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RESUMO

ALVES, Levy Bueno. Busca de pequenas moléculas naturais inibidoras da Rab10 para
o tratamento da doenca de Alzheimer. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de

Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2022.

A doenca de Alzheimer (DA) € uma enfermidade neurodegenerativa, poligénica e
multifatorial associada ao envelhecimento. Apesar dos avanc¢os nos investimentos,
até o momento ndo existe tratamento eficaz para essa deméncia. Diversos alvos
enzimaticos foram e ainda sdo estudados na tentativa de descobrir novos
medicamentos para o tratamento da DA; no entanto, as Rab GTPases ainda sé&o
relativamente inexploradas. Essas enzimas regulam os processos celulares por meio
da alternancia dos nucleotideos GDP e GTP. Estudos indicam que o knockdown da
Rab10 reduz a producao de peptideos AB42 no parénquima cerebral, tornando-a um
alvo promissor para o tratamento da DA. A fim de identificar potenciais inibidores da
Rab10, utilizou-se a técnica de SBVS (do inglés, Structure-Based virtual screening)
considerando um conjunto de 80763 produtos naturais da base de dados ZINC 15. A
estrutura da Rab10 foi obtida da base de dados Protein Data Bank (PDB) e o programa
Autodock Vina foi usado no SBVS, realizado em trés etapas sequenciais com 0
objetivo de filtrar potenciais substancias bioativas contra essa enzima. O protocolo de
SBVS foi validado pelo redocking do nucleotideo GNP co-cristalizado e as energias
de ligacdo dos nucleotideos GDP e de GTP foram usadas como controle na analise
farmacodinamica. Desse modo, foi possivel selecionar 45 compostos com energia de
ligacdo menor ou igual a -11 Kcal.mol!. As propriedades de absorcéo, distribuicéo,
metabolizacdo, excrecdo e toxicidade (ADME/T) destes compostos foram avaliadas
por meio do uso do programa SwissADME, onde foi possivel identificar 6 moléculas
promissoras. Os complexos resultantes foram submetidos a simulacdes de dinamica
molecular para a analise da farmacodindmica ao longo do tempo. Os resultados
sugerem que o composto ZINC4090657 (derivado de quinolizidina) e os compostos
ZINC4000106 e ZINC0630250 (derivados de cumarina) possuem caracteristicas
farmacoldgicas favoraveis para a inibicdo da Rab10, sendo ZINC4090657 o mais

promissor.

Palavras-chave: Pequenas GTPases, in silico, deméncia, descoberta de

medicamentos, bioinformatica.



ABSTRACT

ALVES, Levy Bueno. Search for natural small molecules that inhibit Rab10 for the
treatment of Alzheimer’s disease. Dissertation (Master's degree) — Ribeirdo Preto

Medical School, University of Sdo Paulo, 2022.

Alzheimer's disease (AD) is a neurodegenerative, polygenic and multifactorial disorder
associated with aging. Despite advances in investments, so far there is no effective
treatment for this dementia. Various enzymatic targets have been and are still being
studied in an attempt to discover new drugs for the treatment of AD; however, Rab
GTPases are still relatively unexplored. These enzymes regulate cellular processes by
alternating of GDP and GTP nucleotides. Studies have shown that the knockdown of
Rab10 reduces the production of AB42 peptides in the brain parenchyma, making it a
promising target for the treatment of AD. In order to identify potential Rab10 inhibitors,
the structure-based virtual screening (SBVS) technique was used considering a subset
of 80763 natural compounds of ZINC15 database. Tertiary structure of Rab10 was
obtained from the Protein Data Bank (PDB) and the Autodock Vina program was used
in the SBVS, carried out in three sequential steps to filter potential bioactive substances
against this enzyme. The SBVS protocol was validated by redocking the co-crystallized
GNP nucleotide and the binding energies of the GDP and GTP nucleotides were used
as controls in the pharmacodynamic analysis. Thus, it was possible to select 45
compounds with binding energy less or equal -11 Kcal.mol. Absorption, distribution,
metabolism, excretion and toxicity (ADME/T) properties of these compounds were
evaluated by the SwissADME program, where it was possible to identify 6 promising
molecules. The resulting complexes were subjected to molecular dynamics simulations
to analyze the pharmacodynamics over time. The results suggest that the compound
ZINC4090657 (derived from quinolizidine) and the compounds ZINC4000106 and
ZINC0630250 (derived from coumarin) have favorable pharmacological characteristics
for the inhibition of Rab10, with ZINC4090657 being the most promising one.

Keywords: small GTPases, in silico, dementia, drug discovery, bioinformatics.
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1.1. Descoberta e desenvolvimento de novos medicamentos

A introduc&o de um novo medicamento no mercado € um processo oneroso em
termos financeiros, de recursos humanos e tempo, sendo umas das tarefas mais
desafiadoras da Ciéncia. Medicamentos eficazes sdo necessarios para a prevencgao
e tratamento de doencas humanas complexas. No entanto, estima-se que o custo
financeiro para grandes empresas farmacéuticas desenvolverem novos farmacos é
de US$ 2,6 bilhdes e que o tempo necessario para o desenvolvimento leva em média
de 7 a 10 anos (DIMASI; GRABOWSKI; HANSEN, 2016; MACALINO et al., 2015).
Atualmente, a insercao de novos medicamentos no mercado vem sendo impulsionada
pela industria biofarmacéutica e por financiamentos de setores publicos na Ciéncia
(HAEUSSLER; ASSMUS, 2021). Entretanto, apesar dos avan¢os continuos na
Ciéncia e Tecnologia, cerca de 90% dos candidatos a medicamentos fracassam antes
mesmo de serem testados em humanos (LI; TANG, 2021).

O processo convencional da descoberta e desenvolvimento de novos
medicamentos envolve multiplas etapas que incluem experimentos in vitro e in vivo.
Adicionalmente, abordagens in silico podem ser empregadas pois possuem a
capacidade de gerar predi¢cdes confiaveis, bem como novos entendimentos ao nivel
molecular, auxiliando na reducdo de tempo, dos custos e nas falhas no
desenvolvimento de farmacos (PINERO; FURLONG; SANZ, 2018). Ademais, 0s
métodos in silico podem reduzir milhares de compostos para um pequeno conjunto
daqueles mais promissores, maximizando as chances de encontrar substancias
bioativas e gerar dados concordantes com 0s experimentos in vitro e in vivo
(MALATHI; RAMAIAH, 2018). Sendo assim, 0 uso de métodos computacionais na
descoberta de novos medicamentos estd se tornando essencial para prever as
respostas farmacologicas de substancias bioativas e, inclusive, candidatos a
farmacos.

Normalmente, a abordagem tradicional de descoberta de medicamentos
envolve a regra de “um medicamento — um alvo bioldgico — uma doenga”, ou seja, um
agente terapéutico é projetado para atuar seletivamente em um unico alvo biol6gico
de uma dada doenca (WU et al., 2018). Segundo MALATHI e RAMAIAH (2018), o
processo tradicional compreende as seguintes etapas: (i) identificacdo de um alvo
essencial de uma doenca especifica; (ii) validacéo do alvo bioldgico; (iii) ensaios para

identificar potenciais substancias ativas; (iv) identificacdo de protétipos contra o alvo
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bioldgico; (v) otimizacao dos prototipos mais promissores; (vi) estudos pré-clinicos, os
guais incluem ensaios in vitro e in vivo; (vii) submisséo de laudo sobre o candidato a
farmaco para Agéncias Nacionais de Vigilancia Sanitaria (ANVS); (viii) estudos
clinicos com Humanos; (ix) submissao de um novo laudo para ANVS; (X) e por ultimo,
aprovacao do novo medicamento para comercializacao.

Adicionalmente, a abordagem CADD (do inglés Computer-Aided Drug
Discovery) inclui a identificagdo de potenciais alvos bioldgicos, virtual screening de
grandes bibliotecas quimicas para a selecdo de potenciais substancias ativas, docking
molecular, predicdo das propriedades farmacocinéticas, simulacées de dinamica
molecular (DM) entre outros métodos (SHAKER et al., 2021). Comumente, 0s
resultados mais promissores dessas simula¢des sao levados a testes experimentais
para a validacdo. O SBVS (do inglés Structure-Based virtual screening) € uma
abordagem de CADD que permite maximizar as chances de identificar potenciais
substancias bioativas porque, ao contrario da maneira tradicional de descoberta de
medicamentos (como triagem experimental de alto rendimento), considera o
conhecimento da estrutura tridimensional (3D) do alvo bioldgico, e é uma técnica que
permite investigar grandes quantidades de dados em um curto periodo (LIONTA et al.,
2014; SRINIVASA; SRINIVAS, 2011). Desse modo, com o auxilio de ferramentas de
docking molecular no SBVS, torna-se possivel predizer os modos de ligacdo de
pequenas moléculas e suas afinidades relativas com o alvo biolégico, contribuindo
assim com a aceleracdo na descoberta, desenvolvimento e aperfeicoamento de
medicamentos que cumpram seu papel farmacolégico (SLEDZ; CAFLISCH, 2018).

Devido a isso, as estratégias de SBVS tém sido amplamente utilizadas, tanto
no ambiente académico quanto industrial, para identificar a afinidade de pequenas
moléculas (ligantes) em direcdo a um alvo molecular. Além disso, o uso de
ferramentas computacionais permite analisar as interacfes moleculares como:
ligacdes de hidrogénio, ibnicas, forcas de repulsdo e atratividade de Van der Waals
(vdWs) e interacOes eletrostaticas (SANTOS; FERREIRA; CAFFARENA, 2019).
Assim, por meio das abordagens in silico, torna-se possivel selecionar potenciais
substancias bioativas disponiveis em grandes bancos de dados de ligantes e,
posteriormente, aperfeicoar as suas propriedades farmacoldgicas por meio do design
racional de farmacos (PAN et al., 2013).

Para a realizacdo do SBVS € necessario dispor de informacfes estruturais

sobre o alvo biolégico e sobre os ligantes que serdo considerados. Normalmente,
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essas estruturas podem ser obtidas por meio de bancos de dados de moléculas, os
quais reunem informacdes bioldgicas, quimicas e fisicas. No caso das proteinas, as
suas informagfes estruturais podem ser obtidas por técnicas experimentais como:
cristalografia de raio-X, espectroscopia de ressonancia magnética nuclear e crio-
microscopia eletrbnica (SHAKER et al., 2021). Tais informacbes podem ser
recuperadas a partir de repositorios de dados tridimensionais de biomoléculas como
o PDB (do inglés, Protein Data Bank) (BERMAN et al., 2000). Entretanto, nem sempre
a estrutura da proteina é conhecida, levando a necessidade de mimetizar a sua
estrutura 3D por métodos computacionais como modelagem comparativa, ab initio ou
trheading (MUTHUMANICKAM et al., 2020). Uma vez que a estrutura da proteina e
dos ligantes estejam disponiveis, a realizacdo do SBVS é possivel.

O SBVS é uma técnica computacional que permite identificar ligantes que
possuem propriedades estruturais e fisico-quimicas particulares. Basicamente, a
técnica funciona como um filtro (ou um pré-filtro) que seleciona determinadas
moléculas potencialmente ativas, provenientes de uma biblioteca virtual, contra um
alvo farmacoldgico determinado (PEREIRA; CAFFARENA; SANTOS, 2016). As
entradas basicas de um fluxo de trabalho em SBVS sao: a estrutura do alvo biolégico
(seja resolvida experimentalmente ou modelada computacionalmente) e uma
biblioteca composta de pequenas moléculas (CHENG et al., 2012). O processo €&
realizado sob o auxilio de um programa de docking molecular, o qual insere cada
ligante da biblioteca virtual em uma regido especifica de um alvo biolégico com
estrutura 3D conhecida. Durante o processo, uma funcdo de pontuacdo €
implementada para avaliar a adequacéo entre o ligante ancorado e o alvo, e desse
modo, é possivel selecionar os ligantes que interagem com o alvo a partir da
classificacdo de suas afinidades de ligacdo. Comumente é empregado uma etapa
adicional nesse processo para avaliar a farmacocinética dos compostos selecionados.
Essa etapa visa predizer as propriedades de absorcéo, distribuicdo, metabolizacao,
excrecdo e toxicidade (ADME/T) desses ligantes. Desse modo, torna-se possivel
identificar os ligantes com farmacocinética favoravel e, inclusive, usa-los em outras
andalises in silico, como simulacbes de DM que visam estudar a variacdo do
comportamento molecular da interacdo alvo-ligante em funcéo do tempo. Para ilustrar
0 SBVS, a figura 1 mostra a esquematizacdo de um protocolo simplificado de sua

aplicacao no processo de descoberta de novos medicamentos.
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Figura 1. llustracéo simplificada do fluxo de trabalho de SBVS aplicado no processo de descobrimento
de novos medicamentos. A figura mostra o emprego de um filtro para selecionar os ligantes
(provenientes de um grande conjunto de dados) que possuem aptiddo farmacoloégica contra um alvo
biolégico especifico. Apos o uso das abordagens in silico, os ligantes podem ser levados a testes

experimentais e, caso apresentem caracteristicas desejaveis, podem ser levados a comercializagao.

Virtual screening baseado em estrutura

ge #
’%“C*J.é Biblioteca de Estrutura do alvo gt

compostos guimicos biologico

Simufagdes de

Docking molecular

Avaliagao ADMET

> Simulagdes de > Teste >—>Férmaco

Dinamica molecular / Experimental

Fonte. O autor (2022).

Sendo assim, a utilizacdo do CADD possui um papel relevante na descoberta
de agentes terapéuticos e vem sendo impulsionado pela disponibilidade de
supercomputadores e clusters, os quais permitem acelerar o processo de identificacéo
e avaliacédo in silico de potenciais substancias bioativas (BATOOL; AHMAD; CHOI,
2019). Segundo SHAKER e colaboradores (2021), diversos medicamentos para o
tratamento de doencas humanas foram inseridos no mercado com sucesso por meio
da aplicacdo de CADD. Um dos primeiros medicamentos inseridos no arsenal
terapéutico pelo uso de CADD foi o indinavir, um inibidor de protease que € indicado
para o tratamento do HIV (do inglés, Human immunodeficiency virus). Além disso, o
arsenal terapéutico também conta com a presenca de atazanavir, ritonavir e
saquinavir para o tratamento da HIV, raltitrexed como farmaco anticancerigeno e
norfloxacin para o tratamento de infec¢des bacterianas.

Devido a importancia da utilizacédo de ferramentas computacionais no processo

de descoberta e desenvolvimento de novos medicamentos, desde a recuperagéo e
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gerenciamento de dados biolégicos a realizacao de simulacdes de DM, este trabalho
foi realizado considerando o uso da abordagem de CADD sob a hipétese que produtos
naturais podem inibir a proteina Rab10, sendo essa um alvo terapéutico relacionado
a doenca de Alzheimer (DA).

1.2. Doenca de Alzheimer: contextualizacado, desafios e perspectivas

A DA é uma enfermidade neurodegenerativa, poligénica e multifatorial que esta
associada a diversos fatores, como: idade, sexo, genética, epigenética, fatores
adquiridos e de estilo de vida. Acredita-se que o risco para desenvolver a DA por
condicdes hereditarias € baixo, ocorrendo geralmente devido a mutacdes nos genes
APP (do inglés, amyloid precursor protein), ApoE (do inglés, apoliprotein E), PSEN1 e
PSENZ2 (do inglés, presenilin 1 e presenilin 2, respectivamente). Isso ocorre porque a
DA ndo é uma enfermidade exclusivamente genética, pois pode progredir por meio de
fatores adquiridos como comorbidades e aspectos comportamentais (ATHAR et al.,
2021; EDWARDS et al.,, 2019; SILVA et al.,, 2019). Além disso, estudos veem
indicando que mudancas epigenéticas relacionadas a processos adaptativos, como
plasticidade sinaptica, envelhecimento e resposta a estimulos, podem causar
alteracdes fenotipicas que levam a DA (ESPOSITO et al., 2019; NARCOVA et al.,
2017). Devido a diversas contribuictes de predisposi¢cdes e riscos que levam a DA, a
etiologia dessa deméncia é complexa e ainda mal compreendida.

Patologicamente, a DA é caracterizada pelo acumulo de peptideos AR
agregados e emaranhados neurofibrilares no cérebro, o que compromete
progressivamente a memoria e a cognicdo por meio da deterioracao irreversivel das
células cerebrais (LANCTOT et al., 2017). Em seus aspectos fisiopatoldgicos, essa
doenca € caracterizada por manifestacdes clinicas que incluem a perda de memoria
episodica, comprometimento cognitivo, distarbios comportamentais e psiquiatricos
(MA et al., 2019). Desse modo, a DA compromete significativamente a qualidade de
vida dos portadores, levando a dependéncia absoluta, hospitalizacdo e a morte.

Atualmente, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) vem apontando a
deméncia como uma das prioridades mundiais no ambito da saude publica, afetando
aproximadamente 55 milhdes de pessoas no mundo (World Heath Organization.
2021). As estimativas da OMS indicam que a DA e outras deméncias sao a sétima

causa de mortalidade em todo mundo, visando a necessidade de um esforc¢o global
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para conter a grave ameaca a saude publica. Além disso, as previsdes indicam que o
namero de casos de portadores de deméncias podera subir para 152 milhdes de
pessoas em 2050 (ALZHEIMER’S DISEASE INTERNATIONAL, 2020). Entre as
deméncias, estima-se que a DA corresponde a 60-70% dos casos, destacando-se
como a principal patologia neurodegenerativa em individuos acima de 65 anos.

A idade é o fator de risco mais importante para o desenvolvimento de
deméncias. Até os 65 anos, estima-se que a deméncia se desenvolve em apenas 9%
dos casos, enquanto apdés os 65 anos a chance de adquirir deméncia é alta. A
populacdo mundial estd envelhecendo rapidamente, causando profundas
transformacdes em quase todos os setores da sociedade, com impacto importante
sobre os sistemas de saude e socioeconémicos (BEARD, BLOOM, 2015). Segundo
projecdes da Nacdes Unidas, em 2020 havia cerca de 727 milhdes de pessoas com
65 anos ou mais no mundo. Estima-se que nas préximas trés décadas, o numero de
pessoas idosas sera de 1,5 bilhdo. Pela primeira vez na histéria havera mais pessoas
idosas do que criangcas no mundo (UNITED NATIONS, 2020). Em funcdo do
envelhecimento populacional, o aumento da incidéncia de idosos portadores de
doencas neurodegenerativas é uma preocupacao crescente.

Apesar dos avanc¢os nos investimentos, diagnosticos e tratamento da DA, até
0 momento ndo existe tratamento eficaz. Apenas trés categorias de medicamentos
foram aprovadas para o tratamento sintomatico da doenca: inibidores da
colinesterase, anticorpos monoclonais de imunoglobulina humana gama-1 e
antagonistas parciais do N-metil D-aspartato. Nos ultimos 18 anos, apenas o
aducanumabe foi aprovado pela FDA (do inglés, Food and Drug Administration) para
o tratamento da DA, evidenciando uma alta frequéncia de falhas nos programas de
desenvolvimento de medicamentos para DA (ATHAR; BALUSHI; KHAN, 2021,
CUMMINGS et al., 2019; MORLEY; FARR; NGUYEN, 2018). Os principais farmacos
que sao utilizados para o tratamento dessa doenca sdo Donepezil, Galantamina,
Memantina, Rivastigmina e Tacrina (figura 2). Entretanto, esses medicamentos
apenas melhoram temporariamente o transtorno cognitivo, sendo incapazes de conter
ou reverter a progressao da deméncia. Além disso, a eficacia desses medicamentos
é influenciada pelos fatores genéticos de cada individuo e pelo estagio da doenca
(WONG et al., 2019). O tratamento eficaz ainda é um grande desafio porque além da
doenca ainda néo ser totalmente compreendida, a barreira hematoencefalica restringe

a eficacia de medicamentos.
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Figura 2. Estrutura quimica dos principais medicamentos usados para o tratamento da DA.

MNH,

Donepezil Galantamina Memantina Rivastigmina Tacrina

Fonte. O autor (2022).

O desenvolvimento de medicamentos para o tratamento da DA possui baixas
taxas de sucesso, sendo considerado um empreendimento desanimador para as
empresas farmacéuticas. Segundo SABBAGH, HENDRIX e HARRISON (2019), no
periodo de 2004 a 2009 a taxa de falha foi de 99,6%. Um dos principais desafios para
0 sucesso de um farmaco anti-DA € a capacidade farmacoldgica de uma substancia
atravessar a barreira hematoencefalica. Cerca de 98% dos medicamentos de
moléculas pequenas e quase 100% dos medicamentos de moléculas grandes néo
chegam ao cérebro (WONG et al., 2019). Embora diversos alvos enzimaticos tenham
sido estudados na tentativa de descobrir novos medicamentos para o tratamento da
DA, essa deméncia complexa ainda permanece clinicamente ndo atendida. Os
principais alvos moleculares estudados na DA sao acetilcolinesterases, secretases,
histona desacetilases, sirtuinas, caspases e glicogénio sintase quinase-3 (SILVA,;
REIS; BORGES, 2014).

Existem muitas hipéteses que tentam explicar a etiologia dessa doencga, como
a hipétese da cascata amiléide, de hiperfosforilacdo da proteina Tau (P-Tau), estresse
colinérgico e oxidativo, de neuroinflamagéo, endocitica, dendritica entre outras
(AGARWAL et al., 2020; DU; WANG; GENG, 2018). Embora ndo haja um consenso
sobre a etiologia de Alzheimer, a cascata amiléide é uma das hipéteses mais aceitas
e estudadas. De acordo com essa hipotese, a producdo e o acumulo cerebral do
peptideo AR, resultante do processamento anormal da APP, é um dos principais
eventos causadores da DA (PARONI; BISCEGLIA; SERIPA, 2019). Apesar de varios
estudos serem realizados para estudar os efeitos neurobiolégicos do peptideo AR,
poucas tentativas de reduzir ou neutralizar terapeuticamente o acumulo de AB nos

cérebros humanos obteve sucesso.
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Sabe-se que produtos naturais como alcaldides, prolifendis e canabindides
podem apresentar efeitos benéficos para o tratamento da DA, Tais compostos visam
diferentes mecanismos patoldgicos e veem mostrando atividades farmacoldgicas para
a prevencdo e tratamento dessa deméncia em diversos estudos pré-clinicos e clinicos
(ANDRADE et al., 2019). Nesse contexto, o interesse pela bioprospeccao de extratos
vegetais e de metabdlitos derivados para a prevencédo e o tratamento de doencas
neurodegenerativas vem se tornando crescente (ASHA, 2017). Sendo assim, a
identificagdo de produtos naturais com atividades antioxidantes, anti-inflamatorias,
anti-amiloidogéncicas é uma abordagem emergente na quimica médica da DA, pois
esses compostos podem exercer efeitos protetores em doencas neurodegenerativas.
No entanto, os produtos naturais enfrentam varios desafios que podem comprometer
a sua eficicia terapéutica. Segundo RAHMAN e colaboradores (2021), a eficacia
terapéutica dos produtos naturais pode ser reduzida devido a instabilidades fisico-
guimicas dessas moléculas, bem como fatores que levam a inacessibilidade da
barreira hematoencefalica, metabolismo rapido, baixa biodisponibilidade e reducdo da
solubilidade em agua.

Nesse sentido, a busca por novos alvos enzimaticos e de novas substancias
bioativas com propriedades eficazes contra a DA, ainda é um esforco continuo de
extrema importancia clinica, sujeito a cenarios desanimadores. Devido a isso, novas
estratégias para a prevencao e o tratamento da DA continuam sendo investigadas a
fim de promover maior qualidade de vida aos portadores e, inclusive, conter a grave

ameaca que assombra os sistemas socioecondmicos e de salude do mundo.

1.3. Etiologia da doenca de Alzheimer: aspectos gerais

Atualmente existem muitas hipéteses que tentam explicar a etiologia complexa
da DA, sendo a hip6tese da cascata amildide uma das mais aceitas e estudadas. Tal
hipdtese (também conhecida como hipotese amildide) foi postulada pela primeira vez
em 1991 por HARDY e ALLSOP, sendo reformulada em 2002 ap0s novas descobertas
(HARDY; HIGGINS, 1992; HARDY, SELKOE, 2002, SELKOE, 1991). Segundo essa
hipotese, a neurodegeneracdo na DA pode ser causada pela deposi¢ao de peptideos
peptideo AR em placas no tecido cerebral, o que leva a uma cascata de eventos
patogénicos. Sendo assim, a producdo e o acumulo do peptideo AB deve-se ao

processamento proteolitico anormal da APP, uma proteina com um grande dominio
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N-terminal hidrofilico, um dominio transmembranar hidrofébico e um pequeno dominio
citoplasmatico. Sabe-se que essa proteina pode ser processada por meio de duas
vias: uma via mediada por a-secretase (denominada nao-amiloidogénica) e outra via
mediada por (3 secretase (denominada amiloidogénica) (GALZITSKAYA; GALUSHKO;
SELIVANOVA, 2018; SUN; CHEN; WANG, 2015).

A via ndo-amiloidogénica € ndo prejudicial, enquanto a via amiloidogénica &
responsavel pelo processo de biogénese dos peptideos AB (figura 3). Na via ndo-
amiloidogénica, a APP é primeiramente reconhecida e clivada por uma a-secretase
na membrana celular, gerando assim um fragmento sAPPa (do inglés, soluble a-APP)
e um segmento C-terminal de 83 residuos de aminoacidos (C83). Posteriormente, C83
é clivado pela y-secretase, produzindo assim dois pequenos fragmentos: P3 e AICD
(do inglés, APP intracellular domain). Acredita-se o AICD é rapidamente degradado
enquanto P3 pode formar pequenas fibrilas (KUHN et al.,, 2020; PARDOSSI-
PIQUARD; CHECLER, 2012). Por outro lado, na via amiloidogénica a APP é
preferencialmente internalizada para os endossomos, onde é reconhecida e clivada
por uma [(-secretase, o que resulta na formagcao de um fragmento sAPP( (do inglés,
soluble B-APP) e um segmento C-terminal de 99 residuos de aminoéacidos (C99).
Posteriormente, a y-secretase cliva o C99, levando a producao de AICD e um peptideo
AB, o qual pode apresentar tamanhos variados (com cerca de 38 a 43 residuos de
aminoacidos). Este peptideo € téxico e propenso a agregacao e, conforme novos
peptideos AB sdo produzidos, o acimulo deles resulta em aglomerados de AB, o que
forma as placas senis no parénquima cerebral e, consequentemente, eventuais

disfuncdes sinapticas e neuronais.
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Figura 3. llustracdo das vias de processamento proteolitico da APP.
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Fonte. Adaptado de SUN; CHEN e WANG (2015).

Vale ressaltar que secretase refere-se a uma familia de enzimas envolvidas no
processamento proteolitico da APP e, inclusive, outras proteinas transmembrana.
Sendo assim, a, B e y-secretase fazem parte de um complexo de enzimas
responsaveis pela clivagem de APP (HEIRIKISON, 2013).

Um dos principais fatores para a neurotoxicidade em DA é a oligomerizagéo de
peptideos AB. Entre as isoformas de AR, os peptideos AR40 e AB42 sdo comumente
encontrados nas placas senis. No entanto, AB42 possui carater mais hidrofébico e é
mais propenso a agregacao que o AR40 por causa de dois residuos de aminoacidos
extras em sua sequéncia peptidica (QIU et al., 2015). Desse modo, o acumulo de
peptideos AP pode induzir eventos a jusante, como: ativacdo de microglias e
astrocitos, estresse oxidativo, alteracdo na atividade de quinase/fosfatases e lesdes
pela agregagcdo da P-Tau, onde a patologia Tau € responsavel pela formacéo de
emaranhados neurofibrilares no cérebro de portadores de Alzheimer (MULLARD,
2016). Embora varios fatores estejam envolvidos na etiologia da DA, 0os mecanismos
gue regem essa doencga ainda n&o séo totalmente esclarecidos e, portanto, s&o
frequentemente questionados e contestados pela comunidade cientifica. Segundo
KAMETANI e HASEGAWA (2018), ainda nédo existe evidéncias solidas e consistentes
gue o acumulo de peptideos AB pode induzir a patologia Tau e, devido isso, a hipotese
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amiloide e a hipétese da hiperfosforilacdo Tau devem ser consideradas como eventos
patolégicos independentes na DA.

Acredita-se que em condigbes fisiologicas normais, a a-secretase €
responsavel por clivar cerca de 90% da APP; no entanto, a clivagem sequencial por
B-secretase e y-secretase é favorecida na DA (KAMETANI; HASEGAWA, 2018). Isso
pode estar associado a mutacées que reduzem a clivagem da a-secretase, como
mutacdes nos genes codificadores de apoE, APP, PSEN1 e PSEN2 em DA de inicio
precoce, sendo apoE também responsavel pela DA esporadica (de inicio tardio). As
mutacBes nos genes APP, PSEN1 e PSEN2 causam as formas autossémicas
dominantes na DA, mas s&o raras em portadores dessa deméncia (LANOISELEE et
al., 2017). Por outro lado, variacGes alélicas no gene apoE sdo mais frequentes e
podem estar associadas a uma maior predisposi¢cdo para o desenvolvimento da DA
(YAMAZAKI et al., 2016).

Além disso, estudos sugerem que o processo de internalizacdo da APP (da
superficie celular pela via endocitica) favorece o processamento amiloidogénico, pois
a retencdo de APP em compartimentos acidos eleva as chances da producao e
acumulo de peptideos AB (CHOY; CHENG; SCHEKMAN, 2012; SMALL et al., 2017).
Isso provavelmente ocorre porque a atividade da (B-secretase BACEL € mais intensa
em compartimentos acidos do que em ambientes de pH neutros. Desse modo, 0
processamento amiloidogénio da APP ocorre predominantemente em
compartimentos intracelulares, como reticulo endoplasmético, endossomos iniciais,
endossomos tardios, complexo retrémero e rede trans de Golgi (SUN; ROY, 2018;
ZHANG H. et al., 2018). Contudo, reguladores exociticos/endociticos (como as RAB
GTPases) veem atraindo atencéo devido aos seus papéis no trafego intracelular de
vesiculas, pois podem estar relacionados a eventos que levam a DA (ZHANG X. et
al., 2019).

1.4. Rab GTPases: caracteristicas estruturais e bioquimicas

As pequenas Rab GTPases (rat Sarcoma-Related Proteins in Brain) séo
responsaveis por regular diversos processos do trafego intracelular de vesiculas em
células eucaridticas. Acredita-se que varias Rab GTPases estejam envolvidas no
transporte entre os compartimentos celulares e em outros processos como biogénese,

fusdo e emaranhamento de organelas/vesiculas ligadas & membrana (HERVE:;
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BOURMEYSTER, 2018; HOMMA; HIRAGI; FUKUDA, 2021). Essas enzimas
participam na transducao de sinais celulares, regulando os processos celulares por
meio da alternancia dos nucleotideos GDP (do inglés, Guanosine diphosphate) e GTP
(do inglés, Guanosine triphosphate). Quando associadas ao nucleotideo GTP, as Rab
GTPases interagem com uma série de proteinas efetoras promovendo eventos de
sinalizacdo a jusante. Por outro lado, a hidrdlise de GTP resulta em alteracbes
conformacionais nas regides switchs (switchl e switch2) dessas enzimas, inativando-
as. As diferengas entre as conformagdes das Rabs vinculadas ao GDP e GTP
sugerem que, apos a hidrélise de GTP, as regifes switchl e switch2 demonstram um
alto grau de flexibilidade e de desordem. Em contraste, tais regides sao estabilizadas
no estado ativo o que favorece o reconhecimento por proteinas efetoras como:
quinases, proteinas motoras e outros complexos proteicos (GOODY; MULLER; WU,
2017).

Segundo PYLYPENKO e colaboradores (2018), as células humanas contém
cerca de 70 Rabs que pertencem a 44 subfamilias. Todas as Rab GTPases
compartilham um dominio conservado (denominado dominio G), o qual € composto
por aproximadamente 5 filamentos de a-hélice e 6 flamentos de folha-B. As Rabs sdo
proteinas monoméricas de baixo peso molecular que possuem cerca de 200-250
residuos de aminoacidos, onde o dominio G contém aproximadamente 180 residuos
(HOMMA; HIRAGI; FUKUDA, 2021). Além disso, essas enzimas possuem motivos
conservados em suas sequéncias peptidicas que reconhecem a base guanina e o
grupo fosfato dos nucleotideos. Os motivos PMs (do inglés, phosphate-binding motifs)
interagem com o grupo fosfato dos nucleotideos, enquanto os motivos Gs (do inglés,
guanine-binding motifs) com a base guanina. Entretanto, o grupo trifosfato de GTP é
capaz de interagir com todos os motivos PMs, enquanto o grupo difosfato de GDP
(que possui apenas a e [B-fosfato em sua constituicdo quimica) interage
preferencialmente com o motivo PM1. Desse modo, o nucleotideo GTP patrticipa de
interacOes intermoleculares envolvendo todos motivos PMs, o que possibilita a
estabilizacdo das regides switchl e switch2 (CHERFILS; ZEGHOUF, 2013). Vale
ressaltar que embora as Rab GTPases apresentem semelhancas estruturais e
bioguimicas, elas possuem funcdes especificas no transporte intracelular de
vesiculas.

A figura 4 ilustra o ciclo de alternancia das Rab GTPases, as quais séo ativadas

pela troca de GDP por GTP estimulada por GEFs (do inglés, guanine nucleotide
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exchange factors) e sdo catalisadas pela hidrélise de GTP induzida por GAPs (do
inglés, GTPase-activating proteins). A reacéo de troca € iniciada pela formacéo de um
complexo de uma Rab GTPase associada ao GDP e GEF, que se converte em um
complexo livre de nucleotideos apés a lenta dissociacdo do GDP. Posteriormente,
altas concentraces de GTP no meio intracelular fazem com que esse nucleotideo se
ligue ao complexo Rab GTPase-GEF. Tal ligacdo € capaz de deslocar o GEF,
produzindo a forma ativa da GTPase. Em seguida, as GAPs aceleram a hidrolise do
GTP, resultando na formacdo de GDP e um Pi (do inglés, Inorganic phosphate),
tornando as Rab GTPases novamente inativas (NOVICK, 2016).

Figura 4. Ciclo de alternédncia GDP/GTP nas Rab GTPases.

GDP
GTP

Fonte. O autor (2022).

Ademais, as Rab GTPases possuem uma regido C-terminal hipervariavel,
(composta por 20-50 residuos) e uma regido N-terminal (com cerca de 20-50
residuos). Ambas regifes sao flexiveis e garantem que essas proteinas tenham uma
mobilidade substancial para exercer seus papéis no trafego intracelular de vesiculas.
Aregido C-terminal é importante porgue sofre prenilacdo pela geranilgeral transferase,
0 que facilita a sua insercdo e fixagdo estavel em diferentes compartimentos de
membrana (MIMA, 2018). Quando ativadas, as Rab GTPases encontram-se inseridas
nas membranas. Por outro lado, quando inativadas essas enzimas ficam sujeitas a

extracdo da membrana devido a acdo de GDIs (do inglés, dissociation inhibitor),
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podendo ser solubilizadas no citosol, onde aguardam um novo processo de
alternancia para a membrana (MULLER; GOODY, 2017).

A maioria das Rab GTPases estdo predominantemente associadas a
plasticidade sinptica e a neurodegeneracao, captando grande parte dos holofotes da
pesquisa atual sobre doencas neurodenegenerativas. Uma revisdo de GUADAGNO
e PROGIDA (2019) indicou que as enzimas Rab4, Rab5, Rab6, Rab7a, Rab10, Rab11l
e Rab27 estdo associadas a DA. Acredita-se que muitas Rab GTPases estdo
envolvidas no trafego de proteinas relacionadas a essa deméncia, onde a maioria
delas possuem niveis de expressdo elevados em portadores de Alzheimer. Além
disso, desregulacdes nas Rab GTPases estdo implicadas com a producdo e acamulo
de peptideos AB nos estagios iniciais da DA (ZHANG X. et al., 2019). Embora muitos
alvos enziméticos sejam investigados para descobrir novos medicamentos anti-DA,
as Rab GTPases ainda séo relativamente inexploradas.

Vale ressaltar que os mecanismos moleculares das Rab GTPases ainda séo
obscuros, levando a necessidade de novos estudos sobre os seus papéis fisiologicos.
Mas devido as desregulacbes nas Rab GTPases estarem associadas a DA, as
enzimas que pertencem a essa familia tornaram-se alvos atraentes na descoberta de
medicamentos. Entretanto, segundo CROMM e colaboradores (2015), o uso de
pequenas moléculas competitivas a base de nucleotideos € uma tarefa extremamente
desafiadora, pois as pequenas Rab GTPases mostram alta afinidade com os
nucleotideos.

1.5. Rab10: alvo terapéutico na Doenca de Alzheimer

A Rabl0 é uma enzima monomérica de baixo peso molecular (de
aproximadamente 23 kDa que pertence a familia das Rab GTPases. Essa enzima é
comumente encontrada em células eucaribticas, a qual € expressa em todos 0s tipos
de células cerebrais onde possui diferentes localiza¢cdes subcelulares. No passado,
os primeiros trabalhos que investigaram a Rab10 relataram que essa enzima estava
localizada no complexo de Golgi e na TGN (do inglés, trans-Golgi network) (CHEN;
HOLCOMB; MOORE, 1993; LEAF; BLUM, 1998). Entretanto, segundo CHUA e TANG
(2018), essa enzima pode atuar em diferentes compartimentos subcelulares, pois
também esta presente nos endossomos, fagossomos, reticulo endoplasmatico e cilios

primérios. Devido a sua sublocalizacdo em vérias vesiculas, a Rab10 é capaz de
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realizar uma ampla gama de funcfes biolégicas, contrapondo-se a outras Rab
GTPases que possuem fungbes especificas no transporte celular.

Experimentos in vitro sugerem que a Rab10 pode exercer fungbes essenciais
para o funcionamento adequado dos neurdnios, podendo atuar na regulacdo da
estrutura e dinamica do reticulo endoplasmatico e na arborizacdo de dendritos de
ordem superior e distal (ENGLISH; VOELTZ, 2013, ZOU et al., 2015). Por outro lado,
estudos vém apontando que a enzima Rab10 possui um papel relevante na patologia
de Alzheimer, pois ela auxilia no processamento amiloidogénico da APP por meio da
sua atuacdo como regulador chave em diversos aspectos do trafego intracelular de
vesiculas (RIDGE et al., 2017; TAVANA et al., 2019; YAN et al., 2018; ZHAO et al.,
2016). Estudos in vivo de RIDGE e colaboradores (2017) indicaram que o knockdown
da Rab10 reduz a produgao de ABR42, sem comprometer a viabilidade celular. Além
disso, esses autores relataram que os niveis de mRNA (do inglés, Messenger RNA) e
de expressdo da RablO sado significativamente maiores no cortex cerebral de
portadores da DA. No passado, UDAYAR e colaboradores (2013) realizaram uma
triagem de RNA de interferéncia considerando Rab GTPases humanas, onde
constataram que o knockdown da Rab10 reduz os niveis de A.

A figura 5 mostra os papéis da Rabl0 nas vias de transporte intracelular em
relacdo ao trafego de proteinas relacionadas a DA. Na via secretora, a APP e outras
proteinas relacionadas a DA (a-secretase, BACEL e y-secretase) sdo sintetizadas no
reticulo endoplasmético e translocadas para o complexo de Golgi, onde sao
maturadas. Posteriormente, essa carga proteica trafega pela via secretora até ser
exportada para a superficie celular. Uma vez que a APP atinge a superficie celular,
ela pode ser clivada pela a-secretase que medeia a via ndo-amiloidogénica, ou ser
rapidamente internalizada pela via endocitica. A endocitose da APP favorece a sua
clivagem sequencial por BACEL e y-secretase, permitindo a biogénese e liberacdo de
AB para o meio extracelular. De forma alternativa, o complexo retrébmero pode regular
o transporte dessa carga de proteinas dos endossomos para a TGN ou para a
superficie da célula pela via de reciclagem. Assim, o transporte dependente de
retrbmero pode favorecer o processamento da APP pela via amiloidogénico,
regulando a ultima insténcia de producéo de AB. Além disso, a Rab10 também pode
estar associada a processos de exocitose e pelo transporte de proteinas para os

lisossomos.
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Figura 5. Papéis da Rabl0 nas vias de transporte celular em relacdo ao trafego de proteinas

associadas a DA. A legenda da imagem mostra as principais proteinas relacionadas a DA.
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Fonte. Adaptado de TAVANA et al. (2019).

A Rab10 possui um dominio globular (dominio G) conservado de 164 residuos
de aminoacidos compativel com forte ligacdo a GDP e GTP. As diferencas entre as
conformacdes da Rabl0 vinculadas a esses nucleotideos sugerem variacdes
conformacionais com a liberagéo do y-fosfato apds a hidrolise de GTP, permitindo que
as regioes switchl e switch2 figuem desordenas e mais flexiveis. A regido switchl
interage com a base da guanina e/ou acucar dos nucleotideos GDP/GTP, contribuindo
com uma treonina presente no motivo PM2 que se liga ao y-fosfato do GTP. A regiédo
switch2 néo se liga ao GDP, mas interage com o y-fosfato de GTP pelo seu motivo
PM3 conservado (CHERFILS; ZEGHOUF, 2013). Desse modo, a superficie switchl-
interswitch-switch2 do dominio G da Rabl10 controla as suas associa¢cdes com
diversas proteinas efetoras de maneira regulada. A figura 6 mostra a estrutura da
Rab10 associada ao nucleotideo GNP (do inglés, guanosine 5'-(3-aminotriphosphate))

co-cristalizado. A estrutura tridimensional dessa enzima encontra-se resolvida
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experimentalmente no PDB por meio da técnica de difracdo de raios-X, possuindo
uma resolucéo 2,66 A (RIDGE et al., 2016).

Figura 6. llustragdo da estrutura da Rab10 associada ao GNP. (a) Estrutura tridimensional da Rab10
com as suas regides switchs em destaque; (b) com seus motivos PMs em destaque; (c) com seus
motivos Gs em destaque; (d) sequéncia primaria da Rabl0 com as regibes switchs e motivos
conservados em destaque. A proteina Rab10 esta representada em formato cartoon pela cor cinza,
enquanto o nucleotideo GNP esta representado em formato ball-and-stick, possuindo atomos de

carbono customizados pela cor verde.

(@)

#1 INTERSW ITCH

(d)

PM1 Gl PM2
MAKKTYDLLFKLLLIGDSGVGKTCVLFRFSDDAFNTTFISTIGIDFKIKT
SWITCH 1

PM3
VELQGEEIKLOIWDTAGOERFHTITTSY YREGAMGIMLVYDITNGKSFENI

INTERSWITCH SWITCH 2

G2
_ SEWLENIDEHANEDVERMLLGNKCDMDDERVVPEGEGEQIAREHGIREFE
SWITCH 2 G3
TSAKANINIEKAFLTLAEDILRETPVKEPNSENVDISSGGGVTGWKSKCC

Fonte. O autor (2022).

Embora a Rab10 esteja envolvida em diversas funcdes no trafego intracelular
de vesiculas, a sua participacdo no processamento amiloidogénico, juntamente com
as evidéncias que a reducdo de sua atividade resulta em menores niveis de AR,
tornam essa enzima um potencial alvo terapéutico para a prevencéo e tratamento da
DA. Sendo assim, a inibicdo da atividade da Rab10 por meio do uso de pequenas

moléculas pode representar uma alternativa promissora na DA.



2 HIPOTESE



37

2.1. Hipotese do estudo

Visto que (i) a abordagem de CADD permite maximizar as chances de
identificar potenciais substancias bioativas contra um alvo biolégico, e (i) que h&a
evidéncias in vitro/in vivo que a inibicdo da Rab10 resulta em menores niveis de AL,
a hipotese deste trabalho € que a inibicdo da atividade da Rab10 por meio de produtos
naturais possa ser uma estratégia promissora para o tratamento da doenca de
Alzheimer (DA). Sendo assim, a aplicacdo de estratégias in silico visando como alvo
Rabl10 pode permitir a identificacdo de potenciais substancias bioativas para serem

usadas em estudos adjacentes na luta contra a DA.



3 OBJETIVO
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3.1. Objetivo geral

O presente trabalho teve como objetivo principal a aplicagdo da abordagem de
SBVS e simulagbes de DM, de modo a investigar potenciais substancias bioativas
(provenientes de produtos naturais) contra o alvo Rabl0 e propor possiveis

candidatos com acao terapéutica na luta contra a Doenca de Alzheimer.



4 METODOLOGIA
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A figura 7 ilustra o fluxo de trabalho contendo as principais etapas que foram
empregadas para filtrar um conjunto de ligantes para aqueles que possuem
caracteristicas farmacoldgicas desejaveis para inibir a Rab10. Todas as etapas foram
realizadas por meio de técnicas in silico, com o0 uso de programas gratuitos para o uso

académico.

Figura 7. Esquematizacdo do fluxo geral de trabalho. A figura mostra o emprego de um filtro para
selecionar 80763 produtos naturais (selecionados da base de dados ZINC15) que possuem aptidéo
farmacoldgica contra o alvo Rab10. Tais ligantes foram reduzidos para aqueles que apresentaram
melhor afinidade na interacao proteina-ligante, com base em valores preditos para a energia de ligacéo
(score) em trés etapas sequenciais que visavam o aumento da exaustividade (exhaust.) da simulacgao.
Posteriormente, uma menor quantidade de ligantes foi submetida a analise dos perfis ADME/T, a qual
permitiu selecionar 6 ligantes com caracteristicas desejaveis. Por u(ltimo, esses ligantes foram
submetidos a simulagfes de dindmica molecular (DM). A validacdo do protocolo de docking molecular
foi determinada pelo redocking do nucleotideo GNP, enquanto os nucleotideos GDP e GTP foram

usados como controles nas analises de docking e de DM.
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Fonte. O autor (2022).
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3.1. Selecao e preparacao do receptor e ligantes

A estrutura da Rab10 (PDB ID: 5S5Z2J; 2,66 A) foi obtida do PDB (BERMAN et
al., 2002) e um total de 80763 ligantes foram obtidos da base de dados ZINC15
(STERLING; IRWIN, 2015). A selecdo de ligantes foi realizada considerando
compostos com propriedades semelhantes a medicamentos, com massa molecular
(MM) menor ou igual a 400 Da, do subconjunto de produtos naturais e que estao
disponiveis comercialmente. Isto porque moléculas com alta lipossolubilidade e com
MM menor ou igual 400 Da possuem o potencial de se difundir mais facilmente pela
barreira hematoencefalica (TAVANA et al., 2019). Além disso, os produtos naturais
podem apresentar efeitos neuroprotetores, sendo considerados agentes terapéuticos
promissores na luta contra a DA (ANDRADE et al., 2019). O quadro 1 mostra a
distribuicdo dos ligantes obtidos do ZINC15 em relacdo a massa molecular e

coeficiente de particao (logP).

Quadro 1. Descricao dos 80763 produtos naturais selecionados a partir do ZINC15.

Massa molecular (em Dalton)

250 300 325 350 375 400

-1 939 751 298 301 275 192

0 669 1051 505 448 449 357

1 1069 1521 947 1141 955 777

2 1917 2792 1951 2247 2383 1886

DzS: 2,5 1119 1820 1365 1762 2212 1708
= 3 1070 1995 1684 2193 2595 2745
3,5 757 1807 1695 2066 2644 2824

4 542 1288 1223 1731 2203 2529

4,5 350 706 883 1373 1722 2066

5 215 338 619 734 1077 1282

Esses ligantes foram protonados de acordo com o estado de protonagdo em
pH fisiologico com o auxilio do software Open Babel 3.0.0 (O’'BOYLE et al., 2011).
Posteriormente, os ligantes e o receptor farmacolégico foram preparados por meio do
programa MGLTools 1.5.4 (MORRIS et al., 2009) para serem submetidos ao programa
Autodock Vina (TROTT; OLSON, 2009).
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3.2. Virtual screening baseado em estrutura

O programa Autodock Vina 1.1.2 foi usado para o estudo de SBVS, pois € um
programa gratuito e de codigo aberto que é amplamente utilizado pela comunidade
cientifica. Tal programa utiliza o algoritmo ILS (do inglés, Iterated Local Algorithm)
como método de busca e uma funcdo de pontuacdo empirica baseada em
aprendizado de maquina. Como abordagem para o tratamento das moléculas
parceiras, o Autodock Vina utiliza a abordagem de corpo semi-flexivel, onde a proteina
€ mantida imovel enquanto o ligante possui todos os seus graus de liberdade
translacionais e rotacionais respeitados. Desse modo, essa técnica permite predizer
o modo de ligacdo de uma pequena molécula (ligante) com uma proteina receptora
(alvo molecular). Por isso, o docking molecular € comumente utilizado no SBVS devido
a sua capacidade de prever os modos de ligacdo (conhecidos como poses) que 0s
ligantes assumem, permitindo assim predizer as interacdes intermoleculares e a
adequacao de cada ligante na interacdo com um alvo molecular especifico com base
na classificagdo dos seus scores (PINZI; RASTELLI, 2019).

O centro do espaco de busca do receptor foi definido pela média das
coordenadas cartesianas do nucleotideo GNP co-cristalizado na estrutura da Rab10.
O centro dos eixos X, Y e Z foi definido pelos valores 34,69, 26,25 e -46,08,
respectivamente. As dimensdes da grade de docking foram ajustadas para 22 x 22 x
22 A. A simulacéo de SBVS foi realizada em trés etapas sequenciais, considerando
trés sementes de randomizacéo diferentes para maior variabilidade nos resultados.
Em cada etapa, o valor da exaustividade do calculo foi aumentado pois uso de
execucOes partindo de diferentes sementes de randomizacao associadas ao aumento
da exaustividade pode permitir maior variabilidade nos resultados e,
consequentemente, maior probabilidade de encontrar a energia de ligagdo minima
(JAGHOORI; BLEIJLEVENS; OLABARRIAGA, 2016). A exaustividade da primeira,
segunda, e terceira etapa foi 10, 20 e 70, respectivamente.

O conjunto de 80763 ligantes e os nucleotideos GNP, GDP e GTP foram
submetidos as trés etapas sequenciais de SBVS contra a enzima Rab10. A validacéo
do protocolo de docking molecular foi determinada por meio do redocking do
nucleotideo GNP co-cristalizado, ou seja, o ligante determinado experimentalmente
foi retirado do sitio de ligagdo da biomolécula e, posteriormente, recolocado
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novamente neste local por meio do emprego do programa de docking. Desse modo,
€ possivel verificar se o programa utilizado é capaz de reproduzir a pose experimental.

A fungéo de pontuagao do Autodock Vina foi utilizada para eleger os ligantes
para as etapas subsequentes. Na primeira etapa, foi possivel identificar 6471 ligantes
com score menor ou igual a -9,0 Kcal.mol! para serem submetidos a segunda etapa.
Do mesmo modo, 796 ligantes com score menor ou igual a -10,0 Kcal.mol! foram
submetidos a terceira etapa, onde foi possivel identificar 45 ligantes com score menor
ou igual -11,0 Kcal.mol. As energias de ligacdo dos nucleotideos GDP (-10,6
Kcal.mol) e de GTP (-11,5 Kcal.mol?) foram usadas como controle nas simulacdes
de docking, visto que a interacdo deles com a Rab10 leva a forma inativa e ativa da
enzima, respectivamente. As interacbes entre 0s compostos e 0 receptor foram
visualizadas por meio do software Maestro 12.3 (SCHRONDIGER, 2021). Finalmente,
as poses provenientes de cada semente de randomizacao foram escolhidas por meio
da menor energia de ligacdo, maior nUmero de interacdes intermoleculares e menor

numero de maus contatos de vdWSs.

3.3. Analise das interacdes intermoleculares

As interacOes entre os compostos e o receptor foram visualizadas por meio do
software Maestro 12.3. As ligacbes de hidrogénio foram quantificadas usando o
parametro padrdo do programa Maestro, onde a distancia maxima é igual a 2,8 A, o
angulo minimo do doador € igual a 120° e 0 angulo minimo do aceptor equivale a 90°.
Os critérios usados para quantificar as ligagdes de halogénio, pontes salinas, ligacdes
de hidrogénio aromaticas, m-m e contatos de vdWs foram mantidos. Os calculos de
RMSD para as simulacbes de redocking foram realizados por meio do programa
GROMACS 2019.3 (SPOEL et al., 2005).

3.4.Predicao ADME/T

Para um medicamento ser eficaz, ele deve ser capaz de atingir o seu alvo no
corpo em concentragdo suficiente para que os efeitos terapéuticos ocorram. O
servidor SwissADME (DAINA; MICHIELIN; ZOETE, 2017) foi usado para a predigéo
das propriedades ADME de todos os 45 compostos selecionados por meio das trés
etapas sequenciais do SBVS. Tal ferramenta oferece uma série de modelos preditivos

que permitem avaliar a farmacocinética, semelhanca de medicamentos e a
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compatibilidade de pequenas moléculas com a quimica medicinal. Além disso, este
servidor possui o recurso BOILED-Egg, um método que permite prever
simultaneamente dois parametros importantes de ADME: a absorg&o gastrointestinal
passiva e 0 acesso cerebral. Esses parametros sédo preditos com base em dois
descritores: TPSA (do inglés, topological polar surface area) e os valores preditos para
o coeficiente de particdo octano-agua do modelo preditivo MLOGP. Esse recurso
também permite predizer se os compostos sdo substratos da P-gp (do inglés,
permeability glycoprotein). O conhecimento sobre os compostos serem ou nao
substratos de P-gp € fundamental para avaliar o efluxo ativo através das membranas
bioldgicas (DAINA; ZOETE, 2016). Desse modo, foi possivel filtrar os 45 compostos a
fim de identificar aqueles que possuem o potencial de penetrar as barreiras biol6gicas
que dao acesso ao cérebro e ndo estarem sujeitos ao efluxo ativo, sendo possivel
identificar 6 compostos com caracteristicas favoraveis. Estes compostos foram
submetidos ao servidor PROTOX Il (BANERJEE et al, 2018), um modelo preditivo
baseado em similaridade molecular, farmacéforos, fragmentos e modelos de
aprendizado de maquina que permite avaliar a toxicidade e a dose letal oral mediana
(DLso).

3.5.Simula¢bes de dinamica molecular

O pacote GROMACS versao 2019.3 (SPOEL et al., 2005) foi usado para as
simulacées de DM dos complexos da Rab10 com os 6 compostos promissores e 0S
nucleotideos GDP e GTP. O emprego dessas simulacdes é importante porque permite
a obtencédo de propriedades estruturais, dindmicas e termodinamicas da evolugéao
temporal de um sistema biolégico. Desse modo, a técnica de DM permite descrever
atomicamente as variacbes conformacionais de uma proteina quando sujeita a
interacdes com ligantes, sendo essencial para a compreensdo da flexibilidade
conformacional em proteinas. Além disso, a DM é utilizada para o enriquecimento do
docking molecular, pois permite tratar a proteina e o ligante de maneira flexivel,
considerando o efeito dos ions e das moléculas de agua explicitas (ABRAHAM et al.,
2015; OKIMOTO et al, 2009).

Durante a simulacdo de DM, a integracdo das leis de movimento de Newton
fornece uma trajetoria que especifica as posicoes e velocidades das particulas na

evolucao temporal. O principio basico da DM encontra-se no conceito da mecéanica
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molecular, onde os atomos séo considerados como esferas de diferentes tamanhos
unidos por molas de comprimento variavel, o que representa diferentes tipos de
atomos e as ligagdes entre eles, respectivamente (SINGH et al., 2017). Desse modo,
€ possivel representar as forgcas harmonicas e elasticas das ligacdes covalentes. Além
disso, um campo de forca é necessario para estimar a energia potencial do sistema.
Segundo PAQUET e VIKTOR (2015), um campo de for¢ca normalmente considera dois
tipos de potenciais: os potenciais de ligacéo e os de longo alcance. Os potenciais de
ligacdo descrevem os estiramentos, vibragdes angulares e torcionais entre atomos
ligados, enquanto os potenciais de longo alcance representam as interacfes intra e
intermoleculares, como forcas de atracdo-repulsdo e interacdes eletrostéticas.

A escolha de um campo de forca é de fundamental importancia para o
tratamento adequado das biomoléculas, permitindo assim uma melhor estimativa do
comportamento molecular de um sistema nas simulacdes de DM. A parametrizacéo
de um campo de forca advém de observacdes empiricas e/ou quanticas, adquiridas
pelo estudo de proteinas, lipidios, éteres e carboidratos, bem como pequenas
moléculas (PAQUET; VIKTOR, 2015). Os potenciais envolvidos num campo de forca
sdo parametrizados para reproduzir aspectos do comportamento molecular dos
compostos de interesse. Termos de energias simples como o potencial de ligacao,
angular, diédrico e de diedros impréprios geralmente podem ser determinados com
base em estruturas cristalizadas de pequenas moléculas modelos, bem como técnicas
de otimizacdo de geometria ou por métodos da mecénica quantica. Ja os termos mais
complexos como o potencial de vdWs e eletrostatico, sdo geralmente parametrizados
por meio do ajuste de dados experimentais sobre aspectos fisicos e termodinamicos
de liquidos organicos. Sendo assim, os campos de forca utilizados neste trabalho
foram 0o CHARMM36m e o0 CGENFF, os quais possuem parametrizacées compativeis
para tratar a proteina-solvente e as moléculas semelhantes a medicamentos de forma
eficiente (HUANG et al., 2017; VANOMMESLAEGHE et al., 2010).

Os complexos foram centralizados em caixas cubicas, solvatados com
moléculas de agua TIP3P e neutralizados por meio da adicdo de um numero
apropriado de ions Na*Cl- considerando uma concentragdo iénica de 0,15 M. Apés a
adicdo de moléculas de agua e ions na caixa de simulacdo, a energia do sistema
precisa ser minimizada para otimizar a geometria das moléculas, permitindo o
relaxamento das distorcdes em atomos ligados e néo-ligados. O algoritmo de

minimizacgéo usado neste trabalho foi o steepest descent, o qual consiste em caminhar
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sobre as barreiras de energia potencial na direcdo em que a energia decresce, de
maneira que o sistema seja levado a um minimo de energia local préximo (FLIEGE;
SVAITER, 2000; ROY; KAR; DAS, 2015). Entretanto, a minimizagao do sistema nao
garante que o solvente fique situado de modo adequado nas camadas de solvatagao
em torno do soluto. Embora o procedimento de minimizacdo forneca um sistema de
partida razoavel em termos de geometria e orientacdo do solvente, o sistema deve ser
equilibrado sob temperatura constante e, posteriormente, sob presséo constante, para
que as moléculas de agua e ions possam hidratar locais relevantes na superficie do
soluto (BECK; DAGGETT, 2004; VERLI, 2014). Devido a isso, 0s sistemas foram
equilibrados sob um conjunto NVT candnico (nimero de particulas, volume e
temperatura) seguido de um conjunto NPT isotérmico-isobarico (niUmero de particulas,
pressao e temperatura).

A fase de producao foi realizada a 300 K por 200 ns e as trajetérias foram salvas
a cada 10 ps. As analises de RMSD (do inglés, Root Mean Square deviation), RMSF
(do inglés, Root Mean Square fluctuation), B-factor (ou fator de temperatura), Rg (do
inglés, radius of gyration), SASA (do inglés, Solvent acessible surface Area),
MM/PBSA (do inglés, Molecular Mechanics Poisson—Boltzmann Surface Area), DSSP
(do inglés, Dictionary of Secondary Structure of Proteins) e de ligaces de hidrogénio

foram utilizadas para analisar as trajetorias.

3.5.1. Ferramentas para analise de trajetéria

3.5.1.1. Raiz do Desvio Quadrado Médio

O RMSD é um parametro crucial para analisar a estabilidade de simulacées
biomoleculares ao longo das trajetérias da DM, podendo ser executado pelo mdédulo
gmx rms do GROMACS. Segundo BRUSCHWEILER (2002), a avaliagdo da
estabilidade estrutural € quantificada por meio da sobreposicdo das coordenadas
atdmicas do estado inicial em relacdo aos estados simulados. Sendo assim, a cada
intervalo de tempo é realizado sobreposi¢cdes do instantaneo (tempo) atual com o
inicial, o que permite que as mudancas conformacionais da biomolécula sejam
observadas ao longo da evolugdo temporal. A sobreposicdo das coordenadas

atdmicas de duas estruturas é feita considerando o movimento de rotacao e translacéo
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de uma estrutura a outra. Isso permite que o RMSD seja calculado (em unidades de

comprimento) conforme a equacao (1):

RMSD = SN ,(1(0) = 1(0)?) &

Onde N é o nimero de atomos da biomolécula em andlise e r;(t) e r;(0)? sdo as

coordenadas do i-ésimo atomo no tempo t e 0, respectivamente.

3.5.1.2. Flutuacéo da raiz quadrada média

O RMSF denota a flutuacdo de uma posicédo atdmica em relacédo ao seu valor
de distancia médio. No programa GROMACS, a analise do RMSF da trajetoria pode
ser feita pelo médulo gmx rmsf. Embora seja uma medida relacionada ao RMSD, o
RMSF permite revelar as regides da biomolécula que sdo méveis enquanto o RMSD
guantifica a divergéncia estrutural de uma biomolécula em relacdo ao tempo. Sendo
assim, altos valores de RMSF sugerem que o0s atomos envolvidos possuem alta
mobilidade (flutuacdes) pois divergem da média (PITERA, 2014). O RMSF pode ser
calculado pela equacao (2), onde t € o numero total de tempo simulado, r;(t) sdo as

coordenadas do i-ésimo a&tomo no tempo t e r; é a posicdo média do conjunto de i.

RMSF = [2EE0(i(0) = 1) @

3.5.1.3. B-factor

O B-factor (ou fator de temperatura) do modulo gmx rmsf do GROMACS, assim
como o RMSF, descreve o deslocamento das posi¢cdes atdmicas a partir de um valor
médio permitindo esclarecimentos sobre movimento térmico e cinético inerente dos
atomos. Segundo YUAN e BAILEY (2005), altos valores de B-factors sugerem alta
mobilidade nos atomos analisados devido a maiores deslocamentos em relagdo aos
seus valores meéedios. Desse modo, essa analise permite predizer a flexibilidade e
desordem de regides especificas de uma proteina (KUZMANIC; ZAGROVIC 2010).
Graficamente, as areas (dadas em A?) mais flexiveis s&o coloridas em vermelho,

engquanto as areas mais rigidas, em azul. O B-factor pode ser calculado pela equacéo



49

(3), onde B; representa o B-factor de um atomo i e (pfM5F)2 ¢ a flutuagdo quadréatica

média desse atomo.

8 2
B = — (p{")? @

3.5.1.4. Raio de giracéo

O raio de giracao (Rg) fornece informacdes sobre a compactacgéo de proteinas,
permitindo descrever o equilibrio conformacional ao longo de uma simulagdo. No
programa GROMACS, o Rg pode ser executado pelo médulo gmx gyrate. Segundo
LOBANOV e colaboradores (2008), a compactacdo de um segmento peptidico afeta
a estabilidade e a taxa de dobramento em proteinas. Sendo assim, valores
relativamente constantes de Rg indicam estruturas dobradas de modo estavel,
engquanto menores valores de Rg sugerem maior compactacgéao e vice-versa (LIAO K.
et al., 2014). O célculo do Rq € dado pela equacéo (4), onde m; é a massa do atomo i

e r; € a posicdo do atomo i em relacdo ao centro de massa da molécula.

_ | Zillrill2mg
Rg = \I Limi )

3.5.1.5. Area acessivel ao solvente

A SASA é usada para quantificar a superficie molecular de uma dada estrutura,
permitindo descrever o contato entre a biomolécula e o solvente. Essa ferramenta
pode ser acessada pelo médulo gmx sasa do GROMACS. Na analise da SASA de
uma trajetoria, o seu aumento sistematico indica a desestabilizacdo da biomolécula, a
qual pode expor suas regifes hidrofébicas ao solvente (PAUL; PANDA; THATOI,
2018; OLUTU; SOLIMAN, 2017). A predicdo da SASA pode ser feita pelo método de
EISENHABER e colaboradores (1995), representado pela equacgéao (5):

SASA = 47721-7‘1-2%6(0 (5)
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Onde mg..(i) € o nimero de pontos no &tomo i ndo ocluido por &tomos vizinhos e m

€ 0 numero de pontos por esfera.

3.5.1.6. Ligacdes de hidrogénio

As ligacbes de hidrogénio séo interacbes que ocorrem entre atomos de
polarizacdo positiva (doadores de hidrogénio) e atomos de polarizacdo negativa
(aceptores de hidrogénio). As ligagdes de hidrogénio sdao muito importantes em
complexos proteina-ligante porque podem contribuir com a seletividade ao alvo
biolégico e, inclusive, na estabilidade do ligante alocado no alvo (NITTINGER et al.,
2017). O modulo gmx_hbond do pacote GROMACS quantifica as ligacdes de
hidrogénio entre todos os possiveis atomos doadores (D) e aceptores (A) de

hidrogénio usando critérios geométricos (figura 8).

Figura 8. Critérios geométrico do médulo gmx hbond do programa GROMACS.
H Critérios:
o r<ry=0,35nm
a < ap, = 300
D A

Fonte. Adaptado do MANUAL DO GROMACS. Disponivel em:

https://www.gromacs.org/Documentation of outdated versions/Manual

3.5.1.7. DSSP

O programa DSSP prediz estruturas secundarias aos residuos de aminoacidos
das proteinas, com base nas ligacdes intramoleculares de hidrogénio definidas por
PAULING (PAULING; COREY, 1951a; PAULING, COREY; BRANSON, 1951b). Trata-
se de um algoritmo desenvolvido por KABSCH e SANDER em 1983, o qual contém
critérios fisicos que permitem reconhecer padrdes de elementos geométricos
formados por ligagbes de hidrogénio. O DSSP foi implementado no pacote
GROMACS, podendo ser executado pelo médulo gmx do_dssp. Desse modo, a partir
da trajetéria é possivel estimar as regides de a-hélice, B-folha e loop e outras

incomuns, como: 3-hélice, 5-hélice, ponte-3, curva e volta.


https://www.gromacs.org/Documentation_of_outdated_versions/Manual
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3.5.1.8. Area de superficie de Poisson-Boltzman da mecanica molecular

O MM/PBSA € um método para estimar a energia livre de ligacao e a forca de
uma interacdo biomolecular. Tal método foi implementado no programa g_mmpbsa
do pacote GROMACS e pode ser usado para comparar a energia de ligacéo de varias
pequenas moléculas em uma interacao proteina-ligante (KUMARI; KUMAR, 2014).
Desse modo, esse método pode ser combinado com simulagbes de DM, onde é
possivel avaliar as estabilidades relativas de cada ligante por meio de sua evolugéo
temporal. Segundo WANG e colaboradores (2019), a combinacdo do método
MM/PBSA com DM para estimar a energia livre de uma interacdo proteina-ligante
consiste em trés etapas tipicas: (i) realizacdo de DM do complexo proteina ligante
considerando solvente explicito; (i) remocao das moléculas de solvente e ions de
cada instantaneo da DM para que o modelo de solvente implicito do MM/PBSA seja
usado; (iii) calculo da energia livre de ligacdo a partir de um conjunto de instantaneos.
A equacdo (6) mostra que a energia livre de ligacdo (AG;4q.50) POdE ser estimada por
meio da diferenca entre a energia livre total do complexo proteina-ligante (Gompiexo)
e as energias totais da proteina (Gproteing) € do ligante (Gyigante) isolados em um

solvente.

AGligagéo = Gcomplexo - (Gproteina + Gligante) (6)

De acordo com KUMARI e KUMAR (2014), o método MM/PBSA combina trés
termos energéticos para explicar a mudanca na energia livre de ligagdo. O primeiro
termo (Uyy) representa a mudanga na energia potencial no vacuo, ou seja, na
auséncia de todo o tipo de matéria. O calculo desse termo é feito por meio de
parametros de campo de forca da mecéanica molecular, considerado potenciais de
atomos ligados (como energias de ligacdo, angulo e torsdo) e de atomos néo-ligados
(como interagdes eletrostaticas e de vdWs). Esse termo pode ser calculado conforme

a equacao (7):

Uum = Uligados + (Upaws + Ueiec) (7)
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Onde Ujzq40s representa interacbes de atomos ligados, enquanto Uvaws. e Uelec

descrevem as interacbes de vdW’s e eletrostaticas entre dois atomos nao-ligados,
respectivamente.

O segundo termo representa a entropia configuracional associada com a
formacao do complexo. Trata-se da multiplicacdo da temperatura (T) por entropia (S),
considerando assim a contribuicdo entrépica para a energia livre no vacuo.

O terceiro e dltimo termo refere-se a dessolvatacao (Ggopatacio) de diferentes
espécies, o qual é quantificado pela soma das energias de solvatacéo polar (Gpoiar)
e apolar (Ggporar) POr meio de um modelo de solvatagéo implicito. O termo Gygqr
representa as contribuicGes eletrostaticas, enquanto Ggp.qr as contribuicbes nao-
eletrostaticas (como forcas repulsivas e atrativas entre o soluto e o solvente). O termo

de solvatacao é representado pela equacéo (8).

Gsolvatagéo = Gpolar + Gapolar (8)

Sendo assim, a energia livre para cada entidade individual da equacao (6) pode
ser dada pela equacéo (9), onde x pode representar a proteina, o ligante ou complexo

proteina-ligante.

Gy = <Uum > —TS +< Gsowatacio > (9)



4. RESULTADOS E
DISCUSSAO
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4.1. Redocking molecular

A avaliacdo do docking molecular foi feita por meio da comparacgao entre a pose
experimental do nucleotideo GNP e as trés poses preditas mais bem classificadas
obtidas pelas etapas sequenciais pelo Autodock Vina. Todas as poses resultantes de
menor energia obtiveram um score de -11,8 Kcal.mol? e a sobreposicdo de cada uma
destas poses com o nucleotideo co-cristalizado indicou RMSD menor ou igual a 0,60
A. Esse valor é inferior ao nivel de tolerancia de 2,0 A estabelecido por HEVENER e
colaboradores (2009), indicando que o protocolo de docking foi validado. Dentre as
trés poses resultantes, a pose com menor RMSD obteve 0,59 A. A figura 9 mostra a
melhor pose predita classificada sobreposta com a pose experimental. Os resultados
das trés poses preditas mais bem classificadas sdo mostrados no ANEXO A.

Figura 9. Redocking do nucleotideo GNP na Rab10 pelo programa Autodock Vina. A proteina Rab10
esta representada em formato cartoon pela cor verde, enquanto a pose experimental e pose predita

estdo representadas em formato ball-and-stick pela cor azul e laranja, respectivamente.

PDB ID: 5SZJ

v 73X

A

\
-

RMSD: 0,59

—

Fonte. O autor (2022).

O modo de ligagdo da melhor pose predita foi idéntico as observacdes
experimentais da Rab10 em interacdo com GNP. A figura 10 mostra as interacdes
intermoleculares existentes na pose predita e experimental, onde é possivel constatar
8 ligacdes de hidrogénio, 3 pontes salinas, 2 interagbes de empilhamento w e 2
interacdes cation-t. Tais interagcdes envolvem os mesmos atomos, tanto na pose

experimental quanto na pose proveniente do docking. Além disso, a base nitrogenada
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de GNP interage com os motivos Gs, enquanto a porcéo fosfato faz interacbes com
0s motivos PMs, participando de interacdes envolvendo as regides switchl e switch2
da Rab10. Isso indica que o protocolo de docking foi capaz de reproduzir com sucesso
o modo de ligacdo determinado experimentalmente para o nucleotideo GNP.

Figura 10. Comparacdo do modo de ligacdo da pose experimental e da pose predita de GNP. Os
retdngulos com barras arredondadas mostram importantes residuos de aminoacidos da sequéncia
primaria da Rab10. Os motivos PMs e Gs dessa enzima estédo destacados por barras nas cores verde
e laranja, respectivamente. As regifes switchl e switch2, bem como as intera¢des intermoleculares,

estdo representados conforme as cores indicadas na legenda da imagem.

Pose experimental Pose predita
O!F’//O O‘F/,O
Rab10 HN™ o Rab10 HN™ o
N : N ~P=o
G19 / G19 g
V20 V20
PM1 G21 PM1 G21
K22 K22
T23 T23
C24 C24
:
540 S40
pv2| | (a1 P2 | | T4
pM3 | |(ce7) PM3| (67
K123 K123 [
D125 D125
K154 K154
P —
Interacgdes: Regides:
Ligacdes de H p ) cuitchi

- Ponte salina ) X
[ | Switch2
mssssm Empilhamento Pi —

ms mm mm Cation-Pi

Fonte. O autor (2022).

4.2. Validacdo do docking dos nucleotideos GDP e GTP

O processo de docking dos nucleotideos GDP e GTP foi realizado com sucesso
no sitio ativo da Rabl0. A figura 11 mostra os modos de ligacdo que esses
nucleotideos assumiram no sitio de ligagdo, onde é possivel visualizar que a base
nitrogenada desses nucleotideos interage com os motivos Gs da Rab10. Ja o grupo
trifosfato de GTP interage com os motivos PMs, enquanto o grupo difosfato de GDP

interage somente com o motivo PM1. Em ambos os nucleotideos, existem interagfes
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envolvendo a regido switchl, entretanto no caso de GDP a ligacdo de hidrogénio com
T41 é inexistente. Em relacdo a regido switch2, apenas GTP participa de interacdes
intermoleculares devido a presenc¢a do grupo y-fosfato em sua constituicdo quimica.
Tais resultados estdo de acordo com as observacdes de PYLYPENKO, HAMMICH e
HOUDUSSE A (2018), as quais detalharam os motivos das Rab GTPases que
interagem com os nucleotideos. No complexo Rab10_GTP foi possivel observar a
formacdo de 9 ligacbes de hidrogénio, 3 pontes salinas e 2 interagbes de
empilhamento &, enquanto em Rab10_GDP, observou-se 6 ligacdes de hidrogénio, 3
pontes salinas e 2 interac6es de empilhamento . Os resultados de energia de ligacao
obtidos mostraram que o nucleotideo GTP apresenta maior afinidade com a Rab10 (-
11,5 Kcal.mol) do que GDP (-10,6 Kcal.mol?). Os resultados das poses preditas mais

bem classificadas para cada nucleotideo sdo mostrados no ANEXO B.

Figura 11. Modos de ligagdo dos nucleotideos GDP e GTP na Rabl10. Os retangulos com barras
arredondadas mostram importantes residuos de aminoacidos da sequéncia primaria da Rab10. Os
motivos PMs e Gs dessa enzima estdo destacados por barras nas cores verde e laranja,
respectivamente. As regifes switchl e switch2, bem como as intera¢des intermoleculares, estdo

representados conforme as cores indicadas na legenda da imagem.
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AN TNH; N 3
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GTP GDP
Interagbes: Regides:
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[ | Switch2
s Empilhamento Pi .

Fonte: O autor (2022).

A fim de constatar que o modo de ligacdo de GDP e GTP é semelhante a pose
do ligante co-cristalizado, comparou-se as poses mais bem classificadas obtidas no

docking com a pose experimental de GNP. O resultado da sobreposicdo dessas
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estruturas esta representado na figura 12, onde é possivel visualizar que a base
nitrogenada, grupo pentose e a porcdo fosfato desses nucleotideos possuem
conformacdes similares. Além disso, 0o RMSD dos &tomos em comum mostrou valores

inferiores a 2,0 A, indicando que as poses s&o similares.

Figura 12. Sobreposicao das poses preditas para GDP/GTP em relacao a pose experimental GNP. Os

nucleotideos estao representados em formato thick-tube pelas cores indicadas na legenda da imagem.

Legenda

Fonte. O autor (2022).

4.3. Virtual screening baseado em estrutura

ApoOs a execucdo do SBVS foi possivel obter resultados farmacodinamicos da
interacdo proteina-ligante e estimar a energia de ligacdo em cada complexo
resultante. Na primeira etapa do SBVS, 80763 ligantes foram ancorados contra a
Rab10 considerando o parametro de exaustividade do calculo igual a 10. Um total de
8% (n =6471) de ligantes que apresentaram scores menores ou iguais a -9,0 Kcal.mol
1 foi submetido a segunda etapa de SBVS. Nesta etapa, o parametro de exaustividade
do calculo foi alterado para 20. Posteriormente, uma nova selecao foi feita
considerando compostos com score menor ou igual a -10,0 Kcal.mol* (n = 796). Estes
compostos foram submetidos para a terceira etapa do SBVS com exaustividade
equivalente a 70. Assim, foi possivel filtrar 45 ligantes com score menor ou igual a -
11,0 Kcal.molt. Apés o término das simulacdes de docking molecular, cada ligante
possuia trés poses de menor energia de ligacdo provenientes de trés diferentes
sementes de randomizacdo (ANEXO C). Ou seja, trés diferentes resultados de
docking foram gerados para cada ligante a fim de propiciar maior variabilidade nos
resultados.

Os 45 ligantes filtrados foram submetidos ao servidor SwissADME para a

predicdo da farmacocinética e de suas propriedades fisico-quimicas (ANEXO D-H).
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Estes ligantes foram filtrados por meio da analise do BOILLED-Egg, considerando
agueles ligantes que possuem o potencial de permear a barreira hematoencefalica e
nao sofrer efluxo ativo devido a acdo da P-gp. A figura 13 mostra que apenas 6
ligantes (aproximadamente 13,33%) apresentaram o potencial de atravessar a
barreira hematoencefalica e ndo estdo sujeitos ao efluxo ativo pela P-gp. Estimar se
um composto é capaz de atravessar a barreira hematoencefalica € um parametro
importante neste estudo visto que a superexpressédo da Rab10 situa-se no sistema
central. Além disso, considerar o papel fisiologico de transportador de efluxo da P-gp
é fundamental para compreender se os ligantes estdo sujeitos a processos de

externalizacdo/excrecdo que resultam em baixa biodisponibilidade.

Figura 13. Resultados obtidos no BOILED-EGG. A imagem ilustra os 45 ligantes (representados por
pontos) distribuidos em diferentes regides. A regido branca representa alta probabilidade de absorcdo
passiva pelo trato gastrointestinal, enquanto a regido amarela possui alta probabilidade de penetragédo
ao cérebro. Os pontos vermelhos referem-se aos ligantes que possuem o potencial de ndo serem
substratos da P-gp, enquanto os pontos em azul representam os ligantes que sdo substratos.
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Fonte. O autor (2022). Figura gerada pelo servidor SwissADME (https://www.swissadme.ch/).

A regra dos cinco de Lipinski empregada no SwissADME delineia a relacdo
entre os parametros farmacocinéticos e fisico-quimicos de compostos ativos por via
oral, caracterizando perfis de pequenas moléculas com base em 4 descritores: MM <
500 Da, coeficiente de particdo octanol-agua (logPow) do modelo preditivo MLOGP <
4,15, numero de aceptores de ligacdo de hidrogénio (N || O) < 10 e doadores de
ligacao de hidrogénio (NH || OH) < 5 (LIPINSKI, 2000). Com base nesta regra, todos

0s 6 compostos podem apresentar boa biodisponibilidade oral, visto que nao violaram


https://www.swissadme.ch/
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qualquer um dos limites permitidos pelos descritores. Os resultados das propriedades
fisico-quimicas e da farmacocinética dos 6 produtos naturais testados estdo descritos

na tabela 1.

Tabela 1. Propriedades farmacocinéticas dos 6 compostos testados pelo servidor SwissADME.

) o Solubilidade
Regra dos cinco de Lipinski Absorg¢éo Gl
' (ESOL) Interacéo
Ligante
NH || CYP P450
MM MLOGP | N || O OH Classe | TPSA Classe mg/L

1A2, 2C19,

ZINC0138791 | 330,33 3,12 4 0 Alta | 48,67 | Moderada | 1,83 »C9
1A2, 2C19,

ZINC0519122 | 316,31 3,31 4 1 Alta | 48,67 | Moderada | 1,75 »c9
1A2, 2C19,

ZINC0630250 | 374,34 2,30 6 0 Alta 74,97 | Moderada | 3,04

2C9, 3A4
1A2, 2C19,
ZINC2101104 | 364,35 2,26 6 0 Alta 74,97 | Moderada | 12,1 2C9, 2D6,

3A4
1A2, 2C19,

ZINC4000106 | 339,36 3,87 4 0 Alta | 42,68 | Moderada | 3,83 Co
1A2, 2C19,
ZINC4090657 | 363,36 2,45 5 0 Alta 57,23 | Moderada | 24,9 2C9, 2D6,

3A4

Ademais foi predito que estes compostos apresentaram alta absortividade
gastrointestinal (Gl), sugerindo que eles podem ser administrados por dosagem oral,
com altas chances de serem absorvidos durante o processo de transi¢cao do estbmago
para o intestino delgado pelo mecanismo de permeacdo passiva. Entretanto, em
relacdo a solubilidade em agua, o modelo preditivo ESOL do SwissADME indicou que
0s compostos testados apresentaram moderada solubilidade em agua. Desse modo,
tais compostos podem necessitar de maiores dosagens terapéuticas para atingir as
concentragbes plasmaticas para induzir uma resposta terapéutica. Na série de
ligantes, o composto ZINC4090657 foi 0 que apresentou a maior solubilidade em agua
(24,9 mg/L) enquanto o composto ZINC0519122 mostrou solubilidade reduzida (1,75
mg/L). Diversos estudos indicam que a dosagem oral é a via de administracao
preferida porque € menos invasiva, segura e conveniente para a maioria da populacéo
(STEWART et al, 2016; STILLHART et al., 2020). No entanto, compostos

moderadamente sollveis em agua podem apresentar desafios quanto a
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biodisponibilidade. Segundo WILLIAMS e colaboradores (2013), cerca de 40% dos
medicamentos comercializados e a maioria dos candidatos a farmacos sédo pouco
soluveis em agua. Entretanto, com o advento de tecnologias é possivel recorrer a
estratégias que permitem formular produtos orais intermediarios como: aplicacdo de
sais na administracao oral, dispersdes solidas amorfas, solubilizacdo em micelas de
surfactantes, formulacdes a base de lipidios, prevencéo de precipitacdo entre outros
(BOYD et al, 2019). Sendo assim, essas moléculas possuem o potencial de serem
formuladas e administradas por via oral, facilitando a adesao ao tratamento e impactos
na qualidade de vida do paciente.

Outro parametro importante € compreender a interacdo dos compostos com 0s
CYP (do inglés, cytochromes) P450, uma familia de isoenzimas responsaveis pela
eliminacdo de medicamentos via biotransformac&o metabdlica. Sabe-se que a inibicdo
das isoformas de CYP *1A1, *C19, *2C9, *2D6 e *3A4 pode levar a efeitos adversos
potencialmente toxicos ou indesejaveis devido a menor depuracdo e acumulo de
medicamentos no organismo (DAINA; MICHIELIN; ZOETE, 2017). Os resultados
indicaram que os compostos ZINC4000106, ZINC0138791 e ZINC0519122 possuem
o potencial de inibir CYP *1A2, *2C19 e *2C9, enquanto o restante possui o potencial
de inibir todas estas isoformas (exceto o composto ZINC0630250, o qual pode néo
inibir a isoforma *2D6). A partir dos resultados dos descritores ADME, concluiu-se que
todos os 6 compostos possuem o potencial de penetrar as barreiras biolégicas que
dao acesso ao cérebro. Entretanto, eles podem inibir as isoformas de CYP P450 na
fase de metabolismo. Porém, estima-se que 50% dos medicamentos existentes no
arsenal terapéutico sdo substratos destas 5 isoformas de CYP P450 (LI, 2014).
Portanto, € de grande importancia estudar a propenséo destes compostos causarem
interacdes medicamentosas indesejaveis por meio da inibicdo de CYPs e determinar
quais isoformas séo afetadas.

A fim de estimar a toxicidade destes compostos, todos eles foram submetidos
ao servidor ProTox-Il. Tal ferramenta permite predizer se um dado composto possui 0
potencial de oferecer risco carcinogénico, imunotoxico, mutagénico, citotdxico e, além
disso, estimar o valor da DLso em mg/Kg (massa corporal). Neste servidor, os valores
da DLso permitem classificar as moléculas em relacéo a toxicidade, com base em uma
categoria que varia de | a VI, onde a classe | (0 < DLso< 5) e classe Il (5 < DLso < 50)
referem-se a compostos que sao fatais se ingeridos, classe 11l (50 < DLso < 300) aos

toxicos se ingeridos, classe IV (300 < DLso < 2000) aos prejudiciais se ingeridos, classe
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V (2000 < DL50 < 5000) aqueles que podem ser prejudiciais se ingeridos e, por ultimo,
classe VI (5000 < DLso) aqueles que possuem menor risco nocivo se ingerido. Nessa
previsdo, a molécula ZINC4000106 mostrou uma DLso de 250 mg/Kg e, portanto, é
considerada potencialmente toxica caso ingerida. Ja as moléculas ZINC0138791,
ZINC0519122, ZINC4090657, ZINC0630250 e ZINC2101104 foram categorizadas na
classe IV de toxicidade, a qual refere-se a compostos que podem ser considerados
nocivos se ingeridos. Vale ressaltar que a DLso destes compostos foi predita com uma
pontuacdo de confianga média de 0,67 + 0,01. Embora o composto ZINC4000106
tenha apresentado a menor DLso em relagdo aos 6 compostos da série, foi o Unico
gue mostrou o potencial de ser inativo para oferecer riscos hepatoxicos,
carcinogénicos, imunotoxicos, mutagénicos e citotoxicos. Entretanto, a confianca para
estas predicOes foi relativamente baixa (entre 0,51 a 0,67). A previsédo da DLso e 0S
riscos de toxicidade, juntamente com suas respectivas pontuac¢des de confianca séao

apresentados na tabela 2.

Tabela 2. Previsfes das propriedades toxicolégicas para os 6 compostos investigados por ProTox-Il.

Licant Risco (Probabilidade) DLso Classe de
igante
9 Hepatdxico | Carcinogénico | Imunotdxico | Mutagénico | Citotdxico | (prob.) | toxicidade
Inativo Ativo Inativo Inativo Inativo 500
ZINC0138791 4
(0,74) (0,54) (0,95) (0,79) (0,84) (0,68)
Inativo Ativo Inativo Inativo Inativo 350
ZINC0519122 4
(0,75) (0,62) (0,67) (0,60) (0,84) (0,68)
Inativo Ativo Ativo Inativo Inativo 1000
ZINC0630250 4
(0,82) (0,62) (0,92) (0,59) (0,81) (0,67)
Inativo Ativo Ativo Inativo Inativo 1000
ZINC2101104 4
(0,81) (0,64) (0,94) (0,71) (0,84) (0,68)
Inativo Inativo Inativo Inativo Inativo 250
ZINC4000106 3
(0,51) (0,55) (0,68) (0,58) (0,51) (0,67)
Inativo Ativo Ativo Inativo Ativo 350
ZINC4090657 4
(0,83) (0,58) (0,99) (0,63) (0,50) (0,67)

*prob.: probabilidade.

A figura 14 mostra os 6 compostos que foram filtrados por meio do protocolo
de SBVS. Dentre estes compostos, ZINC0138791, ZINC0519122, ZINC0630250,
ZINC4000106 e ZINC2101104 sédo compostos heterociclicos derivados de cumarina,
enquanto ZINC4090657 é um composto heterociclico derivado de quinolizidina. Além

disso, tais compostos apresentaram grupos quimicos de benzodioxina, benzodioxol e
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1-fluor-2-metilbenzeno em suas bases quimicas, os quais podem contribuir para o
desempenho desses ligantes na afinidade de ligacdo com a Rab10. Ademais, o grupo
quimico de benzodioxol apareceu com maior frequéncia visto que esta presente em 4
dos 6 ligantes melhores classificados. Sabe-se que compostos cumarinicos e
quinolizidinicos apresentam uma ampla gama de atividades biologicas
(HAMMULAKOVA et al., 2017). Por exemplo, compostos cumarinicos sao
comercializados como agentes anticoagulantes (Dicumarol), anticancerigenos
(Isopimpinelina, Osthol e Aloimperatonina), antineoplasicos (Xantoxina) entre outros
(SAHNI et al., 2021). Além disso, estudos apontam que compostos derivados de
cumarina e quinolizidina podem causar neuroprotecdo na DA, podendo ter efeitos
positivos se usados em concentracdes nao toxicas (ARAYA et al., 2014; HE et al.,
2018).

Figura 14. Composig&o quimica dos compostos mais bem classificados no SBVS. Os grupos quimicos

dos ligantes estéo representados conforme a legenda da imagem.

- .
o o

ZINCD00000138791 ZINC000000518122 ZINC000000630250

e P = . ;
A ) M —
— 0 v \"'-—-'/ L.
ZINC000002101104 ZINC000004000106 ZINC000004090657
Compostos:
Componentes quimicos:
|:| Cumarinicos

OBenzodioxina OBenzodioxcl O1-ﬂuor—2metilbenzeno

u Quinolizidinicos

Fonte. O autor (2022).

As melhores poses dos 6 ligantes identificados no SBVS foram eleitas com
base nos seguintes critérios: menor energia de ligagcdo, maior niumero de interacdes
intermoleculares e menor quantidade de interagfes de vdWs ruins/péssimas. Assim,
foi possivel selecionar os melhores modos de ligacdo de cada complexo proteina-
ligante para a execucdo de simulacdes de DM. As poses escolhidas para os
compostos  ZINC0138791, ZINC0519122, ZINC0630250, ZINC2101104,
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ZINC4000106 e ZINC4090657, provieram das etapas 3, 2, 2, 2, 3 e 2, respectivamente
(tabela 3).

Tabela 3. Analise das poses provenientes de diferentes sementes de randomizacéo do Autodock Vina.
A energia de ligacdo estimada (score) é dada em Kcal.mol! e os compostos em negrito representam

as poses escolhidas.

ZnCID Semenede e score UGS Poncs Emplameno et do v
Boas Ruins Péssimas
138791 1083282128 1 -11,4 1 0 3 1 324 7 0
138791 2016504256 2 -11,4 1 0 3 1 325 6 0
138791 2106550081 3 -11,4 1 0 3 1 326 6 0
519122 485802206 1 -111 1 0 2 1 297 4 0
519122 -1179312950 2 -111 1 0 2 1 299 4 0
519122  -380002747 3 -111 1 0 2 1 293 4 0
630250 -1213504426 1 -11,1 3 0 4 2 366 10 4
630250 -286604395 2 -11,3 3 0 4 2 366 10 4
630250 -283490051 3 -11,3 3 0 4 2 353 10 6
4000106 2100656970 1 -11,2 4 0 3 1 354 15 1
4000106 460868032 2 -11,2 4 0 3 1 353 15 1
4000106 -1816207551 3 -11,2 4 0 3 1 354 14 1
4090657 943034012 1 -11,1 3 0 3 0 361 13 1
4090657 8289204 2 -11,1 3 0 3 0 362 13 1
4090657 1449487360 3 -11,1 3 0 3 0 361 13 1
2101104 -2011309177 1 -111 2 0 3 2 361 6 6
2101104 2016123530 2 -11,1 3 0 3 2 366 6 6
2101104 -1848239574 3 -11,1 3 0 2 2 366 14 6

A partir da andlise das trés poses resultantes para cada ligante, verificou-se
que em todas as etapas do SBVS a energia minima de ligacéo foi a mesma para cada
composto (exceto ZINC0630250, que apresentou energia de ligacdo de -11,1
Kcal.mol! na primeira etapa do SBVS). O composto ZINC0138791 apresentou a
menor energia de ligacdo (-11,4 Kcal.mol?), seguido por ZINC0630250 (-11,3
Kcal.mol?), ZINC4000106 (-11,2 Kcal.mol'), ZINC0519122, ZINC4090657 e
ZINC2101104 (estes ultimos com -11,1 Kcal.mol?). Estes ligantes mostraram
potencial aptiddo farmacodindmica contra o alvo Rabl0, visto que apresentaram

scores menores que GDP (-10,6 Kcal.mol?t) e préximos ao GTP (-11,5 Kcal.mol?).
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4.4. Analise das interagfes intermoleculares

Esta secdo contém os resultados obtidos na interacdo proteina-ligante e as
ilustracdes bidimensionais (2D) e tridimensionais (3D) das melhores poses de cada

ligante.
4.4.1. ZINC0138791

O grupo benzodioxina de ZINC0138791 forma uma ligacdo de hidrogénio com
o residuo G21 e um empilhamento r com F38, enquanto o grupo benzocumarinico €
responsavel pela formacao de uma ligagdo m-céation com K123 e duas interaces de
empilhamento m com F34. Em relagdo aos motivos PMs da Rab10, o composto
ZINC0138791 interage somente com PM1, nao interagindo com 0s outros motivos
PMs. Isso indica que este ligante acoplou no mesmo bolséo de ligacdo de GDP, um
nucleotideo responsavel pela inativacdo da Rabl0. A figura 15 mostra a
representacdo 2D e 3D das interagbes intermoleculares resultantes do complexo
Rab10_ZINC0138791.

Figura 15. Complexo da Rab10 com ZINC0138791. A esquerda, a imagem 3D representa a localizagéo
do ligante em relacdo aos motivos PMs da Rabl0; a direita, a imagem 2D ilustra as interacdes
intermoleculares envolvidas na interacdo proteina-ligante. Os motivos PMs, as interacdes
intermoleculares e as propriedades dos residuos de aminoacidos estdo representadas conforme a

legenda da imagem.

Rab10 ZINCO0138791
/ W\ (

Motivos: @ PM1 pPM2 @ PM3 Interagdes: - Ligagdo de H == Empilhamento n == g-c4tion

Residuos:  Hidrofobico Polar Glicina ) Carga (positiva) % Carga (negativa) ( )Exposi¢@o ao solvente

Fonte. O autor (2022).
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4.4.2. ZINC0519122

O grupo benzodioxol de ZINC0519122 participa de uma ligacéo de hidrogénio
com o residuo G19, enquanto o grupo benzocumarinico faz uma ligacao m-céation com
K123 e duas interacdes de empilhamento = com F34. A figura 16 mostra que esse
ligante ndo interage com os motivos PM2 e PM3 da Rab10, demonstrando o potencial
de inativar tal enzima devido a sua localizacdo no bolsdo de ligacdo do nucleotideo
GDP.

Figura 16. Complexo da Rab10 com ZINC0519122. A esquerda, a imagem tridimensional representa
a localizacdo do ligante em relagdo aos motivos PMs da Rab10; a direita, a imagem bidimensional
demonstra as interac¢des intermoleculares envolvidas na interagéo proteina-ligante. Os motivos PMs,
as interacdes intermoleculares e as propriedades dos residuos de aminoacidos estdo representadas

conforme a legenda da imagem.

Rab10  ZINC0519122
; |

>

Motivos: @ PM1 PM2 @ PM3 Interacoes: » Ligagdiode H == Empilhamento ® == 7-c4tion

Residuos: Hidrofobico Polar Glicina ) Carga (positiva) % Carga (negativa) ( )Exposi¢@o ao solvente

Fonte. O autor (2022).

4.4.3. ZINC0630250

O grupo benzodioxol de ZINC0630250 é responsavel pela formacéo de duas
ligagbes de hidrogénio envolvendo os residuos K22 e T41. Além disso, esse grupo
também forma duas interacdes de empilhamento m com F38. JA o grupo de
benzocumarina forma uma ligagdo de hidrogénio com N122, duas interacdes de
empilhamento  com F34 e duas interagdes m-cation com K123. Entretanto, devido
ao tamanho de ZINC0630250 (de 374,34 Da), o grupo benzodioxol além de interagir
com o motivo PM1, interage com PM2 da Rab10. Tal interacao pode propiciar menores



66

chances do alvo biologico encontrar-se na conformacdo inativa, devido a presenca de
uma ligacdo estabilizadora com um motivo de ligacdo notado em GTP quando

associado a esta enzima (figura 17).

Figura 17. Complexo da Rab10 com ZINC0630250. A esquerda, a imagem tridimensional representa
a localizacao do ligante em relagdo aos motivos PMs da Rab10; a direita, a imagem bidimensional
demonstra as interagfes intermoleculares envolvidas no complexo proteina ligante. Os motivos PMs,
as interacoes intermoleculares e as propriedades dos residuos de aminoacidos estdo representadas

conforme a legenda da imagem.

Rab10  ZINC0630250
[4

Motivos: @ PM1 PM2 @ PM3 Interac¢des: —» Ligagdode H = Empilhamento®n == q-c4tion

Residuos:  Hidrofobico Polar Glicina ) Carga (positiva) ¢ Carga (negativa) ( JExposi¢do ao solvente

Fonte. O autor (2022).

4.4.4. ZINC4000106

Em contrapartida com as poses obtidas para outros ligantes, o grupo
cumarinico de ZINC4000106 forma trés ligacdes de hidrogénio com os residuos do
motivo PM1, sendo G19, G21 e K22, respectivamente. Ademais, duas interacdes de
empilhamento T com F38 sdo formadas, conforme mostrado na figura 18. Em relacéo
ao grupo 1-fluor-2-metilbenzeno, ha a existéncia de uma interacéo m-cation com K123
e uma interacdo de empilhamento m com F34. Desse modo, 0 composto
ZINC4000106 interage somente com o motivo PM1 da Rabl10, mostrando assim, o

potencial de inativar a enzima.
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Figura 18. Complexo da Rab10 com ZINC4000106. A esquerda, a imagem tridimensional representa
a localizacado do ligante em relagdo aos motivos PMs da Rabl0; a direita, a imagem bidimensional
demonstra as interagfes intermoleculares envolvidas no complexo proteina ligante. Os motivos PMs,
as interacoes intermoleculares e as propriedades dos residuos de aminoacidos estdo representadas

conforme a legenda da imagem.
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Fonte: O autor (2022).

4.4.5. ZINC4090657

No ligante ZINC4090657 existe a presenca de dois grupos quimicos de
benzodioxol. Conforme mostrado na figura 19, um grupo benzodixol é responsavel
pela formacédo de duas ligacdes de hidrogénio com os residuos G19 e G21, bem como
uma interacéo de empilhamento = com F38. Ja o outro grupo benzodioxol forma uma
ligagcdo de hidrogénio com N122 e duas interagdes de empilhamento m com F34.
Nesta pose, 0 grupo quinolizidinico ndo participa de interacdes como ligacdes de
hidrogénio, pontes salinas, empilhamento m ou m-cétion. O composto ZINC4090657
interage somente com o motivo PM1, apresentando assim o potencial de favorecer a

conformacao inativa da Rab10.
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Figura 19. Complexo da Rab10 com ZINC4090657. A esquerda, a imagem tridimensional representa
a localizacado do ligante em relagdo aos motivos PMs da Rabl0; a direita, a imagem bidimensional
demonstra as interagfes intermoleculares envolvidas no complexo proteina ligante. Os motivos PMs,
as interacdes intermoleculares e as propriedades dos residuos de aminoacidos estédo representadas

conforme a legenda da imagem.
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Fonte. O autor (2022).

4.4.6. ZINC2101104

O grupo benzodixol do ligante ZINC2101104 é responsavel pela formacao de
duas ligacdes de hidrogénio envolvendo os residuos K22 e T41, e forma duas
interagbes de empilhamento = com F38. Além disso, o grupo derivado de cumarina
de ZINC2101104 forma uma ligacao de empilhamento = com F34, de hidrogénio com
A153 e duas interacdes m-cation com K123. Tal composto interage com os motivos
PM1 e PM2 da Rabl0 (figura 20). A interagdo com o motivo PM2 pode favorecer a
conformacao ativa da Rab10, visto que se trata de um residuo de aminoacido (T41)

gue se liga ao y-fosfato do nucleotideo GTP.
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Figura 20. Complexo da Rab10 com ZINC2101104. A esquerda, a imagem tridimensional representa
a localizacado do ligante em relagdo aos motivos PMs da Rabl0; a direita, a imagem bidimensional
demonstra as interagfes intermoleculares envolvidas no complexo proteina ligante. Os motivos PMs,
as interacoes intermoleculares e as propriedades dos residuos de aminoacidos estdo representadas

conforme a legenda da imagem.
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Fonte. O autor (2022).

De acordo com as interacdes apresentadas, os compostos ZINC0138791,
ZINC0519122, ZINC4000106, ZINC4090657 possuem o potencial de inativar a
Rabl0, visto que participaram de interacdes com o motivo PM1 dessa enzima.
Embora ZINC0630250 e ZINC2101104 também participem de interagbes com PM1,
tais compostos interagem com o motivo PM2, o qual possui uma treonina que favorece
a inducdo da conformacédo ativa da Rabl0. Entretanto, nenhum composto testado

interagiu com o motivo PM3 da enzima.

4.5. Resultados das simula¢cdes de dinamica molecular

Os melhores complexos resultantes do docking molecular foram submetidos a
simulacdes de 200 ns de DM. As trajetorias das simulagdes foram analisadas com
RMSD, RMSF, Rg, SASA, ligacdes de hidrogénio, B-factor, DSSP e MM/PBSA. Além
disso, analisou-se 0 RMSD e 0 Rg local das regibes switchl, interswitch e switch2
separadamente, pois segundo SARGSYAN, GRAUFFEL e LIM (2017), quando essas
ferramentas sdo usadas para comparar toda a extensao de uma biomolécula, pode

nao ser possivel distinguir as regides locais que sdo mais flexiveis. Sendo assim, uma
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alternativa para analise dessas regides seria selecionar os atomos envolvidos para o
célculo do RMSD e Rg local.

Ao analisar os nucleotideos, observou-se que GDP e GTP mostraram valores
de RMSD inferiores a 0,30 nm (figura 21a). A trajetéria de ambos sistemas alcancou
a estabilizacdo a partir dos 40 ns de simulacdo, onde os nucleotideos GDP e GTP
estabilizaram-se aproximadamente em 0,17 nm e 0,11 nm, respectivamente. Isto
indica que a posi¢céo destes nucleotideos no sitio de ligagdo ndo esta sujeita a muitas
variagbes ao longo do tempo simulado. O nucleotideo GTP apresentou menores
valores de RMSD em relacdo a GDP, sugerindo que GTP possui um modo de ligacéo
mais preservado. Tal resultado era esperado pois, com base na andlise das poses
provenientes do estudo de docking, a presenca do grupo y-fosfato em GTP permite a
ligagdo com todos os motivos PMs da Rabl10, fazendo com que este ligante tenha
movimentos mais restritivos em relacdo a GDP.

Entretanto, os valores de RMSD computados para os produtos naturais
mostraram um comportamento diferente dos valores encontrados para 0s
nucleotideos. Nas simulag@es, todos os produtos naturais mostraram picos de RMSD
superiores a 0,4 nm, indicando que suas poses ndo sdo preservadas na cavidade
proteica. Os compostos ZINC0138791, ZINC0519122 e ZINC02101104 apresentaram
picos de RMSD superiores a 3 nm (figura 21b). Por outro lado, ZINC0630250,
ZINC4000106 e ZINC4090657 obtiveram picos de RMSD inferiores a 1,5 nm (figura
21c). A trajetdria de ZINC4090657 sugere que este composto possui modo de ligacao
mais preservado em relacdo aos demais, pois a trajetoria alcancou a estabilidade

préximo ao tempo de 10 ns, mantendo-se estavel até o final da simulagéo.
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Figura 21. RMSD dos ligantes. (a) trajetoria dos nucleotideos GDP e GTP; (b) trajetéria dos produtos
naturais que mostraram picos de RMSD superiores a 3 nm; (c) trajetéria dos produtos naturais com
picos de RMSD inferiores a 1,5 nm. Os compostos testados estéo representados pelas cores indicadas

na legenda da imagem.
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Fonte: O autor (2022).

Embora os resultados obtidos nas simula¢gdes de docking molecular mostraram
boa afinidade predita para estes compostos, para inibir a Rab10 é preciso que um
composto se mantenha acoplado ao alvo bioldgico por tempo suficiente para que uma
possivel resposta terapéutica seja gerada. Caso contrario, a funcédo da enzima pode
ser reativada com a dissociacao do inibidor. Devido a isso, foi necessario analisar os
frames das trajetérias para investigar o comportamento dos nucleotideos e de cada
um dos produtos naturais na cavidade da Rab10.

A figura 22 mostra a pose inicial (t = 0 ns) e final (t = 200 ns) dos nucleotideos
acoplados na Rabl10. Tanto GDP quanto GTP mostraram modos de ligacao
preservados. Pelas observacdes das poses iniciais e finais dos nucleotideos, GDP

manteve-se acoplado na Rabl0 participando de ligacdes de hidrogénio com os
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residuos G19, G21, K22, T23, C24, D125, A153 e K154; no caso de GTP as ligacdes
de hidrogénio sdo mantidas com T41, S40, S18, G19, T23, K22, G21, C24, D125 e
K154.

Figura 22. Pose inicial e final dos nucleotideos acoplados na Rab10.

RAB10_GDP

0ns 200 ns

RAB10_GTP

Ons

Fonte. O autor (2022).

Ao analisar os frames visando momentos das trajetérias de cada um dos
produtos naturais, observou-se que os ligantes ZINC0138791, ZINC0519122 e
ZINC2101104 desacoplaram-se do sitio ativo da Rab10 em aproximadamente 40, 6 e
4 ns, respectivamente. O processo de dissociacdo destes ligantes pode ser
visualizado na figura 23. A saida desses compostos pode ocorrer devido a perda de
contato envolvendo o motivo PM1 da Rab10, fazendo com que todas essas estruturas
sejam expelidas do sitio ativo dessa enzima. O composto ZINC2101104 é expelido
rapidamente do bolsé&o de ligacdo da Rab10 (~ 4 ns) enquanto a dissociagao de
ZINCO0138791 ocorre em um tempo relativamente maior (~ 40 ns). Portanto, apesar

desses ligantes terem sido selecionados pelo protocolo de SBVS devido a
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caracteristicas favoraveis, pela analise das simulacfes de DM esses compostos néo

mostraram boa aptiddo farmacodinamica na interacao proteina-ligante.

Figura 23. Processo de dissociacdo dos compostos ZINC0138791, ZINC0519122 e ZINC2101104 do
sitio ativo da Rab10. O alvo biologico esta representado pela cor cinza no formato cartoon, onde é
possivel visualizar o motivo PM1 destacado em azul. Os ligantes possuem atomos de carbono

customizados pela cor verde e estédo representados em formato ball-and-stick.
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Fonte. O autor (2022).

Em relacdo aos frames obtidos para os ligantes ZINC0630250, ZINC4000106
e ZINC4090657 acoplados na Rabl0O, observou-se que esses compostos se
mantiveram associados no sitio ativo do alvo até o término das simulacgdes.
Entretanto, a pose obtida nos estudos de docking molecular para cada ligante néo foi

preservada ao longo do tempo simulado.
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A figura 24 mostra os frames obtidos para ZINC0630250 em momentos da sua
trajetoria. No intervalo de 0 a 50 ns, o grupo benzodioxol deste ligante reorientou-se
no sitio ativo da enzima, estando mais exposto ao solvente do que em contato com o
motivo PM1 (figura 24a-b). O grupo benzocumarinico de ZINC0630250 mostrou
movimentos relativamente mais preservados nos motivos Gs até aproximadamente
120 ns (figura 24a-d). Entretanto, no intervalo de 120 a 170 ns ele é realocado nos
motivos Gs, assumindo uma nova configuracdo (figura 24d-e). A reorientagcdo do
grupo benzocumarinico favorece o contato do grupo benzodioxol com o motivo PM1,
fazendo com que a nova conformacéo do ligante se mantenha estavel até o final da

simulacao (figura 24f).

Figura 24. Frames do sistema Rab10_ZINC0630250 nos tempos de (a) 0 ns, (b) 50 ns, (c) 100 ns, (d)
120 ns, (e) 170 ns e (f) 200 ns. O alvo bioldgico esta representado pela cor cinza no formato cartoon,
onde é possivel visualizar o motivo PM1 destacado em azul e os motivos G1, G2 e G3 pelas cores

roxo, amarelo e laranja, respectivamente. O ligante possui atomos de carbono customizados pela cor

verde e estdo representados em formato ball-and-stick.

Rab10_ZINC0630250
By, BYHE N P

L,

Fonte. O autor (2022).
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Ao analisar as poses obtidas para o composto ZINC4000106, observou-se que
nos primeiros 50 ns 0 seu grupo cumarinico deixa de manter contato com os residuos
do motivo PM1 da Rab10 (figura 25a-b). Com isso, o ligante assume uma nova
conformacao onde o seu grupo derivado de cumarina € mais exposto ao solvente. A
reorientacdo deste grupo quimico induz o grupo 1-fluor-2-metilbenzeno a realocar-se
nos motivos Gs da enzima, o qual permanece estavel até aproximadamente 190 ns
(figura 25b-e). Apds isto, o grupo derivado de cumarina desloca-se, aproximando com
0s motivos Gs, enquanto o grupo 1-fluor-2-metilbenzeno é realocado préximo ao
motivo PM1 (figura 25e-f). Isto demonstra que grupos derivados de cumarina podem

apresentar maior afinidade com os motivos Gs.

Figura 25. Frames do sistema Rab10_ ZINC4000106 nos tempos de (a) 0 ns, (b) 50 ns, (c) 100 ns, (d)
150 ns, (e) 190 ns e (f) 200 ns. O alvo biolégico esta representado pela cor cinza no formato cartoon,
onde é possivel visualizar o motivo PM1 destacado em azul e os motivos G1, G2 e G3 pelas cores

roxo, amarelo e laranja, respectivamente. O ligante possui atomos de carbono customizados pela cor

verde e estdo representados em formato ball-and-stick.

Rab10_ZINC4000106

190 ns 200 ns
Fonte. O autor (2022).
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Em relacdo ao composto ZINC4090657, o seu grupo quinolizidinico
rapidamente realoca-se nos motivos Gs, assumindo uma nova conformacdo que
interage somente com o0 motivo G2 da Rabl0 (figura 26a-b). A partir de
aproximadamente 10 ns, a conformacédo resultante apresenta movimentos estaveis
ao longo da simulacao (figura 26b-f). Além disso, em todos os frames analisados, o
motivo PM1 da Rab10 mantém contato com o grupo benzodioxol de ZINC4090657,
deixando-o com movimentos mais restritivos e, consequentemente, modos de ligacéo

mais preservados (figura 26a-f).

Figura 26. Frames do sistema Rab10_ ZINC4090657 nos tempos de (a) 0 ns, (b) 10 ns, (c) 50 ns, (d)
100 ns, (e) 150 ns e (f) 200 ns. O alvo biolégico esta representado pela cor cinza no formato cartoon,
onde é possivel visualizar o motivo PM1 destacado em azul e os motivos G1, G2 e G3 pelas cores
roxo, amarelo e laranja, respectivamente. O ligante possui atomos de carbono customizados pela cor
verde e estdo representados em formato ball-and-stick.

RABI Q_ZH}ICOOOO4090657

\// N

B )
150 ns i 200 ns

Fonte. O autor (2022).

A fim de investigar a evolucéo de todos os atomos da Rab10 em interacao com
0s nucleotideos e os produtos naturais que se mantiveram acoplados no alvo,

analisou-se as ligacdes de hidrogénio detectadas no decorrer da simulacdo. Desse
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modo, foi possivel observar que o nucleotideo GTP estabiliza-se no sitio de ligacao
realizando aproximadamente 16 ligacdes de hidrogénio, enquanto GDP estabiliza-se
com cerca de 8 (figura 27a). Tal resultado era esperado visto que GTP possui um
grupo y-fosfato em sua composicdo quimica e, portanto, maior propensdo para a
formacéao de ligacdes de hidrogénio quando em interagcdo com a Rab10. Quanto aos
produtos naturais, ZINC4090657, ZINC0630250 e ZINC4000106 mostraram
propensdo para formar aproximadamente 1 ligagcdo de hidrogénio (figura 27b-d).
Entretanto, ZINC0630250 apresentou picos mais acentuados em relacdo a
ZINC4090657 e ZINC4000106, mostrando propensdo a maiores formacdes de
ligacdes de hidrogénio ao longo da simulacao (figura 27c). Isto pode estar associado
a maior quantidade de aceptores de hidrogénio na composicéo quimica desse ligante,

a qual contém 6 atomos de oxigénio aceptores.

Figura 27. Representacdo das ligacbes de hidrogénio existentes no complexos resultantes. (a)
trajetdria dos nucleotideos GDP e GTP; (b) trajetdria de ZINC4090657; (c) trajetéria de ZINC0630250;
e (d) trajetdria de ZINC4000106. Os compostos testados estédo representados pelas cores indicadas na

legenda da imagem.
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Fonte. O autor (2022).
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Com o propésito de obter o percentual da ocorréncia das ligaces de hidrogénio
existentes nos complexos resultantes, averiguou-se o quanto cada par de residuos
(grupos aceptores e doadores) permaneceu em interacdo durante a simulagcdo. Um
percentual proximo de 0% indica a inexisténcia de ocorréncia de ligagbes de
hidrogénio, enquanto proximo de 100% significa que o0s residuos estiveram
interagindo o tempo todo (SOARES, 2009). A figura 28 mostra a porcentagem de
ocorréncia de ligacbes de hidrogénio existentes para 0os sistemas controles. Nesta
figura, € possivel observar que esses sistemas se diferenciam tanto em relagdo ao
namero de pares que participam de ligacdes de hidrogénio, quanto aos valores de
ocorréncia. O sistema Rabl0_GTP apresentou relativamente maiores numeros de
pares que participam de ligacdes de hidrogénio e maior intensidade de ocorréncia
destas ligagbes. Aqui, pares (de 1 a 14) foram formados pela interacdo dos
nucleotideos GDP e GTP com o motivo PM1 da Rabl10. Entretanto, apenas GTP
consegue formar interacées com os motivos PM2 e PM3 devido ao seu grupo y-fosfato
(pares 22 a 24). O residuo T41 do motivo PM2, é um residuo de amino&cido que
quando interage com GTP induz mudancas conformacionais na Rab10, ativando-a.
Nesta analise é possivel visualizar que o par 23 (referente a T41) possui um pico que
representa 96,2% de ocorréncia de ligacdes de hidrogénio. Curiosamente, os residuos
S18 (motivo PM1) e S40 (vizinho de PM2) também aparentam ter um papel na inducéo
da conformacéo ativa, pois ambos mostraram valores acima de 99,5% de ocorréncia
de ligacbes de hidrogénio quando a Rabl0 estava associada a GTP (par 2 e 21,
respectivamente). Esperava-se que ambos o0s nucleotideos formassem ligacdes de
hidrogénio com o residuo S18 (par 2), pois tanto GDP quanto GTP interagem com o
motivo PM1. No entanto, apenas GTP interagiu com S18. De acordo com CHERFILS
e ZEGHOUF (2013), T41 € o principal residuo de switchl que se liga ao y-fosfato de
GTP. Mas pelas observacfes da analise do percentual de ocorréncia de ligacbes de
hidrogénio, tanto S40 (da regido switchl) quanto S18 (do motivo PM1) também
aparentam exercer um papel na inducéo da forma ativa da Rab10. Em contrapartida,
a maior ocorréncia de interacao de hidrogénio envolvendo os residuos N122 (par 25)

e D125 (par 28) parece favorecer a indugcéo da conformagdao inativa dessa enzima.



Figura 28. Porcentagem de ocorréncia de ligacdes de hidrogénio pelos pares correspondentes durante
o tempo total de simulagé&o (200 ns). As barras vermelhas representam os valores referentes ao sistema
Rab10_GDP, enquanto as barras azuis representam o sistema Rab10_GTP. A descri¢do dos pares de
aminoacidos apresentados no grafico (nimero de 1 a 32 na abscissa) se encontram abaixo da figura,
onde os residuos de aminoacidos estéo abreviados por codigos de uma Unica letra e as letras/nameros
que precedem a abreviacdo dos residuos correspondem aos tipos de atomos e seus posicionamentos,
respectivamente. Os motivos PMs da sequéncia primaria da Rab10 estéo representados conforme as
cores indicadas na legenda da imagem.
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Fonte. O autor (2022).

Ao analisar o percentual de ocorréncias das ligagdes de hidrogénio envolvidas
na interacdo da Rab10 com os produtos naturais, observou-se que nenhum composto
formou ligagbes de hidrogénio com os motivos PMs (figura 29). Entretanto, embora
em menor intensidade, todos os produtos naturais testados mostraram ocorréncia de
ligacbes de hidrogénio com residuos proximos ao motivo PM2. Além disso,
ZINC4000106 interagiu com um residuo vizinho do motivo PM1. Por exemplo, esse
ligante formou ligacfes de hidrogénio com os residuos C24 (proximo a PM1), T36 e
T37 (ambos proximos a PM2). No entanto, o percentual de ocupacdo destas
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interacOes de hidrogénio néo foi significativo, mostrando valores inferiores a 2% (par
1 a 3). Isto indica que a formacdo de ligacdes de hidrogénio na interacdo de
ZINC4000106 com esses residuos pode ser esporadica. O composto ZINC0630250
foi 0 que mostrou maior quantidade de pares que participam de ligacdes de hidrogénio
e maiores valores de ocorréncia. O par 9 (referente a N122) mostrou um pico que
representa 36,5% de ocorréncia de ligacdes de hidrogénio, seguido pelo par 11
(referente a K154) com 15,5%. J& o composto ZINC4090657 foi capaz de formar dois
pares de ligacdes de hidrogénio envolvendo os residuos 139 (par 4) e N122 (par 8),
onde o par 8 foi responsavel pela maior ocorréncia de interacdes (de 15%). Pela
analise desses resultados, o grupo cumarinico de ZINC0630250 e ZINC4000106,
assim como o0 grupo quinolizidinico de ZINC4090657, sao relativamente mais
propensos a formacédo de ligacbes de hidrogénio com o motivo G2 da Rabl0.
Ademais, o grupo derivado de cumarina de ZINC0630250 também mostra propensao
para a formacdo dessas interacdes com o motivo G3.

Dentre os trés produtos naturais analisados, apenas ZINC0630250 participa de
interagc6es de hidrogénio envolvendo o residuo S40, um residuo que aparentemente
pode induzir a conformacdo ativa da Rabl0 pelas observacbes do sistema
Rabl0_GTP (figura 28). Entretanto, esta interacdo € esporadica ao longo da
simulacéo, possuindo ocorréncia de ligacdes de hidrogénio inferiores a 10% (par 5 e
6) e provavelmente esta associada ao processo de reorientacdo desse ligante no sitio
da enzima (figura 24). Por outro lado, os trés compostos analisados mostraram maior
ocorréncia de ligacao de hidrogénio com o residuo N122 (par 7 a 9), um residuo que
pode ser importante na indugcéo da conformacéo inativa da Rab10 pelas observaces
do sistema Rab10_GDP.
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Figura 29. Porcentagem de ocorréncia de ligacdes de hidrogénio pelos pares correspondentes durante
o tempo total de simulacdo (200 ns). As barras verdes representam os valores referentes ao sistema
Rab10_ ZINC4090657, enquanto as barras azuis turquesa e laranja representam os sistemas Rab10_
ZINC0630250 e Rabl0_ZINC4000106, respectivamente. A descricdo dos pares de aminoacidos
apresentados no grafico (nimero de 1 a 11 na abscissa) se encontram abaixo da figura, onde os
residuos de aminoacidos estdo abreviados por codigos de uma Unica letra e as letras/nimeros que
precedem a abreviacdo dos residuos correspondem aos tipos de atomos e seus posicionamentos,
respectivamente. Os motivos Gs da sequéncia primaria da Rab10 estdo representados conforme as
cores indicadas na legenda da imagem.
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Fonte. O autor (2022).

Para verificar se a Rab10 foi estabilizada no decorrer das simulagdes, calculou-
se 0 RMSD de cada complexo resultante visando o seu dominio G. Em relacdo aos
sistemas controles, observou-se diferencas sutis nas trajetérias (figura 30a). As
trajetdrias indicaram que ambos o0s sistemas alcancaram estabilidade a partir dos 40
ns de simulacdo, onde o RMSD do backbone dos sistemas Rabl0_GDP e
Rab10_GTP estabilizou-se proximo a 0,30 nm e 0,25 nm, respectivamente. Por meio
da analise das trajetorias foi possivel observar que o complexo Rab10_GTP possui
movimentos mais restritos, pois esse complexo mostrou predominantemente picos

mais baixos que Rabl0 _GDP. Vale ressaltar que ndo era esperado encontrar
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diferencas perceptiveis entre o sistema ativo e inativo por meio do calculo do RMSD
do dominio G. Tal analise foi feita exclusivamente para verificar a estabilidade de
ambos os sistemas.

Ao analisar os valores de RMSD computados para os produtos naturais,
observou-se que as trajetdrias obtidas para cada sistema séo relativamente menos
estaveis que as trajetorias dos controles (figura 30b). A trajetéria do sistema
Rab10_ZINC4090657 mostrou um comportamento crescente até os primeiros 150 ns
e, depois disso, um comportamento decrescente. Em relacdo aos outros sistemas,
observou-se saltos nos valores de RMSD em momentos de cada trajetoria. Isto ocorre
em um tempo aproximado de 130 ns para Rabl0_ZINC0630250 e 160 ns para
Rab10_ZINC4000106. A partir destes tempos, as trajetorias tendem a estabilizarem-
se. A trajetoria do sistema Rab10_ZINC4090657 mostrou picos mais acentuados,

apresentando comportamentos similares aos observados em Rab10_ GDP.

Figura 30. RMSD do backbone do dominio G da Rab10. (a) trajetérias do dominio G dos sistemas
controles; (b) trajetérias do dominio G dos sistemas formados por produtos naturais. Os compostos

analisados estéo representados pelas cores indicadas na legenda da imagem.

RMSD do dominio G RMSD do dominio G
Nucleotideos

(b) Produtos naturais

RMSD (nm)
RMSD (nm)

0 50 100 150 200 0 50 100 150 200
Tempo (ns) Tempo (ns)

BGDP BGTP OZINC4090657 BZINC630250 [ZINC4000106
Fonte. O autor (2022).

A analise local do RMSD foi necessaria para estudar a flexibilidade inerente
das regides switchs. A regido interswitch foi escolhida como controle porque possui
menor mobilidade que switchl e switch2, independentemente do estado ativo e inativo
da enzima (PYLYPENKO; HAMMICH; HOUDUSSE, 2018). A figura 31 mostra o

RMSD local dessas regifes, onde é possivel visualizar diferencas no backbone
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guando a Rab10 esta vinculada a GDP e GTP. Nesses resultados, 0 RMSD de switchl
mostrou diferencas perceptiveis quando a Rab10 estava associada a GDP e GTP,
pois a flexibilidade dessa regido € cerca de duas vezes maior que o sistema
Rabl10_GTP (figura 31a). Isso pode ser explicado porque a porcéo fosfato de GDP
contém somente a e B-fosfato, fazendo com que switchl sofra maior flexibilidade
conformacional devido a existéncia de menores interacdes intermoleculares
envolvendo os motivos PM2 e PM3. Por outro lado, a presenca de y-fosfato em GTP
proporciona menor flexibilidade em switchl devido a presenca de maiores interagdes
estabilizadoras com esses motivos. Ademais, a trajetéria do sistema Rabl0 GTP
mostrou um aumento nos valores de RMSD entre o intervalo de 100 a 130 ns, onde 0
RMSD estabilizou-se proximo a 0,36 nm a partir dos 130 ns. Esse fato representa um
aumento na flexibilidade de switchl, a qual estabiliza-se novamente até o final da
simulacdo. Entretanto, a flexibilidade encontrada em switchl para Rabl10 _GDP é
maior do que Rab10_GTP.

Conforme esperado, a regido interswitch mostrou valores de RMSD similares,
onde Rabl0 GTP e Rabl0 GDP estabilizaram-se em 0,27 e 0,33 nm,
respectivamente (figura 31b). Entretanto, a regido switch2 ndo mostrou diferencas de
RMSD perceptiveis (figura 31c). Tal resultado pode estar associado a presenca de
uma a-hélice que é formada pelo segmento de F71-A82, o que pode gerar movimentos
mais restritivos com a variacdo do tempo, pois cada volta sucessiva da a-hélice é
mantida por voltas adjacentes por trés ou quatro ligacdes de hidrogénio, o que confere
uma significativa estabilidade em relacdo a outras estruturas secundarias da enzima
(MAKHATADZE, 2005).

Em relacdo aos sistemas da Rabl0 associados aos produtos naturais, 0S
valores de RMSD computados para as regides switchs sugerem que ZINC4090657
possui o0 potencial de aumentar a flexibilidade da regido switchl, pois o
comportamento da trajetéria do sistema Rabl0_ZINC4090657 assemelhou-se a de
Rabl10_GDP (figura 31d). No entanto, a flexibilidade da regido switchl é mais sutil
quando a Rabl10 interage com ZINC0630250 e ZINC4000106, obtendo resultados
similares ao sistema Rab10_GTP. J4 em relacdo as regides interswitch e switch2, as
trajetdrias ndo mostraram diferencas perceptiveis em relagdo aos sistemas controles
(figuras 31e e 31f).
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Figura 31. RMSD do backbone das regides switchs.da Rabl0. (a) trajetérias de switchl para os
sistemas controles (b) trajetérias de interswitch para os sistemas controles; (c) trajetérias de switch2
para os sistemas controles (d) trajetérias de switchl para os sistemas formados por produtos naturais;
(e) trajetorias de interswitch para os sistemas formados por produtos naturais (f) trajetérias de switch2
para os sistemas formados por produtos naturais. Os compostos analisados estdo representados pelas

cores indicadas na legenda da imagem.
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Fonte. O autor (2022).

A fim de verificar quais residuos de aminoécidos contribuem nas flutuagdes
durante as simulacdes, analisou-se o RMSF de toda a extenséo da enzima. Sabe-se
que o valor do RMSF é diretamente proporcional a mobilidade dos residuos de
aminoécidos da proteina, ou seja, baixos valores de RMSF indicam baixa mobilidade
devido aos movimentos limitados durante a simulacdo e vice-versa (JUNAID et al.,
2014). A figura 32 representa o RMSF dos residuos de aminoacidos da Rab10, onde
€ possivel analisar as regibes onde ocorrem maiores flutuagbes. O segmento C-
terminal é a regido onde ocorrem as maiores flutuagcbes em todos os sistemas. Os
residuos M1, A2, K3, K4, T5, Y6 e D7 mostraram valores de RMSF superiores a 0,2
nm, onde M1 possui 0s picos mais altos e D7 os mais baixos. Em relacdo ao N-
terminal, os residuos K173, T174 e P175 mostraram valores de RMSF superiores a

0,15 nm, onde K173 apresenta os picos mais baixos e P175 os mais altos. Entretanto,
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a flexibilidade inerente das regides terminais nao afeta os resultados do RMSD global,
visto que tal analise foi feita considerando somente o dominio G da enzima.

Além disso, por meio da andlise do RMSF também foi possivel observar que os
residuos de amino&cidos da regido switchl mostraram maiores flutua¢cdes quando a
Rabl0 estava interagindo com GDP e menores flutuagbes quando essa enzima
interagia com GTP (figura 32a). O residuo 142 é responsavel pelo maior pico (0,35 nm)
nas trajetérias do sistema Rab10_GDP. Em relacdo a regido switch2, os valores de
RMSF refletiram maiores flutuac6es quando a Rab10 est& associada a GTP, onde o
residuo R70 é responsavel pelo maior pico (0,46 nm). Sendo assim, as flutuacdes
observadas em switch2 ndo representaram o comportamento biolégico da Rab10 visto
que esperava-se que switch2 apresentasse maior flexibilidade no sistema
Rab10_GDP. Além disso, as trajetérias do complexo Rab10_GDP também mostraram
picos acentuados em uma regido de loop que conecta duas a-hélices, a qual é
composta por residuos de aminoacidos nas posicées 125-130. Tal loop fica préximo
ao motivo G2 da Rab10 (localizado nas posi¢Bes 121-124), o qual é responséavel pela
interacdo com a base guanina dos nucleotideos GDP e GTP. Entretanto, ainda néo
existem evidéncias experimentais que a flexibilidade acentuada desse loop é
resultado de alteracdes conformacionais no processo ativacéo e inativacdo da Rab10.

Os valores de RMSF obtidos para os sistemas associados aos produtos
naturais mostraram que ZINC4090657 possui 0 potencial de deixar a regido switchl
mais flexivel (figura 32b). Aqui, os residuos nas posi¢des 31-43 da sequéncia primaria
da Rab10 mostraram valores de RMSF superiores a 0,4 nm, onde o residuo 142 é
responsavel pelo maior pico (0,63 nm). Esse mesmo comportamento também foi
observado nos RMSFs computados para Rab10_GDP, sugerindo que ZINC4090657
pode manter-se acoplado no alvo bioldgico e, inclusive, contribuir com a inducéo da
forma inativa da enzima. Por outro lado, a regido switchl mostrou menores valores de
RMSF quando os ligantes ZINC0630250 e ZINC4000106 estavam associados ao alvo,
assemelhando aos valores encontrados no sistema Rab10_GTP. Vale ressaltar, que
ZINC0630250 e ZINC4000106 reposicionaram-se de forma mais lenta na cavidade
proteica da Rabl0 (figura 24-25). O processo de reorientacdo desses ligantes

provavelmente deixou a regido switchl com movimentos mais restritivos.
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Figura 32. RMSF dos residuos de aminoacidos da Rab10. A regido switchl (destacada pelo retadngulo
lilds) é definida pelas posi¢des 31-43, enquanto switch2 (destacada pelo retangulo amarelo), pelas

posicdes 66-82. Os compostos analisados estéo representados pelas cores indicadas na legenda da

imagem.
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Fonte. O autor (2022).

A flexibilidade do dominio G da Rabl10 associado aos diferentes ligantes foi
analisada por meio dos valores do B-factor, como mostrado na figura 33. Em geral, a
regido switch2 formada pelos residuos A66-A82 ndo mostrou diferencas perceptiveis
em relacdo a flexibilidade. Entretanto, a regido switchl mostrou uma flexibilidade
acentuada no sistema Rab10_GDP (forma inativa). De acordo com DAHANAYAKE e
METCHELL-KOCH (2018), a flexibilidade de um loop esta correlacionada com a
mobilidade relativa do solvente. Como switchl é uma regido de loop exposta ao
solvente, quando a Rab10 esta associada a GDP, tal regido é mais suscetivel aos
movimentos brownianos do que switch2. Além disso, a regido formada pelo segmento
M126-R130 também apresentou uma alta flexibilidade no sistema Rabl10_GDP,
enguanto é relativamente mais rigida no sistema Rab10_GTP.

Quanto aos valores de B-factor obtidos para os produtos naturais, observou-
se que aregido switchl do sistema Rab10_ZINC4090657 é relativamente mais flexivel
guando comparada aos outros sistemas, assemelhando-se ao padréo observado em
Rab10_GDP. Ja em relacdo a switch2, notou-se uma maior flexibilidade nos sistemas
Rab10 ZINC0630250 e Rabl0 ZINC4000106; entretanto, esse comportamento

também foi observado nos sistemas controles. O sistema Rab10_ ZINC0630250
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também mostrou alta mobilidade na regido formada pelo loop M126-R130, assim

como observado em Rab10_ GDP.

Figura 33. Representacgao colorida dos valores do B-factor do dominio G da Rab10. As areas (dadas

em A?) mais flexiveis s&o coloridas em vermelho, enquanto as areas mais rigidas, em azul.
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Fonte. O autor (2022).

Com o intuito de verificar se as mudancas na flexibilidade conformacional da
Rab10 induzem alteragBes nas estruturas secundarias da Rabl0, analisou-se o
DSSP. Isso foi feito porque as proteinas ndo possuem estruturas rigidas em solucéo
e, consequentemente, algumas flutuagbes podem induzir mudancas em suas
estruturas secundarias (ANDERSEN et al., 2002). A figura 34 ilustra as variacdes
estruturais dos residuos de aminoacidos da Rab10 em relac&o a evolucao temporal.
Como é possivel visualizar na figura, ndo ha mudancas significativas na estrutura

secundaria da Rab10 quando associada a GDP e GTP. A figura mostra que houve
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ligeiras transicdes para estruturas desdobradas, como voltas e curvas e, as vezes, a
formacéo de 3-hélice, que é uma variacdo da a-hélice que é formada pela repeticéo
de trés residuos de aminoacidos por turno. Desse modo, as mudancas na flexibilidade
conformacional aparentam nédo induzir variagdes na estrutura secundéria da Rab10
no processo de ativacdo e inativacdo. Segundo PYLYPENKO, HAMMICH e
HOUDUSSE A (2018), quando essa enzima esta vinculada a GDP, ela demonstra um
alto nivel de flexibilidade e de desordem nas suas regibes switchl e switch2,
permitindo-lhe explorar uma ampla gama de conformacgdes. Nesse sentido, esperava-
se gue a regido switch2 do sistema Rab10_ GDP (a qual é formada majoritariamente
por a-hélice) desestabilizasse formando regiées desdobradas no segmento A66-A82.
No entanto, essa ténue desestabilizacdo ocorreu nos dois sistemas analisados.

Nos sistemas da Rab10 associada aos produtos naturais, observou-se que a
desestabilizacdo da estrutura secundaria da regido switch2 é relativamente maior que
as observadas nos sistemas controles. Por exemplo, nos sistemas
Rab10_ZINC0630250 e Rab10_ ZINC4000106 a a-hélice da regido switch2 possui
transicbes mais acentuadas, formando estruturas desdobradas em maior intensidade.
O mesmo comportamento foi observado em Rab10_ ZINC4090657, embora em menor
intensidade que o0s outros sistemas de produtos naturais. Em relacdo a regido
switchl, a analise do DSSP mostrou que, em todos os sistemas analisados, a

estrutura secundaria é preservada ao longo do tempo de simulagéo.
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Figura 34. llustracdo grafica do DSSP da Rab10 complexada aos controles e produtos naturais. A
regido switchl é definida pelas posi¢des 31-43, enquanto switch2 pelas posi¢cdes 66-82. As estruturas

secundarias estéo representadas conforme as cores indicadas na legenda da imagem.
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Fonte. O autor (2022).
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As trajetérias de Ry do dominio G da Rabl1l0 sdo mostradas na figura 37. A
analise das trajetorias mostrou que os sistemas controles entraram em equilibrio
conformacional (figura 35a). Do mesmo modo, as trajetdrias obtidas para os sistemas
formados por produtos naturais também indicaram equilibrio conformacional, visto que

os valores de Rg séo constantes (figura 35b).

Figura 35. Ry do dominio G da Rab10 associada aos controles e produtos naturais. Os compostos

analisados estéo representados pelas cores indicadas na legenda da imagem.
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Fonte. O autor (2022).

Ao analisar os resultados de Rq das regifes switchs, observou-se que switchl
possui dobras mais desordenadas quando a Rab10 estava associada ao nucleotideo
GDP (figura 36a). Como dito anteriormente, valores constantes de Rg indicam
estruturas dobradas de modo estavel. Isto sugere que a regido switchl possui dobras
mais conservadas quando Rab10 interage com GTP. Além disso, os valores obtidos
para o sistema Rab10_ GDP sugerem que a regido switchl compacta e descompacta
ao longo da simulagéo. Embora isto ocorra de forma sutil, tal resultado demonstra a
flexibilidade inerente dessa regido. A andlise do Ry de interswitch mostrou que as
dobras séo estaveis para os dois sistemas estudados, conforme o esperado (figura
36h). J& em switch2, ambos os sistemas mostraram desordem nos movimentos das
dobras (figura 36c¢), isso pode ser explicado devido a uma ténue desestabilizacédo
localizada no turno composto pelos residuos F71-T73 (da a-hélice) de switch2, a qual
pode transigir para estruturas desdobradas (figura 34).
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Em relacdo aos resultados obtidos para os sistemas formados por produtos
naturais, observou-se que quando a Rab10 estava interagindo com ZINC0630250 e
ZINC4000106, a regido switchl possui valores de Rg relativamente mais constantes,
enquanto ZINC4090657 tende a desestabilizar em maior intensidade essa regiéo,
mostrando o potencial de torna-la mais flexivel e desordenada (figura 36d). Quanto as
regides interswitch e switch2, os valores obtidos para Rg sdo semelhantes aos

controles (figura 36e-f).

Figura 36. Rq do backbone das regides switchs.da Rab10. (a) trajetdrias de switchl para os sistemas
controles (b) trajetdrias de interswitch para os sistemas controles; (c) trajetérias de switch2 para os
sistemas controles (d) trajetérias de switchl para os sistemas formados por produtos naturais; (e)
trajetorias de interswitch para os sistemas formados por produtos naturais (f) trajetérias de switch2 para
os sistemas formados por produtos naturais. Os compostos analisados estdo representados pelas

cores indicadas na legenda da imagem.
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Fonte. O autor (2022).

A figura 37 mostra a SASA do dominio G da Rab10 ao interagir com diferentes
ligantes. O sistema Rabl0_GDP possui predominantemente picos maiores que
Rab10_GTP no decorrer da simulacdo (figura 37a). O ligeiro aumento da SASA do

sistema Rab10_GDP pode ser explicado pela maior flexibilidade de switchl e do loop
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composto por residuos nas posicdes 125-130. Ao analisar os sistemas associados
aos produtos naturais, observou-se que Rabl0 ZINC4090657 possui SASA
relativamente maior que 0s outros sistemas estudados (figura 37b). Dentre os
compostos testados, ZINC4090657 é o que possui uma maior capacidade de
aumentar a flexibilidade de switchl e, consequentemente, deixar tal regido mais
exposta ao solvente. Esse comportamento assemelha-se aos dados obtidos para
Rabl0_GDP. Por outro lado, o0s sistemas Rabl0_ZINC0630250 e
Rabl10_ZINC4000106 mostraram um comportamento de SASA semelhante aos
dados obtidos para Rab10 GTP.

Figura 37. SASA do dominio G da Rab10 em intera¢éo com: (a) nucleotideos GDP e GTP; (b) produtos

naturais. Os compostos analisados estédo representados pelas cores indicadas na legenda da imagem.

@) SASA do dominio G SASA do dominio G
Nucleotideos Produtos naturais

120 T 120

-
=
o
[
[
o

sasa (hm?)
[EnY
o
o
sasa (hm?)
[EEY
o
o

Yo
o
Yo
o

0 50 100 150 200 0 50 100 150 200
Tempo (ns) Tempo (ns)

BGDP BGTP [ZINC4090657 BZINC630250 [OZINC4000106
Fonte. O autor (2022).

Por meio da andlise MM/PBSA foi possivel obter a predicdo da energia de
ligacdo para os nucleotideos controles e os trés produtos naturais analisados. Os
valores da energia de ligacao estdo resumidos na tabela 4, onde é possivel visualizar
gue os compostos ZINC4090657 e ZINC4000106 mostraram maior afinidade para a
Rab10 (-99,55 + 11,58 Kj.mol! e -104,82 + 11,61 Kj.mol?, respectivamente) em
comparagdo com GDP (-80,28 + 15,32 Kj.mol?'). Além disso, tais compostos
apresentam valores de energia de ligacdo préximo a GTP (-118,57 + 16,63 Kj.mol ).
Ja o composto ZINC0630250 mostrou uma energia de ligacdo proxima a GDP (-
61,493 + 13,02 Kj.mol?). A decomposicéo de energia residual do MM/PBSA mostrou

que as interacdes de vdWs s&o o0s principais componentes para estabilizar os
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compostos testados no sitio ativo da Rabl0, visto que contribuiram em maior

intensidade na interacéo proteina-ligante.

Tabela 4. Decomposicdo residual e energia de ligacdo (dada em Kj.mol?') na interacédo

proteina-ligante.

LIG AEvdW AEelec Energia polar de solvatagdo  Energia SASA  Energia de ligagéo
ZINC4090657 -152,41+7,91 -35,41+7,22 101,33 £ 12,58 -13,06 £ 0,82 -99,55 + 11,58
ZINC4000106 -153,19 + 11,38 -8,92 + 6,70 73,577 £ 13,51 -16,30 + 1,00 -104,82 + 11,61
ZINC0630250 -164,15 + 10,16 -53,37 £ 9,25 173,15 £ 16,31 -17,13+0,76 -61,49 + 13,02

GDP -146,13 £ 18,27  -910,70 + 11,95 994,16 + 15,77 -17,62 + 0,76 -80,28 + 15,32

GTP -172,24 £ 20,73  -1150,56 * 13,80 1223,87 + 16,85 -20,20 + 0,66 -118,57 + 16,63

Em resumo, as analises de RMSD, RMSF, B-factor, ocorréncia de ligagbes de
hidrogénio, Rg e SASA sugerem que o composto ZINC4090657 possui maior
potencial para inativar a Rab10. Quando ele interage com o alvo, a regido switchl
apresenta movimentos caracteristicos aos observados nos sistemas Rab10 GDP.
Porém, a inativacdo do alvo bioldgico pelos ligantes ZINC0630250 e ZINC4000106
nao pode ser descartada, visto que assumem uma nova conformacao no sitio ativo da
Rabl0 durante o decorrer das simulacdes (figura 24 e 25). Tanto ZINC4090657
quanto ZINC4000106 néo participam de ligacdes de hidrogénio envolvendo S18, S40
e T41, residuos que aparentam exercer um papel na inducéo da forma ativa da Rab10.
Em relacéo ao ligante ZINC0630250, a interacdo de hidrogénio com S40 ocorre em
baixa intensidade pois mostrou valores de ocorréncia abaixo de 10% (figura 29). Além
disso, nao foi observada a presenca de ligacbes de hidrogénio com os motivos PMs,
sugerindo que o acoplamento destes ligantes no sitio ativo € mantido principalmente
por forgas de vdW'’s.

As poses dos produtos naturais obtidas no docking molecular ndo foram
preservadas nas simulacdes de DM. Esses compostos mostraram variaces em suas
conformacdes, onde assumiram novas poses ao longo do tempo (sendo
ZINC4090657 o composto mais estavel). Entretanto, todos os 3 compostos
permaneceram no bolséo de ligacdo de GDP, formado pelos residuos de aminoacidos
G21, K22, T23, C24, F34, D125 e K154. A figura 38 mostra as poses obtidas no ultimo
frame das simulacdes (t = 200 ns) para cada produto natural acoplado no sitio ativo

da Rab10.
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Figura 38. Poses finais da simulagdo com a superficie da Rab10. As interagdes intermoleculares e as

propriedades dos residuos de aminoacidos estédo representadas conforme a legenda da imagem.
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Sob a hipotese que produtos naturais podem inibir a proteina Rabl0, este
estudo investigou potenciais substancias bioativas (provenientes de produtos
naturais) contra o alvo Rab10 com o objetivo de propor possiveis candidatos com agéo
terapéutica na luta contra a DA. Em conclusdo, os resultados sugerem que o
composto ZINC4090657 (derivado de quinolizidina) e os compostos ZINC4000106 e
ZINC0630250 (derivados de cumarina) possuem caracteristicas farmacologicas
favoraveis para a inibicdo da Rab10, sendo ZINC4090657 o mais promissor. Tais
compostos apresentaram aptidao farmacodindmica com o sitio de ligacdo de GDP,
um nucleotideo que induz a conformacao inativa da Rab10. Quanto a farmacocinética,
0s resultados sugerem que eles podem ser administrados por dosagem oral.
Entretanto, estudos clinicos devem ser feitos para avaliar se esses compostos
possuem bons perfis de biodisponibilidade e se estdo sujeitos a interacdes
medicamentosas indesejaveis. Contudo, esses compostos possuem o potencial de
exercer atividade terapéutica contra a DA, podendo ser usados em estudos adicionais

no processo de descoberta e desenvolvimento de novos medicamentos.
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ANEXO A. Resultados do redocking do nucleotideo GNP pelo Autodock Vina.
3 ] Semente de Menor score
Redocking Exhaustiveness i e e (Kcal.mol) RMSD (A)
12 etapa 10 1430574698 -11,9 0,60
22 etapa 20 -1714195298 -11,9 0,60
32 etapa 70 890168717 -11,9 0,59

ANEXO B. Andlise quantitativa das poses provenientes do Autodock Vina.

Lig  Semente de Etapa  SCOr Ligagdes Pontes Empilamento  Pi- Interagdes de vdW's
randomizacao (Kcalmol®)  deH  salinas Pi Cation Boas Ruins Péssimas
GDP -1953720916 1 -10,6 6 3 2 0 392 11 0
GDP -1829553834 2 -10,6 6 3 2 0 392 12 0
GDP -1686368472 3 -10,6 6 3 2 0 391 12 0
GTP 646741952 1 -11,5 8 3 2 0 451 21 0
GTP  -996027743 2 -11,5 8 3 2 0 451 20 0
GTP  -585806152 3 -11,5 9 3 2 0 451 19 0
* Os compostos em negrito representam as poses escolhidas para analise de DM.
ANEXO C. Scores dos complexos resultantes pelo Autodock Vina.
Semente de 12 Semente de 22 Semente de 32
N° ZINC ID
randomizagdo etapa randomizagdo etapa randomizagdo etapa
1 ZINC000096221711 1133430599 -12.4 -1729818574 -12.4 1704422232 -12,4
2 ZINC000217739254 1741241078 -11,9 -1696643200 -11,9 -319088852 -11,9
3 ZINC000253415056 -1804999318 -11,9 405517720 -12,0 -1216295482  -11,9
4 ZINCO000000519085 658002271 -11,8  -482175600 -11,8 35555048 -11,8
5 ZINC000253623637 -1925455588 -11,8 356195330 -11,8 -1329102940 -11,8
6 ZINC000096221187 1295582353 -11,7 1355049414 -11,7 -1885942418  -11,7
7 ZINC000000138791 1083282128 -11,4 2016504256 -11,4 2106550081 -11,4
8 ZINC000000238468 -1796112768 -11,4 692707618 -11,4 1888162776 -11,4
9 ZINC000217743874 1111993345 -11,4 -1584418923 -11,4 1620663187 -11,4
10 ZINC000217827813 -246484504 -11,5 1907578010 -11,4  -1343772174 -11,4
11 ZINC000253403161 -1312642368 -11,4 448131975 -11,4 2138657550 -11,4
12 ZINC000252485574 -412619792 -11,4 -1009246146  -11,3 -2001554224 -11,4
13 ZINC000253406567 -2111320516 -11,4 -33510992 -11,4 -1019615216 -11,4
14 ZINC000409415519 171490816 -11,4 34861489 -11,4 993261036 -11,4
15 ZINC000011867457 -27093143 -11,3  -720490010 -11,3 1697388872 -11,3
16 ZINC000217904353 647096608 -11,3 -878228064 -11,3 -1848805552 -11,3
17 ZINC000004000106 2100656970 -11,2 460868032 -11,2  -1816207551  -11,2
18 ZINC000002123626 849247072 -11,2  -845072094 -11,2 331013328 -11,2
19 ZINC000217901212 783830103 -11,2  -128864102 -11,2 -1358627382 -11,2
20 ZINC000217758207 -737774406 -11,2  -2050239150 -11,2 -47279004 -11,2
21 ZINC000217613187 1037195308 -11,2 -106889856 -11,3  -640992248 -11,2
22 ZINC000253413297 -290028054 -11,2 1817652146 -11,2 1151166010 -11,2



23
24
25
26
27
28
39
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48

ZINC000000630267
ZINC000000519122
ZINC000000630250
ZINC000002101104
ZINC000002117748
ZINC000004090657
ZINC000011867465
ZINC000020714451
ZINC000217824009
ZINC000217905233
ZINC000096220848
ZINC000253623949
ZINC000001504468
ZINC000006345037
ZINC000020412587
ZINC000055393785
ZINC000035446879
ZINC000238899386
ZINC000217718807
ZINC000100245022
ZINC000217728714
ZINC000409415362
ZINC000409415542
GDP

GNP

GTP

1313229504 -11,1 -580028696 -11,1 336100338
485802206 -11,1  -1179312950 -11,1 -380002747
-1213504426 -11,1 -286604395 -11,3  -283490051
-2011309177 -11,1 2016123530 -11,1  -1848239574
-1041841224 -11,1 -1554128076 -11,1 -1971345264
943034012 -11,1 8289204 -11,1 1449487360
326689918 -11,2 1074678150 -11,1  -1412283128
751934182 -11,1 -281382760 -11,0 1036131312
64715689 -11,1  -967551054 -11,1 1028229296
-1466652096  -11,1 -883297756 -11,1 124601622
424766014 -11,1  -1391709366 -11,1 -48874458
1346186869 -11,1 1921353711 -11,1 1780556803
421202308 -11,4 -2126280700 -11,0 -2049859173
142436643 -11,0 2071541025 -11,0 825093356
489311144 -11,1 142644816 -11,0 -212981873
1428983750 -11,0 -1300637750 -11,0 -1549646747
-10865785 -10,9 -127429503 -10,8 1411607523
-285181574 -11,0 -1266951192 -11,0 2032256964
762518384 -11,0 -1619930368 -11,0 -919067356
-528247173 -11,0 461407078 -11,0 -1935040382
-1913824204 -11,0 1321796966 -11,0 -97752104
-1435433245 -11,0 1036964043 -11,0 -1828058112
270511097 -11,0 19035141 -11,0 1593906464
-1953720916  -10,6 -1829553834 -10,6 -1686368472
1430574698 -11,9 -800576960 -11,9 890168717
646741952 -11,5 -996027743 -11,5 -58586152
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-111
-11,1
-11,3
-11,1
-111
-11,1
-111
-11,1
-111
-11,1
-111
-11,1
-11,0
-11,0
-11,0
-11,0
-11,0
-11,0
-11,0
-11,0
-11,0
-11,0
-11,0
-10,6
-11,8
-11,5

ANEXO D. Caracteristicas gerais dos produtos naturais testados por SwissADME.

Formula . Massa

N° ZINC ID molecular Canonical SMILES molecular
(g/mol)

LTI onanacy ORI, 5
I comor COUSTRCONPUIIT
3 égﬁ?gggé C23H16N403 Oclccc2c(c1zg;ic02)r(1:c)iﬁ$1c21é1cc3cccc03n 396,40
o NS00 pugos  O-CICCBMIORUERIRIE gy
5 ég\é(zigggg C22H14N403 Oc1cchc(c1)at]:iffggigﬁélglcc%ccccS[n 382.37
6 glfsl\;(zii)ggg C21H12N403 OC1cchc(c1%_'()]%11(::2(;1)(232[g|(_|<:]%](:21c03000003[n 368,34
7 élol\i(?fg(?)gi) C21H1404 O:c1ochccSc(c2<(::<éi<(::éccc2c(c1)OCC02) 330.33
8 gg\ggggg C21H1404 O=c1cc(oc2clccc(1:(é:28c£ccl)clcchc(cl)O 330,33
o INHO comor COUSHIYNEIHIITT s
lo NSO coponsos  COCMSICOREBIIIMIN 50056
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12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

ZINC0002
53403161
ZINC0002
52485574
ZINC0002
53406567
ZINC0004
09415519
ZINCO0000
11867457
ZINCO0002
17904353
ZINC0000
04000106
ZINC0000
02123626
ZINC0002
17901212
ZINCO0002
17758207
ZINCO0002
17613187
ZINCO0002
53413297
ZINC0000
00630267
ZINC0000
00519122
ZINC0000
00630250
ZINCO0000
02101104
ZINCO0000
02117748
ZINCO0000
04090657
ZINC0000
11867465
ZINC0000
20714451
ZINC0002
17824009
ZINCO0002
17905233
ZINCO0000
96220848
ZINCO0002
53623949
ZINC0000
01504468
ZINC0000
06345037
ZINCO0000
20412587
ZINCO0000
55393785
ZINCO0000
35446879
ZINC0002
38899386

C22H15N303

C22H14N402

C21H15N305

C22H14N404

C22H1806

C21H13N303

C20H18FNO3

C20H17NOS

C21H15N305

C20H13N304

C20H13N305

C20H13N304

C20H17CIO6

C20H1204

C22H1406

C21H1606

C19H15NO5

C21H17NO5

C23H1806

C16H13N306S

C21H11IN304

C21H13N304

C19H11IN304

C23H16N403

C20H1806

C24H13NO5

C21H1406

C22H20NO5

C21H22N303S

C21H25N0O6

Oclccc2ce(cl)oclc2nc2c¢(c1C1=Cc3c(OC
1)ccee3)enn2C
Oclccc2c(cl)oclc2ne2c(clcleec3ce(cl)ce
cn3)cnn2C
COclcc(cc2c10CO2)clc2enn(c2nec2cloc
1c2ccc(cl)O)C
Oclcc(O)c2c(cl)oclec2ne2c(clclec3ccce
c3[nH]c1=0)cnn2C
O=Ci1C[C@@H](Oc2c1c(C)cclc2e(C)e(c(
=0)01)C)clccc2c(cl)OCO2
Oclccc2ce(cl)oclc2nc2ce(c1C1=Cc3c(OC
1)ccece3)c[nH]n2
Fclce(cecclC)N1COc2¢(Cl)cloc(=0)c(c(c
lcc2)C)C
Cclc(=0)oc2c(c1C)ccclc2CN(CO1)clcce
2¢(c1)0CO02
COclcc(cc2c10CCO2)clc2c[nH]nc2nc2c
loclc2ccc(cl)O
Oclccc2ce(cl)oclc2nc2c(clclecc3c(cl)O
CCO3)c[nH]n2
COclcc(cc2c10C02)clc2c[nH]nc2nc2cl
oclc2cce(cl)O
Oclccc2ce(cl)oclc2nc2ce(clclecc3c(cl)O
CO3)cnn2C
COC(=0)cloc(c(cl)COclcc2oc(=0)c3c(c
2ccl1Cl)CCC3)C
O=cloc2ccc3c(c2cclclecc2c(cl)OCO2)c
ccc3
0O=C(clccc2c(cl)OCO02)COclccc2e(cl)o
c(=0)clc2ccecl
O=C(clccc2e(c1)OCO02)COclccc2e(cl)o
c(=0)clcz2CCC1l
O=clcc(C)c2c(01)c1CN(COclcc2)clcec2
c(c1)0OCO2
O=ClC[C@@H](C=C2N1CCclc2cc2c(cl
)OCO2)clcec2c(cl)OCO2
O=Ci1C[C@@H](Oc2clc(C)cclc2c2CCC
c2c¢(=0)ol)clcecc2c(cl)OCO2
COC(=0)c1lnnscINC(=0)COclccc2ce(cl)
oc(=0)cc2C
Oclccc2c(cl)oclc2ne2c(clclcoc3c(c1=0
)ccee3)c[nH]n2
Oclccc2c(clO)oclc2nc2c(c1C1l=Cc3c(O
C1l)ccce3)c[nH]n2
Oclccc2ce(cl)oclc2nc2c(clclecc3c(cl)O
CO3)c[nH]n2
O=c1[nH]c2cccceec2eclclce2enn(c2nc2cloc
1c2ccc(clC)O)C
OC(=0)clcc2COCOc2c(cl)[C@@H]1CC(
=0)c2c¢c(01)cc(c(c2)C)C
0O=C1c2cccc(c2C(=0)c2clcccc2)NC(=0)
clcoc2c(cl=0)ccec2
OC(=0)clccc(ccl)COclec(O)c2c(cl)ocle
(c2=0)ccccl
O=cloc2c3C[NH+](COc3ccc2c2¢c1CCC2)
Cclccc2c(c1)0COo2
N#Cclcccc(cl)C[NH+]1CC[C@@H](C1)c
1nc2c(ol)cce(c2)S(=0)(=0)CC
O=C([C@@H](Oclccc2c(cl)oc(=0)cc2C)
C)NC[C@@H]1CC[C@H](CC1)C(=0)O

369,37
366,37
389,36
398,37
378,37
355,35
339,36
351,35
389,36
359,33
375,33
359,33
388,80
316,31
374,34
364,35
337,33
363,36
390,39
375,36
369,33
371,35
345,31
396,40
354,35
395,36
362,33
378,40
396,48

387,43
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ZINCO0002

COclcc(cc2c10CO2)clc2c[nHInc2nc2cl
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a5 17718807 CAUAMENEOE oclc2cce(c10)O el e
oINS Ciopizms  OURCICITEECRSoCOIMNIHE g4z
43 il#(ztgggi C20H13N305 OC1CCCZC(ClgC)%:ég§Q[(rﬁ—|C](:210100030((:1) 37533
w INCIOL copnsnaon  Oelee-OZECoclliCIC g
15 INCOO! Couuionsos  OFIGHCONZUOCLeANHIIIcI g6
ANEXO E. Lipofilicidade dos produtos naturais por SwissADME.
NP ZINC ID iLOGP XLOGP3 WLOGP MLOGP S'ESZSF','T COCSS”F?“S
1 ZINC000096221711 2,24 3,55 4,10 3,13 4,24 3,45
2 ZINC000217739254 2,07 3,31 4,08 2,40 4,46 3,26
3 ZINC000253415056 3,11 3,54 4,09 2,86 3,35 3,39
4 ZINCO000000519085 3,13 3,87 3,99 2,49 4,62 3,62
5  ZINC000253623637 2,72 3,36 4,08 2,65 3,88 3,34
6  ZINC000096221187 1,82 3,34 4,07 2,70 4,42 3,27
7  ZINC000000138791 3,29 4,51 4,38 3,12 5,09 4,08
8  ZINC000000238468 3,32 4,15 4,38 2,31 5,09 3,85
9  ZINC000217743874 2,07 3,31 4,08 2,40 4,46 3,26
10  ZINC000217827813 2,29 3,52 4,34 1,59 4,33 3,21
11  ZINCO000253403161 3,23 3,82 4,40 2,81 3,59 3,57
12 ZINC000252485574 2,92 4,20 4,79 2,70 3,75 3,67
13 ZINC000253406567 3,24 3,72 3,98 2,01 3,20 3,23
14 ZINC000409415519 2,65 3,00 3,79 2,13 3,39 2,99
15  ZINC000011867457 3,39 3,36 3,83 2,48 5,36 3,68
16  ZINC000217904353 2,32 3,80 4,39 2,59 4,13 3,44
17  ZINCO00004000106 3,49 4,12 4,10 3,87 5,12 4,14
18  ZINC000002123626 3,38 3,47 2,96 2,79 4,04 3,33
19  ZINC000217901212 2,46 3,60 4,01 1,87 3,95 3,18
20  ZINC000217758207 2,27 3,26 4,00 1,90 3,92 3,07
21  ZINC000217613187 2,32 3,70 3,97 2,06 3,73 3,15
22 ZINC000253413297 3,02 3,75 3,97 2,31 3,16 3,24
23 ZINC000000630267 3,57 4,05 4,05 2,71 5,51 3,98
24 ZINC000000519122 3,15 4,61 4,34 3,31 4,86 4,05
25  ZINC000000630250 3,12 4,23 3,94 2,30 4,67 3,65
26 ZINC000002101104 3,22 3,50 3,27 2,26 4,78 3,41
27  ZINC000002117748 3,15 3,10 2,65 2,56 3,54 3,00
28  ZINC000004090657 3,51 2,87 2,68 2,45 3,24 2,95
29  ZINC000011867465 3,41 3,47 3,70 2,70 5,44 3,74
30 ZINCO000020714451 2,41 2,29 1,57 0,32 3,03 1,92
31  ZINC000217824009 2,12 3,55 4,34 1,89 4,28 3,24
32  ZINC000217905233 2,29 3,44 4,09 2,06 3,63 3,10
33  ZINC000096220848 2,15 3,36 3,96 2,08 3,70 3,05
34  ZINC000253623949 2,88 3,72 4,39 2,86 4,40 3,65
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35 ZINC000001504468 2,81 2,65 3,10 1,96 4,05 291
36  ZINC000006345037 2,67 4,09 3,63 1,48 4,68 3,31
37  ZINC000020412587 2,85 4,15 3,78 1,95 3,85 3,32
38  ZINC000055393785 3,74 3,29 1,26 -0,72 451 2,41
39 ZINC000035446879 3,40 2,84 2,61 -1,72 3,36 2,10
40  ZINC000238899386 2,70 2,53 2,88 1,89 3,27 2,65
41  ZINC000217718807 2,13 3,35 3,67 1,55 3,24 2,79
42  ZINC000100245022 2,25 1,64 2,39 2,19 3,09 2,31
43  ZINC000217728714 2,30 2,91 3,71 1,38 3,43 2,75
44  ZINC000409415362 2,73 1,47 3,69 2,21 3,73 2,76
45  ZINC000409415542 2,71 1,30 3,30 1,54 3,52 2,47

ANEXO F. Solubilidade em agua dos produtos naturais por SwissADME
N° ZINC ID - ESOL

Log S Solubilidade (mg/L) Classe

1 ZINC000096221711 -5,10 3,15 Moderadamente solGvel
2 ZINC000217739254 -4,90 4,96 Moderadamente solGvel
3 ZINC000253415056 -5,10 3,13 Moderadamente soltvel
4 ZINC000000519085 -4,75 5,96 Moderadamente solGvel
5 ZINC000253623637 -4,92 4,54 Moderadamente solGvel
6 ZINC000096221187 -4,85 5,21 Moderadamente soltvel
7 ZINC000000138791 -5,26 1,83 Moderadamente solGvel
8 ZINC000000238468 -5,03 3,09 Moderadamente soltvel
9 ZINC000217743874 -4,90 4,96 Moderadamente solGvel
10 ZINC000217827813 -5,04 3,62 Moderadamente soltvel
11 ZINC000253403161 -5,05 3,28 Moderadamente soltvel
12 ZINC000252485574 -5,38 1,53 Moderadamente soltvel
13 ZINC000253406567 -5,03 3,66 Moderadamente soltvel
14 ZINC000409415519 -4,78 6,68 Moderadamente soltvel
15 ZINCO000011867457 -4,66 8,29 Moderadamente solGvel
16 ZINC000217904353 -4,97 3,77 Moderadamente soltvel
17 ZINC000004000106 -4,95 3,83 Moderadamente soltvel
18 ZINC000002123626 -4,59 8,95 Moderadamente soltvel
19 ZINC000217901212 -4,95 4,35 Moderadamente soltvel
20 ZINC000217758207 -4,66 7,89 Moderadamente soltvel
21 ZINC000217613187 -4,95 4,24 Moderadamente solGvel
22 ZINC000253413297 -4,97 3,87 Moderadamente soltvel
23 ZINC000000630267 -4,88 5,09 Moderadamente soltvel
24 ZINC000000519122 -5,26 1,75 Moderadamente soltvel
25 ZINC000000630250 -5,09 3,04 Moderadamente soltvel
26 ZINC000002101104 -4,48 12,1 Moderadamente soltvel
27 ZINC000002117748 -4,29 17,2 Moderadamente solGvel
28 ZINC000004090657 -4,16 24,9 Moderadamente soltvel
29 ZINC000011867465 -4,79 6,35 Moderadamente solGvel
30 ZINC000020714451 -3,57 99,9 Soluvel
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31 ZINC000217824009 -4,99 3,8 Moderadamente solGvel
32 ZINC000217905233 -4,82 5,56 Moderadamente soltvel
33 ZINC000096220848 -4,66 7,59 Moderadamente solGvel
34 ZINC000253623949 -5,22 2,41 Moderadamente soltvel
35 ZINC000001504468 -3,92 43 Soltvel
36 ZINC000006345037 5,21 2,42 Moderadamente soltvel
37 ZINC000020412587 -4,99 3,75 Moderadamente solGvel
38 ZINC000055393785 -4,55 10,7 Moderadamente solGvel
39 ZINC000035446879 -4,15 27,8 Moderadamente soltvel
40 ZINC000238899386 -3,64 89,1 Soltavel
41 ZINC000217718807 -4.81 6,12 Moderadamente soltvel
42 ZINC000100245022 -3,60 87,2 Soltvel
43 ZINC000217728714 -4,52 11,4 Moderadamente soltvel
44 ZINC000409415362 -3,65 86,1 Soltvel
45 ZINC000409415542 -3,57 105 Solavel
ANEXO G. Parametros farmacocinéticos dos produtos naturais por SwissADME

- Inibidor CYP
N® ZINC 1D Absorgao G| Pgérg' Sugs?rgto *1A2 *2C19 *P2C9 *2D6 *3A4
1 ZINC000096221711 Alto Nao Sim Sim  Sim Nado Nao Nao
2 ZINCO000217739254 Alto N&ao Sim Sim Nao Ndo Sim Nao
3 ZINC000253415056 Alto Nao Sim Sim Nao Sim Nao Nao
4 ZINC000000519085 Alto Sim Sim Sim  Sim Sim Nao Sim
5 ZINC000253623637 Alto Nao Sim Sim  Nao Ndo Sim Nao
6 ZINC000096221187 Alto Nao Sim Sim Nao Ndao Sim Nao
7 ZINC000000138791 Alto Sim Nao Sim  Sim Sim Nao Nao
8 ZINC000000238468 Alto Sim Sim Sim  Sim Sim Nao Sim
9 ZINC000217743874 Alto Nao Sim Sim  Nao Ndo Sim Nao
10 ZINC000217827813 Alto Nao Sim Ndo Nao Sim Sim Nao
11 ZINC000253403161 Alto Sim Sim Sim  Nao Sim Nao Nao
12 ZINC000252485574 Alto Nao Sim Sim Nao Ndo Sim Nao
13 ZINC000253406567 Alto Nao Sim Sim  Nao Sim  Sim Sim
14 ZINC000409415519 Alto Nao Sim Sim  Nao Ndo Nao Nao
15 ZINC000011867457 Alto Sim Sim Sim  Sim Sim Nao Sim
16 ZINC000217904353 Alto Nao Sim Sim  Sim Nado Sim Nao
17 ZINC000004000106 Alto Sim Nao Sim  Sim Sim Nao Néao
18 ZINC000002123626 Alto Sim Sim Sim  Sim Sim Nao Sim
19 ZINC000217901212 Alto Nao Sim Sim  Sim Sim Sim Sim
20 ZINCO000217758207 Alto Nao Sim Sim  Sim Sim Sim Sim
21 ZINC000217613187 Alto Nao Sim Sim  Sim Sim Sim Sim
22 ZINC000253413297 Alto Nao Sim Sim Nao Sim Sim Sim
23 ZINC000000630267 Alto Nao Nao Sim  Sim Sim Nao Sim
24 ZINC000000519122 Alto Sim Nao Sim  Sim Sim Nao Nao
25 ZINC000000630250 Alto Sim Nao Sim  Sim Sim Nao Sim
26 ZINC000002101104 Alto Sim Nao Sim  Sim Sim Sim Sim
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27 ZINC000002117748 Alto Sim Sim Sim Nao Sim  Nao Sim

28 ZINC000004090657 Alto Sim Nao Sim Sim  Sim  Sim Sim

29 ZINCO000011867465 Alto Sim Sim Sim  Sim Sim  N&o Sim

30 ZINC000020714451 Baixo Nao Nao Sim Ndo Sim N&o Sim

31 ZINC000217824009 Alto N&ao Sim Sim Nao Ndo Sim Nao

32 ZINC000217905233 Alto N&o Sim Sim  Sim Ndo Sim Néao

33 ZINC000096220848 Alto N&ao Sim Sim  Sim Ndo Sim Sim

34 ZINC000253623949 Alto Nao Sim Sim N&o N&o Sim Néo

35 ZINC000001504468 Alto N&ao Sim Ndo Sim Sim  N&o Sim

36 ZINC000006345037 Alto Nao Nao Sim Sim Sim Nao Sim

37 ZINC000020412587 Alto N&ao Néao Sim Nao Sim Sim Nao

38 ZINC000055393785 Alto Sim Sim Sim Ndo Sim N&o Néo

39 ZINC000035446879 Alto N&ao Sim Ndo Nao Sim Nao Sim

40 ZINC000238899386 Alto N&o Sim Ndo Nao Nao N&o Sim

41 ZINC000217718807 Alto N&ao Nao Sim  Sim Sim  Sim  Sim

42 ZINC000100245022 Alto N&o N&o Ndo Nao Nao Nao Nao

43 ZINC000217728714 Alto N&ao Nao Sim  Sim Sim  Sim  Sim

44 ZINC000409415362 Alto N&o Sim Sim  Nao Sim  N&o Sim

45 ZINC000409415542 Alto N&o Sim Sim  Nao Sim  N&o Sim

ANEXO H. Semelhanga a medicamentos dos produtos naturais por SwissADME

Violagbes nas regras de: o Acess, de

Ne ZINC ID T Score de biodisp, sintese

Lipinski Ghose Veber Egan Muegge

1 ZINC000096221711 O 0 0 0 0 0,55 3,32

2 ZINCO000217739254 0 0 0 0 0 0,55 3,33

3 ZINC000253415056 0 0 0 0 0 0,55 3,37

4  ZINC000000519085 0 0 0 0 0 0,55 3,56

5 ZINC000253623637 0 0 0 0 0 0,55 3,25

6 ZINC000096221187 0 0 0 0 0 0,55 3,22

7 ZINC000000138791 0 0 0 0 0 0,55 3,31

8 ZINC000000238468 0 0 0 0 0 0,55 3,26

9 ZINC000217743874 0O 0 0 0 0 0,55 3,32

10 ZINCO000217827813 0 0 0 0 0 0,55 3,40

11 ZINC000253403161 0 0 0 0 0 0,55 3,58

12 ZINC000252485574 0 0 0 0 0 0,55 3,13

13 ZINC000253406567 0 0 0 0 0 0,55 3,36

14 ZINC000409415519 0 0 0 0 0 0,55 3,32

15 ZINC000011867457 0 0 0 0 0 0,55 4,09

16 ZINC000217904353 0 0 0 0 0 0,55 3,51

17 ZINC000004000106 0 0 0 0 0 0,55 3,42

18 ZINCO000002123626 0 0 0 0 0 0,55 3,57

19 ZINC000217901212 0 0 0 0 0 0,55 3,42

20 ZINCO000217758207 0 0 0 0 0 0,55 3,24

21 ZINC000217613187 0 0 0 0 0 0,55 3,32

22 ZINC000253413297 0 0 0 0 0 0,55 3,17



23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45

ZINC000000630267
ZINC000000519122
ZINC000000630250
ZINC000002101104
ZINC000002117748
ZINC000004090657
ZINC000011867465
ZINC000020714451
ZINC000217824009
ZINC000217905233
ZINC000096220848
ZINC000253623949
ZINC000001504468
ZINC000006345037
ZINC000020412587
ZINC000055393785
ZINC000035446879
ZINC000238899386
ZINC000217718807
ZINC000100245022
ZINC000217728714
ZINC000409415362
ZINC000409415542

O O O OO OO OO OO0 O0OO0OO0OO0OO0OOouOOoOOo oo o o

O O OO OO O OO OO0 OO0 OouOoOOouOo oo o o o

O O OO OO O OO OO0 O0ODO0oOOoOOoOkr OO0 o o o o o

O O OO O OO OO0 OO0 O0ODO0OO0OOoOkFr OO0 o o o o o

O O O O O OO0 OO OO0 0O O0OO0OO0OO0OOouOOoOOoOo o o o

0,55
0,55
0,55
0,55
0,55
0,55
0,55
0,55
0,55
0,55
0,55
0,55
0,56
0,55
0,56
0,55
0,55
0,56
0,55
0,55
0,55
0,55
0,55

3,77
3,24
3,32
3,62
3,44
3,89
4,24
3,62
3,26
3,58
3,14
3,38
3,79
3,31
3,08
3,82
3,88
4,18
3,40
2,75
3,32
3,65
3,38
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