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RESUMO

Coagulos sanguineos sdao um agregado de plaquetas em ligacOes cruzadas, estabilizadas por
fibras proteicas, formados por meio de uma cascata regulatéria, chamada de cascata de
coagulacdo. A heparina é um polissacarideo sulfatado intracelular que quando liga-se a
Antitrombina, proteina inibidora da cascata de coagulacdo, aumenta a sua afinidade pela
trombina e pelo fator de coagulacdo Xa. A heparina tem ocorréncia natural, porém, em
quantidade insuficiente para influenciar na coagulacdo. Estudos indicam que a atividade
antitrombotica da heparina esta associada ao grupo sulfato, o que leva a deduzir que
flavonoides sulfatados podem se ligar nos mesmos receptores que a heparina, e portanto, sao
potenciais candidatos a farmacos contra a trombose. Visto isso, objetivou-se avaliar a
eficiéncia de moléculas baseadas em de flavonoides sulfatados publicados frente a proteinas
associadas a trombose por meio de simulacdes de docking molecular, comparando o seu
desempenho com moléculas com atividade antitrombdtica conhecida, obtidas em no banco de
dados BindingDB. O docking molecular se mostrou um método eficaz e confiavel. As
moléculas propostas mostraram grande afinidade de interacdo com proteinas associadas a
cascata de coagulagdo, apresentando desempenho superior ao conjunto de ligantes tomados
por referéncia. Os dados corroboram para a confirmacdo da hipétese de que as moléculas aqui
propostas possuem acentuado potencial antitromboético e sdo, portanto, potenciais candidatos
a farmacos contra a trombose.

Palavras-Chave: Flavonoides sulfatados; Trombose; Docking molecular.



ABSTRACT

Blood clots are an aggregate of cross-linked platelets, stabilized by protein fibers, formed
through a regulatory cascade, called coagulation cascade. Heparin is an intracellular sulphated
polysaccharide that, when it binds to Antithrombin, a protein that inhibits the coagulation
cascade, increases its affinity for thrombin and factor Xa. Heparin is naturally occurring,
however, in a insufficient quantity to influence coagulation. Studies indicate that the
antithrombotic activity of heparin is associated with the sulphate group, which leads to the
inference that sulphated flavonoids may bind to the same receptors as heparin, and therefore,
are potential drug candidates against thrombosis. Therefore, this study aimed to evaluate the
efficiency of sulfated flavonoid-based molecules against thrombosis-associated proteins
through molecular docking simulations, comparing their performance with molecules with
known antithrombotic activity, obtained from the BindingDB database. Molecular docking
proved to be an effective and reliable method. The proposed molecules showed great affinity
of interaction with proteins associated with the coagulation cascade, presenting superior
performance to the set of ligands taken by reference. The data corroborate the hypothesis that
the molecules proposed here have marked antithrombotic potential and are, therefore,
potential candidates for drugs against thrombosis.

Keywords: Sulphated flavonoids; Thrombosis; Molecular docking.
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1 INTRODUCAO

Codagulos sanguineos sdo um agregado de plaquetas em ligagdes cruzadas,
estabilizadas por fibras proteicas, formados por meio de uma cascata regulatéria, chamada de
cascata de coagulacdo, que ocorre por meio da ativacdo do zimogénio fibrinogénio na sua
forma ativada, fibrina (FERRIER, 2019; NELSON, 2014).

Sdo conhecidas trés vias que estdo relacionadas na formagao do codgulo sanguineo, a
via comum, a via extrinseca, e a via intrinseca. As duas ultimas cascatas regulatérias
mencionadas estdo correlacionadas, e ambas tém por finalidade producao de fibrina através da
ativacao do fibrinogénio (FERRIER, 2019; NELSON, 2014).

A via extrinseca é iniciada segundos ap6s a ocorréncia de uma lesdao que exponha o
fator tecidual, glicoproteina acesséria, o qual se liga a uma enzima da cascata de coagulacao,
aqui chamada de fator de coagulacdo VII, promovendo uma mudanca conformacional, através
de uma clivagem proteolitica, tornando-a em sua forma ativa, mediante a presenca de ions
Ca’* e fosfolipideos (FERRIER, 2019; NELSON, 2014; JUNQUEIRA, 2018).

Uma vez que isso ocorre, é formado um complexo entre o fator tecidual e a forma
ativada do fator de coagulacdao VII, agora chamado de fator VIla. O complexo formado se liga
ao fator de coagulacdo X, convertendo esta enzima em sua forma ativa, fator Xa, por meio de
um processo de protedlise, ou seja, a hidrolise das ligacGes peptidicas da proteina (FERRIER,
2019).

A via intrinseca ocorre em duas fases, a fase de contato, e a fase de ativacao do fator
X. Na fase de contato, o fator XII, interage com fosfolipideos anidnicos encontrados na
superficie plaquetaria no local da lesdo, convertendo o fator XII a sua forma ativa, fator XIla
(FERRIER, 2019; NELSON, 2014).

Apobs isso, o cininogénio de alto peso molecular (CAPM), adere o fator XI a superficie
da plaqueta, onde é convertido em Xla pelo fator XIla (CARLOS, 2007; FRANCO, 2001). O
fator XIa forma um complexo com o fator VIIIa, que interage com fosfolipideos da superficie
plaquetdria, e atua sobre o fator X, ativando-o, formando o fator Xa (FERRIER, 2019;
NELSON, 2014, CARLOS, 2007; FRANCO, 2001).

A via comum € iniciada quando o fator Xa, resultante das vias intrinseca e extrinseca,
é combinado com o fator Va, célcio e com fosfolipidios teciduais ou plaquetarios, e forma o
complexo protrombinase, o qual converte a protrombina em trombina (FERRIER, 2019;

NELSON, 2007; PALTA, 2014). A trombina atua na conversao do fibrinogénio em
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monomeros de fibrina, e a ativagdo do fator XIII em XIIa, que na presenca de ions Ca*,
catalisa a transformacdo dos coagulos soliveis de fibrina, em codgulos firmes (CARLOS,
2007; PALTA, 2014).

A heparina é um polissacarideo sulfatado intracelular, com capacidade anticoagulante,
pois uma vez que esta liga-se a Antitrombina, proteina inibidora da cascata de coagulacgao,
aumenta a sua afinidade pela trombina e pelo fator Xa (FERRIER, 2019; STRYER, 2017;
NELSON, 2014, PALTA, 2014; FRANCO, 2001). A heparina tem ocorréncia natural em
diversos organismos biolégicos, porém, em quantidade insuficiente pra contribuir de forma

significativa na coagulacao (FERRIER, 2019; NELSON, 2014; PALTA, 2014).

Figura 1. Representacao da Estrutura Quimica da Heparina.

CH,0S804 COOH CH>0S03
_-—OJQ— Q \Q—
NHSO4 NHSOg

Fonte: Quimica Nova, v. 33, n. 1, 172-180, 2010

Dados obtidos na literatura indicam que a antitrombina possui uma cavidade que
retém moléculas de agua (MOSIER, 2012), e estas sdo liberadas quando a antitrombina liga-
se a heparina (CORREIA-DA-SILVA, 2013). Estudos indicam (CORREIA-DA-SILVA,
2013) que essa interacao ocorre comumente em funcao do grupo sulfato, o que leva a deduzir
que esses processos podem ser conduzidos por pequenas moléculas sulfatadas.

Visto isso, aparentemente, flavonoides sulfatados podem se ligar nos mesmos
receptores que a heparina, portanto, sdo potenciais candidatos no desenvolvimento de novos
farmacos contra a trombose (TELES et al, 2015; TELES et al, 2018).

O processo de descoberta e planejamento de novos farmacos é caro, um custo
estimado em torno de 800 milhoes, e demorado, levam de 10 a 20 anos até levar um novo
farmaco as prateleiras (VERLI, 2014). Tendo isso em vista, métodos computacionais tém sido
desenvolvidos para investigar as interacoes ligante-proteina, para reducao o custo e o tempo
necessarios para a execucdo do processo (VERLI, 2014; KADUKOVA, 2017;
GOVINDARAJ, 2018). O docking molecular e a dinamica molecular sdo ferramentas
computacionais complementares que desempenham um papel importante no processo de

planejamento racional de farmacos (VERLI, 2014; LAPE, 2010).
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O docking molecular é um método computacional utilizado para predizer a posicao,
orientacdo e conformacdo mais provavel em que uma molécula se liga no sitio ativo de uma
macromolécula (BJERRUM, 2016; GIMENO, 2019; QUIROGA, 2016; PAGADALA, 2016).
Por meio do docking, é possivel também prever a afinidade de moléculas ligantes a receptores
calculando a energia livre de ligacdo do complexo, levando em consideracdo as interacées
entre os componentes, a solvatacdo e contribuicdo entropicas, além de ranquear os ligantes em
funcdo da energia de ligacdo obtida (KADUKOVA, 2017; LAPE, 2010; LE GLILLOUX,
2009; BJERRUM, 2016).

A técnica é formada por dois componentes essenciais, uma fungdo de scoring, que
atribui um valor numérico a cada conformacao do complexo ligante-receptor, e um algoritmo
de busca que identifica a conformacdo do ligante com maior afinidade ao sitio de ligacdao da
molécula receptora (LAPE, 2010; VERLI, 2014).

Fungdes de scoring sdao modelos matematicos, composto por termos associados as
propriedades fisico-quimicas envolvidas na interacdo receptor-ligante, usados em associacao
com algoritmos de busca. As funcdes de scoring predizem a forca de interacdo de cada
conformacdo do ligante com o alvo, enquanto algoritmos de busca, identificam as
conformacgoOes possiveis em que as moléculas se ligam ao alvo (VERLI, 2014; GIMENO,
2019).

Portanto, ressalta-se a importancia de se determinar a afinidade de flavonoides
sulfatados, bem como compostos derivados destes, com proteinas associadas a cascata de
coagulacao afim de que se avalie o seu potencial antitrombético. Para isto, o docking
molecular é a ferramenta ideal, uma vez que se mostrou uma técnica acessivel, pratica e

confiavel.

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral:

O presente trabalho tem como objetivo determinar a afinidade de ligacdo relativa de
moléculas baseadas em de flavonoides sulfatados publicados por (TELES et al., 2015) a
proteinas associadas a cascata de coagulacdo sanguinea por meio de simulacoes de docking

molecular.



14

2.2 Objetivos Especificos:

Os objetivos especificos deste projeto sao:

v" Determinar a afinidade de ligacdo relativa de moléculas baseadas em flavonoides
sulfatados publicados por TELES et al, 2015 ao fator de coagulacdao XI, enzima
associada a trombose,

v Realizar um estudo de docking molecular para predizer o modo de ligagdo e a energia
livre de ligacdo dos flavonoides sulfatados em relacdo as proteinas relacionadas a
trombose;

v Avaliar o desempenho das moléculas em estudo tomando por referéncia moléculas de

eficiéncia conhecida.

3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Cascata de Coagulacao

Cascatas regulatdrias (também chamadas de cascatas proteoliticas, ou cascatas
enzimaticas) sao comumente observados em sistemas bioquimicos quando se deseja obter
uma resposta rapida, e ela se da quando, através de um sinal quimico, uma proteina € ativada,
desencadeando a ativacao de uma série de outras proteinas, onde esse processo é catalisado
por enzimas, de modo que o sinal é amplificado a cada etapa (STRYER, 2017; NELSON,
2014).

Certas enzimas, como as enzimas proteoliticas, sdo sintetizadas na forma de
precursores inativos, denominados zimogénios (NELSON, 2014). O zimogénio é convertido
na sua forma ativa irreversivelmente, quando este sofre a hidrélise de determinadas ligacdes
peptidicas, removendo um segmento da cadeia de aminoacidos (CAMPBELL, 2015;
MARZZ0OCO, 2018) Com isso, o zimogénio adquire as propriedades de enzima, uma vez que
estas clivagens especificas promovem mudangas conformacionais que expdem o sitio ativo da
enzima (NELSON, 2014).

De forma semelhante, os coagulos sanguineos sdo um agregado de plaquetas em

ligacdes cruzadas, estabilizadas por fibras proteicas, formados por meio de uma cascata
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regulatoria, chamada de cascata de coagulagdo, que ocorre por meio da ativacdo do zimogénio
fribrinogénio na sua forma ativada, denominada fibrina (NELSON, 2014; STRYER, 2017).

O fibrinogénio é um dimero de heterodimeros, formado por trés unidades globulares
conectadas por dois bastonetes (espirais a-coloidais de trés fitas), e consiste em seis cadeias
[(Aa)(BB)a(y)2] (NELSON, 2014; STRYER, 2017). O fibrinogénio é convertido em fibrina,
uma vez que quatro ligacoes peptidicas Arginina-Glicina na regido globular central do
fibrinogénio sdo clivadas por meio da acdo enzimatica da trombina, promovendo a remocao
proteolitica do peptideo A de 18 residuos das extremidades de ambas as cadeias Aa, e do
peptideo B de 20 residuos das extremidades de cada uma das cadeias Bf3. (STRYER, 2017;
BROWN, 2018). Dessa forma, transformando o fibrinogénio em um monomero de fibrina

[(0)2(B)2(Y):], ativa para a coagulacdo sanguinea (STRYER, 2017; NELSON, 2014).

Figura 2. Representacdo da conversdo do Fibrinogénio em Fibrina.

Fonte: NELSON, 2014

Em decorréncia da remocao proteolitica dos peptideos A e B, os monomeros de fibrina
associam-se, de forma “desorganizada”, formando um coagulo frouxo e solivel. Em seguida,
sdo formadas ligacdes amidicas cruzadas entre o grupo y-carboxamida de alguns residuos
glutamina de das fibrinas que compdem o coagulo frouxo com o grupo €-amino de alguns
residuos lisina de outra fibrina, de forma covalente. Esta ligacdo é catalisada por uma
transglutaminase conhecida como fator FXIIla, e ela torna o codgulo rigido e insolivel
(FERRIER, 2019; STRYER, 2017; NELSON, 2014).

Abaixo da camada de células epiteliais que revestem os vasos sanguineos sao

encontradas moléculas de coldgeno. Quando ocorre uma lesdo, o coladgeno é exposto ao
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sangue, em decorréncia disso, as plaquetas daquela regido sdo ativadas, o que leva a geracdo
de fosfolipideos ani6nicos na superficie das plaquetas e a liberacdo de moléculas
sinalizadoras, que estimulam a ativacdo de outras plaquetas. Uma vez que isso acontece,
ocorre uma agregacao de plaquetas ativadas no local da lesdo, formando um coagulo mole
(NELSON, 2014).

Sao conhecidas trés vias que estdo relacionadas na formacdo do codgulo sanguineo, a
via comum, a via extrinseca, e a via intrinseca. As duas ultimas cascatas regulatorias
mencionadas estao correlacionadas, e ambas tém por finalidade producao de fibrina através da
ativacao do fibrinogénio (FERRIER, 2019; NELSON, 2014).

Todas as vias tem participacdo de fatores proteicos, identificados por algarismos
romanos, alguns deles sdo serino-proteases, produzidas por zimogénios sintetizados no figado
e transportados pelo sangue, outras sdo proteinas regulatérias que auxiliam na sua ativacdo
(NELSON, 2014).

A via extrinseca envolve uma glicoproteina transmembrana chamada de fator tecidual.
Ela ndo é encontrada no sangue, mas no subendotélio vascular, regido entre a parede interna e
a parede externa dos vasos sanguineos, e ndo se trata de uma protease, mas sim de uma
proteina acesséria extravascular (FERRIER, 2019; NELSON, 2014; JUNQUEIRA, 2018).

A via extrinseca é iniciada segundos apds a ocorréncia de uma lesdao que exponha o
fator tecidual, o qual se liga ao fator VII, uma proteina circulante que contém residuos Gla (y-
carboxiglutamato), o que a promove uma mudanga conformacional, através de uma clivagem
proteolitica, catalisada pelo fator Xa, tornando-a em sua forma ativa, mediante a presenca de
ions Ca** e fosfolipideos (FERRIER, 2019; NELSON, 2014). Uma vez que isso ocorre, 0
complexo formado se liga ao fator X, convertendo-o na sua forma ativa, fator Xa, por meio de
protedlise (FERRIER, 2019).

E possivel perceber uma interdependéncia entre o fator X e o complexo VIla, uma vez
que o complexo TF-VIIa é necessario para clivar o fator X, de forma semelhante, o fator X
ativado (Xa) é necessario para clivar o complexo TF-VIla. Esse aparente paradoxo é
explicado em funcdo de que uma pequena quantidade do fator VIla esta sempre presente no
sangue, em quantidade suficiente para a formacdo do complexo TF-VIla, qual é ativado de
forma imediata mediante uma lesao tecidual (NELSON, 2014).

A via intrinseca recebe esse nome em funcao de que todos os fatores que a compode sao
intravasculares, ou seja, estdo presentes no sangue. Esta via ocorre em duas fases, a fase de
contato, e a fase de ativacdo do fator X. Na fase de contato, o fator XII, também chamado de

fator Hageman, interage com fosfolipideos anionicos encontrados na superficie plaquetaria no
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local da lesdo, provocando uma alteracdo na sua conformagdo, o que promove o fator XII a
sua forma ativa (FERRIER, 2019; NELSON, 2014).

Ap6és isso, o Cininogénio de alto peso molecular (CAPM), um cofator enzimatico,
promove a adesdo do fator XI a superficie da plaqueta, é convertido em Xla pelo fator XIIa
(CARLOS, 2007; FRANCO, 2001). O fator XIa, por sua vez, interage com o fator VIIIa,
formando um complexo relativamente estavel, que interage com fosfolipideos da superficie
plaquetdria, e atua sobre de forma enzimatica sobre o fator X, ativando-o, formando o fator
Xa (FERRIER, 2019; NELSON, 2014; CARLOS, 2007; FRANCO, 2001).

A via comum € iniciada quando o fator Xa, resultante das vias intrinseca e extrinseca,
é combinado com o fator Va, célcio e com fosfolipidios teciduais ou plaquetérios, e forma o
complexo protrombinase, o qual converte a protrombina em trombina por meio de clivagem
proteolitica (FERRIER, 2019; CARLOS, 2007; PALTA, 2014).

A atuacdo do célcio nesse processo consiste em que ele se liga aos residuos Gla da
protrombina, facilitando que este se ligue a membrana e ao complexo protrombinase
(FERRIER, 2019). A trombina atua na conversao do fibrinogénio em mondmeros de fibrina, e
a ativagdo do fator XIII em XIla, que na presenca de ions Ca*, catalisa a transformacdo dos

coagulos soluveis de fibrina, em coagulos firmes (CARLOS, 2007; PALTA, 2014).

Figura 3. Cascata de Coagulacdo
Via intrinseca (amplifica, mantém) Via extrinseca (inicia)
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A hemostasia pode ser definida como o estancamento do sangue, e ocorre quando ha
um equilibrio entre fatores vasculares e sanguineos. Uma vez que esse equilibrio é atingido,
pode ocorrer desde a obstrucdo de vasos intactos por formacao de trombos (trombose) até a
perda de sangue (hemorragia).

A anticoagulacdo, bem como a fibrindlise sdao aspectos fundamentais para a
hemostasia, e ocorrem quando proteinas inativam os fatores de coagulacdo, pela remocao da
circulacao sanguinea ou pela degradacao (CARLOS, 2007; PALTA, 2014; FERRIER, 2019).

A anticoagulacdo ocorre por diferentes vias, dentre as quais estdo a via da
Antitrombina, a via inibidora do fator tecidual e a via da proteina C. Na Figura X estdo
representadas as vias de anticoagulacdo e a relacdo destas com as vias que compdem a cascata

de coagulacao.

Figura 4. Representacdo da conversdo do Fibrinogénio em Fibrina.
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Fonte: NELSON, 2014

A antitrombina, antes chamada de antitrombina III, é uma proteina hepatica que

circula pelo sangue, inibidora primaria da trombina, uma vez que esta liga-se a trombina e a
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transporta até o figado, removendo-a da circulacdo sanguinea, impossibilitando a sua
participacdo da cascata de coagulacao.

Além da trombina, a antitrombina inibe também algumas serino-proteases da cascata
de coagulacdo, fator IXa, XIa, XIla, além do complexo TF-VIla (FERRIER, 2019; FRANCO,
2001). A inibicdo se da pela formacao de uma ligacdo entre um residuo Arg da antitrombina e
um residuo Ser do sitio ativo das serino-proteases (NELSON, 2014).

A via inibidora de fator tecidual, ou TFPI (do inglés Tissue factor plasminogen
inhibitor), é uma proteina produzida por células do endotélio, que se ligam e inibem o fator
Xa e o complexo TF-VIla, qual ativa os fatores IX e X, atuando como um inibidor natural da
via extrinseca (PALTA, 2014; FRANCO, 2001).

A proteina C (PC) é uma serino-protease produzida no figado, que quando ligado ao
seu receptor, EPCR (endotelial PC receptor), é ativado pelo complexo trombina-
trombomodulina, convertendo-o em PCa (Proteina C ativada). Na formacdo do complexo, ao
se ligar com a trombina, a trombomodulina reduz a sua afinidade pela proteina C.

A PCa cliva e desativa os fatores de coagulacdo Va e VIlla, de modo a inibir a
coagulacdo, e este processo € potencializado na presenca da proteina S (glicoproteina
dependente de vitamina K), que ajuda a fixagdo da PCa ao coagulo, atuando como um cofator

ndo enzimatico (FERRIER, 2019; PALTA, 2014; FRANCO, 2001; NELSON, 2014).

3.2 Mecanismo de Acdo da Heparina

A heparina é um polissacarideo sulfatado intracelular, com capacidade anticoagulante
encontrado em mastocitos associados a parede de vasos sanguineos, e é liberado quando o
vaso sofre algum tipo de lesdo (FERRIER, 2019; STRYER, 2017; NELSON, 2014). A
heparina possui atividade anticoagulante, pois uma vez que esta se liga a Antitrombina,
aumenta a sua afinidade pela trombina e pelo fator Xa, elementos chave da coagulacao
sanguinea, induzindo a formacao de complexos irreversiveis, o que lhe confere uma atividade
anticoagulante (FERRIER, 2019; STRYER, 2017, NELSON, 2014, PALTA, 2014,
FRANCO, 2001).

No entanto, apesar de ocorrer de forma natural em diversos organismos biol6gicos, a
quantidade de heparina presente no plasma sanguineo, é insuficiente pra contribuir de forma
significativa na coagulagdo, em funcdo disso, comumente a heparina purificada é usada como

agente terapéutico para inibir a formacdo de trombos na corrente sanguinea, principalmente
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em vasos sanguineo ndo danificados (FERRIER, 2019; STRYER, 2017; NELSON, 2014,
PALTA, 2014).

3.3 Flavonoides Sulfatados

Metabolitos secundarios (MS) sdao compostos especializados produzidos por plantas e
microrganismos, que ndo participam do metabolismo central, produzidos normalmente em
funcdo de mudancas ambientais. Esses compostos sdo produzidos normalmente em fungao da
adaptacdo do organismo ao uma nova condicdo ambiental ou como mecanismo de defesa
contra predadores ou patogenos. Diversas plantas apresentam uma grande variedade de MS, o
que tem motivado vdrias pesquisas no campo da fitoquimica, com interesse em seus
compostos e derivados (TELES et al, 2015).

Dentre os grupos mais notaveis de MS, estdao os polifendis, um grupo variado de
compostos, e em funcdo da sua diversidade, é devido em classes, e dentre elas estdo os
flavonoides. Flavonoides sdo caracterizados pelo ntdcleo 2-fenil-benzil-pirona, e sdo
encontrados relatos na literatura a respeito das suas atividades bioldgicas e farmacoldgicas,
como prevencdo de doengas cardiovasculares, isquemia, inflamacdo e outras (TELES et al,

2018).

Figura 5. Estrutura Basica dos Flavonoides.

5 4
Fonte: Quimica Nova, v. 34, n. 9, 1651-1655, 2011

Em meio natural, flavonoides podem sofrer alteracdes em sua estrutura, como
acilacdo, metilagao, glicosilacao, e sulfonacdo, o que influencia nas suas propriedades fisico-
quimicas e atividades biologicas, dando origem a novos tipos de flavonoides e derivados,

como os Flavonoides Sulfatados (FS) (TELES et al, 2018). FS sdo um grupo muito incomum
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de derivados de flavonoides, encontrados em familia especificas de plantas, caracterizado por
uma ou mais ligacdes esterificadas com sulfato em sua estrutura (TELES et al, 2015; TELES
et al, 2018).

No metabolismo de plantas, FS sdo considerados uma evolucdo ecoldgica, como
mecanismo de defesa contra herbivoros ou adaptacdo frente a mudancas no ambiente. Estes
compostos polifendlicos exercem fungdes importantes, como a regulacdo do crescimento da
planta, uma vez que ele se liga com o receptor do acido naftilftalamico, bloqueando a inibicdao
do efluxo de auxinas. Outra funcdo exercida por eles é a co-pigmentacao, através da formagao
de um complexo estdvel com pigmentos de outros compostos polifenolicos, como
antocianinas, intensificando a cor natural (TELES et al, 2015; TELES et al, 2018; CORREIA-
DA-SILVA, 2013).

A polaridade acentuada dos FS se deve ao em decorréncia do grupo sulfato
carregado negativamente, que influencia de forma positiva a interacdo desses compostos com
alvos biologicos, como enzimas ou proteinas. Em funcao disso, FS sdo potenciais candidatos
no desenvolvimento de novos farmacos (TELES et al, 2015; TELES et al, 2018). Diversas
atividades biologicas desses compostos tém sido estudadas, bem como atividade anti-
inflamatoria, imunomoduladora, anticoagulante e inibicdo de agregacdo plaquetaria, onde as
duas ultimas sdo amplamente investigadas (CORREIA-DA-SILVA, 2013; TELES et al,
2018).

Dados obtidos na literatura indicam que a antitrombina, proteina inibidora da cascata
de coagulagdo, possui uma cavidade que retém moléculas de agua, e estas sdo liberadas
quando a antitrombina liga-se a heparina. Estudos descritos por CORREIA-DA-SILVA, 2013
indicam que essa interacao ocorre comumente em funcdo do grupo sulfato, o que leva a
deduzir que esses processos podem ser conduzidos por pequenas moléculas sulfatadas. Visto
isso, aparentemente, FS podem se ligar nos mesmos receptores que a heparina (TELES et al,
2018).

Estudos na literatura mostra que tem sido investigada a atividade anticoagulante e
inibicdo de agregacdo plaquetaria de determinados FS. A Persicarina, um flavonoide
sulfatado, apresentou resultados mais promissores, frente a isorhamnetina, flavonoide nao-
sulfatado de estrutura semelhante, o que indica que o grupo sulfato potencializa a atividade
anticoagulante. Alguns FS sintéticos e derivados também apresentaram atividade
anticoagulante, como a quercetina 3,7,30,40-tetrassulfato, quercetina 3-acetil-7,30,40-
trissulfato, persulfato de 20,3,30,6-tetrahidroxiflavonol, persulfato de quercetina, e o

persulfato de morina (TELES et al, 2018).
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3.4 Docking Molecular

3.4.1 Descoberta e Planejamento de Farmacos

O processo de descoberta e planejamento de novos farmacos é caro, um custo
estimado em torno de 800 milhdes, e demorado, levam de 10 a 20 anos até levar um novo
farmaco as prateleiras (VERLI, 2014).

Tendo isso em vista, métodos computacionais tém sido desenvolvidos para investigar
as interagOes ligante-proteina, como uma alternativa de abordagem in silico para reducdo o
custo e o tempo necessarios para a execucao do processo (VERLI, 2014; KADUKOVA, 2017;
GOVINDARAJ, 2018). A eficiéncia desses métodos ja foi comprovada em estudos prévios, e
ja ha moléculas aprovadas para uso terapéutico, descobertas ou otimizadas por uso de técnicas
computacionais (KADUKOVA, 2017; VERLI, 2014)

A formacdo de complexos proteina-ligante sdo eventos termodindmicos que podem ser
descritos por métodos que utilizam de conhecimentos da mecanica quantica, para encontrar
um minimo de energia em uma superficie (KADUKOVA, 2017; LE GLILLOUX, 2009).

Visto a necessidade de descrever sistemas dessa natureza, foi desenvolvido uma
técnica computacional denominada docking molecular, através da qual é possivel realizar uma
analise computacional das interagdes entre macromoléculas, como proteinas ou trechos de
DNA, e pequenos compostos organicos. Atualmente, o docking molecular é amplamente
utilizado pela industria farmacéutica, e desempenha um papel importante no processo de

planejamento racional de farmacos (VERLI, 2014; LAPE, 2010).

3.4.2 Docking Molecular

O docking molecular utiliza-se da estrutura cristalina da proteina para predizer a
posicdo, orientacdo e conformacdo mais provavel em que uma molécula se liga no sitio ativo
de uma macromolécula (Gimeno, 2019; GIMENO, 2016; BJERRUM, 2016; PAGADALA,
2016).

Por meio do docking, é possivel também prever a afinidade de moléculas ligantes a
receptores calculando a energia livre de ligacdo do complexo, levando em consideracao as

interacOes entre 0os componentes, a solvatacao e contribuicdo entrépicas, além de ranquear os
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ligantes em funcdo da energia de ligacdo obtida (KADUKOVA, 2017; LAPE, 2010; LE
GLILLOUX, 2009; BJERRUM, 2016).

O docking é uma ferramenta de grande interesse para a investigacdo de interacoes
ligante-receptor a nivel molecular (LAPE, 2010; VERLI, 2014). A técnica é formada por dois
componentes essenciais, uma funcdo de scoring, que atribui um valor numérico a cada
conformacdao do complexo ligante-receptor, e um algoritmo de busca que identifica a
conformacdao do ligante com maior afinidade ao sitio de ligacdo da molécula receptora

(LAPE, 2010; TANCHUK, 2015).

3.4.3 Reconhecimento Molecular

Parte integral de abordagens de docking molecular é o reconhecimento molecular, o
qual é fundamentado nas caracteristicas estruturais e fisico-quimicas do ligante e receptor, que
estdo associadas as interacOes intermoleculares e definem o grau de afinidade entre ambos.
Dentre os tipos de interacOes intermoleculares que podem participar do processo de
reconhecimento molecular estdo ligacGes de hidrogénio, interacGes de van der Waals,
interacOes ionicas, interacoes hidrofobicas, interacOes cation-m, interacdes m-m envolvendo
anéis aromaticos e empilhamento-T, e coordenacdo com ions metalicos (VERLI, 2014). O
reconhecimento molecular é promovido por um conjunto de efeitos de entropia e entalpia, e
podem ser estimado por meio da energia livre de Gibbs, o qual possui relacdo com a constante

de equilibrio de ligacdo K., conforme visto na Eq. 1 (VERLI, 2014).

AG,=AH - TAS=-RTIn(K,,

lig

€

Em que AG é a variacdo da energia livre de ligacdo, AH é a variacdo da entalpia do
sistema, e AS a variacdo de entropia do sistema. Aqui, R diz respeito a constante
termodinamica dos gases, T a temperatura, e K¢, se trata da constante de equilibrio.

Podem ser definidos limites do sitio ativo da proteina para restringir o espaco ocupado
pelo ligante, e essas restricoes podem ser definidas durante o docking para induzir que o
ligante interaja com uma determinada regido da proteina, para isso, se fazem necessarias
informac0es prévias da localizacdo do sitio ativo antes do docking, de modo a contribuir para
uma maior eficiéncia do processo (GIMENO, 2019; PAGADALA, 2016).

Os primeiros métodos de docking baseavam-se no modelo chave-fechadura proposto

por Fischer, no qual ligante e receptor eram tratados como corpos rigidos, e a afinidade entre
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eles era proporcional ao encaixe geométrico entre ambos (LAPE, 2010; VERLI, 2014). No
entanto, é conhecido que em meio biolégico, ambos os participantes das interacdes nao se
comportam como corpos rigidos (VERLI, 2014).

Visto isso, conforme o avanco das técnicas computacionais, foram desenvolvidos
programas de docking baseados na teoria “encaixe-induzido” proposto por Koshland
(PAGADALA, 2016; VERLI, 2014; LAPE, 2010). Os programas mais recentes permitem que
receptor e ligante sejam tratados como corpos flexiveis ou parcialmente flexiveis, e admite
que haja alteragdes conformacionais em ambos, de modo que um se adapta ao outro (Lape,
2010).

3.4.4 Preparacao do Sistema

Assim como em experimentos em bancada, experimentos computacionais também
requerem uma preparacgao prévia do sistema, uma etapa fundamental para o éxito na utilizagao
dessa metodologia. Estruturas cristalinas de proteinas podem apresentar problemas como
cadeias laterais incompletas, estados de protonacado indefinidos, e a falta de alguns residuos e
atomos de hidrogénio. Alguns parametros também precisam ser observados no ligante, dentre
os quais podem ser citados o estado de protonacdo, enantidmero com atividade biolégico,
estado tautomérico, e a identificacdo das suas ligacdoes quimicas flexiveis, a partir das quais

serdo geradas multiplas conformacdes (VERLI, 2014; GIMENO, 2019).

3.4.5 Algoritmo de Busca

Uma vez que se investiga a interacdo do tipo ligante-receptor via docking, pretende-se
encontrar a conformacgao associada a um minimo de energia, o qual pode ser relacionado com
o modo de ligacdao do ligante-alvo, uma vez que efeitos associados a termodindmica do
sistema sdo devidamente modelados (VERLI, 2014). Em funcdo disso, sdo empregados
algoritmos de busca, que identificam as conformagdes possiveis em que as moléculas se ligam
ao alvo, de modo a encontrar a conformacdo correspondente ao minimo local de energia

(GIMENO, 2019).

3.4.6 Funcao de Scoring
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Fungdes de scoring sdo modelos matematicos, composto por termos associados as
propriedades fisico-quimicas envolvidas na interacdo receptor-ligante. A funcao de scoring é
usada em associacdo com os métodos de busca, e é responsavel por predizer a forca de
interacao de cada conformacgdo do ligante com o alvo, gerando um valor associado a cada
energia de cada interacao, e ranquear as diferentes conformacdes de acordo com o valor de
energia obtido (VERLI, 2014; GIMENO, 2019). Existe atualmente uma variedade de funcoes
de scoring, as quais podem ser escolhidas de acordo com objetivo do estudo, e se dividem em
empiricas, baseada em conhecimento, baseada em campos de forca e combinadas

(TANCHUK, 2015; KADUKOVA, 2017).

3.4.7 Virtual Screening

Virtual screening (VS) é um método computacional de selecdo de compostos com uma
atividade biolégica especifica, que utiliza uma série de protocolos, como filtros, para
encontrar 0os compostos com maior atividade biolégica, e envolve o calculo de afinidade e
modo de ligacdo de diversos compostos (GIMENO, 2019). No processo de descobrimento de
novos farmacos, o uso do VS é o passo anterior a etapa experimental, uma vez que o0s
compostos apos passarem pelos filtros do VS, os chamados “hits”, sdo sintetizados para testes
experimentais para a comprovacdao da sua atividade biologica (JAGHOORI, 2016;
TANCHUK, 2015).

Os métodos de VS podem ser divididos em métodos baseados na estrutura do ligante e
baseados na estrutura do receptor (VERLI, 2014; GIMENO, 2019). O método baseado na
estrutura tem o foco na afinidade dos compostos de interesse com o sitio ativo da proteina
alvo. O método baseado na estrutura do ligante, por sua vez, analisa a similaridade de
propriedades fisico-quimicas e estruturais dos compostos em investigacdo com 0s compostos
ativos para a proteina alvo escolhida, baseando-se no principio propriedade similar, proposto

por Johnson e Maggiora (GIMENO, 2019).

4 METODOLOGIA

4.1 Docking Molecular
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Docking molecular, também chamado de atracamento molecular ou ancoragem
molecular, diz respeito a uma técnica de modelagem molecular, com o fim de investigar
propriedades de um complexo proteina-ligante. Esta ferramenta faz uso das informacGes
contidas na estrutura cristalina tridimensional de uma proteina, para predizer as
conformacoes, orientagdes e posicdes de menor energia, nas quais um substrato interage com
a regido do sitio ativo de uma macromolécula (BJERRUM, 2016; GIMENO, 2019;
QUIROGA, 2016; PAGADALA, 2016).

Através desta técnica é possivel calcular a energia livre de ligacdo do complexo,
permitindo a predicdo da afinidade entre uma molécula organica, que atua como o substrato, e
o0 receptor, que é comumente uma proteina. No estudo por dessa ferramenta, sdo levadas em
consideracao fatores que podem influenciar o resultado, como a solvatacdo, contribuicoes
entropicas, bem como as interacdes intermoleculares entre os componentes. Além disso,
pode-se fazer um ranking das conformacdes de acordo com energia de ligacao
(KADUKOVA, 2017; LAPE, 2010; LE GLILLOUX, 2009; BJERRUM, 2016).

O docking molecular é constituido de dois componentes essenciais, um algoritmo de
busca e uma fungdo de scoring. O algoritmo de busca identifica as conformacdes do ligante,
as quais possuem uma maior afinidade com o sitio ativo da proteina receptora. A funcdo de
scoring, por sua vez, tem por funcao quantificar o valor de energia de ligacdo e ordenar as
conformacgoes em funcado do valor de energia obtido (LAPE, 2010; TANCHUK, 2015).

Em via a sua versatilidade, o docking molecular tem se mostrado uma ferramenta
util e de facil acesso para a investigacdo das interacdes proteina-ligante a nivel molecular, e
avaliacdo da atividade biologica de compostos organicos. Em razao disso, estudos por meio
de docking tem-se difundido, sendo emprego em diversas linhas de pesquisa do campo da

quimica, biologia e areas correlatas (LAPE, 2010; VERLI, 2014).

4.1.1 Obtencao das Estruturas

A etapa inicial para a realizacdo do docking molecular, consistiu na obtencao das
estruturas das proteinas, das moléculas ligantes propostas, e moléculas de referéncia, para
comparagao dos resultados. As estruturas tridimensionais cristalizadas das proteinas foram
obtidas por meio do portal eletrénico RCSB Protein Data Bank .

As estruturas das moléculas ligantes propostas foram obtidas pela construcao de
modelos tridimensionais de cinco flavonoides sulfatados descritos por TELES, 2015, fazendo

uso do software GaussView. No banco de dados BindingDB, buscando por "thrombosis"
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foram encontradas uma série de ligantes e uma lista com links para paginas referentes a 74

estruturas de proteinas, no banco de dados Protein Data Bank (PDB).

Figura 6. Dimeros de Flavonoides Sulfatados baseado em éteres.

OH 0]
6a (Beltraonina): R;=0OSOsH, R,=OH, R;=H, R,=OCH;.
6b (Caicoina):R;=0OH, R,=0SO;H, R;=H, R,=OCH3.
6c (Pedroina):R;=OH, R,=0SOsH, R;=0OCHj3, R,=OH.
6d (Wissadulina):R;=0SOsH, R,=H, R;=H, R,=OCHs.
6e (Yannina):R;=OH, R,=0SO;H, R;=H, R,=OH.
Fonte: TELES, 2015

Através da ferramenta Matchmaker, inclusa no software UCSF Chimera, foi
possivel comparar as estruturas das proteinas, e percebeu-se semelhancas estruturais da ordem
superior a 90%, por vezes foram encontradas proteinas de estruturas idénticas. Em

decorréncia disso, dentre as 74 proteinas iniciais foram selecionadas 9 estruturas.

4.1.2 Preparacado do Sistema

A etapa de preparacdo do sistema é essencial para o0 bom desempenho do estudo por
docking molecular, e ocorre anteriormente a realizacdo dos calculos. A estrutura da proteina
comumente vem acompanhada de um ligante co-cristalizado, normalmente no sitio ativo da
proteina. Faz-se necessario, portanto, a remocao deste, para que o sitio ativo esteja disponivel
para o atracamento dos ligantes em estudo. Para desempenhar essa etapa do trabalho
empregou-se o programa UCSF Chimera.

As estruturas das proteinas obtidas, eventualmente, podem apresentar falhas na
estrutura decorrentes do procedimento experimental para a obtencao da estrutura 3D, as quais
podem acarretar em interferéncias no desempenho do calculo. Afim de se evitar isso, utilizou-
se a ferramenta PDB2PQR, para predicdo do pKa dos residuos ionizaveis das proteinas com

base no pH (definido em 7), e consecutivamente eventuais corre¢des na estrutura dos alvos.



28

Na estrutura da proteina obtida, sdo encontrados também, moléculas explicitas de
agua, principalmente no sitio ativo das estruturas, usualmente chamadas de agua de
cristalizacdo. Existe uma discussdao no campo da modelagem molecular acerca de manter ou
ndo as ditas aguas de cristalizacdo durante o estudo por docking molecular.

De acordo com FREY 1994, as moléculas de aguas devem ser consideradas como
parte fundamental da proteina, uma vez que estas desempenham um papel essencial em suas
propriedades estruturais, cataliticas, dinamicas e termodinamicas. Além disso, contribuem
para uma menor energia de ligacdo entre uma proteina e um substrato, uma vez que essas
moléculas de dgua sao facilmente deslocadas.

Para fins de comparacao e andlise, nesse estudo, foram preparados duas baterias de
docking distintas, nas quais, em uma delas as aguas de cristalizacdo foram removidas,
utilizando o programa UCSF Chimera, enquanto em outra, as aguas de cristalizacdo foram
mantidas. Afim de que se conheca o método mais adequado de se tratar tais estruturas.

A posteriori, fez-se necessario definir a regido da proteina na qual a molécula
ligante deve interagir, onde os calculos de interacdo proteina-ligante sdo realizados. Essa
etapa foi realizada utilizando-se o programa Autodock Tools, no qual, as coordenadas do sitio
ativo da proteina, regido da proteina onde as interagdes a serem calculadas, é definida por um
cubo ajustavel, chamado Gridbox. Apos isso, através do mesmo programa, foi possivel gerar
um arquivo com extensao “pdbqt” da estrutura da proteina e dos ligantes, para a etapa
fundamental posterior e execucao dos calculos.

Uma importante etapa do trabalho consiste em procurar a estrutura tridimensional
mais estavel energeticamente, através da otimizacdo da geometria dos ligantes, tanto os
ligantes propostos, quanto os ligantes de referéncia. Para a realizacdo desta etapa faz-se o uso
do programa XTB.

Para a optimizacdo de estrutura dos ligantes em estudo, foi empregado um método
semi empirico XTB, proprio do programa de mesmo nome. Este procedimento é
relativamente simples e ndo requer um alto poder computacional. Por fim, de forma

semelhante a proteina, gerou-se um arquivo com extensao “pdbqt” da estrutura do ligante.

4.1.3 Execucao dos Calculos

A execucdo dos célculos de docking molecular foram realizados por meio do
programa SMINA. A fungdo “exaustiveness”, que se refere a quantas vezes a interacao

proteina-ligante deve ser calculada, foi ajustada para 30. Para fins de comparacdo de
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resultados, foram utilizadas duas funcées de scoring distintas, Vinardo (QUIROGA, 2016) e
Dkoes (KOES, 2013).

Na primeira bateria de simulagdes por docking molecular, comparou-se o
desempenho dos cinco flavonoides sulfatados propostos, frente a 20 moléculas obtidas no
BindingDB, selecionadas pelo critério de menor energia de ligacdo, informacdo fornecida
pelo banco de dados. Dentre as 73 proteinas dispostas no BindingDB, 20 foram utilizadas
neste ensaio, sendo aplicada apenas uma funcado de scoring, Dkoes, e o tamanho da caixa de
simulacdo (gridbox), que seleciona a regidao da proteina onde os calculos sdo realizados foi
configurado em 50 A3,

Apbs a realizacdo da primeira bateria de docking, foi proposta uma alteracdo na
estrutura das moléculas em estudo, decidiu-se utilizar dimeros baseado em éteres dos
flavonoides previamente descritos, aqui chamados de Dibeltroanina, Dicaicoina, Dipedroina,
Diwissadulina e Diyannina.

A escolha da funcao éter se baseia na proposta de uma oxidacdo dos grupos OH
presentes na posicao 2 do anel C dos flavonoides de origem, publicados por TELES, 2015.
Nota-se que na Dipedroina, diferente das demais estruturas, a esterificacao ocorre na posicao
3 do anel C invés da posicao 2. A escolha é justificada pela tentativa de se evitar um
impedimento estérico, o que também justifica o prolongamento da cadeia. As estruturas estao

representadas nas Figuras 7 e 8.

Figura 7. Dimeros de Flavonoides Sulfatados baseado em éteres.

R
R2 R3

R1 o o} R4

OH o] (0] OH
2a (Dibeltraonina):R=0CH,0, R1=0S03, R2=0H, R3=0H, R4=0S0O:s.
2b (Dicaicoina):R=0CH,0, R1=0H, R2=0S03, R3=0S03, R4=0H .
2c (Diwissadulina):R=OCH-0, R1=0S0s, R2=H, R3=H, R4=0S0;.
2d (Diyannina):R=0, R1=0H, R2=0S0;, R3=0S03, R4=0H.
Fonte: Elaborado pelo autor
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Figura 8. Dipedroina.

\\\-\OH HO

R1 o P 0 R4

o) 0

OH (0] Ie} OH
R1=0H, R2=0S0;, R3=0S0;, R4=0H.

Fonte: Elaborado pelo autor

Para a avaliacdo do desempenho dos dimeros, realizou-se uma segunda bateria de
docking, comparando o desempenho do novo conjunto de ligantes frente a molécula de
referéncia de melhor desempenho no ensaio anterior, BDBM289853. Foram utilizadas 5
proteinas dentre as 20 anteriores anteriormente avaliadas.

Este ensaio foi realizado em duas etapas, na primeira etapa o gridbox foi
configurado em 50 A3, e em uma segunda etapa, os calculos foram refeitos configurando o
gridbox em 30 A3. Em ambas as etapas, foram aplicadas duas funcdes de scoring, Dkoes e
Vinardo

Por fim, foi realizado um terceiro ensaio de docking, para validar o desempenho dos
dimeros dos flavonoides frente as moléculas concorrentes. Para isso, foram avaliados no
estudo de docking o desempenho dos cinco dimeros frente as cinco moléculas concorrentes
que obtiveram a menor energia de ligacdo na primeira bateria de docking.

Dentre as 73 proteinas, dispostas no BindingDB, 9 foram selecionadas, sob o
critério de similaridade estrutural. Semelhante ao ensaio anterior, este também foi realizado
em duas etapas, uma etapa na qual manteve-se as aguas de cristalizacao na estrutura das
proteinas, e uma segunda etapa onde as dguas de cristalizacdo foram removidas.

No ensaio anterior, percebeu-se o melhor desempenho da funcao de scoring Vinardo
em relacdo a Dkoes, em funcdo disso, nesse ensaio aplicou-se apenas a Vinardo. Percebeu-se
também no ensaio anterior, um resultado mais promissor quando o gridbox foi configurado
em 30 A3, portanto assim se manteve.

Apbs a execucgdo dos calculos, fez-se necessario o uso de programas que permitam
visualizar as conformacoes geradas, e as interacoes dessas conformagdes com o as cadeias
laterais presentes no sitio ativo da proteina. Para este fim, fez-se o uso do programa Pymol, a
partir do qual é possivel fazer o tratamento dos dados obtidos por meio do docking, além de

avaliar a conformacdo de menor energia gerada e se esta ligou-se na regido do sitio ativo.
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4.2 Validacao do Método

A simulagdo por docking molecular é uma técnica que se demonstra muito pratica e
eficaz. Contudo, a validade dos resultados obtidos através do mesmo requer uma
comprovacgao da confiabilidade do método. A eficacia do método pode ser demonstrada por
meio do RMSD, do inglés root mean square deviation, ou simplesmente, desvio quadratico

meédio.

n

RMSD[x,y]Z\/%Z Ix:— y;

i=1

)

Em que x e y dizem respeito respectivamente as posicoes da estrutura em analise e
da estrutura de referéncia, enquanto N é o numero de pares de atomos correspondentes.
Valido ressaltar que x; — y; fornece a distancia entre atomos correspondentes de cada estrutura.

O RMSD pode ser compreendido, no contexto do presente trabalho, como uma
medida de similaridade entre duas estruturas. O seu uso permite quantificar a diferenca
conformacional entre o ligante nativo e as diversas posi¢oes geradas no docking molecular,
afim de que se determine o quao diferentes as conformagdes obtidas estdo do ligante nativo.
Eventualmente, pode-se determinar também quais dentre as conformacdes geradas estdo mais
proximas do ligante nativo (SARGSYAN, 2017).

Para a execucdo dessa etapa se fez uso do fconv, um programa que visa a
manipulacdo e analise de propriedades das moléculas em estudo. O fconv é uma ferramenta
computacional que desempenha uma série de fungOes associadas ao processo de

desenvolvimento de farmacos, dentre elas, o calculo do RMSD.

4.3 Redocking

Visando a validacdo dos resultados obtidos no terceiro ensaio de simulagOes por
Docking Molecular, foi realizado um ensaio de redocking, que consiste em recalcular as
energias de ligacdo partindo da conformacao resultante de uma simulagdo prévia de docking.
Para certificar-se que os resultados anteriores ndo dependem do método, o redocking foi

realizado por meio de um programa diferente, SwissDock.
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O SwissDock, é servidor online dedicado a simulacdo de docking molecular para
sistemas proteina-ligante. Visto que se trata de uma ferramenta online, ndo se faz necessario a
instalacdo local do programa, uma vez que este permite o envio das estruturas envolvidas na
simulacdo e o download dos resultados, posteriormente.

O SwissDock é uma ferramenta online baseada no programa de docking molecular
EADock DSS, e utiliza-se de uma funcdo de scoring baseada em pardmetros gerados pelo
campo de forca CHARMM. Estudos prévios certificam que o SwissDock possui performance
similar a outros programas de docking, como AutoDock, Autodock Vina e Molegro Virtual
Docker (AZEVEDO JR, 2019).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Primeiro Ensaio de Docking

A primeira bateria de simulacdes de docking molecular avaliou o desempenho do
grupo de flavonoides sulfatados em estudo frente a 20 moléculas obtidas no BindingDB. Para
isso foram selecionadas 20 proteinas associadas ao fator de coagulacdo IX, obtidas no PDB. A
simulacdo deu-se por meio do programa SMINA, fazendo-se uso da funcao de scoring Dkoes,

e os resultados estao dispostos na Tabela 1.

Tabela 1. Valores de energia livre de ligacdo (Kcal/mol) obtidos no primeiro ensaio de Docking

Ligante 1XX9 1ZHM 1ZHP 1ZHR 1ZLR 1ZMJ 1ZML 1ZMN 1Z0OM 1ZPB 1ZPC 1ZPZ 1ZRK 1ZSJ 1ZSK 1ZSL 1ZTJ 1ZTK 1ZTL 2FDA

Beltraonin -6.8" -7.0" -68 -69 -7.0 -7.0 -74 -70 -67 -69 -71 -69 -66 -68 -7.0 -68 -6.7 -6.6 -69 -69
Caicoin 61 69 -71 -71 -67 -71 -67 -76' -68 -72 -7.2" 69 -67 -71'" -7.1 -69 -7.2" -7.2 -6.8 -6.8
Pedroin 63 -69 -7.2" 68 -72" -71 -7.0 -7.6" -7.1" -7.3" -7.2" -7.3" 69" -7.1" -7.2" 7.1 -69 -69 -69 -6.9

Wissadulin -66 -68 -69 -67 -70 -68 -72 -69 -68 -70 -71 -68 -68 -66 -68 -73 -6.6 -6.5 -6.6 -6.6
Yannin 63 -67 -69 -7.8" -68 -7.2" -7.6" -76' -70 -7.3" -71 -7.0 -68 -69 -7.1 -7.4" -6.8 -7.6" -7.2" -7.2°

BDBM289787 -7.8 -81 -83 -7.2 -78 -84 -86 -85 -86 -86 -9.2 -85 -83 -7.7 -83 -93 -79 -84 -78 -7.8
BDBM289794 -69 -74 -78 -80 -79 -76 -79 -74 -79 -81 -86 -82 -81 -8.0 -82 -85 -82 -84 -7.6 -7.6
BDBM289795 -66 -82 -74 -85 -78 -75 -80 -78 -81 -85 -83 -83 -78 -78 -67 -7.7 -84 -8.0 -7.2 -7.2
BDBM289796 -7.6 -82 -83 -81 -90 -82 -90 -83 90 -93 -91 -91 -91 -82 -85 -9.6* -82 -7.7 -83 -83
BDBM289797 -7.2 -70 -80 -81 -7.7 -75 -85 -75 -80 -80 -83 -75 -7.7 -8.0 -72 -8.2 -8.0 -7.7 -8.0 -8.0
BDBM289798 -68 -76 -76 -76 -78 -83 -74 -7.7 -78 -78 -82 -79 -79 -70 -73 -78 -78 -75 -73 -73
BDBM289799 -79 -7.7 -82 -87 -83 -81 -86 -81 -92 -84 -87 90 -82 -81 -87 -85 -84 -84 -86 -8.6
BDBM289800 -7.8 -8.3* -77 -7.7 -83 -81 -84 -84 -86 -86 -84 -88 -81 -80 -81 -89 -79 -7.8 -7.9 -7.9
BDBM289801 -79 -82 -77 -7.7 -80 -85 -81 -80 -82 -86 -84 -89 -85 -8.0 -80 -88 -80 -83 -7.7 -7.7
BDBM289803 -7.8 -8.3* -8.1 -9.7% -82 -89 -84 -89° 9.1 -86 -8.7 -84 -86 -81 -86 -86 -82 -85 -84 -84
BDBM289804 -7.1 -81 -81 -7.7 -7.7 -82 -75 -76 -74 -74 -8.7 -80 -8.0 -70 -79 -86 -7.7 -7.7 -7.7 -7.7
BDBM289805 -7.2 -78 -81 -74 -7.7 -7.7 -81 -74 -85 -82 -81 -79 -86 -73 -81 -81 -80 -83 -7.7 -7.7
BDBM289807 -7.2 -81 -78 -78 -75 -78 -76 -79 -81 -84 -79 -81 -83 -79 -84 -76 -76 -78 -83 -83
BDBM289811 -69 -77 -78 -79 -80 -72 -81 -73 -78 -79 -82 -76 -76 -71 -76 -81 -78 -79 -7.5 -75
BDBM289816 -7.7 -81 -80 -81 -85 -85 -84 -81 -83 -82 -91 -86 -93* -79 -83 -84 -84 -84 -79 -7.9
BDBM289844 -80 -79 -83 -85 -89 91 -85 -86 -93° -87 -91 -85 -89 -87 -86 -88 -9.0 -88 -83 -83
BDBM289848 -80 -82 -88 -82 -86 -83 -85 -87 -85 -86 -86 -92 -87 -90 -91 -9.1 -9.0 -9.1 -8.8 -8.8
BDBM289849 -83 -79 -87 -80 91 -89 -92 -86 -82 91 -93 -92 90 -83 -86 -88 -9.6/ -8.6 -8.9% -8.9*
BDBM289851 -7.2 -7.7 -82 -7.2 -80 -90 -86 -75 -80 -80 -85 -83 -79 -83 -77 -81 -81 -8.0 -75 -7.5
BDBM289853 -8.7" -8.1 -9.3* -83 -9.7% -10.7* -9.7% -8.9* -9.3* -9.4* -9.4* -93* 9.0 -9.3* -9.2* 95 -9.2 -9.3* -8.8 -8.8

T. Menores valores de energia de ligacdo dentre os ligantes em estudo; 3. Menores valores de energia de ligagdo dentre os ligantes de referéncia

Fonte: Elaborada pelo autor
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Estdo dispostos nas colunas os resultados do calculo da energia de ligacao,
expressos em Kcal/mol, para cada uma das 20 proteinas selecionadas, obtidos através da
simulacdo de docking molecular.

E notavel que nesse ensaio, os ligantes de referéncia apresentam certa vantagem em
relacdo aos ligantes propostos. Em todos os alvos, o menores valores de energia de ligacao
sdo encontrados com as moléculas concorrentes. A diferenca de energia entre os melhores
resultados dentre os ligantes propostos e os ligantes de referéncia oscilam entre 1,3 Kcal/mol
(1ZHM) e 3,5 Kcal/mol (1ZMJ).

Ainda acerca da Tabela 1, é possivel observar que dentre as 20 moléculas concorrentes
avaliadas no estudo, apenas 7 apresentaram minimo local de energia de alguma proteina.
Dentre as quais, 4 apresentaram minimo de energia para um alvo (BDBM289796,
BDBM289800, BDBM289816 e BDBM?289844), duas apresentaram minimos de energia para
trés alvos (BDBM289803 e BDBM289849) e uma molécula, BDBM289853, obteve grande

destaque, sendo a molécula com maior eficiéncia em 12 dentre os 20 alvos testados.

5.2 Segundo Ensaio de Docking

Os resultados obtidos na primeira bateria de docking foram muito abaixo do
esperado, e em razdo disso, elaborou-se uma nova estratégia na intencdo de superar 0s
obstaculos. Optou-se entdo por fazer alteragOes estruturais na estrutura dos ligantes. A
proposta consistiu em construir dimeros baseado em éteres dos flavonoides sulfatados
previamente estudados, renomeando as moléculas para Dibeltroanina, Dicaicoina, Dipedroina,
Diwissadulina e Diyannina.

Visto que se tratava um sistema muito diferente do proposto inicialmente, foi
realizado uma nova bateria de simulacdes por docking molecular, a carater de teste, no intuito
de ter-se uma breve avaliacdo desempenho dos novos ligantes propostos. O desempenho dos
novos ligantes foi avaliado frente a molécula de melhor desempenho dentre as concorrentes
no ensaio anterior, aqui referida como BDBM289853.

Neste ensaio, foram utilizadas apenas 5 dentre as 20 proteinas anteriores, o gridbox
foi configurado em 50 A3, e diferentemente do ensaio anterior, neste foram aplicadas duas
fungdes de scoring, Dkoes e Vinardo, para fins de comparagdo de desempenho. Os valores de

energia de ligacdo obtidos estao dispostos nas Tabela 2 e 3.
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Tabela 2. Valores de energia livre de ligacio (Kcal/mol) utilizando funcdo de scoring Dkoes, gridbox de 50A3

Ligante 1ZHP 1ZMJ 1ZPB VA 1ZTK
Dibeltraonina -9,5" -9,4 -10,07 -9,0 -8,8
Dicaicoina -8,9 -8,7 -8,6 -9,7 -8,3
Dipedroina -8,2 -9,5 -9,5 -10,17 -9,1
Diwissadulina -9,3 -9,4 9,1 -9,2 -8,6
Diyannina -8,2 -9,2 -8,8 -9,3 -8,2
BDBM289853 -9,4 -10,4 -10,0" -9,0 -9,3"

T. Menor valor de energia de ligacdo obtido

Fonte: Elaborada pelo autor

Encontram-se na Tabela 2, as energias de ligacdo obtidos através do docking,
fazendo-se uso da funcdo de scoring Dkoes. Aqui, nota-se um resultado mais promissor em
relacdo ao ensaio anterior, visto que para o alvo 1ZPB, obteve-se o mesmo valor de afinidade
(-10,0 Kcal/mol), enquanto para os alvos 1ZHP e 1ZSJ, a afinidade superou o ligante com
uma margem de 0,5 kcal/mol.

No entanto, ainda é observado uma maior afinidade do ligante concorrente. Para o
alvo 1ZMJ, o ligante abre uma vantagem de 0,9 Kcal sobre a Dipedroina, na qual se observa a
maior afinidade dentre os ligantes propostos para este alvo. Em relagdo ao alvo 1ZTK, por sua
vez, a maior afinidade dentre as moléculas propostas é encontrada na Dipedroina, a 0,2

Kcal/mol da BDBM289853, qual obteve o melhor resultado para este alvo.

Tabela 3.Valores de energia livre de ligacio (Kcal/mol) utilizando funcio de scoring Vinardo, gridbox de 50A3

Ligantes 1ZHP 1ZMJ 1ZPB 1ZSJ 1ZTK
Dibeltraonina -10,47 -11,67 -12,37 -12,17 -10,3

Dicaicoina -10,3 -10,5 -10,6 -11,3 -11,67
Dipedroina -8,5 -9,0 -9,6 -8,5 -9,5
Diwissadulina -8,8 -11,2 -12,37 -11,0 -11,0
Diyannina -9,9 -11,1 -10,8 -10,8 -10,7
BDBM289853 -8,6 -8,5 -9,1 -8,8 -8,9

T. Menor valor de energia de ligacdo obtido

Fonte: Elaborada pelo autor

Os valores dispostos na Tabela 3 foram obtidos aplicando-se uma funcdo de scoring
diferente, Vinardo. A melhora dos resultados em relacdao aos obtidos com a funcao de scoring
anterior é consideravel. Aqui, percebe-se que, para os todos os alvos aqui analisados, o menor
valor de energia de ligagdo foi encontrado em uma das moléculas propostas. Com destaque
para a Dibeltraonina, que obteve o melhor valor de afinidade em 4 dos 5 alvos estudados.

As maiores vantagens de afinidade em relacdo a molécula concorréncia foram

obtidas para os alvos 1ZSJ, onde a Dibeltraonina apresenta uma vantagem de 3,3 Kcal/mol, e
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1ZPB, onde Dibeltraonina e Diwissadulina partilham o mesmo valor de afinidade, o qual
possui uma vantagem de 3,2 Kcal/mol.

Em seguida, igualmente para fins de comparacdo e analise, a bateria de docking foi
refeita, ainda utilizando-se das duas fungdes de scoring previamente mencionadas, contudo, o
gridbox fora reajustado para 30 A3. Encontram-se nas Tabela 2 e 3, os valores de energia de

ligacdo obtidos.

Tabela 4. Valores de energia livre de ligagdo (Kcal/mol) utilizando fungdo de scoring Dkoes, gridbox de 30A3

Ligantes 1ZHP 1ZMJ 1ZPB 17ZSJ 1ZTK
Dibeltraonina -7,7 -9,4 -9,3 -9,1 -9,21
Dicaicoina -8,8 9,1 -8,7 -9,7 -8,6
Dipedroina -7,8 -8,8 -9,7 -10,17 -9,1
Diwissadulina -8,0 -9,3 -9,0 -8,5 -8,9
Diyannina -8,3 94 -8,9 -9,2 -8,2
BDBM289853 -9,3" -10,57 -9,8" -9,6 -9,2"

T. Menor valor de energia de ligacdo obtido

Fonte: Elaborada pelo autor

Dispdoem-se na Tabela 4, as energias de ligacdo obtidos através do docking,
fazendo-se uso da funcdo de scoring Dkoes. Aqui, percebe-se um desempenho sutilmente
inferior comparado ao ensaio em que se usou a mesma funcdo de scoring, porém com um
gridbox com dimensdes maiores.

Para os alvos 1ZHP, 1ZMJ e 1ZPB pode ser observada uma vantagem energética de
1,6 kcal/mol, 1,1 kcal/mol e 0,1 kcal/mol, respectivamente, em relacdo as moléculas de
melhor desempenho dentre os ligantes propostos. Todavia, para o alvo 1ZTK, encontrou-se na
Dipedroina o mesmo valor de afinidade que o ligante de referéncia (9,2 Kcal/mol), enquanto
para o alvo 1ZSJ, a afinidade superou o ligante concorrente com uma margem de 0,5

kcal/mol.

Tabela 5.Valores de energia livre de ligacio (Kcal/mol) utilizando funcio de scoring Vinardo, gridbox de 30A3

Ligantes 1ZHP 1ZMJ 1ZPB 17ZSJ 1ZTK
Dibeltraonina -10,4" -11,77 -12,57 -12,27 -10,2

Dicaicoina -9,9 -11,6 -10,7 -11,6 -11,77
Dipedroina -8,7 -8,9 -8,8 -8,6 -9,5
Diwissadulina -8,5 -11,4 -12,1 -9,5 -10,1
Diyannina -9,8 -10,7 -10,6 -11 -10,3
BDBM289853 -8,8 -8,4 -10,5 -8,7 -8,9

T. Menor valor de energia de ligacdo obtido

Fonte: Elaborada pelo autor
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Aplicando a fungdo de scoring Vinardo, foram obtidas as energias de ligacdo
dispostas na Tabela 5. Comparando com o ensaio anterior no qual também fora utilizado a
Vinardo, nota-se que os resultados foram muito semelhantes, com sutis variacoes.

De forma semelhante ao ensaio anterior, nesse estudo, também conferiu-se destaque
para a Dibeltraonina, a qual novamente, apresentou a maior afinidade com o sitio ativo para 4
dentre as 5 proteinas estudadas. Com destaque para os alvos 1ZSJ, no qual a Dibeltraonina
apresentou uma vantagem de 3,5 Kcal/mol em relacdo a molécula concorrente, e 1ZMJ, no
qual a diferenca de energia em relacao ao ligante referéncia é de 3,3 Kcal/mol.

Com base nos resultados apresentados, pode-se observar resultados mais
promissores quando aplicado o Vinardo como funcdo de scoring, ao invés do Dkoes. Isso
ocorre em funcdo de que o Vinardo possui parametros que descrevem de forma mais
satisfatoria o sistema em estudo. Além disso, comparando-se os ensaios no quais sao usados o

Vinardo, é possivel notar uma discreta vantagem quando o gridbox foi configurado em 30 A3,

5.3 Terceiro Ensaio de Docking

Os ensaios anteriores foram promissores e em razdo disso decidiu-se realizar uma
terceira leva de simulacdes, afim de validar os resultados obtidos com o novo conjunto de
ligantes, avaliando o desempenho destes frente a 5 moléculas concorrentes com o melhor
desempenho na primeira bateria de testes. Para este ensaio, foi adotado um novo critério de
selecdo dos alvos, dentre os 73 alvos iniciais propostos pelo BindingDB, apenas 9 foram
utilizados neste ensaio, selecionados sob o critério de similaridade estrutural.

Em decorréncia da analise do ensaio prévio a este, optou-se por aplicar apenas uma
funcdo de scoring, Vinardo, e o gridbox, foi configurado em 30 A3, Esta bateria de célculos
foi realizada em duas etapas, uma na qual as aguas de cristalizacdo foram mantidas, e outra na

qual essas estruturas foram removidas antes da simulagao.
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Tabela 6. Valores de energia livre de ligacdo removendo-se as dguas de cristalizagao

Ligantes 2FDA  3SOR 4CR9 4X6P 5QO0D 6HHC 6TWC 6USY 6W50
Dibeltraonina -11,8 -10,4 -9.0 -12,3" -11,1 -11,47 -9,8 -12,17 11,8
Dicaicoina -1,8 -11,37 -9.8 -10.5  -11,2° -9,8 11,17 -11,5 -10,9
Dipedroina -8,4 -9,2 -9.2 -8.9 -8,5 -8,0 -9,7 -10,5 -11,1
Diwissadulina -11,9 -10,3 9,9 -12.1 -10,5 -9,6 -10,6 -11,2 -8,8
Diyannina -12,3" -11,0 -9,9" -10.4 -10,7 -9,6 -10,1 -11,1 -11,0

BDBM289796 -9,1 -8,1 -8,0 -7,9 -9,4 -8.1 -8,2 -8,0 9,1
BDBM289803 -10,3 -9,3 9,1 -8,5 -9,7 -8.4 -8,7 91 -8,1
BDBM289844  -8,7 9,1 -8,6 -9,4 -9,8 -8.9 -9,2 -9,4 -9,6
BDBM289849 -9,5 -8,2 -8,4 -8,8 9,1 -8.2 -8,7 -8,5 -8,5
BDBM289853 -11,9 -9,5 -10,3* -9,0 -8,8 -9,5 -10,1 -10,1 -9,4

T. Menores valores de energia de ligacdo dentre os ligantes em estudo; +. Menores valores de energia de ligagdo dentre os ligantes concorrentes

Fonte: Elaborada pelo autor

Encontram-se na Tabela 6, os valores das energias de ligacdo computados no ensaio
no qual as aguas de cristalizacdo foram removidas. Tal como esperado, os valores obtidos sao
promissores, em 8 dentre as 9 proteinas selecionadas o menor valor de energia de ligacao foi
encontrado para em uma das moléculas propostas.

Destaca-se os desempenhos obtidos com a Dibeltraonina e Dicaicoina, as quais
apresentaram a maior afinidade para trés alvo cada. Apenas para o alvo 4CR9 o conjunto de

ligantes em andlise foi superado, observando-se com uma margem de apenas 0,4 Kcal/mol.

Tabela 7. Valores de energia livre de ligacdo mantendo-se as dguas de cristalizacdo
Ligantes 2FDA  3SOR 4CR9 4X6P 5Q0D G6HHC 6TWC 6USY 6W50
Dibeltraonina -12,3"  -11.7 -10.3 -11.5  -12,8"  -10,1"  -11,3"  -11.4  -11,9'
Dicaicoina -11.4  -12,0° -9.9 -12,17 123 -9.6 -11.0 -11.2 -10.8
Dipedroina -9.2 -9.9 -9.4 -10.3 -8.4 -9.3 -109  -12,47 -8.2
Diwissadulina -12.0 -9.6 -10.3 -8.4 -12.0 -9.9 -10.6 -10.5 -10.9
Diyannina -11.7 -11.,5 -1047  -11.3 -11.4 -9.6 -10.2 -11.1 -9.9

BDBM?289796 -9.5 -7.6 -6.1 -8.7 -8.4 -8.8 -8.2 7.2 -8.5
BDBM289803 -7.9 -8.2 -6.2 -10,7* -6.5 -8.5 -8.7 -8.6 -8.5
BDBM289844 -9.2 -8.7 -8.4 -9.8 -8.7 -8.9 -9.0 -8.1 -9,7¢
BDBM?289849 -8.6 -8.9 -8.3 -8.3 -9,2¢ -9.0 -8.6 -7.6 -8.9
BDBM289853 -10,1* -10,2*  -9,0* -8.0 -8.7 -9,1*  -10,2*  -8,9* -8.7

T. Menores valores de energia de ligacdo dentre os ligantes em estudo; . Menores valores de energia de ligagdo dentre os ligantes concorrentes

Fonte: Elaborada pelo autor

Conforme observa-se na Tabela 7, o desempenho do conjunto de ligantes foi ainda
mais promissor mantendo-se as moléculas de agua na estrutura da proteina. Estes resultados
concordam com FREY 1994 que defende que as aguas de cristalizacdo desempenham um
papel essencial em suas propriedades termodindmicas, estruturais, e cataliticas, visto que
nesse caso, a presenca dessas estruturas foram responsaveis por um decréscimo na energia de
ligacdo.

Neste ensaio, para todas as proteinas estudadas, o menor valor de energia de ligacdao

foi obtido por uma das moléculas em estudo. Com destaque para a Dibeltraonina que mostrou
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ter a maior afinidade para 5 dentre as 9 proteinas estudadas. Dentre as moléculas de
referéncia, o ligante BDBM289853 apresentou o melhor desempenho, obtendo a maior
afinidade para 6 dentre os 9 alvos.

A diferenga de energia entre o ligante em estudo com a maior afinidade, e o ligante
de referéncia com melhor desempenho, foi mais proeminente nos alvos 5Q0D, no qual a
Dibeltraonina abriu uma vantagem de 3,6 Kcal/mol sobre a BDBM289853, e para o alvo
6USY, no qual a Dipedroina apresenta uma vantagem de 3,5 Kcal/mol, também sobre a

BDBM289853.

5.4 Validacao do Método

O ensaio anterior se mostrou eficiente, contudo, para que os valores obtidos sejam
validos, se fez necessario a comprovacao da confiabilidade do método. A confiabilidade dos
método foi demonstrada calculando-se o desvio quadratico médio (RMSD), conforme a
equacao (2), fazendo uso do programa fconv. A validacdo se fez em duas etapas, na primeira,
calculou-se o RMSD dos ligantes co-cristalizado (LCC) e na segunda etapa, 0 mesmo
procedeu com o ligante proposto.

Para que se completasse a primeira etapa, foi realizado previamente um ensaio de
docking molecular com os LCC, obtidos junto a estrutura cristalizada da proteina no PDB.
Apbs isso, foi calculado o RMSD da conformacdo de menor energia resultante do docking,
tomando por referéncia o LCC nativo.

A segunda etapa se deu de forma muito semelhante, contudo, considerando-se os
ligantes de menor energia, referente ao terceiro ensaio de docking. Para cada alvo, foi
calculado RMSD da conformacao de menor energia, tomando por referéncia a estrutura nativa

do mesmo. Os valores de RMSD obtidos estdo dispostos na Tabela 8.

Tabela 8. Valores do RMSD para validacao do método.

Alvo RMSD: cc RMSDigante Proposto Ligante Proposto
2fda 1.330070 0.586435 Dibeltraonina
3sor 0.908301 0.133720 Dicaicoina
4cr9 0.000522 0.099247 Diyannina
4x6p 0.629404 0.142919 Dicaicoina
5q0d 0.614188 0.631786 Dibeltraonina
6hhc 0.000390 0.559794 Dibeltraonina
6twc 0.093592 0.590924 Dibeltraonina
6usy 0.146505 0.231998 Dipedroina
6w50 0.067170 0.585795 Dibeltraonina

Fonte: Elaborado pelo autor
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Os valores de RMSD obtidos, conforme observado na Tabela 8, corroboram para a
confiabilidade do método, uma vez que os valores se aproximam de zero, indicando uma alta
similaridade das estruturas comparadas.

O RMSD se mostrou satisfatério como uma validagdo numérica, contudo, além
disso, foi realizada também uma validacdo visual. Para isso foi empregados o Pymol,
programa que permite a visualizagao dos resultados.

Nas Figuras 3-11, estdo destacados em azul o LCC nativo, em vermelho a
conformacdao de menor energia do LCC, obtida pelo docking molecular, e em amarelo, a

conformacdo de menor energia do dimero de flavonoide sulfatado, obtido na terceira bateria

de docking.

Figura 9. Validacao visual para o alvo 2FDA.
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Fnte: Elabrado pelo autor
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Figura 10. Validacdo visual para o alvo 3SOR.
\

Legenda
LCC nativo
LCC pés-Docking
Dimero de Flavonoide
Sulfatado

Fonte: Elaborado pelo autor

Figura 11. Validacao visual para o alvo 4CRS.
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Fonte: Elaborado pelo autor
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Figura 12. Validacado visual para o alvo 4X6P.
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Figura 13. Validacao visual para o alvo 5QOD.
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Fonte: Elaborado pelo autor
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Figura 14. Validacao visual para o alvo 6HHC.
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Fonte: Elaborado pelo autor

Figura 15. Validacdo visual para o alvo 6TWC.
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Fonte: Elaborado pelo autor



Figura 16. Validacao visual para o alvo 6USY.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 17. Validacao visual para o alvo 6W50.

Fonte: Elaborado pelo autor
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Observa-se nas Figuras 3-11 o resultado da validacdo visual do método. A partir
destas, percebe-se que o método se mostrou satisfatério, uma vez que para mais da metade
dos alvos, a simulacdo de docking levou as moléculas em estudo a ancorarem no sitio ativo
das proteinas indicados no gridbox. Melhorias podem ser implementadas com o fim de
aprimorar a acurdcia do método, contudo, estes resultados reforcam a confiabilidade do
método empregado.

Em seguida, fez-se uso também do software LigPlot", a partir do qual é gerado um
mapa bidimensional que permite identificar as interacdes intermoleculares entre o ligante e os

residuos da proteina, diferenciando entre interagcdes hidrofilicas e hidrofébicas.

Figura 18. Interacdes intermoleculares no sitio ativo do alvo 2FDA.
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Figura 19. InteragGes intermoleculares no sitio ativo do alvo 3SOR.

Fonte: Elaborado pelo autor

Figura 20. Interacdes intermoleculares no sitio ativo do alvo 4CR9.
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Figura 21. Interacdes intermoleculares no sitio ativo do alvo 4X6P.
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Figura 22. Intera¢des intermoleculares no sitio ativo do alvo 5Q0D.
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Figura 23. Interacdes intermoleculares no sitio ativo do alvo 5Q0D.
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Figura 24. Interagdes intermoleculares no sitio ativo do alvo 6HHC.
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Figura 25. Interagdes intermoleculares no sitio ativo do alvo 6TWC.
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Figura 26. Interacoes intermoleculares no sitio ativo do alvo 6USY.

Fonte: Elaborado pelo autor
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Figura 27. Interacdes intermoleculares no sitio ativo do alvo 6W50.
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Fonte: Elaborado pelo autor
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5.5 Redocking

Afim de se certificar que os resultados ndao dependem do método para que se
mostrem satisfatorios, foi realizado uma etapa de redocking. O redocking consiste em repetir
os calculos utilizando um algoritmo diferente. Para o cumprimento desta etapa, foi empregado
o SwissDock, ferramenta online baseada no programa EADock DSS, e emprega uma funcao
de scoring cujos parametros sdo gerados empregando-se o campo de forca CHARMM.

Como critério para a realizagdo do redocking, foram selecionados apenas os
complexos com menor valor de energia de ligacdo entre os ligantes propostos, e entre 0s

ligantes de referéncia. Os valores obtidos encontram-se na tabela 9.

Tabela 9. Valores de energia livre de ligacdo removendo-se as dguas de cristalizagao

Alvo  Energia vigantereferincia  Ligantes de  Energia rigante proposto Ligantes

(kcal) Referéncia (kcal) Propostos
2fda -10.98 BDBM289853 -11.53 Dibeltraonina
3sor -10.27 BDBM289853 -12.46 Dicaicoina
4cr9 -10.91 BDBM289853 -11.91 Diyannina
4x6p -08.46 BDBM289803 -10.56 Dicaicoina
5q0d -08.40 BDBM289849 -12.23 Dibeltraonina
6hhc -11.16 BDBM289853 -12.21 Dibeltraonina
6twc -10.78 BDBM289853 -11.52 Dibeltraonina
6usy -11.10 BDBM289853 -12.14 Dipedroina
6w50 -08.23 BDBM289844 -10.69 Dibeltraonina

Fonte: Elaborado pelo autor

Os valores obtidos na etapa do redocking diferem dos valores observados para a
etapa do docking, contudo, a margem de diferenca é relativamente pequena. Além disso,
mesmo com a margem de erro, observa-se que o padrdo se manteve, isto €, para todos os
alvos, o ligante proposto apresentou um valor de afinidade superior ao ligante de referéncia.

Estes dados corroboram para uma boa avaliagdo do método empregado, uma vez
que os valores ndo divergiram de forma tdo expressiva. Além disso, uma vez que o padrao
manteve-se, é valido afirmar que os resultados obtidos independem do algoritmo aplicado,
visto que os algoritmos aqui aplicados se baseiam em um conjunto diferente de equagdes e

parametros para descrever os sistemas em estudo.
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6 CONCLUSOES

Os docking molecular é um método confiavel, de facil manuseio e de acesso
irrestrito. O seu uso se faz eficiente para avaliacdo de pequenos ligantes organicos para
inibicdo enzimatica, contribuindo satisfatoriamente para o processo de descobrimento de
novos farmacos.

Neste trabalho, foram avaliadas duas diferentes func¢des de scoring, Dkoes e
Vinardo, apresentando esta tltima um resultado mais satisfatorio, o que indica que esta possui
um conjunto de parametros que descreve de forma mais eficaz o sistema em estudo. Foram
testados diferentes tamanhos para o gridbox, sendo os melhores resultados obtido
configurando-o em 30 A3,

Avaliou-se também a influéncia da presenca de dguas de cristalizacdo nas proteinas,
comprovando-se que a inclusdao destas desenvolve um papel importante, influenciando
consideravelmente nas interagOes entre a proteina e o ligante, e consequentemente, nas
propriedades termodinamicas do complexo, inclusive a energia livre de ligagao.

O conjunto de dimeros baseado em éteres de flavonoides sulfatos, apresentou uma
menor energia de ligacdo comparado as moléculas originais, a partir das quais os dimeros
foram baseados, indicando um maior desempenho.

Por fim, conclui-se que os dimeros baseado em éteres de flavonoides sulfatos, aqui
denominados de Dibeltroanina, Dicaicoina, Dipedroina, Diwissadulina e Diyannina, mostram-
se eficientes na inibicdo enzimatica do Fator de Coagulacdo IX, que esta ligado a ocorréncia
da trombose.

O conjunto de dimeros sdo promissores candidatos a farmacos, e em razdo disso,
estdo sendo desenvolvidos estudos de dindmica molecular e calculo da energia livre, afim de

investigar mais profundamente o potencial dessas moléculas.
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