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RESUMO

Microrganismos, em geral, apresentam-se como 0s principais agentes de doencas em
seres humanos. Dados do Ministério da Saude Brasileiro demonstram doencas
bacterianas como as principais causas de morte no pais. Na terapéutica desses
organismos, os antibioticos sdo considerados os métodos quimioterapicos de maior
sucesso da medicina do século XXI, pois representam a primeira, e Unica, linha de
combate contra doencgas bacterianas. O desenvolvimento de novas drogas
antibiéticas torna-se cada vez mais necessario, uma vez que os indices de resisténcia
bacteriana se tornam mais altos a cada ano. Nesse ponto, a rota metabdlica do
chiguimato é atraente a esse tipo de pesquisa, por ser considerada uma via essencial
para a manutencdo desses organismos no ambiente, além de estar ausente em
animais. A via é responsavel pela formagédo do corismato, precursor de aminoacidos
aromaticos (Phe, Trp e Tyr), acido félico e ubiquinonas nos grupos de seres vivos
onde esta presente. A terceira reacdo da via biossintética do chiguimato é realizada
pela enzima DHQD. Nesse passo é realizada a desidratacao reversivel da molécula
DHQ visando transforméa-la em 3-desidrochiquimato, reacédo foco desse estudo. Na
busca por novos inibidores de DHQD foram realizadas simulacdes de docking de
pequenos ligantes contra a estrutura tridimensional de uma proteina alvo, pois € um
processo onde se visa encontrar, entre as possiveis orientacées/conformacdes de um
ligante no sitio ativo, aquela que apresenta a menor energia de ligacao e,
consequente, maior finidade. Além das simulacdes de docking, foram realizados
métodos de Aprendizagem de Maquina na formulacdo de funcbes escores
polinomiais, a partir de funcdes escores presentes no MVD, que fossem capazes de
prever a afinidade entre proteina/ligante. Ao final de todas as simulacdes e testes
realizados ao longo do projeto, chegamos a conclusédo de que a equacédo Polscore56
apresentou-se como a mais habil para prever a afinidade entre o sitio ativo de DHQD
com compostos testados. Para esse polindmio os resultados de test set (p = 0,900; p-
value = 0,037), AUC (74,686%), EF1 (540) e EF2 (159,23) foram, na maioria das
categorias avaliadas, os melhores, confirmando as hipéteses formuladas sobre a
equacao e indicando-a para estudos posteriores com a enzima.

Palavras-Chave: DHQD. Aprendizado de Maquina. Docking.



ABSTRACT

Microorganisms, in general, are the major agents of disease in humans. Data from the
Brazilian Ministry of Health show bacterial diseases as the main causes of death in the
country. In the therapy of these organisms, antibiotics are considered the most
successful chemotherapy methods of 21st century medicine, as they represent the
first, and only, line of combat against bacterial diseases. The development of new
antibiotic drugs is becoming increasingly necessary, as bacterial resistance rates
become higher each year. At this point, shikimate pathway is attractive to this type of
research, since it is considered an essential pathway for the maintenance of these
organisms in the environment, besides being absent in animals. The pathway is
responsible for the formation of chorismate, precursor of aromatic amino acids (Phe,
Trp and Tyr), folic acid and ubiquinones in the groups of organisms that presents it.
The third reaction of the shikimate biosynthetic pathway is performed by the enzyme
DHQD. In this step the reversible dehydration of the DHQ molecule is performed
aiming to transform into 3-dehydroshikimate, the focus reaction of this study. In the
search for new DHQD inhibitors, docking simulations were performed against the
three-dimensional structure of a target protein, since it is a process that seeks to find,
among possible orientations/conformations of a ligand in the active site, the one that
presents the lower binding energy and, consequently, greater affinity. In addition to the
docking simulations, machine learning methods were used to formulate polynomial
scoring functions, based on the MVD scoring functions, which were able to predict
protein/binder affinity. At the end of all the simulations and tests carried out throughout
the project, we conclude that the Polscore56 equation was the most skilled to predict
the affinity between the active site of DHQD and tested compounds. For this
polynomial, the results of test set (p = 0,900; p-value = 0,037), AUC (74,686%), EF1
(540) and EF2 (159,23) were, in most of the categories evaluated, the best, confirming
the formulated hypotheses on the equation and indicating it for further studies with the
enzyme.

Keywords: DHQD. Machine Learning. Docking.
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1 INTRODUCAO

1.1 indices de doencas infecciosas no Brasil e no Mundo

Microrganismos, em geral, apresentam-se como 0s principais agentes de
doencas ocasionadas em seres humanos. Dados de 2016 (Dezembro) do Ministério
da Saude Brasileiro (2016) (Figura 1) demonstram que entre as quatro doencas
infecciosas e parasitarias que mais causaram obitos no Brasil, as doencas bacterianas
figuram na terceira e quarta posicao (Tuberculose; Diarreia/Gastroenterite),
representando mais da metade das mortes, por esse tipo de patégeno, no ano. Em
relacdo ao niumero de mortes de criancas, até 4 anos de idade, vinculadas as doencas
gerais, o quadro é pior quando sao consideradas doencas bacterianas. Infeccdes
respiratorias, sepse em recém-nascidos, diarreia e meningite figuram entre as dez
principais causas de morte. Quando somados, o0 numero de O6bitos das quatro
patologias € maior do que a principal causa, anomalias congénitas (Organizacao
Mundial da Saude (OMS), 2016).

14000

12000

10000

8000

6000

4000

= 100 e T
0

2006 2008 2010 2012 2014
EmAIDS ®Doencga de Chagas Tuberculose W Diarréia e Gastroenterite

NuUmero de ébitos

Figura 1. Namero de 6bitos ocasionados por doencgas infecciosas no Brasil no periodo entre
2006 e 2014. (Dados: Ministério da Saude).

Em niveis mundiais faltam dados atuais sobre a quantidade de mortes
relacionadas a cada doencga, porém dados da década passada (2000 — 2012 para
causas de morte em geral) trazem doencas infecciosas respiratorias e diarreia entre

as dez doengas com maior nimero de 6bitos no mundo (OMS, 2012). E importante
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lembrar que infecg8es respiratérias e diarreias podem ter varios patdgenos como seus
agentes, porém ndo ha dados percentuais que relacionem o nimero de mortes ao

microrganismo causador.

1.2 Antibioticos e Resisténcia Bacteriana

1.2.1 Mecanismos de Acao do Antibidticos

Os antibiéticos sdo considerados os meétodos quimioterapicos de maior
sucesso da medicina do século XXI (Venter, et al. 2017), pois representam a primeira,
e Unica, linha de combate contra doencgas infecciosas ocasionadas por bactérias. Sdo
considerados o0s Unicos agentes farmacoldgicos que ndo atingem somente o paciente
gue os ingere, mas, também, no ambiente dos hospitais e postos de saude ao interferir
nas populagdes bacterianas por meio da sele¢éo de cepas resistentes/modificadas
aos quimioterapicos (ANVISA). A utilizacdo clinica de agentes antimicrobianos
apresenta-se de duas formas: profilatica e terapéutica. A acéo profilatica € utilizada
com o objetivo de prevenir uma infeccdo inicial (tratamento primario), ou na prevencao
de infeccao reincidente ou reativada (tratamento secundario) (Enzler, et al. 2011). O
segundo modo de tratamento, terapéutico, é direcionado para infec¢cbes bacterianas
agudas, tendo como objetivo a eliminacdo do patégeno e, consequente, término da
infeccéo e danificacéo do tecido contaminado (Leekha, et al. 2011).

Os agentes antimicrobianos possuem um foco molecular de atividade no
interior da célula, voltando-se para vias metabdlicas essenciais ou na
desestabilizacdo, direta ou indireta, de importantes estruturas celulares, como a
membrana plasmatica, parede celular e acidos nucléicos (DNA e RNA). Atualmente,
existem treze classes de antibiéticos arranjadas em cinco grupos com base no seu
mecanismo de acao na célula bacteriana (ANVISA), sdo os seguintes: impedimento
da sintese de peptidioglicanos da parede celular; disrupcdo da membrana plasmatica;
impedimento da sintese proteica (0 composto pode se ligar ao RNAr, ou ao RNAt);
desestabilizac&o indireta do DNA (pela formacao de radicais livres), ou bloqueio da
transcricdo (impede o correto funcionamento da RNA-polimerase); inibicdo
competitiva de enzimas presentes na via de sintese do acido félico e de purinas. A
atividade microbiana dos quimioterapicos depende diretamente de quatro fatores:

concentracéo ideal no local de infec¢do, adentrar o citoplasma da célula (passando
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pela parede celular e membrana plasmaética), afinidade pelo alvo de atividade do
composto (citados acima) e tempo de permanéncia na célula-alvo (ANVISA) (Figura
2).

Concentragio
no local de
infecgdo

Farmacocinética e
ANTIMICROBIANO Resultado

Absorcio Concentragéo

Eﬂ'ﬁt":;h'i_'qa“ Inibitaria Contagem bacteriana

Excrocio Minima do Mortalidade

XCregiao Patégeno Melhaora clinica

Farmacodinamica

Eliminagao tempo-dependenta
Eliminagdo concentragdo-dependente
Efeito pés-antibidtico

Figura 2. Fatores relacionados aos agentes antimicrobianos responséveis com a efetividade
do composto no combate aos patégenos. (Fonte: ANVISA).

1.2.2 Resisténcia Bacteriana a Antibi6ticos

Pode-se considerar a resisténcia bacteriana como uma rede molecular
interigada que confere protecdo contra os diversos compostos presentes nos
antimicrobianos (Wright, 2007) que comecou a ser observada a partir da descoberta
da penicilina (1940) e sua utilizacdo desenfreada, sem controle. Os mecanismos de
resisténcia mais comuns séo: efluxo dos compostos antimicrobianos por porinas
presentes na membrana plasmatica e parede celular; mutacfes génicas que alteram
o sitio de ligacdo de algumas enzimas especificas, diminuindo a afinidade pelos
quimioterapicos. Certos grupos bacterianos podem apresentar casos mais especificos
de resisténcia, como por exemplo: bactérias gram-negativas apresentam outra
membrana externa (lipopolissacarideo-fosfolipidica) formando uma barreira fisica
contra a entrada dos compostos; producdo de enzimas que destroem 0s compostos
quimicos fazendo com que percam a sua atividade antimicrobiana, caso das [-
lactamases (destroem o anel B-lactamico presente na penicilina e em seus derivados)
e aminoglicosideo quinase (grupo de enzimas que inativam compostos antibiéticos
através da fosforilagdo em regido especifica). Wright, 2005 salienta que todos os

mecanismos de resisténcia bacteriana requerem uma reprogramacao genética do
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organismo e dispendem de alta quantidade de energia para a producdo de enzimas
de resisténcia, ou para a reorganizagcdo ocorrida em estruturas/moléculas
fundamentais da célula (membrana plasmatica, parede celular, ribossomo, RNAr,
etc.).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS, 2016) classifica a resisténcia
bacteriana como um dos principais problemas de salde mundial na atualidade, pois
esse mecanismo de defesa gera dificuldades no tratamento de certas doencas,
podendo ocasionar, em alguns casos, a morte dos pacientes, além do aumento de
gastos com hospitais e saude publica em geral. Estima-se que na Unido Europeia
vinte e cinco mil pessoas morrem a cada ano em decorréncia de infecgOes
ocasionadas por bactérias multirresistentes, gerando um gasto de, aproximadamente,
1,5 bilhdes de ddolares anualmente. Estima-se que se providéncias ndo forem tomadas
para a diminuicdo de cepas resistentes aos compostos utilizados atualmente, nos
préximos trinta e cinco anos, 300.000 pessoas morrerdo em decorréncia de infeccdes
por bactérias resistentes a antibioticos (EMA-UE, 2016).

1.3 Via Metabdlica do Chiquimato

A rota metabdlica do acido chiquimico esta presente em larga variedade de
organismos, como bactérias, plantas e protistas (Apicomplexa) (Bentley & Haslam
1990). A via metabdlica é constituida de sete passos, apresentando uma grande
diversidade na funcao enzimatica dos trés grupos em que ocorre. Em bactérias, foco
desse estudo, as sete reacdes enzimaticas sdo realizadas por sete enzimas
monofuncionais codificadas por genes diferentes (Millar & Coggins, 1986) (Figura 3).
As plantas apresentam um complexo bifuncional que realiza as atividades enzimaticas
da terceira e quarta enzima (Herrmann, 1995). Nos fungos as enzimas que realizam
a primeira e a Ultima reacdo da via estdo conservadas, porém as fun¢des da segunda
até a sexta enzima sao realizadas por um complexo proteico multifuncional, chamado
AROM (Hawkins & Smith, 1991).

Os substratos iniciais que dao inicio a rota séo a Eritrose-4-fosfato (E4F) e o
Fosfoenolpiruvato (FEP), ambos provindos de vias catabdlicas de carboidratos.
Roberts et al. 2002 demonstrou a importancia dessa via metabdélica comprovando que

20% dos “carbonos” produzidos no catabolismo de carboidratos sao direcionados para
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a utilizacdo nessa via. O objetivo final das reacdes € a formacédo do corismato,
precursor de aminoécidos aromaticos (Fenilalanina (Phe), Triptofano (Trp) e Tirosina

(Tyr)) acido félico e ubiquinonas nos grupos de seres vivos onde esta presente.

D,
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DESIDROQUINATO
SINTASE

2

CHIQUIMATO
DESIDROGENASE (1
EPSP

SINTASE %

CHIQUIMATO

7
7 CORISMATO QUINASE

SINTASE

Figura 3. Via metabdlica do chiquimato em bactérias. (Abreviagbes: FEP, fosfoenolpiruvato; E4F,
eritrose-4-fosfato; DAHP, 3-deoxi-D-arabino-heptulosanato-7-fosfato; DHQ, 3-desidroquinato; DHS, 3-
desidrochiquimato; SHK, chiquimato; S3P, chiquimato-3-fosfato; EPSP, 5-enolpiruvilchiquimato-3-
fosfato).

Em experimento realizado por Maeda & Dudareva, 2013 foi possivel
comprovar a essencialidade da rota para bactérias, uma vez que mutacdes induzidas
nos genes das enzimas presentes na via inibiram o crescimento bacteriano. A rota ja
€ utilizada como alvo de um dos principais herbicidas presentes no mercado, o
glifosato. Inibidor competitivo da sexta (penultima) enzima da rota, liga-se ao sitio ativo
da enzima impedindo que ocorra a reagao, provocando, assim, a morte da planta.
Existem alguns resultados (Roberts et al. 1998) que trazem sucesso na utilizagcéo de
glifosato como tratamento quimioterapico terapéutico em ratos infectados com
Toxoplasma gondii e Plasmodium sp., mas ainda ha necessidade de mais estudos
para comprovar a eficacia contra os dois patdgenos. Uma vez que a via é considerada
essencial para a manutencdo desses organismos no ambiente, existem indicios que

gualguer uma das enzimas participantes seja um promissor alvo para o desenho de
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novos farmacos, apresentando-se como uma saida para a resisténcia bacteriana.
Além disso, outro bom motivo para o estudo dessas enzimas, € a auséncia da rota em
humanos, o que diminui as chances de efeitos colaterais de quimioterapicos que

objetivam a interrupcédo da producado de corismato.

1.3.1 Deoxi-D-Arabino-Heptulosanato-7-Fosfato Sintase (DAHPS) (EC 2.5.1.54)

DAHPS (Figura 4) é a primeira enzima atuante na rota do acido chiquimico. A
reacdo mediada pela enzima é a condensac¢édo de FEP e E4F gerando como produto
o composto 3-deoxi-D-arabino-heptulosanato-7-fosfato (DAHP). A reacéo
intermediada pela enzima € do tipo condensacao aldol gerando como produto final
uma cadeia cetocarbdnica acida de sete carbonos.

Durante a reacao, um fosfato inorgéanico (Pi) € retirado da molécula de FEP
(DAHP) (Mir et al. 2013). A DAHPS pode apresentar-se em trés isoformas distintas:
DAHPS(PHE), um homotetramero codificado pelo gene aroG, é a forma mais
abundante representando =80% de DAHPS presente na célula; DAHPS(TYR) e
DAHPS(TRP) sdo homodimeros codificados, respectivamente, pelos genes aroF e
aroH representando =20% e =1% da atividade enzimatica. Essas variadas formas
indicam um mecanismo de inibicdo por retroalimentacdo pelos aminoacidos que sao
reconhecidos pelos seus sitios alostéricos. As cadeias polipeptidicas das trés
isoformas apresentam um namero similar de aminoacidos demonstrando um alto grau
de identidade entre as sequéncias. DAHPS(PHE) apresenta 350 residuos,
DAHPS(TYR) 356 residuos e DAHPS(TRP) 348 residuos, com 41% dos residuos
idénticos (Shumilin et al. 1999).

Esse alto grau de similaridade sugere a comum origem evolucionaria para as
trés isoenzimas. Esse processo ocorreu, como suposto por Wallace & Pittard, 1967,
através de duplicacdo génica seguida por mutacfes que atuaram na formacdo de
proteinas sensiveis a diferentes mecanismos de controle alostérico. DAHPS é uma
metaloenzima dependente de ions divalentes, ndo estando bem definido se s&o
necessarios na atividade catalitica, ou na manutencéo da estrutura proteica. Os ions,

documentados in vitro, sdo: Mn2*, Fe2*, Cd2?*, Co?*, Cu?*, Ni2*, Zn2* e Ca?*.
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Figura 4. Estrutura cristalografica da enzima DAHPS(PHE) de E. coli (Difracdo de Raios X (2,8 A)).
Em vermelho estdo representadas as oito a-hélices e em azul as oito fitas-B. Em cinza estéo
representados os loops. Em verde a esquerda encontra-se FEP e a direita PHE. Cédigo de acesso
PDB: 1KFL (cadeia A) (Shumilin et al. 2002).

1.3.2 3-Desidroquinase Sintase (DHQS) (EC 4.2.3.4)

DHQS (Figura 5) € a segunda enzima presente na via metabdlica do acido
chiquimico. Ela catalisa a reacdo de conversao de DAHP em 3-Desidroquinato (DHQ)
num processo de cinco rea¢des onde ha a formacao de um anel carbociclico que sera
utilizado na producdo do anel benzénico presente nos aminodcidos aromaticos
(Chandran & Frost, 2001). O processo é dependente de Nicotinamida Dinucleotideo
(NAD) para a realizacao de suas reacdes. A primeira das cinco reacdes realizadas no
sitio ativo da proteina é a reducdo de NAD* para Nicotinamida Dinucleotideo Hidreto
(NADH). Apoés as reacdes intermediarias, onde ocorre a transformacédo da molécula
de DAHP em DHQ, o NAD é reoxidado, processo essencial para que a DHQ seja
liberada do sitio de ligacdo com a proteina. As cinco rea¢c6es mediadas pela enzima
tém como objetivo a eliminagdo do grupamento fosfato da molécula DAHP para a
formacdo de DHQ (Herrmann & Weaver, 1999). DHQS possui 362 residuos em sua
cadeia polipeptidica formando um homodimero. E uma metaloenzima, apresentando
afinidade com dois cations divalentes, Co2* e Zn2*, presentes e atuantes diretos no

sitio ativo da proteina (Chandran et al. 2001).
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Figura 5. Estrutura cristalogréfica da enzima DHQS de V. cholerae (Difracdo de Raios X (2,5 A)).
Em vermelho estdo representadas as dez a-hélices e em azul as dez fitas-B. Em cinza estédo
representados os loops. Cadigo de acesso PDB: 30KF (cadeia A) (Minasov et al. 2010).

1.3.3 3-Desidroquinato Desidratase (DHQD) (EC 4.2.1.10)

A terceira reacdo da via biossintética do chiquimato é realizada pela enzima
DHQD. Nesse passo € realizada a desidratacao reversivel da molécula DHQ visando
transforma-la em 3-desidrochiquimato (DHS). A enzima também participa da rota do
quinato, via responsavel por transformar o acido quinico em diversos produtos, como
o acetil-CoA e sucinil-CoA, participantes do Ciclo de Krebs (Roszak et al. 2002).
Grande parte das espécies bacterianas apresenta duas isoformas da enzima, Tipo |
(DHQDI) e Tipo Il (DHQDII). As duas enzimas diferem em estrutura, mas catalisam o
mesmo tipo de reacdo, desidratacdo do C2 presente no anel carbociclico inserindo a
primeira ligacdo dupla para futura formagcdo do anel aromatico. DHQDI apresenta
estrutura de barril com oito fitas-f circundadas por oito a-hélices, em contraste,
DHQDII é formada por uma folha-B (cinco fitas-) flanqueadas por 4 a-hélices (Figura
6) (Gourley et al. 1999). As duas isoformas apresentam, em média, 252 residuos,

formando um homodimero.
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Figura 6. Estrutura cristalogréfica da enzima DHQDII de M. tuberculosis (Difragdo de Raios X (1,5
A)). Em vermelho estéo representadas as quatro a-hélices e em azul as cinco fitas-B. Em cinza est&o
representados os loops. Cadigo de acesso PDB: 2Y71 (cadeia A) (Tizon et al. 2011). (Lig: ligante; a1:
Thr28 — Gly44; a2: lle130 — His143; a3: Ser54 — Ala68; a4: Ser83 — Glu92; B1: Lys46 — Asp53; 2:Leu3
—Pro11; B3: Pro71 — Asn75; B4: Ala95 — Ser103; 5: Thr122 — Gly129).

DHQDI estd associada exclusivamente com a biossintese do corismato
estando presente em fungos, plantas e algumas bactérias. Catalisa a desidratacéo
por eliminacdo sin necessitando da utilizacdo de um intermediario imina (Harris, et al.
1993). Ja DQHDII atua nas duas rotas, chiquimato (bactérias) e quinato (fungos),
catalisando a desidratacdo através de eliminacdo anti com a utilizacdo de enolato
como intermediario (Harris, et al. 1996). As duas isoformas apresentam alto grau de
conservacgao de alguns aminoacidos essenciais para reacdes ocorrentes no sitio ativo
(Mir et al. 2013). Os residuos conservados séo Lisina, Histidina e Glutamato. Como
foram encontrados estudos caracterizando o sitio ativo somente para DHQDII, essa
foi a isoforma da proteina utilizada no estudo. Para essa isoenzima os residuos
encontrados no sitio ativo foram: Asn75; His81; His101; lle1l02; Serl103; Argll2
(Figura 7).
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lle102
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Figura 7. Caracterizagdo do sitio ativo de DHQDIl complexada ao ligante ((1R,4S,5R)-1,4,5-
trinydroxy-3-[(5-methyl-1-benzothiophen-2-yl)methoxy]cyclohex-2-ene-1-carboxylic acid).
Cédigo de acesso PDB: 2Y71 (Tizon et al. 2011). (Pdarpura: Ligante; vermelho: oxigénio; azul:

nitrogénio; cinza escuro: carbono; cinza claro: hidrogénios).

A figura 8 traz o mapa de interagdes ocorridas entre a proteina e o ligante,
gerado pelo software LigPlot* (Laskowski & Swindells, 2011). Pode-se perceber que,
além dos residuos que formam ligac@es de hidrogénio com o ligante, ocorrem ligacdes
hidrofébicas (van der Waals) entre outros residuos e os atomos formadores do
inibidor. E importante o conhecimento desse tipo de interacdo entre o complexo
proteina-receptor, uma vez que os contatos hidrofébicos agem no reconhecimento
molecular e estabilizacdo do complexo. Ha uma relacéo direta entre 0 nimero de
contatos de van der Waals e o sucesso do inibidor testado, pois como a maioria dos
ligantes sdo competitivos pelo sitio ativo da enzima, quanto mais estavel for a relacéo
entre inibidor e enzima, menor serd a chance de o complexo desestruturar-se. Os
residuos participantes dos contatos apolares s&o: Vall05, Gly78, Gly77, Tyr24,
Asp88, Asnl2, Argl5 e Glu92.
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Figura 8. Mapa de interacdes ocorrentes no complexo proteina-ligante. Cédigo de acesso PDB:
2Y71 (Tizon et al. 2011). (Purpura: ligante (Cb61144); Amarelo: DHQD; Pontilhado verde: liga¢gbes de

hidrogénio; Meios circulos com riscos vermelhos: contatos hidrofébicos (van der Waals)).
1.3.4 Chiquimato 5-Desidrogenase (SDH) (EC 1.1.1.25)

A guarta reacdo da rota metabolica é mediada pela enzima SDH (Figura 9). A
molécula catalisa a reducdo dependente de NADPH da molécula de DHS para
chiguimato (SHK) (Peek et al. 2014). A enzima pode estar presente na célula como
um monémero ou dimero, apresentando duas diferentes formas, aberta e fechada,
sendo a ultima considerada a catalitica (Avitia-Dominguez et al. 2014). Peek e
colaboradores, 2014 descrevem a existéncia de cinco enzimas (AroE, Ydib, Rifl, SdhL
e Aell) muito similares (20% - 50% de identidade) formando uma familia de proteinas,
familia SDH. No entanto, somente SDH (AroE) foi identificada com propriedades
fisico-quimicas para realizar as reac¢des na rota aqui trabalhada. A enzima apresenta
uma alta variabilidade de formas, sendo, essa caracteristica, diretamente relacionada
com o organismo analisado. Em Staphylococcus pidermidis e Thermotoga maritima

esta presente como mondmero, ja em Mycobacterium tuberculosis e Thermus

25



thermophilus ha a formacéo de dimeros. Sado encontrados, geralmente, 275 residuos

totais e dois sitios cataliticos, um para DHS e outro para a ligagdo de NADPH.

Figura 9. Estrutura cristalogréafica da enzima SDH de E. coli (Difracdo de Raios X (1,5 A)). Em
vermelho estdo representadas as dez a-hélices e em azul as onze fitas-B. Em cinza estéo
representados os loops. Codigo de acesso PDB: INYT (Cadeia A) (Michel et al. 2003).

1.3.5 Chiquimato Quinase (SK) (EC 2.7.1.71)

O quinto passo da via metabdlica do chiquimato € a reacao de fosforilacdo da
molécula de chiquimato convertendo-a em chiquimato-3-fosfato (S3P). Essa reacao é
intermediada pela enzima SK (Figura 10) que transfere um fosfato inorganico (Pi) do
doador (adenosina trifosfato) para o terceiro carbono do anel carbociclico do
chiguimato. Em E. coli, essa enzima apresenta-se em duas isoformas codificadas por
genes diferentes, aro-K: Chiguimato Quinase Tipo | (SKI) e aroL: Chiquimato Quinase
Tipo II (SKIlI). SKI apresenta um menor grau de afinidade (Km) com o substrato, em
média de 20mM, enquanto SKIl apresenta Km de 200uM (Whipp et al. 1995),
demonstrando que a segunda isoforma estad diretamente envolvida na rota de
producdo de compostos aromaticos. A enzima pertence a classe das quinases
nucleosidicas monofosfato possuindo trés dominios conservados em sua estrutura:
CORE, onde estao presentes residuos conservados que interagem com o fosfato; LID,

realiza uma mudanga conformacional sobre o sitio de ligacdo da enzima apos o
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substrato estar interagindo; NMP, responsavel pelo reconhecimento e ligagcdo ao
substrato especifico, no caso, chiquimato (DIAS et al. 2007 apud Gu et al. 2002).

Figura 10. Estrutura cristalografica da enzima SK de M. tuberculosis (Difracdo de Raios X (2,3 A)).
Em vermelho estdo representadas as seis a-hélices e em azul as quatro fitas-B. Em cinza estédo
representados os loops. Cadigo de acesso PDB: 1WE2 (Pereira et al. 2005).

1.3.6 5-Enolpiruvilchiquimato-3-Fosfato Sintase (EPSPS) (EC 2.5.1.19)

O sexto passo da via do acido chiquimico é intermediado pela enzima EPSPS
(Figura 11). Durante a reacdo ocorre a transferéncia de enolpiruvil, a partir de FEP, a
posicdo 5-hidroxi da molécula de S3P convertendo-a em 5-enolpiruvilchiquimato-3-
fosfato (EPSP). Durante as reacdes de conversao a enzima sofre uma mudanca
conformacional no momento em que se liga ao C3F, partindo do estado “aberto” para
“fechado”. Essa modificacdo permite a ligacado de FEP ao sitio ativo da proteina,
formando uma interface entre o C-terminal e o N-terminal (Funke et al. 2009),
possibilitando as reagdes de transferéncia ocorridas no sitio de ligagdo. A estrutura
tridimensional da enzima foi elucidada pela primeira vez por Stallings et al. 1991, para
E. coli, onde observou-se a presenca de 427 residuos de aminoacidos formando um
dimero. Para esta enzima ja sédo conhecidos resultados satisfatorios para inibicao e

parada da rota em plantas. O herbicida glifosato € considerado um inibidor competitivo
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(Maeda et al. 2013), pois concorre diretamente com o segundo substrato da enzima,

FEP, ocupando o sitio ativo, 0 que impede o acoplamento do ligante natural.

Figura 11. Estrutura cristalogréafica da enzima EPSPS de E. coli (Difragdo de Raios X (1,5 A)). Em
vermelho estdo representadas as doze a-hélices e em azul as dezenove fitas-f. Em cinza estéo

representados os loops. Cédigo de acesso PDB: 1G6S (Schonbrunn et al. 2001).

1.3.7 Corismato Sintase (CS) (EC 4.2.3.5)

CS (Figura 12) é a ultima e sétima enzima da via de produc¢éo do chiquimato. Ela
catalisa a reacdo de conversdo de EPSP em corismato, que serve de precursor dos
aminoacidos aromaticos, além de outros diversos compostos (Weaver & Herrmann,
1997). A enzima catalisa a reacao de eliminacdo 1,4-trans retirando o fosfato da
molécula de EPSP, além de introduzir a segunda ligacdo no anel aromatico presente
no corismato (Thomas et al. 2003). Para a realiza¢do da reacdo é necessaria a ligacédo
de flavina mononucleotideo (FMN) em um segundo sitio ativo da enzima. CS pode
diferir de um organismo para outro, em E. coli ela apresenta-se com uma enzima
monofuncional dependente de FMN, em Neurospora crassa e Saccharomyces
cerevisae ha um sitio de ligacdo a mais, onde NADPH e FMN séo ligados. Nesses
ultimos dois organismos a enzima é bifuncional (Ahn et al. 2003). Quevillon-Cheruel
et al. 2003, demonstraram que a enzima apresenta, aproximadamente, 370 residuos

de aminoacidos formando um homotetramero.
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Figura 12. Estrutura cristalografica da eenzima CS de A. aeolicus (Difrac&o de Raios X (2,05 A)).
Em vermelho estdo representadas as seis a-hélices e em azul as sete fitas-B. Em cinza estéo
representados os loops. Codigo de acesso PDB: 1Q1L (Viola et al. 2003).

1.4 Biologia de Sistemas Computacional e Computacao Bioinspirada

Durante anos, os avancos da biologia celular e molecular trouxeram grandes
quantidades de dados brutos a respeito das moléculas participantes de importantes
processos celulares. Sequéncias de acidos nucléicos (DNA e RNA) e proteinas; éxons
e introns de determinados genes; estruturas secundarias de proteinas e muitos outros
dados brutos estdo disponiveis em banco de dados (GenBank (Benson et al. 1999) e
Protein Data Bank (PDB) (Berman et al. 2000)) prontos para serem conectados e
tracarem as relacdes ocorrentes no interior das células. Kitano, 2002 afirma que a
biologia molecular foi capaz de descobrir uma enormidade de fatos biolégicos, porém
esses dados/fatos sozinhos ndo sdo capazes de elucidar, ou dar a correta
interpretacdo, dos sistemas bioldgicos presentes nos diversos niveis de organizacao
(células, tecidos, oOrgaos, ecossistemas, etc.). Na tentativa de uma melhor
compreensao dos sistemas biologicos e de uma analise holistica sobre a célula, o
campo da Biologia de Sistemas apresenta-se como uma saida interessante ao
problema apresentado.

A Biologia de Sistemas Computacional (CSB) € um ramo da Biologia de

Sistemas que se utiliza de técnicas computacionais na tentativa de simular sistemas
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biolégicos para sua melhor compreensdo. CSB é considerada como “Nova Biologia”,
pois integra uma série de areas do conhecimento — biologia, bioinformatica,
computacéo cientifica, engenharias, fisica, quimica, entre outras — que realizam uma
analise a nivel de “sistema”, buscando a solucéo de problemas biologicos criticos.
Kitano, 2002 apresenta dois modos de utilizagdo da CSB na resolucdo de problemas
bioldgicos: data-mining, consiste na identificacdo de padrdes de resultado presentes
em grandes bases de dados (ver de Avila & de Azevedo, 2014); anélises baseadas
em simulacdes, realizacdo de testes das hipbteses geradas pela data mining,
utilizando, previamente, analises in silico para, posteriormente, realizarem-se
experimentos in vitro e in vivo.

Neste trabalho optamos por utilizar as duas abordagens de CSB citadas acima,
pois acreditamos que, assim, tornamos a abrangéncia do trabalho mais completa.
Nosso data mining, foi realizado a partir da selecdo de estruturas cristalograficas
(Raios X) da enzima DHQD que apresentavam fatores de afinidade (constante
inibitoria (Ki)) entre pequenas moléculas (ligante natural e/ou inibidor) e a enzima em
questdo. Os dados foram retirados de duas bases de dados on-line, PDB e BindingDB
(Liu et al. 2001). Apds essa “filtragem bruta” inicial, foi realizada uma “filtragem fina”,
onde foram encontrados os padrdes de dados descritos acima por Kitano, 2002. Os
critérios de selecdo foram: presenca de constante de inibicao (Ki) e presenca de dez
moléculas de dgua em uma esfera tedrica centrada no sitio da enzima, com 10 A de
raio.

A segunda abordagem, andlises baseadas em simulacfes, foi realizada no
sistema de docking molecular, que visa o estudo entre a interacdo proteina-ligante.
Essa abordagem encaixa-se, também, no conceito de Computacao Bioinspirada que
visa o desenvolvimento de algoritmos para a solucdo de problemas de otimizacéo,
podendo esses, serem biolégicos. O modelo que melhor se encaixa para a otimizacao
do sistema proteina-ligante é o Algoritmo Evolucionario (EA) (Thomsen & Christensen,
2006). EA’'s usam as ideias da evolugdo com o objetivo de gerar abordagens
computacionais para tratar problemas de otimizacdo e biolégicos. De forma geral,
EA’'s podem ser classificados como algoritmos estocasticos, classe em que se
enquadram também Monte Carlo, Tabu Search e Swarm Optimization (Floreano &
Mattiussi, 2008). A ideia evolutiva utilizada nesse tipo de algoritmo serve para

“selecionar” as melhores posi¢cdes geradas ao logo do processo. O sistema de
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avaliacdo utilizado é a energia gerada pelo sistema proteina-ligante, quanto menor for
a energia, “mais adaptada” aquela posicéo esta ao sistema. Ao longo da simulagao,
as posicdes estdo suscetiveis a modificacdes, como se ocorressem mutacdes, o que
pode melhorar o fitness do sistema, ou piora-lo. Caso haja uma piora (aumento) na
energia gerada, a posicao é eliminada, se for observada uma melhora (diminuigcéo) a
posicdo é mantida na simulacao.

A utilizacdo dos EA’s destaca a funcdo como critério de selecdo de individuos
mais bem adaptados. Na analise de resultados da simulagdo de docking molecular,
consideramos que o0s melhores resultados sdo os de menor energia, assim na
aplicacao de EA’s ao problema de docking molecular, o tipo de funcéo a ser utilizada
na selecdo de melhores resultados sera a Funcéo Escore (FE). As FE’s séo divididas
em trés grandes familias. A primeira familia é formada por funcbes baseadas em
campos de forca, como a FE do programa DOCK (Meng et al., 1992), que se baseia
no campo de forca AMBER (Weiner et al., 1984). A segunda familia € formada por
Funcdes Escores Empiricas (FEE’s), originalmente propostas por Bohm (Béhm, 1994;
1998), onde os termos de uma funcdo recebem peso, de forma a concordar com
afinidades determinadas experimentalmente. A terceira familia sdo fun¢fes baseadas
em conhecimento, que usam fungbes de energia potencial derivadas de estruturas
obtidas experimentalmente (Tanaka & Scheraga, 1976; Sippl, 1990).

Nosso foco inicial foi a implementacdo de FEE’s, que sao relativamente mais
rapidas de calcular que as outras citadas acima. Testamos a adequacéao de trés tipos
de FEE’s, aqui chamadas de fungdes escores lineares, ndo-lineares e nao-lineares
mistas.

A funcéo escore empirica linear (AG1) tem a seguinte forma geral,
AGl=>"w;Ag,
j

Equacdo 1. Funcao escore empirica linear, onde wj é o peso de cada termo energético Agj.

Os pesos relativos de cada termo da somatoria acima, sao obtidos a partir de ajuste
contra um conjunto de estruturas, para as quais ha informacdo estrutural e de
afinidade disponiveis nas bases de dados MOAD (Mother Of All Databases) (Hu et al.,
2005), BindingDB e PDBbind (Wang et al., 2004). S&o testados diferentes termos

relevantes para interacdes intermoleculares, tais como ligagdes de hidrogénio, area
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de contato, area de contato polar e hidrofobica, &rea acessivel ao solvente, interacéo
eletrostatica entre outros possiveis (de Azevedo & Dias, 2008).

A FEE nao-linear (AG2) admite termos de potenciais mais altas, como (Agj)? ou
outros expoentes. Os termos serdo 0s mesmos descritos da AG1, com a diferenca do
expoente de cada termo. A FEE nao-linear mista (AG3) adiciona termos mistos. Por
exemplo, as interacdes de ligacdo de hidrogénio sédo representadas pelo termo Ag: e
as interacdes de van der Waals por Agz, teremos um termo misto (Agi Agz) na
somatoria da equacédo 1, além dos termos lineares da AG1 e nao-lineares, ja citados
para a AG2.

Os trés tipos de familias de FEE’s sdo ajustadas por classe enzimatica, sendo
selecionada aquela que apresentar melhor concordancia com dados experimentais,
usando-se critérios estatisticos, como o coeficiente de correlacdo de Spearman (Zar,
1972), entre a afinidade prevista pela FEE e a experimental. Teremos dois tipos de
bases de dados de afinidade, uma sera o conjunto treino (training set) com 90 % dos
dados experimentais disponiveis sobre afinidade, usados para obter os pesos da
equacao 1. A segunda base de dados sera formada por 10 % dos dados experimentais
disponiveis, que ndo serdo usados para obtermos 0s pesos da equacgdo 1, este
conjunto € chamado de conjunto teste (test set). Tal abordagem normalmente € usada
na calibragem das FEE’s (de Azevedo & Dias, 2008).

1.5 Docking Molecular

A simulacéo de docking de pequenos ligantes contra a estrutura tridimensional
de uma proteina alvo € um processo onde se visa buscar, entre as possiveis
orientacdes/conformacdes, de um ligante no sitio ativo de uma proteina, aquela que
apresenta a menor energia de ligacao (Mitrasinovic, 2012, 2013; Huang et al. 2010).
Assim, podemos dividir a simulacdo de docking molecular entre duas etapas
principais. Numa primeira etapa sdo geradas posi¢coes possiveis para o ligante,
chamadas poses. Numa segunda etapa, a energia de cada posicéo € avaliada, a partir
de uma FE.

Considera-se como condicdo desejavel para a aplicacdo da metodologia de
docking molecular, a existéncia da estrutura tridimensional de uma proteina

complexada com um ligante. Para a utilizagcdo das estruturas das enzimas da rota
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metabolica utilizada neste projeto, considerou-se a existéncia de dados experimentais
de afinidade das enzimas com pequenas moléculas e, também, a presenca de
estruturas cristalograficas determinadas. Tal complexo sera usado para validacdo do
protocolo de docking. De uma forma geral, essa validacdo € chamada de re-docking,
e 0 Seu sucesso pode ser avaliado pelo célculo do desvio médio quadratico (Root-

Mean Square Deviation (RMSD)), indicado na equagéao 2 abaixo:

1 & 9 2 2
RMSD = ;;((m; — Wig)” + (Viy — Wiy)" + (viz —wi;)")

Equacdo 2. Representacgdo do calculo de RMSD. Wix, Wiy e Wiz: posicao cristalogréfica do ligante.

Vix, Viy e Viz: posic¢ao do ligante obtida através da simulagdo de Docking (pose).

Um valor de RMSD considerado 6timo para as simulagées docking deve ser
encontrado na faixa de 0-2 A. No entanto, simula¢cdes de docking com ligantes que
apresentam grande numero de angulos de tor¢éo, podem apresentar RMSD um pouco
maior (< 3,0 A) e ainda serem aceitaveis.

Todas as enzimas que serdo utilizadas neste trabalho apresentam mais de uma
estrutura cristalografica complexada ao ligante depositada no PDB. Dessa forma
podemos estender a validacdo do protocolo estabelecido pelo re-docking. Esse
processo de validacao utilizando outras estruturas € chamado de ensemble docking.
Uma vez identificado o melhor protocolo de docking, este pode ser utilizado para
vasculhar uma base de dados de pequenos ligantes, como as disponiveis no ZINC
(Irwin & Shoichet, 2005), pois se acredita que aquele protocolo tera a capacidade de
gerar a posicdo mais proxima de uma possivel estrutura cristalografica do complexo.
Tal processo é chamado Virtual Screening (Cerqueira et al. 2015). Para todas as
simulacdes de docking presentes no projeto, usaremos o programa Molegro Virtual
Docker (MVD) (Thomsen & Christensen, 2006). As etapas de todo o processo descrito
acima, até o obijetivo final, a previsdo da afinidade entre o sitio ativo da enzima e uma

molécula ligante, estdo resumidas na figura 13.
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Figura 13. Etapas realizadas nos processos de Biologia de Sistemas e Computacao Bioinspirada
(Docking). A Selecdo do sistema a ser trabalhado é o que da inicio ao projeto; ao Docking pertencem
todos os processos de selec¢éo, testes e identificacdo das melhores FE’s; em SML sdo formadas novas
funcdes (polindmios) a partir das fungdes selecionadas no processo anterior; a Calibragem é a fase
onde verifica-se se as novas fun¢des formadas sdo capazes de reconhecer ligantes verdadeiros.
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2 JUSTIFICATIVA

Doencas infecciosas estdo entre as doencas que mais causam mortes no
mundo atualmente. Entre elas, as doencas causadas por bactérias figuram entre as
primeiras posicdes em rankings de doengas com maior numero de Obitos,
demonstrando a grande influéncia que esses patdgenos exercem na saude pubica do
Brasil e do Mundo. Uma das problematicas que torna ainda mais dificil o combate a
doencas bacterianas, é a baixa diversidade de compostos quimioterapicos para
tratamentos. Com a descoberta da penicilina, em 1940, e nos vinte anos posteriores
(1940 — 1960) existiu a chamada “época de ouro” dos antibiéticos, onde ocorreu uma
grande descoberta de novos compostos com oOtima eficacia em tratamentos
terapéuticos e profilaticos. Porém, com o uso negligente desses medicamentos pelos
médicos, além de muitos pacientes ndo seguirem o tratamento adequado,
encerrando-o antes do prazo solicitado pelo profissional da saude, deu-se inicio ao
processo de selecdo de cepas bacterianas resistentes a certos tipos de compostos, 0
gue trouxe maiores dificuldades no controle de patégenos. No ano de 2016, a OMS
trouxe pesquisas alarmantes sobre a descoberta de novas cepas multirresistentes a
guimioterapicos. Em organismos como Neisseria gonorrhoeae, Treponema pallidum
e Chlamydia trachomatis, causadoras de importantes Doencas Sexualmente
Transmissiveis, foi identificada resisténcia aos tratamentos classicos, gerando uma
série de debates e elaboragcdo de novas estratégias para combater esses “novos”
microrganismos.

Em reunides organizadas pela OMS em 2016 (Global Action Plan on
Antimicrobial Resistance) foram debatidas diversas estratégias para o combate de
cepas multirresistentes. A mais desafiadora delas, é o desenvolvimento de novos
antibioticos, pois além de encontrar-se um composto com caracteristicas
farmacoldgicas especificas em meio a uma infinidade de outros compostos, ha uma
série de leis de biosseguranca e testes clinicos que devem ser respeitadas antes do
farmaco chegar ao mercado.

No entanto, existem algumas fases do desenvolvimento de drogas
antibacterianas que podem ser aceleradas e otimizadas sem ocasionar prejuizos ao
processo. A otimizagao no processo de selecdo de compostos para a realizagao de
testes in vitro e in vivo, a partir da “confecgao” de FEE’s, ou do processo de docking

molecular € uma alternativa “boa e barata” ao processo, pois sdo capazes de
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identificar possiveis candidatos a testes posteriores em meio a uma infinidade de
possibilidades.

Partindo da visdo apresentada acima e das novas estratégias colocadas pela
OMS a comunidade cientifica, podemos afirmar que o estudo apresentado traz
contribuicdes para a resolucdo dessa problematica. Determinacdo de FE’s otimizam
e direcionam a busca por farmacos, diminuindo os custos e o tempo dedicado para
testes in vitro. Além disso, o entendimento das bases moleculares ocorrentes na
interacao entre proteina e ligante permitem a elaboracao de farmacos especificos para
cada sitio ativo e, também, alostéricos, aumentando a possibilidade de sucesso da

terapia.
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3. Objetivo Geral e Objetivos Especificos

3.1 Objetivo Geral

Determinar as bases estruturais para as interacdes das enzimas com ligantes
aplicados as enzimas presentes na rota metabolica do chiquimato, com foco na 3-
Desidroquinato Desidratase.

3.2 Objetivos Especificos

1. Realizar simulagcbes de docking molecular para identificar protocolos capazes de
prever a estrutura cristalografica do complexo proteina-ligante.

2. Realizar docking molecular para ligantes com afinidade conhecida para a enzima
possibilitando a analise com fun¢des escores empiricas.

3. Testar diferentes funcdes escores empiricas para predicdo de afinidade dos
ligantes documentados para a enzima 3-desidroquinato desidratase da via metabdlica

do chiguimato.
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RESEARCH ARTICLE

SAnDReS a Computational Tool for Statistical Analysis of Docking Results

and Development of Scoring Functions

Mariana Morrone Xavier', Gabriela Sehnem Heck', Mauricio Boff de Avila'®, Nayara Maria
chhgrdt Levin'?, Val Oliveira Pintro', Nathalia Lemes Carvalho', Walter F ilgueira de Azevedo
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L INTRODUCTION

The data explosion in the number of macromolecules
deposited in the Protein Data Bank (PDB) [1-3] opens the
possibility to investigate the correlation of these
experimentally  determined  structures  with  functional
information. This is a favorable scenario for application of
computational systems biology approaches [4]. Such
approaches can be used to develop mathematical models to
predict ligand-binding affinity for a target protein. It is also
possible to use these three-dimensional structures to study
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Pontifical Catholic University of Rio Grande do Sul (PUCRS), Av. Ipiranga,
6681, Porto Alegre-RS 90619-900, Brazil, Tel/Fax: ++55-51-3353-4529; E-
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drug targets. The use of structural information makes
possible to apply wvirtual screening (VS) methodology to
identify novel hits and guide future development of new
drugs. The main method to investigate potential new hits for
a target protein is the procedure of protein-ligand docking
simulations [5-11].

Protein-ligand docking simulations employ  scoring
functions to evaluate ligand-binding energy [10]. For
validation of scoring functions, it is common to nvestigate
the correlation between the experimental binding affinity
with scoring functions. This statistical analysis can be based
on squared Pearson’s {R:) or Spearman’s (p) correlation
coefficients [12]. Analysis of sconing function performance
can also be carried out using data sets with active and decoy
ligands, as proposed in the directory of useful decoys,
enhanced (DUD-E) [13].
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Understanding the Structural Basis for Inhibition of Cyclin-Dependent
Kinases. New Pieces in the Molecular Puzzle

Nayara M. Bernhardt Levin™®, Val Oliveira Pintro®, Mauricio Boff de Avila™®, Bruna Boldrini de
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L INTRODUCTION

Several protein kinases {enzyme classification (EC) 2.7 -
~) have been described as participating in intracellular regu-
latory pathways (reviews in [1-10]). Our focus in this paper
15 on cyclin-dependent kinases (CDKs) (EC 2.7.11.22). We
could say that, from the enzymology point of view, CDKs
are enzymes that catalyze the phosphor transfer to a protein,
as indicated in the catalyzed reaction below,

ATP + a protein = ADP + a phosphoprotein,

CDKs are also known as serine-threonine kinases, due to
the specificity of their substrates.
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Systems Biology, Faculty of Biosciences - Pontifical Catholic University of
Rio Grande do Sul (PUCRS), Av. Ipiranga, 6681, Porto Alegre-RS 90619-
900, Brazil; TelFax: 727777777777, E-mail: walter.jumoripuers.br

1389-4501/17 558.00+.00

Functional studies were able to determine the signifi-
cance of CDKs in the cell cycle progression [11, 12]. As
functional studies progressed, new CDKs were identified and
their biological roles established [13, 14]. Because of the
importance of CDKs in the regulation of the cell division
cyele, these enzyvmes have been the object of extensive in-
vestigation, Furthermore, due to their central role in cell cy-
cle progression, CDKs have caught attention as a target for
development of anticancer drugs. CDK nhibitors have also
shown potential for the treatment of inflammatory disorders
[15] and neurodegenerative diseases [16]. Screening studies
aimed to identify CDK inhibitors were initially focused on
starfish due to the abundance of CDK1/cyclin D in starfish
oocyles [17], which allowed the identification of Rosco-
viting, a CDK inhibitor with half maximal inhibitory concen-
tration (1Cs;) in nanomolar range [ 13, 19].

In parallel with CDK functional studies, several research
groups have tried to obtain x-ray diffracting crystals to de-

© 2017 Bentham Science Publishers
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5. Resultados e Discussao

5.1 Pre-Docking e Re-Docking

Usando somente estruturas resolvidas por difracdo de Raios X, a estrutura com

o coédigo PDB: 2Y71 (1,5 A) foi escolhida, por apresentar a melhor resolucéo, para a

testagem dos protocolos desenvolvidos pelo coordenador do estudo (Anexo A),

unindo as FE'’s e os algoritmos de busca contidos no software MVD. O processo de

re-docking foi realizado com a utilizacao de trinta e dois protocolos, sendo que cada

um gerou um total de 50 poses (posicdo do ligante segundo a equacao utilizada). Em

andlise geral de todos os protocolos, o de nimero 29 (P29) apresentou o melhor

resultado de correlacdo (p e R%) e o menor valor de RMSD < 2,0 A. Os fatores de

correlacdo confirmaram os resultados do processo, uma vez que apresentaram
valores elevados, 0,137 — 0, 828 (p) e 0,005 — 0,749 (R?) (Tabela I).

Tabela I. Resultados de re-docking com o valor de RMSD para fungéo escore. p-value 1
relaciona-se com p; p-value 2 relaciona-se com R? (Abreviagdes: p, Coeficiente de Spearman; R?,

p?).

Scoring function RMSD(A) [o) p-valuel R? p-value2
Plants Score 1,445 0,688 | 3,29.10% | 0,475 3,18107
MolDock Score 1,443 0,828 | 1,26.1013 | 0,716 1,02.102
Rerank Score 1,443 0,824 | 2,04.1013 | 0,749 5,19.1013
Interaction Score 1,443 0,811 | 9,61.1013 | 0,677 2,23.10°3
Protein Score 1,443 0,811 | 9,61.1013 | 0,677 2,23.10°10
Internal Score 2,174 0,441 | 1,34.10° | 0,223 5,35.1071
Electro Score 3,439 0,283 | 4,65.102 | 0,015 3,90.10%2
Electro Long 3334 | 0643 | 4,86.107 | 0409 |  5,75.10%

Score
H-Bond Score 0,668 0,805 | 1,91.1012 | 0,741 1,10.1012
LE1 Score 1,443 0,828 | 1,26.1013 | 0,716 1,02.1011
LE3 Score 1,443 0,824 | 2,04.1013 | 0,749 5,19.1013
Docking Score 1,445 0,688 | 3,30.10%® | 0,475 3,18.10°
Displaced Water | ¢ 553 | 9137 | 341.10% | 0005 |  6,28.10*

Score
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5.2 Ensemble Docking

O ensemble consiste na utilizacdo do protocolo selecionado durante o re-
docking (P29) em todas as estruturas do data set gerado a partir dos bancos de dados
disponiveis (PDB e BindingDB) e do processo de pré-docking. Nessa analise o
coeficiente de Spearman (p) variou entre -0,418 e 0,239, demonstrando, novamente,
bons valores para o processo. As funcdes com o melhor resultado foram Plants e
Docking (p = -0,418; p-value = 0,0526) (Tabela Il). Apds as andlises de correlacéo o
software SAnDReS (Xavier et al. 2016) calculou valores para a Acuracia do Docking
(DA), capacidade do MVD, com determinado protocolo, de gerar poses com RMSD <
2.0 A (DA1) e RMSD < 3.0 A (DA2). Para DAL foi encontrado um valor igual a 88,364%
e para DA2, 88,636%, 0 que confirma que o P29 é capaz de gerar a maioria das poses
com RMSD < 2,0 A.

Tabela Il. Resultados de Ensemble Docking com o valor de RMSD para fungéo escore. p-
value 1 relaciona-se com p; p-value 2 relaciona-se com R? (Abreviagdes: p, Coeficiente de
Spearman; R?, p?).

Scoring function RMSD(A) o] vaFuel R2 p-value2
Plants Score 0,665 -0,418 | 5,26.102 | 0,189 |4,32.102
MolDock Score 0,218 0,237 | 2,89.101 | 0,003 | 8,21.10%1
Re-rank Score 0,485 0,225 |3,13.10'| 0,004 |7,78.101
Interaction Score 1,0245 0,019 | 9,34.10% | 0,001 | 8,66.101
Protein Score 1,0245 0,019 | 9,34.101 | 0,001 |8,66.101
Internal Score 0,665 -0,174 | 4,37.10' | 0,006 |7,34.101
Electro Score 3,317 -0,081 | 7,21.101 | 0,226 | 2,55.102
Electro Long Score 3,631 -0,303 | 1,70.10| 0,253 |1,69.102
H-Bond Score 0,218 0,239 |2,84.10'| 0,044 |3,48.101
LE1 Score 3,631 0,126 |5,77.101 | 0,017 |5,66.10%
LE3 Score 3,631 0,029 |8,99.10'| 0,039 |3,76.101
Docking Score 0,665 -0,418 | 5,26.102 | 0,189 |4,32.102

5.3 Func¢des Escore

Nessa fase, busca-se relacionar as FE’s utilizadas até o momento (P29) com
valores experimentais de inibicdo (log(Ki)). O objetivo desse estagio é identificar as
funcdes que conseguem simular computacionalmente os dados obtidos de forma
experimental e selecionar as melhores, a partir de p e p-value, para a formacéo de

novas funcdes escores polinomiais. Antes das simulagdes, a estrutura PDB: 1GUL1 foi

42



excluida do processo por apresentar dualidade de dados em diferentes bases
(PDBbind, Binding MOAD e BindingDB) podendo gerar resultados ndo confiaveis. O
melhor valor de correlagéo foi apresentado por Plants (p = 0,590; p-value = 0,003). P-
values < 0,05 também foram encontrados para Re-Rank, Protein, LE1, LE3 Score e
Electro Long (Tabela Ill), podendo qualquer uma dessas funcdes participar do

polinémio futuramente formado.

Tabela lll. Correlagéo entre fungdes escores (MVD) e afinidade proteina/ligante (log(Ki)). p-
value 1 relaciona-se com p; p-value 2 relaciona-se com R2. (Abreviacdes: p, Coeficiente de
Spearman; R?, p?)

Scoring function p p-valuel R? p-value2
Plants Score 0,590 3,84.10°3 0,393 1,70.10°
MolDock Score -0335 1,27.101 0,173 5,40.10*
Re-rank Score -0,534 1,30.102 0,383 2,13.10°
Interaction Score 0,355 1,05.101 0,179 4,96.10*
Cofactor Score -0,314 1,54.101 0,124 1,08.10%2
Protein Score 0,455 3,31.10°2 0,259 1,55.10*1
Water Score 0,286 1,94.101 0,007 7,20.10%2
Internal Score 0,208 3,53.101 0,128 1,02.10%2
Electro Score -0,024 9,14.101 0,020 5,35.10%2
Electro Long Score | -0,467 2,83.1072 0,375 2,43.100
H-Bond Score 0,103 6,47.101 0,000 9,90.10%*2
LE1 Score -0,576 5,03.10° 0,297 8,71.10%2
LE3 Score -0,526 1,19.102 0,274 1,24.10%2

5.4 Fungdes Escore Polinomiais

Na formacdo de novas funcdes escores foram utilizados “Métodos de
Aprendizado de Maquina” (SML), pois, assim, € possivel formar e testar diferentes
esquemas de equacoes utilizando, como base, as FE’s presentes no MVD. O sotware
SAnDReS (Xavier et al, 2016) foi responsavel por gerar 286 combinacdes de
polinémios contendo trés variaveis (FE’s originais). Para cada um dos 286 polinbmios,
foram geradas 511 possibilidades formando, assim, 146.146 equacdes diferentes de
funcBes na tentativa de prever a afinidade entre o sitio ativo da enzima e o, possivel,
ligante. As equacdes que apresentaram maior valor de correlagdo foram as que
continham Re-Rank, LE1 e Electro Long, e entre elas os melhores resultados foram
alcancados pelos polinémios 56, 164, 172, 181 e 416.

Dentre as cinco equacgbes, 56, 172 e 181 foram as que apresentaram 0S
melhores valores de correlacdo para o test set (56 (p = 0,900; p-value = 0,037), 172
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(p = 0,943; p-value = 0,048)) e 181 (p = 0,943; p-value = 0,048)) (Tabela IV). Abaixo
estdo as trés equagdes geradas pelo método de regressao linear:

Polscore 56 = 6.282460 + 0.000005.x.y - 0.000012.x.z + 0.000008.y.z
Polscore 172 = -7.194693 + -0.002396.y + -0.000001.x.y + 0.000005.y.z +
0.000002.x2
Polscore 181 =-7.263051 + -0.002478.y + 0.000000.x.y + 0.000002.x.z +
0.000002.x2 + -0.000017.22

Os trés polindbmios utilizam Re-rank (x), LE1 (y) e Electro Long (z) como variaveis.

Tabela IV. Resultado de correlacéo para o training set e test set. p-value 1 relaciona-se com p.
(Abreviagdes: p, Coeficiente de Spearman). (*Um ponto outlier (estrutura 2XD9) foi eliminado da
analise).

p-valuel
p (training (training p-valuel
Scoring function set) set) p (test set) | (test set)
Plants Score 0,629 9,06.102 0,314 5,44.101
MolDock Score -0,199 4,60.101 -0,943 4,80.103
Re-rank Score -0,259 3,32.10% -0,771 7,24.1072
Interaction Score 0,406 1,18.101 0,029 9,57.101
Co-factor Score -0,277 3,98.101 -0,543 2,65.101
Protein Score 0,427 9,90.10% 0,771 7,24.10%
Water Score 0,174 5,2.102 0,371 4,68.101
Internal Score 0,093 7,33.107 0,657 1,56.101
Electro Score -0,180 5,06.101 0,257 6,22.101
Electro Long Score -0,449 8,09.10 -0,086 8,71,101
H-Bond Score 0,068 8,03.101 0,257 6,22.101
LE1 Score -0,610 1,22.101 -0,771 7,24.102
LE3 Score -0,711 2,00.102 -0,200 7,04.101
Polscore#0000416 0,817 1,10.10*4 0,829 4,15.102
Polscore#0000164 0,798 2,10.10* 0,829 4,15.102
Polscore#0000181 0,776 4,08.10* 0,943 4,80.10*
Polscore#0000172 0,773 4,44.10* 0,943 4,80.10*
Polscore#0000056* 0,763 5,87.10* 0,900 3,70. 102

Analisando as variaveis utilizadas na formacdo dos polinémios, pode-se
perceber a importante participacdo das interacfes eletrostaticas na definicdo da
afinidade de ligacdo. Ha um termo explicito nas ligacées de longo alcance (Electro
Long) e termos implicitos em Re-Rank e LE1 (Xavier et al. 2016). Uma analise do
sitio ativo da enzima demonstra a participacédo dos residuos Arg 15, His 81, Asp 88,
Glu 92, His 101, Arg 108, e Arg 112 na maioria das ligacdes entre sitio/ligante. Tais

residuos carregados, estdo, muito possivelmente, diretamente relacionados com a
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escolha de uma equacdo que priorize as relacbes eletrostaticas para predizer a
afinidade proteina/ligante. A figura 14 traz os graficos de dispersdo para as trés
equacgdes que apresentaram os melhores resultados (181, 172 e 56).

A B

8 #Polscore0000181 vs log(Kl) Polscore#0000172 vs log(Kl)

rho = 0.943 rho = 0.943
p-value = 0.005 p-value = 0.005

#Polscore0000181 (au)
#Polscore0000172 (au)

-3 ey =5 -6 =7 -8
log(KI) log(KI)

#Polscore0000056 vs log(Kl)

C -7.0
rho = 0.900

p-value = 0.037
-6.5}

#Polscore0000056 (au)

=351

-3.0
-3 -2 -5 -6 -7 -8

log(KI)

Figura 14. Gréficos de dispersédo das trés equacdes que apresentaram os melhores resultados
de test set em relacéo ao log(ki). Cada ponto no grafico representa o log(Ki) calculado pela equacao
para cada estrutura da enzima. A) Polscore0000181; B) Polscore0000172; C) Polscore0000056.

5.5 Reconhecimento de verdadeiros e falsos ligantes

A Ultima fase de testes é caracterizada por definir a capacidade dos polinémios
formados em distinguir moléculas que se sabe terem afinidade (verdadeiros) pelo sitio
ativo da enzima, de moléculas que, também, sdo conhecidas por ndo terem afinidade
(falsos) pelo sitio de ligacao. Nesse intuito foi construido um data set com vinte e dois
ligantes verdadeiros, extraidos das estruturas cristalogréaficas, e cento e noventa e oito
falsos, escolhidos aleatoriamente de um grupo de moléculas montado por Kumar &

Siddigi, 2010. O VS foi realizado com os duzentos e vinte ligantes do data set
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construido contra a estrutura PDB: 2Y71, escolhida no re-docking. Perante os
resultados obtidos com a Area sobre a Curva (AUC), capacidade de reconhecimento
dos ligantes positivos, e do Fator de Enriqguecimento (EF), porcentagem de ligantes
positivos reconhecidos em 1% (EF1), 2% (EF2), 5% (EF5), 10% (EF10) e 20% (EF20)
da amostra total do conjunto de ligantes, a melhor fun¢do polinomial foi escolhida. Os
resultados de AUC podem gerar graficos do tipo ROC (Caracteristicas Operacionais
do Receptor) que, também, estad relacionado com a capacidade das equacdes
(polinémios e FE’s) de reconhecer positivos e falsos ligantes.

Os maiores valores para AUC foram encontrados para H-Bond (75,678%) e
Polscore 56 (74,686%), para EF1 e EF2, valores com maior relevancia, a equacao 56
apresentou os melhores resultados, EF1 =540 e EF2 = 159,23 (Tabela V). Em relacéo
ao AUC, e EF a equacédo 56 demonstrou estar mais apta no reconhecimento de

ligantes do que as equacdes 172 e 181.

Tabela V. Resultados e andlises para AUC e EF. (Abreviacdes: P, Plants; MD, MolDock; R, Re-Rank; I,
Interaction; C, Cofactor; Pro, Protein; W, Water; Int, Internal; T, Torsions; SC, Soft Constraints; E, Electro;

EL, ElectroLong; HB, HBond; D, Docking; Eq, Polscore).

Funcao
Escore AUC (%) EF1 EF2 EF5 EF10 EF20
P Score 60,317 18,205 10,952 | 5,9883 | 3,5467 | 2,3111
MD Score 49,591 7,4603 7,3228 | 4,7058 2,8504 1,6896
R Score 50,842 13,913 7,7419 | 4,9051 | 2,5570 1,6896
| Score 52,039 15,581 8,6440 | 4,8648 2,8205 16896
C Score 18,273 0,0 0,0 0,0 0,1476 0,1804
Pro Score 54,532 17,5 11,359 5,0684 3,0177 1,8152
W Score 50,0 7,4603 7,3228 | 4,7058 2,8504 1,6896
Int Score 43,704 0,0 0,0 0,6589 | 0,9890 | 0,8641
T Score 69,031 0,0 0,0 1,6279 3,2370 1,8662
SC Score 50,0 7,4603 7,3228 | 4,7058 | 2,8504 | 1,6896
E Score 49,722 3,4146 2,4293 1,7773 1,7647 2,4787
EL Score 37,973 0,0 0,0 0,0732 2,1145 1,9760
HB Score 75,678 210,0 105,78 16,960 | 6,9753 | 3,6307
LE1 Score 52,390 16,829 8,6440 | 4,4356 2,5858 1,7395
LE3 Score 54,442 68,571 16,829 6,2721 3,1108 1,8470
D Score 60,317 18,205 10,952 5,9883 3,5467 2,3111
Eq 56 74,686 540,0 159,23 13,504 5,8959 3,3495
Eq 416 45,469 3,0952 1,9565 1,7021 1,4822 1,2647
Eq 164 54,532 17,5 11,359 5,0684 3,0177 1,8152
Eq 181 54,544 18,205 11,359 | 5,0684 | 3,0331 1,8152
Eq 172 54,532 17,5 11,359 5,0684 3,0177 1,8152
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Em comparacdo a dados experimentais, Polscore 56 demonstrou ser mais

eficiente na determinacdo do AUC em dados prévios de docking para Anidrase
Carbobnica Il (EC 4.2.1.1) (Mysingert, et al. 2012), enzima similar a DHQD. Sendo

assim, em estudos futuros recomenda-se a utilizagcdo da equacgao 56 para predicéo

de afinidade da enzima DHQD contra possiveis ligantes antes da realizacao de teste

in vitro e in vivo. A partir dos valores de AUC para H-Bond e Polscore56 foram gerados

graficos ROC para demonstrar a relagdo entre os positivos e falsos ligantes (Figura
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Figura 15. Curvas ROC para os dois melhores resultados de AUC. A) HBond Score, AUC =

75,678%; B) Polscore0000056 = 74,686%.

47



6. CONSIDERACOES FINAIS

A identificacdo de novos compostos antibiéticos capazes de controlar, ou
prevenir cepas bacterianas € uma necessidade atual para a saude pubica. A
descoberta de novas rotas metabdlicas e enzimas alvo para o desenho de drogas vem
ganhando for¢ca, uma vez que enzimas utilizadas a anos como foco para drogas ja ndo
respondem aos diversos compostos presentes no mercado. Nesse paradigma, a via
metabdlica do chiquimato apresenta-se como um forte alvo para o desenho de drogas
por dois motivos: nunca foi utilizada como composto antibiético, somente como
herbicida (glifosato); e ndo esta presente em organismos animais, o que diminui as
chances de os compostos provocarem efeitos colaterais. O foco desse trabalho, a
enzima DHQD, apresenta-se como possivel alvo de novos compostos, pois esta
presente em todos 0s organismos bacterianos, além de ser essencial para o
crescimento e desenvolvimento desses individuos.

As simula¢des de docking do estudo realizado focaram em buscar FEE'’s que
fossem capazes de prever a afinidade entre a enzima e os ligantes naturais,
facilitando, assim, testes in vitro de novos compostos. Além das simulacbes de
docking, também foram realizados métodos SML na confec¢do de novas funcdes
escores polinomiais a partir de FE’s presentes no software MVD. O critério de selecéo
utilizado em todas as fases de testes foi 0 Coeficiente de Spearman (p) e p-value <
0,05 (significativamente estatistico para sistemas biolégicos).

Ao final de todas as simulacdes e testes realizados ao longo do projeto,
chegamos a conclusédo de que a equacao Polscore 56 apresentou-se como a mais
habil para prever a afinidade entre o sitio ativo de DHQD com compostos testados.
Para esse polinbmio os resultados de test set (p = 0,900; p-value = 0,037), AUC
(74,686%), EF1 (540) e EF2 (159,23) foram, na maioria das categorias avaliadas, 0s
melhores, confirmando as hipoteses formuladas sobre a equacdo. Assim, ao término
do trabalho, sugerimos, aos futuros estudos com a enzima DHQD de qualquer
organismo bacteriano, a utilizacdo do polindbmio Polscore56 em analises prévias aos
testes in vitro e in vivo para uma otimizacdo e, possivel, economia de tempo e

recursos.
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ANEXO A

Lista dos trinta e dois protocolos utilizados durante o processo de re-docking do projeto
realizado. Cada um dos protocolos consiste na integracdo entre as FE’s (Scoring
Functions) e o algoritmo de busca (Search algorithm). Devido a presenca de agua em
todos os sistemas bioldgicos, foram testados, principalmente, protocolos que usam a

agua como fator determinante da equacao.

Protocol | Scoring Search Displaceable | RMSD RMSD RMSD RMSD
functions algorithm | water? (A) (A) (A) (A)
Sorting criteria MolDock Rerank | HBond RMSD
Score Score
1 MolDock MolDock Yes
Score Optimizer
2 MolDock MolDock No
Score Optimizer
3 MolDock MolDock Yes
Score (SE)
4 MolDock MolDock No
Score (SE)
5 MolDock Iterated Yes
Score Simplex
6 MolDock Iterated No
Score Simplex
7 MolDock Iterated Yes
Score Simplex
(ANT)
8 MolDock Iterated No
Score Simplex
(ANT)
9 MolDock MolDock | Yes
Score [GRID] | Optimizer
10 MolDock MolDock No
Score [GRID] | Optimizer
11 MolDock MolDock Yes
Score [GRID] | (SE)
12 MolDock MolDock No
Score [GRID] | (SE)
13 MolDock Iterated Yes
Score [GRID] | Simplex
14 MolDock Iterated No
Score [GRID] | Simplex
15 MolDock Iterated Yes
Score [GRID] | Simplex
(ANT)
16 MolDock Iterated No
Score [GRID] | Simplex
(ANT)
17 PLANTS MolDock Yes
Score Optimizer
18 PLANTS MolDock No
Score Optimizer
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19 PLANTS MolDock | Yes
Score (SE)
20 PLANTS MolDock | No
Score (SE)
21 PLANTS Iterated Yes
Score Simplex
22 PLANTS Iterated No
Score Simplex
23 PLANTS Iterated Yes
Score Simplex
(ANT)
24 PLANTS Iterated No
Score Simplex
(ANT)
25 PLANTS MolDock | Yes
Score [GRID] | Optimizer
26 PLANTS MolDock | No
Score [GRID] | Optimizer
27 PLANTS MolDock Yes
Score [GRID] | (SE)
28 PLANTS MolDock No
Score [GRID] | (SE)
29 PLANTS Iterated Yes
Score [GRID] | Simplex
30 PLANTS Iterated No
Score {GRID] | Simplex
31 PLANTS Iterated Yes
Score [GRID] | Simplex
(ANT)
32 PLANTS Iterated No
Score [GRID] | Simplex
(ANT)

58




