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Resumo

Os herbicidas inibidores da enzima acetohidroxidcido sintase (AHAS)
apresentam alta eficiéncia na atividade inibitdria com baixas doses de aplicagdo com
baixa toxicidade para o homem e o meio ambiente. No entanto, vérias ervas daninhas
estdo obtendo resisténcia a algumas classes de herbicidas, principalmente no caso do
grupo AHAS. Portanto, um planejamento computacional adequado de novos compostos
bioativos ¢ drea crucial para modelar novos herbicidas. Neste estudo, as interagdes
enzima-herbicida foram analisadas a partir do derivado andlogo do grupo
pirimidinilsalicilato (PSA) que sdo inibidores de AHAS usando célculos mecanico-
quanticos e de docking molecular. As propriedades moleculares obtidas mostraram que
o volume e a area molecular podem influenciar a capacidade de inibi¢ao do ligante,
mesmo que o grupo substituinte tenha mais influéncia sobre este pardmetro. As
propriedades eletronicas dos orbitais HOMO podem certamente influenciar a atividade
biologica devido a sua capacidade de doagdo de elétrons. As energias livres de ligacao
do ligante na enzima apés o calculo de docking variaram de -1,88 a - 4,50 kcal mol’,
enquanto que H, CH3;, COCHj3, OH, NO; e NH, apresentaram as melhores energias de
ligagdo pontuadas como grupos substituintes. Estas energias livres de ligacdo favoraveis
podem ser justificadas pelas interacdes intermoleculares entre ligantes de PSAs e
residuos de sitio ativo de AHAS. Em termos de eficiéncia, a formagdo de ligacdes de
hidrogénio pode ser explicada pelo grupo carboxilato a partir dos ligantes e do grupo

ARG-377 de AHAS.

Palavras-chave: herbicidas, pirimidinilsalicilatos (PSA) , enzima AHAS, docking

molecular, interagdes moleculares.



Abstract

Herbicides inhibitors of the enzyme acetohydroxyacid synthase (AHAS) present
high efficiency in the inhibitory activity with low doses of application and low toxicity
for man and the environment. However, several weeds are getting resistence to some
classes of herbicides, mainly in the case of AHAS group. Therefore, a proper
computational planning of new bioactive compounds is crucial area to model new
herbicides. In this study, the enzyme-herbicide interactions were analyzed from the
analogous derivated of the pyrimidinylsalicylates group (PSA) which are AHAS
inhibitors using quantum-mechanical and molecular docking calculations. The
molecular properties obtained after running computer calculation shown that the volume
and molecular area can make influence on the inhibition capacity of the ligand,
neverthenless, the substituent group has more influence on this parameter. Electronical
properties from the HOMO orbitals can certanly make influence on the biological
activity due its electron donor capability. The binding free energies of the ligand on the
enzyme after docking calculation ranged from -1.88 to 4.50 kcal mol'l, whereas, H,
CH3, COCH3 , OH, NO2 and NH2 had the best scored binding energies as substituent
groups. Those favorable binding free energies can be justified by the intermolecular
interactions between PSAs ligands and AHAS active site residues. In terms of effiency,
hydrogen bonds formation can be explained by carboxylate group from the ligands and

ARG-377 group from AHAS.

Keywords: herbicides, pyrimidinylsalicylates (PSA), AHAS enzyme, molecular

docking, molecular interactions
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1. INTRODUCAO
1.1 Agrotoxicos

O crescimento da populacdo mundial alterou significativamente a produgao
agricola, pois houve um grande aumento na demanda da quantidade de alimentos
produzidos, provocando assim cada vez mais o uso de produtos quimicos para controlar
pragas e doengas que prejudicam as plantagdes (BEDOR, 2008). O uso de pesticidas se
iniciou durante a segunda guerra Mundial, onde os venenos que eram fabricados como
armas quimicas se tornaram grandes aliados para os agricultores no combate de pragas
(LONDRES, 2011). Inovagdes tecnoldgicas modificaram bastante a agricultura nos
ultimos anos, o implemento de maquinarios geraram grandes mudancas nos processos
de trabalho aumentando a produtividade (JACOBSON et al., 2009).

O presente modelo agrario brasileiro baseia-se em cultivos para exportagao,
fazendo uso de tecnologias avancadas e ampla utilizagdo de agrotéxicos (PORTO e
SOARES, 2012). Diante disso, a produ¢do agricola brasileira cresceu muito nos ultimos
anos, levando o Brasil no ano de 2008 a alcangar a posi¢do de maior consumidor
mundial de agrotoxicos, chegando a US$ 7 bilhdes em vendas desses produtos quimicos
(LONDRES, 2011). De acordo com o SINDIVEG, em 2015 houve um decréscimo nas
vendas de agrotoxicos em relagdo ao ano de 2014, atingindo US$ 9,6 bilhoes de ddlares
sendo um niimero ainda bastante elevado.

A ampla utiliza¢do dos agrotéxicos trouxe consigo um grave problema, pois a
exposicdo pelo uso desses produtos quimicos pode trazer sérios danos a satide. Além
das intoxicagdes, podem ocorrer também vdarios disturbios cronicos, como efeitos
neurologicos e cancer. Varias sdo as informagdes sobre pessoas que desenvolveram
doengas provocadas pelos agrotoxicos, muitas vezes ocasionando sérias consequéncias e
em casos mais graves levando a morte (LONDRES, 2011). Em varias regides do Brasil
sao encontrados excessivos niveis de contaminagdo por agrotoxicos, humana e
ambiental e fatores como o descumprimento das normas de seguranga e a facil
comercializacdo, contribuem para que isso ocorra (CASSAL et al., 2014). Outra
situacdo preocupante ¢ com os avides pulverizadores, que em geral contaminam o ar,
atingindo varias areas através da dispersdo de produtos quimicos, podendo afetar
também os rios e o solo (JACOBSON, 2009).

Segundo a Food and Agriculture Organization (FAO), programa da

Organizacdo das Nacdes Unidas (ONU) responsavel pelas areas de agricultura e



alimentacdo, os agrotoxicos, também conhecidos como pesticidas, sdo definidos como
quaisquer substancias ou misturas de substancias usadas para prevenir ou combater
qualquer praga. Isto inclui vetores de doengas humanas e também em animais, espécies
indesejaveis de plantas e animais que podem provocar danos durante a produgdo
agricola, processamento, armazenamento, transporte e distribui¢ao dos alimentos (FAO,
2003).
Segundo Taylor, Holley e Kirk (2007) existem varios tipos de pesticidas, os

mais comuns sao:

e Fungicidas - utilizados para o combate de fungos;

e Herbicidas - atuam no combate de ervas daninhas;

¢ Inseticidas - empregado no combate de insetos e outros artropodes;

e Algicidas - aplicado no controle de algas;

e Acaricidas - utilizados no combate de acaros;

Dentre a classe dos agrotdxicos os herbicidas sdo os mais vendidos no pais, eles
representam cerca de 60% das vendas (SINDIVEG, 2015), e sao utilizados para
controlar e matar plantas daninhas que podem afetar areas de cultivos agricolas e outros
locais (RODRIGUES e ALMEIDA, 1998). O aumento na utilizacdo dos herbicidas
pode estar relacionado também com o fato de que esses pesticidas sdo bastante
utilizados principalmente em culturas de soja e milho que sdo tipos de produgdes que
vem crescendo bastante nos ultimos anos (VELASCO, 2006). As plantas daninhas sdo
aquelas plantas indesejaveis, que infestam d4reas de cultivos agricolas, causando
interferéncia no desenvolvimento e produtividade das plantacdes e trazendo prejuizos
para os agricultores. A competi¢dao € umas das formas mais notaveis de interferéncia nas
plantagdes agricolas, pois ocorre uma concorréncia por dgua, nutrientes, luz, e espaco
(PITELLI, 1987).

Os herbicidas podem ser classificados como seletivos e nao seletivos,
dependendo da sua capacidade de matar determinadas plantas daninhas. Os seletivos
matam apenas a planta daninha sem causar efeitos prejudicais nas plantagdes, ja os ndo
seletivos além de matar a planta daninha podem afetar também a cultura agricola
podendo trazer sérios prejuizos. A classificagdo para os herbicidas com base no seu
mecanismo de acdo pode ser dividida em dois grupos: enzimatico, que ¢ quando o

herbicida exerce sua agdo sobre alguma enzima do metabolismo da planta e ndo



enzimatico que ¢ quando ndo ocorre ligagdo com nenhuma enzima especifica

(CARVALHO, 2013).

1.2 Aminoacidos e proteinas

As proteinas sdo macromoléculas organicas que tém grande diversidade de
fungdes biologicas. Suas subunidades monoméricas basicamente simples sdo essenciais
para a formagdo de estruturas de milhares de proteinas diferentes, e sdo constituidas por
um conjunto de 20 aminoacidos e cada um deles apresenta uma cadeia lateral diferente.

(NELSON e COX, 2014).

Figura 1 Estrutura geral dos aminoacidos encontrados em proteinas

COO~
+ |
NH3 — |CU— H
R

(Adaptado: NELSON e COX, 2014).

Todos os 20 aminoécidos encontrados nas proteinas sdo & — aminoacidos. Eles
apresentam um grupo carboxila, grupo amino ¢ um atomo de hidrogénio ligados no
mesmo atomo de carbono (carbono &) como mostrado na Figura 1, diferenciando-se
uns dos outros pela cadeia lateral ou R, diversificando a estrutura, carga elétrica e
tamanho, exercendo influencia na solubilidade desses aminoacidos em agua. O 4atomo
de carbono ¢, portanto, um centro quiral, com exce¢ao da Glicina, pois seu carbono alfa
nao ¢ assimétrico (NELSON e COX, 2014).

Existem além desses 20 aminoacidos principais outros menos comuns. Varias
proteinas contém aminoacidos incomuns constituidos por modificacdo de residuos
existentes apds a sua sintese (NELSON e COX, 2014). Na Figura 2 estdo presentes os

20 aminoacidos primarios das proteinas.



Figura 2 - Os 20 aminoacidos primario das proteinas, mostrando o seu estado de ionizacdo

onde predomina o pH 7. As partes sombreadas mostram os grupos R, que mudam em cada um
dos aminoacidos.
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Fonte: NELSON e COX, 2014.

As propriedades das cadeias laterais sdo de grande importincia para a
conformagdo das proteinas, deste modo também para sua fungdo. Quando ha a unido de
dois aminoécidos a ligagdao formada ¢ chamada peptidica, que se trata de uma reacdo de
condensagdo, e ocorre por desidratacdo de um grupo & carboxila de um aminoacido e

de um grupo « amino do outro como mostrado na Figura 3, (NELSON e COX, 2014).



Figura 3- Formagao de uma ligacao peptidica por condensagéo
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(Adaptado NELSON e COX, 2014).

A unido de trés aminoacidos por ligagdes peptidicas formam um tripeptideo, ja
quando muitos desses aminodcidos se ligam, formam-se cadeias polipeptidicas sendo
esta cadeia formada por uma parte que se repete regularmente denominada cadeia
principal. Existe uma parte variavel chamada cadeias laterais como mostrado na Figura

4. (NELSON e COX, 2014).

Figura 4- Cadeia peptidica, em amarelo a cadeia principal e em rosa as cadeias laterais.
OH
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Fonte: (Adaptado NELSON e COX, 2014)

1.3 Enzimas

A maioria das enzimas ¢ de natureza proteica, com exce¢ao de um pequeno
grupo de moléculas de RNA cataliticas. Algumas enzimas ndo requerem nenhum outro
grupo quimico além dos seus residuos de aminoacidos, mas existem aquelas que
necessitam de um componente adicional denominado cofator. A reacdo de catalisacao
mediada pelas enzimas ocorre em uma regido especifica chamada sitio ativo e as forgas

ndo covalentes que ligam o substrato ao sitio ativo sdo as mesmas forgas que respondem



a conformagdo das proprias proteinas como for¢as de Van der Waals, interagdes de
hidrogénio, interacdes eletrostaticas e interagcdes hidrofobicas. Os aminoacidos que se
localizam no sitio ativo sdo arranjados de tal forma que podem interagir com o substrato
(NELSON e COX, 2014., SOLOMONS, 2009).

Toda enzima ¢ especifica para um substrato € o complexo enzima substrato ¢ de
fundamental importancia para a agdo enzimatica. A interag¢@o intima entre uma enzima e
seus substratos ocorre através do reconhecimento molecular baseado na

complementaridade estrutural (NELSON e COX, 2014).

E+SSESSEPSE+P

E, S e P estdo representando a enzima, o substrato e o produto, ES e EP sdo
complexos formados durante a reagdo enzimdtica. As enzimas sdo catalizadores
intensamente eficientes, que em geral aumentam a velocidade das reagdes por um fator
de 10°a 10"7. A energia derivada das interagdes entre a enzima e o substrato ¢ chamada
de energia de ligacdo. A atividade das enzimas pode ser interrompida ou inibida por um
vasto numero de substancias chamadas de inibidores (NELSON e COX, 2014).

O presente trabalho esta relacionado diretamente com a enzima
Acetohidroxidcido Sintase (AHAS) e os seus inibidores derivados do grupo dos
pirimidinilsalicilatos (PSA).

A enzima Acetohidroxiacido Sintase (AHAS) atua na rota biossintética dos
aminoacidos de cadeia ramificada valina, leucina e isoleucina, porém em alguns
microrganismos tem a fun¢do de formacdo do butanodiol e compostos relacionados
através da fermentagdo. As nomenclaturas acetohidroxidcido sintase e acetolactato
sintase sdo encontradas das duas formas na literatura, entretanto ALS seria para a forma
catabolica da enzima, que ¢ responsavel pela fermentacdo do 2,3-butanodiol e
compostos relacionados. Enquanto que AHAS para a forma anabolica, ou seja, ela esta
compreendida na sintese dos aminoacidos supracitados (DUGGLEBY e PANG, 2000).

A enzima AHAS necessita de trés cofatores para exercer sua agdo, o ion
inorganico Mg®’, a Tiamina Difosfato (TPP, do inglés Thiamin Diphosphate) e o
Dinucleotideo de Flavina e Adenina (FAD, do inglés Flavin Adenine Dinucleotide).

e Tiamina Difosfato (TPP): Este cofator ¢ encontrado no sitio ativo da
enzima, interagindo com o fon metalico Mg®" por interagdes de

hidrogénio e interagdes de Van der Waals (PANG; DUGGLEBY;



GUDDAT, 2002). fon metalico divalente: a enzima AHAS depende do
ion Mg2+ que tem como funcdo ancorar a TPP na estrutura da enzima
coordenando-se a dois dos atomos de oxigénio fosfato e duas cadeias
laterais de aminoacidos (CHANG; DUGGLEBY, 1998).

e Dinucleotideo de Flavina e Adenina (FAD): A presenca do FAD como
cofator na enzima AHAS ainda ndo ¢ bem compreendida, apesar disso

sabe-se que a enzima AHAS depende da presenca desse cofator para

exercer sua atividade (CHANG; DUGGLEBY, 1998).

A Figura 5 ilustra a representagao estrutural das moléculas de TPP e FAD.

Figura 5- Representacdo da estrutura quimica das moléculas TPP (A) e FAD (B).
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Fonte: o autor (programa ChemSketh).

Inimeras estruturas tridimensionais de macromoléculas biologicas podem ser
encontradas na base de dados RCBS PDB (Protein Data Bank). A estrutura da enzima
AHAS utilizada neste trabalho ¢ encontrada na base de dados registrada sob o cddigo

PDB 1Z8N (MCCOURT et al., 2006)



Figura 6- Estrutura cristalina da enzima Acetohidroxiacido sintase no complexo com os
cofatores FAD e TPP. (Representacao tipo new cartoon).

Fonte: (Protein Data Bank).

1.4 Herbicidas inibidores da enzima Acetohidroxiacido Sintase (AHAS)

Inibidores sdo substincias que diminuem a atividade enzimadtica, eles atuam
como reguladores das vias metabolicas. As inibigdes enzimdticas podem ser do tipo
reversivel, onde a enzima retoma a sua atividade apos se dissociar do inibidor ou entao
irreversivel onde ocorre uma inativacdo permanente e envolve alteragdes quimicas na
molécula da enzima (MOTTA, 2011).

Um dos vérios grupos de herbicidas utilizados sdo aqueles chamados inibidores
da enzima acetohidroxiacido sintase (AHAS), que atua na rota biossintética dos
aminoacidos de cadeia ramificada, valina, leucina e isoleucina. O mecanismo de agao
desses herbicidas se baseia na interrupcao da sintese proteica, prejudicando o
crescimento celular. As plantas morrem cerca de 7 a 14 dias apds a aplicacdo do
herbicida (DUGDLEBY e PANG, 2000). Diferentes grupos quimicos de herbicidas
apresentam esse mecanismo de a¢do, como as sulfoniluréias, imidazolinonas,
sulfonamidas, pirimidinilsalicilatos, entre outros. Esses quatro grupos citados destacam-
se em alguns aspectos, como baixa toxicidade em mamiferos, baixas taxas de aplica¢ao,
e apresentam uma boa seletividade das culturas. Entretanto muitas plantas daninhas tem
apresentado resisténcia a certos tipos de herbicidas, levando ao desenvolvimento e a

inser¢éio de novos produtos no mercado (DIAZ e DELGADO, 2009).



As Imidazolinonas sdo uma classe de herbicidas bastante utilizadas em culturas
agricolas, destacando-se o Imazaquim que ¢ muito aplicado em culturas de soja para
controlar ervas daninhas (SILVA et al., 1999). Os herbicidas sdo absorvidos pelas
folhas e raizes das plantas ficando concentrados nos pontos de crescimento fazendo com
que as plantas daninhas parem de se desenvolver. Os herbicidas que compdem a classe
das Imidazolinonas incluem o imazaquim, imazapyr, imazapic, imazamox, imazethapyr,
e todas essas moléculas apresentam a estrutura do imidazol (Figura 6) em comum
diferenciando-se uns dos outros pela segunda estrutura ciclica (KRAEMER et al.,

2009).

Figura 7- Estrutura do Imidazol.

Fonte: o autor (programa ChemSketch)

Figura 8- Estruturas quimicas do grupo das Imidazolinonas: a) Imidazolinona quinolina; b)
Imidazolinona piridina e c¢) Imidazolinona benzeno
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Fonte: KRAEMER, 2009.

Esse trés grupos mostrados na Figura 7 apresentam diferencas na capacidade de
inibicao da enzima AHAS, indicando a importancia desses substituintes no processo de
inibi¢do enzimatica (KRAEMER, 2009).

Os herbicidas do grupo das sulfoniluréias também sdo bastante utilizados, pois
com pequenas doses de aplicacdo apresentam uma elevada atividade biologica. Essa
classe de herbicidas ¢ absorvida através do solo e também pelas folhas, e sua

degradag@o no solo se d4, tanto por degradacdo microbiana, quanto por hidrodlise e os
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herbicidas desse grupo sao acidos fracos apresentando um pk, entre 3 e 5. Outra
caracteristica das sulfoniluréias ¢ apresentar baixa pressdo de vapor, fazendo com que
perdas por volatilizagdo sejam minimas (BRIGHENTI e OLIVEIRA, 2011).

O uso de herbicidas inibidores da enzima AHAS vem crescendo bastante nos
ultimos anos, devido suas caracteristicas favoraveis como baixa toxicidade e boa
seletividade, porem ja foram registrados em todo o mundo 365 bidtipos resistentes aos
herbicidas, e dentre eles 31% sdo de plantas daninhas resistentes aos herbicidas
inibidores da enzima AHAS (ROSO e VIDAL, 2011).

Algumas formas de explicar o motivo pelo qual as plantas daninhas se tornam
resistentes aos herbicidas se baseiam no fato de que pode haver uma diminui¢do da
concentragdo do herbicida no sitio ativo da enzima, e também a perda de afinidade do
herbicida pelo sitio ativo, fazendo com que a inibi¢do nao ocorra. A resisténcia das
plantas daninhas aos herbicidas inibidores da enzima AHAS, ¢ provocada por uma
alteracdo no gene que ¢ responsavel pela codificagdo da enzima AHAS, afetando a
sequéncia de aminodcidos fazendo com que estes herbicidas ndo consigam mais inibir a

enzima (CHRISTOFFOLET, 2008).

1.5 Pirimidinilsalicilatos e pirimidinil (tio) salicilatos

Os compostos a base de acido pirimidinilsalicilico (PSA) possuem uma potente
atividade herbicida. Esta atividade foi detectada como um resultado da inibi¢ao da
enzima Acetohidroxidcido sintase (AHAS). Infelizmente, este grupo de compostos
ainda e mal caracterizado partindo do ponto de vista fisico-quimico. A auséncia de
informacao tem bloqueado a avaliacdo do seu impacto no ambiente. A complexidade de
se obter valores experimentais precisos resulta principalmente das limita¢cdes das
técnicas analiticas, dos custos, da seguranca e do tempo. Por esse motivo prever estas
propriedades ¢ muito util antes da realizagdo da sintese (DELGADO, 2011; DIAZ e
DELGADO, 2009).

O grupo dos pirimidinilsalicilatos e tio salicilatos s3o uma classe de herbicidas
inibidores da enzima AHAS, apresentando alta capacidade de inibicdo. Esse grupo de
herbicidas possui o mecanismo de acdo das sulfonilureias, sulfonamidas e
imidazolinonas. A estrutura desses compostos se baseia em analogos derivados das
estruturas gerais de O- (4,6-dimetoxipirimidin-2-il) salicilatos e tio salicilatos (DIAZ e

DELGADO, 2009).
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Figura 9- Estruturas gerais de salicilatos de O- (4,6-dimetoxipirimidin-2-il) ¢ tio salicilatos.
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Fonte: (Adaptado Diaz e Delgado, 2009).

O efeito dos substituintes R introduzidos em varias posi¢des do anel benzeno ¢
bastante interessante, tornando importante compreender quais as caracteristicas
estruturais dos herbicidas sdo responsaveis pela inibigdo da enzima sendo essencial para
a criagdo de novos herbicidas. Evidencias empiricas indicam que o grupo carboxilato
dos pirimidinilsalicilatos ¢ importante para inibi¢do da enzima AHAS, sendo também
responsavel pela ligagdo da molécula inibidora a enzima (DIAZ ¢ DELGADO, 2009;
NEZU et al ., 1998).

As enzimas sdo proteinas que sdo ativas sob condigdes de reacdes relativamente
amenas com temperatura abaixo de 100°C, pressdo atmosférica e pH basicamente
neutro. Consequentemente os herbicidas do grupo pirimidinilsalicilatos nestas
condi¢des de pH se encontram na forma anionica onde seus valores de pka ficam em
torno de 3,5 a 5 (DIAZ ¢ DELGADO, 2009).

O planejamento e descoberta de novos compostos bioativos geram bastante
expectativa para pesquisas nesta area, principalmente com o auxilio de ferramentas
computacionais que estdo sendo muito utilizadas atualmente. Portanto, a compreensao
sobre as propriedades destas estruturas antes da sintese pode ser de suma importancia

para alcangar a estrutura desejada.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral:

Analisar por meio da modelagem molecular a capacidade de inibi¢do de uma
serie de analogos pirimidinilsalicilatos inibidores da enzima AHAS mediante calculos

quanticos e docking molecular.

2.2 Objetivos especificos:

e Comparar a energia de interagdo ligante (herbicida)- biomacromolécula (enzima)
com a atividade biologica de uma série de analogos derivados de
pirimidinilsalicilatos (PSA);

e (Calcular propriedades fisico-quimicas e parametros estruturais com intuito de
correlaciona-los a atividade biologica inibitdria dos herbicidas;

e Analisar a energia de interacao entre a enzima AHAS e os herbicidas derivados
dos PSAs via célculos de docking molecular;

e Avaliar as interagdes existentes entre os aminoacidos da enzima constituintes do

sitio ativo com o ligante;
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3. FUNDAMENTOS TEORICOS

3.1 Modelagem molecular (MM )

A utilizagdo de métodos computacionais tem se tornado bastante ampla
atualmente, principalmente no estudo e planejamento de novos compostos bioativos. A
acdo das moléculas bioativas ¢ bastante complexa, e envolve interagdes de fundamental
importancia para seu efeito biologico ou farmacoldgico. As interagdes podem ser
essenciais para determinar a agdo da molécula bioativa (SANT’ANNA, 2009).

As técnicas de modelagem molecular possibilitam uma maneira de explorar
sistematicamente os padrdes estruturais, dindmicos e termodindmicos, buscando
interpretar e aprimorar dados experimentais. Baseia-se também na compreensao das leis
que estdo relacionadas com a flexibilidade, a fung¢do e a estrutura da molécula
(COMBA, 2009).

Duas aproximagdes que tém sido usadas principalmente em estudos de
modelagem molecular sdo a aproximacao classica, que engloba os métodos da mecanica
molecular e da dindmica molecular, e a aproximacdo quantica, que compreende o0s
métodos ab initio e semi-empiricos. De maneira geral, a escolha entre estas
aproximacodes necessita das propriedades que se pretende avaliar, da precisdo desejada e
da capacidade computacional acessivel para o procedimento de realizagdao dos calculos
(BARREIRO et al.,1997; SANT’ANNA, 2009).

Em resumo, a finalidade da modelagem molecular ¢ o uso de modelos teoricos,
em escala atomistica, que permitam a manipulagdo de estruturas moleculares e a anélise
do comportamento quimico objetivando relatar ou interpretar as propriedades
macroscopicas utilizando uma série de técnicas computacionais que viabilizam a
construgdo, a visualizagdo, a manipulagdo e a estocagem de modelos moleculares

tridimensionais (LEACH, 2001).

3.2 Mecanica Molecular

A Mecanica Molecular ¢ uma estratégia eficiente utilizada para a aplicagao da
mecanica classica na determinacdo de estruturas moleculares em equilibrio. A
metodologia da Mecanica Molecular esta baseada na aproximagdo de Born-
Oppenheimer, onde os movimentos dos nucleos e dos elétrons sdo tratados

separadamente, diferentemente dos métodos quanticos de orbitais moleculares, que



14

considera a populagdo eletronica em seus calculos, para uma posi¢ao fixa do nucleo. A
superficie de Born-Oppenheimer, que ¢ chamada na mecanica molecular de superficie
de energia potencial, ¢ multidimensional e representa a energia de uma molécula em
termos das posic¢des nucleares (COELHO et al., 1999).

Na mecanica molecular considera-se que a densidade eletronica pode ajustar-se
instantaneamente a qualquer variagdo na configuracdo geométrica dos nucleos,
admitindo que os nucleos possuam movimento livre e que todas as interagcdes nucleares
sao aditivas (COELHO et al., 1999).

Na Mecanica Molecular as moléculas s3o consideradas como um conjunto de
atomos ligados entre si por for¢as harmonicas ou elasticas (forcas newtonianas). Estas
forcas sdo descritas pelas fungdes de energia potencial das contribui¢des estruturais, e.g.
comprimentos de ligacdo (r), angulos de ligag¢do (), angulos diedros (@) e interagdes
nao ligadas: como o potencial de Leonard-Jones (d) ou Van der Walls e o potencial
Coulomb (c). Essas for¢as quando somadas formam o campo de for¢ca (Equagdo. 1),
que contem parametros ajustaveis que sdo otimizados para encontrar o melhor conjunto
de propriedades da molécula avaliando os movimentos nucleares e dos elétrons

(BARREIRO e FRAGA, 2015; COELHO et al., 1999).

U=U(r)+ U (0) + U(p) + U(d) + U(c) Equacao 1

A hipotese fundamental do método da Mecanica Molecular ¢ a transferéncia dos

parametros. A descri¢ao dos termos da equacdo 1 sdo descritas a seguir.

3.2.1 Potencial de ligaciao

Termo associado ao estiramento da ligacdo entre dois atomos diretamente
ligados, como mostrado na FiguralO, ou seja, ¢ a contribuicdo de energia potencial
necessaria para comprimir ou alongar uma ligacdo em relacdo ao seu comprimento

original.

Figura 10- Deformacgdo no comprimento de ligagao.

ESTIRAMENTO DA LIGACAO
<+

Fonte: (Adaptado, RODRIGUES, 2001).
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E utilizada a lei de Hooke, que contribui para a energia potencial total da

molécula da equagdo abaixo:
1
U, = EZ k. (rp_r,) 2 Equacio 2

onde, k, representa a constante de forca, 7;,0 comprimento de ligacdo e 71, o
comprimento de ligacdo em equilibrio, sendo 7;, € 7, parametros do campo de forca

(BARREIRO e FRAGA, 2015; COELHO et al., 1999).

3.2.2 Potencial angular

U (0) ¢ o potencial harmonico que representa a deformagdo angular entre trés
atomos A,B e C, onde ha uma ligagdo entre A e B e entre B ¢ C como apresentado na

Figura 11.

Figura 11- Deformagdo no angulo de ligagéo.

DEFORMACAO ANGULAR ENTRE OS ATOMOS

Fonte: (Adaptado, RODRIGUES, 2001).

A aproximagdo harmodnica se dd frequentemente por meio da serie de Taylor

expandida ate a segunda ordem sobre o angulo de ligacao.

1 ~
U(Bapc) = 5 Kapc(@apc — BaBCeq)’ Equagio 3

onde, Kyp¢ € a constante de forga, O45¢ 0 dngulo de ligagdo instantineo € 0 O4pc eq O
angulo de ligagdo em equilibrio (BARREIRO e FRAGA, 2015; COELHO et al., 1999;
CRAMER, 2004).
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3.2.3 Potencial Torcional

Termo associado as rotagdes internas das ligagdes simples, Figura 12, ou seja, €
a contribui¢do da energia potencial de tor¢do em torno da ligagdo A2-A3, em um
seguimento de quatro atomos, A1-A2-A3-A4, onde Al-A2, A2-A3 e A3-A4 estdo
conectados entre si. Estes angulos diedrais, que apresentam liberdade periodica de
tor¢do, sdo formados por quatros atomos em sequéncia onde os trés primeiros formam

um plano que faz um angulo com o plano formado pelos trés ultimos.

Figura 12- Angulo de torsdo (0) com um valor de 180°.

TORCAO EM TORNO DAS LIGACOES

Fonte: (Adaptado, RODRIGUES, 2001).

Muitos campos de forca sdo empregados para modelar moléculas flexiveis nas
quais as principais modificacdes conformacionais sdo devidas a rotagcdes em torno de
ligagcdes. A grande maioria dos campos de forca para moléculas organicas emprega o
uso de potenciais torcionais explicitos, também chamados de potenciais proprios, com
uma contribuicdo de cada quarteto de atomos Al1-A2-A3-A4 conectados

sequencialmente no sistema. O potencial torcional ¢ normalmente definido por:
U(p)= ko(1 + cos(ng — §)) Equacio 4

onde, k, € a constante que define a exte nsdo da barreira energética para torsdo, n
¢ o nimero de minimos na curva de energia potencial versus angulo de torsdo, ¢ ¢ o
angulo diedral da ligacdo central em relacdo a quatro atomos e d € a diferenca de fase do
angulo ¢ podendo o mesmo ser 0° ou 180° correspondendo, respectivamente, a um
ponto de maximo ou de minimo da curva (CRAMER, 2004; COELHO et al., 1999).

Os campos de forcas mais usuais sdo: CHARMM (BROOKS et al., 1983),
AMBER (WEINER et al., 1984) e outros.
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3.2.4 Potencial de Leonnard-Jones (ou de van der Waals)

O potencial de Leonard-Jones descreve as interagdes de van der Waals entre
pares de atomos nao - ligados covalentemente (i,j), (Equagao 5). Quando a distancia
entre os atomos nao - ligados for ligeiramente menor que a soma dos raios de van der

Waals destes, as forgas de repulsdo serdo dominantes.

G-- 12 G.. 6
_ ij ij ~
Uy = 4g; [(r—”> — (r—”) ] Equagio 5

onde, &; € a profundidade do potencial entre a barreira repulsiva ¢ atrativa, € 0;; € a
distancia finita na qual o potencial inter-particula € igual a zero, e 7;; € distancia entre

dois atomos. O termo elevado a 12 descreve as interagdes repulsivas e o termo elevado a

6 descreve as interagOes atrativas de van der Waals. Ambos parametros (o5 € ;) sdo

ajustados experimentalmente ou por calculos tedricos (CRAMER, 2004; COELHO et
al., 1999).

3.2.5 Potencial de Coulomb

Este associado as interagdes eletrostaticas entre &tomos nao-ligados, ou seja ¢ a
contribuicdo de energia potencial elétrica derivada da carga dos atomos ndo ligantes.

Esse tipo de interacdo elétrica ¢ dada pelo potencial de Coulomb (Equagao 6).

_ qigj .
U(c) = prp— Equacdo 6

onde, rj; ¢ a distancia entre os atomos nao ligantes (ij), qi ¢ qj sdo as cargas pontuais de
ij

atomos nao ligantes. €, € a constante dielétrica em um determinado meio (CRAMER,

2004; COELHO et al., 1999; BARREIRO e FRAGA, 2015).

3.3 Mecénica quantica
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Os métodos quanticos descrevem as moléculas analisando as interagdes entre o
nucleo e os elétrons, e a geometria molecular em termos de arranjos de minimos de
energia dos nucleos. Qualquer sistema complexo pode ter suas propriedades
macroscopicas descritas pela mecanica quantica. Por esse motivo, ¢ tratada como a parte
da ciéncia que se interessa em estudar a origem microscopica das propriedades fisicas
da matéria. Fundamentalmente, os métodos da mecanica quantica remontam a equagao
descrita por Erwin Schrodinger (1887-1961) que constatou que era necessaria a inclusao
do comportamento ondulatorio dos elétrons proposto por Broglie, para a determinagao
da energia total de um sistema atdomico. Este comportamento inclui todas as particulas
do sistema (elétrons e ntcleos). A equagdo de Schrodinger para sistemas complexos €

representada na Equagdo 7 (LEVINE, 2000; SANT’ANNA, 2009).

HY=EY Equacio 7

Sendo ¥, a fun¢do de onda para vérios elétrons, E ¢ a energia eletronica em
unidades atomicas. H € o operador hamiltoniano que fornece as energias cinéticas e
potenciais dos nucleos e dos elétrons em certo sistema na qual as unidades atomicas, e

pode ser descrito como:

elétron nucleo elétron nicleo elétron nucleo
1 , 1 ZaZg
DI DR A EDEDIEADIDW SO
7 A iA ij A<B AB
Equacio 8

onde, V2 descreve a energia cinética do nucleo, Z é a carga nuclear, M, é a razio da
massa do ntcleo A para a massa de um elétron, Rag ¢ a distincia entre os nicleos A e
B, r1j ¢ a distancia entre os elétrons 1 e j e 1j54 € a distancia entre elétron 1 e nicleo A
(LEVINE, 2000; HEHRE, 2003).

Portanto, ao resolver a Equacdo de Schrodinger obtém-se uma fun¢do (y) que
apresenta todas as informagdes referentes ao sistema, tornando possivel serem
calculadas varias propriedades da molécula. Na pratica a Equacdo de Schrodinger ndo
pode ser resolvida exatamente, resultando no desenvolvimento de varias aproximagdes,

o que resulta na proposi¢ao de varias metodologias (LEVINE, 2000; HEHRE, 2003).
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Uma forma de simplificar a Equacao de Schrédinger para sistemas moleculares ¢
admitir que o nucleo se move muito lentamente quando comparado a velocidade que os
elétrons se movem . O movimento dos elétrons e dos nucleos ¢ estudado separadamente,
levando em consideragdo que a massa do nucleo ¢ bem maior que a do elétron. Em uma
primeira aproximacao os nucleos sao fixados e a Equacao de Schrodinger ¢ resolvida
apenas para os elétrons. Isso ¢ denominado de aproximacdo de Born-Oppenheimer
(CRAMER, 2004; HEHRE, 2003).

A aproximacdo de Hartree-Fock ¢ empregada para determinacdo de fungdes de
onda e energia no estado fundamental de sistemas quanticos de varios corpos. Esse
método ¢ a base da teoria orbital molecular (MO), que postula que o movimento de cada
elétron pode ser descrito por uma fun¢do de uma unica particula (orbital) que nao
depende explicitamente dos movimentos instantaneos dos outros elétrons (HEHRE,
2003; LEVINE, 2000).

A funcdo de onda eletronica depende das coordenadas espaciais e de spin de
todos os atomos e essas funcdes sdo antissimétricas em relacdo ao intercambio de dois
elétrons. Este requisito ¢ satisfeito pelo determinante de Slater construido a partir das
fungdes de onda de um elétron para todos os N elétrons (Equacao 9) (HEHRE, 2003;
LEVINE, 2000).

Xi(X) X (X1) ... Xn(X1)

X1(X2) X00G) ... Xn(Xy) <
Equacao 9

N1/2

Xi(Xn) X, (Xn)- .. Xy(Xy)

Onde, os X’s sdo fungdes das coordenadas espaciais e do spin de um unico

elétron que sdo denominadas de fungdes spin-orbitais moleculares. Considerando que

1
N1/2

eles sdo ortonormais, o fator onde N é o numero de elétrons do sistema, € uma

constante de normatizag¢ao para ¥ (HEHRE, 2003; LEVINE, 2000).

Estas fungdes de onda de um elétron satisfazem as equagdes de Hartree-Fock:

F()Y, (1) =€ ¥ (17) Equagio 10
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Cada uma dessas fungdes ¢ chamada orbitais moleculares de Hartree-Fock e seus
autovalores sdo energias de orbitais. Uma das consequéncias do método Hartree-Fock
consiste no determinante de Slater ndo permitir que mais de um elétron possa ocupar
um orbital spin. Este principio ¢ conhecido como Principio da Exclusao de Pauli
(HEHRE, 2003; CRAMER, 2004). O método de Hartree-Fock assume duas formas
(LEVINE, 1991):

e Hartree-Fock Restrito (RHF): Se os elétrons de um sistema estdo
emparelhados, entdo os elétrons estdo restritos a se movimentarem em
pares.

e Hartree-Fock Nao Restrito (UHF): Quando existem elétrons
desemparelhados. Essa forma permite que os elétrons ocupem diferentes
orbitais e tenham energias diferentes.

O método SCF (do inglés Self-Consistent-Field) ¢ um processo pelo qual ¢
obtido um conjunto de orbitais que levam a menor energia, € ¢ capaz de obter solugdes
para fungdes de onda do sistema a partir de uma fungao tentativa. Basicamente, a ideia
deste método ¢ simples. Fazendo um chute inicial do spin-orbitais, pode-se calcular o
campo médio experimentado por cada elétron e resolver a equacdo de Hartree-Fock para
um novo conjunto de spin-orbitais. Usando estes novos spin-orbitais, obtém-se novos
campos. Repete-se esse procedimento até que os campos ndo mudem mais. O método
de Hartree-Fock ¢ o ponto de partida para todos os outros métodos quanticos ab initio
(HEHRE, 2003).

Os métodos ab initio buscam solucionar problemas quanticos diretamente dos
postulados da mecanica quantica, ndo incluindo dados experimentais ou pardmetros
empiricos, € ndo utiliza aproximacgdes. Existem varios métodos de aproximacdo para
resolver a Equacdo de Schrodinger sendo uma das aproximacgdes caracteristicas do
método ab initio a introducao de um conjunto de bases, que se trata de um conjunto de
funcdes matematicas a partir do qual a funcdo de onda ¢é construida; portanto, ela ¢
usada para descrever a forma dos orbitais num atomo (CRAMER, 2004; LASCHUK,
2005).

O método ab initio mais simples ¢ o Hartree-Fock o qual ¢, em geral, usado
como ponto de partida para métodos mais adequados: os métodos pos-Hartree-Fock.
Estes favorecem a exatiddo com a inclusdo da correlacao eletronica; entretanto, o custo

computacional aumenta exponencialmente com a exatiddio (CRAMER, 2004). Ja o
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método semi-empirico ¢ baseado em parametros de dados experimentais, facilitando
assim os calculos e permitindo que os gastos computacionais sejam menores (ARROIO
et al., 2010).

Nem sempre os métodos ab initio sao suficientes em relagao a reproducdo de
dados experimentais, e, além disso, demandam um maior tempo computacional.
Existem varios métodos semi- empiricos nos quais varias aproximacdes sao utilizadas a
fim de aumentar a precisdo e diminuir a dificuldade nos célculos. Esses métodos sao
parametrizados para reproduzir varios resultados e sdo baseados na aproximacdo de
Hartree-Fock. Os métodos semi-empiricos considera apenas os elétrons de valéncia ja
que os elétrons da ligagdo quimica a serem investigados, estdo na camada de valéncia
(ALCACER, 2007; LEACH, 2001).

Os métodos AMI1 (DEWAR et al,1995) PM3 (GALVAO, 1993), PM6
(STEWART, 2007) e PM7 (STEWART, 2013) sdao exemplos de métodos semi-
empiricos e todos eles utilizam um conjunto de bases pré-definidos incluindo
aproximagdes similares, porem com diferentes parametrizagdes, que foram elaboradas
para reproduzir dados experimentais como calor de formagdo, momentos de dipolo
geometrias de equilibrio e energia de ionizagdo (BARREIRO; FRAGA, 2015).

A teoria do funcional de densidade (DFT, do inglés, Density Functional Theory)
foi desenvolvida por Kohn e Sham em 1965 e surgiu como uma possivel alternativa aos
classicos métodos ab initio e semi-empiricos no estudo de propriedades do estado
fundamental de sistemas moleculares. A teoria ¢ baseada na ideia de que existe uma
relacdo entre energia total de um sistema e a densidade eletronica em geral. Nesses
modelos a energia de um conjunto de elétrons que esta sobre interferéncia de um campo
externo ¢ um funcional Unico da funcdo densidade eletronica. Uma grande vantagem do
método DFT em relacdo a esses dois métodos citados esta no ganho em velocidade

computacional e capacidade de memoria interna (MORGON e CUSTODIO 1995).

3.4 Docking Molecular

Nos ultimos anos dados disponiveis relacionados a atividade bioldgica,
estruturas e inibicdo de proteinas aumentaram consideravelmente. Bases de dados
estruturais, como Protein Data Bank (PDB) apresentam uma enorme quantidade de

estruturas proteicas. Também estdo disponiveis dados especificos de estruturas de
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complexos, como afinidade de liga¢des, encontrados em PDB-bind, PLD, AffinDB e
BindDB (DIAS e AZEVEDO, 2008).

O docking molecular ¢ um dos métodos da modelagem molecular que busca a
predicao das estruturas dos complexos receptor-ligante. Esse método ¢ de grande
importancia no planejamento de novos farmacos, pois através do docking ¢ possivel
encontrar as conformagdes mais favoraveis de um ligante ancorado em um determinado
alvo de interesse. Este método visa prever a afinidade e o modo de ligagdo entre o
ligante e a macromolécula, e deve ser capaz de mostrar corretamente o posicionamento
do ligante no sitio ativo, como mostrado na Figura 13, e a partir de cada conformagao

espacial, sdo obtidas diferentes energias de ligagdo (ALONSO et al,. 2006).

Figura 13- Aplicacdo da metodologia de docking molecular do modo ligante ao seu sitio de
ligagdo na enzima.

PROTEINA LIGANTE COMPLEXO PROTEINA-LIGANTE
'*.'I'L N _\\\}I’_’_‘f ¥ _.F."r.; e
Fa <" LT,
SR NG ; SHIEE

Fonte: o autor (programa AutoDock 4.0).

As principais ferramentas para a realizagdo de docking molecular sdo o
algoritmo de busca e uma fun¢do de pontuacdo de energia (scoring) (ALONSO et al.,
2006). O scoring avalia a energia de ligagdao de interacdo entre o ligante e o receptor-
alvo, como mostrado na Figura 14, classificando os melhores modos de ligagao
(CHENG et al., 2012). Atualmente os procedimentos de amostragem realizados através
dos programas de docking molecular sdo baseados em algoritmos genéticos, simulate
annealing, simulacao por Monte Carlo (MC), distancia geométrica, entre outros

(WANG et al., 2003).
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O método de simulagdes por Monte Carlo inicialmente foi inserido em dinamica
molecular para ser usado como procedimento de minimizagao, e mais tarde foi adaptado
para algoritmos de encaixes flexiveis. Além de que as simula¢des de MC revelaram ser
apropriadas para determinar constantes de ligagdo para sistemas proteicos. Porem esse
método ndo ¢ favoravel para analisar processos que sdo dependentes do tempo. Esse
tipo de algoritmo de procura quando utilizado para encaixes flexiveis busca inserir o
ligante no sitio ativo do receptor-alvo através de diferentes conformacdes e rotagdes da
estrutura, onde o niamero de provaveis orientagdes no local de ligacdo do receptor ¢

fundamentado em métodos estocasticos (DIAS e AZEVEDO, 2008).

Figura 14- Esquema de um acoplamento mostrando os possiveis modos de ligacdo e a
pontuagdo (energia de ligagdo em kcal/mol) de cada orientagdo do ligante.

ACOPLAMENTO
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l Pontuagéizi (Scoring) 1

.27 -25

Fonte: FERREIRA, 2014.

O processo de ligacdo entre um ligante e seu alvo receptor ndo ¢ simples, fatores
entalpicos e entrdpicos influenciam na interagdo entre eles. Os programas de docking
mais conhecidos sao autodock 4.0, GOLD, flexX, DOCK, entre outros (ALONSO et al.,
2006).

Quando sdo realizadas simula¢des de docking molecular deve ser levada em
consideracdo a flexibilidade do ligante, onde sdo utilizados trés métodos para o
tratamento desta flexibilidade, sendo estes: método randdmico ou estocastico onde um
unico ligante ou uma populagdo de ligantes sdo submetidos a mudangas randomicas
com utilizagdo de algoritmos. O método sistematico que utiliza algoritmos para analisar
os graus de liberdade presentes em toda a molécula. (KITCHEN et al., 2004). A

metodologia de docking permite também simulagdes com ligante rigido e proteina



24

flexivel, ligante rigido e proteina rigida, e ligante flexivel e proteina flexivel (SOUZA,
2015).

Simulagdes de docking onde tanto o ligante quanto a macromolécula sao tratados
como corpos rigidos podem ser inadequadas, pois seria impossivel a simulagdo de
mudangas conformacionais em ambas as moléculas. Ja o docking molecular onde o
ligante ¢ flexivel torna possivel analisar todos os graus de liberdade do ligante
(TOTROV e ABAGYAN, 2008). Quando o receptor-alvo ¢ parcialmente ou totalmente
flexivel todos os graus de liberdade podem ser investigados, porém por esse tipo de
simulacdo ser mais complicado, devido a grande quantidade de graus de liberdade, o
receptor geralmente ¢ tratado como parcialmente flexivel (BIAZUS, 2015).

O Software AutoDock 4.0 apresenta dois programas chaves que devem ser
executados durante as simulacdes, sdo eles o autodock e o autogrid, onde o autogrid
prepara mapas de grid, sendo um para cada tipo de 4&tomo presente no ligante e esses
mapas sdo utilizados posteriormente pelo software autodock. Um mapa de grid
constitui-se de um conjunto tridimensional de pontos regularmente espagados, centrados
no local do sitio ativo da enzima em estudo (Figura 15) onde cada ponto dentro do mapa
de grid armazena a energia potencial de um adtomo de sonda ou grupo funcional naquela

posicao particular (HUEY et al.,1996; ).

Figura 15- Esquema de um mapa de grid.

espacamento
de grid/ A

Fonte: (Adaptado HUEY et al., 1996).
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O autogrid ¢ importante, pois ele define a regido da proteina a ser analisada
quando ocorrer a interacdo entre o ligante e a macromolécula. O autodock € responsavel
pelos célculos das interagdes entre o ligante e a macromolécula prevendo as energias
livre de ligagdo (LOKESH e KRISHNAN, 2016).

Os algoritmos genéticos (GA) sdo utilizados para explorar a energia livre entre o
ligante e o receptor alvo para encontrar as melhores conformacgdes. Eles sdo ferramentas
utilizadas em simulagdes de docking molecular, que buscam possiveis maneiras
diferentes de ligagdes explorando os graus de liberdade da molécula. Os algoritmos
funcionam da seguinte maneira: primeiro sdao gerados varios ligantes dispostos no
espaco de forma randomica. Em seguida, ¢ calculada a energia de ligacdo da interagdo
do ligante e seu alvo-receptor onde sdo selecionadas as melhores conformagdes para a
aplicacdo do algoritmo genético. Sao apresentados entdo varios ciclos de geracdo até
que o numero maximo de geragdes chegue a seu limite, como apresentado na Figura 16.

O algoritmo genético utilizado neste programa ¢ o Algoritmo Genético
Lamarckiano (GLA) que ¢ baseado na teoria da evolucdo de Lamarck, onde sdo
passadas aos descendentes as mudancas adquiridas durante a vida de seus antecessores.
(MORRIS et al., 1998). No decorrer do processo de busca das solu¢des sdao aplicados
operadores genéticos como Crossing-over e Mutacao (MORRIS et al., 1998).

Figura 16- Esquema de funcionamento do algoritmo genético utilizado no programa AutoDock
4.0.

Populagao inicial

(ligantes)

\

Avaliacdo de energia Nova geracao
(Ligante alvo-receptor)

| )

Operadores genéticos
Crossing-over e Mutacao

Selecao das melhores
conformacdes

Fonte: (Adaptado, MORRIS, 1998)

A mutagdo ¢ uma modificagdo aleatéria e eventual do valor de qualquer posigao

do cromossomo (Figura 17). Esta alteracdo ocorre segundo uma probabilidade pré-
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fixada onde esta probabilidade de mutagdo, a probabilidade de cruzamento, ¢ o tamanho
da populacdo, sdo elementos muito significativos nos algoritmos genéticos. Elas
monitoram todo o procedimento de busca, e influenciam diretamente a velocidade de
convergéncia, impedindo que acontega a prevaléncia de wuma determinada

subpopulacio, o que acarretaria no chamado elitismo (MAGALHAES, 2006).

Figura 17- Mutagao em um ponto do cromossomo.
Ponto de mutacio

]

Descendente 110 (1 [0 |0 |1 01O

Descendentecom |1 [ |1

Mutagao
Fonte: (Adaptado LIMA, 2010).

A taxa de crossing- over ¢ fundamentada no fendmeno de mesmo nome na
genética, em que dois cromossomos, quando emparelhados, sdo capazes de trocar
material genético. Dois cromossomos pais sdo definidos e, através do cruzamento,
originam os cromossomos filhos, propiciando para que a populagao se desenvolva com

as caracteristicas dos individuos mais aptos (MAGALHAES, 2006).
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4. METODOLOGIA

4.1- Calculos semi-empiricos

Durante a realizagdo do trabalho, algumas propriedades foram calculadas
utilizando métodos quanticos. Os parametros fisico-quimicos calculados sao de natureza
eletronica e geométrica. Estes célculos foram realizados para 14 derivados
pirimidinilsacilatos (PSA) inibidores da enzima Acetohidroxiacido Sintase (AHAS).
Estas estruturas sdo baseadas em dois prototipos, como mostrado na Figura 18, onde
cada estrutura apresenta um substituinte diferente, podendo estar ligados nos carbonos 5

ou 6 do anel.

Figura 18- Prototipos dos quais os herbicidas sdo formados de acordo com cada substituinte
diferente. A- protétipo pirimidinilsalicilatos. B- prototipo pirimidinil(tio)salicilatos.
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Fonte: (Adaptado DIAZ e DELGADO 2009. Programa Chemsketch).

Tabela 1- Derivados andlogos dos PSAs e seus respectivos substituintes

Estruturas derivadas dos pirimidinilsalicilatos e
pirimidinil (tio) salicilatos

PSA Substituinte PSA Substituinte

PSAO0I A OCgHs R2 PSA08 A NO, R1
PSA02 A  SCH; R2 PSA09 A NH, R1
PSAO03 A CN R2 PSA10 B I R1
PSA04 A H R1 PSA11 B COCH; Rl
PSA05 A F R1 PSA12 A OH R2
PSA06 A Cl R1 PSA13 B CFs R1
PSA07 A CHs R1 PSA14 B Br R1
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Primeiramente foi realizada uma otimizacdo geométrica de energia de todas as
estruturas analogas derivadas dos pirimidinilsalicilatos (PSAs) para encontrar a
estrutura de menor energia. Todas as estruturas se encontram na forma anidnica (Figura
19) com valores de pKa que variam de 3,5 a 5. Nesse processo foi utilizado o
programa MOPAC 2016 (STEWART, 2016), empregando o método semi-empirico
PM7 (Parametric Method 7 Halmitonian).

Figura 19- Estruturas dos 14 herbicidas (analogos) derivados dos pirimidinilsalicilatos e
pirimidinil (tio) salicilatos.
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Fonte: o autor, programa ChemSketch.

O programa MOPAC 2016 permitiu obter estruturas com geometrias de menor
energia. Os arquivos de entrada (inputs) foram preparados com base nas palavras-chave
disponiveis no manual do programa. Assim, a primeira parte do arquivo de entrada esta

exemplifica a baixo e apresenta a seguinte forma:

PM7 PDBOUT VECTORS ALLVECS GRAPHF EIGEN POTWRT LOCALIZE
PRTINT DISP prtchar precise CHARGE=-1.
PAS().pdb

GEOMETRIA OTIMIZADA UTILIZANDO EIGENVECTOR (EF). O CAMPO SCF
FOT ALCANCADO.

Onde “PM7” especifica o hamiltoniano do método semiempirico que foi
utilizado no calculo. A palavra PDBOUT fara com que a geometria seja impressa no
formato PDB. Um conjunto de n autovetores em torno do intervalo HOMO-LUMO
pode ser impresso usando VECTORS. ALLVECS ¢ usada quando se deseja que todos
0os M.O.s sejam impressos apds os calculos. A palavra GRAPHF foi utilizada para
gravar as informacdes necessarias ao programa jmol em um arquivo gerado de formato
mgf. Para permitir que os orbitais moleculares candnicos, ou autovetores, sejam
exibidos, a palavra EIGEN deve ser usada. A palavra PRTINT e usada para obter as
distancias Interatomicas. Utiliza-se a palavra DISP para obter as contribui¢des de
ligagdo de hidrogénio e dispersao ao calor de formagao. Quando a palavra prtchar esta
presente, as cargas atdmicas parciais sdo impressas no arquivo arc. A utilizagdo da

palavra precise ¢ utilizada para obter resultados mais precisos e a palavra CHARGE= -
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1 indica que a carga do sistema ¢ menos um. O EIGENVECTOR ¢ o método padrao de
otimizacdo de geometria.

Foram calculados pardmetros geométricos que incluem éarea de van der Waals e
volume molecular, que sdo importantes no estudo entre relacdo estrutura-atividade, e
dependem do arranjo espacial dos dtomos.

Em relagdo aos parametros eletronicos foram calculadas as energias dos orbitais
HOMO que se trata do ultimo orbital molecular ocupado e representa a energia
necessaria para arrancar um elétron da camada de valéncia da molécula e estd
diretamente relacionada a capacidade de realizar ataques nucleofilicos e LUMO que ¢ o
primeiro orbital molecular desocupado e tem relacdo com a afinidade eletronica sendo

susceptivel a ataque por nucleofilos (ATKINS e JONES, 2012).

4.2 Docking Molecular

O estudo do docking molecular foi realizado utilizando o programa
AutoDock4.0 ( HUEY et al., 2007) que possui um conjunto de ferramentas o qual
permite a predicdo da melhor conformagao de um ligante de menor energia de interacgao.
Neste trabalho o docking molecular foi realizado para analisar a interacdo entre a
enzima (AHAS) e os 14 herbicidas (analogos) mostrados na Figura 16.

Nas simulagdes de docking realizadas neste trabalho os ligantes foram
considerados flexiveis e a enzima AHAS como rigida, no entanto, ela foi utilizada
apresentando algumas regides consideradas como flexiveis. Neste procedimento, seis
residuos foram considerados totalmente flexiveis para simular a mobilidade dos
aminoacidos responsaveis pela interacdo enzima-substrato: Metionina (MET-351)
Asparagina (ASP-375), Arginina (ARG-377), Triptofano (TRP-574), Serina (SER-653)
e Lisina (LYS-381). Esses seis residuos utilizados para a realizacdo de docking
molecular ja haviam sido utilizados anteriormente com a enzima AHAS e eles
promovem maior interacdo no sitio ativo (MCCOURT, 2006; GUERRA, 2016). O
algoritmo de busca utilizado foi o Algoritmo Genético Lamarckiano (LGA) (MORRIS,
1998).

4.2.1 Preparacao dos arquivos do AutoDock
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A enzima AHAS que esta na forma cristalina e ¢ encontrada na base de dados
(PDB) Protein Data Bank (BERNSTEIN et al., 1978) registrada sob o cdédigo PDB:
1Z8N. A mesma foi tratada no programa AutoDock4.0 para gerar o input PDBQT que
inclui as cargas parciais Gasteiger (GASTEIGER e MARSILI, 1978; GASTEIGER e
MARSILI, 1980) e adiciona os hidrogénios polares, com todas as coordenadas
necessarias para a execu¢do do autogrid e autodock, macromolécula e ligante estavam
anteriormente no formato PDB.

Algumas regides da enzima foram consideradas como flexiveis, foram entdo
gerados dois arquivos PDBQT para a enzima, um para a parte rigida e outro para a parte
flexivel. Neste procedimento, seis residuos foram considerados totalmente flexiveis para
simular a mobilidade dos aminoacidos responséaveis pela interagdo enzima-substrato.

Posteriormente, foi utilizado o programa autogrid que esta incluso no
AutoDock4.0, e que ira definir a regido da proteina que sera analisada, quando ocorrer a
interagdo enzima-herbicida. A partir do arquivo de entrada grid foram criados os mapas
de grid que sdo calculados considerando os diferentes dtomos dos ligantes, e para esse
procedimento durante a simulacao foi criado um arquivo de formato GPF (gpf, da sigla
em inglés Grid Parameter File) que ¢ reconhecido pelo autogrid e fornece as
informagdes definidas como parametros (e.g., tipos de dtomos do ligante e receptor
extraido dos arquivos PDBQT) e executa o autogrid para a geracdo dos mapas do
receptor.

O gpf pode ser editado antes de executar o autogrid. A Figura 20 exemplifica o
conteudo que faz parte de um arquivo gpf (HUEY et al., 2007).

Figura 20- Arquivo gpf gerado no programa AutoDock 4.0.

npts 40 40 46

gridfld hsgl rigid.maps.fld
spacing 0.375

receptor types A C HD N OA SA
ligand types C HD N A NA OA
receptor hsgl rigid.pdbgt
gridcenter 2.5 6.5 -7.5
smooth 0.5

map hsgl rigid.C.map

map hsgl rigid.HD.map

map hsgl rigid.N.map

map hsgl rigid.A.map

map hsgl rigid.NA.map

map hsgl rigid.OA.map
elecmap hsgl rigid.e.map
dsolvmap hsgl rigid.d.map
dielectric -0.1465

num.grid points in xyz

grid data file

spacing(A)

receptor atom types

ligand atom types

macromolecule

xyz-coordinates or auto

store minimum energy w/in rad(A)
atom-specific affinity map
atom-specific affinity map
atom-specific affinity map
atom-specific affinity map
atom-specific affinity map
atom-specific affinity map
electrostatic potential map

# desolvation potential map

<0, AD4 distance-dep.diel;>0, constant

$ W W o W W W o W W W%

Fonte: HUEY et al., 2007
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Os mapas de grid sdo baseados também nas interagdes eletrostaticas. Em seguida
foi feita uma caixa de grade de tamanho 64x60x126 que foi inserida na regido do sitio
ativo como mostrado na Figura 21 e o espacamento foi de 0,375 A. O GridBox pode ser
ajustado para cobrir o local de ligagdo. Para cada ponto deste grid foram calculados

diversos parametros especialmente a tendéncia a ser doador ou aceptor de hidrogénio.

Figura 21- Caixa de grade de 64x60x126, localizado no sitio ativo da AHAS.

Fonte: autor (programa AutoDock4.0).

Quando ndo existe informagdo sobre os possiveis sitios de ligacdo do receptor,
pode ser construido um volume de caixa de grade o suficientemente grande para cobrir
toda a proteina, usando um espagamento de grade maior que o valor padrio de 0,375 A,
e mais pontos de grade em cada dimensdo. Entdo, podem ser realizados simulagdes de
ancoragem no AutoDock para constatar se existem regides especificas da proteina que
sdo preferidas pelo ligante. Isso as vezes ¢ chamado de “blind docking™ ou "docking
cego” (HUEY et al., 1996).

Os arquivos de entrada para a execucao do autodock foram gerados no formato
dpf, (docking parameter file), e foi utilizado o Algoritmo Genético Lamarckiano (LGA)
para busca das melhores conformagdes. Cada busca conformacional baseia-se na
geragao de uma populagdo de individuos. Este algoritmo emprega, para avaliagdo das

conformagdes, uma fung¢do empirica que estabelece a interacdo por meio da energia
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livre de ligagdo receptor- ligante. A Equagdo 11 representa esta fungdo executada no

programa AutoDock 4.0.

AG = AGde + AGhbond + AGele + AGconf + AGsolv Equaciao 11

onde, AG,qy representa a contribuicdo de van der Waals, AGphpong € 0 termo que se refere
a contribuicao das liga¢des hidrogénio, AG.j. caracteriza as contribui¢cdes do potencial
eletrostatico, AGeens descreve a contribuicdo entre os angulos dos atomos (termo
torcional) ¢ AGg,y a contribui¢do de solvatacio (HAMMES, 2012). A saida da
execugao do autodock serd o arquivo com extensdo. dlg, que contém os resultados de
docking molecular. Neste trabalho foram obtidos 20 conforméros para cada ligante, e
em seguida analisados aqueles com menores valores de energia de ligagdo. As
conformagdes podem ser vistas em ordem de energia de ligagdo.

A populacao utilizada para todas as simulagdes de docking foi de 1500, o
numero maximo de avaliagdes foi de 2500000 e o numero maximo de geragdes foi

27000; a taxa de mutagao foi de 0,02 e a taxa de crossover: 0,8.

4.2.2 Analise dos resultados

Para as analises dos resultados da interacdo entre o ligante e a enzima,
primeiramente ¢ necessario escolher o arquivo de registro do AutoDock que ira ser

analisado:

Analyze | —>{Dockings| —> |Open

Esse comando abre um navegador de arquivos que permite escolher um arquivo
com a extensdo. dlg. O resultado sera dado com as vinte melhores conformacoes. Estes
podem ser vistos nas opgdes de analise utilizando o comando mostrado abaixo, onde as
conformacdes podem ser visualizadas na ordem de sua energia livre, escolhendo a

opg¢ao "Play, classificado por energia".

Analyze | —> |Conformations |[—> |Play
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onde, podem ser examinadas todas as conformagoes.

Figura 22- Visualizacao dos resultados das analises das conformagdes ligante-enzima.

=]« | < [SENB{o[-[ =]«

binding_energy=-14.19 plaLin.onloas | -
docking_energy=-18.81 | <€ | Show Info _| Buld H-bonds
ettty | Colorby[atom  w| s Show Cont List
. mm:mg;:ozs | Make clust RMS ref | Choose mol for RMS ref |
refRMS=6.41 Play Mode _1 Play Parameters
clRMS=0.45 | :
torsional_energy=4.36 . Buid Curent | Bulld Al
rseed1=107820 - =
rseed2=1038933476 | s tmene L rite Al
| ' Close
< 1S

Fonte: HUEY et al.,1996.

Na Figura 22, os botdes de seta pretos ao lado da entrada servem para mudar
para a proxima conformagao ou anterior na lista. Ja os botdes de seta brancos iniciam a
reproducdo. O botdo Show Info abre e fecha um painel que exibe informagdes
adicionais sobre a conformagao atual.
e Dbinding energy: Energia livre de ligacao.
e docking energy: E a soma da energia intermolecular e energia interna do
ligante.

e inhib_constant: E calculado no AutoDock da seguinte maneira:

AGlig= RT In Ki

onde, AG ¢ a energia de ligacdo, R ¢ constante universal dos gases, T ¢ a temperatura
em Kelvin (298,15) e Ki a constante de inibicdo. A andlise da energia de ligacdo e
distdncias entre o ponto inicial do docking possibilita apontar em qual das

conformagdes o ligante esteve mais proximo do sitio ativo da macromolécula (HUEY et

al., 1996; ).
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1 Otimizac¢ao das estruturas

A primeira etapa fundamentou-se em otimizar a estrutura de todas os compostos
analogos derivadas dos pirimidinilsalicilatos e pirimidinil (tio) salicilatos utilizando

mecanica quantica, através do programa MOPAC2016. As estruturas otimizadas podem

ser observadas na Figura 23.

Figura 23- Estruturas otimizadas.

PSA-01 PSA-02

PSA-03 PSA-04

PSA-05 PSA-06




PSA-07

PSA-08

PSA-10

PSA-11

PSA-13

PSA-14

Fonte: o autor (programa jmol).
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Os parametros geométricos dos 14 analogos derivados dos pirimidinilsalicilatos

(PSA) foram obtidos com o intuito de relaciona-los com a atividade bioldgica dos
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PSAs. Os parametros geométricos volume molecular e area estdo apresentados na
Tabela 2, que também exibe os valores de pICsy que tem relagdo com os valores de
ICsp que se referem a concentragdo necessaria do composto para inibir em 50% a
atividade da enzima, onde: pICsy = - log ICsy . Quanto maior os valores de pICsy mais

potente é o inibidor (DIAZ ¢ DELGADO, 2009).

Tabela 2- Parametros geométricos calculados pelo programa MOPAC, 2016.

PSAs Substituinte pICs* V (A%)* A (AH*
PSAO1 O R, OC¢Hs 3,58 407,29 360,22
PSA02 O R, SCH; 4,32 348,24 319,55
PSA03 O R, CN 3,71 326,80 309,60
PSA04 O R, H 6,64 300,26 280,31
PSA05 O R, F 7,30 307,74 285,83
PSA06 O R, Cl 7,62 320,47 294,87
PSA07 O R, CH; 6,89 319,37 29425
PSA08 O R, NO, 6,64 330,21 300,62
PSA09 O R, NH, 7,00 311,82 279,37
PSA10 S R, I 6,99 358,11 326,97
PSA11 S R, COCH; 7,14 361,44 330,31
PSA12 O R, OH 7,20 312,40 290,74
PSA13 S R, CF; 6,02 366,46 318,03
PSA14 S R, Br 7,40 347,72 320,24

*Valores pICsy (DIAZ e DELGADOQO) *V- volume molecular  A*- area

De acordo com resultados encontrados de area e volume molecular (Tabela 2)
pode- se verificar que os parametros geométricos podem influenciar na interagdo entre o

ligante e o alvo-receptor devido ao efeito esterico que ocorre quando existem
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substituintes muito volumosos, como ¢ o caso do PSAO1 com o grupo substituinte
OC¢Hs. Porem nem sempre sdo determinantes para compreender a atividade do ligante,
pois nota-se pela Tabela 2 que, em geral, os substituintes com menores volumes e areas
possuem maiores valores de plCsy, significando maior atividade, mas em algumas
estruturas como os PSAs 10, 11, 13 e 14 com altos valores de area e volume,
apresentaram valores maiores de pICs. Entretanto essas quatro estruturas citadas sdo do
grupo dos pirimidinil (tio) salicilatos, ou seja, no lugar do 4&tomo oxigénio possuem o
atomo de enxofre (Figura 18 B).

Segundo Diaz e Delgado (2009), para entrar no sitio ativo da enzima os
inibidores devem ter a conformacdo adequada para favorecer a interagdo com as cadeias
laterais de aminoacidos. Assim, as conformagdes de maior importancia sdo aquelas
onde o anel benzeno e o anel pirimidinil estdo no mesmo plano, e esta conformacgao ¢
observada nos compostos derivados dos pirimidinil (tio) salicilatos.

Outro fator que esta relacionado com a atividade dos ligantes ¢ a posi¢ao do
grupo substituinte no anel do grupo salicilato, pois como mostrado na Figura 19 das 14
estruturas apresentadas dez compostos tem grupos substituintes na posi¢ao 6 do anel e
quatro na posi¢ao 5, dentre os quais trés delas apresentaram os menores valores de
pICsp.

A estrutura do PSA06, por exemplo, que apresenta como substituinte o atomo de
cloro na posi¢do 6 do anel aromatico possui um valor de pICsy de 7,62 (Tabela 2), ja a
mesma estrutura porem com o substituinte na posicdo 5 que de acordo com valores
apresentados no artigo de Diaz e Delgado tem plCsy de 5,35, mostrando que no caso
do atomo de cloro a posicao do grupo substituinte pode influenciar na capacidade de
inibi¢do. Portanto, além da mudanca do substituinte, a mudanga de posi¢do no anel
também pode afetar a atividade do ligante por causa do efeito esterico, fazendo com que
as interagdes com o sitio ativo sejam alteradas. Mais adiante no trabalho sera discutido a
posi¢ao do grupo substituinte juntamente com o valor de energia de ligagao.

Através da realizacdo dos célculos mecanicos-quanticos foram obtidas também

as energias dos orbitais HOMO e LUMO dos derivados (Tabela 3).
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Tabela 3- Resultados dos calculos de energia dos orbitais HOMO ¢ LUMO em (eV) e seus
respectivos valores de pICsy.

PSAs Substituinte pIC_. EHOMO ELUMO

(eV) (eV)
PSA 01 0O R OC H; 3,58 - 5,67 2,24
PSA02 O R, SCH, 4,32 -5,62 2,45
PSA03 O Ry CN 3,71 -5,51 1,88
PSA04 O R H 6,64 -5,02 2,12
PSA0S O R, F 7,30 -5,11 2,21
PSA06 O R; Cl 7,62 -5,18 2,21
PSA07 O R CH, 6,89 -5,13 2,40
PSA08 O R; NO, 6,64 -5,15 2,32
PSA09 O R, NH, 7,00 -5,24 3,24
PSA 10 S R I 6,99 -5,11 1,94
PSA 11 S R COCH, 7,14 -4,43 1,93
PSA12 O R; OH 7,20 -4,87 2,32
PSA 13 S R CF, 6,02 -4,79 1,89
PSA 14 S R Br 7,40 -5,08 1,94

*Valores de pICs0 (DIAZ; DELGADO, 2009)

Através da Tabela 3 pode-se verificar que em geral maiores energias dos orbitais

HOMO apresentam valores maiores de plCsy, devido o aumento do potencial das

regides que podem realizar ataques nucleofilicos, sendo os PSAs 11,12 e 13 que

apresentaram maiores valores de energia de HOMO. Com isso, ocorre aumento na

afinidade por seu alvo-receptor, constatando que o orbital HOMO ¢ muito importante

para a atividade inibitéria. Portanto, espera-se que os orbitais HOMO estejam

envolvidos em liga¢des de hidrogénio entre o ligante e a enzima, que contribuem para
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uma melhor interacao enzima-herbicida. Ja os orbitais LUMO estao relacionados com a
facilidade com que uma molécula pode aceitar um elétron. Quanto menor a energia do
orbital LUMO menor sera o impedimento para aceitar elétrons.

Dessa forma os valores de HOMO e das moléculas podem indicar quais as
estruturas serdo mais eficientes no sitio ativo. De acordo com o Teorema de Koopmans,
a Energia de lonizacdo, ou Potencial de Ionizagdo, de uma molécula, dentro da
aproximacao de orbital molecular ¢ dada simplesmente como a energia do HOMO, onde
o Potencial de lonizagdo € a energia minima necessaria para retirar o primeiro elétron da
camada de valéncia de um atomo, ou seja, o elétron mais distante do nucleo. Ja a
Afinidade Eletronica de uma molécula neutra ¢ dada pela energia de LUMO e esta
diretamente relacionada a suscetibilidade ao ataque por nucledfilos. A Afinidade
eletronica se trata da energia de um processo em que um elétron ¢ adquirido
(ANGELOTTTI et al.,2016; ATKINS e JONES, 2012).

Comparando os valores de energias da Tabela 3, observa-se que o PSA11 possui
a maior energia do orbital HOMO, ou seja, ele apresenta o menor potencial de ionizagao
dentre as estruturas. Em relacdo ao orbital LUMO nota-se pela Tabela 3 que o PSA02
possui o0 maior valor de energia tendo entdo uma menor Afinidade Eletronica.

A Figura 24 apresenta os orbitais HOMO sobre o ion carboxilato da maior parte
das estruturas dos PSAs com exce¢do do PSA 01 onde o orbital HOMO esta presente no
anel do grupo substituinte € no PSA 02 no atomo de enxofre que faz parte do grupo

substituinte SCH3.



42

Figura 24- Estruturas dos PSAs mostrando os orbitais HOMO (programa jmol).

PSA 01 PSA 02 PSA 03
PSA 04
PSA 05
PSA 06 PSA 07 PSA 08
PSA 09 PSA 10 PSA 11 PSA 12
PSA 13 PSA 14

O grupo carboxilato ¢ o mais relevante para as interagdes entre o ligante e seu
alvo-receptor devido seu comportamento como aceptor de hidrogénios, pois ele
apresenta uma alta densidade eletronica nos oxigé€nios presentes nesse grupo. Isto pode
ser evidenciado pela andlise dos orbitais HOMO, que revelou uma maior densidade de
elétrons sobre o grupo carboxilato, sugerindo que essa regido pode ser susceptivel a
uma interagdo importante com o sitio receptor.

As contribui¢des eletrostaticas para o processo de interagdo entre o ligante e seu
alvo-receptor podem ser evidenciadas pela Figura 25, que mostra os mapas de potencial
eletrostatico das estruturas dos ligantes. As regides que apresentam potencial
eletrostatico negativo na molécula mostram os possiveis locais de interacdo com partes
positivas da molécula do receptor. Esta representagdo ¢ caracterizada por diferentes
cores, onde a cor vermelha indica alta densidade de carga negativa e cor azul indica
baixa densidade de carga positiva e as cores laranja, verde e amarelo sdo de valores

intermediarios de potencial (HEHRE, 2003). Nota-se na Figura 25 que a coloragdo

avermelhada predominou nos grupos carboxilatos presente em todas as estruturas dos
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PSAs. Os mapas do potencial eletrostatico possibilitam identificar varias regides em

uma molécula como rica ou pobre em elétrons.

Figura 25- Mapas de potencial eletrostatico dos PSAs.

o By B¢ By

PSA 01 PSA 02 PSA 03 PSA 04
PSA 05 PSA 06 PSA 07 PSA 08

PSA 09 PSA 10 PSA 1l PsSA 12
" “ " :
PSA 13 PSA 14

Fonte: o autor (programa jmol).

5.2 Docking molecular

A partir da realizacdo de simulagdes de docking molecular foram obtidas 20
conformagdes para cada ligante (herbicida) andlogo derivado dos pirimidinilsalicilatos e
os valores das suas respectivas energias livres de ligacao da interacdo enzima-herbicida.
A conformacao selecionada foi aquela que apresentou valor de energia de interacao
mais favoravel (AG mais negativo) e menor valor de RMSD (root-mean-square
deviation), 1sso torna possivel analisar o nivel de confiabilidade das previsdes do
método escolhido, onde valores de RMSD menor que 2,0 A sdo considerados
adequados. A Tabela 4 mostra os valores das constantes de inibi¢do (Ki) e as energias
de ligacao obtidas através das simulagdes de docking molecular realizadas no programa
AutoDock 4.0 para a enzima AHAS e os 14 derivados analogos dos

pirimidinilsalicilatos. Os valores de RMSD das melhores conformacdes ficaram entre
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0,0 e 0,2 A. A maior parte das conformagdes dos andlogos apresentaram valores de

RMSD igual a zero.

Tabela 4- Resultados de docking para a enzima AHAS.

PSAs Substituinte pICsy* Energia livre de Constante de
ligacdo (kcal/mol) inibicdo K; (um)

PSA 01 O R, OC¢Hs 3,58 -2,5 9,74 x 10°
PSA 02 0O R, SCH; 4,32 - 1,88 422 x 10°*
PSA 03 O R, CN 3,71 - 1,88 422 x 10°
PSA 04 0O R H 6,64 -3,62 2,20x 10°
PSA 05 O R F 7,30 -2,88 7,81 x 10°
PSA 06 O R Cl 7,62 2,75 9,64 x 10°
PSA 07 0O R CH; 6,89 -4,25 7,66 x 10
PSA 08 0O R, NO, 6,64 -3,00 6,83 x 10°
PSA 09 O R NH, 7,00 -3,25 4,15x 10°
PSA 10 S R I 6,99 -2,75 9,64 x 10°
PSA 11 S R COCH; 7,14 - 4,5 9,64

PSA 12 O R, OH 7,20 -3,5 2,75x 10°
PSA 13 S R CF; 6,02 -2,25 2,24x 10
PSA 14 S R Br 7,40 -2,75 9,64 x 10°
PAS 15 S R, OCg¢Hs 5,60 -3,38 3,36x 10°

*Valores de pICso (DIAZ; DELGADO, 2009)

A Tabela 4 mostra que os PSAs com os grupos substituintes H (PSA04), CH;
(PSA07), NO, (PSA08), NH2 (PSA09). COCH; (PSA11) e OH (PSA12) exibiram as
energias de ligagdo mais favordveis. Isto ocorre porque estes grupos se encaixam

melhor no local do sitio ativo da enzima AHAS, facilitando a interacdo com os
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aminoacidos presentes no sitio ativo do receptor. Dessa forma, os PSAs 07 e 11
apresentaram os menores valores de constantes de inibicdo (ki), pois este esta
relacionado com a energia livre de ligagdo (AGy;4), onde menores energias de ligagdo
possuem valores mais baixos de ki, o que esta de acordo com a Tabela 4.

Além disso, foi realizado o docking molecular do PSA 01 com o grupo
substituinte OC¢Hs em outra posicao no anel salicilato (posicao 6), Figura 26, que esta

representado na Tabela 4 como PSA 15.

Figura 26- Estruturas dos PSAs com o grupo substituinte OC6HS5 em diferentes posigoes.

0 P 0._0O
OYN\ O~en O s N o}
| 3 6 NS \CH
©\ O N~ \|r :
o) A N =
H3C/O e
pICsy 3,58 pICsy 5,60 HaC
Energia livre de ligagéo Energia livre de ligagdo
(kcal/mol) = -2.5 (kcal/mol) = -3,38

Fonte: o autor (programa ChemSketch).

De acordo com as informagdes da Figura 26 a posicao do gupo subtituinte pode
afetar a atividade do ligante, pois ao alterar a posicao do gupo subtituinte OC¢Hs houve
uma mudanca no valor de energia de ligagdo o que esta de acordo com seu valor de
pICso mostrando que a posicao 6 ¢ mais favoravel para esse grupo substituinte.

A Figura 27 mostra o encaixe dos compostos PSAs 01 e 07 apds a realizagdo de
simulagdes de docking molecular no sitio ativo da enzima, mostrando que o efeito
esterico pode influenciar significativamente na interacdo enzima-ligante, como pode ser
observado na Figura 28, que mostra as interacdes que ocorrem entre o ligante e os

aminoacidos que o cercam.
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Figura 27- Tlustragdo do PSA 01 e PSA 07 ancorados no sitio ativo da enzima
Acetoh1dr0x1ac1d0 Sintase (AHAS). Representagdo da enzima em superficie.

Fonte: o autor (programa AutoDock 4.0).

Para explicar melhor a seletividade e a diferenca de energia entre estes ligantes,
os contatos proximos ao redor dos ligantes foram avaliadas utilizando o programa DS

Visualizer (SANNER, 1999).

Figura 28- Representacdo 2D do programa DS Visualiser (SANNER, 1999), das interacdes
intermoleculares entre o ligando PSAO1 e os principais aminoacidos interagindo do local de
ligagdo da enzima AHAS.
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O docking do PSAOI1(substituinte: OC4Hs) no local ativo de AHAS (Figura 28)
apresentou uma interacdo do tipo m-cation entre o anel pirimidina e o residuo ARG-
377. O residuo TRP-574 exibiu contatos proximos com o ligante PASO1 através de
interacoes de Van der Waals. A pequena quantidade de interacdes presentes estd
relacionada ao modo de encaixe com a enzima que ndo apresentou uma conformagao

favoravel devido ao efeito esterico.
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Figura 29- Representacdo 2D do programa DS Visualiser (SANNER, 1999), das interag¢des
intermoleculares entre o ligando PSA02 e os principais aminoacidos interagindo do local de
ligagdo da enzima AHAS.
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O docking do PSA02 (substituinte: SCH;) no local ativo de AHAS (Figura 29)
apresentou trés interagdes envolvendo o residuo ARG-377, sendo duas interagdes do
tipo m-cation com o anel pirimidina e o anel salicilato, e realizou também uma ponte
salina com o adtomo de oxigénio doador de elétrons presente no grupo carboxilato. As
pontes salinas s3o interagdes devido a atracdo entre por¢des carregadas de sinais

opostos.

Figura 30- Representacdo 2D do programa DS Visualiser (SANNER, 1999), das interagdes
intermoleculares entre o ligando PSA03 e os principais aminoacidos interagindo do local de
ligacdo da enzima AHAS.
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O docking do PSA03 (substituinte: CN) no sitio ativo da enzima AHAS (Figura
30) apresentou uma ligagdo de hidrogénio entre o residuo ARG-377 e o atomo de
oxigénio do grupo carboxilato com 2,00 A de comprimento. O residuo ARG 377
também exibiu interagdo do tipo m-cation com o grupo pirimidina. Ocorreu ainda uma

interacao do tipo m-m entre o anel salicilato e o residuo TRP-574. O residuo ASP-376
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realizou uma ligacao de hidrogénio carbono (C—H... O) com os grupos presentes no anel

pirimidina.

Figura 31- Representacdo 2D do programa DS Visualiser (SANNER, 1999), das interag¢Ges
intermoleculares entre o ligando PSA04 e os principais aminoacidos interagindo do local de
ligagdo da enzima AHAS.
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O docking do PSA04 (substituinte: H) no sitio ativo da enzima AHAS (Figura
31) apresentou duas intera¢des de hidrogénio, uma entre o residuo SER-653 e o
oxigénio do grupo carboxilato com 1,75 A de comprimento, e outra entre o 4tomo de
oxigénio e o residuo ARG-377 com 3,09 A de comprimento. Ademais, foi observada
uma interagdo de enxofre entre o oxigénio do grupo carboxilato do ligante e o residuo
MET-351. Além disso, o residuo ARG-377 fez uma ponte salina com o oxigénio do
grupo carboxilato. Foi exibida também uma interagdo do tipo m-anion entre o residuo
ASP-376 e o anel salicilato. O residuo TRP-574 apresentou contatos proximos
(interagdes de Van der Waals) com o ligante PAS04 através de interagdes de Van der

Waals.
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Figura 32- Representacdo 2D do programa DS Visualiser (SANNER, 1999), das interag¢Ges
intermoleculares entre o ligando PSAO5 e os principais aminoacidos interagindo do local de
ligagdo da enzima AHAS.
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O docking do PSAO0S5 (substituinte: F) no sitio ativo da enzima AHAS (Figura
32) apresentou uma interagao de hidrogénio entre o oxigénio do ligante e o residuo
ARG-377 com 3,05 A de comprimento e também exibiu uma interagdo do tipo m-cation
com o anel pirimidinico. Os residuos TRP-574 e MET-351 apresentaram contatos

préximos com o ligante PASOS5 através de interagdes de Van der Waals.

Figura 33- Representacdo 2D do programa DS Visualiser (SANNER, 1999), das interacdes
intermoleculares entre o ligando PSA06 e os principais aminoacidos interagindo do local de
ligacdo da enzima AHAS.
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O docking do PSA06 (substituinte: Cl) no sitio ativo da enzima AHAS (Figura
33) apresentou uma ligagdo de hidrogénio entre residuo ARG-377 e atomo de oxigénio
presento no grupo carboxilato com 2,16 A de comprimento, e outra ligacdo de
hidrogénio entre o oxigénio do ligante e o residuo ARG-377 com 2,15 A de

comprimento. Foi exibida também uma atracdo carga-carga entre o atomo de oxigénio
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do grupo carboxilato e o residuo ARG-377. O residuo TRP-574 apresentou uma
interacao do tipo w — m com o anel pirimidinico. O residuo SER-653 apresentou contatos

préximos com o ligante PAS06 através de interagdes de Van der Waals.

Figura 34- Representacdo 2D do programa DS Visualiser (SANNER, 1999), das interag¢Ges
intermoleculares entre o ligando PSA07 e os principais aminoacidos interagindo do local de
ligagdo da enzima AHAS.
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O docking do PSAQ7 (substituinte: CH3) no sitio ativo da enzima AHAS (Figura
34) exibiu uma ligagdo de hidrogénio entre o 4tomo de oxigé€nio presente no grupo
carboxilato e o residuo SER-653 com 2,87 A de comprimento e também duas ligacdes
de hidrogénio entre a por¢do pirimidina e o residuo ARG-377 sendo uma com o atomo
de nitrogénio que apresentou 2,14 A de comprimento e outra com o 4tomo de oxigénio
que exibiu 2,07 A de comprimento. O residuo AGR-377 ainda apresentou uma ligagdo
de hidrogénio com o atomo de oxigénio do ligante entre as estruturas aromaticas com
1,93 A de comprimento. Além disso, o anel salicilato também fez interagio do tipo n— 7
com o residuo TRP-574. Os residuos ASP-376 e MET-351 apresentaram contatos

préximos com o ligante PAS07 através de interagdes de Van der Waals.
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Figura 35- Representacdo 2D do programa DS Visualiser (SANNER, 1999), das interag¢Ges
intermoleculares entre o ligando PSAO8 e os principais aminoacidos interagindo do local de
ligagdo da enzima AHAS.
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O docking do PSAOS (substituinte: NO,) no sitio ativo da enzima AHAS (Figura
35) exibiu uma ligagao de hidrogénio entre o &tomo de oxigénio do grupo carboxilato e
o residuo SER-653 com 1,84 A de comprimento. Além disso, trés ligagdes de
hidrogénio entre o residuo ARG-377 sendo uma com o oxigénio do grupo substituinte
NO; apresentando um comprimento 2,17 A, uma com o 4tomo de nitrogénio da porgdo
pirimidina tendo 2,51 A de comprimento e outra com o 4&tomo de oxigénio também da
porg¢io pirimidina com 2,29 A de comprimento. Também ocorreram interagdes do tipo
m-cation e m-anion entre o residuo ARG-377 com atomo de oxigénio o anel salicilato.
Observou-se também uma atracdo carga-carga entre o residuo TRP-574 e o atomo de

oxigénio do grupo carboxilato.

Figura 36- Representacdo 2D do programa DS Visualiser (SANNER, 1999), das interagoes
intermoleculares entre o ligando PSA09 e os principais aminoacidos interagindo do local de
ligagdo da enzima AHAS.
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Ap6s o docking do PSAQ9 (substituinte: NH;) no sitio ativo da enzima AHAS
(Figura 36) foram observadas duas ligagdes de hidrogénio envolvendo o residuo ARG-
377 sendo uma com o atomo de oxigénio da por¢ao pirimidina com um comprimento de
2,20 A, e outra com o atomo de nitrogénio também da porg¢do pirimidina apresento um
comprimento de ligacdo de 2,57 A. Foi exibida também uma ligacio de hidrogénio
entre o residuo SER-653 e o atomo de hidrogénio do grupo substituinte NH; com 2,80 A
de comprimento. Ocorreram duas interagcdes envolvendo o residuo TRP-574 sendo uma
do tipo m-m com o anel salicilato e uma do tipo m com o dtomo de oxigénio do ligante.
Além de uma ponte salina entre o residuo ARG-377 e o atomo de oxigénio do grupo

carboxilato.

Figura 37- Representacdo 2D do programa DS Visualiser (SANNER, 1999), das interagdes
intermoleculares entre o ligando PSA10 e os principais aminoacidos interagindo do local de
ligagdo da enzima AHAS.
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Apobs o docking do PSA10 (substituinte: I) no sitio ativo da enzima AHAS
(Figura 37) foi exibida uma atracdo carga-carga entre o residuo ARG-377 e o oxigénio
do grupo carboxilato. Ocorreu também uma intera¢do do tipo m-alquila entre o residuo

TRP-574 e o atomo de iodo do grupo substituinte.
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Figura 38- Representacdo 2D do programa DS Visualiser (SANNER, 1999), das interag¢Ges
intermoleculares entre o ligando PSA11 e os principais aminoacidos interagindo do local de
ligagdo da enzima AHAS.
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Ap6s o docking do PSA11 (substituinte: COCHj3) no sitio ativo da enzima AHAS
(Figura 38) ocorreram trés ligagdes de hidrogénio sendo duas envolvendo o oxigénio do
grupo substituinte COCHj3 e os residuos TRP-574 com 1,75 A de comprimento e SER-
653 com 2,16 A de comprimento. Ocorreu também uma ligagdo de hidrogénio entre o
oxigénio do grupo carboxilato e o residuo SER-653 com 1,67 A de comprimento. Além

disso, existe uma ponte salina entre o residuo ARG-377 e o grupo carboxilato.

Figura 39- Representacdo 2D do programa DS Visualiser (SANNER, 1999), das interag¢Ges
intermoleculares entre o ligando PSA12 e os principais aminoacidos interagindo do local de
ligagdo da enzima AHAS.
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O docking do PAS12 (substituinte: OH) no sitio ativo da enzima AHAS
apresentado na Figura 39 exibiu uma ligacdo de hidrogénio entre o residuo ARG-377 e
o atomo de oxigénio do ligante com 2,21 A de comprimento. Ocorreram também duas
outras interagdes envolvendo o residuo ARG-377 sendo uma delas do tipo m-alquil com

o anel pirimidinico e uma atragdo carga-carga com o atomo de oxigé€nio do grupo
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carboxilato. Os residuos SER-653 ¢ TRP-574 apresentaram contatos proximos com o

ligante PAS12 através de interagdes de Van der Waals.

Figura 40- Representacdo 2D do programa DS Visualiser (SANNER, 1999), das interagdes
intermoleculares entre o ligando PSA13 e os principais aminoacidos interagindo do local de
ligacdo da enzima AHAS.

Interagdes
I Atragdo de carga
B Ligacdo de hidrogénio

pIC50 =6,02
Energia de ligagdo (Kcal/mol)= - 2,25

ARG
A:377

O acoplamento PAS13 (substituinte: CF;) apresentado na Figura 40, exibiu uma
ligacdo de hidrogénio entre o residuo ARG-377 e o atomo de oxigénio do grupo
carboxilato, com 2,43 A de comprimento. Ocorreu ainda uma atragio carga-carga entre
o residuo AGR-377 e o atomo de oxigénio com carga negativa presente no grupo

carboxilato.

Figura 41- Representacdo 2D do programa DS Visualiser (SANNER, 1999), das interacdes
intermoleculares entre o ligando PSA14 e os principais aminoacidos interagindo do local de
ligacdo da enzima AHAS.
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Ap6s o docking do PSA14 (substituinte: Br) no sitio ativo da enzima AHAS
(Figura 41) foram exibidas duas interagdes envolvendo o grupo carboxilato e o residuo

ARG-377 sendo uma ligagdo de hidrogénio com 2,14 A de comprimento, e uma ponte
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salina. O residuo TRP-574 realizou uma interacao do tipo m- ¢ com o atomo de Bromo

do grupo substituinte.

Figura 42- Representacdo 2D do programa DS Visualiser (SANNER, 1999), das interagdes
intermoleculares entre o ligando PSA15(comparag@o) e os principais aminoacidos interagindo
do local de ligacdo da enzima AHAS.
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Apo6s o docking do PSA1S5 (substituinte: OC¢Hs) porem na posi¢do 6 do anel
salicilato observou-se que esta posi¢do apresentou um maior nimeros de interagdes se
comparado com o PSA 01, o que esta de acordo com seu valor de energia de ligacao.
Ocorreu uma ligagdao de hidrogénio entre o oxigénio do grupo carboxilato e o residuo
ARG-377 que mostrou uma atracdo de carga com o outro oxigénio do caboxilato. O
residuo MET-351 apresentou uma interacdo do tipo m com o enxofre presente neste
residuo. O TRP-574 exibiu duas interagdes do tipo m-m com os anéis salicilato e
pirimidina.

A atividade biologica de um ligante estd relacionada com sua afinidade ao
receptor-alvo. Determinados modos de conformacgao no encaixe do sitio ativo da enzima
ocorrem para maximizar os contatos com residuos especificos da enzima, o que
aumenta as contribuicoes eletrostaticas, hidrofobicas, e de Van der Waals na formacao
do complexo. De acordo com a analise de interagdo, ¢ possivel observar que o grupo
carboxilato presente em todas as estruturas dos ligantes, sempre realizaram interagdes
com residuos enzimaticos, sugerindo que eles sdo importantes para a atividade dos
PSAs como citado anteriormente. Além disso, observou-se que o residuo ARG-377 ¢ o
principal residuo de interagdo com os PSAs. O atomo de oxigénio dos ligantes € o
principal doador nas interacdes de ligacdes de hidrogénio. Por outro lado, o atomo de

enxofre presente nos PSAs 10, 11,13 e 14 ndo contribuiu indiretamente nas interagdes.
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Foi constatado também que os PSAs que apresentam energias de ligacdo mais

favoraveis exibiram varias ligagdes de hidrogénio.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Os célculos das propriedades fisico-quimicas através de modelagem molecular
permitiu compreender a interagdo entre um ligante e seu alvo-receptor. Assim, o0s
fatores estéricos, que foram calculados a partir do volume molecular e area de Van der
Waals, podem influenciar na inibi¢do enzimatica, porem nem sempre sao determinantes
para compreender a atividade do ligante. Através dos resultados foi possivel observar
que a posicao do grupo substituinte pode influenciar na atividade do ligante, mostrando
que a maioria dos substituintes na posicdo 5 no anel salicilato apresentaram baixa
atividade como os PSAs 01, 02 e 03. Os parametros eletronicos que foram calculados
como a energia dos orbitais moleculares HOMO e LUMO influenciam na atividade dos
ligantes e sdo propriedades bastante importantes, pois medem a capacidade doadora e
receptora de elétrons. Os orbitais HOMO estao envolvidos em interagdes de hidrogénio
entre o ligante e a enzima, que sdo de grande relevancia para a interacao entre o ligante
e seu alvo-receptor. O grupo carboxilato presente em todas as 14 estruturas dos PSAs
esta relacionado com a interacdo enzima-ligante, devido ao seu comportamento como
aceptor de hidrogénio.

A realizagdo de simulacgdes de docking molecular permitiu a anélise das energias
de ligagdo entre os andlogos derivados dos PSAs e a enzima Acetohidroxiacido Sintase
(AHAS). Os valores de energia se mostraram satisfatorios, apresentando bons valores
de energia de ligacdo, destacando-se os PSAs com os grupos substituintes H, CH3, NO,,
NH,, COCH; e OH, que também interagiram bem com os aminoacidos que ficam
proximos ao sitio ativo da enzima, exibindo vérias ligagdes de hidrogénio. De acordo
com a andlise das interagdes foi possivel observar que o grupo carboxilato presente em
todas as estruturas dos ligantes, ¢ muito importantes para realizar interagdes com
residuos enzimaticos.

De acordo com os resultados apresentados neste trabalho alguns analogos
pirimidinilsalicilatos (PSAs) se mostraram bons candidatos a novos herbicidas. Porem,
uma serie de outros testes e analises devem ser realizados ate que o objetivo final seja
concluido, mas com uma pré-selecdo das melhores estruturas para otimizar tempo e
custo apresenta grandes vantagens. Dessa forma, levando em consideragdo todos os

resultados obtidos no trabalho, os PSAs 07 ¢ 11 sdao os melhores candidatos a herbicidas
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7. TRABALHOS FUTUROS

Analisar como a posi¢cdo dos grupos substituintes afeta a atividade dos ligantes
através de calculos quanticos e docking molecular;

Estudar qual e o papel do enxofre nas estruturas dos ligantes;

Realizar simulagdes de dindmica molecular da enzima, dos ligantes mais ativos,

e do complexo enzima-ligante;
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