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APRESENTACAO

O E-book: “Quimica: Debate entre a Vida Moderna e o Meio Ambiente 2” em seu
volume Il € composto por dezoito trabalhos cientificos em forma de capitulos que buscam
apresentar e promover a discussdo em relacdo a compressao do mundo fisico pelo
conhecimento cientifico e o despertar para a construcdo de uma relacdo mais harmoniosa
do homem e do ambiente no qual é parte integrante que interage com o mesmo. Neste
sentido, existe uma grande necessidade do despertar para uma consciéncia coletiva que
possa proporcionar tanto o aumento da qualidade e expectativa de vida da atual geragcéo
quanto garantir condi¢cbes para que as geragdes vindouras possam dar continuidade a
manutencao da prépria espécie humana.

A atual sociedade vem construindo e aplicando a¢des tdo destrutivas ao ambiente,
ao ponto de se tornarem irreversiveis. Diante disso, o conhecimento cientifico adquire
uma importancia vital tanto do ponto de vista de sua aquisicdo quanto da materializagédo
destes que sejam capazes de reconstruir um individuo apto a refletir e elaborar agdes e
comportamentos que manifestam seu grau de conhecimento cientifico. Neste sentido, as
ciéncias da natureza sao capazes de estabelecer as bases e ser uma “ponte” de conexao
podendo ser desenvolvida em espacos formais e ndo formais, com destaque para a escola
de educacgéao basica. Entretanto, a falta ou deficiéncia de politicas publicas que promovam
investimentos macicos tanto em infraestrutura adequada quanto em qualificacdo e
valorizagéo de recursos humanos, faz com que a comunidade escolar ndo obtenha o éxito
satisfatério fazendo com que sejam protagonistas por si mesmas, o que tem levado ao
constante aumento de alternativas que promovam e fortalegcam o processo de alfabetizacéo
cientifica por meio de instrumentos ludicos que facilitem o processo de ensinoaprendizagem
das ciéncias da natureza.

As consequéncias da ndo formacgdo de individuos alfabetizados cientificamente
deixam “sequelas” severas em todos os seguimentos da sociedade. A priori ao proprio
individuo que néao compreendendo suas atitudes e a¢des lhe causa danos a si e a outrem
e a posteriori que se “enraiza” em toda a sociedade, visto que a predominancia de uma
incapacidade coletiva de refletir, distinguir e inferir em a¢des do seu cotidiano, que se
materializam em comportamentos e atitudes que os deixam a mercé de uma condi¢ao
em que acreditam ndo serem capazes de mudar e os tornam incapazes de acompanhar o
desenvolvimento e progresso possibilitado pelo avango do conhecimento cientifico.

Neste sentido e com a intengéo de colaborar para a disseminag¢ao do conhecimento
cientifico, universalizando e democratizando o acesso gratuito ao conhecimento em suas
diferentes formas de investigacdo, a Atena Editora trabalha em prol da disseminagéo do
conhecimento de forma gratuita tanto pelo seu site quanto por diferentes plataformas que
facilitam o acesso do leitor estando em qualquer ambiente e espaco contribuindo para
divulgagéo e aquisicéo do conhecimento em diferentes areas da ciéncia.

Cleiseano Emanuel da Silva Paniagua
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RESUMO: A leishmaniose € uma das seis
doengas consideradas como prioritarias no
mundo, ameaca 350 milhdes de pessoas em 88
paises e causa cerca de 60 mil mortes por ano. A
Leishmaniose cutanea causada pelo Leishmania
major, infecta cerca de 1,5 milhdes de pessoas
por ano e 90% dos casos ocorrem em paises
subdesenvolvidos como o Brasil. A enzima
diidroorotato desidrogenase da Leishmania
major (LmMDHODH) é um alvo promissor no
combate a leishmaniose, uma vez que atua na
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quarta etapa do processo de sintese de UMP
(Uridina Monofosfato) percussor de todos os
nucleotideos. Neste estudo 69 inibidores da
DHODH de diferentes parasitos obtidos da
literatura foram modelados e submetidos a
técnicas de docagem molecular. Esta técnica
busca avaliar as interacbes com os residuos
de aminoacidos da enzima, conformacdo e a
energia do complexo enzima-ligante. Afim de
verificar as interagbes também foi necessario
predizer a conformacdo da alga catalitica
dessa enzima, que nao foi bem definida na
cristalografia de raios-X, para tal foi utilizada a
Modelagem Molecular por Homologia. Através
da analise das interagdes foi possivel observar
que os residuos LYS44, ASN68, MET70, GLY71,
LEU72, LEU129, SER130, CYS131, ASN195
e SER196 fizeram interagbes de hidrogénio e
hidrofébicas com os ligantes docados. A dinamica
molecular indicou pequenas flutuagdes na regidao
hidrofébica da enzima, formada pelos residuos
ASN68, MET70, GLY71 e LEU72, caracterizando
uma boa estabilidade dessa regido e grandes
flutuacbes na regido hidrofilica, formada
pelos residuos LEU129, SER130 e CYS131,
0 que ndo significa que esses residuos néo
interagem com os ligantes, o que ocorre é que
esses residuos estdo na regido da alga, que é
naturalmente sujeita a essas grandes flutuagdes.
Fato que comprova esse argumento € que o
residuo SER196, apesar do carater hidrofilico
nao apresenta comportamento semelhante, pois
ndo pertence a alga.

PALAVRAS - CHAVE: Diidroorotato
Desidrogenase, Docagem e Dinamica Molecular.
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MOLECULAR MODELING BY HOMOLOGY OF THE ENHYME DIIDROOROTATE
DEHYDROGENASE FROM LEISHMANIA MAJOR AND APPLICATION OF
DRYING TECHNIQUES AND MOLECULAR DYNAMICS

ABSTRACT: Leishmaniasis is one of the six diseases considered a priority in the world, it
threatens 350 million people in 88 countries and causes about 60 thousand deaths per year.
Cutaneous Leishmaniasis caused by Leishmania major, infects about 1.5 million people
per year and 90% of cases occur in underdeveloped countries like Brazil. The enzyme
dihydroorotate dehydrogenase of Leishmania major (LmDHODH) is a promising target in the
fight against leishmaniasis, since it acts in the fourth stage of the synthesis process of UMP
(Uridine Monophosphate), which is a precursor of all nucleotides. In this study 69 DHODH
inhibitors from different parasites obtained from the literature were modeled and subjected
to molecular docking techniques. This technique seeks to evaluate the interactions with
the amino acid residues of the enzyme, conformation and the energy of the enzyme-ligand
complex. In order to verify the interactions, it was also necessary to predict the conformation
of the catalytic loop of this enzyme, which was not well defined in X-ray crystallography.
For this purpose, Molecular Modeling by Homology was used. Through the analysis of the
interactions it was possible to observe that the residues LYS44, ASN68, MET70, GLY71,
LEU72, LEU129, SER130, CYS131, ASN195 and SER196 made hydrogen and hydrophobic
interactions with the documented binders. The molecular dynamics indicated small fluctuations
in the hydrophobic region of the enzyme, formed by the residues ASN68, MET70, GLY71 and
LEU72, characterizing a good stability of this region and great fluctuations in the hydrophilic
region, formed by the residues LEU129, SER130 and CYS131, which does not mean that
these residues do not interact with the binders, what happens is that these residues are in
the loop region, which is naturally subject to these great fluctuations. A fact that proves this
argument is that the SER196 residue, despite its hydrophilic character, does not present a
similar behavior, as it does not belong to the handle.

KEYWORDS: Dihydroorotate Dehydrogenase, Docking and Molecular Dynamics.

11 INTRODUGAO

Aleishmaniose é uma das seis doencas consideradas como prioritarias no mundo, a
qual ameaca 350 milhGes de pessoas em 88 paises e causa cerca de 60 mil mortes por ano.
A Leishmaniose cutanea é causada pelo Leishmania major e infecta cerca de 1,5 milhdes
de pessoas por ano, sendo que 90% dos casos ocorrem em paises subdesenvolvidos como
o Brasil. Apesar desses dados esta patologia continua negligenciada (WHO, 2011).

Os farmacos mais utilizados no tratamento das leishmanioses séo o Pentostan® e o
Glucantime® que apresentam elevado grau de toxidez, relatos de resisténcia do parasito,
e efeitos colaterais tais como: arritmia cardiaca e pancreatite (FUMAGALLI, 2008). Haja
vista esses fatos faz-se necessaria a busca de novos compostos que possuam um amplo
espectro de eficacia com dosagens ndo toxicas, administragdo oral e custos acessiveis
(CROFT, 2003).

Na busca de compostos antiparasitarios busca-se investigar as vias bioquimicas do
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parasito e compara-las com a do hospedeiro, com o intuito de identificar possiveis alvos
para inibicdo seletiva (VERLINDE, 2001). O parasito da Leishmaniose depende da enzima
diidrooratato desidrogenase da Leishmania major (LmDHODH) para catalisar a oxidagao
do diidrooratato em oratato, uma etapa fundamental na biossintese de nucleotideos de
pirimidina (Figura 2).

(S)-diidroorotato orotato

Figura 1: Quarta etapa da via da biossintese de novo de nucleotideos de pirimidina catalisada
pela enzima DHODH.

Fonte: Adaptado CHELESKI, 2010

Devido ao crescente aumento de estruturas de proteinas cristalogréaficas, nas
Ultimas décadas, houve uma exploséo no planejamento de farmacos tendo como base as
técnicas computacionais, dentre as quais destacam-se a docagem e a dindmica molecular
(SCHNEIDER & FECHNER, 2005).

Desta maneira, esse trabalho propbe caracterizar e avaliar o comportamento dos
residuos que fazem parte do sitio catalitico da LmDHODH através de técnicas de docagem
consensual e simulagbes de dindmica utilizando inibidores da enzima selecionados da

literatura em diferentes parasitos.

21 METODOS

2.1 Modelagem Molecular por Homologia

A modelagem por homologia é a abordagem mais utilizada para predizer
estruturas tridimensionais de proteinas das quais as mesmas nao podem ser resolvidas
experimentalmente (WERNER, 2012). Essa ferramenta permite a predicdo de estruturas
protéicas a partir do conhecimento da estrutura primaria (GUIMARAES, 2012).

A LmDHODH (c6digo PDB: 3MHU) possui uma regido composta de sete residuos
PRO132, ASN133, VAL134, PRO135, GLY136, LYS137 que nado foi bem definida por
cristalografia de raios-X, sendo que essa regido faz parte da alca catalitica desta enzima
(CHELESKI, 2010; CORDEIRO, 2012). Por esse motivo, nesse estudo foi predito por
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métodos de homologia as coordenadas desses residuos.

A homologia foi realizada utilizando o servidor SWISS MODEL (ARNOLD, 2006)
tendo como molde a prépria estrutura cristalografica da enzima (3MHU), no qual a
sequéncia fasta foi obtida do mesmo PDB. O modelo gerado nesse servidor foi submetido a
um refinamento da alga, justamente na regidao modelada, através do programa MODELLER
9.10 (SALI, 1993).

2.2 Docagen Molecular

Docagem molecular é uma importante ferramenta computacional na triagem in silico
para a descoberta de novos farmacos (DAVIS, 2009 e FUKUNISHI, 2011), onde se busca
obter a conformacdo e a energia de um complexo ligante-receptor, em geral proteina-
ligante (DIAS e JUNIOR, 2008). Porém, os resultados podem variar de acordo com o
programa utilizado. Dessa maneira uma abordagem consensual tem sido desenvolvida, a
qual esta baseada na utilizagao de diferentes parametros de busca, de modo a minimizar a
possibilidade de possiveis erros oriundos da utilizagdo de uma tnica fungdo de pontuagao,
dessa maneira diminuindo a taxa de falsos positivos (CLACK, 2002; FEHER, 2006).

O alto grau de sequéncia e similaridade entre as enzimas da familia 1A da DHODH
permite que inibidores de outros parasitos sejam utilizados para explorar enzimas de
outros parasitos (CORDEIRO, 2012). Sendo assim, neste estudo foram selecionadas 69
estruturas que possuiam valores de IC, e K, contra a DHODH em diferentes parasitos para
serem submetidas a docagem molecular.

Foram realizados célculos de docagem molecular, utilizando o método de docagem
consensual (nos programas AutoDockVina 1.1.2 e FRED 2.2.5) no qual as diferentes
fungbes de pontuacédo dos programas foram utilizadas a fim de refinar os parametros
de busca, dessa maneira minimizando a possibilidade de possiveis erros oriundos da
utilizacédo de uma unica funcao de pontuagéo e de caracterizar as intera¢des do sitio ativo
da LmDHODH com inibidores da DHODH de diferentes parasitos selecionados da literatura.

2.2.1 Preparacéo dos Ligantes
Os ligantes foram modelados no programa Hyperchem 7.5 (HyperChem™, 2002) e
otimizados utilizando-se o campo de forca PM3 (STEWART, 1989).

2.2.2 Preparagcédo da Enzima e dos Ligantes Autodock Vina

No programa AutoDock Tools 4.0 (MORRIS, 1998), as cargas de Gasteiger-Hlckel
(GASTEIGER, 1980) foram adicionadas aos ligantes. Ja para a estrutura da enzima foram
adicionados os hidrogénios polares e calculadas as cargas atémicas de Kollman. Em
seguida, foram definidas as dimensdes da grade de energia potencial em 38A x 30A x 36A
(nas direcdes x, y e z) e centradas nas coordenadas x =-7.481,y =56.663 e z=-1,217. Tais
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valores foram baseados nas coordenadas cristalograficas do ligante complexado com a
enzima 3MHU. Os residuos ASN128, CYS131, LEU72, LYS44, GLY71, ASN133, ASN138,
ASNG68, SER196 e ASN195 foram considerados flexiveis uma vez que segundo estudos
de CHELESKI et al, se mostraram importantes, pois fazem interacdes que contribuem na

estabilizacdo do complexo ligante-receptor.

2.2.3 Preparacéo da Enzima e dos Ligantes no Programa Fred 2.2.5

O programa OMEGA gerou conformacgdes de menor energia para cada uma das 69
estruturas selecionadas, no programa FRED_receptoro modelo cristalografico foi preparado
para a docagem, onde é construida uma caixa cubica de 10 A de extensdo em todas as
direcbes, tendo como centro as coordenadas do ligante cristalografico como referéncia.
Dentro dessa caixa o programa FRED realiza as simulagbes de docagem molecular,
buscando alocar os ligantes nessa regido. Os ligantes docados foram ranqueados com base
na fungdo de pontuagédo Chemgauss3. Uma vez ranqueadas essas estruturas docadas
foram classificadas pela fungéo de pontuacao Zapbind (DENG e VERLINDE, 2008).

2.3 Dinamica Molecular

Simulac¢des de DM tém sido uma importante ferramenta no estudo de macromoléculas
biol6gicas onde o comportamento do sistema & monitorado ao longo do tempo (WERNER,
2011).

A Dinamica Molecular classica fundamenta-se na integracdo das equagdes de
movimento de Newton em fun¢éo do tempo, Equacéo 1, (LEACH, 2001).

F 'l—dzr 1
.m = e (1)

Entretanto, a partir desta equagéo néo é possivel determinar a intensidade e direcao
da forca para o sistema, entao faz-se necessario representar a forca em fungéo da energia
potencial (LEACH, 2001).

Para isso as moléculas sdo tratadas como uma colecéo de particulas mantidas
unidas por forcas harménicas ou elasticas que podem entdo ser tratadas como uma
colecao de atomos descritos por forcas newtonianas O conjunto completo dos parametros
dos potenciais de interagéo entre as particulas € denominado campo de for¢a, 0 mesmo é
funcé@o da energia potencial V, a mesma é a soma de varios termos de energia, incluindo
os termos para atomos ligados, comprimentos e angulos de ligagcéo, angulos diedros e os
termos para atomos nao ligados, interagdes de Van der Waals e de Coulomb, conforme a
Equacgéo 2 (NAMBA, 2008).
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V(r,g)= Vligados + Vnﬁo—iigados (2)

onde V, correspondes aos termos chamados covalentes, V

ligados

correspondem

néo-ligados

as forcas eletrostaticas e de Van der Waals. Nos itens abaixo cada um desses termos sera
melhor descrito (VAN DER SPOEL, 2005).

2.3.1 Termos Ligados

A equacgéo 3 descreve os termos dos comprimentos de ligacéo, a deformacao dos
angulos, e as torgdes dos angulos diedros e diedros improprios, respectivamente.

Vligados = Vliga;ao + Vangu!o + Vdiedro + Vimpréprio (3)
Sendo que:
1
Vligat;éa = EKX (x— x{))z 4

onde K é a constante associada a ligagdo quimica em questéo, x &€ o comprimento
de ligagéo e x,é o comprimento de equilibrio de ligag&o.

1
Véngulo = EKB (6 — 60)2 (5)

Onde K, é a constante do potencial harménico angular, 8 é o angulo entre duas
ligagbes quimicas e 6, & o valor do angulo de equilibrio.

1
Vaiedro = EKg‘ (- 60)2 (6)

Onde K& é uma constante a ser ajustada para descrever a vibracéo diedral impropria
especifica que tem $o como angulo de equilibrio (LINDAHL, 2001).

Vimpréprio = K¢ [1+ Cos(n® —S) (7)

Onde n é o nimero de minimos para a torcdo, ¢ é o angulo diedral para a ligagéo
central e S é a defasagem no angulo diedral (LINDAHL, 2001).

2.3.2 Termos néo Ligados

Os termos nao ligados s@o descritos como a soma do potencial de Lennard-Jones
e do potencial eletrostatico.

Vnz‘la—lt'gados = VLennard—jones + VPotencial Eletrostatico (8)
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Onde

VLennard—jones = 4¢ [(%)12 - (%)6] €))

Onde € é o comprimento do pogo entre as barreiras atrativas e repulsivas e o

representa o diametro do poco.

— q1 92
VPotenctai Eletrostatico — ameger (10)

Onde q, e q, s&o as cargas para um par de atomos quaisquer, separados por uma
distancia r, €, &€ a permissividade do vacuo e € € a constante dielétrica que corrige €,
considerando a polarizabilidade do meio (LINDAHL, 2001).

2.3.3 Preparacéo dos Ligantes

Os parametros de topologia baseados no campo de forca GROMOS56 foram
obtidos a partir do servidor PRODRG (SCHUTTELKOPF & VAN AALTEN, 2004). As cargas
atdbmicas foram corrigidas utilizando-se o método CHELPG, (BRENEMAN, 1990) com o
conjunto de bases 6-31G** no programa GAUSSIAN 03W (FRISCH et al., 2004).

2.3.4 Calculos de Dindmica Molecular

Foram realizadas duas simulagcées de DM no pacote de programas GROMACS
4.5.5 (BERENDSEN, 1995) , utilizando o campo de forca GROMOS96, com um tempo total
de 35 ns para os sistemas A e B, descritos abaixo:

A) A enzima complexada com o ligante 10 (acido 5-amino-2,6-dioxo-1,2,3,6-
tetrahidropirimidina-4-carboxilico)

B) A enzima complexada com o ligante 12 (acido 5-nitro-2,6-dioxo-1,2,3,6-
tetrahidropirimidina-4-carboxilico).

Esses sistemas foram solvatados em uma caixa cubica preenchida com o modelo de
agua SPC216, na qual ions sddio e cloro foram adicionados para neutralizar a carga total
e manter uma concentracgéo fisioldégica de 0,15 M. Foram aplicadas condi¢des periddicas
de contorno, posteriormente os sistemas foram minimizados utilizando o algoritmo steepest
descent e de gradientes conjugados, respectivamente.

Entao 1500 ps de restricao foram aplicados ao sistema, onde o mesmo foi aquecido
de 20K a cada 100 ps. O complexo enzima cofator e ligante juntamente com o solvente e
os ions sodio foram acoplados separadamente em um banho térmico de 310 K.
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31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 modelagem molecular por homologia

O modelo utilizado para os calculos deste estudo foi gerado no servidor SWISS
MODEL a partir da sequéncia fasta, sequéncia primaria de aminoacidos da proteina, da
LmDHODH usando como molde a propria estrutura depositada no banco de dados de
proteinas, sob o codigo BMHU. Esse modelo passou por um refinamento de alga, na regido
modelada, no programa MODELLER 9.10 (SALI, 1993). Uma conformacao da alca aberta
foi escolhida por apresentar bons resultados, tanto em termos de validacdo da homologia
como também por favorecer a alocagéao dos ligantes na docagem molecular.

Na Figura 3 € possivel observar através do grafico de Ramachandran, obtido através
do servidor MOLPROBITY (CHEN, 2010), que para o modelo gerado por Homologia 95,5%
dos residuos estdo em regides estereoquimicamente favoraveis e 99,7% em regides
permitidas (B), uma perda pouco significativa na qualidade do modelo, se comparado com o
modelo utilizado como molde (3MHU) que possui valores de 97,2 % e 99,8 % (A). Posterior
a realizacao dos calculos deste trabalho foi depositado no PDB, a estrutura cristalografica
da LmDHODH com a alga catalitica (c6digo 3TQ0) complexada com o fumarato, essa
estrutura possui valores préximos ao do modelo obtido por homologia de 97,4% e 99,8%,
respectivamente (C). O modelo e o pdb 3TQO diferem entre si na regido modelada (Figura
2).

Figura 2: Estruturas do modelo (ciano) e do pdb 3TQO (laranja), destaque a regido da alga em
vermelho e magenta, respectivamente.
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Esse fato também é evidenciado ao observar os valores de LGscore e MaxSub

(Tabela 1) obtidos no servidor ProQ, cujos valores que avaliam a qualidade do modelo
baseado nos método de redes neurais (WALLNER, 20083).

3MHU Modelo 3TQO0

Dfire -473.86 -467.62 -488.22
LGscore 5,874 5,75 6.005
MaxSub 0.575 0,512 0.542

Tabela 1: Valores de energia dfire, LGscore e MaxSub para: As enzima do pdb (3MHU e 3TQO)
e para o modelo gerado por Homologia
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Figura 3: Grafico de Ramachandran: (A) Modelo do estrutura cristalografica; (B) Modelo obtido
por Homologia; (C) Modelo depositado no PDB (3TQO).
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A diferenga dos modelos em termos energéticos € muito pequena, como se pode
observar na Tabela 1 e que mostra os valores de energia d-fire, um potencial estatistico
de todos os atomos, no qual a baixa energia indica que o modelo &€ mais proéximo da
conformacao nativa (ZHOU, 2002).

AFigura 4 mostra o grafico de Anolea, um parametro utilizado para avaliar a qualidade
de empacotamento do modelo, o eixo y representa a energia para cada aminoéacido da
proteina, valores negativos (em verde) indicam um ambiente favoravel, enquanto valores
positivos (em vermelho) indicam um ambiente desfavoravel (MELO, 1996).

E possivel observar que o comportamento dos trés modelos é similar, sendo que no
modelo gerado por homologia (B) a regido modelada (al¢ca) possui uma energia um pouco
mais alta em relacdo a mesma regido da enzima do PDB 3TQO (C) com um valor um pouco
mais alto de energia, isso ocorreu por causa do refinamento feito no MODELLER que
gerou uma conformacgéo de alca mais aberta.
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Figura 4: Gréafico de Anolea (A) Modelo do PDB (3MHU); (B)- Modelo obtido por Homologia;
(C)- Modelo com o alga catalitica da LmDHODH (3TQO).
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3.2 Docagem molecular

Na docagem molecular os ligantes foram pontuados segundo as suas energias de
docagem nos programas AutoDock Vina 1.1.1 e FRED 2.2.5. Foram selecionados vinte
ligantes mais bem pontuados para cada um dos programas e foi realizada a analise das
interacbes dos ligantes com os residuos da enzima.

ApOs essa analise consensual cinco ligantes foram selecionados (Figura 5), cujos
valores de atividade biologica e das energias de docagem sédo mostrados na Tabela 2. O
ligante 12 € o ligante que esta complexado com a enzima no PDB 3MHU que serviu como
molde para a Homologia.
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Figura 6: Estruturas das cinco melhores moléculas selecionadas através da analise
consensual: (A) Ligante 12; (B) Ligante 10; (C) Ligante 16; (D) Ligante 49, (E) e Ligante 51.
NR=N&o Relatado.

Ligante ICsp (uM) Energia Vina Energia FRED (Kcal/mol)
(Keal/mol)
10 0,056 -14.4 -80.6
12 150 -14,2 -78,1
16 NR -14.2 -78,1
49 0,6 -15,0 -79.8
51 0,19 -15,0 -79.2

Tabela 2: Valores de IC e energia de docagem, para os programas Vina e FRED para as
moléculas selecionadas pela analise consensual

Pode-se observar que em termos de conformacdo a Docagem Molecular no Auto
Dock Vina conseguiu alocar os ligantes em uma conformagéao bem préxima da conformacao
do ligante cristalografado (Figura 6). Com valores de RMSD de 0,51 e 0,49 A para os
ligantes 10 e 12, respectivamente. Dessa maneira, para a analise das interagdes foi tomada
como base a conformacgédo dos ligantes nesse programa.
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Figura 7: Ligantes docados na enzima LmDHODH superpostos com o ligante experimental.
A-Ligantes 12; B-Ligante 10; C-Ligante 16; D-Ligante 49; E-Ligante 51. Destaque em laranja
para a regido modelada.

As ligacbes de hidrogénio sdo cruciais para o funcionamento das atividades
bioquimicas e estabilizacédo das estruturas tridimensionais de sistemas protéicos.

Compreender a natureza dessas interagdes é um passo crucial para descrever a
funcionalidade desses sistemas em meios biolégicos a nivel molecular (NOZAD et al, 2009).
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Por outro lado interagdes hidrofébicas também possuem uma importante funcao
em reagdes biolégicas que ocorrem em meio aquoso, como por exemplo: a formacgéo de
micelas e no enovelamento de proteinas (HUMMER, 1998).

Dessa maneira, baseado nas energias de ligagdo e nas interagcbes (Figura 7), os
ligantes 10 e 12 foram selecionadas para simulacées de dindmica molecular, no intuito de
avaliar o comportamento dessas interagcdes ao longo do tempo.

Na Figura 7 é possivel observar as interagcdes de hidrogénio que os ligantes 10 e
12 fazem com os residuos LYS44, ASN68, GLY71, LEU72, LEU129, SER130, CYS131,
ASN195 e SER196 e interacdo hidrofobica com o residuo MET70. O comportamento
desses residuos foram avaliados durante a simulacdo da DM.

(A) (B)

Figura 8: Estruturas dos ligantes 10 (A) e 12 (B) e as interagGes que fazem com os residuos
da enzima. As ligagdes de hidrogénio sdo mostradas em verde as ligagdes hidrofébicas em
vermelho, obtido através do programa LIGPLOT (Laskowski, 2011).

3.3 Dinamica Molecular

Para avaliar se as simula¢gdes de dindmica molecular estdo suficientemente
estaveis alguns fatores devem ser considerados, como por exemplo o desvio da raiz média
quadratica, a flutuagéo da raiz média quadratica, energia total do sistema e as distancias
médias dos residuos que interagem com o ligante. Esses foram obtidos através de um valor
de coordenadas a cada um picossegundo de simulagéo.
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3.3.1 RMSD

Os valores de RMSD sdo uma comparagédo entre dois conjuntos de dados, nesse
caso entre as coordenadas dos carbonos a ao longo do tempo de simulagdo em relacdo a
estrutura inicial, tomando como ponto de partida a estrutura minimizada. Como resultado
tem-se um grafico do desvio global da estrutura em relagcéo a conformacéo inicial em funcéao

do tempo (Figura 8).
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Figura 9: Grafico de RMSD para os dois sistemas simulados, em preto o ligante 10 e em
vermelho o ligante 12. Considerando apenas os carbonos a da estrutura protéica e tomando
como coordenadas iniciais a estrutura depois de ter sido minimizada.

A partir da analise dos valores de RMSD pode-se observar que os dois sistemas
simulados tendem a estabilizar-se a partir dos primeiros 1500 picossegundos, porém uma
estabilizacdo mais efetiva, com valores em torno de 0,3 nm, sb ocorre ap6s os primeiros
3000 picossegundos.

3.3.2 RMSF

Os valores de RMSF sdo uma forma de avaliar as flutuagbes dos residuos dos
sistemas simulados, regides com valores elevados indicam uma maior flexibilidade, ou seja,
que sofreram grandes flutuagdes e ainda buscam estabilidade, tais valores ocorrem em
areas mais externas da proteina, regides com flutuacdes baixas indicam que os residuos
ja se encontram estabilizados.

Na Figura 9 na regido | € possivel observar pequenos valores de flutuagdes, na
regido em que compreende os residuos ASN68, MET70, GLY71 e LEU72, fato que indica
que as interacoes com os ligantes estao suficientemente estaveis.
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Em contrapartida na regiéo |l observa-se pontos com picos acima 0,25 nm, onde
estdo compreendidos os residuos LEU129, SER130 e CYS131 (Figura 9), tal fato ndo
significa necessariamente que os residuos ndo estejam fazendo interacdes ou nédo estejam
totalmente estabilizados, essas flutuagdes séo justificadas pelo fato desses residuos serem
hidrofilicos e se encontrarem em regides mais externas da proteina nesse caso formando
uma regido de alca que sofre naturalmente grandes flutuagées.

Mesmo sendo um residuo hidrofilico a SER196 por estar fora dessa alca consegue
alcancar estabilidade, regiao Il (Figura 9). Esses resultados corroboram com os resultados
obtidos por CORDEIRO, et al que observou que independente da cavidade enzimatica
estar ocupada ou nédo essa regido apresenta essa caracteristica.

As regides |, Il, Il s&o mostradas na Figura 10.

RMS fluctuation

o] 100 200 300 400
Residues

Figura 10: RMSF para os dois sistemas simulados em preto dados relativos a dindmica do
ligante 10 e em vermelho para o ligante 12.
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REGIAO I1

REGIAO 1

REGIAO 111
Figura 11: Em destaque as regides |, Il lll e o ligante cristalografico (ligante 12)
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Figura 12: RMSF para os atomos de cada ligante em preto ligante 10 e em vermelho ligante 12.
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Ligante 10 (preto) Ligante 12 (vermelho)

(A) (B)

Figura 13: Numeracgéao adotada para os atomos de cada ligante no calculo de RMSF. Ligante 10
(A) e 12 (B).

Devido a grande similaridades entre as estruturas dos ligantes 10 e 12 e também
ao fato da Docagem ter alocado os mesmos em posi¢des proximas as interagdes com os
residuos da enzima sdo bem similares.

No entanto na diferenca entre as estruturas, dois hidrogénios ligados a N15 do
ligante 10 e dois oxigénios ligados a N14 do ligante 12, (Figura 12) é possivel observar um
comportamento no qual o oxigénio (15) do ligante 12 sofre uma flutuagédo muito maior que
os hidrogénios (16 e 17) do ligante 10 (Figura 11). Isso ocorre devido ao fato do oxigénio
ser mais eletronegativo e provoque uma distribuicdo de carga mais desigual, tornando
assim a interagdo com o residuo de SER130 muito mais forte.

41 CONCLUSOES

Foi realizada a Modelagem Molecular por Homologia da alca catalitica da enzima e
os resultados demonstraram satisfatorios ao predizer a conformacao mantendo a qualidade
do modelo com 95,5% dos residuos estdo em regides estereoquimicamente favoraveis e
99,7% em regides permitidas e mostram através do grafico de Anolea que a grande maioria
dos residuos entédo em regides energeticamente favoraveis.

Na Docagem Molecular foi possivel avaliar e identificar pontos de seletividade do
sitio ativo da LmDHODH através do método de docagem molecular no qual os residuos
LYS44, ASN68, GLY71, LEU72, SER130, CYS131, ASN195 e SER196 se demonstraram
importantes ao fazerem interagcdes com os inibidores docados nos programas FRED 2.2.5 e
AutoDockVina 1.1.1, sendo que a partir desta analise foram selecionadas cinco estruturas.

Através dos resultados obtidos, levando-se em consideragéo a energia de docagem
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e o numero de interagbes, dois compostos (ligantes 10 e 12) foram selecionados para
posteriores estudos de dinamica molecular.

Os sistemas simulados estabilizaram-se com um RMSD em torno de 0,3 nm. Ja os
valores de RMSF indicam pequenas flutuagbes na regido hidrofébica da LmDHODH que
interage com os ligantes 10 e 12 (ASN 68, MET70, GLY71, LEU72), caracterizando uma
boa estabilidade dessas intera¢des e grandes flutuagdes na regido hidrofilica (LEU129,
SER130, CYS131), o que néo significa que esse residuos nao contribuem com interagdes
para os ligantes, o que ocorre é que esses residuos estdo em uma regido formada por uma
alca que é sujeito a grandes flutuagdes.

Uma evidencia que ratifica esse argumento é o fato de que o residuo SER196,
apesar de ser hidrofilico ndo possuiu valores altos de flutuacdes, uma vez que esta fora
dessa alca.
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