11
MAN -5,2 -5,8 53 -58 56 55 -55 -5,4 -5,7 -5,7 11
51 -5,0 -5,4 -5,2 -6,1 5,3 -5,2 -5,3 -5,3 -5,4 -5,2 12
7P 5,1 5,1 -6,0 5,4 5,3 13
CID_101798 15
CID448686 =57 12
CID 45039313 5,2 6,4 15
CID70680055 -5,1 5,4 -5,3 -5,0 -5,2 -5,0 -5,6 -5,2 12
8P -5,7 -6,0 -5,8 -5,8 -5,7 -5,9 -5,6 -5,9 12

CID_439709

CID_441437 -5,0

ClD447343 5,0 -5,0
CID5327089 5,0 -5,2
CID_6713932 5,0 5,2

CID_71460008

CID_73240330
6P

7P
CID_219402
CID_257255
CID_6027
CID71627395
CID_20484
DMJ

1P

4p
CID_2724705
CID_71320117

2P

3P

CID_6912
CID_73241354
5P

11
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5,8 5,9 -6,0 -5,8 -5,8 12

5,9 5,6 5,8 -6,2 5,7 5,5 11
5,1 5,1 5,3 5,2 11

5,6 5,9 -6,0 -6,2 5,5 9

11

-5,5 12
5,0 10

5,1 5,1 5,4 9

5,4 5,2 5,2 10

5,0 9

9
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Anexo 2-Estrutura e nomenclatura das moléculas usadas
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