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RESUMO

As doencas cardiovasculares (DCVs) séo a principal causa de morte huma esfera
global, sendo o infarto do miocardio responsavel por 17.9 milhdes de morte no ano de
2017. Fatores como sedentarismo, alimentacdo de baixa qualidade, alcoolismo,
tabagismo, alterag6es na homeostase do Ca?* e na homeostase redox do miécito
cardiaco ja estdo bem descritos como desencadeadores de DCVs. Dentre as
moléculas potencialmente ativas na modulacdo redox e com possivel atividade
farmacologica terapéutica encontram-se as bases livres de porfirinas e
metaloporfirinas. Num trabalho executado por nosso grupo de pesquisa e
colaboradores em 2020 observou-se que MnTE-2-PyP>* foi capaz de modular Ca?*in
vitro e in vivo, mas essa capacidade n&o teria correlagcdo com sua modulagéo redox.
Assim, o objetivo deste trabalho foi analisar por meio da técnica de docking molecular
como porfirinas interagem com proteinas envolvidas no acoplamento excitacdo-
contracdo cardiaco. Para isso foi utilizada a estrutura de CaVAB, um canal de célcio
de origem bacteriana e um complexo contendo a troponinca C cardiaca e fragmento
da troponina | cardiaca. Foi possivel observar que as duas porfirinas utilizadas, meso-
tetraquis(N-metilpiridinio-2-il)porfirina e meso-tetraquis(N-etilpiridinio-2-il)porfirina
obtiveram bons valores de afinidade para CaVAb tanto no processo de blind docking
quanto do docking direcionado para sitios ativos conhecidos. J4 no caso da troponina
C, observou-se maior interacdo com regido N-terminal da proteina em um sitio
diferente ao que moléculas com atividade conhecida se ligam. Desta maneira, foi
possivel concluir que as porfirinas utilizadas, baseando-se nas afinidades, possuem
um alto potencial para modular CaVAb e n&o teriam capacidade de sensibilizar a
troponina ao Ca?*.

Palavras-chave: canal de calcio (Cavl.2), cardiomiécitos, docking molecular,

porfirinas, troponina C



ABSTRACT

Cardiovascular diseases (CVDs) are the leading cause of the death across the globe
with myocardial infarction being responsible for 17.9 million of death in 2017. Factors
such as sedentarism, unhealthy diet, alcoholism, changes in Ca?* homeostasis and
redox homeostasis are already well described as CVDS triggers. Among molecules
with potential redox modulation capability and therapeutic potential are porphyrins and
metaloporphyrins. Our research group and collaborators in 2020 described MnTE-2-
PyP>* as capable of modulating Ca?* in vivo and in vitro, but this activity was not
assigned to its redox modulation capability. Thus, the main goal of this work was to
analyze trough molecular docking how porphyrins interact with proteins involved in the
excitation-contraction coupling. CaVAb a Calcium channel with bacterial origin and a
complex of cardiac troponin C with a fragment from cardiac troponin | were used. It
was observed that the two used porphyrins meso-tetrakis (N-methylpiridin-2-
ylporphyrin and meso-tetrakis(N-ethylpiridin-2-yl)porphyrin obtained good affinity
values for CaVADb, both in blind docking protocol and in known active site binding. As
for troponin C, it was observed a major interaction with the N domain of the protein,
different from the known binding site for this structure. Therefore, it was possible to
conclude that the used porphyrins, based on the values of affinity found have a high
potential to modulate CaVAb and low potential do sensibilize the troponin C to Ca?*
Keywords: cardiomyocytes, porphyrins, molecular docking, calcium channel, troponin
C
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1 INTRODUCAO

As doencas cardiovasculares (DCVs) séao a principal causa de morte numa
esfera global, sendo responsaveis por 17.9 milh6es de mortes. Nesse nimero que
representa cerca de 32% das mortes totais no mundo, 4 de 5 mortes por DCVs séo
causadas pelo infarto do miocardio (ataque cardiaco) e derrame (WHO, 2021). No
brasil, as DCVs também seguem como maior causa de mortes, estando as doencas
isquémicas em primeiro lugar entre 2000 e 2018 (SBC, 2021).

Fatores de risco como obesidade, sedentarismo, baixo consumo de frutas e
vegetais, alcoolismo e tabagismo ja estdo bem estabelecidos e associados ao
aparecimento de DCVs (DAHLOF, 2010; WHO, 2021). Também ¢ de interesse
ressaltar que desde de o entendimento de que o cation bivalente célcio (Ca?*) é um
dos efetores mais importantes no processo conhecido como acoplamento excitacéo-
contracdo do musculo cardiaco, ficou claro que alteracdes na homeostase desse ion
tém um papel de altissima relevancia no processo fisiopatoldgico das DCVs.
(LANDSTROM et al., 2017).

Dada a relevancia do Ca?* na contracdo do musculo cardiaco também é
interessante destacar que os efetores que lidam diretamente com a passagem do ion
e o chamado transiente de Ca?* entre os diversos compartimentos celulares, séo
afetados tanto por alteracdes fisicas, como a perda de células e danos pés-infarto do
miocardio, como por modificacBes a nivel molecular, como 0s processos oxidativos
gue sdo desencadeados por mudancas na homeostase redox. Esse desbalanco
homeostético é causado pelo acumulo das chamadas espécies reativas de nitrogénio
(RNS do inglés reactive nitrogen species) e espécies reativas de oxigénio (ROS do
inglés reactive oxygen species) como o peroxinitrito (ONOO™) e anion radical
superoéxido (02) (SILVA, JASIULIONIS, 2014; STEENMAN, LANDE; 2017).

Dentre as moléculas com atividade redox e potencialmente farmacologicas
encontram-se as porfirinas e seus complexo metalicos (metaloporfirinas), que sao
amplamente estudados como potenciais agentes terapéuticos em diversos processos
fisiopatolégicos. Como alguns exemplos desses estudos temos o0 uso destes
compostos como radioprotetores, agentes antitumorais e protetores de 6rgdos em
eventos de transplante (MONFARED et al., 2009; ARCHAMBEAU et al; EVANS et al.,
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2013). Algumas metaloporfirinas ja possuem trabalhos visando estudar seus
processos de modulacéo redox quanto sua farmacocinética como demonstrado no
trabalho de Weitner et al., (2013) (BATINIC-HABERLE et al., 2010; TOVMASYAN et
al., 2015).

Entretanto, no trabalho de Barbosa et al., 2020, pode-se observar que a
metaloporfirina Mn(l1l) meso-tetrasquis(N-etilpiridinio-2-il)porfirina (MnTE-2-PyP>*) foi
capaz de modular a atividade do Ca?* em cardiomidcitos isolados de ratos, com
destaque para uma diminuicdo dose dependente no pico de Ca?* e tratamento e
prevencdo de eventos arritmicos sem a caracteristica perda de forca de contracédo
encontrada nos tratamentos com drogas antiarritmicos. No entanto estas
propriedades demonstradas por MnTE-2-PyP%* ndo estariam associadas a sua
capacidade de mimetizar a superoxido dismutase (SOD), uma das enzimas que
combatem o acumulo de ROS e RNS no organismo uma vez que ndo foram
observadas alteracdes nos valores de ROS presentes no tecido.

Destacada, portanto, a relevancia das porfirinas e suas capacidades como
modulador redox e farmacolégico de alterar a homeostase do Ca?*, buscamos
entender melhor a interacdo das porfirinas com proteinas no processo de contracdo

do midcito cardiaco.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 O CORACAO

O coracdo € o primeiro 6rgdo que se forma durante o desenvolvimento
embrionario e, logo apos sua formacdo, 0 mesmo ja comeca a funcionar, sendo de
vital importancia para o embrido. Podendo ser descrito, nos mamiferos, como duas
bombas operando em série, o coracao é o 6rgado responsavel por suprir as demandas
metabdlicas do organismo e é composto por quatro compartimentos: atrios direito e
esquerdo e ventriculos também esquerdo e direito. Este 6rgao alimenta as chamadas
circulacao pulmonar e circulacdo sistémica. A circulacdo pulmonar acontece quando
0 sangue é recebido do organismo no atrio direito, sendo repassado para o ventriculo
direito que o direciona, por meio da artéria pulmonar, para os pulmdes onde CO: é
trocado, fazendo o sangue rico em O2. Esse sangue rico em Oz volta ao coracao por
meio das veias pulmonares e chega no atrio esquerdo, passa o ventriculo esquerdo e
€ entdo ejetado para circulacdo sistémica (KATZ, 2010; MONTE-NIETO; HARVEY,
2021).

A superficie dos atrios e ventriculos € composta de trés camadas: o epicardio,
a camada mais externa composta de tecido e células escamosas fibroelasticas; o
endocardio a camada mais interna composta de fibras de colageno, fibras elasticas e
uma cama rudimentar de musculo liso, e entre elas, o miocardio, uma camada com
arranjo tridimensional de células com formato de bastonetes, os miécitos cardiacos

ou cardiomiécitos (FIG 1) (BIRD et al., 2003; KATZ, 2010)

Figura 1: llustracdo da parede cardiaca com separacdo em todas as camadas do pericérdio,
miocardio e endocérdio

Cavidade Pericardial

Pericardio fibroso

Miocardio

=1 Camada parietal da
serosa do pericardio

Epicardio

Fonte: Adaptado de wikimedia.org
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Tendo aproximadamente 10 a 20 um no diametro e 100 pm no comprimento, 0
que explica forma de bastonete citada anteriormente, o cardiomiocito tem sua
membrana majoritariamente composta por lipo proteinas e mucopolissacarideos. Uma
vez excitadas pelo potencial de acao iniciado no no sinoatrial, e propagado pelas fibras
de purkinje, esses miécitos se contraem in tandem, ou seja, sincronizadas. Essa
contracao sincronizada se da pela presenca de grandes invagina¢des nhas membranas
dos cardiomiécitos conhecidas como tubulos T (TT), e, é nessas estruturas que estao
localizadas as redes de proteinas canais responsaveis pela movimentacdo de Ca?* e
consequentemente, responsaveis pelo chamado acoplamento excitacdo-contracdo
(FIG 2) (SONG et al., 2005; VASSALLO et al., 2012).

Figura 2: Representacéo da invaginagdo membranar do tubulo-T e proteinas
responséveis pelo transporte do Ca2+ (em vermelho)

Tabulo-T

v

Fonte: Adaptado de lbrahim (2011)

25



2.2 ACOPLAMENTO EXCITACAO-CONTRACAO NO CORAGCAO

No musculo cardiaco, fons Ca?* contribuem diretamente para o acoplamento
da atividade elétrica com a geracao de forca contratil, em um processo conhecido
como acoplamento excitacao contracao (BERS, 2002).

No acoplamento excitacdo-contracao, quando um potencial de acdo alcanca o
cardiomidcito, gera uma mudanca no potencial inicial de membrana -90 mV. O
aumento desse valor permite que canais de sodio (Na*) dependentes de voltagem se
abram, gerando a passagem do ion para o meio intracelular, fazendo valor do
potencial de membrana aumentar para +20 mV antes dos canais de Na* entrarem em
inativacdo. PGs entrada de Na*, canais de potassio (K*) rapidos se abrem para iniciar
0 processo de repolarizagdo, no entanto, a mudanca no potencial de membrana
desencadeia a abertura de canais de Ca?* dependentes de voltagem, o que gera um
platé no valor do potencial gracas a entrada de Ca?* e a baixa saida de K*. Quando a
passagem de Ca?* cessa, pelo fechamento dos canais, e 0os canais de K* lentos
induzem uma maior permeabilidade desse ion, o platd se encerra, e, a combinagéo
desses fatores culminam no potencial de membrana retornando para o valor de
repouso inicial (FIG 3) (NERY et al., 2012; SILVERTHORN, 2017).

Figura 3: Fluxograma de participacéo do ion Ca2+ dura o acoplamento excitagdo-
contragdo no midcito cardiaco

Miofilamentos

[Cal;

Fonte: Adaptado de BERS (2002)
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Durante o platd no potencial, existem alguns fatores a serem pontuados quanto
aos eventos que permitem o aumento de Ca?*no meio intracelular. Na etapa em que
os canais de Ca?* se abrem, apenas uma pequena fracdo de ions faz a passagem
para o interior da célula. No entanto, essa fracdo internalizada se concentra em um
espaco entre a membrana do sarcolema, nos TT, e o reticulo sarcoplasmético (SR), o
que acarreta na interacdo de Ca?* com o receptor de rianodina do tipo 2 (RyR2), a
isoforma cardiaca. Dessa interacédo ocorre o evento chamado de liberacdo de Ca?*
induzida por Ca?*, o que leva ao aumento drastico na fragdo desse ion bivalente no
interior da célula (Eisner et al., 2017).

Com os valores de Ca?* elevados no citosol, ha a formacgéo reversivel de um
complexo com a troponina C, e, essa interagdo promove a exposicdo de um sitio de
ligagdo nesse complexo para interagdo com a troponina |, previamente ligada a actina.
Gracas a essas interacdes, tropomiosina (Tm) se desloca na actina, expondo sitios
de ligacdo para formacdo das pontes cruzadas com as cabecas de miosina (FIG 4).
Com o deslizamento dos filamentos e o consequente encurtamento do cardiomidcito,
h4 um aumento na pressdo durante o acoplamento, isso propulsiona o volume

presente nos ventriculos em direcéo as circulagdes (PARMACEK; SOLARO, 2004).

Figura 4: Sequéncia de eventos a partir da ligagdo do Ca2+ com a
troponina C

Q Al e
3 Formagéao de pontes
cruzadas

Fonte: Adaptado de Gonzalez-Martinez et al (2018)
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Durante a fase de repolarizacdo, ha a necessidade da retirada do Ca?* do
citosol e a recaptacéao é feita pela Céalcio-ATPase do reticulo sarcoendoplasmatico 2a
(SERCA2a), uma bomba responsavel por movimentar 70% desses ions para o
reabastecimento do SR, enquanto 28% é deslocado para fora pela a¢do do trocador
Na*/Ca?* (NCX) e 2% pela Ca?*-ATPase da membrana plasmatica (PMCA). Com os
ions retirados do interior do cardiomidcito, os estoques do SR repostos e o0 potencial
de membrana restaurado para -90 mV, a célula se encontra pronta pra um proximo
ciclo de contracao (FIG 5) (VAFIADAKI et al., 2009).

Figura 5: Representacao grafica da variacéo no potencial de
membrana do miécito cardiaco com as etapas em sequéncia e
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Fonte: Adaptado de Silverthorn (2017)

28



2.3 CANAL DE CALCIO DO TIPO L (CaV1.)

O Ca?* é um segundo mensageiro de altissima importancia especialmente
quando falamos do acoplamento excitagcdo contracdo no musculo cardiaco. O influxo
desse ion em direcdo ao ambiente intracelular é o responsavel por desencadear tal
acoplamento, e, essa passagem se da através dos chamados canais de célcio
dependente de voltagem ou canais de célcio do tipo L (L-Type Calcium Channel ou
LTCC) (BERS, 2002; HARVEY; HELL, 2013).

Esses LTCCs estao presentes ndo somente em todos os tecidos musculares,
mas também em tecidos de outras naturezas como células enddcrinas e neurdnios,
tendo, em cada uma dessas tipagens celulares, funcbes especificas, como controle
hormonal, expressdo génica e integracdo sinptica. Estudos primérios visando
entender a estrutura por tras dos LTCCs revelaram a existéncia de 4 subunidades
formando o canal, sendo essas subunidades denominadas a1, f € y com analises
subsequentes revelando a existéncia de uma subunidade a2 formando um dimero
com a subunidade ai1. (CATTERALL, 2000; HARVEY; HELL, 2013).

Apesar da expressdo em diversos tecidos com capacidade excitatéria, LTCCs
sdo produtos de expressdo génica com propriedades especificas para cada tecido.
Um exemplo disso sédo as diferencas presentes nos canais presente no musculo
esquelético e cardiaco. Os LTCCs do musculo esquelético possuem as 4 subunidades
citadas anteriormente, no entanto a isoforma expressa no tecido cardiaco (cLTCCs)
carece da subunidade y configurando entdo uma formacado de 3 subunidades. A
subunidade ai, no tecido cardiaco, também se trata de uma isoforma especifica,
chamada aic. Essa subunidade, no entanto, ainda compartilha de funcdes da sua
contraparte presente no tecido muscular, como ser responsavel por formar o poro que
permite a passagem de Ca?* e também por conter o sitio de ligacdo para agentes
bloqueadores do canal (FIG 6) (MUKHERJEE; SPINALE, 1998).
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Figura 6: Estrutura de CaV11.27 e suas subunidades a1C, a29, # e y. a1C =7 representando a
subunidade poro permitindo a passagem de Ca2+ para o citosol.
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Ca2* Ca?

Fonte: Adaptado de HU et al., (2017)

As subunidades a1 possuem 4 dominios homologos cada um desses dominios
sendo composto de seis segmentos transmembranares (S1-S6). Os segmentos S1-
S4 correspondem ao dominio sensor de voltagem, enquanto S5-S6 compde o0s
dominios que forma o poro do canal. Atualmente tem-se como principais moduladores
de LTCCs as dihidropiridinas (DHPs), capazes de funcionar como antagonistas ou
agonistas, as fenilalquilaminas (PAAS) e as benzodiazepinas (BTZs) (BRUNET et al.,
2009; GAO; YAN, 2021).

As substancias pertencentes a esses grupos sdo amplamente utilizadas como
agentes terapéuticos em DCVs, tendo sido introduzidas a mais de quarenta anos
atras. O verapamil, pertencente ao grupo das PAA, tem como mecanismo de ac¢éo, o
bloqueio fisico do poro do canal. A droga atravessa a membrana em uma forma néo
carregada, sendo reprotonada no citosol e, sequencialmente, se dirige ao poro onde
interage com seu sitio de ligacdo nos segmentos 6 (S6) dos dominios Ill e IV (TANG
et al.,2016, 2019).

Ja diltiazem faz parte dos BZTs com aplicacdo em multiplos quadros de
doencas cardiacas. De acordo com os estudos de Tang et al (2019), o sitio de ligacao
dos agentes das classes das PAAs e BZTs se sobrepde de uma maneira parcial,
sendo no caso do diltiazem também em S6 dos dominios IIl e IV. O efeito inibitorio

dessa molécula é aumentado por despolarizacbes sequenciais, 0 que sugere uma
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preferéncia da estrutura pelo canal em estado aberto e inativo (TALREJA;
CASSAGNOL, 2020).

Amlodipino, nifedipino e nimodipino sdo exemplos de DHPs utilizadas na
clinica, porém um dos fatores que os diferenciam, é que uma vez ligado ao seu sitio
de ligacéo, a inibicdo do canal acontece por meio de mudancga alostérica. Esse sitio
de ligacdo para DHP estad presente em uma fresta entre os dominios Il e IV e
apresenta, curiosamente, a capacidade ser seletivo a enantiomeros de uma molécula.
Esta seletividade pode ser observada no Bay K 8644, onde seu enantiomero (R)-(+)
age como antagonista do canal e (S)-(-) age como agonista (FIG 7) (GODFRAIND,
2014; TANG et al.,2016; GAO; YAN, 2021).

Figura 7: Estrutura quimica dos bloqueadores do canal de célcio do tipo L

Amlodipina Diltiazem Verapamil

N

Fonte: Adaptado de PubChem

A modulacdo de LTCCs se mostrou extremamente importante uma vez que,
como descrito por Eisenberg et al., (2004), as DHPs por si s6 ou associados a outras
drogas, estdo presentes no tratamento de casos de angina, arritmia atrial e
hipertensdo. Além disso, existem estudos para o uso desses moduladores para
situacdes para 0s quais ainda ndo estao descritas, o chamado uso off label. Apesar
da popularidade e boa eficacia, bloqueadores de canal de calcio acabam gerando
efeitos adversos uma vez que existe mudanca no transiente de calcio, afetando a
contratilidade do musculo cardiaco e consequentemente a vazao cardiaca (ELLIOTT
et al., 2011)
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2.4 RECEPTOR DE RIANODINA DO TIPO 2 (RyR2)

O receptor de rianodina € uma estrutura proteica homotetramérica, que, nos
mamiferos possui trés isoformas jé identificadas, sendo tais isoformas expressas por
genes distintos, com a isoforma 2 tendo a maior presenca no miocardio e miocitos
cardiaco. Esse receptor pode ser modulado diretamente pelos LTCCs, Ca?*, ion
bivalente magnésio (Mg?*), proteina cinase A (PKA) e outros efetores (FIG 8)
(RESENDE et al., 2012).

Figura 8: Estrutura homotetramérica do RyR2 com vista da regido
superior do poro do canal e com FKBPs em cinza

Fonte: Adaptado de Gong et al., (2019)

Presente neste receptor estdo as chamadas proteinas de ligacdo FK ou FKBP
(do inglés FK binding protein). Cada subunidade que compde o homotetramero esta
ligada a uma FKBP, sendo essas as responsaveis por garantir a estabilidade, o
acoplamento de forma adequada e sincronia destes componentes mediante ativacao
(ZALK et al., 2007)

Modificagbes estruturais e/ou funcionais em RyR2 aparentam estar
correlacionadas com o desenvolvimento potencial de multiplos quadros cardiacos
como taquicardia ventricular polimérfica catecolaminérgica do tipo 1, displasia
ventricular direita arritmogénica do tipo 2 e fibrilagdo ventricular idiopatica. Essas e
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outras doencas estdo potencialmente ligadas as mais de 150 muta¢dées no
homotetramero (CHI et al., 2019)

RyR2 apresenta a capacidade de ser modulado por diversos efetores, alguns
ions e cinases, como citado anteriormente, mas também por outros efetores como a
Calmodulina (CaM) e cafeina, e, apesar de se ter conhecimento da modulag&o, o
completo mecanismos por tras das modificacfes causadas nessas interacdes ainda
nao estdo bem elucidados como ressaltou Kong et al., (2008), mas se tem
conhecimento de que a cafeina promove a ativacdo de RyR2. Outro promotor de
abertura do canal seria a adenosina trifosfato (ATP), entretanto sé o efeito combinado
de ATP e cafeina juntos conseguem promover a abertura do canal, enquanto nenhum

dos ligante é capaz de promover tal acdo de maneira individual (FIG 9)

Figura 9: Estrutura quimica de dois modulares da atividade do receptor de rianodina 2

Adenosina Trifosfato Cafeina

o / N _"-n i

O H \ i

H | >
/J\ N/
0° N

Fonte: Adaptado de PubChem
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2.5 COMPLEXO TROPONINA

Por se tratar de um processo complexo, decorrente do aumento na
concentracdo de Ca?* descritos nos topicos anteriores, a participacdo do complexo
troponina € o principal evento que gera a forca mecéanica presente do acoplamento
excitacao-contracdo. O complexo troponina consiste de 3 subunidades, a troponina C
(TnC), a troponina | (Tnl) e a troponina T (TnT), tendo cada uma dessas subunidades
genes especificos para expressao de isoformas presentes no musculo esquelético e
no musculo cardiaco (cTnC, cTnl e cTnT) (FIG 10) (FARAH et al., 1995; KATRUKHA,
2013)

Figura 10: Esquematizagdo do complexo troponina acoplado a tropomiosina, actina e ao filamento de
miosina

Cauda enrolada de miosina {filamento grosso) Cabegas motoras de miosina

Pl

& T10 Tropomiosina
Actina Troponina

Fonte: Adaptado de cytoskeleton.com 2019)

A troponina C (cTnC) € uma proteina de massa molecular de 18.4 kDa,
possuindo 161 aminoacidos. Essa proteina possui um dominio N-terminal (residuos 1
a 13) formado pela primeira estrutura a-hélice e quatro proteinas de ligacdo ao Ca?*
(Maos EF), sendo esta primeira estrutura emparelhada aos dominios globulares N-
terminal (residuos 14 a 87) e C-terminal (residuos 92 a 161). A regido C-terminal da
cTnC (cCTnC), durante o acoplamento excitacdo-contracdo, se liga a dois cations
bivalentes ou Ca?*, citado anteriormente e o fon magnésio (Mg?*), tendo como
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principal funcdo, manter cTnC ligada aos filamentos finos (actina) através da regido
de ancoramento da cTnl (residuos 34 a 71) (LI et al., 1999;)

Durante o processo de sistole, o0 Ca?* advindo do citosol e da liberacédo de Ca?*
induzida por Ca?*, se liga a regido N-terminal da cTnC (cNTnC), através de proteinas
EF, o principal tipo proteina conhecido por se ligar ao Ca?*, formando entdo um
complexo (cNTnC « Ca?*). A formacédo do complexo, resulta também na interacédo da
regiao interruptor ou “switch” da cTnl (residuos 147-163), o que causa a dissociagcao
da regido inibitéria e C-terminal da cTnl (residuos 128 a 147 e 163 a 181
respectivamente). O resultado da dissociacdo de cTnl dos filamentos de actina
permite a mudanca conformacional da tropomiosina, o que expde o sitio de ligacéo
para miosina presente na actina e a subsequente formacdo das pontes cruzadas
(LEWIT-BENTLEY et al., 2000; ROBERTSON et al., 2010)

A troponina | (cTnl) € uma proteina com a massa molecular de 24 kDa,
comecando com 210 aminoéacidos e ao fim da sintese possuindo 209 aminoacidos.
Assim como c¢TnC, cTnl é subdividida em regido C-terminal, a regido inibitéria, que é
a responsavel pela inibicdo da ATPase responséavel pela contragéo e a regido “switch”
que desencadeia 0s eventos de dissociacdo que levam ao processo contratil. Alguns
estudos prévios sugerem que para cTnl desempenhar sua total capacidade inibitéria,
tanto o dominio inibitério quanto a presenca de residuos da regido C-terminal sédo
necessarios. Esse modelo implica que a delecdo de por¢cbes na regidao C-terminal,
resulta na modificacdo da interacdo entre cNTnC e cCTnl (RARICK et al., 1997,
ROBERTSON et al., 2010)

O ultimo componente desse complexo € a troponina T (cTnT), responsavel pela
aderéncia do complexo troponina por inteiro nos filamentos de actina. No musculo
cardiaco adulto a principal isoforma expressa € a TnT3, tendo massa molecular de
aproximadamente 36 kDa e 287 aminoacidos. A cTnT se extende pelos filamentos de
actina e é formada pela regido N-terminal variavel (residuos 2 a 68), dominio
conservativo central (residuos 69 a 200) e regido C-terminal (cCTnT) (residuos 201 a
288). O dominio central forma o sitio de interagéo de cTnT com a tropomiosina (Tm),
sendo esse sitio chamado de T1 (residuos 98 a 136). Ja cCTnT contém as estruturas
a-hélices denominadas H1(residuos 204 a 220) e H2 (residuos 226 a 271), que
participam da interacao entre cTnT e cTnl (GOMES et al., 2002)

No contexto atual, em um quadro bem estabelecido de DCV, sabe-se que a

vazao produzida pelo ventriculo esquerdo € insuficiente para suprir a demanda
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metabdlica corporal. Para combater dado quadro, o uso de drogas com efeito
inotropico é implantado, entretanto, boa parte das drogas utilizadas para o tratamento
desses quadros tem um fator comum, que é a alteracdo no transiente de Ca?*, apesar
de isso acontecer por mecanismos especificos para cada classe de substancia
(POLLESELLO et al., 2016; LI et al., 2018).

Alteragées no fluxo de Ca?* desencadeiam um numero significativo de efeitos
adversos, 0 que faz com as estratégias terapéuticas em que se faz necessario o uso
de agentes inotrépicos ndo sejam 100% benéficas para os usuéarios. Pensando numa
estratégia onde ndo ha a modulacéo no influxo de Ca?*, a classe dos sensibilizadores
do Ca?*(SCs) surge como uma opcdo, uma vez que a acdo dessa classe se daria no
complexo troponina. Os compostos dessa classe, funcionam através da estabilizacao
da ligacédo do Ca?* no complexo cNTnC « Ca?*, permitindo uma maior interacdo com
cTnl, promovendo a ligagdo do com complexo com a regido switch de cTnl e
permitindo sua ativacdo (ARRIGO et al., 2015; LINDERT et al., 2015)

2.6 PORFIRINAS

As porfirinas e seus complexos metalicos compreendem uma classe com um
grande numero de compostos, sendo essas substancias macrociclicas presentes em
diversas formas de vida. Por possuirem alta variedade estrutural, muitas porfirinas
vém sido aplicadas em multiplos campos da medicina (FIG 11) (MILGROM, 1997;
BATINIC-HABERLE et al., 2010;)

Figura 11: Estrutura das porfirinas. A esquerda o nucleo geral porfirinico e a
direita a estrutura de um complexo metdlico porfirinico ou metaloporfirina

meso ~—4, meso —

\ \

3-pirrolicas R-pirrdlicas

Fonte: Sarmento-Neto (2016)

O evento chamado estresse oxidativo € o resultado de um acumulo das
chamadas espécies reativas de oxigénio em contraste com os sistemas de defesa

antioxidantes. O acumulo das ROS esta relacionado ao aparecimento de diversas
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doencas. Em modelos experimentais e organismo humano, o acumulo destas
moléculas leva a lesdes em proteinas, lipideos e até mesmo no DNA. Mas apesar dos
efeitos deletérios atribuidos as ROS, em quantidades apropriadas, elas
desempenham papeis fisiolégicos na sinalizacdo redox (BARBOSA et al., 2010;
BATINIC-HABERLE et al., 2010; WATANABE et al., 2014).

Trazida a tona a relevancia do estresse oxidativo na origem de diversos
processos fisiopatoldgicos e tendo em consideracdo que um dos mecanismos de
defesa mais relevantes contra esse evento trata-se da enzima superoxido dismutase
(SOD), a busca por substancias com propriedades similares trouxe a relevancia o uso
de complexos metélicos & base de Mn(lll)-porfirinas. (BATINIC-HABERLE et al., 2010;
WATANABE, 2014).

Apesar de se saber do seu potencial como um 6timo modulador redox, diversos
estudos nos ultimos anos visaram explorar o potencial terapéutico dessas substancias
como ligantes, ou seja, observando a interacdo dessas moléculas com potenciais
alvos como DNA, Enzimas e proteinas funcionais. Esses estudos se aplicam nédo
somente aos complexos metalicos como também as bases livres. Trabalhos como o
de Ahmed et al. (2020) e Singh et al. (2016) utilizam dessa possibilidade para avaliar
a atividade antitumoral, antioxidante e antifangica de algumas porfirinas e complexos
metalicos porfirinicos.

Barbosa et al., (2020) analisaram os efeitos da metaloporfirina Mn(lll) meso-
tetrasquis(N-etilpiridinio-2-il)porfirina (MnTE-2-PyP>*) em cardiomidcitos isolados e
coracles de ratos. De forma interessante, esse estudo demonstrou que a MnTE-2-
PyP5* exercia um efeito de prevencéo e tratamento de arritmias cardiacas, entretanto,
ndo apresentando o principal efeito adverso dos principais farmacos anti-arritimicos,
que é a reducdo da forca de contracdo cardiaca. De forma mais especifica, verificou-
se que MnTE-2-PyP>* ndo alterava o perfil do midcito cardiaco isolado, do coragéo
isolado e do coracédo in vivo sendo esses efeitos ndo atrelados, primariamente, a

alteracdes no estado redox dos cardiomidcitos.
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2.7 ATRACAMENTO MOLECULAR

O aumento no poder computacional observado nas ultimas trés décadas tem
se mostrado como um grande facilitador no processo de descoberta de drogas
assistida por computador (CADD do inglés computer aided drug Discovery). Esse
crescimento facilitou também o desenvolvimento e acesso a grandes bancos de dados
de proteinas e moléculas. Consequentemente, 0 acesso a essas plataformas, permitiu
uma melhora do processo automatizado de molecular docking por meio do uso de
softwares (MORRIS, 2008).

O atracamento molecular ou molecular docking visa simular in silico a melhor
forma de interacdo entre um ligante e um receptor através da observacao da afinidade
da ligacdo e a pose do ligante diante de um alvo. A técnica possui uma quantidade
vasta de usos, sendo bastante utilizada em: triagens virtuais, estudos da relacéo
estrutura-atividade, otimizacdo de drogas, predicdo de estudos mutagénicos e
descoberta de mecanismos de acao (FAN et al., 2019).

Durante o docking os algoritmos utilizados pelos programas investigam um
grande numero de poses ou conformacgBes exercidas por um ligante apés a
complexacdo com uma proteina e avaliam essas conformacdes por meio da sua
afinidade de ligacao, também conhecida como energia livre de ligacdo ou energia livre
de Gibss (AG). Essa energia de ligacao € estimada por dois tipos de método: o
empirico e o semiempirico de célculo de energia livre. Estes calculos séo feitos
baseado em fatores como campo de forca molecular ou baseados em funcdo de
conhecimento prévio. A predicdo da energia de ligacdo acontece através da avaliacao
dos fendmenos fisico-quimicos ligados a formacdo do complexo proteina-ligante,
como as interacbes intermoleculares, dessolvatacdo e efeitos entrépicos. Logo,
guanto maior o numero de fenbmenos a serem avaliados, maior a precisdo no
processo de scoring,e assim maior o custo computacional envolvido no processo
(SLIWOSKI et al., 2014; FERREIRA et al., 2015).

Na implementacdo desta técnica computacional, € normal a utilizacdo de sitios de
ligacdo ja conhecidos em toda a estrutura da proteina alvo, no entanto, em caso de
testes ou da falta de informacédo sobre os sitios de ligacdo presentes, € possivel a
aplicacdo do chamado blind docking ou atracamento as cegas, onde sera utilizada
toda a superficie da proteina em busca de sitios ou cavidades cujo o ligante possa

interagir. Esse método é considerado Gtil uma vez que € imparcial na descoberta de
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supostos sitios de ligacdo. Outro método no caso de falta informagédo sobre os
possiveis sitios de ligacdo, € a utilizacdo de softwares que possam detectar essas
cavidades. Ambas estratégias sdo validas, no entanto, o custo computacional de
ambas operacdes difere significativamente (FIG 12) (SHARMA et al., 2018; TORRES
et al., 2019).

Figura 12: llustracao representando o docking com sitio de ligacéo conhecido e o Blind Docking

Proteina Apenas um sitio

/ \ Ligante Docking focad
— ocking focado
+ O <
\\ / Caixa indicando o sitio de ligacao
Sitio de ligagao Multiplos sitios

Dokcing as cegas

Fonte: Adaptado de Saadi et al., (2020)
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3 OBJETIVO

3.1 GERAL

Analisar a interagcdo de 2-N-alquilpiridilporfirinas catibnicas com proteinas
envolvidas na dinamica de Ca?* em cardiomiécitos como contribuicdo para o

entendimento das interacfes de MnTE-2-PyP5* com proteinas do tecido cardiaco.

3.2 ESPECIFICOS

Investigar a interacdo de meso-tetraquis(N-metilpiridinio-2-il)porfirina (H2TM-2-
PyP#) e meso-tetraquis(N-etilpiridinio-2-il)porfirina (H2TE-2-PyP#) com o tecido
cardiaco levando em conta 0s seguintes alvos:

e Canal de calcio do tipo L (LTCC)/CaV1.z;

e Troponina C cardiaca (cTnC).
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4 MATERIAIS E METODOS

Para identificar como acontece o processo de interacao entre as porfirinas e
proteinas do tecido cardiaco, H2TE-2-PyP#*) e H.TE-2-PyP*") foram utilizadas na
técnica de atracamento molecular (molecular docking) como descrito no trabalho de

Sharma et al. (2018) com énfase no protocolo de blind docking (BD).

4.1 PROTEINAS/MACROMOLECULAS

Foram retirados do RCSB Protein Data Bank (PDB) os arquivos cristalograficos
de CaVAb um modelo hometramérico de origem bacteriana com inibicdo por DHPs,
PAAs e BZTs e da regido N-terminal da troponina C cardiaca com parte da regido
ativadora da troponina | cardiaca (residuos 144 a 163) (Tabela 1). Todas as estruturas
tiveram as moléculas de agua, ions e ligantes retiradas e passaram por um processo

de minimizacéo de energia através do software Swiss-PDB Viewer (SPDBV).

Tabela 1: Lista macromoléculas/proteinas utilizadas com suas respectivas informacdes

NOME DA ESTRUTURA AUTOR ANO DE PUBLICAO PDB ID
Structure of CaVAb in
complex with amlodipine Tang et al. 2016 5KMD
Structure of CaVAb in
) , Tang et al. 2016 5KMH
complex with Br-verapamil
Structure of CaVAb in
) . Tang et al. 2019 6KES
complex with Diltiazem
and Amlodipine
A structural and functional
perspective into the Robertson et al. 2010 2L1R

mechanism of Ca2+-
sensitizers that target the

cardiac troponin complex

Fonte: Autor
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4.2 LIGANTES

Para esse estudo foram utilizadas as estruturas das seguintes porfirinas: meso-
tetraquis(N-metilpiridinio-2-il)porfirina (H2TM-2-PyP#*) e meso-tetraquis(N-etilpiridinio-
2-il)porfirina (H2TE-2-PyP#*). Essas estruturas planares e suas informacées foram
retiradas da base de dados PubChem (KIM et al., 2021) no formato de extensdo SDF
e convertidas para o formato PDB através do software Open Babel (O'BOYLE et al.,
2011). Natabela 2 e Figura 13 é possivel observar as informac¢des como as estruturas
férmula, peso molecular, aceptores para ligacdo de hidrogénio (HbA), doadores para
ligacdo de hidrogénio (HbD) e nimeros ligacdes rotacionaveis (NRB).

Tabela 2:Informacdes a respeito dos ligantes utilizados para execuc¢éo do trabalho

NOME DO PUBCHEM FORMULA PESO HBA HBD NRD
COMPOSTO ID QUIMICA MOLECULAR

MESO-
TETRAQUIS(N- 151599  CasHssNs** 678.8 2 2 4

METILPIRIDINIO-
2-IL)PORFIRINA
MESO-
TETRAQUIS(N- 135415934 CagHasNg** 734.9 2 2 8
ETILPIRIDINIO-
2-IL)PORFIRINA

Fonte: Autor
Figura 13: Estruturas de meso-tetraquis(N-metilpiridinio-2-il)porfirina e

meso-tetraquis(N-etilpiridinio-2-il)porfirina

Fonte: PUBCHEM
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4.3 PREPRACAO DE PROTEINA E LIGANTES

A preparacao das macromoléculas foi feita com através do pacote AutoDock
Tools 4 (ADT4). Foram adicionadas as estruturas os hidrogénios, cargas de Kollman
e calculadas as cargas de Gasteiger. ADT também foi utilizado no processamento dos

ligantes.

4.4 MOLECULAR BLIND DOCKING

Figura 14: Fluxograma do protocolo utilizada para execucao de Blind Docking

Converséo

Minimizac&o
Macromoléculas de Energia

RCSB Protein DataBank

de SDF "
para PDB Busca e obtengao dos

P ligantes no PubChem

Preparacéo de
ligantes e proteinas

Execugio de Biind Docking de cada T
ligante § vezes com exhaustiveness
Se32 VINA

Andlise do protocole baseado na Biovia
afinidade (Kcalimol) e residuos Discovery
envolvidos naligagdo Studio

Fonte: Autor

Para execucédo do Blind Docking (BD) foi definido um GRID de dimensfes
104x102x70 com o espacamento de 1 A cobrindo toda a estrutura da proteina. Com
as coordenadas definidas através do ADT, foram gerados dois arquivos de
configuragdo para o AutoDock Vina, onde o primeiro continha o parametro
exhaustiveness com valor 8 e o segundo com o valor 32. Com 0s arquivos prontos
foram dockings em quintuplicata com exhaustiveness nos valores 8 e 32. A melhor
conformacdo de cada tentativa, baseada na sua energia de ligagao/afinidade, foi
selecionada e as 5 tentativas de cada molécula, para ambos parametros,
exhaustiveness foram visualizadas através do UCSF Chimera X (GODDARD et al.,
2018; PETTERSEN et al., 2021), onde foram sobrepostas, visando observar se a

regido de atracamento foi a mesma durante as 5 tentativas. Além disso, as
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conformacdes com melhor energia foram selecionadas para a visualizacdo dos
residuos de interacdo com os ligantes tanto num plano 3D quanto 2D através do Biovia
Discovery Studio Visualizer (FIG 14).

4.5 REDOCKING E DOCKING EM SiTIO CONHECIDO

Uma vez que ndo foram encontradas referéncias para o docking porfirinas com
componentes do tecido cardiaco, também foram feitos testes nos sitios de ligacéo
para classes de moléculas conhecidas. Uma vez que os ligantes originais foram
retirados durante a etapa de preparacdo das macromoléculas os mesmos foram
preparados novamente por meio do ADT e um novo GRID foi gerado baseado nos
residuos que compde os sitios de ligacao para os mesmos com o auxilio da funcéo
define site do Biovia Discovery Studio Visualizer e entdo foi feito o redocking destes
ligantes com exhaustiveness de valor 8 e 32. Para avaliar o redocking também foi
utilizado o Biovia Discovery Studio Visualizer levando em consideracdo o valor do
desvio quadratico médio (RMSD do inglés root mean square deviation), sendo aceito

como um bom parametro um RMSD < 2 A.

Figura 15: Fluxograma da execucédo de redokcing e docking com base no valor de RMSD

R\
N =
-
) Comparacéo de
Br-Verapamil Redocking RMSD SE RMSD
AutoDock Biovia s2A
VINA

Discovery
Studio

Fonte: Autor
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Com os valores de RMSD dentro da margem aceita foi feito o docking de H2TM-
2-PyP* e H2TE-2-PyP*" nos sitios de ligacdo das moléculas “redockadas”, visando
observar a afinidade desses sitios com as moléculas, observar quais residuos fazem
parte do processo de interacdo e se a afinidade demonstrada € superior, inferior ou
igual aos valores encontrados com o protocolo de BD. (FIG 15)

4.6 ANALISE DOS RESULTADOS

Para a visualizacdo e obtencdo das imagens adquiridas dos protocolos foram
utilizados os softwares, Chimera X (GODDARD et al., 2018; PETTERSEN et al., 2021)
e o0 Biovia Discovery Studio Visualizer,sendo o utlimo também utilizado para calcular

0 RMSD e gerar os diagramas 2D de interagéo de ligantes e residuos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO!

5.1 BLIND DOCKING H2TM-2-PyP#* COM CaVAb

As diferentes afinidades das conformacdes obtidas no protocolo de BD (n=5)

com o parametro exhaustiveness com valor 8 e 32 séo representadas na tabela 3.
Tabela 3:Valores de afinidade obtidos no BD de CaVAb (PDB ID:5KMD) + H2TM-2-PyP4+

CaVAb (PDB ID:5KMD) + H2TM-2-PyP* (BD)

Exhaustiveness 8 e 32

NOME DO TENTATIVA AFINIDADE (8) AFINIDADE (32)
COMPOSTO (KCAL/MOL) (KCAL/MOL)
MESO- _ -11.5 -12.4
TETRAQUIS(N- 2 -12.4 -12.4
METILPIRIDINIO-2- 3 -12.4 -12.4
IL)PORFIRINA 4 -12.2 -12.2

(H2TM-2-Py P4 _ -12.2 -12.2

Fonte: Autor

Foi observado que, no uso de exhaustiveness no valor 8, que é o padrdo
utilizado pelo AutoDock Vina, houve uma flutuagdo maior no valor da afinidade, tendo
elas aparecido no valor de -11.5 kcal/mol na primeira tentativa (estrutura em
vermelho), -12.4 kcal/mol nas duas tentativas subsequentes (estrutura em ciano e
verde respectivamente), -11.3 na quarta tentativa (estrutura em laranja) de -12.4
kcal/mol na ultima simulacdo (estrutura em roxo). Nas duas tentativas onde houve
mudanca no valor da afinidade, foi possivel notar que a molécula se ligou em outra
cavidade de CaVADb (FIG 17).

Quando o valor de exhaustiveness utilizado foi 32, nas trés primeiras
simulagdes o valor de afinidade obtido foi de -12.4 kcal/mol (estruturas em vermelho,
ciano e verde respectivamente) enquanto nas duas Ultimas tentativas o valor foi de -

12.2 kcal/mol (estruturas em laranja e roxo) (FIG 16).

! Todos os resultados a partir desse ponto se apresentam coordenados de acordo com relagdo entre
tentativa e cor, onde a estrutura vermelha é a de ndmero 1, ciano niimero 2, verde nimero 3, laranja
ndmero 4 e roxo nimero 5.
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Figura 17: CaVAb (PDB ID:5KMD) + H2TM-2-PyP#* exhaustiveness 8

Fonte: Autor

Figura 16: CaVAb (PDB ID:5KMD) + H>TM-2-PyP** exhaustiveness 32

Fonte: Autor
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O sitio de ligacéo de CaVAb (PDB ID: 5KMD) onde h& prevaléncia de ocupacgéo
corresponde ao sitio de ligacdo para drogas da classe DHPs, como relata Tang et al.,
(2016) nos seus resultados, onde é mostrado que os residuos de tirosina 1195 (TYR
1195), isoleucina 1199 (ILE1199), fenilalanina 1167 (PHE 1167), tirosina 1168 (TYR
1168) e fenilalanina 1171 (PHE1171) s&o os responsaveis por acomodar os ligantes
nessa regiao.

A conformacdo da tentativa 3 com exhaustiveness 8 foi selecionada para
andlise visualizacdo da interacdo entre H2TM-2-PyP* e CaVAb, uma vez que o
RMSD quando comparada as estruturas 2 e 5 possui um valor muito baixo (0.004 A e
0.005 A respectivamente). Na figura 18 podemos observar que H2TM-2-PyP** interage
com os 5 residuos (apéndice A e B) que formam o bolso hidrofébico que acomoda as

dihidropiridinas.

Figura 18: CaVAb (PDB ID:5KMD) + H2TM-2-PyP#* exhaustiveness 8 e 32 intera¢cbes
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Fonte: Autor
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5.2 BLIND DOCKING H2TE-2-PyP4*

As diferentes afinidades das conformacfes obtidas no protocolo de BD (n=5)

com o parametro exhaustiveness com valor 8 e 32 sdo representadas na tabela 4.
Tabela 4:Valores de afinidade obtidos no BDde CaVAb (PDB ID:5KMD) + H.TE-2-PyP#*

CaVAb (PDB ID:5KMD) + H2TM-2-PyP* (BD)

Exhaustiveness 8 e 32

NOME DO TENTATIVA AFINIDADE (8) AFINIDADE (32)
COMPOSTO (KCAL/MOL) (KCAL/MOL)
MESO- _ -11.4 -12.3
TETRAQUIS(N- 2 -12.8 -12.3
ETILPIRIDINIO-2- 3 -12.8 -12.3
IL)PORFIRINA 4 -12.3 -12.3

(H2TE-2-PYP4+) _ -12.3 -12.3

Com exhaustiveness em 8 observou-se uma variagao elevada nos valores de

afinidade. O primeiro valor encontrado foi de -11.4 kcal/mol (Estrutura em vermelho),
0 segundo e terceiro foram de -11.8 kcal/mol (estruturas em ciano e verde
respectivamente), ja a quarta e quinta de -12.3 kcal/mol (estruturas em laranja e roxo
respectivamente) (apéndice C). Junta da variacdo de afinidade, foi observado também
a variacao nos sitios de ligacao, sendo eles trés, com dois localizados nas bordas dos
dominios e um no centro do canal (FIG 19).

Com 32 no valor exhaustiveness foi possivel observar que ndo houve variacao
nos valores de afinidade encontrados e nas cavidades (FIG20) ocupadas na proteina,
entretanto, a tentativa de niumero 5 apresentou algumas interacdes diferentes das
demais (apéndice D), juntamente de um RMSD maior quando comparado as outras
conformagdes (0,357 A, 0356 A, 0356 A e 0,358 A).
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Figura 19: CaVAb (PDB ID:5KMD) + H>TE-2-PyP** exhaustiveness 8

Fonte: Autor

Figura 20: CaVAb (PDB ID:5KMD) + H2TE-2-PyP4* exhaustiveness 32

Fonte: Autor
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Seguindo no mesmo padrdo que H2TM-2-PyP*, H.TE-2-PyP* apresentou
uma maior interacdo e afinidade com os residuos que compde o sitio de ligacdo para
compostos da classe dihidropiridinas (Tang et al., 2014, 2016). E possivel observar
na figura 21 os residuos que compde o pocket e suas interacdes com H2TE-2-PyP4*.
Esse padréo é valido tanto para melhor conformacéao obtida com exhaustiveness 8 e
32.

Figura 21: CaVAb (PDB ID:5KMD) + H2TE-2-PyP** exhaustiveness 8 e 32 interagdes (2D)
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5.3 REDOCKING E DOCKING H2TM-2-PYP4+ E H2TE-2-PYP4+ NO SIiTIO DE
LIGACAO DE PAAs

Levando em conta as conformacdes 2 e 3 com o parametro exhaustiveness em
8 no BD de H2TE-2-PYP4+, foi observada a interacdo desta estrutura em proximidade
ao sitio de ligacdo para compostos da classe das fenilalquilaminas (PAAs). Baseado
nessa informacéao foi feito o docking de H2TM-2-PYP4+ e H2TE-2-PYP4+ neste sitio,
mas antes de executar o protocolo, foi feito o procedimento de redocking, ainda
levando em conta o parametro exhaustiveness, do Br-Verapamil, previamente inserido
na estrutura orginal (PDB ID: 5KMH). Com o redocking exectuado, uma comparacao
da estrutura nativa e da entre as estruturas/poses foi feita, onde pode-se observar um
RMSD de 1.2557 A (exhaustiveness 8) e 1.3101 A (exhaustiveness 32) (FIG 22).

Figura 22: CaVAb (PDB ID:5KMH) — Br-Verapamil + redockings
(exhaustiveness 8 e 32)

Fonte: Autor
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Com RMSD inferior a 2 A, foi utilizado o mesmo GRID para executar o docking
de H2TM-2-PYP4+ e H2TE-2-PYP4+, onde foi possivel observar uma afinidade de -
11.5 kcal/mol com exhaustiveness em 8 e 32 para H2TM-2-PYP4+ e -11.8 kcal/mol
para H2TE-2-PYP4+. Observando as interacdes dos ligantes com os residuos
observou-se que H2TM-2-PYP4+ se liga com 5 residuos e H2TE-2-PYP4+ com 4 dos
14 que fazem parte do processo de interacdo entre o BR-Verapamil e CaVAb
(Apéndices E e F) destacando que Tang et al (2016) relata que tirosina 1206 (TYR
1206), metionina 1209 (MET 1208), tirosina 1175 (TYR 1175), metionina 1174
(MET1174) e leucina 1176 (LEU 1176) compde as principais interacdes dessa PAA
(FIG 23 e 24) (Tabela 5).

Figura 23: CaVAb (PDB ID: 5KMH) + Br-Verapamil + H2TM-2-PyP#* e H.TE-2-PyP4* (Sitio PAAS)

Fonte: Autor
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Figura 24: CaVAb (PDB ID:5KMH) + H2TM-2-PyP#* e H.TE-2-PyP** exhaustiveness 8 e 32
interacdes (2D) (Sitio PAAS)
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Fonte: Autor

Tabela 5:Valores de afinidade obtidos no redocking de BR-Verapamil em CaVAb (PDB ID:5KMH) e
docking + H2TM-2-PyP4* e H2TE-2-PyP4* (sitio PAAS)

CaVAb (PDB ID:5KMH) + H2TM-2-PyP? E H.TE-2-PYP** (Sitio PAAS)

Exhaustiveness 8 e 32

NOME DO COMPOSTO AFINIDADE (KCAL/MOL) AFINIDADE (KCAL/MOL)

BR-VERAPAMIL -7.5 -7.5
(Redocked)

H2TM-2-PyP#* -11.5 -11.5

H.TE-2-PYP#* -11.8 -11.8

Fonte: Autor

Como sugerido por Hondeghem e Katzung (1984) verapamil blogueia canal de

calcio ap6s atravessar a membrana, impedindo a passagem de Ca?* pelo lado de
dentro do poro e nos resultados de SPASOJEVIC et al., (2008) é relatada que MnTE-

7

2-PyP>*, um composto similar a H2TE-2-PyP#*, é capaz de se internalizar e se

acumular no citosol, como também migrar para outros compartimentos celulares como

nucleo e mitocondria. Esses fatores podem sugerir a possibilidade de H2TM-2-PyP4*

e H2TE-2-PyP#* atravessarem a membrana e se ligar de forma similar ao Br-Verapamil

em CaVADb.
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5.4 REDOCKING E DOCKING H2TM-2-PyP* E H.TE-2-PyP* NO SITIO DE
LIGACAO DE DHPs

Por ter se destacado no protocolo de Blind Docking, o sitio de ligagédo para
DHPs também foi utilizado para o docking de H2TM-2-PyP** e H2TE-2-PyP** com a
finalidade de observar as possiveis mudancas nas interacées quando comparadas
com os resultados obtidos em BD. O redocking foi executado utilizando o amlodipino
em sua conformagdo nativa em CaVAb (PDB ID: 5KMD) juntamente com as
informacdes dos residuos de interacdo para geracao de um GRID especifico para o
sitio. O redocking foi feito ainda utilizando os parametros de exhaustiveness em 8 e
32, gerando assim duas conformacdes que foram comparadas a estrutura original
presente em 5KMD com base no seu RMSD. No primeiro redocking foi obtida uma
conformacdo com RMSD de 1.3947A e no segundo 1.3566 A (FIG 25)

Figura 25: CaVAb (PDB ID:5KMD) — Amloddipino + redockings (exhaustiveness 8 e 32)

Z

4 .,,, ,

Fonte: Autor
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O mesmo GRID foi utilizado parar “dockar’” H2TM-2-PyP** e H2TE-2-PyP#*,

onde foram obtidos os valores de afinidade expostos e tabela 6.

Tabela 6:Valores de afinidade obtidos no redocking de CaVAb (PDB ID:5KMD) e docking + H2TM-2-
PyP** e H.TE-2-PyP** (sitio DHPS)

CaVAb (PDB ID:5KMH) + H2TM-2-PyP4 E H2TE-2-PYP4* (Sitio DHPS)
Exhaustiveness 8 e 32
NOME DO COMPOSTO AFINIDADE (KCAL/MOL) AFINIDADE (KCAL/MOL)
AMLODIPINE -8.3 -8.0
(REDOCKED)

HzTM-2-PyP*

H2TE-2-PYP4*

Fonte: Autor
Foi possivel observar que H2TM-2-PyP#* interagiu com residuos que compde
a interacdo de amlodipino com CavAb (apéndices G e H), 0 mesmo comportamento
pode ser observado em H2TE-2-PyP*" (FIG 26 e 27)
Figura 26: CaVAb (PDB ID:5KMD) — Amlodipino + H2TM-2-PyP#* + H,TE-2-PYP4* (Sitio DHPS)

Fonte: Autor .
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Tendo em mente que o acumulo de porfirinas ou metaloporfirinas em regides
como citosol ou mitocondria esta diretamente relacionado ao tamanho dos grupos
substituintes alquil juntamente ao fato de que farmacos da classe das dihidropiridinas
se ligam pelo lado interno da membrana enquanto o canal esta aberto ou inativo,
H2TE-2-PyP** teria mais condicdes de se ligar em uma estrutura proteica de CaVAb,
uma vez que apresentou uma afinidade um pouco maior com os residuos do sitio para
DHPs (FIG)(SPASOJEVIC et al., 2011; GOODMAN, 2012;TANG et al., 2016;
KATZUNG et al., 2017)

Figura 27: CaVAb (PDB ID:5KMD) + H2TM-2-PyP** e H.TE-2-PyP#* exhaustiveness
8 e 32 interagdes (2D) (Sitio DHPS)

PHE
C:1203

PHE
D:1167

THR
D:1138

TYR
D:1142

LEU
D:1163

THR
A1033

Gly.
D:1164

ILE TVR
C:1199 D:1142 ol
R D1167
THR TR
D:1168 LEU D138 €195
b MET
D:1163 )

ILE
MET €:1199 PHE
c:1188 D141
GLY

D:i1164 o
£ 1203

Interactions

scked

Fonte: Autor

57



5.5 REDOCKING E DOCKING H2TM-2-PyP* E HTE-2-PyP* NO SIiTIO DE
LIGACAO DE BZTs

Em CavAb o sitio de ligacdo para compostos da classe benzodiazepinicos
encontra-se proximo ao sitio de ligacdo para as fenilaquilaminas. Visando maximizar
as informacdes a respeito de como H2TM-2-PyP4* e H.TE-2-PyP4* interagem com com
CaVADb foi feito o docking destes ligantes com base na residuos de interacdo que
compde o sitio de ligacao para BZTs. O diltiazem, presente nativamente na estrutura
cristalogréfica utilizada (PDB ID: 6KES5), que havia sido previamente removido na
preparacao do protocolo de BD, foi “redockado” duas vezes (exhaustiveness 8 e 32)
com um GRID criado a partir das informacg6es do seu sitio de ligacdo (TANG et al.,
2019). As conformagdes obtidas do redocking foram comparadas com o diltiazem
presente em 6KE5 através do seu RMSD e foram observados os valores de RMSD
de 0.9750 A e 0.9793 A (exhasutiveness 8 e 32 respectivamente) (FIG 28)

Figura 28: CaVAb (PDB ID:6KE5) — Diltiazem + redockings (exhaustiveness 8 e 32)

Fonte: Autor
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Apos o redocking o mesmo GRID foi utilizado apara o docking de H2TM-2-PyP#*
e H2TE-2-PyP# (FIG 29), com exhaustiveness 8 e 32, porém dos residuos que fazem
parte da interacdo com o diltiazem, apenas LEU 1176 se mostrou presente na
interacdo com H2TM-2-PyP** (apéndice 1). J& H2TE-2-PyP** apresentou uma baixa
afinidade com CaVADb, nos valores de -2.5 kcal/mol e -2.7 kcal/mol e apena um residuo

em comum com interacdo entre Diltiazem e CavAb (apéndice J)(Tabela 7).

Tabela 7:Valores de afinidade obtidos no redocking de CaVAb (PDB ID:6KE5) e docking + H2TM-2-
PyP** e H.TE-2-PyP#* (sitio BZTs)

CaVAb (PDB ID:6KE5) + H,TM-2-PyP# E H2TE-2-PYP4* (Sitio BZTs)
Exhaustiveness 8 e 32
NOME DO COMPOSTO AFINIDADE (KCAL/MOL) AFINIDADE (KCAL/MOL)
DILTIAZEM -6.9 -6.9
(REDOCKED)

H2TM-2-Py P4

H2TE-2-PYP4*

Fonte: Autor

Figura 29: CaVAb (PDB ID:5KMD) — Diltiazem + H.TM-2-PyP#* + H,TE-2-PYP#*
(Sitio BZTs)
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Por sobrepor parcialmente o sitio para PAAs, o residuo treonina 1206 (THR
1206 OU T206) ganha alta relevancia uma vez que é um residuo chave para
inativacdo do canal (GAMAL EL-DIN et al., 2019). Logo, a interacdo com esse residuo
é esperada durante a utilizacdo desse sitio de ligacdo, entretanto tanto H2TM-2-PyP4*
quanto H2TE-2-PyP#* (FIG 30) tiveram apenas interacdes fracas do tipo van der Waals
com esses residuos, 0 que sugere pouca capacidade de modulagdo por H2TM-2-
PyP* e H2TE-2-PyP*" nesse sitio (Tang et al., 2019)

Figura 30: CaVAb (PDB ID:5KMD) + H>TM-2-PyP#* e HTE-2-PyP#* exhaustiveness 8 e 32 interacdes
(2D) (Sitio BZTs)
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5.6 BLIND DOCKING H2TM-2-PyP* COM cNTNC-cTnl144-163

Os valores de afinidade BD (n=5) com o parametro exhaustiveness com valor

8 e 32 sao representadas na tabela 8.
Tabela 8:Valores de afinidade obtidos no BD de cNTnC-cTnl144-163 (PDB ID:2L1R) + H2TM-2-PyP4*

cNTNnC-cTnlias.163 (PDB ID:2L1R) + H2TM-2-PyP* (BD)

Exhaustiveness 8 e 32

NOME DO TENTATIVA AFINIDADE (8) AFINIDADE (32)
COMPOSTO (KCAL/MOL) (KCAL/MOL)
MESO- _ 9.1 9.1
TETRAQUIS(N- 2 9.1 9.1
METILPIRIDINIO-2- 3 9.1 9.1
IL)PORFIRINA 4 9.1 9.1

(H2TM-2-PyP4") _ 9.1 9.1

Fonte: Autor

Como pode ser observado na tabela, em ambas situagdes com o parametro
exhaustiveness em 8 e 32, foi observada obtencéo do valor de afinidade de -9.1
kcal/mol. Entretanto, nas tentativas 2 e 5 (exhaustiveness 8) ha a presenca de
interacBes nao presentes (apéndice K) nas conformacdes das tentativas de nimero

1, 3 e 4 (Estruturas levemente fora de sobreposicéo) (FIG 31).

Figura 31: cNTnC-cTnli4s.163 (PDB ID:2L1R) + H2TM-2-PyP#* exhaustiveness 8

Fonte: Autor
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Nas tentativas 1, 3 e 4 (exhaustiveness 8) foram observadas interagdes com 0s
residuos VAL 9, LYS 21, PHE 24, PHE 74 e ASP 75 enquanto a tentativa de nimero
2 teve duas interacdes a mais com os residuos GLU 10 e LYS 17 e ndo interagiu com
ASP 75 com um RMSD de 0,1525 A em relacéo a tentativa 1 e a tentativa de nimero
5 ndo apresentou interagdes com LYS 17 e ASP 75 com um RMSD 0,1298 A em
relacdo a tentativa numero 1.

Com o parametro exhaustiveness de valor 32, apenas a conformacao de
namero 3 (Estrutura verde levemente fora de sobreposicdo) (FIG 32) apresentou
divergéncia nas interacdes (apéndice L). Mesmo com uma conformacéo diferente, os

valores de afinidade obtidos também foram de — 9.1 kcal/mol.

Figura 32: cNTnC-cTnlias163 (PDB ID:2L1R) + H2TM-2-PyP#* exhaustiveness 32

Fonte: Autor
Nas execucdes onde o valor de exhaustiveness foi 32, pode-se observar uma

maior constancia quanto as interagdes com os residuos de proteina, onde quatro das
cinco tentativas, demonstraram a mesma sequéncia de interacdes com somente a
tentativa de nimero 4 apresentando uma interacdo a mais com LYS 17 e um RMSD
de 0,0399 A quando comparada a tentativa de nimero 1. Esses dados sugerem que
VAL 9, GLU 10, LYS 21, PHE 24 e PHE 74 (FIG 33) sdo 0s maiores responsaveis pela
entre H2TM-2-PyP4* e cNTnC.
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Figura 33: ctNTnC-cTnl14s4-163 (PDB ID:2L1R) + H.TM-2-PyP#* exhaustiveness 8 e 32 interacdes
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Fonte: Autor

Baseando-se nas informacdes obtidas foi possivel observar que a interacéo de
H2TM-2-PyP4* e cNTnC ocorre de uma maneira ndo similar as moléculas da classe
dos sensibilizadores do Ca?*. De acordo com Pollesello et al (1994), o levosimendan,
um sensibilizador de Ca?*, tem seu sitio de ligacédo presente em cNTnC e esse seria
formado pelos residuos MET 81, MET 85 e PHE 77. Levijoki et al (2000) relatou em
seus resultados, que mutacdes em residuos préximos ao sitio de ligacéo, levariam a
diminuicdo da ineteracdo do levosimendan e andlogos com cNTnC. J4 Robertson et
al (2010) demonstraram que o analogo do levosimedan, dfpb-o, interage no mesmo
sitio de ligac&o do sensibilizador do Ca?*, mas além das interagées com cNTnC, foram
observadas interacdes com a regido switch da cTnlis-163. ESSa interacdo ressaltada
se da através do residuo de arginina (ARG) 147 e seria uma das interacdes chave
para o processo de sensibilizacdo ao Ca?* desencadeado por moléculas que
interagem nesse sitio de acdo. Apesar da sua alta hidrofilicidade, H2TM-2-PyP#*
possivelmente ndo apresentaria capacidade sensibilizadora ao Ca?* por meio desse
conhecido mecanismo uma vez que de acordo com Coldrean et al (2020) alta
lipofilicidade é um fator que facilita a interacdo de moléculas com sitio para

sensibilizacao.
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5.7 BLIND DOCKING H2TE-2-PyP* COM cNTnC-cTnl144-163

Na execucdo do protocolo de BD com H2TE-2-PyP#* e cNTnC-cTnli44-163 foi
possivel observar um comportamento semelhante ao encontrado no processo feito
com H2TM-2-PyP#. Em ambas as execug¢fes com os distintos valores de
exhaustiveness foi possivel observar uma constancia na afinidade, sendo o valor

encontrado em todas as tentativas de -8.8 kcal/mol (Tabela 9).
Tabela 9:Valores de afinidade obtidos no BD de cNTnC-cTnl144-163 (PDB ID:2L1R) + H2TE-2-PyP4#*

cNTNnC-cTnl14s.163 (PDB ID:2L1R) + H2TE-2-PyP* (BD)
Exhaustiveness 8 e 32

NOME DO TENTATIVA AFINIDADE (8) AFINIDADE (32)
COMPOSTO (KCAL/MOL) (KCAL/MOL)
MESO- _ -8.8 -8.8
TETRAQUIS(N- 2 -8.8 -8.8
ETILPIRIDINIO-2- 3 -8.8 -8.8
IL)PORFIRINA 4 -8.8 -8.8

(H2TM-2-Py P4+ _ -8.8 -8.8

Fonte: Autor

Com exhaustiveness no valor 8, apenas a conformacao da tentativa de nimero
4 apresentou uma certa distingao por ter algumas interagdes diferentes (apéndice M),
no entanto levando em conta o0 RMSD desta quando comparado as outras
conformacdes obtidas nas tentativas de nimero 1, 2, 4 e 5 (RMSD = 0.0693 A, 0.0690
A, 0.0684 A e 0.0688 A respectivamente) (FIG 34) demonstra que ela ainda ocupa um

local similar na estrutura proteica.
Figura 34: cNTnC-cTnlias-163 (PDB ID:2L1R) + H2TE-2-PyP** exhaustiveness 8
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Fonte: Autor
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Também € possivel notar que PHE 74, VAL 9, LYS 17, LYS 21 e LEU 78
compde os principais responsaveis pela interacdo de H2TE-2-PyP** com cNTnC-
cTnli4s-163 (Tabela). Durante a anélise dos resultados com exhaustiveness no valor 32
todas as 5 conformacdes se mostraram similares (FIG 35) até mesmo levando em
conta suas interacdes (apéndice N), o que ressalta ainda mais a participagao dos cinco
residuos de proteina citados anteriormente como 0s principais responsaveis pelo

processo de interacao do ligante com a regido N-terminal da troponina C cardiaca.

Figura 35: ctNTnC-cTnli4s-163 (PDB ID:2L1R) + H2TE-2-PyP#* exhaustiveness 32

Fonte: Autor

Como H2TM-2-PyP#*, esse processo de interacdo entre H2TE-2-PyP*" e
cNTNnC-cTnli4s-163 S€ mostra ndo similar aos SCs no que diz respeito a interagcdo com
residuos, o que pode resultar na ndo sensibilizacdo do complexo ao ion Ca?*. Nos
estudos de Wang et al (2002) o bepridil, uma das moléculas conhecidas por se ligar
na regido ou dominio N-terminal de TnC promovendo a dessensibilizacdo de cTnlia7-
163 tem sua acao através da interacdo com os residuos ILE 36, LEU 41, VAL 44, MET
45, LEU 48, MET 60, ILE 61, VAL 64 e VAL 72, o que estabiliza a estrutura numa
conformacéo que favorece a interagdo com o Ca?*, mas observando a o processo de
interacdo visto no blind docking de H2TE-2-PyP#* ndo ha nenhum residuo de proteina
em comum com a interacdo entre o bepridil e cNTnC (FIG 36). Descrito no trabalho
de Varughese et al (2011) como um dos residuos chave para o processo de ligacéo,
o residuo ILE 148 também esta ausente do processo de interacdo de H2TE-2-PyP**
com cNTnC (Tabela).
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Figura 36: ctNTnC-cTnli4s-163 (PDB ID:2L1R) + H2TE-2-PyP4* exhaustiveness 8 e 32 interagdes
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Fonte: Autor
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5.8 REDOCKING E DOCKING H:TM-2-PyP* E H.TE-2-PyP* NO SITIO DE
LIGACAO DE SCs

Apesar do protocolo de BD nao ter gerado conformacdes proximas ao sitio de
ligagdo para sensibilizadores do Ca?* em cNTnC, esse sitio foi utilizado como
referéncia para tentativa de docking de H2TM-2-PyP#* e H2TE-2-PyP#*. Para isso foi
feito o redocking do DFPB-O, um andalogo do levosimendam, presente na estrutura
original utilizada (PDB ID: 2L1R) ainda levando em conta o parametro exhaustiveness.
Com as estruturas obtidas foi feita a comparacdo dos resultados com a estrutura
original e foi observado um RMSD de 0.2646 A (exhaustiveness 8) e 0.2286 A
(exhaustiveness 32) (FIG 37)

Figura 37: cNTnC-cTnlis-163 (PDB ID:2L1R) — DFPB-O + redockings (exhaustiveness 8 e 32)

Fonte: Autor

O grid utilizado para o redocking foi entdo selecionado para o docking de H2TM-
2-PyP** e H2TE-2-PyP#* (FIG 38) no sitio, uma vez que o RMSD foi inferior a2 A e os
valores de afinidade apresentados na tabela 10.
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Tabela 10: Valores de afinidade obtidos no redocking de cNTNC-cTnlias-163 (PDB ID:2L1R) e docking
+ H2TM-2-PyP4 e H2TE-2-PyP#* (sitio SCs)

cNTnC-cTnl14s.163 (PDB ID:2L1R) + H2TM-2-PyP* E H2TE-2-PYP** (Sitio SCs)
Exhaustiveness 8 e 32

NOME DO COMPOSTO AFINIDADE (KCAL/MOL) AFINIDADE (KCAL/MOL)

DFPB-O -8.5 -8.6
(REDOCKED)

H2TM-2-Py P4

H2TE-2-PYP4*

Fonte: Autor

Figura 38: ctNTNnC-cTnli4s4-163 (PDB ID:2L1R) — DFPB-O + H2TM-2-PyP#* + H.TE-2-PYP#* (Sitio SCs)

Fonte: Autor
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Mesmo utilizando o GRID do redocking as interacdes feitas por H2TM-2-PyP#*
e H2TE-2-PyP#* sdo bem distintas das que ocorrem entre cNTNC-cTnli44-163¢ DFPB-
O e além disso, as tentativas apresentaram um valor de afinidade positivo, 0 que
sugere que essas moléculas seriam incapazes de interagir nesse sitio de ligacao
baseado no alto valor encontrado (BRONOWSKA, 2011).

Alguns fatores devem ser levados em consideracdo ao observar os dockings
executados. Apesar do GRID ter sido adequado para o protocolo de redocking, foi
notavel a disparidade nos tamanhos das moléculas, uma vez que o DFPB-O é uma
molécula pequena quando comparada com H2TM-2-PyP#* e H2TE-2-PyP** (FIG 38) o
gue dificulta o contato da estrutura principal da porfirina como também dos
grupamentos alquil que poderiam ser responsaveis por uma possivel interacao
(STOJANOVIC et al., 2009).

E necessario destacar as presencas de bumps (FIG 39 e 40) ou colisdes
presentes nos atracamentos de H2TM-2-PyP#* e H2TE-2-PyP** entrando em choque
com os residuos MET 60, CYS 84, ARG 83 e ARG 147 do sitio de ligacao e essas
colisbes, como descrito por Ramachandran et al (2011) ocorrem quando ha a
sobreposicao de atomos que ndo interagem com a estrutura proteica. A presenca de
bumps associada ao valor de afinidade positivo e levando em consideracdo as
conformacdes obtidas nas tentativas do protocolo de blind docking sugerem que
H2TM-2-PyP# e H2TE-2-PyP** (apéndices O e P) ndo possuem uma boa interacdo
com cNTNnC-cTnlis-163 € possivelmente nao seria capaz de agir como SCs.

Figura 39: cNTnC-cTnlis4-163 (PDB ID:2L1R) + H2TM-2-PyP4* e H.TE-2-PyP4* exhaustiveness 8
(2D) (Sitio BZTs)
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Figura 40: ctNTnC-cTnli44-163 (PDB ID:2L1R) + H2TM-2-PyP** e H.TE-2-PyP4*

exhaustiveness 32 (2D) (Sitio BZTs)
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6 CONSIDERACOES FINAIS

6.1 CONCLUSAO

Por meio este trabalho, foi possivel observar que tanto meso-tetraquis(N-
metilpiridinio-2-il)porfirina (H2TM-2-PyP#*) quanto meso-tetraquis(N-etilpiridinio-2-
ilporfirina (H2TE-2-PyP#*) apresentam potencial de interacdo com componentes
proteicos do tecido cardiaco. CaVAb se mostrou como um alvo mais favoravel para
interacdo, como resultados de boa afinidade tanto nos sitios para moléculas das
classes das fenilaquilaminas (PAAs) quanto para diidropiridinas (DHPs). Ja o sitio
para BZTs ndo se mostrou tdo propicio para interacées uma vez que ha sobreposicao
com o sitio para PAAs assim como também uma menor afinidade em relacéo as outras
duas classes.

Foi viavel também observar que H2TM-2-PYP#* e H2TE-2-PYP#* interagem
majoritariamente com residuos da regido N-terminal da troponina cardiaca C,
entretanto quando analisada para a possivel interacdo com o sitio de ligacédo
responsavel por promover a sensibilizacdo ao Ca?* no complexo cNTNC-cTNi144-163
nao foram observadas interacdes com os residuos responsaveis por esta capacidade,
como também foi possivel constatar que H2TM-2-PYP#* e H2TE-2-PYP#* colidem com
residuos importantes préximos ou localizadas no sitio de ligacdo. Essas informacdes
associadas ao valor de afinidade positivo encontrado no docking favorecem a ideia de
que H2TM-2-PYP#* e H2TE-2-PYP** ndo possuem capacidade de interacéo ideal com
CNTNnC-cTnl144-163.

Apesar dos resultados encontrados, é de suma importancia destacar que
mesmo com 0s avancos tecnoldgicos obtidos na data atual, ainda h& a necessidade
verificacdo por meio de experimentacao in vitro/in vivo, uma vez que existem multiplos
fatores, como a flexibilidade das proteinas e ligantes, moléculas de agua e presenca
de solvente que podem modificar significativamente os resultados encontrados in

silico.
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6.2 PERSPECTIVAS FUTURAS

Algumas perspectivas do que pode ser executado a partir dos resultados

obtidos no trabalho:

1)

1)

1)

Execucéo da dinamica molecular (MD) com os resultados obtidos para
cNTNnC-cTnlis-163. ESsa possibilidade se mostra mais interessante que
a utilizacdo dos resultados de CaVAb pelo fato de que o complexo
troponina ndo esta atrelado a membranas o que diminui
significativamente o custo computacional do processo.

Execucdo de testes in vitro e in vivo para melhor avaliacdo dos
resultados no que diz respeito a modulacédo do Ca?*. Tang et al (2019)
apresentaram resultados onde o diltiazem e o amlodipino interagem
juntos em CaVAb, o que abre a possibilidade para testes utilizando
porfirinas ou metaloporfirinas juntamente a um desses moduladores.
Utilizar dos resultados como base de partida para docking de MnTE-2-
PyP>*, que foi a molécula original do ponto de partida para este trabalho.
Uma vez que o entendimento de como pode ser feito a execucdo do
docking com as porfirinas foi obtido, entender como o ion manganés
pode mudar o processo de interacdo com ambas as proteinas permitiria
um melhor entendimento de como essas moléculas podem de fato levar

a respostas farmacolégicas com objetivos terapéuticos.
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APENDICE A - lista de residuos e tipos de interacéo presentes no docking de H2TM-2-PyP4*e CaVAb com exhaustiveness no

valor 8

RESIDUOS DE INTERACAO E AFINIDADE (CaVAb - Blind Docking)
EXHAUSTIVENESS =8

NOME DO NTERACAO m—-mOU w-ALQUIL OU Ligacéao VDW AFINIDADE
COMPOSTO m— (T)* ALQUIL (*) C-H (KCAL/MOL)
PRO 1075* PHE 1082
TRP 1076 - VAL 1110
PHE1079 LEU 1104* ILE 1124
PHE 1107 PHE 1107 MET 1147 115
LEU 1136* PRO 1200
PHE 1140 VAL 1204
PHE1144
MESO- TYR 1142
TETRAQUIS(N- TRP 1076 GLY 1164 THR 1162
1 PHE 1167 MET 1188* PRO 1192 LEU 1163 _
METILPIRIDINIO-2- 2 TYR 1195 ILE 1199* GLU 1165 124
IL)PORFIRINA PHE 1171
+
(H2T|V|-2-PyP4 ) TYR 1142
TYR 1168 GLY 1164 THR 1162
PHE 1167 MET 1188 PRO 1192 LEU 1163 -12.4
3 TYR 1195 ILE 1199* GLU 1165
PHE 1171
TRP 1076
VAL 1120 - PRO 1075
LEU 1104* PHE 1079
4 PHE 1107 LEU 1136* ILE 1124 12.2
PHE 1140 MET 1147 ’
PHE 1144 PRO 1200
VAL 1204*
TYR 1142
PHE 1167 LYS 21 THR 1162
TYR 1195 PHE 24 GLY 1164 LEU 1163 -12.2
PRO 1192 GLU 1165

PHE 1171




APENDICE B - lista de residuos e tipos de interaco presentes no docking de H2TM-2-PYP4* e CaVAb com exhaustiveness no

valor 32

RESIDUOS DE INTERACAO E AFINIDADE (CaVAb — Blind Docking)

EXHAUSTIVENESS = 32

NOME DO COMPOSTO

MESO-
TETRAQUIS(N-
METILPIRIDINIO-2-
IL)PORFIRINA
(H2TM-2-PyP4*)

INTERACAO m-mwouU T - ALQUIL OU Ligacdo C VDW AFINIDADE
- (T)* ALQUIL (*) -H (KCAL/MOL)

TYR 1142
TYR 1168 THR 1162

PHE 1167 MET 1188* GLY 1164 LEU 1163 -12.4
TYR 1195 ILE 1199* PRO 1192 GLU 1165
PHE 1171
TYR 1142
TRP 1076 GLY 1164 THR 1162

2 PHE 1167 MET 1188* PRO 1192 LEU 1163 -12.4
TYR 1195 ILE 1199* GLU 1165
PHE 1171
TYR 1142
TYR 1168 GLY 1164 THR 1162

3 PHE 1167 MET 1188 PRO 1192 LEU 1163 -12.4
TYR 1195 ILE 1199* GLU 1165
PHE 1171
TRP 1076 PRO 1075
LEU 1104 - PHE 1082

4 VAL 1120 PHE 1107 -12.2
PHE 1079* LEU 1136* VAL 1110
PHE 1140 THR 1111
PHE 1144 ILE 1124
VAL 1204 PRO 1200
TRP 1076 PRO 1075
LEU 1104 PHE 1082

PHE 1079* VAL 1120 - PHE 1107 -12.2
LEU 1136* VAL 1110
PHE 1140 THR 1111
PHE 1144 ILE 1124
VAL 1204 PRO 1200

Fonte: Autor
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APENDICE C - lista de residuos e tipos de interacdo presentes no docking de H2TE-2-PYP#* e CaVAb com exhaustiveness no

valor 8

EXHAUSTIVENESS = 8

RESIDUOS DE INTERACAO E AFINIDADE (CaVAb — Blind Docking)

NOME DO COMPOSTO

MESO-

TETRAQUIS(N-
ETILPIRIDINIO-2-
IL)PORFIRINA
(H2TE-2-PYP#)

m-mwouU T - ALQUIL OU m-SIGMA  Ligagdo C VDW AFINIDADE
-1 (T)* ALQUIL (¥) -H (KCAL/MOL)
TENTATIVA
TYR 1142
PHE 1171 THR 1162
PHE 1167 MET 1188* GLY 1164 TYR 1195 LEU 1163 -11.4
PRO 1192* GLU 1165
ILE 1199* TYR 1168
PRO 1200
MET 1174* THR 1206 (4X)
LEU 1176 (2X) THR 1175 (2X)
- MET 1209* (2X) - - LEU 1176 (2X) -11.8
ILE 1210* VAL 1205
VAL 1213*(2X) MET 1209
MET 1174* THR 1206 (4X)
LEU 1176 (2X) THR 1175 (2X)
- MET 1209* (2X) - - LEU 1176 (2X) -11.8
ILE 1210* VAL 1205
VAL 1213*(2X) MET 1209
TYR 1142
TYR 1168 THR 1162
PHE 1167 MET 1188* GLU 1165 -12.3
TYR 1195 ILE 1199* - GLY 1164 PHE 1171
ARG 1185
PRO 1192
VAL 1196
TYR 1142
TYR 1168 THR 1162
PHE 1167 MET 1188* GLY 1164 GLU 1165 -12.3
TYR 1195 ILE 1199* - PHE 1171
ARG 1185
PRO 1192
VAL 1196
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APENDICE D - lista de residuos e tipos de interagdo presentes no docking de H,TE-2-PYP** e CaVAb com exhaustiveness no valor 32

RESIDUOS DE INTERACAO E AFINIDADE (CaVAb — Blind Docking)

EXHAUSTIVENESS = 32

NOME DO COMPOSTO m-mOU - ALQUIL OU Ligacdo C VDW AFINIDADE
- (T)* ALQUIL (¥) -H (KCAL/MOL)
TENTATIVA
TYR 1142
LEU 1163* THR 1162
TYR 1168 GLU 1165 -12.3
PHE 1167 MET 1188* GLY 1164 PHE 1171
TYR 1195 ILE 1199* ARG 1185
PRO 1192
VAL 1196
TYR 1142
LEU 1163* THR 1162
2 TYR 1168 GLU 1165 -12.3
PHE 1167 MET 1188* GLY 1164 PHE 1171
MESO- TYR 1195 ILE 1199* ARG 1185
PRO 1192
TETRAQQIS(N- VAL tio6
ETILPIRIDINIO-2- LEU 1163* TYR 1142
IL)PORFIRINA TYR 1168 THR 1162
4+ 3 PHE 1167 MET 1188* GLY 1164 GLU 1165 -12.3
(H2T-2-PYP*) TYR 1195 ILE 1199* PHE 1171
ARG 1185
PRO 1192
VAL 1196
TYR 1142
TYR 1168 THR 1162
4 PHE 1167 MET 1188* GLU 1165 -12.3
TYR 1195 ILE 1199* GLY 1164 PHE 1171
ARG 1185
PRO 1192
VAL 1196
TYR 1168 TYR 114 THR 1162
PHE 1167 MET 1188* GLY 1164 GLU 1165 LEU 1163 -12.3
TYR 1195 ILE 1199* PHE 1171 PRO 1192

VAL 1196 PRO 1200
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APENDICE E - lista de residuos e tipos de interacdo presentes no redocking de BR-Verapamil e docking de H.-TM-2-PYP4* e

H-TE-2-PYP* em CaVAb no sitio para PAAs com exhaustiveness no valor 8

Fonte: Autor
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APENDICE F - lista de residuos e tipos de interacdo presentes no redocking de BR-Verapamil e docking de H2TM-2-PYP4* e
H-TE-2-PYP* em CaVAb no sitio para PAAs com exhaustiveness no valor 32

RESIDUOS DE INTERACAO E AFINIDADE (CaVAb — SITIO DE LIGACAO DE PAAs)

EXHAUSTIVENESS = 32 (RMSD = 1.3101 A)
INTERACOES

NOME DO COMPOSTO  w-mwOU ™ - ALQUIL OU ™ - SIGMA Ligacdo C - H VDW AFINIDADE (KCAL/MOL)
- (T)* ALQUIL (*)

BR-VERAPAMIL MET 1174 (2X)
(REDOCKED) THR 1175 (2X)
LEU 1176 (4X) 75
- - - - THR 1206 (3X)
VAL 1205

MET 1209 (2X

Fonte: Autor
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APENDICE G - lista de residuos e tipos de interacéio presentes no redocking de amlodipine e docking de H.TM-2-PYP4* e H2TE-2-
PYP4" em CaVAb no sitio para DHPs com exhaustiveness no valor 8

Fonte: Autor
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APENDICE H - lista de residuos e tipos de interac&o presentes no redocking de amlodipine e docking de H2TM-2-PYP** e H2TE-2-

PYP# em CaVADb no sitio para DHPs com exhaustiveness no valor 32

RESIDUOS DE INTERACAO E AFINIDADE (CaVAb — SITIO DE LIGACAO DE DHPs)

EXHAUSTIVENESS = 32 (RMSD 1.3566 A)

INTERACOES
NOME DO COMPOSTO m-mOU w ™ - ALQUIL OU AMIDA- Ligagdo C - H VDW AFINIDADE (KCAL/MOL)
— 1 (T)* ALQUIL (*)
AMLODIPINE
(REDOCKED) LEU 1163 TYR 1168
TYR 1195 PHE 1167* GLY 1164 - MET 1188 -8.0
ILE 1199* VAL 1196

Fonte: Autor

88



APENDICE | - lista de residuos e tipos de interacéo presentes no redocking de diltiazem e docking de H2TM-2-PYP#+ e HoTE-2-

PYP#* em CaVADb no sitio para BZTs com exhaustiveness no valor 8

Fonte: Autor




APENDICE J - lista de residuos e tipos de intera¢do presentes no redocking de diltiazem e docking de H2TM-2-PYP** e H2TE-2-

PYP#% em CaVADb no sitio para BZTs com exhaustiveness no valor 32
RESIDUOS DE INTERACAO E AFINIDADE (CaVAb — SITIO DE LIGACAO DE BZTs)

EXHAUSTIVENESS = 32 (RMSD = 0.9793 A)

INTERACOES
NOME DO COMPOSTO m-mwmOU - ALQUIL OU ™ - SIGMA Ligagédo C - H VDW - SULFUR AFINIDADE
m—T (T)* ALQUIL (*) (KCAL/MOL)
DILTIAZEM PHE 1171
(REDOCKED) THR 1175
- PHE 1203 LEU 1176 THR 1175 LEU 1176 (2X) MET 1174 -6.9
MET 1209* ILE 1202
THR 1206
ILE 1210

Fonte: Autor
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APENDICE K - lista de residuos e tipos de interacdo presentes no docking de HaTM-2-PYP4* e ctNTNnC — cTnli44.163 com

exhaustiveness no valor 8

RESIDUOS DE INTERACAO E AFINIDADE (cNTNC - cTnlua-163— Blind Docking)

EXHAUSTIVENESS = 8

NOME DO COMPOSTO INTERACAO m—1mOU - m—ALQUIL OU Ligacdo C - H VDW AFINIDADE

1 (T)* ALQUIL (*) (KCAL/MOL)

TENTATIVA

GLU 10
LYS 21 VAL 9 GLU 14
PHE 74 PHE 24 ASP 75 LYS 17 -9.1
ASN 18
ASP 73
MESO-TETRAQUIS(N- LEU 78

METILPIRIDINIO-2- GLU 14

IL)PORFIRINA LYS 17 VAL 9 ASN 18
(H2TM-2-Py P4 2 PHE 74 LYS 21 GLU 10 ASP 73 9.1

PHE 24* ASP 75

LEU78

GLU 10
LYS 21 VAL 9 GLU 14
3 PHE 74 PHE 24 ASP 75 LYS 17 -9.1
ASN 18
ASP 73
LEU 78

GLU 10
LYS 21 VAL 9 GLU 14
4 PHE 74 PHE 24 ASP 75 LYS 17 -9.1
ASN 18
ASP 73
LEU 78

GLU 10
LYS 21 VAL 9 GLU 14
PHE 74 PHE 24 ASP 75 LYS 17 9.1
ASN 18
ASP 73
LEU 78
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APENDICE L - lista de residuos e tipos de interaco presentes no docking de H2TM-2-PYP4* e cNTNC — cTnl144-163 cOm

exhaustiveness no valor 32

RESIDUOS DE INTERACAO E AFINIDADE (CNTNC - cTnlua-163— Blind Docking)

EXHAUSTIVENESS = 32

NOME DO COMPOSTO

MESO-TETRAQUIS(N-
METILPIRIDINIO-2-
IL)PORFIRINA
(H2TM-2-PyP4%)

m—-mOoU -
m (T)*

™ — ALQUIL OU
ALQUIL (*)

Ligacao C -
H

VDW

AFINIDADE
(KCAL/MOL)

PHE 74

LYS 21
PHE 24

VAL 9
GLU 10

GLU 14
LYS 17
ASN 18
ASP 73
ASP 75
LEU 78

2 PHE 74

LYS 21
PHE 24

VAL 9
GLU 10

GLU 14
LYS 17
ASN 18
ASP 73
ASP 75
LEU78

3 PHE 74

LYS 21
PHE 24

VAL 9
GLU 10

GLU 14
LYS 17
ASN 18
ASP 73
ASP 75
LEU78

4 PHE 74

LYS 17+
LYS 21
PHE 24

VAL 9
GLU 10

GLU 14
ASN 18
ASP 73
ASP 75
LEU 78

PHE 74

LYS 21
PHE 24

VAL 9
GLU 10

GLU 14
LYS 17
ASN 18
ASP 73
ASP 75
LEU 78

Fonte: Autor
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APENDICE M - lista de residuos e tipos de interac&o presentes no docking de H2TE-2-PYP4* e cNTNC — cTnl144-163 COM

exhaustiveness no valor 8

EXHAUSTIVENESS = 8

RESIDUOS DE INTERACAO E AFINIDADE (cNTNC - cTnlus-163— Blind Docking)

NOME DO COMPOSTO

MESO-TETRAQUIS(N-
ETILPIRIDINIO-2-
IL)PORFIRINA
(H2TE-2-PYP#)

m-mwmOUT™ TwW-ALQUILOU Ligagéo C - VDW ™ — ANION AFINIDADE
—1r (T)* ALQUIL (*) H (KCAL/MOL)
TENTATIVA
GLU 10
VAL 9 GLU 14
PHE 74 LYS 17* - ASN 18 ASP 75 -8.8
LYS 21 PHE 24
LEU 78* ASP 73
GLU 10
VAL 9 - GLU 14
2 PHE 74 LYS 17+ ASN 18 ASP 75 -8.8
LYS 21 PHE 24
LEU 78* ASP 73
VAL 9 GLU 10
LYS 17* - GLU 14
3 PHE 74 LYS 21* ASN 18 ASP 75 -8.8
PHE 24 ASP 73
LEU 78*
GLU 10
VAL 9 GLU 14
4 PHE 74 LYS 17+ - ASN 18 ASP 75 -8.8
LYS 21 PHE 24
LEU 78* ASP 73
GLU 10
VAL 9 - GLU 14
PHE 74 LYS 17* ASN 18 ASP 75 -8.8
LYS 21 PHE 24
LEU 78* ASP 73

Fonte: Autor
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APENDICE N - lista de residuos e tipos de interacdo presentes no docking de H2TE-2-PYP4* e cNTNC — cTnl144-163 cOM

exhaustiveness no valor 32

RESIDUOS DE INTERACAO E AFINIDADE (cNTNC - cTnlus-163— Blind Docking)

EXHAUSTIVENESS = 32

NOME DO COMPOSTO

MESO-TETRAQUIS(N-
ETILPIRIDINIO-2-
IL)PORFIRINA
(H2TE-2-PYP#)

mT-mwmOUT™ TwW-ALQUILOU Ligagéo C - VDW ™ — ANION AFINIDADE
—1r (T)* ALQUIL (*) H (KCAL/MOL)
TENTATIVA

GLU 10
VAL 9 GLU 14

PHE 74 LYS 17* - ASN 18 ASP 75 -8.8
LYS 21 PHE 24
LEU 78* ASP 73
GLU 10
VAL 9 - GLU 14

2 PHE 74 LYS 17+ ASN 18 ASP 75 -8.8
LYS 21 PHE 24
LEU 78* ASP 73
GLU 10
VAL 9 - GLU 14

3 PHE 74 LYS 17* ASN 18 ASP 75 -8.8
LYS 21 PHE 24
LEU 78* ASP 73
GLU 10
VAL 9 GLU 14

4 PHE 74 LYS 17* - ASN 18 ASP 75 -8.8
LYS 21 PHE 24
LEU 78* ASP 73
VAL 9 GLU 10
LYS 17* - GLU 14

PHE 74 LYS 21 ASN 18 ASP 75 -8.8
LEU 78* PHE 24
ASP 73

Fonte: Autor
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APENDICE O - lista de residuos e tipos de interacdo presentes no redocking de DFPB-O e docking de H2TM-2-PYP*+ e HoTE-2-
PYP# em cNTNnC — cTnl14s-163 NO sitio para SCs com exhaustiveness no valor 8
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APENDICE P - lista de residuos e tipos de interacéio presentes no redocking de DFPB-O e docking de H2TM-2-PYP** e H2TE-2-
PYP# em cNTNC — cTnl14s4-163 NO sitio para SCs com exhaustiveness no valor 32

RESIDUOS DE INTERACAO E AFINIDADE (cNTNC - cTnlias-163— SITIO DE LIGACAO DE SC)

EXHAUSTIVENESS = 32 (RMSD = 0.2286 A)

INTERACOES

NOME DO COMPOSTO m— m-ALQUIL OU PONTE LIGACAO DE H VDW ™ — CATION AFINIDADE
SULFUR ALQUIL (*) SALINA OU C-H* OU 1 — ANION (KCAL/MOL)

PHE 27

DFPB-O LEU 41 ILE 36

(REDOCKED) MET 60 MET 80 ARG 83 MET 45 -8.6
ILE 148 ARG 147 ARG 83 GLU 63 MET 60

MET 153 PHE 77

MET 81

CYS 84
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