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RESUMO

As quinze calicreinas teciduais humanas (KLKSs) sdo endopeptidases, cujos genes pertencem
ao maior cluster ininterrupto de enzimas do genoma, e nomeadas de 1 a 15 de acordo com sua
ordem de descoberta. Apesar do dominio catalitico comum (serino-protease), as calicreinas
possuem relativamente pouca relacdo filogenética com a calicreina plasmatica e compartilham
a conservada triade de residuos cataliticos da familia a qual pertencem, His57, Aspl02 e
Ser195. Mas € segundo a natureza do residuo 189 (representante do subsitio S1 do sitio ativo),
que suas atividades (preferéncias por diferentes substratos) sdo classificadas em
quimotripsina-simile ou tripsina-simile. As KLKs humanas podem ser subdivididas em varios
grupos tecido-especificos, 0s quais cumprem inumeras tarefas ao longo da vida. Distarbios
concomitantes a regulagdo alterada de suas atividades variam de acordo com local onde seus
genes sdo expressos. As KLKs 5 e 7 apresentam atividade triptica e quimotriptica
respectivamente. S8o normalmente encontradas em vérios tecidos, porém ambas s&o
especificamente abundantes nas camadas granular e espinhosa da epiderme, onde degradam
as proteinas do corneodesmossomos, levando a descamagao. Além de desempenhar papéis em
desordens da pele como dermatite atdpica, psoriase e sindrome de Netherton, podem digerir
varios componentes da matriz extracelular, contribuindo para a disseminagdo metastatica de
células tumorais em varios tipos de canceres, como 0 carcinoma ovariano epitelial e
pancreatico. As KLKs sdo muitas vezes mantidas inibidas por uma variedade de inibidores
enddgenos, que, em equilibrio fino com a atividade enzimatica sdo essenciais para a
homeostase tecidual. Vérias estratégias vém sendo aplicadas visando o projeto de inibidores
de serino-proteases. Isomanideos sdo compostos originados da desidratacdo do D-manitol,
que apresentam uma estrutura biciclica caracteristica. Em nosso trabalho, foi feito um estudo
farmacoférico computacional com compostos derivados de isomanideos, divididos em duas
séries: amidas e ésteres. Em vista de resultados experimentais prévios, sabia-se que 0
mecanismo de inibicdo desses compostos varia de reversivel competitiva a reversivel ndo
competitiva. A busca através do servidor CASTp, apontou 0S provaveis exossitios de
interacdo para a KLK5 e KLK7, os quais, juntamente com os sitios ativos, serviram de
bolsdes receptores dos compostos separadamente, pelo método de docking molecular. As
posicdes gerais dos inibidores nas docagens ndo foram significativamente proximas daquelas
nos testes cinéticos, o que ja era esperado. A analise da variacdo das conformacgtes segundo
os angulos de torcdo também ndo pode contribuir para uma padronizacdo das afinidades dos
isomanideos, devido a sua liberdade conformacional. Porém, observou-se que o inibidor nao-
competitivo AMO04 apresentou escore relativamente alto em um dos exossitios encontrados,
mais provavel de influenciar conformacionalmente a disposicdo dos residuos do sitio ativo da
KLKS5. O outro composto ndo-competitivo, AMO05, apresentou menor score para 0 exossitio
de maior identidade com o sitio ativo e score alto para os demais. Este achado principalmente
corrobora com provéavel presenca de um ou varios sitios com significativa atividade alostérica
na superficie da enzima, o que, com maiores estudos, pode ser estendido a KLK7 e demais
calicreinas. Além disso, os célculos DFT, da estrutura eletronica dos inibidores, mostraram
qgue, na KLK5, o0 HOMO da AM04 e LUMO da AMO05 estdo correlacionados as suas
interacdes com os sitios alostéricos. A abordagem de outros métodos de predicdo, como
dindmica molecular, possibilitariam maiores detalhes sobre a influéncia desses ligantes no
comprometimento ou ndo da abertura e capacidade de acomodacdo de outros compostos nos
sitios ativos, essencialmente da KLK5. O desenvolvimento de inibidores para KLK5 e KLK7
pode ainda ajudar a elucidar os papéis fisiopatologicos das calicreinas e no projeto de novos
inibidores.

Palavras-chave: calicreina, isomanideo, docking molecular, DFT, farmacéforo.



ABSTRACT

The fifteen human tissue kallikrein (KLKSs) are endopeptidases, whose genes belong to the
largest uninterrupted cluster of enzymes in genome, and named 1-15 according to their order
of discovery. Despite the common catalytic domain (serine protease), they have relatively
little phylogenetic relationship with plasma kallikrein. They share the conserved catalytic
triad residues of the family to which they belong, His57, Asp102 and Ser195. However, their
activities (preference for different substrates) are classified according to the nature of the
residue 189 (representative of the S1 subsite of the active site), as chymotrypsin-like or
trypsin-like. Human KLKs can be subdivided into various tissue-specific groups, which fulfill
numerous tasks throughout life. Disorders that occur due altered regulation of kallikreins
activities vary according to where their genes are expressed. KLK5 and 7 present tryptic and
quimotryptic activities, respectively. Both are usually found in many tissues, but they are
specifically abundant in spinous and granular layers of the epidermis, where they degrade the
proteins of corneodesmossomos, leading to desquamation. In addition to playing role in skin
disorders such as atopic dermatitis, psoriasis and Netherton's syndrome, the two enzymes are
able to digest multiple components of the extracellular matrix, leading to metastatic spread of
tumor cells in various types of cancers such as epithelial ovarian carcinoma and pancreatic
adenocarcinoma. KLKs are often maintained inhibited by a variety of endogenous inhibitors,
whichare in fine equilibrium with the enzymatic activity, essential for tissue homeostasis.
Several strategies have been applied in order to design inhibitors to serine proteases.
Isomannides are compounds derived from D-mannitol dehydration, which possess a
characteristic bicyclic structure. In our work, a computational pharmacophoric study was done
with compounds derived from isomannide, divided into two series: amides and esters. In view
of previous experimental results, it was known that the mechanism of inhibition of those
compounds range from reversible competitive to reversible non-competitive. The search
through CASTp online server pointed probable exosites for interaction in KLK5 and KLK7.
Such exosites, in addition to the active sites, were used as receptor pockets for the compounds
separately by molecular docking method. General positions of the docking inhibitors were not
significantly close to those in the kinetic assays. That result was expected. Conformational
analysis of torsion angles didn’t contribute to standardization of isomannides affinities to
receptors, mainly due the large conformational freedom of those compounds. In other hand, it
was observed that the non-competitive inhibitor, AMO04 showed relatively high score in one
exosite, topographically more likely to influence conformation disposition of the active site
residues of KLKS5. The other non-competitive compound, AMO05, showed lower score for the
exosite of greater identity with the active site, and score high for the others allosteric pockets.
That result corroborates with probable presence of one or several allosteric sites with
significant activity on the enzyme surface, whichcan be extended to other kallikreins and
KLK7 through further studies. Additionally, electronic structure DFT calculations of
inhibitors showed that, in KLK5, the HOMO of AM04 and LUMO of AMO05 are favorably
correlated to their interactions with allosteric sites. Other prediction methods approach, such
as molecular dynamics, would give details about the influence of those ligands involvement in
accommodation of other compounds in the active sites, primarily in KLK5. The development
of inhibitors for KLK5 and KLK7 may also help elucidate the pathophysiological roles of
kallikrein and the designing of new drugs.

Key-words: kallikrein, isomannide, molecular docking, DFT, pharmacophore.



LISTA DE ABREVIATURAS

Ala Alanina

Alo5a Exossitio 5a da KLK5

Alo5b Exossitio 5b da KLK5

Alo5c Exossitio 5¢ da KLK5

Alo5d Exossitio 5d da KLK5

Alo5e Exossitio 5e da KLK5

Alo7a Exossitio 7a da KLK7

Alo7b Exossitio 7b da KLK7

Alo7c Exossitio 7c da KLK7

Alo7d Exossitio 7d da KLK7

Alo7e Exossitio 7e da KLK7

AMXX Derivado isomanideo (série amidas)
Arg Arginina

Asn Asparagina

Asp Acido aspartico

CASTp Computed Atlas of Surface proteins
CMK Clorometil cetona

Cys Cisteina

DFT Teoria do Funcional de Densidade
FSU Florida State University

ESxx Derivado isomanideo (serie ésteres)
Glide Grid-based ligand docking with energetic
Glin Glutamina

Glu Acido glutamico

GIuNAC 2-acetamido-2-desoxi-b-D-glicopiranose



Gly Glicina

His Histidina

HOMO Orbital molecular ocupado de mais alta energia

1Cs0 Concentracao inibitoria de 50% da atividade
IEFPCM Modelo Continuo Polarizavel no formalismo da equagéo integral
lle Isoleucina

K7 Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-clorometilcetona

Ki Constante de dissociacdo enzimatica

KLK Calicreina

Leu Leucina

LUMO Orbital molecular desocupado de mais baixa energia
Lys Lisina

Met Metionina

OPLS Optimized Potentials for Liquid Simulations

P1, P2, P3, P4 Residuos do substrato em interagdo com S1, S2, S3 e S4, respectivamente

Phe Fenilalanina
Pro Prolina
RMSD Raiz quadrada do desvio quadratico médio

S1,S2,S3,S4  Subsitios 1, 2, 3 e 4, respectivamente, dos sitios ativos

Ser Serina

Thr Treonina

Trp Triptofano

Tyr Tirosina

UFABC Universidade Federal do ABC
Val Valina

XP Extra Precision Mode
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1 INTRODUCAO

1.1 INTRODUCAO AS ENZIMAS PROTEOLITICAS

1.1.1 Classificacdo das enzimas proteoliticas

Enzimas séo proteinas que catalisam reacGes quimicas especificas, cujos reagentes sao
genericamente denominados substratos. Ao estabilizar o estrado de transi¢cdo do substrato,
elas diminuem a energia de ativacdo levando ao aumento da velocidade da reacdo. Tal
estabilizacdo é feita por residuos de aminoacidos de natureza quimica complementar ao
substrato, presentes na cavidade da enzima onde ocorre a reacdo. Sem a catalise, tais reacoes
ndo ocorreriam a taxas significativas e compativeis com a vida (Nelson & Cox, 2008).

As enzimas proteoliticas, também conhecidas como proteases ou peptidases, catalisam
a hidrdlise de ligacGes peptidicas em outras proteinas e polipeptideos. Baseando-se nos
estudos de Hartley (1960), elas sdo classificadas nos tipos cataliticos serino-, aspartico-,
metalo-, cisteino-, glutdmico-, asparagino- e treonino-proteases, de acordo com o residuo de
aminoacido efetor do ataque quimico ao substrato. H& ainda aquelas cujo mecanismo é misto
ou desconhecido (revisado por Kinch & Grishin, 2013).

Outra classificacdo, por estrutura molecular e homologia, é detalhada na base de dados
MEROPS, onde as peptidases sdo distribuidas em familias, que sdo agrupadas em clas,
baseando-se em uma relacdo estatisticamente significativa da sequéncia de seus aminoacidos
(Rawlings & Barrett, 1993).

1.1.2 Especificidade enzimética

As enzimas tambeém s&o classificadas quanto a especificidade por diferentes substratos
(Rawlings & Barrett, 1993), que ¢ ditada pelas propriedades de subsitios de ligacao dispostos
ao longo do sulco catalitico e cuja forma e polaridade explicam as preferéncias da enzima
(Debela et al., 2008). Cada subsitio é capaz de acomodar a cadeia lateral de um unico residuo
do substrato peptidico. Sdo numerados a partir do subsitio S1, no centro, continuando de S2 a
Sn para 0 N-terminal do substrato, ¢ S1°, S2’a Sn’ para 0 C-terminal. Os residuos que eles
acomodam sdo numerados P1, P2 a Pn, e P1°, P2’a Pn’, respectivamente (N — P3 — P2 — P1-/-
Pl — P2' — P3' — C) (Rawlings & Barrett, 1993). S1 contém o residuo primariamente

responsavel pela especificidade enzimatica (revisado por Teixeira et al., 2011).



14

1.2 AS CALICREINAS TECIDUAIS HUMANAS

1.2.1 As calicreinas teciduais humanas

As calicreinas teciduais humanas até hoje descritas sdo proteases pertencentes a
familia S1A do cla PA(S) (Yousef et al., 2000; Rawlings, Barrett & Bateman, 2010). Todos
0s membros caracterizados do cld sdo endopeptidases, cujo tipo catalitico é cisteino- ou
serino-peptidase. A familia S1, cuja peptidase-tipo (referéncia) € a quimotripsina A, é a maior
de todas as familias de peptidase. O “S” no nome representa a inicial do tipo catalitico serino-
protease (Rawlings & Barrett, 1993).

Existem trés tipos de atividades principais das serino-proteases dentro da familia:
tripsina-simile (onde ha clivagem de substratos contendo arginina ou lisina em P1),
quimotripsina-simile (onde ha clivagem de substratos contendo residuos hidrofébicos em P1)
e elastase-simile (onde ha clivagem de substratos contendo alanina em P1). Apenas as duas

primeiras sao observadas para calicreinas teciduais humanas (Rawlings & Barrett, 1993).

1.2.1.1 Descoberta e organizagédo génica

A primeira observacdo da atividade da calicreina tecidual classica ou glandular
(KLKZ1) foi feita por Abelous e Bardier, a qual era descrita como um vasodilatador periférico
e hipotensivo em cdes, encontrado na urina (revisado por Lawrence, Lai, & Clements, 2010).
Nas décadas de 1920 e 1930, Frey, Kraut e Werle mostrou que tal fator era abundante no
pancreas (kallikreas, em grego), de onde veio seu nome (Frey, Kraut & Werle, 1932). O efeito
hipotensivo da KLK1 é hoje atribuido a sua atividade de cininogenase: hidrélise do
cininogénio de baixo peso molecular, liberando cininas vasoativas (Bhoola, Figueroa &
Worthy, 1992).

No final da década de 80, as calicreinas KLK2 e KLK3 foram descritas como serino-
peptidases prostaticas, sem relacdo evolucionéaria com a KLK1, mesmo estando os genes das
trés localizados em cluster na regido cromossémica 19913.3-4 (Riegman et al, 1992). Com o
rascunho da sequéncia do genoma humano, na década de 90, tornou-se claro que o locus
(FIG. 1) contem pelo menos 15 genes, estruturalmente homologos, responsaveis por codificar
as KLK1-3 e as entdo recentemente identificadas KLK4-15 (Emami & Diamandis, 2008;
Band et al., 2006) nomeadas segundo a ordem cronoldgica de descoberta (Debela et al.,
2008).
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FIGURA 1 — Representacdo esquematica do locus KLK, regido cromossémica 19q13.4.
Fonte: Diamandis e Emami. 2008.

Os genes KLK (em italico para gene) constituem o maior cluster ininterrupto de
enzimas do genoma. Eles compartilham a organizagdo éxon/ intron, as fases dos introns, sitios
de inicio e parada transcricionais conservados e os codons da triade catalitica (Emami &
Diamandis, 2008). Sdo compostos de 5 éxons codificantes, um ou dois (KLK6 e KLK14)

éxons 5’ ndo codificantes e 4 introns (Yousef et al., 2000).

1.2.1.2 Relagdes filogenéticas entre as calicreinas teciduais e a calicreina plasmatica

Secretada pelo figado na corrente sanguinea, a calicreina plasmatica (KLKB1) também
é uma serino protease da familia S1 envolvida na coagulacdo sanguinea, fibrindlise e reacGes
inflamatdrias (revisado por Sainz, Pixley & Colman, 2007). Seu gene nao pertence a uma
familia multigénica (Beaubien et al, 1991). As calicreinas teciduais sdo pouco relacionadas a
calicreina plasmatica (Yousef et al., 2000), que compartilha 38% de residuos com a KLK1 no
dominio catalitico, enquanto que a KLK1 e a tripsina apresentam 46% de identidade (Goettig
et al., 2010; Saxena et al., 2011). As calicreinas teciduais maduras ndo possuem dominios,
como o fator de crescimento simile e do tipo kringle, encontrados em serino-proteases da
coagulacdo/ fibrindlise (Debela et al., 2008).

Importante destacar que a atividade cininogenésica foi inicialmente utilizada na
definicdo das caracteristicas das calicreinas, que compreendiam apenas a calicreina tissular ou
glandular (KLK1) e a calicreina plasmatica (Werle & Fiedler, 1969). Porém, deixando de ser
comum aquelas posteriormente descritas, as KLK2-15 foram agrupadas como serino-
peptidases relacionadas a calicreina, com o objetivo de formalizar tal diferenca (Band et al.,
2006).

A analise detalhada da porcentagem de identidade entre as sequéncias de aminoacidos
das calicreinas tissulares permitiu a construgdo de uma arvore filogenética com quatro ramos
principais (FIG. 2). O primeiro contém as KLK1-3, o segundo, as KLK4, KLK5 e KLK7, o
terceiro, as KLK10 e KLK12 e o quarto, as KLK9 e KLK11. As remanescentes KLK®,
KLKS8, KLK13 e KLK14 n&o sdo agrupadas em nenhum ramo (Harvey et al., 2000).
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Tripsinogénio
Quimotripsinogénio

FIGURA 2: Arvore filogenética das calicreinas teciduais humanas. O gene da KLK15 ndo
havia sido descoberto (Yousef & Diamandis, 2001). Presentes também o tripsinogénio e o

quimotripsinogénio, formas inativas da tripsina e quimotripsina, respectivamente.
Adaptado de Harvey et al., 2000.

1.2.1.3 Expressdo, processamento bioquimico e especificidade

A expressao das calicreinas € excepcionalmente responsiva a multiplos horménios,
como andrdgenos, progestinas, glicocorticdides, mineralocorticéides, estrogenos, entre outros
(Lawrence, Lai, & Clements, 2010). Sdo sintetizadas como precursores contendo um peptideo
sinal de 15 a 34 aminoé&cidos, que é clivado no reticulo endoplasmatico. A pro-forma ou
zimogeénio é extracelularmente ativada pela remoc¢édo de um pro-peptideo N-terminal de 3 a 37
aminoéacidos, resultando em proteases ativas com 223 a 238 residuos e de até 50 kDa
(incluindo a pesada glicosilagdo) (Goettig et al., 2010).

Porém a atividade das KLKs ndo é restrita a regulacdo por expressao dependente de
esterdide ou pela ativacdo do zimogénio em sintonia fina. O processo de ativacdo de KLKs
pode envolver autoativagédo, cascatas de ativacdo, outras serino-proteases (como plasmina,
calicreina plasmatica e fator Xa), ou outras proteases, tais como o ativador de plasminogénio
tipo uroquinase, metaloproteinases de matriz, e a dipeptidil peptidase | (Goettig et al., 2010).

A ativacdo das calicreinas é provavel de ser realizada por proteases com atividade do
tipo tripsina, pois os sitios de clivagem contém uma arginina ou lisina em P1. Os substratos

naturais das KLKs foram extensivamente analisados, o que permitiu determinar a
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especificidade das mesmas em similes a tripsina (1, 2, 4, 5, 6, 8,10-15) e a quimotripsina (3, 7
e, presumivelmente, 9) (Goettig et al., 2010). Por essa e outras evidéncias, KLK4 e 5 s&o

considerados ativadores gerais das KLKs (Debela et al., 2008).

1.2.1.4 Estrutura molecular

O enovelamento comum basico dos membros da familia das calicreinas tem sido
extensivamente modificado através da evolucdo para produzir novas proteases (Fernandez et
al., 2008). As KLKs 1, 2 e 3 dispdem de um "99-loop" (“loop de calicreina”) alargado com 11
residuos a mais, inseridos com relacdo a quimotripsina. As KLKs 8 a 13 possuem insercdes de
dois a oito residuos, e as demais ndo possuem inser¢oes nesse loop (Goettig et al., 2010).

Similarmente a outras serino-proteases tripticas e quimotripticas, KLK1, KLKS3,
KLK4, KLK5, KLK6 e KLK?7, j& obtidas cristalizadas, evidenciam dois conjuntos (dominios)
de seis barris (motivos) B “contiguos” enlagados por trés segmentos transdominio, duas o-
hélices e varios loops superficialmente localizados (FIG. 3) (Debela et al., 2007).

A triade catalitica fica na juncéo dos barris e, de acordo com a numeracéo da estrutura
priméaria do quimotripsinogénio (Debela, et al., 2007), consiste em His57 e Asp102, ambos no
barril N-terminal, e Ser195, no barril C-terminal (FIG. 3) (Emami & Diamandis, 2008). Os
subsitios (de S1 a S4) também estdo na interface entre os barris (Fernandez et al., 2008).

O residuo S1 de todas as calicreinas é o que esta na posicéo 189. Basicamente, pode-se
afirmar que o residuo acido Asp189 confere as KLKSs atividade semelhante a tripsina (exceto
na KLK15, que contém um Glul89) e o residuo Serl89 confere atividade semelhante a
quimotripsina (exceto na KLK7 e KLK?9, que contém uma Asn189 e Gly189 respectivamente)
(Goettig et al., 2010). Pode-se observar que as calicreinas teciduais quimotripticas nao
possuem residuo &cido no fundo de S1 (Fernandez et al., 2008). A substituicdo dos
aminoacidos ao longo da relativamente extensa plataforma que constitui o sitio ativo é
responsavel por originar diversas topografias e superficies eletrostaticas, que reconhecem

conjuntos diversos de seqiiéncias de substratos (Fernandez et al., 2008).
1.2.1.5 Papel fisiopatoldgico
As KLKs humanas podem ser subdivididas em varios grupos tecido-especificos, visto

gue um ou mais genes KLK s@o expressos em quase todos os tecidos e fluidos do corpo

humano. Eles cumprem uma vasta gama de tarefas, ao longo da vida (Goettig et al., 2010).
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FIGURA 3 — Estruturas terciarias comparadas da KLK5 e KLK7. As cadeias laterais da triade
catalitica e dos principais residuos de interesse que distinguem as enzimas estao explicitas. Os
dois conjuntos de seis barris § “contiguos”, separados pela fenda catalitica, as duas o-hélices
e os loops caracteristicos também estéo evidentes para cada estrutura.
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Na proéstata, KLKs 2, 3, 4, 11, 14 e 15, sdo produzidas para secre¢do no plasma seminal,
onde provavelmente ativam uma a outra em forma de cascata, resultando na degradacdo das
semenogelinas e fibronectina, principalmente por KLK3 e KLK14, importantes entdo para a
liqguefacdo do sémen. A KLK4 é essencial para o desenvolvimento dos dentes e sua alteragédo
estd envolvida na doenca hereditaria amelogénese imperfeita (Talieri et al., 2011; Kontos et
al., 2013). KLK6 e KLK8 sdo expressas em niveis superiores no cérebro humano. KLK6
relaciona-se a mielinizacdo de células da glia e sua atividade exacerbada promove esclerose
multipla, enquanto que a KLKS8, que ocorre principalmente no hipocampo, é envolvida na
reestruturacdo de sinapses e sua superexpressao relaciona-se a doenca de Alzheimer (Goettig
et al., 2010). A KLK12 pode estar envolvida na regulacdo da angiogénese (Patsis et al., 2012)
e a KLK13 na remodelacao do tecido do ovario (Lose et al., 2011). As fungdes das KLKs 9 e
10 ainda séo pouco definidas, apesar de sua utilidade como marcadores de canceres (White et
al., 2010; Debela et al., 2008).

As KLKs sdo conhecidas por seu valor conjunto (pois individualmente tém baixa
especificidade ou sensibilidade) de biomarcador em canceres de prostata, de ovario, de mama,
assim como em malignidades gastrintestinais, de cabeca e pescoco, pulmao e cérebro. Tem
potencial de uso para triagem, diagnostico, progndstico, estadiamento, monitoramento da
resposta farmacoldgica e estabelecimento de recorréncia ou remissdo da doenca, e também

como provaveis alvos terapéuticos (Emami & Diamandis, 2008).

1.2.2 As calicreinas teciduais humanas 5e 7

A KLK5 e 7 sdo normalmente expressas em varios tecidos. A KLK5 se encontra
majoritariamente na mama, sistema nervoso central, prostata, testiculos e traquéia, enquanto a
KLK7 predomina no esdfago, rim, figado e glandula salivar. Porém ambas sdo
especificamente abundantes nas camadas granular e espinhosa da epiderme, onde
queratindcitos sofrem diferenciagdo terminal em cornedcitos, formando o estrato cdrneo
(Debela et al., 2007).

O maior subconjunto de peptidases relacionadas a calicreina tecidual se encontra nessa
camada e é constituido pelas KLKs 5, 7, 11 e 14 (Goettig et al., 2010). As KLKs 6, 8, 10 e 13
também séo encontradas, porem em niveis médios de expressdao. A KLKS5 realiza autoativacéo
na altura do sitio de clivagem Ser-Ser-Ser-Arg-|-lle-lle. KLK5 ativa também a KLK7 e
KLK14, as quais, juntamente a KLK8 e KLK®6, podem interagir em uma cascata proteolitica

do estrato corneo da epiderme, auxiliando a descamacao da pele e o sistema imune. KLKs 5, 7
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e 14 sdo capazes de degradar as proteinas do corneodesmossomos, levando a descamacdo, isto
é, a queda de células epiteliais queratinizadas (Goettig et al., 2010; Debela et al., 2008).

1.2.2.1 Aspectos fisico-quimicos e estrutura tridimensional

A molécula de KLK5 se assemelha a um elipso6ide achatado nos pdlos com diametros
de 35 A e 50 A. De acordo com rms de Ca. equivalentes, a KLK5 é topologicamente mais
similar 8 KLK4, 6 e, em menor grau @ KLK7. Baseando-se na sua estrutura priméria, a KLK5
é uma proteina altamente basica (31:14 aa béasicos pra acidos), cujo ponto isoelétrico é 9,2
(Debela, et al., 2007). A fenda S1 é formada pelos residuos Asp189, Ser190, Cys191, GIn192,
Gly193, Aspl94, Serl95, Val213, Ser214, Trp215, Gly216, Asp217, Tyr218, Pro219,
Cys220, Gly226, Val227 e Tyr228. A presenca da Tyr218 prové uma barreira hidrofébica e a
presenca da Gly216 e Gly226 numa das bordas permite a acomodacdo de grandes cadeias
laterais. O grupo carboxilato do Aspl189, 0 Oy da Ser190 e o grupo carbonil do Asp217
contribuem para a formacdo de ligacfes de hidrogénio que estabilizam a carga do residuo P1
para catélise (Teixeira et al., 2011). O subsitio S2 é lateralmente confinado pelas cadeias
laterais imidazdlicas da His57 e His99 e delimitado acima pelo grupo OH fendlico da Tyr94 e
ao fundo pelo Trp215 (Goettig et al., 2010; Debela et al., 2007). O tamanho relativamente
pequeno e a ponta polar sdo consistentes com a preferéncia da KLK5 por pequenos e médios
residuos em P2 (Leu, Ser, Thr, Asn, Ala) (Debela et al., 2007).

A molécula de KLK7 possui forma concava elipsoide com didmetros aproximados de
48A e 35A. Na KLK7, a cavidade S1 é funda e estreita, parcialmente carregada por residuos
positivos, e possui uma Alal90 ao invés da Ser190 e no fundo, que o tornam mais hidrofébico
em relacdo as tripticas KLK4, 5 e 6 (Teixeira et al., 2011). Distingue-se das demais KLKs
pelos residuos Phe218, Asn192 e especialmente Asnl189, que formam, junto ao altamente
conservado Trp215, a entrada do subsitio (Fernandez et al., 2008). Assim como na KLK5,
grupo o-amonio da llel6 forma uma ponte salina com Aspl94, o que confere estabilidade
adicional a fenda do oxianion (formado pelos grupos amina do esqueleto carbdnico da Ser195
e Gly193), mantendo o bolso S1 na conformacdo propicia para estabilizacdo dos estados de
transicdo do substrato. A cavidade S2 da KLK7 é estreita, formada pela cadeia lateral dos
residuos His57, His99, Ser214 e Trp215 (Debela et al., 2007).

O subsitio S3 de serino-proteases (quimo)tripsina-simile interage amplamente, via
esqueleto carbonico do residuo P3 e da Gly216 (Debela et al., 2007). KLK4, 5, 6 e 7

mostraram baixa especificidade em P3 e uma tendéncia hidrofébica em P4 (Debela et al.,
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2008). O subsitio S4 da KLK5 e uma cavidade rasa, com a cadeia lateral do Trp215 formando
a base e as cadeias polares da His99 e GIn174 (substituido por Aspl174 na KLK7) formando
os lados (Teixeira et al., 2011). Os subsitios S1°, S2’ ¢ ulteriores nao foram caracterizados
sistematicamente para as calicreinas (Debela et al., 2008).

KLK4, 5 e 7 mostraram grandes superficies carregadas, que provavelmente servem
como exossitios para substratos fisioldgicos polianidnicos. Tanto na KLK5 quanto na KLK?7,
esses exossitios sdo similares e carregados positivamente, se estendendo para a hélice C-
terminal (Debela et al., 2008). A maioria dos residuos basicos da KLK5 estdo agrupados, mas
ndo compensados eletricamente por residuos negativamente carregados, originando um

grande trecho positivamente carregado de sua superficie (Debela et al., 2007).

TABELA 1 — Padr6es estatisticos de especificidade dos sitios de clivagem da KLK5 e KLK7

para as posi¢des de P4 a P4’ em substratos peptidicos.

P4 P3 P2 P1 P’ P2’ P3’ P4’
KLK5 G/P G P R I I G/PIS G
KLK7 G G/A/KIR F F L R SIK K

Fonte: Goettig et al.,2010.
A freqiéncia estd de acordo com as matrizes de especificidade do banco de dados MEROPS, baseado em 73
ensaios de clivagem com a KLK5 e 16 com a KLK?7.

Contrastando estudos anteriores, segundo Debela e colaboradores (2008), o residuo P1
preferido pela KLK7 € a Tyr, seguido pela Ala e Met, enquanto que Phe, Arg e Lys sdo muito
pouco preferiveis. Interessantemente, Tyr é favorita em S2 em detrimento dos residuos
hidréfobos de tamanho médio, como Leu, Thr, Met e Phe.

A predilecdo por Tyr inves de Phe pode ser explicada pelo potencial da carboxamida
da Asn189 de formar ligacdo de H com a OH fendlica, mediada por uma agua e também pelo
relativo estreitamento de S1.

O subsitio S2 é menos separado do S4 em relacdo as KLK4, 5 e 6 e menos limitado
em tamanho, proprio para uma posicdo diferente da cadeia lateral imidazolica da His99, o que
pode também contribuir para a capacidade de adaptacdo de cadeias laterais de P2 de varios
tamanhos (Debela et al., 2007). Todavia, S2 exibe alguma especificidade por residuos polares
de tamanho médio e hidrofobicos (Debela et al., 2008). Tem se demonstrado que ao substituir
a Ser190 por Alal90 a preferéncia P1 em proteinases tripsina-simile muda de Arg para Lys
(Debela et al., 2007).
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Baseado no célculo das superficies potenciais, os principais loops caracteristicos da
estrutura prototipica das calicreinas KLK4, KLK5, KLK6 e KLK7 puderam ser superpostos
usando 0s mesmos parametros para permitir comparacao (Fernandez et al., 2008). A presenca
de uma cis-Pro219 (deletada na tripsina, trombina e triptases humanas), Pro225, que evita a
ligacdo de sodio ao loop 222, e 0o numero de seis pontes dissulfidicas sdo caracteristicas
comuns notaveis das calicreinas teciduais humanas (Debela et al., 2008).

TABELA 2 — Caracteristicas comparativas gerais das KLK5 e 7.

Caracteristicas KLKS5 KLK7
Comprimento (aa)* 293 253

Sitios de N-glicosilacao 4 1
Comprimento do peptideo sinal (aa) 30 22
Comprimento do pré-peptideo (aa) 37 7

Sitio de clivagem de ativacao SSSR-1ING QGDK-IIDG
Loop-37 + 1 residuo -
Loop-70-80 + 1 residuo - 2 residuos
Bolsdo S1 Menor, mais polar Maior, mais hidrofébico

*Aminodacidos (aa)
Fonte: Debela, et al.,2008.

1.2.2.2 Aspectos fisiopatologicos

N&o se sabe ao certo se a KLKS5 é capaz de degradar a desmocolina 1 e desmogleina 1 —
caderinas adesivas da parte extracelular dos corneodesmossomos — diretamente ou por
ativacdo de outras proteases. Mas sabe-se que o segundo mecanismo é mais o provavel na sua
acao de clivagem da corneodesmosina, glicoproteina também presente nos desmossomos. A
KLK7 tem acdo direta de clivagem sobre a corneodesmosina e a desmocolina 1. A
persisténcia da ndo-clivagem da corneodesmosina e desmogleina 1 é uma caracteristica da
hiperqueratose. Protedlise reduzida da corneodesmosina também é observada na xerose. A
acao combinada das calicreinas 5 e 7 pode degradar moléculas essenciais para a coesdo dos
cornedcitos (Caubet et al., 2004).
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A KLK7 também degrada enzimas do processamento lipidico, como a -
glicorebrosidase e a esfingomielinase acida, que produzem lipideos do tipo ceramida
depositados no estrato corneo (Debela et al., 2008).

Devido a KLK5 ser capaz de ativar pr6-KLK7 e outras pro-KLKs, seu papel na
descamacdo pode ser essencial e ambas podem desempenhar papéis em desordens da pele
como dermatite atopica, psoriase e sindrome de Netherton (ligada a mutacGes no inibidor de
serino-protease linfoepitelial tipo Kazal 5, que se localiza junto a ambas na pele e mostrou
inibir cada uma) (Debela, et al., 2007; Caubet et al., 2004). Também podem contribuir para a
disseminacdo metastatica com a dissolucdo de outros complexos juncionais em células
tumorais (Avgeris et al., 2011; Michael et al., 2005).

Além disso, KLK5 e 7 exibem vérios efeitos proinflamatorios, incluindo ativacdo de
citocinas (como a interleucina-1), atracdo de leucdcitos, e a inducdo da ativacdo de cascatas
proinflamatdrias, tais como as do sistema cinina-calicreina e complemento (Termini et al.,
2010).

As KLKs 2, 4, 5, 6 e 14 séo capazes de ativar de receptores acoplados a protease G, tais
como PARs 1, 2 e 4, resultando em inflamacdo ou em proliferacdo e migracdo de células
tumorais (Goettig et al., 2010). A KLKS5 induz eventos de sinalizacdo celular via PAR-2,
presente na membrana de queratindcitos, entre varios outros tipos celulares (Briot et al.,
2009). KLK5 também é capaz de ativar a pro-KLK2, 3 e 12 (Debela et al., 2008).

As KLK5 e 7 tém mostrado ser capaz de digerir varios componentes e proteinas da
matriz extracelular, como a fibronectina (Ramani & Haun, 2008). Ha crescente evidéncia de
que a superexpressao da KLK5 ocorre em malignidades enddcrino-relacionadas incluindo
canceres de ovario, testiculo e mama (Avgeris et al., 2011; Korbakis et al., 2009). A clivagem
das proteinas ligadoras do fator de crescimento insulina-simile pela KLK5 resulta em
regulacdo alterada da sobrevivéncia e proliferacdo celular no cancer de préstata (Stack, et al.
2010, Michael et al., 2006). A KLK7 também se relaciona ao crescimento tumoral e
metastase, como no cancer de mama, adenocarcinoma cervical (Emami & Diamandis, 2008),
glioblastoma, mas especialmente no carcinoma ovariano epitelial e pancreatico (por clivar a
caderina E, diminuindo a adesao das células do pancreas) (Johnson et al., 2007).

Ambas as calicreinas, KLK5 e 7, assim como KLK8 e 10, estdo superexpressas no
carcinoma oral de células escamosas. A superexpressdo das KLKs 5, 7 e 10 também tem sido
relatada em tumores da glandula salivar, cérvice e Gtero (Teixeira et al., 2011). KLK5 e 10
apresentam niveis transcricionais elevados no carcinoma pulmonar de células escamosas
(Diamandis & Emami, 2008).
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Interessantemente, a expressdo da KLK7 é vista diminuida no adenocarcinoma

pulmonar, assim como a KLKS5, 10, 13 e 14, no cancer testicular (Diamandis et al., 2003).
1.3 INIBIDORES DAS CALICREINAS TECIDUAIS HUMANAS

O tempo de atividade das proteases comeca com o controle da expressdao do gene,
transcricado, traducdo e continua com o destino e ativacdo do zimogénio. Uma vez ativadas, as
KLK sdo muitas vezes mantidas inibidas por uma grande variedade de inibidores enddgenos
com significancia fisioldgica e fisiopatologica (Goettig et al., 2010).

Muitos desses inibidores estdo presentes nos espacos extracelulares do estrato cérneo.
Os niveis dessas moléculas enddgenas em equilibrio fino com a ativacdo de serino-proteases,
cisteino-proteases, aspartato-proteases, catepsinas, entre outras enzimas, € essencial para a
homeostase epitelial (Goettig et al., 2010).

Notavelmente, o0s organismos superiores utilizam exclusivamente ions ou
polipeptideos como atenuadores ou inibidores da atividade proteolitica. Sabe-se que a KLK5
pode ser inibida por o2-antiplasmina (que também inibe moderadamente a KLK?7),
antitrombina 11, o2-macroglobulina, dominio tipo | do inibidor ativador do fator de
crescimento do hepatécito, Zn*? e outros cations divalentes endégenos que regulam a
atividade de varias proteases (Debela et al., 2007). O Zn*?é mineral essencial na dieta para a
funcdo de 70 — 80 enzimas e esta presente em cerca de 300 dessas, no total. Também atua
como atenuador reversivel das KLKs 2, 3, 4, 7, 8, 12 e 14, em pequena faixa de micromoles
(Goettig et al., 2010). Acredita-se que 0 Zn* tenha papel na descamacdo e maturacdo da
epiderme (por ser de 5 a 10 vezes mais abundante que na derme). Sua concentracdo é baixa na
camada granular e ainda menor em direcdo a camada basal (Debela, et al., 2007).

O cobre (Cu*?) revelou uma inibicdo mais forte da KLK7 em relagdo & KLKS5, mas a
regulacdo de proteases por esse metal ainda ndo esta totalmente esclarecida. A
antileucoproteinase e a elafina se mostraram inibidores eficientes da KLK7 reduzindo o
desprendimento de cornedcitos in vitro. Dentre as serpinas (SERine Protease INhibitor), a
calistatina, a al-antitripsina e a al-quimotripsina inibem fortemente a KLK7 e o inibidor da
proteinase C é inibidor tanto da KLK5 quanto da KLK7 (Goettig et al., 2010).

Muitos inibidores naturais exdgenos sdo amplamente usados em estudos cientificos e
farmacéuticos (Goettig et al., 2010). O diisopropilfluorofosfato, o fluoreto de fenilmetil

sulfonil, o tosil fenil clorometil cetona e a quimostatina sdo conhecidos inibidores de serino-
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proteases quimotripticas, enquanto que o tosil lisilclorometil cetona, a leupeptina, a antipaina,
o inibidor da tripsina de soja e aprotinina inibem as enzimas tripticas.

Como em um substrato ideal, a leupeptina possui uma Arg-P1, que alcanca o fundo de
S1 e forma uma ponte salina estabilizadora entre seu grupo guanidil positivamente carregado
e o carboxilato do Asp189 (Debela et al., 2008). A funcédo aldeido da leupeptina é capaz de
ser atacada pelo residuo nucleofilo efetor (Serl95, no caso) do sitio catalitico, direcionando a
um estado de transicdo simile em complexo com a protease reversivelmente inibida.
Mecanismo semelhante ocorre para as clorometil cetonas (CMKSs) (Goettig et al., 2010).

Apesar de haver diversos compostos, como 0s supramencionados, com mecanismos
inibitérios ja descritos, € importante destacar que muitos potenciais inibidores ainda nédo
foram atribuidos a certas KLKs (Goettig et al., 2010). Além de elucidar tais atribuicdes,
justificam-se o0s estudos objetivando principalmente aumentar a especificidade sem
diminuicdo da sensibilidade desses inibidores, visto a variedade de doencgas nas quais as
calicreinas estdo envolvidas em suas diferentes localiza¢des nos tecidos e fluidos do corpo.

1.3.1 Compostos derivados de isomanideos como peptidomiméticos

Estratégias para obter drogas ideais geralmente visam o design de inibidores de
ligacdo extremamente forte a enzima. Caracteristicas comuns de inibidores peptidomiméticos
de serino-proteases sdo grupos que se ligam aos subsitios de especificidade e uma ligacédo
labil capaz de reagir ou interagir com a serina catalitica (Goettig et al., 2010).

Este trabalho faz parte de um projeto maior de desenvolvimento de novos inibidores
peptidomiméticos para serino-proteases derivados de isomanideos. A sintese dos compostos
foi realizada pelo grupo de pesquisa da Universidade Federal Fluminense (UFF) liderado pelo
Prof. Dr. Octavio Augusto Ceva Antunes (in memorian) e pela Profa. Dra. Estela Muri
(Barros et al.,2010; Muri et al.,2004). A KLK5 e a KLK7 foram clonadas, expressadas,
purificadas e ativadas pelo prof. Dr. Michael Blaber da Florida State Univesity (FSU, EUA),
gue gentilmente cedeu ao programa amostras de ambas as enzimas. Os estudos cinéticos de
inibicdo enzimética foram todos realizados pelo Prof. Dr. Luciano Puzer e equipe do
Laboratdrio de Biologia Quimica, na Universidade Federal do ABC (UFABC).

Isomanideos sdo compostos originados da desidratacdo do D-manitol em 1,4:3,6-
dianidro-D-manitol (Kurochkina et al, 2003; Kuszmann & Medgyes, 1978) (FIG. 4), que por

sua vez € um produto da reducdo da D-frutose (Bruice, 2004).
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FIGURA 4: Manitol (& esquerda) e isomanideo (a direita).
Adaptado de Kurochkina et al, 2003.

Seus derivados apresentam uma estrutura biciclica caracteristica (Nielsen, 2004) e séo

analogos dipeptidicos rigidos (Barros et al., 2010; Muri et al., 2005) isentos de desvantagens

que outras drogas peptidicas apresentam, como baixa permeabilidade e absorcéo,

metabolismo répido, alto clearance e baixa disponibilidade oral (Teixeira et al., 2011). O
antiviral bis-tetraidrofuranil (Darunavir, TMC114), (FIG. 5), que age na aspartil-protease do

HIV, foi baseado no arcabouco rigido desses compostos (Barros et al., 2010).

CH;

FIGURA 5: Estrutura molecular do Darunavir, um derivado de isomanideo.

1.3.1.1 Amidas e ésteres derivados de isomanideos

Os derivados isomanideos deste estudo podem ser separados em duas séries de acordo

com as funcdes organicas presentes em suas moléculas que os distinguem: amidas e ésteres
(FIG. 6).
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FIGURA 6: Arcaboucos das duas séries de derivados isomanideos. Note que o substituinte R2
é o0 que diferencia cada composto, enquanto que o substituinte R1 ndo varia.
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As formulas estruturais de cada substituinte R2 sdo mostradas nas FIG. 7, 8 e 9. Cinco
dos dezenove derivados de isomanideo apresentaram um fator de seletividade considerado
significativo. A esses inibidores — AM04, AMO05, AMO07, ESO1 e ES04 —, referidos neste
estudo tedrico como subconjunto alvo, foi voltado interesse acerca das suas propriedades e
caracteristicas estruturais e fisico-quimicas de seus sitios de interacéo, que pudessem fornecer

mais informacdes sobre o observado.

TABELA 3: Valores do ICsy e fator de seletividade para os 19 derivados de isomanideos

testados in vitro contra as calicreinas teciduais humanas 5 e 7.

Inibidor KLK5 KLK7 Fator de seletividade
1Cs0 (ULM) 1Cs0 (ULM) 1Cs0-kLs/ICso-kLK7
ES01 520,7 24,4 21,34
ES02 222,9 239 0,93
ES03 15,5 16 0,97
ES04 356,6 28,7 12,43
ES05 376,6 59,2 6,36
ES06 3,9 19,6 0,20
ES07 3,7 16,6 0,22
ES08 9,0 13,7 0,66
ES10 4,7 10,2 0,46
AMO02 479,8 N/A -
AMO3 53,9 84,5 0,64
AMO04 37,0 456,8 0,08
AMO05 39,2 418,3 0,09
AMO06 157,4 249,3 0,63
AMO7 320,6 23,6 13,58
AMO08 13,3 23,6 0,56
AMO09 156,9 27,8 5,64
AM10 21,7 56,6 0,38
AM14 11,8 16,9 0,70

Fonte: cortesia do professor Luciano Puzer e equipe (UFABC).
Foram considerados fatores de seletividade significativos, aqueles com valor maior que 10 ou menor que 0,1.
N/A = Nao avaliado (o composto se mostrou insoltvel).
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FIGURA 7: Substituintes R2 da série das amidas. AM04 e AMO5 nao incluidos.
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FIGURA 8: Substituintes R2 da série dos ésteres. ES01-R, ES01-S e ES04 ndo incluidos.

FIGURA 9: Substituintes R2 do subconjunto alvo de ambas as séries.
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Os compostos AM04 e AMO5 se mostraram notavelmente mais potentes que 0s
demais na inibicdo da KLKS5, enquanto que na inibigdo da KLK7 o contrario é observado,
AMO7, ES01 e ES04 foram os mais potentes.

Todos os cinco componentes do subconjunto alvo apresentaram inibigcdo reversivel
ndo-competitiva quando confrontados com a KLK7. Porém, interessantemente, na KLKS5, o
mesmo foi observado apenas para 0s compostos de maior poténcia, AM04 e AMO05, enquanto
os demais, AMO7, ESO1 e ES04 apresentaram inibicdo do tipo reversivel competitiva. Como
os valores da concentracdo inibitéria de 50% da atividade (ICsp) podem variar com a
concentragdo de substratos competitivos, a constante de dissociagdo da enzima (K;) representa
um melhor caminho para comparar potenciais arcaboucos inibidores (Teixeira et al., 2011)
(TABELA 4).

TABELA 4: Comparacdo entre as constantes de dissociacdo (Ki) dos compostos do

subconjunto alvo e seus respectivos mecanismos de inibi¢do enzimatica.

KLK5 KLK7
Inibidor K;(uM) Tipo deinibi¢do K;(uM) Tipo de inibigéo
ESO1 375,0 Competitiva 15,6
ES04 256,8 Competitiva 18,4

AM04 26,6 Né&o-competitiva 292,6 N&o-competitiva
AM0O5 28,2 N&o-competitiva 267,9

AMO07  230,9 Competitiva 15,1
Fonte: cortesia do professor Dr. Luciano Puzer e equipe (UFABC).

1.4 MODELO FARMACOFORICO E DOCKING MOLECULAR NO ESTUDO DE
FARMACOS

A modelagem molecular surgiu da necessidade e possibilidade de predizer a estrutura
e as propriedades fisico-quimicas dos compostos, a nivel molecular, correlacionando-as
através das leis fisicas. A quimica computacional e estudos experimentais caminham juntos,
fornecendo respostas e alternativas para a industria farmacéutica, industria de materiais,
ecologia, ciéncias biomédicas, além de promissoras perspectivas para as mais variadas areas

da ciéncia e tecnologia (Cramer, 2006).
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1.4.1 Conceito e aplicacdo do modelo farmacofdrico

Um farmacoforo representa a posicéo tridimensional relativa de importantes grupos na
ligacdo, que deve ser comum a todos os ligantes para um sitio particular. Se 0 composto é
capaz de adotar uma conformacdo estavel, contendo o farmacoéforo, isenta de choques
estéricos, ele pode se ativo (Langer, 2010).

A abordagem do conceito de farmacdforo tem provado ser extremamente util como
interface entre a quimica medicinal e computacional. Embora sua primeira definicdo tenha
sido atribuida a Ehrlich, sua introducdo foi feita por Kier ao descrever caracteristicas
moleculares comuns de ligantes de importantes receptores do sistema nervoso central, seguido
por Holtje em 1974 (revisado por Langer, 2010; Kier, 1967).

O centro para um doador de ligacdo de hidrogénio deveria ser o proprio H, mas devido
a grande incerteza de onde esse atomo esta, em funcdo da rotacdo, o heteroatomo é definido
como o centro de um ‘volume disponivel’, no qual o H ¢ incluido. Centros hidrofobicos sao
calculados como o ponto médio de um esqueleto carb6nico envolvendo 3 ou mais &tomos de
carbono. Além de centros doadores e receptores de ligacdo de hidrogénio, outras interacdes,
bastante gerais, sdo as do tipo eletrostatica e metal-ion (Langer, 2010; Nielsen, 2004).

Um bom modelo pode entdo ser utilizado para predizer com sucesso a atividade de
uma grande variedade de armacfes quimicas, através da consulta 3D num banco de dados e
para avaliar compostos recém-desenhados antes de realizar qualquer pesquisa experimental,

inclusive sintese (Lu et al., 2011).

1.4.2 Fundamentacao tedrica do docking molecular

Um dos mais freglientes problemas encontrados no projeto de novos farmacos é
‘decidir’ a conformacao ativa do ligante, que, na auséncia das interagdes compensadoras com
0 seu receptor, pode ser a menos estavel. A maneira mais facil de identifica-la é evidencia-la
no sitio, pelo estudo do cristal pela conhecida técnica de difragdo de raio-X (Patrick, 2009).

Célculos baseados na Mecanica Classica (métodos de campo de forga) assumem as
moléculas como uma colecdo de atomos unidos por forgas harmdnicas ou elasticas (Cramer,
2006). Modelos séo construidos para simular as forcas de pequenos estiramentos entre &tomos
das ligagcOes covalentes, rotacbes em torno das mesmas e interagdes ndo lineares (como
ligagBes de hidrogénio). Distancias randémicas entre os &tomos sdo variadas, fornecendo um

conjunto de energias cinéticas (vibracionais) e potenciais. A minimizacdo da energia total do
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sistema rende entdo a estrutura otimizada, que pode ser submetida a diversos outros métodos e
abordagens para avaliacdo da propriedade desejada (Lindsay, 2010).

Um desses métodos é o processo que faz uso da quimica computacional para avaliar a
energia livre de Gibbs de interacdo (AG;) entre duas espécies quimicas complexadas, em
varios posicionamentos diferentes de uma ou ambas as estruturas, denominado docking
molecular. O valor dessa energia liberada ¢ o somatorio total das energias das forcas
intermoleculares fracas, que refletem num acréscimo de estabilidade tornando a interacdo
termodinamicamente favoravel. Logo, quanto menor seu valor, melhor € o escore de ligacdo
associado (Friesner, 2006).

Vérias sondas (tais como um préton ou um carbocétion hibridizado sp®) séo usadas
para pontuar as interacbes com 0s aminoacidos que compdem a superficie do sitio. Apds
armazenar os valores de diversas forcas de ligacdo, o docking pode ser rapidamente
executado, por identificar quais &tomos ou grupos coincidem nos pontos de grade especificos
(Patrick, 2009).

Em geral, o docking rigido permite a conformag&o de input do ligante a ser transladada
e rigidamente girada em relacéo ao sitio de ligagdo do receptor, mas ndo gera conformacées
variando-se os angulos de tor¢do, como ocorre no docking flexivel (Friesner, 2006). A
macromolécula, uma enzima, por exemplo, tem a geometria fixada e uma caixa contendo
parte de sua estrutura, como sitios de ligacdo de enzimas ou receptores, é construida. A caixa
é dividida em varias outras menores, constituindo a grade (grid). Os grids tém sido
extensivamente utilizados no estudo de propriedades moleculares. Um exemplo de farmaco,
em cujo desenvolvimento o uso do grid foi importante, € o antigripal zanamivir (Nielsen,
2004).

1.4.3 Glide — Grid-based ligand docking with energetics

O programa Glide (Grid-based ligand docking with energetics) (Friesner et al., 2004)
foi desenvolvido para fazer uma busca exaustiva da posicéo, orientacdo e, no caso do docking
flexivel, conformac&o espaciais do ligante (conjuntamente denominadas pose do ligante) no

interior do sitio do receptor, através de uma série de filtros (FIG. 10) (Friesner et al., 2006).
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FIGURA 10: A busca hierarquica do Glide. Pontos de sitio dentro de um grid dividido em
caixas de 2 A de aresta sdo selecionados. O centro das diferentes conformagdes do ligante s&o
colocadas em diferentes orientacdes em determinado ponto de sitio, e sdo descartadas se ha
muitos choques estéricos com o receptor (passos 1-3). A partir da rotacdo do ligante, as
ligacbes de hidrogénio e ligante-metal sdo pontuadas e se o valor for alto, as demais
interagBes (passos 4-5). O numero de poses é entdo diminuido via um refinamento, no qual o
ligante move rigidamente 1 A nas direcBes cartesianas. Um ndmero bastante reduzido de

poses é passado para os dois Ultimos estagios, minimizacdo e GlideScore.
Adaptado de Friesner et al., 2004

A energia das interacGes € inicialmente calculada usando uma versdo discretizada da
funcdo empirica do ChemEscore (Friesner & Murphy, 2006; Eldridge et al, 1997), cuja forma

original € mostrada na Equacdo (1),

AGbinding = AGo + AGhbondziIgl(Ar)gz(AOC) + AGmetalzaMf(raM) + AGIipozlLf(rlL) +AG: (1)

AGhpong € 0 termo para ligacéo de hidrogénio, onde i representa os atomos do ligante, I,
0s atomos do receptor. A fungdo g;(Ar) pode assumir trés diferentes valores, sendo eles: 1, se
Ar<0,25 A; 1 - (Ar—0,25)/0,4, se 0,25 A < Ar< 0,65 A; 0, se Ar > 0,65 A. Analogamente, a

funcdo g, (Aa) também pode assumir trés diferentes valores: 1, se Ao <30°; 1 — (Ao — 30)/50,
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se 30° < Ao < 80°; 0, se Ao > 80°. Ar é o desvio do comprimento da liga¢éo de hidrogénio H-
--O/N de 1.85 A, e Aa é o desvio do angulo de ligacdo de hidrogénio N/O-H---O/N de seu
valor ideal de 180°.

O termo AGneta € calculado através da fungéo f(r), um termo de contato simples, onde
rav € a distancia entre qualquer dtomo aceptor e aceptor/doador, a, no ligante e qualquer
atomo de metal, M, no receptor. A forma de f(r) € mostrada no grafico (FIG. 11).

A

1.0

f(r)

0.0

E1l R2

FIGURA 11: Forma funcional de f(r).
Fonte: Eldridge et al, 1997.

Para 0 termo metélico, os parametros R1 e R2 valem 2,2 e 2,6 A, respectivamente.

AGiige, 0 termo lipofilico, € calculado para os atomos lipofilicos do ligante, I, e do
receptor, L. Os parametros R1 e R2 sdo ™ + r."" + 0,5 e R1 + 3,0 respectivamente, onde r'"
representa o raio de van der Waals, medido em A.

O termo final, AGy, penaliza ligacBes giratérias (sp°~sp®, sp’—sp®) congeladas, ou
seja, quando ambos os lados estdo em “contato” com o receptor (distancia menor do que soma
dos dois raios de van der Waals mais 0,5 A) (Eldridge et al, 1997).

Através de rotacOes, translacbes e movimentacao torcional (esta quando conformacdes
sdo geradas internamente — docking flexivel), a energia é minimizada por uso de um grid de
campos de van der Waals e eletrostaticos do OPLS (Optimized Potentials for Liquid
Simulations) (Jorgensen et al., 1996), pré-computados para o0 receptor, em conjunto com 0
modelo dielétrico dependente da distancia Generalized Born (GB) (Jorgensen, Ulmschneider,
& Tirado-rives, 2004; Still et al., 1990) detalhado mais adiante (Friesner et al., 2004).

As poses minimizadas sdo repontuadas atraves da fungdo de escore do Glide, de
propriedade da Schrodinger e originada da modificacdo de termos do ChemScore, (Friesner
et al., 2004). A equacdo (2) mostra os novos termos do GlideScore, os quais sdo detalhados a

sequir.
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AGbind = AGCouI + AGvdW + AGIipozf(rlr) + AGhbond-neut-neutzg(Ar)h(AOO +

+ AGhbond-charged-chargedzg(Ar)h(AOC) + AGmetalzf(rlm) + AG oth + pena"dades (2)

As energias da interacdo eletrostatica, AGcoy, € relacionada as forcas de van der
Waals, AG,qw, s@0 descritas pelos termos derivados da lei de Coulomb e do potencial de
Lennard-Jones, respectivamente. Justificando que suas formas funcionais e parametrizacées ja
estdo extensivamente difundidas na literatura (Jorgensen & Tirado-rives, 1988; Lennard-
Jones, 1931), as mesmas néo foram apresentadas por Friesner e colaboradores (2004).

As ligagOes de hidrogénio entre motivos carregado—carregado (AGhpond-charged-charged) €
neutro—neutro (AGhpond-neut-neut) CONtribuem excepcionalmente para a afinidade da interacdo,
sendo este Ultimo caso considerado chave do reconhecimento molecular encontrados em
muitos, se ndo da maioria, dos alvos farmacéuticos (Friesner & Murphy, 2006). Os valores
variam de acordo com o desvio da geometria ideal, baseada na funcdo do ChemScore, que é
aplicada ao termo AGhpond-charged-charged- POrém, através de exaustiva analise de resultados de
experimentos computacionais € empiricos, quanto ao termo AGppong-neut-neut Utilizam-se funcdes
lineares dos parametros S(0) para o desvio da angulagéo ideal de 180° da ligagdo N/O-H---

O/N e de S(ro..t;) para o desvio da distancia ideal (ro = 1,8 A), de forma que:

AGhbond-neut-neut = A*S(@)*S(ro.--H) (3)

Onde A é constante na equacao (3). S(ro---) pode assumir os valores: 1,0, Se ro-.4 = fo;
(ro-n — ro)/(rm — ro), S€ ro < roy < rm; 0, € ro..y = rm. O valor ry, é a distdncia méaxima
permitida. Analogamente, S(0) pode assumir os valores: 1, se 6 = 0g; (0 — 6m)/ ( 6g - Or), Se
Om < 0 < 0p; 0, se 6 < Op. Os valores 6y € O, s80 0s angulos maximo e minimo permitidos,
respectivamente.

O termo AGneta € modificado para considerar apenas aceptores anidnicos, favorecendo
a forte preferéncia deste tipo de interacdo em metaloproteases. A forma funcional do

ChemScore é mantida (Friesner et al., 2004).
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1.4.3.1 Glide XP e o contribuinte lipofilico

O algoritmo Extra Precision Mode (XP) do Glide contem fungdes revisadas das
originais encontradas no Glide (Friesner & Murphy, 2006). O termo (Ephobic_pair) POSSUi &
forma original para a interagdo entre dois atomos lipofilicos detalhada para o ChemScore.

Entretanto esse termo é potencialmente pouco sensivel a geometria local em questdo, o
que levou a varios experimentos computacionais a fim de discriminar entre diferentes
geometrias do entorno. O critério de sucesso € a habilidade de se ajustar a uma ampla faixa de
dados experimentais. Quando um grupo de atomos lipofilicos do ligante é envolto por atomos
lipofilicos da proteina, a certo angulo o, tem-se o involucro hidrofobico (referido pelo termo
Enhyd_enclosure), CUja contribuicdo para a energia livre de ligagdo é maior que aquela encontrada
unicamente pelo termo Epnobic_pair (Friesner & Murphy, 2006).

A cada atomo j do ligante, a uma distancia r de um atomo k do receptor pertencente a
um grupo hidrofébico (carbonos conectados ininterruptamente) € atribuido um grupo

hidrofébico. O nimero de contatos é calculado dentro da distancia r definida por:
r=vdW, + vdwy + 3 A (4)

O escore total € dado pelo somatorio negativo dos escores de cada grupo, Sg.

Sy = 2 Si(r) Si(e) (5)

Onde Sj(r) é o escore de contato em fungéo de r e Sj(ct) € 0 escore em funcéo de .

O Glide XP ainda acrescenta outros termos. O empilhamento n-aromaético e interagdes
n-cation sdo avaliados pelo termo Ep,. Correcbes empiricas favorecendo a energia de
afinidade de ligantes menores em relacdo aos maiores também estdo presentes. Porém, devido
as parametrizacBes terem sido realizadas utilizando-se dados limitados, mais detalhes ndo

foram apresentados por Friesner e colaboradores (2006).
1.4.3.2 Glide XP e os termos de penalidade

Poses de escore altamente favoravel podem estar violando principios fisico-quimicos

chave, o que levou a necessidade da aplicacdo dos termos de penalidade (AG > 0), presentes
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no Glide XP, objetivando diminuir a formag¢ao de poses “falsos positivos” (Friesner &
Murphy, 2006). As penalidades (definidas pelo termo Epenay) S80 aplicadas ao componente

estérico, a perda da entropia e a dessolvatacao, tanto do ligante quanto do receptor:

Epenalty = Edesolv + EIigand_strain (6)

Modelos de solvatacdo continuos podem oferecer resultados pobres visto que o papel
de moléculas individuais podem ser criticos na avaliacdo da energia de afinidade. O termo
Edesolv, adiciona esferas de 2,8 A, representativas das moléculas de agua, as poses emergentes.
Estatisticas sdo tabuladas em relagcdo ao nimero de &guas ao redor de cada grupo hidrofébico,
polar e carregado do ligante e do sitio ativo. Quando um grupo é julgado ser inadequadamente
solvatado, uma penalidade € atribuida.

A fungdo Ejig srain €limina as poses que apresentam trés ou mais contatos n
intramoleculares (distancia < 2,2 A) entre a&tomos pesados (n4o hidrogénio) do ligante. Se n <
3, penalidades sdo aplicadas de acordo com o tamanho dos grupos em contato. Tal termo €
bastante tolerante visto o fato de que no encaixe o ligante tem que se ajustar a uma cavidade

rigida e “imperfeita” de seu ponto de vista.

1.4.4 Principios de mecénica quantica

A mecanica quantica € o campo da Fisica que recorre a teoria dos orbitais moleculares
(resolucdes matematicas de equacBes de onda), objetivando colocar predigdes solidamente
fundamentadas, com uma descricdo probabilistica, sobre onde uma particula deve ser
encontrada (Lindsay, 2010; Cramer, 2006).

Em 1924 Louis de Broglie aprofundou no principio da propriedade onda-simile da
matéria, estabelecendo a dicotomia chave da quimica quantica. Pela teoria de deBroglie, v =
eV, onde o objetivo matematico do operador, v, pode ser filosoficamente entendido como um
oraculo que questiona a fun¢do de onda (autofuncdo), ¥, a propriedade de interesse
fisicamente observavel. Como postulado por Erwin Schrédinger, se o operador fornece a

energia (E) como um autovalor, & denominado operador Hamiltoniano (H) (Cramer, 2006).

HY=EV )
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A funcdo de onda contém o sistema de coordenadas do sistema, 0 que leigamente seria
um “mapa da estrada”. A unidade de medida do quadrado do médulo de ¥, ou seja, |¥|° esta
em densidade de probabilidade para uma regido multidimensional, isto €, ha integracdo sobre
toda aquela regido do espaco (Cramer, 2006).

O operador Hamiltoniano contendo os termos cinéticos e de atracdo eletrostatica para
um sistema monoeletronico, pode ser separado para a construgdo de um sistema
multieletronico através da multiplicacdo das funcbes de onda para um elétron. A primeira
iniciativa para tal foi feita por Hartree. Aproximac6es, somadas por Fock, originaram o
método quéantico de Hartree-Fock (Cramer, 2006).

A justificativa de se utilizar a mecanica quantica no estudo de um conjunto de
farmacos, com a premissa de possuir a mesma atividade bioldgica sobre uma enzima, esta em
descrever se as caracteristicas comuns de suas estruturas eletrbnicas constituem-se
propriedades farmacoféricas especificas. Um das maneiras mais difundidas que possibilita tal
abordagem é a Teoria do Funcional de Densidade, que sera mais bem destrinchada na sesséo a

sequir.

1.4.4.1 Calculos baseados na Teoria do Funcional de Densidade

A funcdo de onda eletrbnica é dependente de 3n variaveis: as trés coordenadas X, y e z
para n elétrons, assim como a funcdo da densidade eletronica total depende das coordenadas
espaciais x, y e z, também sendo um observavel fisico (Bachrach, 2007). A dependéncia do
total do nimero de elétrons imediatamente sugere que a densidade eletrbnica, desde que
integrada sobre todo o espaco, fornece esse total (Cramer, 2006). A partir desse pensamento,
um caminho mais direto de se obter a energia molecular pode ser seguido utilizando a
densidade total, mais simples que a funcdo de onda em si (Hohenberg & Kohn, 1964).

Na Teoria do Funcional de Densidade (DFT), o potencial efetivo é definido como
aquele que torna a densidade para uma particula, a exata densidade para o sistema
(Hohenberg & Kohn, 1964). A densidade eletronica, p(r), € a soma dos quadrados das funcoes
de onda em r. O output fornece a distribui¢ao p(r) da densidade eletronica que minimiza a
energia do estado fundamental do sistema, E[p(r)], que também ¢ encontrada (Lindsay, 2010).

Baseando-se no teorema de Hohenberg-Kohn, temos:

E[p(r)] = Ts + U + Ve + XC (8)
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Onde o termo Ts é a energia cinética dos elétrons nos orbitais, U e Ve S80 as energias
de Coulomb proporcional a distancia entre dois elétrons e entre os elétrons e 0s nucleos,
respectivamente (Burke, 2012; Lindsay, 2010). O termo XC € a pequena aproximacdo em
funcdo de p (densidade de um elétron no estado fundamental), que torna a equacgédo exata, a
energia de troca-correlacdo (Burke, 2012). A troca implica na necessidade de manter a funcéo
de onda geral antissimétrica sob a troca dos rotulos das particulas, e a correlacdo € um artefato
que trata os elétrons interagindo como particulas Unicas com um ambiente efetivo (Lindsay,
2010).

Uma série de funcionais tem sido proposta, levando a muitos diferentes métodos DFT.
Um exemplo é o BLYP, baseado no funcional de Becke e no de Lee, Yang e Parr. Ao
acrescentar o termo de troca original da teoria Hartree-Fock, se torna o hibrido B3LYP
(Frisch et al., 2009; Becke, 1993).

Espera-se por meio deste estudo tedrico computacional, observar nesses inibidores,
caracteristicas tanto estruturais (angulos de torcdo preferenciais e interagdes intermoleculares
importantes) quanto eletronicas (orbitais moleculares de fronteira) que fornecam respostas
condizentes com o0s achados experimentais disponiveis, essencialmente as poténcias

comparadas (valores de I1Csp € Kj) e 0s mecanismos inibitérios.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS.

Elucidar a relagdo entre as estruturas quimicas e resultados experimentais de um conjunto de

isomanideos peptidomiméticos, como inibidores das calicreinas teciduais humanas 5 e 7.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Estudar as interacbes predominantes entre um conjunto de isomanideos
peptidomiméticos com a KLK5 com Docking Molecular.

. Estudar as interacdes entre um conjunto de isomanideos peptidomiméticos com a
KLK?7 com Docking Molecular.

. Investigar a similaridade molecular e eletrénica dos compostos estudados a partir de
calculos quanticos DFT.

. Comparar as diferentes interaces e dados experimentais investigados sobre as duas

proteases.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 DOCKING MOLECULAR
Os arquivos contendo as informages estruturais cristalograficas das calicreinas 5 e 7

foram obtidos do Protein Data Bank (Berman et al., 2000)

(http://www.pdb.org/pdb/home/home.do), sendo 2PSX e 2QXH seus respectivos codigos de

identificacdo. A estrutura cristalina da KLK5, complexada com o inibidor leupeptina (Debela,
et al., 2007), apresenta resolugdo de 2,30A, enquanto a KLK7, complexada com Suc-Ala-Ala-
Pro-Phe-clorometilcetona (K7J) (Debela et al., 2007b), apresenta resolucdo de 2,00 A. Os
ligantes, ions e moléculas de solvente de ambas foram removidos. A KLK5 contém quatro
sitios para carboidratos N-ligados. Adjacente ao segmento Asn159-11e160-Serl61, ou seja,
oposto a fenda do sitio ativo, a densidade eletronica claramente indica a presenca de uma
cadeia de carboidrato N-ligada a Asn159 (Debela, et al., 2007). Essa densidade “corresponde
bem” uma 2-acetamido-2-desoxi-3-D-glicopiranose (GIUNAC) proximal, -1,4-ligada a uma
segunda GIlucNAc (Teixeira et al., 2011). A KLK7 possui um sitio para ligagdo de
carboidrato, como visto na TABELA 2, mas ndo apresenta glicosilacdo (o0 que pode ser
devido a sua expressdo em célula de inseto) (Debela et al., 2007b). As estruturas protéicas
foram entdo preparadas através do programa Protein Preparation Wizard (Schrédinger,
2011), pela qual os residuos ionizaveis foram devidamente protonados ou desprotonados, 0s
grupos amidas terminais desalinhados foram otimizados, assim como angulos e ordens de
ligacdo que favoreciam confrontos estéricos. As moléculas de agua foram eliminadas.
Possiveis selenometioninas — aminodcido natural encontrado em varios alimentos e
incorporado no lugar da metionina durante a traducdo (Schrauzer, 2000) — foram convertidas
em metioninas. Minimizacdo da energia foi selecionada e o OPLS_2005 escolhido como
campo de forca. O OPLS_2005 é uma versdo melhorada desenvolvida pela Schrédinger do
campo de forca OPLS_2001 (Jorgensen, Ulmschneider & Tirado-rives, 2004; Watkins &
Jorgensen, 2001; Kaminski et.al.,, 2001), para maior abrangéncia das funcionalidades
organicas. Os parametros para proteinas também foram atualizados para aqueles publicados
mais recentemente (Schrodinger, 2009). O OPLS_ 2001, por sua vez, é o melhor disponivel no
MacroModel (LLC Schrdédinger, 2009) para simulacfes de peptideos em fase condensada.
Como os testes cinéticos mostraram que a KLKS5 apresenta inibi¢cdo competitiva e ndo-
competitiva e a KLK7 apenas inibicdo ndo-competitiva pelos 5 inibidores do subconjunto

alvo, a busca por provaveis sitios alostéricos se fez necessaria. O servidor online Computed


http://www.pdb.org/pdb/home/home.do
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Atlas of Surface proteins (CASTp) (Dundas et al., 2006) foi utilizado para localizar as
cavidades (ou indentagdes com mais de uma abertura externa) na KLK5 e KLK7. Seus
tamanhos foram entdo quantificados atraves do método geométrico o-shape (Liang,
Edelsbrunner & Woodward, 1998), cujos detalhes matematicos fogem do escopo deste
trabalho.

Os grids foram calculados através do programa Glide (Friesner et al.,2004), que usa
um campo de forca all-atom para avaliacdo da energia exata. Para o sitio catalitico, a caixa do
grid foi projetada de forma que a triade catalitica ocupasse posi¢do central. Para os candidatos
a sitios alosteéricos, foi escolhida a triade de residuos que mais apropriadamente constituiam o
fundo da fenda.

Os 25 ligantes foram desenhados com auxilio das ferramentas da interface grafica
Maestro (Schrédinger, 2012b) e do programa ChemSketch (Advanced Chemistry
Development, 2013), e salvos no formato pdb. Diferentes configuracbes estereoquimicas
foram consideradas para 0s quatro compostos — AM06, AM07, AM10 e ESO1 — para os quais
ndo foram especificadas, perfazendo 25 estruturas de input. Cada estrutura teve a energia
minimizada e a geometria otimizada. A opcdo de docking flexivel e de amostragem de
conformac@es de anéis foram selecionadas para gerar conformacées internamente durante o
processo, ndo limitadas a rotacdo de ligacGes aciclicas. A aplicacdo de fungdes de penalidade
para grupamentos amida ndo cis ou ndo trans também foi selecionada. A flexibilidade
molecular foi modelada através de um maximo de 250 conférmeros para cada composto. O
limiar energético de 100 kcal/mol a partir do nivel mais baixo de energia foi mantido. Ambos
os valores sdo fisico-quimicamente coerentes, visto que energia necessaria para vencer as
atracOes intermoleculares entre as moléculas de HCI liquido para vaporizé-lo é 16 kJ/mol
(~3,8 kcal/mol) e a maior contribuicdo para a interacdo destes compostos com as enzimas € do
tipo lipofilica, mais fraca que as intera¢bes dipolo-dipolo (Brown et al., 2005). Peptideos
lipofilicos também séo provaveis de se dobrar em uma conformacdo de baixa energia em
solucéo e, portanto, o nimero efetivo de ligacOes giratdrias livres é reduzido (Eldridge et al,
1997).

Para 0 modelo continuo dielétrico dependente da distancia baseado na equagdo
generalizada de Born (GB) (Still et al., 1990), utilizada pelo Glide, foi mantido o valor da
constante dielétrica em 2,0, cuja alteracdo nao é recomendada.
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A constante dielétrica efetiva (Defr) utilizada pelo modelo é dada por:

1/Defr = 1 — (1 — 1/e) rijf/fee €)]

Onde ¢ € a constante dielétrica, r é a distancia entre as cargas i € j, e a funcdo fgg , que
contém os valores dos raios de Born, a; e aj, calculados implicitamente, € definida como

segue:

fos = \/rzij + o0 exp_—rzi'L

Em modelos continuos, utilizados para aproximar a representacao de todas as cargas
pontuais do sistema, o valor da constante dielétrica varia de 2 a 20 para a proteina e
aproximadamente 80 para o solvente (Kukic & Nielsen, 2010; Mallik et al., 2002). Uma
terceira minimizacao, pds-docagem e de campo de forca completo, também foi selecionada
para penalizar poses com geometrias altamente tensas e eliminar aquelas com conformacdes
eclipsadas, alem de otimizar comprimentos de ligacdo, angulos e tor¢oes. As poses de melhor
escore dos compostos AM04, AM05, AM07-R, AMO07-S, ES01-R, ES01-S e ES04 foram

salvas em formato gjf para calculos quéanticos.
3.2 ESTUDO QUANTICO — DFT

As poses foram salvas em formato gjf e submetidas a calculos para investigacdo da
estrutura eletrénica baseados na Teoria do Funcional de Densidade (DFT) (Kohn & Sham,
1965; Hohenberg & Kohn, 1964), sob o conjunto de bases 6-31G(d,p) no vacuo e com
solvatagdo implicita através do Modelo Continuo Polarizavel no formalismo da equacdo
integral (IEFPCM) (Tomasi et al., 2005).

Depois de realizados os célculos DFT, angulos de tor¢do (diedros) principais dos
conférmeros obtidos foram comparados aos dos sitios ativos e alostéricos de cada composto
do subconjunto alvo. As configuracOes dos orbitais moleculares ocupados de mais alta energia
(HOMO) e dos orbitais moleculares desocupados de mais baixa energia (LUMO) foram
analisadas no programa Gaussian09 (Frisch et al., 2009) e correlacionadas ao docking.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 IDENTIFICACAO DOS EXOSSITIOS NAS SUPERFICIES DA KLK5 E KLK7

A busca por sitios alostéricos atraves do software CASTp resultou em dezenas de
candidatos. Foram escolhidos cinco bolsos na KLK5 e mais cinco na KLK7. Objetivando uma
padronizacdo das caracteristicas dimensionais das cavidades serem submetidas ao estudo de
docking, o critério de escolha levou em conta se suas areas e volumes eram maiores ou iguais
a 90 A% e 90 A3 respectivamente, visto que os demais apresentaram valores inferiores e
discrepantes. Por razdes didaticas, uma nova nomenclatura para esses sitios foi

convencionada, como mostrado na TABELA 5.

TABELA 5: Possiveis sitios alostéricos da KLK5 e KLK7 obtidos da busca pelo CASTp.

Enzima Nomenclatura original Nomenclatura adaptada

32 Alo5a
31 Alo5b
KLK5 30 Alo5c
29 Alo5d
28 Alo5e
31 Alo7a
30 Alo7b
KLK7 29 Alo7c
28 Alo7d
27 Alo7e

A partir de suas sequéncias de aminoacidos, a triade para construcdo das grades para o
docking foi escolhida baseando-se nos residuos que melhor constituem o fundo de cada
bolsdo. Além das sequéncias, as medidas da area, o volume e a area de abertura ou soma total

das areas de aberturas sdo na TABELA 6.
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TABELA 6: Area, volume, area de abertura e seqiiéncia de residuos dos sitios alostéricos da

KLKS5 e KLK7.
Sitio Area Volume Abertura Residuos
(A% (A% (A%
Aspl189*, Ser190*, Cys191, GIn192,
Alo5a 1717 198,1 29,3 Serl195, Val213, Ser214, Trp215%*,
Gly216, Asp216, Cys220 e Gly226.
11e160, Alal83, Gly184*, Aspl85,
Lys186, Gly187, Argl188, Aspl189*,
Alo5b  209,9 209,5 40,7
Ala221, Arg221, Arg224, Pro225* e
KLK5 Gly226.
Lys60, Phe63*, Gly85*, Val86*, Lys87,
Alo5c 90,5 110,9 58,2
Ser88 e 11e106.
Val47*, Asnl122, Val123*, Thr235 e
Alo5d 102,3 134,9 51,4
[le238*.
Asn159*, 1le160*, Serl61*, Gly184,
Alo5e 114,6 121,2 47,2
Aspl85 e Argl188.
Asn189*, Alal90, Cys191, Asn192,
Serl195, Val213, Trp215, Gly216, Thr217,
Alo7a 317,3 335,9 50,7
Cys220, Gly220, GIn222, Tyr228*,
Val227, Gly226*.
Gly25, His27, Pro28, GIn30*, His66,
Alo7b 186,4 175,9 7 Leu67, Gly69*, Ser70, Asp71, Metl17,
Trpl41l*, Leul55.
KLK7
Gly69*, Asp75, Arg77, Ala78, GIn79%*,
Alo7c 1424 203,6 99,2
Argl113, Ser115, Metl117, Val118*.
Gly184, 11e185, Ser186, Lys187*,
Alo7d 142,1 139,3 20,6 Lys188, Asn189*, Gly220*, GIn221,
Asn223, Asp224, Pro225.
Prol65, Cys168, Leul76*, Met180,
Alo7e 122,1 137,1 51,4

Leul81*, Cys182* e GIn230.

* Residuos utilizados como triade de construcédo do grid para o docking em cada sitio.
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Na KLKS5, o bolso Alo5a apresenta alta correspondéncia de residuos com o subsitio S1
do sitio ativo. Alo5b compartilha os residuos Aspl89 e Gly226 com o subsitio S1, e 0s
residuos 11e160, Gly184, Asp185 e Arg188 com o sitio Alo5e (FIG. 12).

FIGURA 12: Sitio ativo e principais sitios candidatos a alostéricos da KLK5. A regido em
ciano indica os residuos compartilhados entre o sitio ativo (em azul) e Alo5a. A regido em
roxo indica os residuos compartilhados entre o sitio ativo e Alo5b, e a regido violeta mais
escura indica os residuos compartilnados entre AloSb e Alo5e. Note a proximidade
topogréafica da abertura (seta) do bolsdo Alo5b com o fundo do sitio ativo/Alo5a.

Analogamente, na KLK7, Alo7a também apresenta alta correspondéncia ao subsitio
S1 do sitio ativo. O bolso Alo7d compartilha os residuos Asn189 e Gly220 com S1, e Alo7b e
Alo7c compartilham entre si os residuos Gly69 e Met117, cuja cadeia lateral separa os dois
bolsdes (FIG. 13).

E possivel inferir, a partir dessas observagdes, os candidatos a alostéricos Alo5Sb e
Alo5e sdo o0s mais proximos e mais provaveis de influenciar conformacionalmente a
disposicado dos residuos no sitio ativo da KLK5, assim como Alo7d para com o0 a KLK7.
Entender a estrutura e explorar a funcao de possiveis sitios de ligacdo a proteinas é a base para
0 projeto de novos farmacos. Em alguns casos, sabe-se que o local de um sitio, tanto para

ligagdo direta ou alostérica de um ligante & proteina é desconhecido (Halgren, 2009).
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FIGURA 13: Sitio ativo e principais sitios candidatos a alostéricos da KLK7. A regido em
ciano indica os residuos compartilhados entre o sitio ativo (em azul) e Alo7a. A regido em
verde indica os residuos compartilhados entre o sitio ativo e Alo7d. A regido em violeta mais
escura indica os residuos compartilhados entre Alo7b e Alo7c.

Os demais candidatos alostéricos ndo compartilham nenhum residuo entre si ou com
0s sitios ativos da KLK5 ou KLK?7.

4.2 CLASSIFICACAO DOS INIBIDORES POR AFINIDADE SEGUNDO O DOCKING
MOLECULAR

Considerando os inibidores competitivos AM07-R, ESO01-R e ES04, os resultados do
docking mostraram a mesma ordem da poténcia observada nos testes in vitro com a KLK5
(TABELA 7). Porém, o mesmo ndo ocorre ao considerar alternativamente os compostos
AMO7-S e ESO1-S, pela qual se observaria uma classificacdo diferente daquela dos testes

cinéticos. Os compostos AMO07-R, ES01-R e ES04 também apresentaram a mesma ordem de
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afinidade pelo sitio ativo da KLK7 (TABELA 8) vista no sitio ativo da KLK5, embora as
posicOes relativas entre si e os demais inibidores sejam diferentes para as duas enzimas.

TABELA 7: Contribuicdo dos principais termos de afinidade e de penalidade — exposicao de
residuos hidréfobos — do docking molecular dos 25 compostos no sitio ativo da KLKS5,

ordenados pelo escore total individual — afinidade pelo sitio, em kcal/mol.

Interacdo  Ligacdo de Interacéo Exposigao Escore

Composto de residuos

hidrofébica hidrogénio eletrostatica Total

hidrofobos

ES06 -5,14 -2,23 -1,04 0,37 -7,94
AMO09 -5,11 -1,57 -0,97 0,61 -6,80
ESO7 -4,85 -1,69 -0,69 0,24 -6,63
AMO7-R -4,35 -1,47 -0,95 0,00 -6,61
AM14 -5,10 -1,79 -0,82 0,84 -6,34
AMO5 -4,71 -1,39 -0,68 0,24 -6,18
AMO03 -4,46 -1,38 -0,80 0,09 -6,14
ES03 -4,88 -1,29 -0,40 0,18 -5,98
AM10-S-S -4,53 -1,49 -0,58 0,23 -5,97
ES05 -3,97 -1,82 -0,84 0,24 -5,93
AMO08 -4,13 -1,76 -1,02 0,60 -5,90
AMO06-S -4,92 -1,30 -0,61 0,75 -5,83
AMO02 -3,52 -1,61 -0,86 0,11 -5,76
ESO1-S -3,91 -1,61 -0,72 0,36 -5,57
AMO06-R -4,99 -1,38 -0,64 1,24 -5,51
ES04 -3,80 -1,45 -0,80 0,08 -5,51
AM10-R-S -4,47 -151 -0,97 1,18 -5,47
AM10-R-R -3,88 -1,45 -1,12 0,77 -5,39
ES10 -5,40 -0,52 -0,23 0,34 -5,37
AM10-S-R -4,62 -1,29 -0,81 1,10 -5,31
ES02 -3,41 -1,56 -0,81 0,20 -5,22
ES01-R -3,77 -1,24 -0,73 0,30 -5,14
ES08 -5,17 -1,05 -0,50 0,26 -5,07
AMO04 -3,73 -1,54 -0,94 0,27 -5,00

AMO7-S -1,89 -1,41 -0,81 0,31 -3,44
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TABELA 8: Contribuicado dos termos de afinidade e de penalidade — exposic¢do de residuos
hidrofobos — do docking molecular dos 25 compostos no sitio ativo da KLK7, ordenados pelo

escore total individual — afinidade pelo sitio, em kcal/mol.

B o N Exposicao
Composto Interacao Ligacdo de Interacao de residuos Escore
hidrofébica hidrogénio eletrostatica total
hidrofobos

AMO08 -5,69 -2,20 -0,71 0,30 -8,05
AM10-S-R -6,04 -1,33 -0,77 0,35 -7,51
AM10-R-R -5,08 -1,54 -0,72 0,32 -6,82
AM14 -5,94 -1,63 -0,84 0,41 -6,81
AM10-S-S -5,51 -1,46 -0,47 0,54 -6,81
ES06 -6,15 -0,81 -0,41 0,30 -6,81
AMO06-R -5,90 -1,17 -0,64 0,78 -6,67
AMO09 -4,26 -1,66 -0,96 0,05 -6,48
AMO7-R -4,81 -1,40 -0,59 0,15 -6,32
AMO5 -4,71 -1,05 -0,93 0,08 -6,28
ES05 -5,39 -0,89 -0,30 0,07 -6,24
AM10-R-S -5,99 -0,49 -0,23 0,20 -6,22
AMO7-S -4,83 -1,26 -0,45 0,00 -6,19
AMO06-S -4,96 -1,42 -0,71 0,66 -6,18
ES10 -3,52 -1,89 -0,42 0,25 -6,11
AMO04 -4,42 -1,30 -0,67 0,03 -6,01
ES08 -4,60 -1,37 -0,49 0,32 -6,00
ESO7 -4,73 -1,20 -0,42 0,17 -5,91
AMO03 -4,75 -0,73 -0,66 0,00 -5,73
ES02 -4,01 -1,66 -0,65 0,22 -5,67
ES03 -4,48 -1,14 -0,26 0,00 -5,48
AMO02 -3,89 -1,56 -0,51 0,13 -5,47
ES01-S -4,11 -0,98 -0,31 0,00 -5,09
ES04 -3,34 -1,84 -0,45 0,08 -5,02

ES01-R -3,82 -0,89 -0,15 0,00 -4,55




50

As posigdes gerais dos inibidores em ambas as docagens ndo foram as mesmas ou
significativamente préximas daquelas nos testes cinéticos, tanto nos sitios ativos quanto em
qualquer candidato alostérico de ambas as enzimas. Tal fato era de se esperar visto 0s
possiveis diferentes sitios de inibicdo nas macromoléculas, como se infere dos diferentes
mecanismos de inibigéo apresentados pelos compostos.

Porém podemos destacar, na KLK5, os compostos AM14, ES03, ES06 e ES07, e, na
KLK7, AM14 e ES06, que ocupam posi¢Oes superiores tanto para nas docagens nos sitios

ativos quanto nos ensaios de inibi¢cdo enzimatica, em suas respectivas enzimas (TABELA 9).

TABELA 9: PosicOes relativas dos derivados isomanideos no docking molecular nos sitios

ativos e ensaios enzimaticos de inibicdo in vitro da KLK5 e KLK?7.

KLK5 KLK7
Invitro Docking Invitro  Docking
ESO7 ES06 ES10 AMO08

ES06 AMO09 ES08 AMI10-S-R

ES10 ES07 ES03 AM10-R-R

ES08 AMO7-R ESO07 AM14

AM14  AM14 AM14 AMI10-S-S

AM08  AMO05 ES06 ES06
ESO3 AMO03 AMO07  AMO06-R
AM10 ESO3 AMO08  AMO09

AM04 AM10-S-S  ESO01 AMO7-R

AMO05 ES05 AM09  AMO5
AMO03  AMO8 ES04 ES05

AM09  AMO06-S AM10 AMI10-R-S

AMO6  AMO02 ESO5 AMO7-S
ES02  ESO1-S AMO03  AMO06-S

AMO07  AMO06-R ES02 ES10
ES04 ES04 AMO6  AMO4

ESO5 AMI10-R-S  AMO5 ES08

AM02 AM10-R-R AMO04 ESO07



ESO1

ES10
AM10-S-R

ES02
ESO1-R
ES08
AMO04
AMO7-S

AMO2

AMO3
ES02

ESO3
AMO02
ES01-S
ESO4
ESO1-R
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Fonte: o ranking das colunas “In vitro” ¢é cortesia do professor Luciano Puzer e equipe (UFABC).

TABELA 10: Resultados do docking molecular dos 25 compostos nos sitios ativo e

alostéricos da KLKS5, ordenados pelo escore total individual — afinidade pelo sitio, em

kcal/mol.
Ativo Aloba Alo5b Alo5c Alo5d Alo5e
ES06 ESO3 AM10-R-S AMO3 AMO8 AMO8
-7,94 -6,32 -6,05 -5,93 -5,83 -4,87
AMO09 ES10 ESO8 AMO5 AMO06-R  AM10-R-S
-6,80 -5,95 -5,23 -4,88 -5,44 -4,59
ESO7 AM10-S-S ES06 AMO02 AM10-R-R AM14
-6,63 -5,67 -5,00 -4,11 -5,15 -4,32
AMO7-R ESO7 AM10-S-R ES10 AMO03 ESO8
-6,61 -5,52 -4,96 -3,53 -4,52 -3,76
AM14 ESO1-R AMO3 AMO09 AM10-S-R  AM10-S-R
-6,34 -5,49 -4,88 -3,49 -4,47 -3,66
AMO5 ESO8 ESO4 AM10-S-S AMO5 AMO5
-6,18 -5,43 -4,87 -3,39 -4,44 -3,44




AM10-R-R AM10-R-R AM10-R-S

AM10-S-R AM10-S-R

AM10-S-S

AM10-R-R
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AM10-R-R

AM10-S-R
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TABELA 11: Resultados do docking molecular dos 25 compostos nos sitios ativo e
alostéricos da KLK?7, ordenados pelo escore total individual — afinidade pelo sitio, em
kcal/mol.

Ativo Alo7a Alo7b Alo7c Alo7d Alo7e

AM10-S-R  AM10-S-S  AMO06-S AMO06-R AM14 AM10-R-R

-7,51 -7.07 -3,20 -5,44 -2,29 -4,81

AM14 ES10 ES01-S  AMI0-R-S ESO8 ES08

-6,81 -6,46 -2,80 -5,13 -1,61 -4,26

ES06 ES06 AM10-R-S AM10-S-R AMO8 ES10

-6,81 -6,20 -2,37 -4.47 -1,54 -3,80

AMO09 AMO06-S AMO09 AMO06-S ESO3 ESO3

-6,48 -6,15 -1,55 -4,41 -1,47 -3,64




AMO5 ESO7 AMO7-S ESO3 AMO6-R AMO3

-6.28 -5,98 -1,31 -4,19 -1,24 -3,49

AM10-R-S  AMO7-S AMO04 AM10-S-S AMI10-R-R ES04

-6,22 -5,83 -1,17 -4,01 -0,95 -3,36

AMO6-S ES08 ES01-R AMO09 ES10 AMO4
-6,18 5,36 -0,91 -3.76 -0,88 321

AMO04 ES04 ES10 ES04 ESO1-R ESO1-R

-6,01 -5,23 -0,72 -3,46 -0,80 -2,61

ESO7 AMO04 AMO02 AMO04 AM10-S-R AMO02

-5,91 5,05 -0,64 -3,35 -0,53 -2,52

ES02 ES05 AMO7-R ES06 AMO06-S  AMI10-R-S

-5,67 484 -0,18 -3,27 -0,29 -2,29
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ESO3 AMO7-R __ AMO5 AM14 ES01-S ES06
-5,48 478 -0,02 -2.99 -0,11 299
AMO2 AMO5 ES06 ESO1-R ES06 ES07
5,47 -4.43 0.26 294 0.22 -1,94
ES01-S  ESOI-R ES03 ES02 ES07  AM10-S-R
-5,09 431 0,32 -2.68 0.79 172
ES04 ES01-S - ES01-S  AMO7-S  AMO6-S
-5,02 -4.00 227 1.26 21,42
ESO1-R . . ESO7 AMO7-R  AM10-S-S
-4,55 2l 1,80 -0.14

Os objetivos principais do método XP sdo eliminar falsos positivos e proporcionar
uma melhor correlacdo entre as poses e 0s escores (Friesner & Murphy, 2006). As diversas
conformacBes sdo gradualmente testadas no sentido de amenizar qualquer escore de
penalidade, bem como otimizar as poses de melhor escore. Além disso, termos de penalidade
sdo atribuidos a estruturas inadequadamente solvatadas (Schrodinger, 2012a). Esses termos
advem de dados estatisticos parametrizados de um expressivo banco de dados de complexos
cocristalizados (Halgren et al., 2004).

Analisando a classificacdo por afinidade dos compostos nos sitios da KLKS5, é
observado que os inibidores ndo-competitivos AM04 (em Alo5b) e AMO05 (em Alo5c)
apresentaram melhor escore em seus sitios alostéricos que no sitio Alo5a. O composto ES04
também obteve melhor escore em Alo5b (-4,87), porém com uma diferenca bastante pequena
da obtida em Alob5a (-4,81).

A preferéncia de AMO04 pelo bolsédo Alo5b é bastante provavel de estar relacionada ao
seu tamanho, tanto ao volume quanto as areas de superficie interna e de abertura. O valor da
area de abertura de Alo5c é o maior para 0s bolsdes da KLK5 (TABELA 6). O ndo
compartilhamento de residuos ndo impede necessariamente Alo5c de influenciar conformacéo
tridimensional de Alo5a/S1. Estudos anteriores tém revelado uma tendéncia geral dos ligantes

em se ligar as maiores cavidades das proteinas (Liang, Edelsbrunner & Woodward, 1998).
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Porém, Alo5b é o Unico que apresenta mais de uma abertura, quatro no total. Os demais
inibidores, competitivos, obtiveram melhor escore em Alo5a, dente os sitios alostéricos.
Apesar do menor tamanho relativo, a predilecdo desses inibidores por Alo5a reafirma suas
maiores afinidades pela cavidade do sitio ativo.

Analogamente, na KLK7, apenas AMO5 obteve melhor escore em um sitio alostérico
diverso do Alo7a, o Alo7e, cujos valores de area de abertura sdo bem proximos. As
sequéncias de residuos dos sitios Alo5a e Alo7a estdo contidas na sequéncia dos subsitios S1
de suas respectivas enzimas, podendo-se inferir que estdo propensos a apresentarem escores
altos como aqueles do sitio ativo. Porém, provavelmente devido aos quatro diferentes grupos
de triades escolhidas para o grid — Alo5a, Alo7a e sitios ativos de cada calicreina —, a
classificacdo dos compostos foi diferente para as quatro docagens, como era de se esperar. As
docagens nos bolsées Alo5a e Alo7a podem ser entdo consideradas como pontos de partida
iniciais alternativos nos proprios sitios ativos, através dos quais os inibidores sdo capazes de
adquirir poses de melhor escore diferentes daquelas obtidas ao se utilizar a triade catalitica

para o grid.

43 CONFORMACAO, INTERACOES HIDROFOBICAS E LIGACOES DE
HIDROGENIO DAS POSES DE MELHOR ESCORE

4.3.1 Conformacao

A numeragéo de referéncia, de acordo com a IUPAC, que foi utilizada neste trabalho
para os derivados isomanideos, é indicada na FIG. 14.

16

6 (53 24/32
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31 2

FIGURA 14: Numeragdo de referéncia dos 4tomos dos inibidores. Na imagem, o inibidor
AMO4. Atencdo especial as posi¢cdes invariantes dos atomos anel biciclico (1 — 8) e do
substituinte R1 (12 — 19) para qualquer um dos 25 compostos estudados.
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As moléculas podem se apresentar em diferentes conférmeros, por transpor as
barreiras energéticas existentes entre os arranjos conformacionais (Bruice, 2004). Ao se
submeterem as poses de melhor escore do docking dos sitios ativos da KLK5 e KLK7 aos
calculos DFT, novos conférmeros, com energia minimizada por otimizacdo da geometria
foram obtidas.

A andlise comparativa entre os angulos diedros principais é mostrada na TABELA 14.
O primeiro angulo é formado iniciando a partir do carbono aromatico de R1 até C7, passando
por C13 e 012 (C — O — C — Cyo); 0 segundo é formado por C6, C7,C12e C13(C-C -0 -
C); o terceiro contem C4, C3, mais o primeiro e segundo atomo de R2, que variam para cada
composto. Os demais angulos diedros também sdo varidveis abrangendo cada ligacéo rotativa
do esqueleto de R2. LigagBes finais do tipo —CHs, —NH, e —NH3", terminadas com
hidrogénio, ndo foram consideradas porque sua variacdo conformacional é de pouco interesse
(Friesner et al., 2004).

Os angulos diedros correspondentes nos conférmeros DFT e nos conférmeros dos
sitios ativos com valores proximos sdo destacados em verde. O mesmo critério é seguido em
relacdo os angulos diedros dos conférmeros dos sitios alostéricos, utilizando-se a cor laranja.
A tonalidade mais escura indica diferenca menor que 25°, e a clara quando é maior que 25° e

menor que 45°.

TABELA 14: Diedros comparados dos substituintes R1 e R2 dos compostos de menor energia

obtidos do docking nos sitios ativo e alostéricos da KLKS5 e conférmeros DFT, em graus.

AMO4

Torgéo Sitio ativo DFT Sitio Alo5b

R1

C-0-C-Co 80,2

Com mais de um atomo no biciclo
C-C-N-C -60,6 55,8 -133,2




cC-C-C-5S -52,4 53,1 -161,6
c-C-Ss-C -73,5 59,4 -61,0
N-C-C-N -59,0 36,9 62
C-C-N-C -87,2
N-C-0-C 149,0
C-C-C-N 63,6
C-C-N-C 1447
AMO5
Torcao Sitio ativo DFT Sitio Alo5c
R1
C-0-C-Co 145,6 176,6 -67,9
Com mais de um 4tomo no biciclo
C-C-0-C 133,7
C-C-N-C -34,9
C-N-C=0 23,3
C-N-C-C -157,8
N-C-C-N 112,5
C-C-N-C -120,9
C-N-C-0 4,4
N-C-0-C 150,7 1779 -115,7
N-C-C-C -126,6
c-Cc-Cc-C 86,0
c-C-Cc=cC -21,5
C-C-C-N -151,0
C-C-N-C 118,6
AMO7-R
Torgéo Sitio ativo DFT Sitio Alo5a
R1
Com mais de um 4tomo no biciclo
C-C-0-C -114,2 -57,2 83,7
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C-C-N-C -62,2 56,9 -74,0
C-N-C=0 -23,4
C-N-C-C 149,2
N-C-C-N 53,3 -72,9 50,5
C-N-C-0 -2,5
N-C-0-C 159,8
c-0-C-C 92,0
AMO7-S
Torcao Sitio ativo DFT Sitio Alo5d
R1
C-0-C-Co 57,4
Com mais de um atomo no biciclo
C-C-N-C -66,7 -152,8 1479
R2
-N-C= -19,7
-N-C- 160,0
-C-C- -40,3
-48,2 -91.3 -55,7

-144,5

103,7

ESO1-R
Torcao Sitio ativo DFT Sitio Alo5a
R1
C-0-C-Co 128,9
Com mais de um atomo no biciclo
C-C-0-C 158,7 73,5 122,0
C-C-0-C 81,8 169,2 116,3
R2
C-0-C=0 -154,8 -4,0 135,7
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c-0-C-C 31,2 178,6 -41,8
O-C-C-N 51,6 -134,6 -173,1
C-N-C-O -99,1
N-C-0-C 152,9
ES01-S
Torcao Sitio ativo DFT Sitio Alo5a
R1

Com mais de um atomo no biciclo

c-C-0-C 110,1 179,2 125,9
R2

C-0-C=0 -151,4 161,4 9,3

cC-0-C-C 31,2 -26,8 -169,1

O-C-C-N

C-N-C-0O

N-C-0-C 154,9

ES04

Torcao Sitio ativo DFT Sitio Alo5b

R1

Com mais de um atomo no biciclo

C-C-0-C 74,1
C-C-0-C 157,9
R2

-162,2
179,8

159,2 108,3 -154,4

c=0
c-C

C-N

~N-C 68,8

~0-C

-150,3




0-C-C-C -72,1 -131,3 -31,7
c-C-C-C -64,3 178,7 128,4
C-C-S-C -63,1 69,6 -175,4
N-C-C-C 63,6 -63,2 -107,0
C-N-C-C -62,0

62

TABELA 15: Diedros comparados dos substituintes R1 e R2 dos compostos de menor energia
obtidos do docking nos sitios ativo e alostéricos da KLK7 e conférmeros DFT.

AMO04
Torcao Sitio ativo DFT Sitio Alo7a
R1
Com mais de um 4tomo no biciclo
C-C-0-C 36,1
R2
C-N-C=0 5,9
N-C-C-C 64,7 96,8 -20,8
c-c-Cc-C 164,9 67,5 -86,1
c-Cc-C-S 99,4 -179,0 27,2
c-Cc-Ss-C 170,2 78,5 174,8
N-C-C-N -58,5 -25,5 -139,8
C-N-C-0O -162,2 18,8 173,9
N-C-0-C 89,7 178,6 -15,7
C-C-C-N -68,7 -168,1 33,2
AMO05
Torgéo Sitio ativo DFT Sitio Alo7e
R1
C-0-C-Co 113,5 67,2 -114,6
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Com mais de um atomo no biciclo

C-C-0-C -66,9
C-C-N-C 59,8
C-N-C=0 -0,8
C-N-C-C -179,4
N-C-C-N 73,7
C-C-N-C 39,9
C-N-C-0 176,3
N-C-0-C -158,2
N-C-C-C -155, 3
c-c-Cc-cC
c-Cc-C=cC
C-C-C-N
C-C-N-C -93,3 169,7 77,2
AMO7-R
Torgéo Sitio ativo DFT Sitio Alo7a
R1
C-0-C-Co -67,4 67,1 -176,9
Com mais de um 4tomo no biciclo
C-C-N-C -57,0 -128,8 -79,2
R2
C-N-C=0 53
N-C-C-N -127,9 -73,0 -138,2
C-C-N-C 56,0 81,3 52,7
N-C-0-C -96,2 178,7 141,8
AMO7-S
Torgéo Sitio ativo DFT Sitio Alo7a

R1
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153,7

Com mais de um atomo no biciclo

C-C-0-C 158,2 70,1 107,1
C-C-N-C -62,8 -136,8 -162,7
C-N-C=0 -3,1
C-N-C-C 174,7
N-C-C-N 169,8 73,2 150,8
C-C-N-C -58,9
C-N-C-0O 163,9
N-C-0-C

c-0-C-C

-0-C- 92,2
Torcao Sitio ativo DFT Sitio Alo7a
Com mais de um atomo no biciclo
cC-C-0-C 85,3
cC-Cc-0-C -171,0 167,2 -85,9
cC-0-C=0 -9,6
c-0-C-C 168,9
O-C-C-N 59,1 27,7 67,3
C-C-N-C 48,8
C-N-C-0 139,6
N-C-0-C -136,9
Torgéo Sitio ativo DFT Sitio Alo7a
C-0-C-Co -149,0 -175,2 95,3
Com mais de um atomo no biciclo
c-CcC-0-C 66,7
c-C-0-C -81,2
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R2
C-0-C=0 -41,9
O-C-C-N 92,1 157,5 1225
C-C-N-C -49,1
N-C-0-C 152,6 -179,3 133,2
ES04
Torcao Sitio ativo DFT Sitio Alo7a

-140,7

R1

Com mais de um atomo no biciclo

c-C-0-C 79,9

O
o
o
o

-171,4

R2

C-0-C=0 2,4

c-0-C-C -176,7
O-C-C-N 145,6
C-C-N-C -116,4 -151,1 -118,2
0-C-C-C -86,6 -57,1 -94,6
c-C-C-C 69,5 -58,3 65,5

C-C-C-S 167,8
N-C-C-C -169,3 63,2 -174,4
C-N-C-C 121,2 85,0 119,3

Nota-se que, as poses obtidas do docking na KLK5 apenas os compostos AMO07-S e
ES01-R mostraram certa correspondéncia maior entre os angulos diedros das poses dos sitios
alostéricos e os conférmeros DFT. Na KLK7, a mesma correspondéncia é observada para

AMO7-R e AMO5, sendo bastante evidente neste. Os demais compostos possuem a maioria
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dos valores de seus diedros avaliados mais proximos entre os conférmeros DFT e as poses do
sitio ativo das respectivas enzimas.

Observa-se que a analise da variagdo das conformac6es segundo os angulos de torcao
ndo pode contribuir claramente para uma padronizacdo das afinidades dos isomanideos. A
grande liberdade conformacional das moléculas de ambas as séries estudadas € atribuida
essencialmente ao grande numero de ligacbes giratorias de R2, apesar de R1 também ter

apresentado direcdo variavel em torno de seu maior eixo.

4.3.2 Ligacdes de hidrogénio

4.3.2.1 Sitios ativos

A lista completa das ligagdes de hidrogénio realizadas entre as poses finais de melhor
escore de cada composto docado nos sitios ativos da KLK5 e KLK7 é apresentada na
TABELA 16.

Na KLKS5, a His57 faz ligacdes de hidrogénio com o O5 de AM04, AM05, AMO7-R e
AMO7-S, e com o primeiro O carbonilico de R2 na AM04. Na KLK?7, faz ligacbes com Ol e
0 oxigénio de R1, dos compostos AM04 e AMO7-R. Observa-se que o residuo nao faz
ligacGes com os ésteres nos sitios ativos das enzimas.

A His4l faz ligagdes na KLK7 com o hidrogénio ligado ao primeiro nitrogénio, ou
seja, de menor numero, do substituinte R2 do composto AM04, AM07-R e AMO07-S.

A His99 faz apenas uma ligacéo de hidrogénio, com o segundo oxigénio carbonilico
de R2 da AMOS5 no sitio da KLK?7.

A Ser195 faz ligacdes de hidrogénio na KLK5, com O1 da AMO05 e com 05 da AM04,
AMO05, AMO07-R, AMO7-S e ES01-S, e também na KLK7 com o nitrogénio de R2 do ES04.

A Gly193 também faz ligagfes na KLK5, com o primeiro oxigénio carbonilico de R2
nos compostos AM05, AMO07-S, ESO1-R e ES01-S; na KLK7 faz uma ligacdo, sendo esta
com o segundo oxigénio carbonilico de R2 no ES04.

A GIn97 faz ligacdo na KLK7 com o hidrogénio ligado ao nitrogénio indolico da
AMOS5, e, concluindo os residuos comuns, a Lys60, na KLK5, com o segundo oxigénio
carbonilico de R2, na AMO4.

Exclusiva da KLK7, A Asn192 faz ligacfes de hidrogénio com os oxigénios do anel

biciclico ou com atomos de R2. Enquanto que a GIn192, propria da KLK5 participa de
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ligacOes exclusivamente envolvendo o oxigénio de R1 dos compostos AM04, AMO7-R,
ESO01-R, ESO1-S e ES04, ndo sendo, portanto, encontradas na AMO05 e AMO7-S.

Na KLKS5, as poses que apresentam maior numero de ligac6es de hidrogénio no sitio
ativo sdo a amida AMO7-R e o éster ES01-S (3 ligagdes cada), e na KLK7 é a AM04, com 4

ligacGes.

TABELA 16: Comparacdo das ligacGes de hidrogénio entre os conférmeros docados nos
sitios ativos da KLKS5 e KLK7.

Inibidor Enzima
R2: “)C=0--- Lys60 (---HNC)
05---/ R2: )C=0--- His57 (---HNg)
KLK5
05--- Ser195 (---HO)
AMO04  R1: Osp’--- GIn192 (---HNe)
R1: Osp*---/ O1--- His57 (---HNg)
05--- Asn192 (--HN§) KLK7
R2: @)NH--- His41 (---O=C)
05--- His57 (---HNg)/ Ser195 (---HO)
) KLK5
R2: HICc=0--- Gly193 (---HN)
AMO5 .
R2: ¥)C=0--- His99 (---HNg)
o KLK7
R2: NH(inddlico)--- GIn97 (---0O=C-)
05--- His57 (---HNg)/ Ser195 (---HO)
5 KLK5
R1: Osp™--- GIn192 (---HNe)
AMO7-R R1: Osp®---/ O1--- His57 (---HNg)
05--- Asn192 (---HN3) KLK?7
R2: “NH-- His41 (--O=C)
05--- His57 (---HNg)/ Ser195 (---HO)
@) KLK5
R2: “’C=0--- Gly193 (---HN)
AMO7-S o .
R2: TINH--- His41 (---O=C)
@) KLK7
R2: HIC=0--- Asn192 (---HNS3)
R1: Osp®--- GIn192 (---HNe)
@) KLK5
ES01-R R2:"’C=0-- Gly193 (---HN)

05--- Asn192 (—HNS) KLK7
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O1--- Gly216 (---HN)
R1: Osp*--- GIn192 (---HNg)
O5--- Ser195 (---HO) KLK5
ES01-S R2: )c=0--- Gly193 (---HN)
O5--- Gly216 (---HN)
KLK7
O1--- Asn192 (---HNS3)
R1: Osp°--- GIn192 (---HNe) KLK5
R2: NH--- Ser195 (---OH)
ES04 »
R2: ¥)C=0--- Gly193 (---HN) KLK?7
R2: @)Osp®--- Asn192 (---HNS3)

) ¢ @: evita ambigtiidade no caso de haver dois grupos semelhantes no mesmo substituinte; - para o atomo/
grupo na cadeia mais préximo do biciclo e ®? para o mais distante.

4.3.2.2 Sitios alostéricos

A lista completa das ligagdes de hidrogénio realizadas entre as poses finais de melhor
escore de cada composto nos respectivos sitios alostéricos da KLK5 e KLK7 é apresentada na
TABELA 17.

Como mencionando anteriormente em nossos resultados, os compostos AM04, AM05
e ES04, docados na KLKS5, apresentaram melhor escore em sitios diversos do Alo5a, que
possui alta correspondéncia de residuos com S1 do sitio ativo da enzima. Foram encontrados
diferentes residuos realizando ligacdes de hidrogénio com os inibidores dentro desses sitios
alostéricos, as quais estardo incluidas na descrigdo completa a seguir.

A pose de AM04 (Alo5b) faz ligagdes com um residuo proprio da KLK5, a GIn174A
(Debela, et al., 2007), sendo uma através do oxigénio de R1 e a outra através do atomo de
enxofre de R2, e ainda com a His99 e a GIn192, os trés residuos pertencentes aos subsitios S4,
S2 e S1, respectivamente.

O éster ESO04 cujo melhor escore também foi no bolsdo Alo5b, faz ligacdo de
hidrogénio com GIn192 e Gly216. Apesar de ndo estarem no sitio ativo ou Alo5a, destacamos
novamente a presenca da GIn192 ao estabilizar esses compostos.

Similarmente, na KLK7, a AMO05 (Alo7e) faz ligacdo de hidrogénio com a Asnl178 e
com a Met180. Na KLKS5 forma ligagGes com a Gly85 e a Phe63, ambos residuos do fundo do

sitio.
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TABELA 17: Comparacdo das ligacdes de hidrogénio entre os conformeros docados nos

respectivos sitios alostéricos de maior afinidade da KLK5 e KLK?7.

Inibidor Enzima
R1: Osp*--- GIn192 (---HNe)
R2: @NH--- GIn174A (---0=C)
. _ KLK5 (Alo5b)
AMO04  R2:Osp’--- His99 (---HNe)
R2: S--- GIn174A (---HNg)
R2: ¥)C=0--- His99 (---HNe) KLK?7 (Alo7a)
R2: ®)NH--- Gly85 (---O=C)
. KLKS5 (Alo5c)
R2: NH(indolico)--- Phe63 (---O=C)
AMO5 o
R2: H)C=0--- Asn178 (---HNS3)
o KLK7 (Alo7e)
R2: NH(inddlico)--- Met180 (---O=C)
05--- His57 (---HNg)/ Ser195 (---HO)
, KLKS5 (Alo5a)
AMO7-R R2: ¥)C=0--- Gly193 (---HN)
R2: ¥)C=0--- Asn192 (---HN§) KLK7 (Alo7a)
R1: Osp*--- GIn192 (---HNg)
1) KLKS5 (Alo5a)
R2: “/NH--- Gly216 (---O=C)
AMO7-S
O1--- Gly216 (---HN)
X _ KLK7 (Alo7a)
R2: Osp’--- His99 (---HNg)
R1: Osp*--- GIn192 (---HNe)
05--- His57 (---HNg)/ Ser195 (---HO) KLKS5 (Aloba)
ESO01-R )
R2:*’C=0--- Cys42 (---HN)
- - KLK7 (Alo7a)
R1: Osp®--- GIn192 (--HNe) KLKS5 (Alo5a)
ES01-S
- - KLK7 (Alo7a)
R1: Osp*--- GIn192 (---HNe)
KLKS5 (Alo5b)
R2: NH--- Gly216 (---O=C)
O1--- Gly216 (---HN
ES04 y21o( )
R2: NH--- Ser195 (---OH)
2 KLK7 (Alo7a)
R2: ¥)C=0--- Gly193 (---HN)

R2: ®)0Osp?--- Asn192 (---HNS3)

@ ¢ - evita ambigtiidade no caso de haver dois grupos semelhantes no mesmo substituinte; © para o &tomo/

grupo na cadeia mais proximo do biciclo e ) para o mais distante.
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As demais poses de melhor escore estdo nos sitios alostéricos Alo5a ou Alo7a, cuja
descrigdo vem a seguir.

A GIn192 (KLKD5) faz mais trés ligacdes, com AMO07-S, ESO1-R e ES01-S. A Asn192
(KLK7) realiza ligagdo com o segundo oxigénio carbonilico da AMO7-R e com o segundo
oxigénio sp® do ES04. A Gly216 forma ligacdes de hidrogénio com a AM07-S em Alo5a e
Alo7a, e com ES04 em Alo7a. A His99, na KLK?7, faz ligagdo com o oxigénio sp® de R2 da
AMO7-S. Ha formacdo de ligacdes entre a His57, na KLK5, com o atomo O5 do AMO7-R e
ESO1. A Ser195 realiza ligagdo com AMO7-R, ES01-R, ES04. A Gly193 realiza ligacGes de
hidrogénio com o primeiro O carbonilico de R2 da AM07-R (Alo5a) e com o segundo da
ES04 (Alo7a). A Cys42 da KLKS5 faz ligagdo com o segundo oxigénio carbonilico de R2 do
composto ESO1-R.

4.3.3 Interagdes hidrofobicas

Além das ligacdes de hidrogénio, as demais interacGes polares e também apolares
foram analisadas, pela qual carater hidrofilico ou hidrofobico das partes da superficie dos
receptores — aquelas proximas ao ligante — foi discriminando. As mesmas regides foram
também observadas através da interface do programa Chimera (Pettersen et al., 2004),
corroborando com os resultados.

Como esperado, a interacdo hidrofébica € a que mais contribui para a energia de
afinidade (TABELAS 7 e 8), seguida da ligacdo de hidrogénio e enfim pela interacdo

eletrostatica, para as 25 moléculas em ambas as enzimas (TABELAS 18 e 19).



TABELA 18: Regibes hidrofobicas que mais interagem com os inibidores, segundo o0s

resultados do docking molecular — sitio ativo

Composto KLK5 KLK7
Regido do composto Residuos Regido do composto Residuos
- Ala190,
) - Cys191,
- Bilateralmente ao Cys191,
N Val213, - Entorno de todo o anel
anel aromético de R1 . Trp215,
) Trp215, aromatico de R1
- Ao nivel da ] _ N Phe218,
AMO04 ) 5 Cys220, - Ao nivel da bifurcacéo
bifurcacéo do o Cys220
o Tyr228 do substituinte R2
substituinte R2 . - Leu40
- Cys42, - Proximo ao Boc
- Leu73,
Cys58
Phel51
] - Cys191,
- Bilateralmente ao
. Val213,
anel aromético de R1 - Ala190,
) Trp215,
- Ao nivel da - Em torno da parte Cys191,
_ 5 Cys220, .
bifurcacdo do Tvr228 carbbnica de R1 e do Trp215,
- yr -
AMO05 substituinte R2 biciclo Phe218
e - Cy5421 .
- Grande regido em - - Extremidade do anel - Leul75,
ys o
torno da parte indolico. Trp215
_ - Val149,
carbonica do anel
o Phel51,
indolico.
Cysl191
- Cys191,
- Bilateralmente ao Val213,
_ - Ala190,
anel aromatico de R1 Trp215, - Entorno de todo o anel
o . Cys191,
- Préximo ao Cys220, aromatico de R1 Tr215
. L. rpzLo,
AMO7-R heterociclo de R2 Tyr228 - Em R2, proximo ao Cvs220
: ” ys
- Unilateralmente ao - Cys42, anel aromético
) - Leud0,
anel aromatico de R2 Cys58
Phel51
- Val149,
Phel51
- Entre o segundo - Cys42, - Unilateralmente ao anel - Leu40,
AMO7-S o ) .
nitrogénio e terceiro Cys58 aromatico de R1 Phel51
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oxigénio de R2. - Cys191, - Regido carbbnica do - Leu40
- Pouco préxima ao Tyr218, biciclo, na qual se liga - Alal90,
heterociclo de R2. Cys220 R2. Cys191,
- Entorno de todo o anel Trp215,
aromatico de R2. Cys220
- Cys191,
Val213, ]
_ - Préximo ao anel
- Bilateralmente ao Trp215, _
N aromatico de R1. - Leul75,
anel aromaético de R1 Cys220, .
- Em torno da regi&o do Trp215
- Em torno do Tyr228 o
ESO1-R ) biciclo voltadaa R2 e - Cys191,
heterociclo de R2 - Cys42, ]
o parte de R2 até seu Trp215,
- Pouco proximo ao Cys58, )
) grupamento ester, Cys220
terminal Boc. Tyr4dl ] _
inclusive.
- Leu40,
Tyrdl
- Cys191,
Val213,
- Bilateralmente ao Trp215, - Em torno da regido do
anel aromatico de R1 Cys220 biciclo voltada a R2 e - Trp215,
ESOLS - Em torno do - Cys42, parte de R2 até seu Phe218
heterociclo de R2 Cysbh8, heterociclo, inclusive - Leul75,
- Pouco préximo ao Tyrdl - Proxima ao terminal Trp215
terminal Boc. - Leu40, Boc.
Tyr4l,
Phel51
- Bilateralmente ao - Cys191, - Em torno da regido do
anel aromético de R1 Val213, biciclo voltadaa R2 e
) - Trp215,
- Proxima a Trp215, parte de R2 até seu
L ] Phe218
ramificacdo de R2 Cys220 grupamento ester,
ES04 ] _ - Val100,
contendo o atomo de - Cys42, inclusive.
) Trp215
enxofre Cys58 - Pouco préximo ao:
) - Phel51
- Em torno do - Leu40, - anel aromatico de R1
terminal Boc. Tyr4l - terminal Boc.

(1) Apenas os residuos apolares e anel da tirosina em distancia de interacdo. (2) Boc: di-terc-butil-dicarbonato
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TABELA 19: Regibes hidrofobicas que mais interagem com os inibidores, segundo o0s

resultados do docking molecular — sitios alostéricos

Composto KLK5 KLK7
Regido do . " )
Residuos  Regido do composto Residuos
composto
- Proxima ao anel
o - Entorno de todo o
aromatico de R1 - Trp215, .
o anel arométicode R1 - Alal190, Cys191,
- Ligeiramente Cys191, o
o - Proximo ao Boc e Val213, Trp215,
AMO04 anterior a Val213 ) )
) ) metil terminal da Cys220
bifurcacéo do Cys220 o
o ramificacdo com - Leul75, Trp215
substituinte R2 - Tyrl72
enxofre
o - A extremidade
- Proxima ao anel . - Pro132, 11e163,
AMO05 o - Val62 carbonica do anel
indolico. o Prol65
indolico
- Proxima a parte
. - Cys42,
carbdnica do - Alal190, Cys191,
) Cys58 - Em torno do grupo
AMO7-R  heterociclo de R2. ) Val213,Trp215,
- Val149, benzil de R2.
- Em torno do Cys220
) Phel51
grupo benzil de R2.
-EmtornodeR1le
parte carbonica no
o - Cys191, o - Alal190, Cys191,
- Pouco proxima ao biciclo, de onde se
. Cys220, - Val213, Trp215,
AMO7-S  anel aromético de ramifica.
Val213 ) Cys220, Phe218
R1. - Bilateralmente ao
. - Leul75, Trp215
anel aromatico de R2
- Unilateralmente - Cys191, -EmtornodeR1le
. . - Alal190, Cys191,
proximo ao anel Val213, parte carbdnica no
N o Val213, Trp215,
aromatico de R1. Cys220, biciclo, de onde se
ESO1-R L . Cys220, Phe218
- Proxima a parte Trp225 ramifica
. o ) - Leul75, Trp215
carbonica do - Cys42, - Proximo ao terminal

heterociclo de R2.

Cys58

Boc.
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- Proximaaumdos - Leu40,
grupos metil da Tyr4l
extremidade Boc.
o - Cys191,
- Préxima ao anel - De parte do grupo
. Val213, ) o
aromatico de R1. éster ao oxigénio
) Trp215, ) ) - Cys191, Phe218,
ES01-S - Grande regido em anterior ao terminal
) Cys220 Cys220
torno do terminal Boc, passando pelo
- Val149, )
Boc. heterociclo de R2.
Phel51
- Préxima ao anel
- Préxima ao anel aromatico de R1
. - Trp215, )
aromatico de R1 Cvsiol -Emtorno daregido - Leul75, Trp215
s191,
ES04 - Em torno de um Cy 220 do biciclo voltadaa - Cys191, Phe218,
S
dos grupos metil 'I?/ o5 R2 e parte de R2 até Cys220
-Tr
terminais do Boc. P Sseu grupamento éster,

inclusive.

4.3.4 InteracOes intermoleculares, docking escore e mecanismos inibitorios relacionados

4.3.4.1 Gly193 e Ser195

A maior freqliéncia de ligacdes de hidrogénio entre os inibidores e os residuos Gly193
e Ser195 no sitio ativo da KLK5 em relacdo ao da KLK7 pode ser fator predisponente da
maior frequéncia de inibicdo competitiva encontrada para aquela enzima. Porém ndo é
observada relacdo entre essas ligagOes exclusividade para os compostos competitivos. As
ligagbes candnicas simultdneas com os grupos amina da Ser195 e Gly193 na fenda do
oxianion (Nelson & Cox, 2008) nédo foi observada, visto que a estabilizagdo dos inibidores
pela serina se da através de sua hidroxila. Nota-se que AM04 e AMO7-R ndo apresentam
ligagdo de hidrogénio com a Gly193, e ES01-R com a Ser195.

Interessantemente nota-se que AMO7-R é o Unico composto na KLK5 a apresentar
ligacOes simultaneas com os dois residuos no sitio Alo5a (além da His57), reforcando seu alto
escore relativo e, logo, seu carater competitivo com o substrato (FIG. 15).
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FIGURA 15: Diagrama das forcas intermoleculares de AM07-R em Alo5a. As setas lilas
indicam as ligagdes de hidrogénio. As linhas conectivas evidenciam interacdes do tipo m-
aromatico (verdes) e n-cétion (vermelha).

4.3.4.2 His57 e Asp102

Estudos que elucidam os mecanismos de inibi¢do por Zn*?, do tipo ndo-competitivos,
demonstram que o cation faz uso da His57 como um terceiro sitio de coordenagdo (em
solugdo, com ou sem substrato presente nela). A His99 e a His96 (esta presente apenas na
KLK5) geram um sitio de ligacdo ao Zn*? que atrai a cadeia lateral da His57, que gira para
fora da triade, para uma méxima estabilizacdo (base estrutural da inibicdo ndo-competitiva), o
que ndo impede a “entrada” do peptideo, mas prejudica sua hidrolise catalitica (Debela, et al.,
2007). Essa conformagéo pode representar o estado inibido reversivel ndo-competitivo, onde a
ligagdo (porem sem clivagem) do substrato ainda é possivel contanto que as cadeias laterais

P2 ndo sejam tdo grandes e o sitio S2 continue acessivel (Goettig et al., 2010). Além disso, a
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His99, comum a ambas as enzimas, possui uma cadeia lateral movel, contribuindo para uma
fenda S2 de tamanho adaptével (Debela et al., 2007).

Ambas as serino-proteases apresentaram uma acdo Otima em pH neutro in vitro
quando testadas com substratos sintéticos. Porém, sua acdo combinada permitiu a degradacgéo
em pH 5,6 da corneodesmosina, desmocolina 1 e desmogleina 1. A incubagdo com KLK5 em
um pH 5,6 ndo induziu a degradacdo das principais proteinas do extrato epidérmico, exceto a
corneodesmosina e desmogleina 1, que é clivada apenas em ambiente acido. Também se sabe
que a KLK7 induz a degradacdo completa de corneodesmosina e desmocolinal em pH &cido,
mas ndo da desmogleina 1 (Caubet et al., 2004). KLK5 e KLK7 tornaram-se adaptadas para
reter a atividade dentro do espaco acido intercelular do estrato corneo, o que justifica a
escolha do pH &cido durante a simula¢do computacional em nossos calculos.

A partir dessas informacdes, podemos discutir que o fato de a His57 estar em estado
protonado no meio &cido da epiderme (pH ~5,5) (Debela, et al., 2007), que foi simulado em
nossos calculos, torna invidvel a formacao do o ion alcdxido altamente nucleofilico através da
ligacdo entre um de seus nitrogénios imidazélicos com o hidrogénio carboxilico da Ser195.
Tal formacdo € canbnica do mecanismo de clivagem hidrolitica de peptideos pela
quimotripsina (Nelson & Cox, 2008), peptidase-tipo da familia S1 (Rawlings & Barrett,
1993). Porém observa-se na estrutura cristalografica da KLK7, a nitida possibilidade de
formagcdo de ligacdo de hidrogénio entre o oxigénio hidroxilico da Ser195 e o hidrogénio do
Ne, neutro imidazolico, da His57.

Apesar de ndo fazer parte das paredes de nenhum subsitio do centro ativo ou dos sitios
alostéricos, tanto na KLK5 quanto na KLK7, o Aspl02 atua estabilizando
conformacionalmente, através de ligacdo de hidrogénio, a His57. Na estrutura cristalografica
da KLKS5 utilizada neste trabalho, tal interacdo se da com o hidrogénio ligado ao Ng, e na
estrutura da KLK7, com o hidrogénio ligado ao N do esqueleto carbénico do residuo. A partir
dessa observacdo pode-se inferir que o baixo pH ndo seria empecilho de tal estabilizacdo da
triade catalitica devido a grande disponibilidade de sitios doadores e aceptores de ligagcdo de
hidrogénio na His57, mesmo protonada.

Porém, sabe-se que o mecanismo da hidrolise catalitica no sitio ativo da quimotripsina
envolve sucessivas protonacdes e desprotonacdes da His57 (Nelson & Cox, 2008), as quais
ndo seriam possiveis se 0 residuo permanecesse em estado de protonagdo constante, como
ocorre no pH epidérmico. Futuros estudos acerca da formacdo e rompimento das ligacdes de

hidrogénio no mecanismo de inibicdo das calicreinas por derivados de isomanideos e em
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diferentes estados de protonagdo sdo necessarios para uma maior elucidacdo do

comportamento dessas moléculas ao serem confrontadas.

4.3.4.3 GIn192, Asn192 e Gly216

Observam-se varias ligacGes de hidrogénio com a participacdo do residuo GIn192 sitio
ativo da KLKS5, Alo5a, em relacdo a outros aminoacidos. Também estdo presentes em

ligacGes com os compostos AMO04 e ES04 no candidato alostérico Alo5b (FIG. 16).
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FIGURA 16: Diagrama das forcas intermoleculares de AMO04 (a esquerda) e ES04 (a direita)
separadamente em Alo5b. Note as ligac6es de hidrogénio com a GIn192, residuo provavel de
ser essencial na estabilizacdo do substrato no sitio ativo da KLKS5 para a catélise.

O residuo correspondente na KLK7, ou seja, a Asn192, também possui forte
contribuicdo nas interacdes de hidrogénio presentes no sitio ativo, porém ndo nos demais,
onde realiza ligagOes apenas com dois dos inibidores, vistas no bolséo Alo7a.

O residuo Gly216 faz apenas ligacGes de hidrogénio no sitio ativo da KLK7, com
ES01-R e ES01-S. Nos sitios alostéricos, forma ligagdes com AMO07-S em Alo5a e Alo7a e
com ESO04 em Alo5b e Alo7a. A observacédo das ligacoes de hidrogénio entre AMO04 e ES04,
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docados em Alo5b, e o residuo GIn192, e entre ES04 e os residuo Gly216, permite inferir
sobre a importancia direta desses residuos na atividade e na prdpria inibicdo enzimética do
tipo ndo-competitiva. Os escores relativamente altos desses compostos no sitio Alo5b que em
Aloba, corroboram com a provavel relacéo.

Comparando-se & estrutura cristalografica da KLK5 usada neste trabalho, com um de
seus conhecidos inibidores, a leupeptina, ligada ao centro ativo do cristal, nota-se que a
molécula alinha-se ao segmento enzimatico Ser214-Gly216 de uma maneira a formar as
ligacOes de hidrogénio caracteristicas P3-Leuli e Gly216, e P1-Arg3i e Ser214 (Debela, et al.,
2007). P3-Leu se estende ao volume do solvente e forma ligagdes de hidrogénio a partir de
seu esqueleto carbonico C=0 e NH ao esqueleto carbonico da Gly216 (Goettig et al., 2010).

4.3.4.4 Subsitios de interacdo

Além das ligacOes de hidrogénio, a localizacdo espacial dos inibidores nos bolsoes,
reunindo o conjunto de interacGes intermoleculares que determinaram o maior escore e, logo,
a melhor pose, pode corroborar ainda mais para o entendimento de seus possiveis mecanismos
de inibicdo. O Glide XP especificamente recompensa a ocupacdo bem definida de bolsos
hidrofébicos por grupos ligantes apolares em adicdo a melhora do escore relativo a ligacoes
de hidrogénio (Friesner & Murphy, 2006).

Ao sobrepor a pose dos compostos AM04 e ES04 em Alo5b com as correspondentes
de melhor escore do sitio ativo, observa-se que 0s componentes aromaticos convergem para o

involucro hidrofébico formado pelos residuos apolares e aromaticos de S1 (FIG. 17).

FIGURA 17: Poses de AM04 e ES04 docados no sitio ativo e Alo5b — KLKS5. Apenas 0s
residuos hidrofobicos e aromaticos do receptor (em verde) sdo conjuntamente mostrados.
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Tal disposicdo dos inibidores no sitio alostérico é bastante provével de impedir a
hidrélise e/ ou mesmo a entrada do substrato no sitio ativo da KLKS5, visto o papel essencial
desempenhado pelo subsitio S1 na acomodacdo de R1 da maioria desses compostos nos sitios
ativos. A primeira inferéncia — impedimento da hidrélise do substrato ja no sitio — e a segunda
— impedimento da entrada do substrato no sitio — poderiam se aplicar respectivamente a
resultados ndo subsidiam afirmar essa correlacao.

Quanto as demais poses obtidas do sitio ativo da KLK5, vé-se que apenas AMO7-S,
através de R1, ocupa do espaco S2, que permanece livre com 0s outros inibidores (FIG. 18).
Porém, devido ao grande volume das moléculas inibidoras em questdo, comparadas ao Zn*?, o
fator estérico da AMO7-R seria 0 mais plausivel de impedir a clivagem do substrato no sitio
ativo de ambas as proteases, mesmo a inibicdo sendo nao-competitiva, e tal interferéncia

puder ser comprovada com mais estudos no futuro.

FIGURA 18: Poses dos sete inibidores sobrepostas no sitio ativo da KLK5: AMO04 (branco),
AMO5 (rosa), AMO7-R (azul), AMOQ7-S (amarelo), ESO1-R (vermelho) e ES01-S (azul
escuro). Note que o subsitio S2 é ocupado apenas pelo substituinte R1 de um dos compostos,
0 AMO7-S. O subsitio S1 acomoda os substituintes R1 dos demais inibidores.
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Diferentemente, na KLK7 todos os sete inibidores se projetam em S2, ndo restando
espaco disponivel de ocupacdo por outra molécula no subsitio. Na KLK7, as ligacGes de
hidrogénio relativamente ausentes das proximidades de R1 na AMO07-S e ESO1-S, e a
acomodacdo de R2, ao invés de R1 em S1, € coerente com a orientagdo inversa, que ambas as

poses desses dois inibidores se encontram (FIG. 19).

FIGURA 19: Poses de melhor escore no sitio ativo da KLK7. A) AM04 (branco), AMO05
(rosa), AMO07-R (azul), ES01-R (amarelo) e ES04 (vermelho). B) AMOQ7-S (rosa) e ES01-S
(branco). As setas em B apontando os substituintes R1 indicam a orientacdo inversa daqueles
inibidores em relagdo aqueles em A, cujos R1 se voltam a S1. Note que R1 das amidas se
encontram acomodados em S1, enquanto que para 0s ésteres, os anéis biciclicos ocupam o
subsitio, evidenciando seu consideravel carater apolar.

A contribuicdo da hidrofobicidade do bolséo S1 da KLK7 na acomodacéo da AM07-S

e ESO1-S também é relativamente maior que nos demais compostos, muito em virtude da
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presenca dos residuos Alal90 e Phe218 (Goettig et al., 2010) e como mostram seus
respectivos escores.

Ao analisar as posi¢fes que possibilitaram a interacdo com S3, percebeu-se a projecao
dos grupos apolares de R1 e R2 dos trés esteres representantes do subconjunto alvo, se
localizando mais proximos da cadeia lateral do Trp215, em relacdo aqueles da série amidas,
no sitio ativo da KLK7. Interessantemente, apenas a pose do AMO5 apresenta a mesma
projecdo (FIG 19A). Na KLKS5, esse padrdo ndo foi encontrado, estando as sete estruturas
praticamente na mesma localizacdo espacial no interior do bolsdo ativo. O grupo metil N-
terminal do acetil da leupeptina, localizado em S4 (Goettig et al., 2010; Debela et al., 2008),
também evidencia a importancia desse subsitio hidrofébico para a catalise e para inibi¢do da
enzima.

O Trp215, um aminoacido volumoso, tem vantagem de interagir com partes

espacialmente distantes da molécula do inibidor, devido fazer parte tanto de S1, quanto de S4.

4.3.4 Orbitais moleculares de fronteira

Os orbitais moleculares de fronteira (FMO) dos conférmeros obtidos do céalculo DFT
sdo mostrados na TABELA 20. A configuracdo dos orbitais em meio aquoso ndo apresentou
variagdo proeminente em relacéo aqueles no vacuo.

A mecanica quéantica tem mostrado que as energias do orbital molecular ocupado de
mais alta energia (HOMO) e do orbital molecular desocupado de mais baixa energia (LUMO)
sdo aproximacdes plausiveis do potencial de ionizacdo e da afinidade eletrdnica experimentais
negativos, respectivamente, para um sistema de N-elétrons (Zhang & Musgrave, 2007;
Cramer, 2006).

As regides doadoras de densidade eletrénica nas ligacbes de hidrogénio foram
associadas ("sobrepostas™) as regibes do HOMO para cada uma das sete moléculas.
Paralelamente, as regies aceptoras de densidade eletrdnica nas ligacdes de hidrogénio bem
como aquelas de interacdo apolar, deficientes em elétrons, foram associadas ao LUMO. A
representacdo grafica do HOMO e LUMO nos conférmeros DFT foram comparadas tanto as
poses obtidas do sitio ativo, quanto dos sitios alostéricos em ambas as enzimas, a fim de
buscar a relacdo estrutura atividade desses compostos, além de correlacionar os achados a

nivel classico e quantico.
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TABELA 20: Representacéo grafica analise do HOMO e LUMO das poses de melhor escore

nos sitios ativos da KLK5 e KLK7, minimizados por célculo DFT.

HOMO

LUMO

AMO4

KLK5

KLKY7

9

"
S

Difusa por toda ramificacdo de R2
na qual se localiza o &omo de
enxofre, com grandes Ibébulos
sobre 0 mesmo.

RN e N

Difuso incluindo o oxigénio de R1,
o anel biciclico e todo 0 R2, exceto

pela porcéo terminal Boc.

Sobre R1.
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segundo grupamento amida.

Ao longo de R2, principalmente
sobre 0s grupos amida, e pouco
sobre o heterociclo e o anel
benzénico.

Principalmente  sobre o  anel
benzénico de R2 em menor proporcéo
sobre o é&tomo de oxigénio e
nitrogénio do heterociclo.

. —;‘
«‘*x\tz\
s

s; (¥
“ &
o

¢

Principalmente  sobre 0o  anel
benzénico de R2 em menor proporgao
sobre 0 4&tomo de oxigénio proximo, e
com maior projecdo sobre o
nitrogénio, e oxigénios posteriores ao
heterociclo.
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Lo
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= Sobre o anel benzénico de R1.
)
L
N~
a
-
Y
Sobre R2. Sobre o anel benzénico de R1.
)
& < »
o _
Py )
25
L silhe

Principalmente sobre R1, mas
também sobre o grupo éster e
nitrogénio de R2.

Idem ao seu isdbmero, com ligeira
projecdo sobre o oxigénio de R1.
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»N‘

Q
Y

Idem ao seu isbmero.

Sobre R2, exceto a parte carbonica
do heterociclo e o terminal Boc.

ES04

KLK5

KLK?7

|
e

Grandes l6bulos envolvendo o

atomo de enxofre, e outros )
menores sobre as demais partes de SObre R1 e o grupamento éster de R2.

R2, exceto pelo terminal Boc.

> 9
> »
9

Grandes l6bulos envolvendo o Sobre o grupamento éster e parte da
atomo de enxofre, e outros bifurcacdo de R2, com projecdo ao
menores sobre o nitrogénio e sobre nitrogénio e terceiro oxigénio da
0 0xigénio mais proximo. cadeia.
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O HOMO da AMO04, na KLK5, menos deslocalizado, apresentou correlagdo ao
intrigante carater aceptor de ligacdo de hidrogénio observado em seu &tomo de enxofre com o
sitio alostérico. Apesar de seu baixo valor de eletronegatividade, proximo do valor do
elemento carbono (Bruice, 2004), o enxofre € visto capaz de realizar ligacdo de hidrogénio
através de seus pares de elétrons livres (FIG. 16). Na KLK7, pequena correlacdo foi notada
entre 0 HOMO, mais deslocalizado, e as outras liga¢Ges no sitio ativo e alostérico.

Uma pequena parte do HOMO da AMO05, porém ndo a mais proeminente, corresponde
a regido de R2 que realiza ligacdo de hidrogénio com o sitio ativo da KLK5 e com o sitio
alostérico da KLK7. J4 o LUMO apresentou alta correlagdo com a interagdo de hidrogénio no
sitio ativo da KLK7 e alostérico da KLKS5.

O HOMO da AMO7-R, na KLKS5, apresentou alta correlacdo com as interacfes de
hidrogénio tanto no sitio ativo quanto no alostérico (Alo5a), enquanto que, ha KLK7, apenas
no ativo. O HOMO da AMQ7-S, tanto na KLK5 quanto na KLK7, apresenta correspondéncia
alta com as ligac6es de hidrogénio no sitio ativo, porém baixa nos sitios alostéricos de ambas
as enzimas.

O HOMO do ESO01-R, na KLKS5, apresenta alta correspondéncia nos sitios ativo e
alostérico. O HOMO do ESO01-S na KLK5 apresenta correspondéncia alta no sitio ativo e
baixa no sitio alostérico.

O HOMO do ES04, na KLK?7, apresentou correlagdo alta com as interacdes de
hidrogénio no sitio ativo e baixa no sitio alostérico. No caso do LUMO, a correlacao foi
menor em ambos 0s Sitios.

A maioria dos compostos também apresentou 0 LUMO nas regides que interagem com
residuos hidrofébicos de ambas as proteinas. Excecbes sdo vistas para a AM07-S no sitio
ativo e alostérico da KLK5, e para 0 ES01-S no sitio ativo e alostérico da KLK7. Néo foram
observadas correlacdes além das citadas acima.

Analisando principalmente a relagdo entre o HOMO e LUMO dos conférmeros
otimizados com as ligagcdes de hidrogénio envolvendo suas poses, &€ possivel reafirmar a
tendéncia dos compostos ndo competitivos da KLK5, ou seja, AM04 e AMO5, a interagirem
de forma mais favoravel energeticamente em seus respectivos sitios alostéricos (Alo5b e
Alo5c). Mais especificamente, essa interacdo se daria principalmente através do HOMO do
primeiro e do LUMO do segundo. Para os demais compostos, tal preferéncia ndo é

evidenciada.



88

5 CONCLUSAO

o A forte regulacdo homeostatica das calicreinas teciduais humanas é necessaria para
que diversas doencas nao se desenvolvam. Na pele, com base em estudos dirigidos em
modelos animais, tem-se visto que as calicreinas mais especificamente relacionadas a
alteragOes patologicas sdo as KLKs 4, 5, 6, 7, 8 e 14, cuja atividade é modulada direta ou
indiretamente por varios tipos de inibidores. Diferentemente do nivel bioguimico, o nivel
estrutural da inibicdo das KLKs 5 e 7 esta no escopo principal desta dissertacao.

o Nos resultados iniciais de nosso estudo, foi visto que as posi¢cdes dos candidatos
inibidores para as KLKs 5 e 7 do subconjunto alvo no ranking de afinidade foram coerentes
com os achados nos ensaios enzimaticos realizados pelo professor Dr. Luciano Puzer e equipe
da UFABC. AMO07-R, ES01-R e ES04, mostraram a mesma ordem da poténcia observada nos
testes in vitro com a KLKS.

o Moléculas enddgenas e exdgenas podem se ligar a bolsos distintos de proteases
dependendo das diferencas de afinidade, levando ao rearranjo tridimensional da enzima e
conseqiientemente dos demais sitios.

o A possibilidade de a inibicdo ser reforcada por ligacdo adicional do inibidor a
cavidades distintas do sitio ativo, denominadas exossitios, € bastante comum e conhecida na
literatura.

o Devido aos diferentes mecanismos inibitorios, o estudo das caracteristicas de interacao
de cada inibidor do subconjunto alvo em provaveis bolsdes se mostrou mais significativo para
futuras abordagens de pesquisa que uma pontuacao classificatoria coletiva desses compostos
nos sitios ativos.

o A auséncia de especificacdo enantiomérica da estrutura quimica dos inibidores
também nos impediu de avaliar a real eficacia do estudo de docking em predizer o ranking de
atividade (poténcia) dos mesmos frente as duas enzimas.

o Ao contrapor 0s tipos de mecanismo reversivel competitivo e reversivel néo-
competitivo pela analise das afinidades individuais de cada pose de melhor escore do
subconjunto alvo em cada sitio, a ferramenta de docking foi capaz de fornecer subsidios
indicadores de tais preferéncias.

o A proximidade e compartilhamento de residuos entre os sitios alostéricos e ativo
podem ser um fator propicio a influenciar ainda mais o remodelamento da estrutura terciaria

do dominio catalitico.
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o A maior tendéncia dos compostos ndo-competitivos AM04 e AMO5 de interagirem em
um sitio alostérico — Alo5b e Alo5c, respectivamente — em relagdo aos outros isomanideos
nos bolsdes da KLKS5 foi evidenciada.

o Segundo esses resultados, os dois inibidores sdo fortes candidatos a provocar
remodelamento tridimensional no sitio ativo da KLKS5, pela alta afinidade aos respectivos
exossitios de mais alto escore.

o As caracteristicas a nivel eletrénico das interacdes desses dois inibidores, basicamente
as regides dos orbitais moleculares de fronteira, analisadas dos resultados obtidos com os
calculos DFT e comparadas aquelas nos demais sitios da KLK5 analisados, corroboraram com
tal achado do estudo de docking.

o A correlacdo geral entre os HOMOSs e o carater aceptor de ligacdo de hidrogénio, e
entre 0s LUMOs e as regides de complementaridade hidrofébica com ambas as proteinas
mostrou a utilidade do estudo paralelo a nivel quéntico de teoria.

o A auséncia de padrdo torcional das ligacbes giratdrias livres das estruturas
peptidomiméticas estudadas foi um empecilho irrefutavel para uma abordagem farmacoforica
mais eficaz.

o No entanto, foi possivel observar, na KLK5, uma tendéncia das regides de alto carater
hidrofébico da maioria isomanideos, em convergir para o interior do inv6lucro formado pelos
residuos apolares do subsitio S1.

o Tais regi0es, essencialmente, na KLK5, o substituinte aromatico R e, na KLK7, o
arcabouco biciclico, partes lipofilicas de R2 e novamente R1 poderiam constituir-se como
provaveis pontos farmacoféricos.

o Novas pesquisas, cujos esforcos sejam mais voltados a essas porcdes e a esses sitios,
sd0 necessarias para validar tal afirmacao.

o Outros métodos, como a dindmica molecular possibilitariam melhor abordagem da
influéncia dos ligantes-chave — AMO04 e AMO5 — para o entendimento do mecanismo
inibitorio, especialmente na KLKS5, acerca do comprometimento ou ndo da abertura e
capacidade de acomodacéo de outras moléculas simultaneamente nos sitios ativos.

o O desenvolvimento de inibidores para KLK5 e KLK7 pode ndo somente ajudar a
elucidar os papéis fisiologicos e patoldgicos das KLK5 e 7, mas também servir como
arquétipo de novas drogas.
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