Atividades de Ensino e
de Pesquisa em Quimica

Juliano Carlo Rufino de Freitas
Ladjane Pereira da Silva Rufino de Freitas
(Organizadores)

Atena

Editora
Ano 2019



Atividades de Ensino e
de Pesquisa em Quimica

Juliano Carlo Rufino de Freitas
Ladjane Pereira da Silva Rufino de Freitas
(Organizadores)

Atena

Editora
Ano 2019



2019 by Atena Editora
Copyright © Atena Editora
Copyright do Texto © 2019 Os Autores
Copyright da Edicao © 2019 Atena Editora
Editora Chefe: Prof® Dr? Antonella Carvalho de Oliveira
Diagramacao: Lorena Prestes
Edicao de Arte: Lorena Prestes
Revisao: Os Autores

@ @ Todo o conteldo deste livro esta licenciado sob uma Licenca de Atribuicao Creative
= Commons. Atribuicao 4.0 Internacional (CC BY 4.0).

O conteldo dos artigos e seus dados em sua forma, correcao e confiabilidade sao de responsabilidade
exclusiva dos autores. Permitido o download da obra e o compartilhamento desde que sejam atribuidos
créditos aos autores, mas sem a possibilidade de altera-la de nenhuma forma ou utiliza-la para fins comerciais.

Conselho Editorial

Ciéncias Humanas e Sociais Aplicadas

Prof? Dr? Adriana Demite Stephani - Universidade Federal do Tocantins

Prof. Dr. Alvaro Augusto de Borba Barreto - Universidade Federal de Pelotas

Prof. Dr. Alexandre Jose Schumacher - Instituto Federal de Educacao, Ciéncia e Tecnologia de Mato Grosso
Prof. Dr. Antonio Carlos Frasson - Universidade Tecnolégica Federal do Parana

Prof. Dr. Antonio Gasparetto Jinior - Instituto Federal do Sudeste de Minas Gerais

Prof. Dr. Antonio Isidro-Filho - Universidade de Brasilia

Prof. Dr. Constantino Ribeiro de Oliveira Junior - Universidade Estadual de Ponta Grossa

Prof? Dr? Cristina Gaio - Universidade de Lisboa

Prof. Dr. Deyvison de Lima Oliveira - Universidade Federal de Ronddnia

Prof. Dr. Edvaldo Antunes de Faria - Universidade Estacio de Sa

Prof. Dr. Eloi Martins Senhora - Universidade Federal de Roraima

Prof. Dr. Fabiano Tadeu Grazioli - Universidade Regional Integrada do Alto Uruguai e das Missoes
Prof. Dr. Gilmei Fleck - Universidade Estadual do Oeste do Parana

Prof? Dr? Ivone Goulart Lopes - Istituto Internazionele delle Figlie de Maria Ausiliatrice

Prof. Dr. Julio Candido de Meirelles Junior - Universidade Federal Fluminense

Prof? Dr? Keyla Christina Aimeida Portela - Instituto Federal de Educacao, Ciéncia e Tecnologia de Mato Grosso
Prof? Dr? Lina Maria Goncalves - Universidade Federal do Tocantins

Prof® Dr® Natiéli Piovesan - Instituto Federal do Rio Grande do Norte

Prof. Dr. Marcelo Pereira da Silva - Universidade Federal do Maranhao

Prof? Dr? Miranilde Oliveira Neves - Instituto de Educacgao, Ciéncia e Tecnologia do Para

Prof? Dr? Paola Andressa Scortegagna - Universidade Estadual de Ponta Grossa

Prof® Dr® Rita de Cassia da Silva Oliveira - Universidade Estadual de Ponta Grossa

Prof? Dr? Sandra Regina Gardacho Pietrobon - Universidade Estadual do Centro-Oeste

Prof? Dr? Sheila Marta Carregosa Rocha - Universidade do Estado da Bahia

Prof. Dr. Rui Maia Diamantino - Universidade Salvador

Prof. Dr. Urandi Jodo Rodrigues Junior - Universidade Federal do Oeste do Para

Prof? Dr® Vanessa Bordin Viera - Universidade Federal de Campina Grande

Prof. Dr. Willian Douglas Guilherme - Universidade Federal do Tocantins

Ciéncias Agrarias e Multidisciplinar

Prof. Dr. Alexandre Igor Azevedo Pereira - Instituto Federal Goiano

Prof. Dr. Antonio Pasqualetto - Pontificia Universidade Catélica de Goias

Prof? Dr? Daiane Garabeli Trojan - Universidade Norte do Parana

Prof® Dr? Diocléa Almeida Seabra Silva - Universidade Federal Rural da Amazonia
Prof. Dr. Ecio Souza Diniz - Universidade Federal de Vigosa

Prof. Dr. Fabio Steiner - Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul

Prof? Dr? Girlene Santos de Souza - Universidade Federal do Reconcavo da Bahia
Prof. Dr. Jorge Gonzalez Aguilera - Universidade Federal de Mato Grosso do Sul
Prof. Dr. Jalio César Ribeiro - Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro

Prof? Dr® Raissa Rachel Salustriano da Silva Matos - Universidade Federal do Maranhao
Prof. Dr. Ronilson Freitas de Souza - Universidade do Estado do Para

Prof. Dr. Valdemar Antonio Paffaro Junior — Universidade Federal de Alfenas

| Atena

Editora
Ano 2019



https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/deed.pt_BR
https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/deed.pt_BR
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4730619E0
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4776855Z1
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4774071A5
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4771171H3
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4242128Y5
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4168013D9
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4771131P8
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K2187326U4
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?metodo=apresentar&id=K4236503T6
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4779936A0
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4764629P0
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4592190A8
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4774983D5
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4777360H4
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4705446A5
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4537843A7
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4771879P6
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4465502U4
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4235887A8
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4217820D9
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4745890T7
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/busca.do?metodo=forwardPaginaResultados&registros=10;10&query=%28%2Bidx_nme_pessoa%3A%28rita%29+%2Bidx_nme_pessoa%3A%28de%29+%2Bidx_nme_pessoa%3A%28cassia%29+%2Bidx_nme_pessoa%3A%28da%29+%2Bidx_nme_pessoa%3A%28silva%29+%2Bidx_nme_pessoa%3A%28oliveira%29++%2Bidx_nacionalidade%3Ae%29+or+%28%2Bidx_nme_pessoa%3A%28rita%29+%2Bidx_nme_pessoa%3A%28de%29+%2Bidx_nme_pessoa%3A%28cassia%29+%2Bidx_nme_pessoa%3A%28da%29+%2Bidx_nme_pessoa%3A%28silva%29+%2Bidx_nme_pessoa%3A%28oliveira%29++%2Bidx_nacionalidade%3Ab%29&analise=cv&tipoOrdenacao=null&paginaOrigem=index.do&mostrarScore=false&mostrarBandeira=true&modoIndAdhoc=null
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4770908P1
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4544802Z1
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4203383D8
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4462393U9
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4273971U7
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4717019T5
http://lattes.cnpq.br/3962057158400444
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4791258D5
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4710977D9
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4769404T1
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4402494Z9&tokenCaptchar=03AOLTBLS3hr4cVdLwJSKo9XuEbo3aSa84rmwd-VOUOnOKNG3KlETmWt897QU6hGmuwDDNVvUrUkgDH-vfvZPo1eIf2BLLKEI2emXX1CA5HvkIgdhkMivWo24B8yZ-zPcvj4Fw7L1gp3Q20koTp8vB34HZj7tj6QIwm7Eg-r9RL6NmagOF4QShFd0RxMWncbwWeS6oSfAa9pUBo00oql_WKfAajQU7-KR4W7i6mx7ToD1Ks7uHo1tjJlvLXmi7eaCSELEFilDt7ucyjDmTDMmA69x906qBDzhUwgw9wNMmIKZrcdqSAUCKEKQyl65e9O4lIr5JoUjhqwYTYlqXV-8Td4AZk_gu2oOCQMktRum_bd5ZJ0UcclTNxG2eP5ynmhjzA8IqVUfHDX1jdLgwP-yNSOi-y3y7nzoJqU8WIDza49J4gZUb-9kuQJX9f1G7STe2pOK2K3_dnTDg1l2n2-D-e9nP6yOPDEhkwDXCBPqIxdIiq0Nw7T-hKXd1Gzc3DUUqou6qw9HA6F2nwy2UHd-eNvPVHcyDBXWNtdQrSC-N3IilO2aX6co_RHJc6661cZbnZ9ymBUs9533A
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4717916J5
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4761024J9
http://lattes.cnpq.br/8562342815666974
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4481542Z5
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4488711E2
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4221072D9
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4707670J6

Ciéncias Bioldgicas e da Salide

Prof. Dr. Benedito Rodrigues da Silva Neto - Universidade Federal de Goias

Prof. Dr. Edson da Silva - Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri
Prof? Dr® Elane Schwinden Prudéncio - Universidade Federal de Santa Catarina

Prof. Dr. Gianfabio Pimentel Franco - Universidade Federal de Santa Maria

Prof. Dr. José Max Barbosa de Oliveira Junior - Universidade Federal do Oeste do Para
Prof? Dr® Magnolia de Araljo Campos - Universidade Federal de Campina Grande
Prof? Dr® Natiéli Piovesan - Instituto Federacl do Rio Grande do Norte

Prof? Dr? Vanessa Lima Gongalves - Universidade Estadual de Ponta Grossa

Prof? Dr® Vanessa Bordin Viera - Universidade Federal de Campina Grande

Ciéncias Exatas e da Terra e Engenharias

Prof. Dr. Adélio Alcino Sampaio Castro Machado - Universidade do Porto

Prof. Dr. Alexandre Leite dos Santos Silva - Universidade Federal do Piaui

Prof® Dr? Carmen LUcia Voigt - Universidade Norte do Parana

Prof. Dr. Eloi Rufato Junior - Universidade Tecnol6gica Federal do Parana

Prof. Dr. Fabricio Menezes Ramos - Instituto Federal do Para

Prof. Dr. Juliano Carlo Rufino de Freitas - Universidade Federal de Campina Grande
Prof® Dr? Neiva Maria de Almeida - Universidade Federal da Paraiba

Prof® Dr® Natiéli Piovesan - Instituto Federal do Rio Grande do Norte

Prof. Dr. Takeshy Tachizawa - Faculdade de Campo Limpo Paulista

Dados Internacionais de Catalogagao na Publicagao (CIP)
(eDOC BRASIL, Belo Horizonte/MG)

A872 Atividades de ensino e de pesquisa em quimica [recurso eletrénico] /
Organizadores Juliano Carlo Rufino de Freitas, Ladjane Pereira
da Silva Rufino de Freitas. — Ponta Grossa, PR: Atena Editora,
2019.

Formato: PDF

Requisitos de sistema: Adobe Acrobat Reader.
Modo de acesso: World Wide Web.

Inclui bibliografia

ISBN 978-85-7247-773-4

DOI 10.22533/at.ed.734191111

1. Quimica — Pesquisa — Brasil. I. Freitas, Juliano Carlo Rufino
de. Il. Freitas, Ladjane Pereira da Silva Rufino de.
CDD 540

Elaborado por Mauricio Amormino Junior — CRB6/2422

Atena Editora
Ponta Grossa - Parana - Brasil
www.atenaeditora.com.br
contato@atenaeditora.com.br

| Atena

Editora
Ano 2019




APRESENTACAO

A area de Ensino e de Pesquisa em Quimica, nessas ultimas décadas, tem
possibilitado grandes avancos no que tange as investigacbes sobre a educacéao
quimica, devido as contribuicdes de estudos com bases tedricas e praticas referentes
aos aspectos fenomenologicos e metodoldgicos da aprendizagem, que tem se
utilizado da investigacao na sala de aula possibilitando os avangos nas concepgdes
sobre aprendizagem e ensino de quimica.

Atualmente, a area de Ensino e de Pesquisa em Quimica conta com inUmeras
ferramentas e materiais didaticos que tem corroborado para uma educac¢éo quimica
de qualidade, isso, devido ao desenvolvimento dessas pesquisas que tem contribuido
expressivamente na capacitacdo desse profissional docente e na confeccdo e
desenvolvimento de recursos didaticos e paradidaticos relativos a sua pratica.

O e-Book “Atividades de Ensino e de Pesquisa em Quimica” é composto
por uma criteriosa coletanea de trabalhos cientificos organizados em 26 capitulos
distintos, elaborados por pesquisadores de diversas instituicoes que apresentam
temas diversificados e relevantes. Este e-Book foi cuidadosamente editado para
atender os interesses de académicos e estudantes tanto do ensino médio e
graduacéao, como da pés-graduacao, que procuram atualizar e aperfeigoar sua visao
na area. Nele, encontrarao experiéncias e relatos de pesquisas tedricas e praticas
sobre situagdes exitosas que envolve o aprender e 0 ensinar quimica.

Esperamos que as experiéncias relatadas, neste e-Book, pelos diversos
professores e académicos, contribuam para o enriquecimento e desenvolvimento
de novas praticas pedagdgicas no ensino de quimica, uma vez que nesses relatos
séo fornecidos subsidios e reflexdes que levam em consideragcdo os objetivos
da educacéo quimica, as relagdes interativas em sala de aula e a avaliacédo da
aprendizagem.

Juliano Carlo Rufino de Freitas
Ladjane Pereira da Silva Rufino de Freitas
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RESUMO: A doenca de Chagas em muitos
paises da América Latina, € um problema de
saude publica devido a alta taxa de mortalidade.
Apenas duas drogas estdao clinicamente
disponiveis para a quimioterapia da doenca
de Chagas: benzonidazol e nifurtimox. Ambas
sdo opcdes para pacientes na fase aguda
da doenca e apresentam efeitos colaterais A
enzima cruzaina, a principal cisteina protease
do T. cruzi, do parasito. Este trabalho relata um
estudo de docagem molecular e uma simulacao
de dinamica molecular de compostos analogos
de neolignanas sao potencialmente eficazes
contra a enzima cruzaina que € considerado
um importante alvo para o desenvolvimento de
novos farmacos, uma vez que esta presente em
todo ciclo de vida. De acordo com os resultados
dos calculos de docagem molecular e posterior
analise consensual, os melhores compostos
pontuados apresentaram interacbes de
hidrogénio com os residuos do sitio catalitico da
enzima. Eles também mostraram estabilidade
na simulacdo da dindmica molecular, pois as
estruturas preservaram interacdes importantes
no sitio ativo da enzima. Os valores do desvio
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quadratico médio (RMSD) foram estabilizados no final do tempo de simulacao. Tais
compostos séo considerados promissores como novas terapias contra T. cuzi.
PALAVRAS-CHAVE: Cruzaina, Docagem, Dindmica Molecular e neolignanas.

MOLECULAR DYNAMICS AND SIMULATIONS OF MOLECULAR DYNAMICS OF
NEOLIGNAN ANALOGS AGAINST CRUZAINE ENZYME OF Trypanosoma cruzi.

ABSTRACT: Chagas disease in many Latin American countries is a public health
problem due to the high mortality rate. Only two drugs are clinically available for the
chemotherapy of Chagas disease: benzonidazole and nifurtimox. Both are options for
patients in the acute phase of the disease and have side effects The enzyme cruzaine,
the main cysteine protease of T. cruzi, of the parasite. This paper reports a molecular
docking study and a molecular dynamics simulation of analogous compounds of
neolignans are potentially effective against the enzyme cruzaine which is considered
an important target for the development of new drugs since it is present throughout the
life cycle. According to the results of molecular docking calculations and subsequent
consensual analysis, the best dotted compounds showed hydrogen interactions with the
catalytic site residues of the enzyme. They also showed stability in molecular dynamics
simulation, since the structures preserved important interactions in the active site of the
enzyme. The mean square deviation (RMSD) values were stabilized at the end of the
simulation time. Such compounds are considered promising as novel therapies against
T. cuzi.

KEYWORDS: Cruzain, Docking, Molecular Dynamics and neolignans

11 INTRODUGCAO

A doenca de Chagas € uma doenca causada pelo protozoario flagelado
Trypanosoma cruzi (T. cruzi) (CHAGAS, 1909). Esta doenca, em muitos paises da
América Latina, € um problema de saude publica devido a alta taxa de mortalidade
(CHATELAIN, 2017). Atualmente, apenas duas drogas estdo clinicamente
disponiveis para a quimioterapia da doenca de Chagas: benzonidazol e nifurtimox.
Ambas séo opc¢des para pacientes na fase aguda da doenca, porém menos eficazes
na fase crénica (MORILLO et al., 2015). Outra razédo para se buscar por novos
agentes antichagasticos é o fato dos parasitas, através de diferentes mecanismos,
desenvolvem resisténcia as drogas comumente usadas (DIAS et al., 2009).

Com o sequenciamento do genomado T. cruzi, foi possivel identificar varios alvos
biolbgicos promissores, sendo a maioria deles de enzimas (MAGALHAES MOREIRA
et al., 2014). Entre estas enzimas, destaca-se a cruzaina, a principal cisteina
protease tripanossomal, esta envolvida nos processos de invasao, diferenciacao
e proliferacdo do parasita nas células hospedeiras (MASSARICO SERAFIM et al.,
2014). A cruzaina é expressa em todos os estagios do desenvolvimento do parasita
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(CAPUTTO et al., 2011), sendo um alvo especifico para o desenvolvimento de novos
e seletivos agentes antichagasicos (MASSARICO SERAFIM et al.,, 2014). Esta
enzima possui o sitio de interac&o dividido em quatro subsitios (S1, S1 ¢, S2 e S3)
que sao direcionados para o desenvolvimento de novos inibidores (MCGRATH et al.,
1995).

Os produtos naturais sdao uma fonte potencial de novos farmacos, os quais
podem, no futuro, substituir muitos medicamentos atuais que apresentam baixa
eficacia e varios efeitos colaterais, dentre esses produtos naturais destacam-se
as neolignanas que apresentam uma ampla gama de efeitos biol6gicos, incluindo
atividades tripanossomicidas (ABE et al., 2002; CABRAL et al., 2010; HARTMANN
et al., 2017; LUIZE et al., 2006; PELIZZARO-ROCHA et al., 2011).

Um aliado dos produtos naturais para potencializa-lo como um possivel
farmaco, além de reduzir tempo e custo nos processos experimentais sdo os métodos
computacionais. Dentre esses destacam-se os calculos de Docagem Molecular e a
Simulacdo de Dinamica Molecular (DM), onde o primeiro é aplicado em diferentes
estagios do processo de descoberta de drogas para prever a estrutura ancorada de
um complexo ligante-receptor, bem como para calcular uma energia de ligacao que
pode ser usada para classificar moléculas diferentes de acordo com sua afinidade
por um receptor (OKIMOTO et al.,, 2009; PINHEIRO et al., 2015)which plays an
important role in the replication process of this virus. According to the results of the
molecular docking calculations and subsequent consensual analysis, the best scored
compounds showed interactions between hydrogen and residues of the catalytic
triad as well as interactions with residues that guide ligands to the active site of the
enzyme. They also showed stability in the molecular dynamics simulation, as the
structures preserved important interactions at the active site of the enzyme. The root
mean square deviation (RMSD. Ja a simulacdo de DM tem sido uma importante
ferramenta no estudo de macromoléculas bioldégicas onde o comportamento do
sistema é monitorado ao longo do tempo (WERNER et al., 2012).

Este estudo compreende célculo de docagem molecular que empregou 20
estruturas analogas de neolignanas sintetizadas por Do Nascimento et al. (2010).
Uma analise consensual de diferentes programas de ancoragem foi aplicada aos
resultados da docagem. Além disso, uma abordagem combinada de Mecénica
Quéntica e Mecanica Molecular (QM/MM) foi empregada para um estudo detalhado
dos melhores candidatos dos produtos naturais selecionados na analise. Os
resultados podem ser utilizados para a selecao de estruturas mais promissoras que
possam inibir a enzima cruzaina.
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2| METODOLOGIA

2.1 Docagem molecular

As estruturas moleculares utilizadas neste estudo foram sintetizadas por Do
Nascimento et al. (2010) (Figura 1 e Tabela 1). Elas foram desenhadas e em seguida,
cada estrutura foi submetida a uma otimizacdo usando o método DFT/B3LYP/cc-
pVDZ no programa Gassian 09 (FRISCH et al., 2016).

Figura 1: Esqueleto estrutural dos vinte derivados de neolignos.

Moléculas Tipo R! R? R3 R* R® Ré
1 A H H H H H H
2 A H Cl H CH,S H H
3 A CH,O CH,O H H Cl H
4 A CH,O CH,O CH, CH,O H CH,O
5 A CH,O CH,0 CH, CH,O | propenil H
6 B H H H Cl - -
7 B H Cl H Cl - -
8 B H H CH, H - -
9 B H H CH, NH, - -
10 B H H CH, Cl - -
11 B CH,O CH,O CH, CH, - -
12 B CH,0O CH,0O CH, Cl - -
13 C H H H H - -
14 D H H CH, Cl - -
15 D CH,O CH,O CH, CH, - -
16 E H H CH, Cl - -
17 E CH,0 CH,0 CH, CH, - -
18 E CH,O CH,O CH, Cl - -
19 F H H CH, Cl - -

20 A H H H H - -

Tabela 1Veja a Figura 1 para as posi¢des dos substituintes “R” listados na primeira linha da

tabela.

Subsequentemente, para prever conformacgdes bioativas dos ligantes, todos
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os vinte ligantes foram ancorados no sitio de ligagdo da cruzaina utilizando os
programas Molegro Virtual Docker 5.5 (THOMSEN; CHRISTENSEN, 2006) e DOCK
6.3 (LANG et al., 2009).

O Molegro Virtual Docker (MVD) contém um algoritmo de busca heuristica
hibrida, chamado de algoritmo de evolucao diferencial guiada, que combina uma
técnica de otimizacao de evolucéo diferencial (STORN, R. & PRICE, 1997) com um
algoritmo de previsédo de cavidades. MVD emprega a funcéo de pontuagdo MolDock
derivada do potencial linear por partes (PLP) (GEHLHAAR et al., 1995) e estendida
em GEMDOCK (YANG; CHEN, 2004) e incluiu um termo sobre a direcionalidade da
ligacdo de hidrogénio (THOMSEN; CHRISTENSEN, 2006).

Por outro lado, o programa DOCK 6.3 é caracterizado pelo uso de um algoritmo
de construcédo incremental. As fungcées de pontuacdo que guiam os ligantes até
o alvo sdo baseadas em uma grade de energia potencial, onde as intera¢des de
van der Waals sao avaliadas pelos potenciais de Lennard-Jones, e as interacoes
eletrostaticas sdo avaliadas por meio de funcdes dielétricas dependentes do tempo
(DENG; VERLINDE, 2008; LANG et al., 2009).

No MVD, os hidrogénios foram adicionados aos ligantes, e as estruturas do
receptor e as cargas atémicas foram atribuidas pelo médulo padrdo de preparagdo
automatizada do programa. Os célculos de docagem foram efetuados através da
funcdo de pontuacdo MolDock, a cavidade de ligagcao foi entdo computada em um
espaco de 10 Aa partir do centro x = 2,32, y = 12,32 e z = 5,98. Os valores padréo
dos outros parametros do programa foram mantidos durante o processo (THOMSEN;
CHRISTENSEN, 2006).

No programa DOCK 6.3, primeiramente, os hidrogénios foram adicionados
aos ligantes, e as cargas foram calculadas pelo método AM1-BCC (JAKALIAN et
al., 2000). Os hidrogénios foram removidos do modelo cristalografico, e uma caixa
de tamanho de 8 A foi gerada e calculada pelos programas dms, SPHGEN, grid e
SHOWBOX (KUNTZ et al., 1982; MENG; SHOICHET; KUNTZ, 1992). Uma margem
extra de 6 e 0,3 A de resolugéo foi usada. O seu centro foi colocado no ligante, que foi
posicionado no centro do sitio ativo da enzima. Depois que as estruturas do receptor
e dos ligantes foram preparados, o acoplamento e a subsequente minimizacéao
comecgaram no sitio ativo do alvo.

Os calculos de acoplamento foram realizados com as coordenadas
cristalograficas da enzima cruzaina do T. cruzi (codigo PDB: 1ME3) (HUANG;
BRINEN; ELLMAN, 2003) recuperadas do Protein Data Bank (PDB).

Dois programas de docagem com diferentes funcbes de pontuacdo, foram
usados nesse estudo, com o objetivo de refinar os paradmetros de busca e dessa
maneira minimizar a possibilidade de possiveis erros oriundos de uma unica funcao
de pontuacdo. Tal abordagem, chamada analise consensual, melhora a preciséo dos
resultados e compensa as deficiéncias encontradas em cada fung¢ao de pontuacgéo. A
analise consensual consiste em combinar os resultados de cada pontuacéo diferente
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e depois classifica-los de acordo com essa combinacgéo; isso fornece uma estimativa
mais precisa e representa uma ferramenta importante para estudar as interacdes
intermoleculares de proteina-ligante (PINHEIRO et al., 2015; WIGGERS et al., 2011).

A analise de docagem consensual pode ser realizada utilizando trés
métodos distintos: escalonamento ranqueado pela soma (scaled-rank-by-number),
escalonamento ranqueado pela posicéo (scaled-rank-by-rank) e escalonamento
ranqueado pelo voto (scaled-rank-by-vote) (WIGGERS et al., 2011). Neste estudo foi
realizado o método de escalonamento ranqueado pela soma, por ser um método que
vem demonstrando as melhores taxas de sucesso na predicdo de moléculas ativas
(PINHEIRO et al., 2015; WIGGERS et al., 2011).

O método escalonamento ranqueado pela soma € realizado escalonando os
valores de energia preditos para todos os compostos na docagem molecular com 0s
diferentes programas, através da equacéo abaixo:

X . u X — Xmin N
escatonado = o ax — Xmin &

Onde, Xescalonado € o valor escalonado, Xmax e Xmin sdo os valores maximos
e minimos, respectivamente, do conjunto utilizado, sendo que o valor maximo (Xmax)
corresponde ao valor de energia de afinidade mais favoravel (valor de energia mais
baixo), recebendo o valor Xescalonado igual a 1, e o valor de energia de afinidade
menos favoravel (valor de energia mais alto), recebendo o valor Xescalonado igual
a 0. Ap6s, soma-se os respectivos valores escalonados para os compostos em cada
programa, obtendo-se assim o ranque final, combinado e na mesma escala, dos
compostos melhores pontuados por diferentes fungdes de pontuacéo (PINHEIRO et
al., 2015).

2.2 Dinamica Molecular

As simulagbes de DM combinadas com o método hibrido QM/MM tém sido
amplamente utilizadas em estudos de interacao inibidores/ proteinas e mecanismo
catalitico enzimatico (CARNEIRO; LAMEIRA; ALVES, 2011; LIMA; LAMEIRA; ALVES,
2012). Neste estudo, as coordenadas iniciais utilizadas para os calculos da dinamica
molecular de QM / MM foram obtidas da enzima cruzaina recuperada do PDB com
o cédigo 1MES.

Para os célculos de DM utilizando o método hibrido QM MM, os sistemas foram
preparados de acordo com os procedimentos descritos nas referéncias De Farias
Silva; Lameira; Alves (2011); Lameira et al. (2010); Lima; Lameira; Alves (2012).

Os atomos dos ligantes e os residuos de aminoacidos Cys25 e His161
(presentes no sitio ativo) foram selecionados para serem tratados por QM, usando o
Hamiltoniano semi-empirico AM1 (DEWAR et al., 1985). O resto do sistema, enzima
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mais moléculas de agua, foram descrito usando os campos de forca OPLS-AA
(JORGENSEN; MAXWELL; TIRADO-RIVES, 1996) e TIP3P (JORGENSEN et al.,
1983). Devido a grande quantidade de graus de liberdade no sistema, para reduzir o
tempo de célculo, todos os residuos que estavam a uma distancia maior do que 20 A
do centro de massa do ligante foram congelados. Distancias de corte para interagdes
foram adotadas usando o esquema de mudanca (switching scheme), dentro de um
raio médio de 14 a 16 A. Como o sistema foi pré-balanceado, 3000 ps de dinamica
molecular QM / MM foi realizada para cada um dos dois sistemas, com passos de
0,001 ps (CARNEIRO; LAMEIRA; ALVES, 2011).

Finalmente, a interacdo de energia por residuo entre o inibidor e o ambiente
enzimatico dos complexos foi computada usando QW MM, de acordo com o
procedimento descrito na referéncia Lameira et al. (2010).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

As vinte estruturas foram submetidas aos calculos de docagem nos programas
MVD e DOCK, em seguida realizada a analise consensual. A Tabela 2 fornece os
valores de energia obtidos pelo acoplamento com os programas Dock e MVD, os
valores pontuados obtidos pela Eq. (1) e a classificagao final obtida pelo método
de escalonamento ranqueado pela soma para todos os compostos em ambos 0s

programas.

N° I(:’}?:ali_zf;-rg (I\:I(XZ_?:::{-?) Dock score | MVD score | Final Rank
1 -31,791 0,097735 -88,845 0,271952 0,37
2 -38,659 0,582387 -96,374 0,492248 1,07
3 -41,779 0,802555 -111,022 0,920826 1,72
4 -42,405 0,846729 -113,728 1,000000 1,85
5 -43,487 0,923082 -100,485 0,612530 1,54
6 -32,149 0,122998 -97,326 0,520111 0,64
7 -33,687 0,231529 -91,726 0,356243 0,59
8 -32,604 0,155105 -79,550 0,000000 0,16
9 -36,387 0,422059 -87,157 0,222581 0,64
10 -34,721 0,304495 -83,598 0,118427 0,42
11 -43,025 0,890481 -105,049 0,746065 1,64
12 -41,400 0,775810 -107,612 0,821055 1,60
13 -30,406 0,000000 -92,194 0,369959 0,37
14 -38,319 0,558394 -89,233 0,283325 0,84
15 -44 577 1,000000 -113,233 0,985517 1,99
16 -35,448 0,355797 -90,587 0,322917 0,68
17 -44,094 0,965916 -109,146 0,865938 1,83
18 -43,224 0,904523 -108,032 0,833344 1,74
19 -39,180 0,619152 -97,361 0,521138 1,14

20 -32,687 0,160963 -82,481 0,085763 0,25
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Tabela 2: Lista dos compostos dos analogos de neolignanas e seus respectivos valores de
energias de docagem, preditas pelos programas DOCK e MVD, e do escalonamento adotado
na andlise consensual

A analise consensual dos calculos da docagem molecular resultou na selecao
de trés compostos (15, 4 e 17) com os melhores valores dos ranks finais, 1,99, 1,85
e 1,83 respectivamente (tabela 2).

Em uma etapa seguinte, os trés compostos foram submetidos a um critério de
selecaolevando em consideracédo o numero de ligagdes de hidrogénio com os residuos
do sitio ativo da enzima. Observou-se que o composto 17 néo realizou interagdes de
hidrogénio com os residuos do sitio ativo da enzima, o que de acordo com estudo de
Hubbard; kamran haider (2010) dificulta o processo de reconhecimento molecular e
desestabiliza o complexo formado com a enzima. Portanto, o ligante 17 foi eliminado
pelos critérios de avaliacdo acima mencionados.

Os resultados do estudo de docagem molecular sugerem uma boa interacao
entre os ligantes selecionados e o sitio ativo da enzima. Figura 2 exibe as poses de
docagem das neolignanas 4 e 15 selecionadas. Os inibidores 4 e 15 ligam-se nos
subsitios S1 e S3, fazendo ligagbes de hodrogénio com os residuos GIn19 (3,04
A), Cys25 (2,71 A), Gly66 (2,85 A) e His161(3,08 A), inibidor 4 e GIn19 (3,02 A),
Cys25 (2,82 A), Gly66 (2,62 A) e His161(3,10 A) inibidor 15. Essas interagdes sdo
responsaveis pela a estabilizacdo e fixacdo do inibidor no sitio ativo da cruzaina
(KERR et al., 2009, SERAFIM et al., 2017). Os residuos Cys25 e His161 estéo
localizados no subsitio S1 e sao pertencentes a triade catalitica da enzima, sendo
esses residuos importantes no mecanismo de acao enzimatico (ARAFET; FERRER,;

MOLINER, 2017). Ja o residuo Gly66 esta localizado no subsitio S3 e é responsavel
pela seletividade da enzima (WIGGERS et al., 2011).

Figura 2: a Resultados de ancoragem do composto 4 com interacdes de hidrogénio (linhas
tracejadas azuis) com os residuos de aminoacidos GIn19, Cys25, Gly66 e His161. b Resultados
de ancoragem do composto 15 com interagbes de hidrogénio (linhas tracejadas azuis) com os
residuos de aminoécidos GIn19, Cys25, Gly66 e His161.
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Através dos calculos da DM com o método hibrido QM/MM foi gerado um grafico
de RMSD (Figura 3) para um tempo de 3000 ps de simulagcédo, no qual as anélises
das estruturas foram realizadas sobre os complexos enzima-ligante. Por meio da
comparagao dos dados de RMSD pode-se observar o comportamento estavel do
sistema durante o tempo de simulacdo gerado pela trajetéria (SANGACHINI et
al., 2012)is a member of the serpin superfamily of protease inhibitors. AAT has a
characteristic secondary structure of three-B-sheets, nine-a-helices and a reactive
central loop (RCL.

O grafico RMSD dos atomos de carbono-a do sistema mostrou que os dois
ligantes apresentaram um comportamento estavel no sitio de ligacdo da enzima
cruzaina a partir de 1000 ps de simulacdo decorridos, apresentando somente
suaveis flutuacdes estruturais e permanecendo abaixo do valor de 1,0 A. Esses
dados ilustram a estabilidade de ambas as moléculas no sitio ativo do complexo.

1.8

1.6

RMSD (A)

=
LI I N B B B B
|

L 1 L | L
500 1000 1500 2000 2500 3000
Tempo (ps)

Figura 3: Grafico RMSD (em A) versus Tempo (em ps) para o composto 4 (em preto) e 15 (em
vermelho).

Com o intuito de verificar a contribuicao de cada residuo nas interacées com
os inibidores, a trajetoria de todos os complexos derivados dos ultimos 500 ps de
dindmica molecular foi submetida a analise de decomposicéo dos residuos pelos
métodos AM1/MM. Os resultados estéo ilustrados na Figura 4.
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Figura 4: Graficos de interacao por residuos apos o tempo de 500 ps de simulacdo de DM para
os ligantes (A) 4 e (B) 15.

Nesta figura, os valores negativos correspondem aos valores de estabilizacao,
enquanto os valores positivos representam repulsées (LIMA et al., 2012).

Os resultados da anélise de decomposi¢ao de energia de interacao por residuo
para os compostos 4 e 15 mostram que estes ligantes complexados com a enzima
interagem de forma atrativa com os residuos Gly66, Cys25 e His161, presentes no
sitio catalitico da cruzaina e responsaveis pela fixacao e estabilizacéo no sitio (KERR
et al., 2009). Interacdes de hidrogénio com os residuos cataliticos foram observadas
em nossos resultados de docagem molecular e sdo predominantemente conservadas
com relacéo as interacdes observadas por Huang; Brinen; Ellman (2003).

Além disso, verificam-se a contribuicéo atrativa dos residuos Cys25 e His161
residuos esses que participam do mecanismo catalitico da enzima proposto por
POWERS et al. (2002) os quais desempenham um papel primordial para a atividade
da enzima e, do mesmo modo, estao relacionados com o processo de inibicao deste
alvo biologico (BRAK et al., 2010).

Com isso, as simula¢des de dindmica molecular utilizando os métodos hibrido
QM/MM, apresentaram suporte para uma analise mais detalhada do comportamento
dos ligantes no sitio de ligacdo da enzima, além de estar de acordo com os resultados
da literatura e com resultados conseguidos através da docagem molecular.

41 CONCLUSAO

Os calculos de docagem molecular e a consecutiva analise consensual,
permitiram identificar compostos promissores em agir contra a cruzaina. Os dois
compostos selecionados apresentaram interacbes com residuos chave para os
processos de reconhecimento molecular e de inibicdo deste alvo. Além disso, as
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interacdes de hidrogénio observadas entre os ligantes e os residuos do sitio ativo
corroboraram com resultados existentes na literatura para o modelo cristalografico
da enzima em estudo.

Com as simulacbes de dindmica molecular empregando o método hibrido
QM/MM foi possivel mostrar que os sistemas (ligantes/enzima) apresentaram
um comportamento estavel, com o tempo de simulagdo realizado, e a partir dos
resultados da contribuicdo individual de residuos para a energia de interagdo foi
verificada uma rede de interacdes bem detalhada que engloba importantes residuos
do sitio ativo da enzima como GIn19, Cys25, Gly66 e His161.
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