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RESUMO

O planejamento racional de compostos bioativos desempenha um papel crucial na
descoberta de novos agentes terapéuticos. A cinesina Eg5, uma proteina essencial no
processo de divisdo celular, € um alvo promissor para intervencdo farmacologica no
tratamento do cancer. Este estudo explora o potencial de cumarinas como inibidores da
cinesina Eg5 através de abordagens in silico. Utilizando técnicas de modelagem
molecular, é feita uma triagem virtual de uma quimioteca de cumarinas, investigando a sua
viabilidade inibidora. Considerando a estrutura tridimensional da cinesina Eg5, as
interacbes liganteproteina foram analisadas para elucidar os principais residuos
envolvidos com provaveis ligantes, em uma estratégia de complementaridade. Além disso,
a analise de caracteristicas estruturais proporcionou uma compreensao sobre regiées que
favorecem a afinidade e interacdo com a proteina. Neste contexto, sdo reveladas
informacBes para o desenvolvimento subsequente de cumarinas como inibidores da
cinesina Eg5, destacando a importancia da pratica computacional na busca eficiente de
Novos agentes terapéuticos.

Palavras-chaves: planejamento farmacos; cumarinas; cinesina Eg5; modelagem
molecular; interacdes ligante-proteina; descoberta de farmacos; cancer; triagem virtual;

docagem molecular.



ABSTRACT

Rational design of bioactive compounds plays a pivotal role in discovering novel
therapeutic agents. Eg5 kinesin, a vital protein in the process of cell division, stands as a
promising target for pharmacological intervention in cancer treatment. This study delves
into the potential of coumarin compounds as inhibitors of Eg5 kinesin using in silico
approaches. Employing molecular modeling techniques, a virtual screening of a coumarin
chemical library is conducted, assessing their feasibility as inhibitors. Through the lens of
the threedimensional structure of Eg5 kinesin, ligand-protein interactions are scrutinized,
shedding light on key residues involved with potential ligands in a complementary
strategical manner. Furthermore, analysis of structural characteristics yields insights into
regions conducive to favorable affinity and protein interaction. In this context, pivotal
information is unveiled for subsequent coumarin development as Eg5 kinesin inhibitors,
underscoring the significance of computational practices in efficiently searching for new

therapeutic agents.

Keywords: Computer-aided drug design; Molecular docking; Eg5 kinesin; Cancer therapy;
In silico approaches; Molecular modeling; Virtual screening; Coumarins; Protein-ligand

interactions; Structural analysis; Drug discovery; Drug design; SBDD.
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1 INTRODUCAO

1.1 CANCER

O cancer € uma doenca complexa que se caracteriza pelo crescimento
desordenado de células no corpo. Essas células andmalas podem se multiplicar
rapidamente e invadir os tecidos e 6rgados adjacentes, podendo também se espalhar para
outras partes do corpo, em um processo conhecido como metastase. A formagdo de
tumor pode ndo ser considerado cancer, mas se apresentar critérios de malignidade,
pode estar localizado no tecido em que se originou (cancer in situ) ou pode comecar a
invadir tecidos préximos (cancer invasivo)?.  Apontamentos mais recentes da
Organizacdo Pan-Americana da Saude e Organizacdo Mundial da Saude (OPAS/OMS)
demonstram que as diferentes manifestacées do cancer ocupam um posto ainda mais
alto nas causas de morte a nivel mundial. Estima-se que é a segunda principal causa de
morte no mundo, além de 9,6 milh6es de mortes em 2018, momento em que o cancer
ainda era a terceira causa mais comum de 6ébitos mundiais. Proporcionalmente, uma em
cada seis mortes sdo relacionadas a esta doenca atualmente. Tdo preocupante quanto
este fato, aproximadamente 70% das mortes por cancer ocorrem em paises de baixa e

média renda3.

1.2 GLIOMA

O glioma é um tipo de tumor que se origina a partir das células gliais do cérebro
ou da medula espinhal e sdo fundamentais como suporte para o funcionamento
adequado do sistema nervoso central. Os gliomas representam a forma mais comum de
tumores com critérios de malignidade localizados intracranialmente com uma frequéncia
de 80%38

1.2.1 PROTOCOLO E DIRETRIZES VIGENTES PARA O TRATAMENTO DO GLIOMA

O tratamento dos gliomas pode ocorrer de forma isolada ou em combinacao entre
resseccao tumoral (cirdrgica), radioterapia e quimioterapia. A quimioterapia recomendada
no periodo poés cirdrgico € constituida pela associacédo de procarbazina (1), lomustina (2)
e vincristina (6) (PCV)®28. Todos estes farmacos, a excecdo da vincristina (6), atuam como

agentes intercalantes do DNA (Figura 1)*°, que torna muito importante a associacdo com
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Figura 1 - Estrutura quimica e mecanismo de acao do tratamento vigente.

outros antineoplasicos. A quimioterapia paliativa envolvida no tratamento do glioma de
alto grau, envolve outras classes como o inibidor da topoisomerase e derivado da
camptotecina, o irinotecano (5), e 0s agentes intercalantes do tipo nitrosureia carmustina
(3) e o triazeno temozolomida (4)°.

Portanto, o tratamento ainda € bastante desafiador, em funcdo das muitas
complicacbes que podem ocorrer concomitantemente de acordo com a evolucéo
individual. Nao é incomum que individuos portadores de tumores com caracteristicas do
glioblastoma multiforme enfrentem dificuldades com a remocéao cirdrgica, em funcédo da
indefinicdo de dos limites entre tecido saudavel, facilitando a ocorréncia de infiltragdo de
mais células neoplasicas®. Com tantos impeditivos, tem-se ainda o obstaculo primério, a
barreira hematoencefalica (BHE), que exige propriedades farmacocinéticas, proprias,
tudo isso, torna a busca por novos agentes antiglioblastomas, um esfor¢co de proporgdes

herclleas*®.
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1.3 CINESINA EG5

Cinesinas séo proteinas motoras que utilizam energia do ATP para moverem-se ao
longo dos microtlibulos, envolvidas na mitose e em processos de transporte celulari®il,
Seu papel é essencial para formacédo e funcionamento do fuso mitético, segregacao e
transporte dos cromossomos, controle de checkpoint mitético e citocinese?. A inibicdo da
Eg5 produz interrupgdo do ciclo celular na fase G2/M e ativagédo de vias de sinalizacao
celular que tem como produto a morte celular por apoptose®®. Devido ao seu papel
especifico na divisdo celular, a inibicdo da cinesina Eg5 afeta apenas células em
processo de mitose ignorando as que ndo estdo em processo de proliferacdo'*. Desta
maneira a inibicdo da Eg5 ndo deve apresentar os efeitos adversos associados com 0s
agentes antimitéticos mencionados. Além disso, a Eg5 ndo € expressa no sistema
nervoso periférico evitando a ocorréncia de efeitos neuropaticos, comuns com a
utilizacéo de taxanos!®16,

O primeiro inibidor seletivo desta proteina foi o monastrol (7) (BindingDB PDB 1D
1X88 IC50: min: 1.00e+4, max: 2.07e+4 nM), tornando-se um template para a sintese de
novos derivados visando este novo alvo antitumoral. Atualmente o principal inibidor da
cinesina Eg5 é o ispinesibe (8) (BindingDB PDB ID 4APO0 IC50: min: 1.2, max: 47 nM)

com atividade relativamente potente e seletiva, ainda que ambos se encontrem em fase
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Figura 2 - Estruturas do monastrol (7) e ispinesibe (8).
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Eles tém como alvo o sitio alostérico especifico no dominio motor Eg5 composto por
hélice a2/loop L5 e hélice a3, que estd a aproximadamente 10 A de distancia do sitio de
ligacdo do ATP. A fim de melhor compreender o sitio de ligacdo, € importante conhecer a
regido flexivel que conecta suas cabecas motoras, permitindo a coordenagdo do
movimento ao longo dos microtdbulos regulado pela hidrélise de ATP, denominado neck-
linker, para o alvo deste estudo, pois esta € uma regido critica para a modulacao direta da
processabilidade em diferentes familias de cinesina. Para a Eg5 este mecanismo tipo
catraca € consistente com a sua atividade bioldgica. A indicagdo é que o L5 pode ser um
importante elemento na via de ligacdo ao neck-linker da Eg5. A transformacdo que €
produto desta movimentacao é a passagem da condicao flexivel nos estados ligado a ADP
e livre de nucleotideos para ancorado ao longo do dominio motor central no estado ligado

ao ATP, o qual o mantém preso, impedindo captacdo de ADP131519,

1.4 CADD

O surgimento do planejamento de farmacos, auxiliado por computador (Computer
Aided Drug Design/Discovery, CADD), auxilia a estruturar métodos em torno do
planejamento racional de farmacos?°?'. As ferramentas de CADD sdo normalmente
divididas em dois grandes grupos, que dependem da quantidade de informacgéao
necessaria para construcdo de um modelo. Quando o estudo é baseado na estrutura
biolégica do alvo pretendido, é seguida a abordagem de Structure-Based Drug Design
Discovery (SBDD). Por outro lado, quando a estrutura do alvo ndo € conhecida a
conducdo do estudo ocorre a partir dos requisitos estruturais do ligante, Ligand Based
Drug Design Discovery (LBDD)?%-24,

1.4.1 DOCKING MOLECULAR

E um método que possibilita a triagem em quimiotecas virtuais, de modo a auxiliar
na identificacdo de novos compostos de interesse terapéutico. Originalmente foi
desenvolvido para ajudar no entendimento de mecanismos de reconhecimento
molecular, incluindo estudos de Relagdo Estrutura e Atividade (REA) realizando
inferéncias de ligacdes em complexos alvo-ligante?1-27,

No ambito do docking molecular, o seu principal objetivo é realizar previsdes de

grande importancia, incluindo:
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Predicdo da pose: se trata da formacdo de diferentes conformacdes, que sao
geradas para otimizar as interacdes provaveis através de ligacbes e torcdes
moleculares, resultando na formacdo do complexo de menor energia, que esta
relacionada aos graus de liberdade envolvendo translacao, rotacdo e torcdo, onde os

angulos guardam uma proporcéo com as ligaces que podem se mover20-26:33,

Avaliacdo da afinidade das interacdes intermoleculares: a estabilidade energética é
estimada através da energia livre de Gibbs (AG), que abrange a contribuigdo
energética das interacdes intermoleculares de uma natureza especifica, relacionada
com a distancia de ligacdo e a constante de inibicdo (Ki)2°-26.

Processo de selecdo: a avaliacdo é conduzida por uma pontuacdo capaz de
classificar e separar os compostos ativos dos inativos, estabelecendo uma
correlacdo dos resultados com dados experimentais?’-28,

As ferramentas disponiveis de docagem molecular possuem diferentes

metodologias para conducéo do estudo?°?7-2°, Atualmente os programas mais utilizados
séo: FlexX, DOCK, GOLD, GLIDE, AutoDock, FLAP docking program?’.

1.4.2 PROTOCOLOS DE DOCKING MOLECULAR

Ao iniciar um estudo de docking molecular as seguintes etapas devem ser definidas:
Preparacao do ligante e do receptor: as estruturas do ligante (composto em estudo) e
do receptor (geralmente uma proteina) sdo preparadas usando ferramentas
computacionais. Esta etapa envolve adicionar atomos de hidrogénio, atribuir cargas
parciais e otimizar a geometria 3D para garantir que as moléculas estejam em um

formato adequado para o encaixe?>2°-31,
Definicdo do sitio ligacdo (grid): local onde se espera que o ligante se ligue.

Normalmente delimitado por uma cavidade ou bolsa na superficie da proteina que
esta envolvida no reconhecimento molecular e nas interagdes??27:29-31,

Ensemble docking: obtém um pareamento entre as estruturas cristalograficas de
interesse (monastrol 1X88 e ispinesibe 4AP0), assim o programa de docking pode
abordar a questéo da flexibilidade da proteina, adicionando mais de uma estrutura de
proteina em uma Unica execucdo do algoritmo genético. A triagem virtual fica mais
rica, uma vez que duas classes de ligantes foram desenhadas baseadas em

afinidade estrutural ditada por cada complexo?2:27:29-31,



17

e Amostragem de conformacfes de ligantes: o ligante € submetido & amostragem
conformacional, que envolve a geracdo de diferentes arranjos 3D ou conférmeros.
Esse processo explora como o ligante pode girar e flexionar em torno de suas
ligagbes, criando um conjunto de diversas conformacdes de ligantes.?42529-31 Este

tema sera aprofundado no item seguinte.

1.4.3 ALGORITMOS DE BUSCA

Um algoritmo de busca é um conjunto de instru¢cdes/procedimentos bem definidos
gue sao utilizados para encontrar informacdes ou solucionar problemas em um
determinado conjunto de dados333>3/, Cada tipo de algoritmo explora de maneira
caracteristica o espaco de busca, que é o conjunto de todas as configuracfes ou estados
possiveis, até que localizem o alvo desejado ou uma solucdo para um problema. O
objetivo de um algoritmo de busca é localizar um determinado item, valor ou padrédo
dentro da estrutura de dados, ou determinar se esse item esta presente na estruturas3+
37, Dependendo do contexto, um algoritmo de busca pode procurar por um Unico ou
varios valores correspondentes a um critério especifico. Existem diferentes tipos de
algoritmos de busca, e a escolha do algoritmo apropriado depende da estrutura de
dados, da natureza do problema a ser resolvido e das condicbes atreladas ao

experimento®?33, A Tabela 1 resume a relacéo entre estes pontos?2.

Tabela 1 - Algoritmos de busca empregados nos programas de docking molecular.

Algoritmos de Busca Estratégia atribuida Software de escolha

AutoDock
Algoritmo Genético GOLD
DARWIN
MOE-Dock
ICM
MC DOCK
Monte Carlo DOCK VISION
AFFINITY
QXP
GLIDE

Randbmicos (estocasticos)
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DOCK
FlexX
Glide
Incremental
Surflex-Dock
Busca sistematica

Hammerhead

HOOK
Base de dados de conférmeros Flexibase/FLOG
Nao-estocastico FRED
_ Dinamica molecular DynaDock
Simulacéo

Minimizacdo de energia DOCK

Fonte: Adaptado de Rodrigues, R. P e colaboradores, 20122,

1.4.4 FUNCAO DE ESCORE

A funcéo de escore € fundamentada por:

e Campos de forcas classicos: energia do sistema calculada pela energia intramolecular
e energia intermolecular?6-27:36,

e Funcbes empiricas: soma de energias empiricas que variam de acordo com a
natureza da ligacdo existentes entre os residuos de aminodacidos e o sitio receptor,
ponderada pelo observado experimentalmente?6.29:36,

e Funcbes baseadas em conhecimento prévio: interacbes favoraveis subsidiada por

frequéncia de interacdes interatdmicas convertidas em componente energético?>24,

e Consenso: combinacdes de diferentes funcdes de escore a fim de determinar uma
pontuacdo consensual para obtencdo do melhor conformero.

1.4.5 PROGRAMA GOLD

O sistema computadorizado GOLD (Genetic Optimization for Ligand Docking) é
amplamente utilizado em estudos de docking molecular, pois pode prever a ligacdo de
compostos, dentro do sitio ativo de proteinas alvo, simulando suas interacdes. As suas

principais caracteristicas sao3037;

e Algoritmo Genético: para encontrar poses de ligacdo favoraveis através da exploragédo
do espaco conformacional dos ligantes30-37,

e Flexibilidade: permite acoplamento flexivel, ajustando as conformac¢des do ligante e
receptor para encontrar interagées realistas e favoraveis33’.
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e Funcdes de escore: para avaliar interacdes entre ligante e proteina e classificar poses
relevantes do ponto de vista biol6gico3%3.

e Preparacdo da estrutura: possui ferramentas para preparar as estruturas moleculares
a fim de devolver uma representacdo adequada3®3’.

e Opcbes de parametros personalizaveis: permite ajuste de parametros para obter
resultados mais precisos30:37,

e Validacdo Experimental: Previsdes do GOLD podem ser validadas experimentalmente
em ensaios e estudos biolégicos3%37.

1.4.6 O ALGORITMO GENETICO DO GOLD

S&o algoritmos de otimizag&o inspirados no processo de selecdo natural proposto
por Charles Darwin, na qual se entende que os organismos mudam ao longo do tempo e
gue o meio promove uma pressao seletiva selecionando os organismos mais adaptados
(selecao natural), os quais apresentam maior chance de gerar bons descendentes. De
forma analoga, esta logica é usada no docking molecular para explorar eficientemente o
vasto espaco conformacional dos ligantes e encontrar as poses de ligagdo mais
favoraveis dentro do sitio ativo do receptor?526:34, Os algoritmos genéticos aplicam esse
conceito da seguinte forma:
e Populacdo Inicial: inicialmente é criada uma populacdo inicial de conformacdes

individuais do ligante. Elas representam diferentes orientacfes e angulos de torcao
possiveis do ligante dentro do sitio de ligag&o?527:34-38,

e Funcdo de Escore: o ChemPLP ou outras fungbes de escore apropriadas, avalia a
aptiddo de cada conformacéo do ligante na populacao inicial. A funcdo de escore
calcula
a energia de interacéo entre o ligante e o receptor, levando em consideracao fatores

como natureza das ligacdes quimicas?>27:34-38,

e Selecdo: as conformacdes obtidas passam por ranqueamento e as melhores
pontuacgdes

(conférmeros mais aptos) da populagéo inicial sdo escolhidos como pais para a
geracéao
seguinte?s:27.34-38,

e Cruzamento: funciona como um operador genético que combina as informacfes

genéticas de duas conformacdes de pais para criar conformacdes de filhos. No
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contexto do docking molecular, a etapa de cruzamento mistura os angulos de torcéo

das conformacgdes de pais selecionados para produzir novas poses de ligantes “filhos”
25,27,34-38

e Mutacdo: também funciona como um operador genético, mas introduzindo mudancas
aleatdrias em conformacgdes individuais. A mutacdo pode alterar ligeiramente o0s
angulos de torcdo de uma conformacdo de ligante, permitindo uma exploracdo
adicional do espaco conformacional?>27:34-38,

e Proxima Geragéao: os conférmeros filhos gerados formaréo a proxima geracgéo de
conformacées do ligante?527:34-38,

e Elitismo: as conformagfes mais promissoras durante a evolucdo nao séo perdidas,
mas mantidas para a proxima geracdo sem passar pelos operadores genéticos?>:27:34

38.
e Terminacdo: 0 processo € repetido ao longo de varias geracdes até que um critério de
terminagéo seja alcancado. Este critério pode ser uma quantidade pré-definida de

e Selecdo Final de Poses: os melhores conférmeros considerados pelo algoritmo, séo
ranqueados para prosseguirem para andlise e interpretagdo?®27:34-38,

1.4.7 FUNCOES DE ESCORE DO GOLD (SCORING FUNCTION)

Sao utilizadas para avaliar as poses de ligacdo durante o processo de docagem. Sao
capazes de calcular a afinidade do ligante com o alvo e ranquear as poses mais
relevantes. Através do algoritmo genético, busca identificar as melhores interacdes no
sitio de ligac&o?9,

e GoldScore: combina dados de energia intermolecular com geométricos para avaliar a
complementaridade entre o ligante e a proteina?®:3537.39,

e GoldScore Fitness: combina o GoldScore com informagdes adicionais sobre a
estabilidade da pose, incluindo consideracdes energéticas?®:3%37:39,

e ChemScore: baseada em termos da natureza da ligagdo. A exemplo: ligagcdes de
hidrogénio, interagdes idnicas, interagdes de Van der Waals e efeitos de

SO|Vataga029,35,37,39_

e Astex Statistical Potential (ASP): Uma funcdo de escore baseada na abordagem de

frequéncia de interacdo entre ligante e residuos de aminoacidos a partir da estrutura
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de cristalografia do PDB (Protein Data Base) a fim de gerar potenciais
estatisticos?9:3537:39,

e ChemPLP: se concentra em termos de encaixe e complementaridade de forma entre o
ligante e o sitio de ligag@o?°3537:39,

A escolha da funcéo de escore adequada depende das caracteristicas especificas
do objeto de estudo. O programa permite que 0s USUarios personalizem os parametros e
ajustem a funcdo de escore para melhorar a preciséo das previsdes e obter resultados
mais relevantes para suas aplicacfes especificas de descoberta de medicamentos e
estudos de interag6es moleculares.

A funcéo de escore ChemPLP calcula a energia potencial associada ao complexo
ligante-receptor, considerando varias intera¢cdes nao covalentes, como for¢as de Van der
Waals (também empilhamento ), interagdes eletrostaticas (também ligagdes de
hidrogénio), além de outras interacdes. O escore ChemPLP reflete a afinidade de ligacéo
entre o ligante e o receptor, indicando o qudo bem eles provavelmente formardo um
complexo estavel e energeticamente favoravel, durante o processo de evolucao

empregado no Algoritmo Genético?’3.

1.5 CUMARINAS

Cumarinas sdo metabdlitos secundarios amplamente difundidos na natureza, sendo
encontrados em vegetais, fungos, bactérias, em algumas espécies animais*®-44,
Passiveis de obtencdo sintética, as cumarinas sdo uma grande classe de compostos
com um esqueleto comum formado pela fusdo de um anel de benzeno e um anel a-
pirona, cuja denominacgéo da sua estrutura geral é 1,2-benzopirona (9) (Figura 3)%°.

Estudos demonstram que a presenca da cumarina esta relacionada a diversas
propriedades farmacolégicas como: anticoagulante, antioxidante, antitumoral e

antimicrobiana.

5 4
6 X 3
° 2
7 0~ X0
8 1
9

Figura 3 - Férmula estrutural da cumarina.
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As cumarinas sdo um dos principais heterociclos pesquisados e sintetizados no
Laboratério de Sintese Organica Medicinal (LaSOM). A atividade antitumoral das
cumarinas ja é reconhecida na literatura, com varias publicacbes que suportam essa
propriedade.?®-2°, Nosso laboratério sintetizou cumarinas com atividades antioxidante3®-
4042 antichagasica** e antitumoral*34>. Em producdes recentes, o desenvolvimento de
novos ligantes para cinesina Eg5 tem sido explorado, além de propostas no contexto da

viabilidade sintética e ensaios para avaliacéo de citotoxicidade em modelos in vitro4®.
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2 OBJETIVOS

Esta monografia teve como objetivo utilizar ferramentas in silico para o
planejamento e a triagem virtual de duas familias denominadas ispinesibe-like e
monastrol-like. Mantendo um nucleo de cumarina e com auxilio de Docking Molecular,
almeja-se a otimizacdo das familias levando a obtencdo de uma geracdo secundaria e

melhorada para cada familia de potenciais inibidores da enzima cinesina Eg5 humana.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 ELUCIDACAO DO RACIONAL DE TRIAGEM

As interacbes disponibilizadas pelos complexos monastrol (7) e Eg5 (PDB ID:
1X88) e ispinesibe (8) e Eg5 (PDB ID: 4AP0) foram visualizadas e tabeladas (Tabelas 3 e
4 em anexo) com auxilio do programa DSV (Discovery Studio Visualizer) com a
finalidade de obter e entender os residuos mais frequentes que recepcionam o sitio
alostérico da Eg5. Estes residuos foram computados conforme disposto na Tabela 2,
onde para cada complexo critalografico foram atribuidas frequéncias de residuos
aminoacidos. A partir disso, foi possivel estabelecer uma relacdo, que norteou 0s
primeiros passos para elucidacdo da complementariedade necessaria para adequacao
dos ligantes frente a natureza das ligacBes quimicas possiveis para 0s residuos
identificados. Na Figura 4, as esferas coloridas indicam a provavel afinidade pelos seus
grupamentos quimicos. Essas intera¢des foram levadas em consideragdo no processo
de projecdo de compostos que possuam grupos funcionais que sejam complementares

aos residuos de aminoacidos.

Tabela 2 - Relacao entre os residuos frequentes computados para o monastrol e Eg5 (PDB ID: 1X88) e
ispinesibe e Eg5 (PDB ID: 4APO0)

Residuo | &), | Glu | Leu | Trp | Pro | Arg | Tyr | Leu | Arg | Ala | Ala | Gly
116 | 118 | 214 | 127 | 137 | 119 | 211 | 160 | 221 | 218 | 133 | 117

Estrutura
4APO 3o l3|[3|2|2|2|1/1]1]0]o0
1X88 11110l 1] 1]o0o]o]o] 1] 1]
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Figura 4 - Residuos de aminoacidos mais frequentes mapeados nas estruturas monastrol e Eg5 (PDB ID:
1X88) e ispinesibe e Eg5 (PDB ID: 4APO0). Laranja: por¢cdes aceptoras de hidrogénio. Verde: interacdes
hidrofébicas. Roxo: empilhamento 1. Cinza: por¢des doadoras de hidrogénio.

A partir dessas informacdes, foi possivel propor duas séries de ligantes para Eg5:

monastrol-like (Figura 6) e ispinesibe-like (Figura 8), como sera abordado a seguir.

3.1.1 CONSTRUCAO DA PRIMEIRA GERACAO DE MODELOS MONASTROL-LIKE

A primeira geracdo de compostos monastrol-like foi construida analisando os
residuos obtidos pelo complexo cristalografico do monastrol (7) com a Eg5, que gerou as
informacdes acerca de residuos mais relevantes (Tabela 3 em anexo) Ala218, Alal33,
Prol37, Arg119, Leu214, Glull6, Glul1l8 e Gly117. Possiveis porcdes farmacoféricas de
interacdo no sitio alostérico da Eg5, estdo representadas na Figura 5. A partir do
conhecimento destas propriedades para o grupo monastrol-like, foram favorecidas
interacOes de natureza hidrofilica, principalmente envolvendo grupos que podem formar
ligacbes de hidrogénio, além disso, foram mantidos grupos funcionais que sejam
favoraveis a manutencdo de alguma interacdo hidrofébica e substituintes com
caracteristicas aceptora e doadora de hidrogénio. Tracando um paralelo entre as Figuras
4 e Figura 5, a mesma analogia grafica foi empregada, representando a relacéo

estrutural entre o monastrol (7) e a primeira geracao de ligantes.
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Mapa de interacdes monastrol e Eg5 (PDB ID: 1x88)

Liga¢des entre grupos doadores de
hidrogénio

Liga¢des entre por¢des aromaticas

Outras intera¢6es hidrofébicas

Porcdes aceptoras de hidrogénio

Figura 5 — Farmacoforo gerado no servidor Pharmit*® para o complexo monastrol e Eg5 (PDB ID: 1X88).

A partir destes dados, foi possivel estabelecer um padrao de ligacado, trazendo a
luz passos iniciais em direcdo ao entendimento de substituicbes necessarias ha
cumarina. Observam-se substituicées na 1,2-benzopirona (9) (Figura 3) na posicao C4
com OH, que em ambiente aquoso (fisiol6gico) pode interagir com as por¢cdes aceptoras
de hidrogénio. Em C8 o heterociclo do tipo 1,2,4-triazol que pode ser interessante para
atividade biolégica, uma vez que pode interagir atuando como doador ou receptor de
ligacbes de hidrogénio, bem como em interagdes de empilhamento 1. Na posi¢do C7, foi
testado bioisosterismo com o monastrol (7), com substituicdo do enxofre por oxigénio. Os

compostos propostos (10 — 13) constam na figura abaixo.

OH

OH X R
N o o 2 (@) (@)
(@] (@] O

° ) @

3 € 7 \_{

N—N
10 1 12 13

Figura 6 - Primeira geracdo de modelos monastrol-like. Laranja: por¢cdes aceptoras de hidrogénio. Verde:
interacdes hidrofébicas. Roxo: empilhamento 1. Cinza: porgdes doadoras de hidrogénio.
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3.1.2 CONSTRUCAO DA PRIMEIRA GERACAO DE MODELOS ISPINESIBE-LIKE

Assim como foi feita a construcdo da familia anterior, o fluxo de producdo da
primeira geracdo de ligantes da familia ispinesibe-like, teve como primeira etapa a
compreensao da estrutura-alvo que foi realizada tabelando as interacbes entre o
ispinesibe (8) e a Eg5 (Tabela 4 em anexo). Nesta tabela, estdo descritos os tipos de
interacOes existentes com residuos mais relevantes no complexo ispinesibe e Eg5 (PDB
ID: 4APO0), visualizados e listados com auxilio do programa DSV. As interagcbes mais
frequentes sdo de natureza hidrofébica e os residuos sdo Glull6, Leu 214, Trpl27,
Pro137, Arg119 e Tyr211. A fim de incorporar informagdes estruturais para elaboragéo da
primeira geragdo de compostos ispinesibe-like, foi gerado no servidor web Pharmit*®
possiveis por¢cdes farmacoforicas de interacdo no sitio alostérico da Eg5, (Figura 7). A
partir do conhecimento destas propriedades, foram propostos os primeiros ligantes, cuja
premissa € explorar a teoria de que numerosas substituicbes que favorecam interacfes
hidrofébicas, principalmente envolvendo grupamentos aromaticos, podem ser suficientes

para ancorar o ligante no alvo.
Mapa de interacfes isinesibe e Eg5 (PDB ID: 4AP0)
LigacBes entre por¢8es aromaticas

Outras intera¢des hidrofdbicas

Porc8es aceptoras de hidrogénio

Figura 7 - Farmacoéforo gerado no servidor Pharmit*® ispinesibe e Eg5 (PDB ID: 4AP0).

Na Figura 8, algumas substituicbes possuem grupamentos com caracteristica
aceptora de hidrogénio em atendimento a complementariedade baseada no mapa de
interacOes da Figura 7. A proposta pretende confirmar se a presenca de um linker pode
auxiliar no processo de ancoragem dos ligante aos bolsGes lipofilicos, trazendo
seletividade porque pode aumentar a proximidade dos substituintes com os residuos
presentes no sitio alostérico do alvo. Este linker, foi integrado a cumarina (9) (Figura 3)

nas posicoes C4 e C8 (Figura 8), possibilitando o preenchimento da molécula nos trés
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bolsdes lipofilicos que compdem o sitio alostérico da Eg5. A cumarina (9) é
estruturalmente similar a quinazolinona presente no ispinesibe (8) e por isso, foi
explorado substituintes com alguma semelhanca estrutural em posi¢cdes proximas a este
nacleo. Com o objetivo de compreender a importancia de cada contribuicdo, foram
selecionados grupamentos semelhantes como o clorobenzeno e as alquilas alifaticas em
C8 e a amida em C4. A pirrolidina em C4, pode contribuir para a estabilizacédo
conformacional da molécula, neste cenéario, interagindo mais intensamente de forma
hidrofébica, uma vez que o nitrogénio faz apenas ligagbes o (ligagdes simples) e esta
conectado diretamente ao linker. A primeira linhagem de ligantes desta classe esta na

Figura 8 abaixo.
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Figura 8 - Primeira geragdo de modelos ispinesibe-like. Laranja: por¢cdes aceptoras de hidrogénio. Verde:
interagdes hidrofébicas. Roxo: empilhamento .

3.2 TRIAGEM VIRTUAL POR DOCKING MOLECULAR

3.2.1 VALIDACAO POR REDOCKING

O redocking dos ligantes cristalograficos (monastrol 1X88 e ispinesibe 4APO0)
gerou resultados satisfatorios. Com os dados das Tabelas 5 e 6 (em anexo), foi possivel
observar que as posi¢coes ordenadas por melhor pontuagcéo de escore mantiveram um
RMSD calculado inferior a 2 A3°. A Figura 9 ilustra o estado validado do protocolo
utilizado no Ensemble Docking, utilizando as estruturas monastrol e Eg5 (PDB ID: 1X88)
e ispinesibe e Eg5 (PDB ID: 4APO0).
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@

Figura 9 - Relacao das poses obtidas por redocking em relacéo ao ligante cristalografico (magenta). A)
Redocking do monastrol (7). B) Redocking do ispinesibe (8).

A docagem molecular do anel cumarina foi um grande direcionador para o
desenvolvimento dos ligantes. Conforme exposto, o sitio alostérico da Eg5 possui trés
bolsdes lipofilicos. com o objetivo de otimizar o ancoramento dos ligantes aos bols6es,
foi levado em consideracdo que, além do nucleo ser substituido de forma a favorecer as
interacbes em ambos 0s grupos, foi cogitada a presenca de um linker constituido de
cadeia alifatica para alcancar as ramificacbes nos bolsGes. o primeiro ensaio foi
explorado para encontrar uma pose onde o anel cumarina penetrasse um desses
bolsGes, uma vez que ele possui as caracteristicas que propiciam as interacdes
mapeadas. A Figura 10 demonstra que é factivel que o anel cumarina alcance um destes
bolsdes, dando sequéncia ao segundo passo de otimizacdo dos ligantes, onde tal

atribuicdo sera contemplada na segunda geracéo de ligantes.

Figura 10 - 1,2-benzopirona (9) em pose obtida por Docking Molecular, com visualizagdo em superficie
hidrofébica, demonstrando que é possivel alcancar um dos bolsdes lipofilicos.
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3.2.2 OTIMIZACAO E CRIACAO DA SEGUNDA GERACAO DE COMPOSTOS

Ainda em questionamento a respeito da melhor abordagem para desenvolvimento
dos ligantes, foram propostas para ispinesibe-like trés frentes, com cadeias alquilicas.
Foram construidas séries ispinesibe-like: compostos 17 — 72 (Figura 16) que exploram a
substituicdo do anel cumarina nas posicbes C4 e C8 (Figura 3) com diversos
substituintes.

Foram construidas séries monastrol-like: compostos 73 - 82, (Figura 17) que exploram a
possibilidade de aumento das liga¢gdes hidrofilicas, com intuito de aumentar a afinidade
com aminoacidos presentes em apreciacao a essa caracteristica. Possuem substituicdo

da cumarina (9) nas posi¢cdes C4, C7 e C8.

3.2.3 DOCKING MOLECULAR DAS PROPOSTAS OTIMIZADAS

A otimizacéo das estruturas e a adicdo de critérios de comparacédo gerou um total
de 65 compostos posteriormente docados e inspecionados (Figuras 16 e 17 em anexo).
Os compostos 50 e 66 (Figura 11) ficaram no top 2 do ranqueamento obtido, disposto na
Tabela 8 (anexo). Estes foram selecionados para andlises adicionais, pois ndo apenas
obtiveram os melhores escores, mas exploram duas abordagens de ancoramento ao sitio

alostérico.

Cl

50 66
Figura 11 - Estruturas dos compostos 50 e 66.

O composto 66 (Figura 12A e B) obteve primeiro lugar no ranqueamento obtido
pela docagem final. Entretanto, o alongamento das extremidades possibilitou a interacéo
intramolecular entre as faces aromaticas dos substituintes, pareando as por¢cdes também

de forma intermolecular entre residuos aminoacidos préximos, formando uma rede e
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melhorando a sua estabilidade enquanto ancorado ao sitio alostérico. A Figura 12A,
apresenta a interacdo intramolecular citada e a Figura 12B apresenta também os
residuos de aminoacidos préoximos. Conforme exposto, o residuo Prol37 € um dos
protagonistas dessa ancoragem, pois auxilia na estabilidade da conformacdo que é
reafirmada pela interagdo destes residuos periféricos as ligagdes do tipo 1T stacking

intramolecular.

GLU116
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D van der Waals Pi-Pi T-shaped
- Conventional Hydrogen Bond Amide-Pi Stacked
:] Pi-Donor Hydrogen Bond I: Alkyl
I PP stacked I:] Pi-Alkyl

Figura 12 - A) Docking Molecular do composto 66. B) Docking Molecular do composto 66.

A Figura 13 ilustra em superficie hidrofébica que ndo é visualizado o aterramento

completo aos trés bolsdes.

Hydrophobicity

3,00
2,00
1,00
0,00
-1,00

-2,00 I
-3,00

Figura 13 - Composto 66 em superficie hidrofébica.

Ja o composto 50, segundo lugar do ranqueamento, foi o primeiro colocado entre
0s outros conférmeros que seguiram comportamento semelhante a ele. Neste cenério, 0
conector de tamanho intermediario estrategicamente formado por carbonos hibridizados
em sp?, cujo angulo que corresponde a 109° e que da forma a sua geometria tetraédrica,

realiza a orientacdo esperada para as ligacbes subsequentes em escadas que
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condicionam os substituintes a adentrar aos bolsdes lipofilicos. Conseguindo, portanto,
viabilizar o racional tedrico, com escore satisfatorio de acordo com a Tabela 8, que
relaciona os melhores escores obtidos pela presente triagem virtual, com os escores dos
ligantes cristalogréficos visualizados pelo DSV. Na Figura 14, é possivel visualizar a

ocorréncia do aterramento desejado durante o planejamento.

Hydrophobicity

3,00
2,00 .
1,00
0,00
-1,00

-2,00 I
-3,00

Figura 14 - Composto 50 em superficie hidrofébica.

A Figura 15 demonstra a ocorréncia das interagdes, sendo assim, ambos
compostos foram considerados aptos e compativeis com o seguimento de triagem virtual

para determinacdo da sua qualidade de hits em potencial.
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Figura 15 - A) Docking Molecular do composto 50. B) Docking Molecular do composto 50.
llustracdes em duas dimensdes das ligacdes visualizadas.
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4  MATERIAIS E METODOS

4.1 PRIMEIRA ETAPA: ELUCIDACAO DO RACIONAL DE TRIAGEM

No banco de dados PDB, extrair dois arquivos PDB format para os complexos
cristalograficos do ispinesibe (4AP0) e monastrol (1X88). Estes arquivos devem ser
abertos no programa DSV e as intera¢gfes disponibilizadas por ambos os complexos.
Cada arquivo quando aberto no DSV vai gerar uma tabela, copiar para uma planilha e
computada a frequéncia de aparecimento de residuos.

Aos residuos mais frequentes, estabelecer um padrdo de interacdo que poderia
ocorrer levando em consideracdo as afinidades quimicas em cada estrutura de
aminoacidos, caracteristica acido-base/polar-apolar, ligada por cadeia alquilica de
comprimento variavel.

e Construgcdo da primeira geracdo de modelos monastrol-like: em aplicacao
ChemSketch, desenhar a partir da estrutura do monastrol (7) substituir o nucleo
cumarina (9) com grupamentos quimicos que favorecam mais as interacfes
hidrofilicas, direcionada pela frequéncia de residuos aminoacidos que a etapa
anterior indicar.

e Construgcdo da primeira geracdo de modelos ispinesibe-like: em aplicacéao
ChemSketch, desenhar a partir da estrutura do ispinesibe (8) substituir o nucleo
cumarina (9) com grupamentos quimicos que favorecam mais as interacfes
hidrofobicas, direcionada pela frequéncia de residuos aminoacidos que a etapa

anterior indicar.

4.2 TRIAGEM VIRTUAL POR DOCKING MOLECULAR

4.2.1 VALIDACAO DO PROTOCOLO

4.2.1.1 REDOCKING

« Preparar as estruturas no programa Chimera*® com os arquivos que o PDB fornecer
em extensao .pdb. No DVS, selecionar apenas a cadeia B em ambas as estruturas.

» Preparar os ligantes com as estruturas em minimizacao prévia e agregar informacdes
experimentais na simplificacdo molecular (PM6 semiempirico) e estado de protonacéo
em pH 7,4 no servidor PDB2PQR.*°
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Utilizar o escore ChemPLP, para sobreposicao das estruturas no Gold 5.0.
Caracterizar o tamanho de raio do grid em 10 A com as seguintes coordenadas de

centroide: X:41.492 Y:-1.575 Z:10.806 (4AP0) e X:17,465422 Y:24,962267
Z:48,745117 (1X88).

Modo ensemble docking, onde Ensemble.ID 1 = complexo cristalografico relativo ao
PDB ID: 4AP0 e Ensemble.ID 2 = complexo cristalogréfico relativo ao PDB 1D:1X88.

4.2.1.2 INSPECAO VISUAL

Critérios de inspecédo: considerar como uma boa predicdo os valores de RMSD
menores que 2 A3®;

Verificar as poses obtidas pelo ranqueamento do escore;
Analisar as intera¢gfes entre residuos considerados chave.

4.2.2 DOCKING MOLECULAR DO NUCLEO CUMARINA

Preparar o alvo (4AP0O e 1X88), o sitio de ligacéo e o ligante 1,2-benzopirona pelo

método validado no item anterior.

4.2.3 SEGUNDA ETAPA: OTIMIZACAO DOS MODELOS

Otimizacéao das estruturas a partir dos resultados da primeira docagem.
Novo docking para os compostos da segunda geracdo e posterior discussdo dos

resultados para o melhor conférmero.
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5 CONCLUSOES

Utilizando a abordagem de planejamento de farmaco com base na estrutura do
alvo (SBDD), foi possivel a identificacdo de dois compostos potencialmente promissores.
Com diferentes possibilidades de encaixe, estes foram analisados a quanto as suas
afinidades de ligacdo com a enzima humana cinesina Eg5 em Ensemble Docking (PDB
ID: 1X88 e 4AP0). O resultado obtido, possibilitou a identificacdo dos compostos 50 e 66
gue apresentaram valores proximos as afinidades dos ligantes cristalograficos referidos,
sugerindo a possibilidade de um grau de inibicdo possivelmente semelhante.

As etapas de triagem realizadas, indicam que os ligantes podem servir como
ponto de partida para prosseguimento em triagem molecular. Objetivando tornar os
resultados obtidos mais robustos, é importante prosseguir com a avalicdo englobando
outras propriedades importantes como as fisico-quimicas, farmacocinéticas, a predicao
de toxicidade, posterior sintese e testagem in vitro.
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Tabela 3 - Classificacdo e mapeamento de interagdes entre residuos aminoacidos e ligante NAT monastrol
e Eg5 (PDB ID: 1X88).

Intgragoes Classificacéo Tipo de D? ond~e a Classificacéao Para on~de Classificacéao
residuos + dainteracao ligacéo ligacdo uimica aligagdo uimica
porcdo NAT ¢ ga¢ vem q vai q
Water
A:NAT801:C1 Hydrogen . ) )
6 - Hydrogen Bond | Bond;Carbon A.NéIgOl H-Donor A.HOCI)-|910. H-Acceptor
A:HOH910:0 Hydrogen ’
Bond
Water
A:NAT801:C1 Hydrogen ) ) )
6 - Hydrogen Bond | Bond;Carbon A"\_ICAISM H-Donor A.HO(IJ—|984. H-Acceptor
A:HOH984:0 Hydrogen '
Bond
Water
A:NAT801:S2 Hydrogen . . .
0- Hydrogen Bond | Bond;Conventi A"\_ISA;_(?Ol H-Donor A.HO(I)—|985. H-Acceptor
A:HOH985:0 onal Hydrogen ’
Bond
A:HOH808:0 H%?;egren
- ) .| A\HOH808 A:NAT801:
ANATSOL:N1 Hydrogen Bond | Bond;Conventi 0 H-Donor N10 H-Acceptor
0 onal Hydrogen
Bond
A:HOH910:0 H%?;Zren
- . .| A;HOH910 A:NAT801:
ANAT801:0 Hydrogen Bond | Bond;Conventi 0 H-Donor 019 H-Acceptor
onal Hydrogen
19
Bond
A:NAT801:N8 Conventional . ) .
- Hydrogen Bond Hydrogen A.N.ﬁl1;3801 H-Donor A'GL(;JHB' H-Acceptor
A:GLU116:0 Bond ’
A:NAT801:0 Conventional ) ) )
13- Hydrogen Bond Hydrogen A'NOAEOl H-Donor A'GLCL)JHS' H-Acceptor
A:GLU118:0 Bond '
A:NAT801:C7 Carbon . i .
- Hydrogen Bond Hydrogen A'N_ACT7801 H-Donor A.GL(\)(ll?. H-Acceptor
A:GLY117:0 Bond '
A:ALA218 - i i
A:NAT801:C1 | Hydrophobic Alky! AALA218 Alky! A.Ngsm. Alkyl
8
A:NAT801:C1 .
6 - Hydrophobic Alkyl A"\_ICAISM Alkyl A:ARG119 Alkyl

A:ARG119
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A:NAT801:C1 : A:NAT801 _

8- ALEU21a | Hydrophobic Alkyl 18 Alkyl ALEU214 Alkyl
A:NAT801 - , _ ) R _
AALAL33 Hydrophobic Pi-Alkyl A:NAT801 Pi-Orbitals A:ALA133 Alkyl
A:NAT801 - , _ _ o .
A-PRO137 Hydrophobic Pi-Alkyl A:NAT801 | Pi-Orbitals | A:PRO137 Alkyl

Tabela 4 - Classificacdo e mapeamento de interacdes entre residuos aminoacidos e ligante G7X ispinesibe
e Eg5 (PDB ID: 4AP0).

Interacbes
residuos + | Classificagao Tipo de D? ond~e Classificacdo Par'a on~de Classificacdo
5 dainteracao ligacédo aligacdo uimica aligagdo uimica
porgdo da ¢ gac vem q vai q
G7X
B:G7X2001:N
BE - Hydrogen Conventional B:G7X20 B:GLU116:
H-Donor H-Acceptor
B:GLU116:0E Bond Hydrogen Bond |  01:NBE OE1
1
B:PRO137:CD
- Hydrogen Carbon B:PRO13 B:G7X2001
H-Donor H-Acceptor
B:G7X2001:0 Bond Hydrogen Bond | 7:cD :OBA
BA
B:ARG221:NH
) ] ] B:ARG22 » ] )
1- Electrostatic Pi-Cation LNHL Positive B:G7X2001 Pi-Orbitals
B:G7X2001 '
B:GLU116:0E
) ) ) B:GLU11 ) ) )
1- Electrostatic Pi-Anion 6:0E1 Negative B:G7X2001 Pi-Orbitals
B:G7X2001 '
B:GLU116:0E
_ o B:GLU11 _ o
1- Electrostatic Pi-Anion 6:0E1 Negative B:G7X2001 Pi-Orbitals
B:G7X2001 '
B:PRO137:CB _ o B:PRO13 S
Hydrophobic Pi-Sigma C-H B:G7X2001 Pi-Orbitals
- B:G7X2001 7:CB
B:LEU214:CD
_ o B:LEU214 o
2 - Hydrophobic Pi-Sigma cD2 C-H B:G7X2001 Pi-Orbitals

B:G7X2001
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B:G7X2001:C ) o B:G7X20 ) .
Hydrophobic Pi-Sigma C-H B:TYR211 Pi-Orbitals
AA-B:TYR211 01:CAA
B:G7X2001:C
B:G7X20
AC - Hydrophobic Pi-Sigma C-H B:G7X2001 Pi-Orbitals
01:CAC
B:G7X2001
B:TRP127 - ) o B:TRP12 ) ) ) .
Hydrophobic | Pi-Pi T-shaped Pi-Orbitals B:G7X2001 Pi-Orbitals
B:G7X2001 7
B:TRP127 - ) o B:TRP12 ) ] ) .
Hydrophobic | Pi-Pi T-shaped Pi-Orbitals B:G7X2001 Pi-Orbitals
B:G7X2001 7
B:GLY117:C, B:GLY11
. Amide-Pi ) ) .
O;GLU118:N -| Hydrophobic Stacked 7:C,0;GL Amide B:G7X2001 Pi-Orbitals
acke
B:G7X2001 U118:N
B:GLU118:C, B:GLU11
) Amide-Pi ) ) _
O;ARG119:N -| Hydrophobic Stacked 8:C,0;AR Amide B:G7X2001 Pi-Orbitals
acke
B:G7X2001 G119:N
B:ALA133 -
) B:G7X2001
B:G7X2001:C| Hydrophobic Alkyl B:ALA133 Alkyl CAZ Alkyl
AZ '
perene Hydrophobi Alkyl B:G7X20 Alkyl B:LEU160 Alkyl
LD - yarophobic y ) y : y
B:LEU160 0L:CLD
B:TRP127 -
) ) B:TRP12 ) ) B:G7X2001
B:G7X2001:C| Hydrophobic Pi-Alkyl Pi-Orbitals Alkyl
7 :CAZ
AZ
B:TYR211 -
) ) B:TYR21 ) ) B:G7X2001
B:G7X2001:C| Hydrophobic Pi-Alkyl Pi-Orbitals Alkyl
1 :CAB
AB
B:G7X2001 - B:G7X20
Hydrophobic Pi-Alkyl Pi-Orbitals B:ARG119 Alkyl
B:ARG119 01
B:G7X2001 - ) ) B:G7X20 ) )
Hydrophobic Pi-Alkyl Pi-Orbitals B:LEU214 Alkyl
B:LEU214 01
B:G7X2001 - B:G7X20
Hydrophobic Pi-Alkyl Pi-Orbitals B:ALA218 Alkyl
B:ALA218 01
B:G7X2001 - B:G7X20
Hydrophobic Pi-Alkyl Pi-Orbitals B:LEU214 Alkyl
B:LEU214 01
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Tabela 5 - Resultados obtidos para o redocking relativo ao co-cristal monastrol e Eg5 (PDB ID: 1X88)

Corrida n° Ensemble.ID | Gold.PLP.Fitness RMSD
10 1X88 72,500 1,310
9 1X88 72,449 1,313
3 1X88 72,073 1,453
1 1X88 71,936 1,435
5 1X88 71,414 1,257
2 1X88 68,848 1,407
4 1X88 68,814 0,582
6 4APO 65,064 4,511
7 4APO 59,390 5,201
8 1X88 59,158 2,272

Tabela 6 — Resultados obtidos para o redocking relativo ao co-cristal ispinesibe e Eg5 (PDB ID: 4AP0)

Corrida n® Ensemble.ID | Gold.PLP.Fitness RMSD
2 4APO 110,302 0,725
8 4APO 110,074 1,993
7 4APO 109,287 0,855
6 4APO 109,273 0,672
1 4APO 104,318 0,966
9 4APO 100,491 2,548
3 4APO 96,976 2,629
5 4APO 81,463 5,535

10 4APO 73,677 5,075
4 4APO 73,096 4,929

Tabela 7 - Resultados obtidos para o primeiro docking molecular (scaffold cumarina).

Corrida n® Ensemble.ID Gold.PLP.Fitness
10 1X88 46,490
9 1X88 46,588
3 1X88 46,607
1 1X88 46,720
8 1X88 46,720
2 1X88 46,753
5 1X88 46,775
4 1X88 46,865
6 1X88 46,865
7 1X88 46,865




Tabela 8 - Resultados obtidos para o docking da segunda geracao de ligantes.

Conférmero/Composto| Ensemble.lID | Gold.PLP.Fitness

ispinesibe 4AP0O 99,4150
449/composto 66 4APO 92,930
304/composto 50 4APO 89,869
Conférmero 503 4APO 89,330
Conférmero 639 4APO 89,269
Conformero 488 4APO 89,174
Conférmero 243 4APO 88,268
Conférmero 506 4APO 86,877
Conférmero 489 4APO 86,092
Conférmero 372 4APO 85,665
Conférmero 271 4APO 85,619
Conférmero 185 4APO 85,256
Conférmero 505 1X88 85,023
Conférmero 492 4APO 85,020
Conférmero 361 4APO 84,986
Conférmero 441 4APO 84,964
Conférmero 204 4APO 84,888
Conférmero 296 4APO 84,886
Conférmero 497 4APO 84,870
Conférmero 477 4APO 84,709
Conférmero 507 4APO 84,698
Conférmero 124 4APO 84,310
Conférmero 469 1X88 84,309
Conférmero 391 1X88 84,265
Conférmero 456 1X88 84,132
Conférmero 496 4APO 84,097
Conférmero 371 4APO 84,024
Conférmero 291 4APO 84,017
Conférmero 448 4APO 83,981
Conférmero 458 4APO 83,953
Conférmero 280 4APO 83,943
Conférmero 293 4APO 83,617
Conférmero 395 1X88 83,605
Conférmero 274 4APO 83,547
Conférmero 334 4APO 83,298




Conférmero 643 4APO 83,194
Conférmero 252 4APO 83,107
Conférmero 231 4APO 83,077
Conférmero 485 4APO 82,929
Conférmero 478 4APO 82,802

Figura 16 - Segunda geracdo de compostos ispinesibe-like
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Figura 17 - Segunda geracado de compostos monastrol-like
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