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RESUMO

Estima-se que fungos patogénicos causem 11,5 milhdes de graves infecgdes e
afetem mais de um bilhdo de pessoas em todo o mundo anualmente. Os
quimioterapicos antifungicos da classe triazdlica, como o fluconazol,
considerados pela Organizagdo Mundial de Saude um medicamento essencial,
tém se mostrado insuficientes para tratar muitas infec¢des fungicas. Portanto,
uma nova classe de compostos antifungicos deve ser desenvolvida, o que pode
ser feito a partir da compreensdao da base molecular da afinidade e
especificidade do fluconazol. O alvo molecular para os compostos triazélicos € o
produto do gene ERG11, o citocromo P450 Esterol 14a-desmetilase (CYP51),
que faz parte da via biossintética do ergosterol. Neste estudo, simulagdes de
dinamica molecular e docking molecular foram utilizadas para explorar os modos
de ligacdo do fluconazol nas enzimas de CYP51 presentes em H.sapiens (Hs),
M.tuberculosis (Mt), C.albicans (Ca) e C.glabrata (Cg) e quatro mutantes de
CYP51-Ca. Observou-se que as enzimas humanas e micobacterianas sao mais
flexiveis que as variantes fungicas. O CYP51-Mt exibe flutua¢des estruturais
importantes no loop BC que permitem o acesso e/ou egresso de ligantes do sitio
de ligagdo que nao estdo presentes nos outros ortdlogos. Isso resulta em um
ligante com maior flexibilidade. No entanto, um residuo polar no sitio de ligagéo
do ortdlogo micobacteriano leva a interagdes proteina-ligante mais fortes. Esta
substituicdo € compensada por interagbes do ligante com o grupo HEME e com
moléculas de agua, de tal modo que as energéticas globais de ligacao favorecem
as enzimas fungicas na ordem observada experimentalmente. Estes resultados
sugerem que ligantes com grupos hidrofébicos maiores serdo estabilizados no
bolso de ligacdo das enzimas humanas e micobacterianas, enquanto ligantes
menores projetados para formar ligagdes polares especificas com o grupo HEME
devem ser projetados para aumentar a especificidade das enzimas fungicas. A
avaliacao dos mutantes de CYP51-Ca, associadas a resisténcia ao fluconazol,
revelaram que as alteragcbes de aminoacidos na regido do bolso de ligagcéo
afetaram distintamente a flexibilidade em CYP51-Ca. Os diferentes padroes de
interacdo entre o ligante fluconazol e residuos chaves presentes no sitio de
ligagcao nas estruturas mutantes de CYP51-Ca sugerem que as conformagdes
especificas do fluconazol amostraram os estados associados a maior afinidade
ao fluconazol, enquanto outra conformacao foi exclusivamente amostrada nas
simulagdes das estruturas mutantes (Y132F, Y132H e S405F), compondo um
modo de ligagao de mais baixa afinidade. Verificou-se também que as mutagdes
afetaram a estabilidade da regido do bolso de ligagdo do grupo heme. As
presentes observagdes nos levaram a deduzir que a ‘forca inibitoria’ do
quimioterapico fluconazol no sitio ativo da enzima CYP51-Ca segue a ordem:
Nativa>Y132F>K143R>S405F>Y132H.



ABSTRACT

Pathogenic fungi are estimated to cause 11.5 million serious infections and affect
more than one billion people worldwide annually. Antifungal chemotherapy drugs
of the triazolic class, such as fluconazole, considered by the World Health
Organization to be an essential drug, have been shown to be insufficient to treat
many fungal infections. Therefore, a new class of antifungal compounds must be
developed, possibly from the understanding the molecular basis of the affinity
and specificity of fluconazole. The molecular target for triazole compounds is the
product of the ERG11 gene, cytochrome P450 Esterol 14a-demethylase
(CYP51), which is part of the biosynthetic pathway of ergosterol. In this study,
molecular dynamics and molecular docking simulations were used to explore
fluconazole binding to CYP51 enzymes present in H.sapiens (Hs), M.tuberculosis
(Mt), C.albicans (Ca) and C.glabrata (Cg) and four CYP51-Ca mutants. It was
observed that human and mycobacterial enzymes are more flexible than fungal
variants. The CYP51-Mt exhibits important structural fluctuations in the BC loop
that allow access and/or egress of ligands from the binding site that are not
present in other ortholog. This results in a binder with greater flexibility. However,
a polar residue at the mycobacterial ortholog binding site leads to stronger
protein-ligand interactions. This substitution is compensated by interactions of the
ligand with the HEME group and with water molecules, in such a way that the
global energetics of binding favor the fungal enzymes in the order observed
experimentally. These results suggest that ligands with larger hydrophobic
groups will be stabilized in the binding pocket of human and mycobacterial
enzymes, while smaller ligands designed to form specific polar bonds with the
HEME group should be designed to increase the specificity of fungal enzymes.
The evaluation of CYP51-Ca mutants, associated with resistance to fluconazole,
revealed that changes in amino acids in the region of the binding pocket distinctly
affect flexibility in CYP51-Ca. The different patterns of interaction between the
fluconazole ligand and key residues present in the binding site of the mutant
structures of CYP51-Ca suggest that fluconazole sampled the states associated
with greater affinity, while another conformation was exclusively sampled in the
simulations of the mutant structures (Y132F, Y132H and S405F), composing a
lower affinity binding mode. It was also found that the mutations affect the stability
of the heme group binding pocket region. The present observations led us to
deduce that the 'inhibitory force 'of the chemotherapeutic fluconazole at the active
site of the enzyme CYP51-Ca follows the order: Native> Y132F> K143R>
S405F=Y132H.
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CAPITULO 1

1- INTRODUCAO

1.1 - Cenario Mundial das Infec¢ées fungicas

As infecgbes fungicas adquiriram notabilidade no inicio do século XIX, a
partir do surgimento da teoria microbiana das doengas. Agostino Bassi,
conhecido como o “pai da micologia meédica” na atualidade, conseguiu
demonstrar experimentalmente a relacdo de uma doenca desconhecida na
época, que atacava o bicho-da-seda, o “mal de segno” (atualmente conhecida
por muscardina) com a presenga de fungos microscopicos. Bassi denominou
estes fungos de Botrytis paradoxa, mas na atualidade sao conhecidos por
Botrytis bassiana em seu reconhecimento. Em 1835, Bassi publicou os
resultados das suas pesquisas sob o titulo Del mal de segno, calcinaccio o
moscardino?. De acordo com as observagdes de Bassi a muscardina era
causada por fungos microscopicos, os quais podiam transmitir a enfermidade
dos animais mortos para os saudaveis por meio do contato ou por comida
infectada. Bassi prescreveu na época uma forma de eliminagdo e prevencao
deste patégeno fungico sendo este o primeiro caso em que se estabeleceu
experimentalmente a conexdo causal entre um microorganismo e uma
doencga?3+,

Em 1839, Langenbeck observou, pela primeira vez, em aftas bucais de
um paciente com Tifo, a espécie fungica patogénica, Candida albicans que Robin
em 1853 havia denominado de Oidium Albicans. Em 1840 descobriu-se que os
fungos também eram responsaveis por causar enfermidades em plantas (por
exemplo, a ferrugem e o carvao), e investigadores da época, inclusive Bassi,
relacionaram os fungos com enfermidades que acometiam os tegumentos e as
mucosas de humanos e animais®®. Numa série de artigos publicados entre 1841
e 1844, David Gruby descreveu os fungos associados a quatro enfermidades na
espécie humana. Em 1842, David Gruby definiu a candidiase oral, classificando

0 microorganismo no género Sporotricum. Todavia foi Berkhout, em 1923, que
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estabeleceu o género Candida e nomeou a espécie conhecida hoje como
Candida albicans’?8.

Somente a partir das décadas de 1970 e 1980 constatou-se um novo
avancgo significativo acerca do entendimento e conhecimento das infecgbes
causadas por diferentes espécies patogénicas do reino Fungi®. Mais de 111
denominagdes, descritas no livro The yeast, de 1984, foram atribuidas ao género
Candida ao longo da histéria. Tal como observado por Ainsworth, em 1976, em
seu informativo estudo sobre a histdria da micologia, os fungos foram eclipsados
primeiro pelas bactérias e depois pelos virus como patdogenos do homem, e o
estudo dos fungos causadores de doengas a espécie humana foi negligenciada
até a ultima década daquele século, quando Raymond Jacques Sabouraud teve
que redescobrir as observagoes feitas a cerca de 50 anos atras por David Gruby.
Dos milhdes estimados de espécies de fungos que habitam a terra, sabe-se no
presente que apenas algumas centenas sdo capazes de causar alguma
enfermidade na espécie humana’-819,

As infeccbes fungicas comumente se classificam em superficiais,
cutaneas, subcutaneas e em sistémicas ou primarias e oportunistas. A sua
patogenia baseia-se na inter-relagédo entre o sistema imune do hospedeiro e da
patogenicidade do agente fungico. Hospedeiros imunocomprometidos podem
desenvolver infecgdes sistémicas graves por fungos que ndo sao tidos como
patogénicos em individuos normais. Para um fungo ser considerado um
patdogeno, o mesmo deve possuir aptidao para aderir e penetrar nos tecidos do
hospedeiro, multiplicar-se in vivo, contornando os mecanismos de defesa do
hospedeiro e causar lesdo tecidual. No cenario mundial atual os fungos estéao
entre os principais agentes de infec¢gdes em individuos imunocomprometidos. O
sucesso do transplante de o6rgdos, da terapia imunossupressora, da
quimioterapia do céncer, o uso extensivo de antibiéticos de amplo espectro, o
emprego de sondas e cateteres intravenosos em ambiente hospitalar e a
infeccao pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) respondem pelo aumento
crescente de individuos suscetiveis as infecgdes fungicas”'"12,

E valido exemplificar que o reino fungi® nao foi reconhecido apenas como
agente patogénico. O seu valorante papel na industria alimenticia, na produgao

de antibioticos (Penicillium) e imunossupressores (Tolypocladium inflatum) bem
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como na decomposicdo de matéria organica e produgcdo de biocombustiveis
também foram descobertos'314.

De acordo com os dados coligidos pelas entidades internacionais nao
governamentais, GAFFI/ (Global Action Fund For Fungal Infections) e LIFE
(Leading International Fungal Education), as infec¢des fungicas séo elegiveis em
cinco grupos de acordo com a sua gravidade, conforme mostra a Tabela 1. i) As
invasivas, que muitas vezes sao fatais, meningite fungica ou criptocdcica,
pneumonia por Pneumocystis, histoplasmose, aspergilose e a candidemia; ii)
Pulmonar crénica (aspergilose pulmonar cronica); iii) Alérgica (aspergilose
broncopulmonar alérgica - ABPA e asma grave com sensibilizagdo fungica -
SAFS); iv) Candidiase oral, esofagica e geniturinaria e v) as de pele, cabelos e
unhas. A carga global das infec¢des fungicas de maior gravidade que ameagam
a vida em individuos imunocomprometidos e suas respectivas taxas de
mortalidade geral estimada é mostrada na Figura 1, adaptada de dados obtidos
de www.GAFFI.org.

Tabela 1 — Principais tipos de infec¢des fungicas ordenadas de acordo com a sua

gravidade
Meningite criptocdcica;
Aspergilose invasiva;
| Infecgdes fungicas invasivas Candidiase invasiva;
Pneumonia por Pneumocystis
Histoplasmose
Il Infecgbes pulmonares crénicas Aspergilose pulmonar crénica

Aspergilose broncopulmonar alérgica

- . (ABPA)
1] Doencas alérgicas fungicas L
Asma grave com sensibilizagao fungica
(SAFS)
v Infecgoes de mucosas Candidiase oral, esofagica e geniturinaria

Dermatomicoses
B Tinea corporis
V Infecgdes da pele, cabelo e unhas ] .
Tinea capitis

Onicomicose
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Figura 1 - Carga global das principais infecgbes fungicas que ameagam a vida em
individuos imunocomprometidos. Visualiza-se a interseccéo entre graves infecgdes
fungicas com tuberculose (TB), HIV, Cancer, Asma (SAFS), Aspergilose
broncopulmonar alérgica (ABPA) e Doenga pulmonar obstrutiva crénica (COPD) e suas
respectivas taxas de mortalidade estimada. Fonte: adaptada de dados obtidos de
www.GAFFI.org.

A maioria das infecgbes fungicas é causada pelos géneros Candida,
Aspergillus e Cryptococcus. As espécies do género Candida sp. sao os agentes
etiolégicos fungicos mais comuns das infecgdes invasivas que ameagam a vida.
Embora a espécie de Candida albicans ainda seja considerada o principal
patdgeno associado a candidemia, a incidéncia de infec¢des por espécies néo-
albicans (por exemplo, Candida glabrata, Candida parapsilosis, Candida
tropicalis, Candida auris e Candida krusei) tem ganhado destaque em muitas
partes do mundo. Isto se deve a alta incidéncia de resisténcia fungica aos
principais quimioterapicos utilizados no tratamento das infecgdes por Candida
sp. e também a falhas de diagndstico, tratamento e prevencédo destas
enfermidades™>16.17,

A resisténcia de espécies de Candida sp. ao fluconazol foi identificada
como uma séria ameaga a saude publica segundo o Centro de Prevencao e
Controle de Doengas dos Estados Unidos da América (CDC). O percentual de
isolados de Candida sp. resistentes aos antifungicos fluconazol, equinocandinas
e outros segundo o CDC do ano de 2009 a 2017 é mostrado na Figura 2A.
Também é exemplificado uma perspectiva da incidéncia de Candidemia causada
por diferentes espécies do género Candida sp. na Figura 2B.
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A B
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Figura 2 - Ocorréncia das principais infecgbes pelo género Candida sp. (A) Percentual
de isolados de Candida sp. resistentes aos antifiingicos fluconazol, equinocandinas e
outros segundo o Centro de Prevengéo e Controle de Doengas dos Estados Unidos da
América (CDC) de 2009 a 2017; (B) Taxas relativas de candidemia invasiva causada
por diferentes espécies do género Candida.sp. Fonte: Adaptada de CDC - www.cdc.gov.

A taxa de incidéncia de resisténcia dos fungos patogénicos aos
quimioterapicos antifungicos comumente utilizados no tratamento das infecgoes
fungicas atual € sem precedentes e tém mudado o cenario das infecgbes
fungicas no mundo. Uma visdo qualitativa da distribuicdo espago-temporal da
incidéncia de resisténcia dos diferentes patégenos fungicos (Aspergillus
fumigatus, Candida albicans, Candida auris, Candida glabrata, Cryptococcus
gattii e Cryptococcus neoformans) aos antifungicos da classe azodlica e sua
progressao do ano de 1987 ao ano de 2017 e dada na Figura 3, adaptada de
Fisher et al. 201878,

Segundo o mais recente estudo da carga global das infecgdes fungicas
estima-se que anualmente fungos patogénicos causem 11,5 milhdes de graves
infecgdes invasivas e micoses superficiais, e afetem mais de um bilhdo de
pessoas em todo o mundo'®'%, Uma taxa de mortalidade maior que 1,6 milhdo
por ano € estimada para as infecgdes fungicas, comparavel ao total de mortes
registradas por tuberculose e 3 vezes maior que o numero de mortes causadas

pela malaria.
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Figura 3 - Registro da distribuicdo espaco-temporal da incidéncia de resisténcia dos
patégenos A.fumigatus, C.albicans, C.auris, C.glabrata, C.gattii € C.neoformans aos
antifungicos da classe azélica. O aumento da intensidade de cor (escala vermelha)
descreve a crescente incidéncia de resisténcia destes patégenos aos azoéis do ano de
1987 ao ano de 2017 em diferentes partes do mundo. Adaptado de Fisher et al. 2018'8.

De acordo com o Fundo Global de Agbes contra Infecgdes fungicas
(GAFFI) as infecgdes fungicas hoje atingem mais de 300 milhdes de pessoas no
mundo. Nesse grupo, 25 milhdes de pessoas estao sob risco de morte ou perda
de visdo. No ano de 2016 as infecgdes fungicas micetoma, cromoblastomicose
e outras micoses profundas foram inseridas no grupo de doengas negligenciadas
pela Organizagao Mundial de Saude, e representam um emergente problema de
saude publica™ 9. No Brasil, estima-se que quase 4 milhdes de pessoas devam
ter infecgbes fungicas a cada ano. Desse total, 2,8 milhdes sdo infecgbes
causadas por Candida sp. e 1 milhdo por Aspergillus sp., que avangam
sobretudo em individuos imunocomprometidos?°.

O cenario das infecg¢des fungicas atual é preocupante ndo sé nos paises
subdesenvolvidos. Embora a historia relate o grande periodo de ostracismo em
relagdo ao conhecimento das infeccbes causadas por fungos nos séculos
passados numeroso conhecimento foi agregado ao reino Fungi®. Entretanto,
inimeras lacunas ainda precisam ser preenchidas para que a batalha contra as
infecgbes fungicas seja vencida. As técnicas de modelagem molecular aliadas a
ciéncia computacional de alta performance e a biologia molecular, bem como o
conhecimento dos processos bioquimicos envolvidos nas bases moleculares

dessas enfermidades, tornou exequivel o estudo em nivel atdmico e molecular
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dos complexos sistemas bioldégicos que permeiam as infecgbes de origem
fungica.

Uma visao geral recente das estratégias de modelagem molecular usadas
para o projeto de ligantes para a superfamilia de enzimas do citocromo P450
pode ser encontrada em Kontoyianni and Lacy 20182". Técnicas de modelagem
tém sido usadas para sugerir novos analogos de pirazol baseados em um
modelo de homologia de CYP51 de Candida albicans®?23. Além disso,
simulagdes moleculares tém sido usadas para racionalizar as afinidades de
varios inibidores para ortdlogos CYP51 e para compreender o papel das
mutagdes na estabilidade das enzimas?*2%. Nas segdes seguintes deste capitulo
serao descritos topicos importantes para a compreensao e fundamentacido do

estudo presente nesta tese.

1.2 - Esterol 14a-desmetilase- CYP51 no desenvolvimento de
quimioterapicos antifungicos

O principal alvo bioquimico para o desenvolvimento de quimioterapicos
antifungicos é a enzima Esterol 14a-desmetilase (CYP51 também conhecida
como P45014.pm) codificada pelo gene ERG11. CYP51 € um membro da
superfamilia de hemeproteinas monooxigenases, o citocromo P450 (CYP) e é
evolutivamente a P450 mais conservada. distribuida em todos os dominios
biolégicos de vida. Os membros da superfamilia de enzimas do citocromo P450
sdo importantes por catalisar o processo oxidativo de varios substratos orgénicos
e desempenham um papel essencial durante a metabolizacdo e conversao de
esterdis nos diferentes reinos bioldgicos?%:27:28:29,

CYP51 é uma enzima do CYP essencial em uma das etapas da
biossintese de esterdis em eucariotos. Os esterdis s&do constituintes
indispensaveis das células eucaridticas. Eles mantém a fluidez e permeabilidade
da membrana e modulam a atividade de proteinas ligadas a membrana e canais
ibnicos. Além disso, os esterbis sdo precursores de muitas moléculas
biologicamente importantes, que desempenham papéis na regulagdo do
crescimento e desenvolvimento, tais como os horménios e a vitamina
D26:27.29,30,31,3233 Embora os esterois sejam formados a partir da acetilcoenzima

A e via do mevalonato, a oxidagao enzimatica do esqualeno marca o ponto de
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ramificacdo entre a biossintese de hopandide em procariontes que o diferencia
da biossintese de esterois em eucariontes conforme mostrado no esquema da
Figura 4 a seguir.

Basicamente a biossintese de esterdis em eucariontes se inicia a partir de
um processo anaerobico a partir do precursor acetilcoenzima A e via do
mevalonato. Na via do mevalonato os intermediarios pirofosfato de isopentenila
e difosfato de dimetilalilo sdo acoplados para gerar geranil pirofosfato que entéao
leva a farnesil pirofosfato, um produto da farnesil difosfato sintase. A esqualeno
sintase combina entdo duas moléculas de farnesil pirofosfato em esqualeno.

O esqualeno é entdo oxidado pela esqualeno epoxidase, que insere um
atomo de oxigénio do oxigénio molecular na ligagao dupla terminal para produzir
2,3-6xido de esqualeno. O 2,3-6xido de esqualeno é transformado em
cicloartenol e obtusifoliol, como precursores da maioria dos esterdis de plantas
e algas e em lanosterol, como precursor dos esterois de origem animal, fungica
e humana. Em organismos procariontes (com excec¢ao de algumas bactérias) a
partir do intermediario esqualeno é formado hopandides, que sao moléculas
similares ao esterdis e tem a funcdo de condicionar parte da rigidez das
membranas citoplasmaticas nas células bacterianas?6:27:31.32.34,

Conforme exemplificado pela Figura 4, a especificidade do substrato de
CYP51 se difere discretamente entre os diferentes ortélogos eucariontes de
CYP51. 24,25-di-hidrolanosterol, lanosterol e eburicol sdo substratos do CYP51
em fungos, protozoarios, animais e humanos, enquanto obtusifoliol e C4-
norlanosterol sdo substratos em plantas/algas e alguns protozoarios. Entretanto,
os ortodlogos eucariontes de CYP51 compartiiham essencialmente a mesma
funcdo catalitica. CYP51 catalisa uma reagao regio e estereosseletiva da
remogao oxidativa do grupo 14-a-metila de precursores de esterol. Durante o
ciclo catalitico, o esterol passa por uma sequéncia de trés reacdes
monooxigenases resultando na converséo do grupo 14-a-metila em um alcool,
14-hidroximetil, seguido de um aldeido, 14-carboxaldeido e finalmente, ocorre a
eliminacdo do grupo metilo na forma de acido féormico com formagao
concomitante de uma ligacao dupla C14-C1s5 no nucleo dos esteréis do produto
final. A cada etapa uma molécula de oxigénio molecular, dois protons e dois
elétrons liberados pelo NADPH - Citocromo P450 redutase sdo consumidos no

decorrer da reacdo, conforme mostrado na parte A, em verde, da Figura 4.
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A biossintese de esterdis a partir de acetilcoenzima A em organismos
eucariontes é significativamente diversificada, resultando em componentes de
membrana distintos, todavia estruturalmente relacionados. E formado colesterol
em animais e humanos, ergosterol em fungos e protozoarios e sitosterol em
plantas, conforme mostrado na parte inferior da Figura 4. Um exemplo de inibigdo
da enzima CYP51 e interrupcéo das etapas desta via, a partir do quimioterapico

antifungico, fluconazol sdo apresentados na parte B, em vermelho, na Figura 4.
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Figura 4 - Representagdo esquematica comparativa da biossintese de esterdis entre
diferentes classes de seres vivos. Embora, os esterdis sejam formados a partir da
acetilcoenzima A e via do mevalonato, a oxidagdo enzimatica do esqualeno marca o
ponto de ramificagdo entre a biossintese de hopandide em procariontes (algumas
bactérias) que o distingue da bioquimica de esterdis em eucariontes. E formado
ergosterol em fungos e protozoarios, colesterol no homem e em animais e sitosterol em
plantas. A) A enzima CYP51 catalisa a desmetilacdo do carbono 14 do substrato
lanosterol, a partir de uma sequéncia de trés reac¢des oxidativas, I, Il e lll; B) Fluconazol
inibe a enzima CYP51 fungica e impede a correta biossintese de ergosterol. Em vez de
formar ergosterol, que € o principal esterol constituinte das membranas celulares dos
fungos sao sintetizados esterdis toxicos os quais tém efeito fungistatico na célula
fungica.
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As regides de maior conservacao estrutural na P450, CYP51, encontram-
se no nucleo da enzima, precisamente ao redor do grupo prostético Heme (uma
molécula de protoporfirina IX complexada com um atomo de Fe) e do residuo de
cisteina absolutamente conservado. Este nucleo é formado por um conjunto de
quatro hélices: D, E, | e L, um segundo conjunto de duas hélices, J e K, por dois
conjuntos de folhas B, e um loop em forma de espiral conhecida como
meander3®3%:37_ Tais elementos estruturais podem ser visualizados, a partir do
exemplo da ilustragdo do modelo da enzima CYP51 fungica de Candida glabrata

(PDB id 5JLC) complexada ao composto triazélico fluconazol, na Figura 5.

\B’lcamada lipidica _,/

N-terminal

Hélice
Transmembranar

PDB id 5JLC

Figura 5 - A cavidade do sitio catalitico da enzima CYP51 fungica de Candida glabrata
disponivel no Protein Data Bank (PDB id 5JLC). O presente modelo estrutural ilustra as
interagdes da hemeproteina com o inibidor fluconazol e com o residuo de cisteinato
altamente conservado na familia de enzimas do citocromo P450. E possivel visualizar
também a presenca de uma a-hélice do tipo transmembranar que conecta a enzima a
bicamada lipidica celular de organismos eucariontes, particularmente presentes em
CYPs fungica e humana.

Estruturas de raios X de multiplos ortélogos de CYP51s de diferentes
espécies patogénicas a espécie humana (Mycobacterium tuberculosis,
Saccharomyces cerevisiae, Candida albicans, Candida glabrata, Trypanosoma
cruzi, Trypanosoma brucei e Leishmania infantum, etc.) complexadas com
diferentes quimioterapicos antifungicos da classe azdlica estdo disponiveis no
Protein Data Bank - PDB. A estrutura cristalina de Mycobacterium tuberculosis
CYP51 (CYP51-Mt) é a unica proteina citoplasmatica soluvel que compartilha
essencialmente a mesma fungéo catalitica dos ortdlogos de CYP51 ligados a
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membrana, particularmente presente em mamiferos, protozoarios e fungos®.
P450s eucarioticos contém dominios transmembranares, uma hélice que liga a
enzima a bicamada lipidica da membrana do reticulo endoplasmatico, conforme
ilustrado pela Figura 5.

A estrutura de CYP51-Mt complexada a inibidores da classe azdlica é
conhecida desde 200127 e foi amplamente utilizada como modelo de homologia
para analise de seus ortélogos eucariéticos pela comunidade cientifica. Embora
a fungéo in vivo do CYP51 em micobactéria seja ainda desconhecida. CYP51 é
essencial em eucariotos superiores. Acredita-se que CYP51-Mt possa estar
envolvida na catalise de conversdes de moléculas de esterois do hospedeiro. A
analise de inativagdo do gene de codificagdo da enzima de CYP51-Mt nao
indicou intercorréncia no seu crescimento segundo testes experimentais3%4041,

A estrutura do ortélogo de CYP51 humano (CYP51-Hs) complexado ao
cetoconazol foi determinada em 2010 (PDB id 3LD6) e foi obtida por delegéo da
hélice transmembranar com intuito de melhorar a sua expressdo e
cristalizagdo*?. Recentemente estruturas cristalograficas fungicas de Candida
albicans (CYP51-Ca) em complexo com o posaconazol (PDB id. 5FSA) e com o
mais recente candidato a farmaco a base de tetrazole, VT-1161 (oteseconazol)
(PDB id.5TZ1)* foram depositadas no Protein Data bank. A estrutura fungica de
Candida glabrata (CYP51-Cg); (PDB id. 5JLC)* complexada com o itraconazol
e caracterizacdo do dominio transmembranar na regido N-terminal, conforme
mostrado anteriormente na Figura 5, também foram determinadas
experimentalmente. As presentes estruturas citadas sao fundamentais para o
entendimento e projeto de novos inibidores seletivos para as espécies fungicas
e micobacteriana no ambito da aplicagédo de técnicas de modelagem molecular.

Os quimioterapicos antifungicos de maneira geral s&o relativamente mais
dificeis de desenvolver em comparagdo com os antibacterianos, devido a suas
células serem eucaridticas. Em particular, os compostos da classe triazdlica
como o fluconazol, considerado pela Organizagdo Mundial de Saude um
medicamento essencial, tém se mostrado insuficiente para tratar muitas
infecgbes fungicas. Por conseguinte, uma nova classe de quimioterapicos
antifungicos deve ser desenvolvida, o que pode ser feito a partir da compreensao
da base molecular da afinidade e especificidade do fluconazol. As presentes

estruturas citadas acima permitiram neste estudo avaliar a seletividade dos
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ortélogos de CYP51 de espécies patogénicas de Mycobacterium tuberculosis -
Mt, Candida albicans - Ca e Candida glabrata - Cg ao quimioterapico fluconazol
em relagdo ao respectivo ortélogo humano. Também permitiu o estudo de
diferentes variantes mutantes do ortdlogo de Candida albicans envolvidos nos

processos de resisténcia antifungica ao quimioterapico fluconazol.

1.3 - Quimioterapicos antifungicos

O numero de quimioterapicos antifungicos € considerado limitado, visto
que as ceélulas humanas sdo muito semelhantes as células fungicas (s&o
eucarioticas, com nucleo e organelas muito comuns). Atualmente contamos com
exatamente cinco classes de quimioterapicos com acgado antifungica, os
poliénicos, 5-fluorocitosina, griseofulvina, equinocandinas e azoéis. No Brasil
apenas trés destas classes sdo utilizadas, os poliénicos, equinocandinas e azdis.
Entretanto, o espectro de agao reduzido, a elevada toxicidade de algumas destas
classes e a prépria resisténcia conseguem limitar ainda mais este arsenal.

Os poliénicos representados pela anfotericina B e a nistatina ligam-se ao
ergosterol e alteram as fun¢gées da membrana citoplasmatica fungica. Quando
presente em concentragdoes suficientes, formam poros na membrana que
permitem a perda de contetdo celular, levando a morte do fungo*>46. A 5-
fluorocitosina inibe a sintese de acidos nucléicos e interrompe a sintese proteica.
Trata-se de uma base nitrogenada alterada artificialmente que, quando
incorporada ao DNA, muda sua estrutura e interrompe sua replicagdo. A 5-
fluorocitosina ndo é utilizada no Brasil apesar de ter efeito fungicida. Um alto
indice de resisténcia esta relacionado a este quimioterapico, existem espécies
de Candida sp. naturalmente resistentes®’.

A Griseofulvina inibe a mitose de células fungicas produzindo ruptura da
estrutura do fuso acromatico mitético impedindo desta forma, a metafase da
divisdo celular. Por possuir um espectro de acao restrito, é utilizada apenas
contra fungos dermatdfitos cujos tratamentos atualmente envolvem drogas muito
mais eficazes, e por possuir efeitos colaterais hepaticos severos, sua prescricao
e uso esta em processo de desuso. As equinocandinas representadas por
caspofungina, micafungina e anidulafungina inibem a sintese da parede celular

fungica porque impedem a agdo do complexo enzimatico [(-1,3-D-glicano
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sintase. S&o drogas relativamente recentes e com potencial promissor uma vez
que as células humanas ndo possuem parede celular*®47,

Os azéis (também conhecidos por azdlicos) inibem a sintese do
ergosterol, componente membranar da célula fungica, ao desativar a enzima
chave do processo, a Esterol 14a-desmetilase- CYP51. A redug&o de ergosterol
e o0 acumulo de seus diferentes precursores na membrana celular, tais como o
lanosterol e esterdis toxicos do tipo metilados levam ao stress da membrana (por
exemplo, alteram sua permeabilidade, enzimas que nela se alojam, sua
conformagédo celular dentre outros). Acredita-se que o azdlico interrompa a
reproducao das células fungicas e que o sistema imune as elimine. Isso pode
nao ocorrer em individuos imunocomprometidos e desencadear resisténcia aos
derivados azélicos. Nestes individuos, os azdlicos persistem até que as células
fungicas voltem a se multiplicar mais resistentes, tornando-se menos
susceptiveis ao tratamento*®4849, Alguns exemplos dos principais
representantes desta classe sdo: cetoconazol e itraconazol (imidazodlicos),
fluconazol (triazdlico de primeira geragao), voriconazol e posaconazol (triazolicos
de segunda geragéo).

Nesta tese sera dada maior énfase a descricdo da classe de

quimioterapicos azolicos, especialmente o triazélico fluconazol.

1.3.1 - Quimioterapicos azdlicos

Os quimioterapicos azodlicos sao antifungicos de origem sintética
caracterizados por um anel pentagonal heterociclico contendo na sua estrutura
molecular atomos de carbono e nitrogénio. Sao subdivididos em imidazélicos,
triazolicos e recentemente novos candidatos a base de tetrazol foram projetados
e desenvolvidos. Tais quimioterapicos antifungicos tém como alvo terapéutico a
membrana celular dos fungos através da inibigdo da enzima CYP51 pertencente
a familia do citocromo P450 relatada em sec¢ao superior deste capitulo.

O primeiro subgrupo, imidazdlico foi descoberto no fim de 1979 sendo
representado aqui pelo cetoconazol. No inicio dos anos 90 surgiram a primeira
geragado dos compostos triazdlicos: o fluconazol e o itraconazol. Ja a segunda
geracgao, o voriconazol, o posaconazol, o ravuconazol, o albaconazol surgiram

na ultima década. E por ultimo os de terceira geragao, no qual o isavuconazol foi
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0 ultimo antifungico sistémico aprovada pela FDA - Food and Drug
Administration, érgao federal dos Estados Unidos de controle de alimentos e
medicamentos no ano de 2015%. Atualmente os mais recentes candidatos a
base de tetrazol (VT-1129 - quilseconazol, VT-1598 e VT-1161 — oteseconazol)
ainda se encontram na etapa de testes para avaliar sua eficacia, seguranca e
toxicidade®'-%2. Uma visdo geral da evolugdo cronoldgica dos quimioterapicos da

classe azélica € mostrada na Figura 6.
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Figura 6 - Evolugao cronoldgica dos principais quimioterapicos antifungicos da classe

azoélica e suas respectivas estruturas moleculares.

1.3.2- O quimioterapico triazdlico: Fluconazol

O fluconazol (TPF) € um agente antifungico sintético bis-triazdlico
substituido com flior amplamente utilizado em quimioterapia antifangica. E
considerado um medicamento essencial pela Organizagdo Mundial de Saude
(OMS)%3. Também ¢ utilizado no Programa Nacional de DST e AIDS do Ministério

da Saude do Brasil como terapia profilatica, sendo o quimioterapico de primeira
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linha de escolha para o tratamento de infecgbes causadas pelo género Candida
sp®. Compostos triazolicos tais como o fluconazol ocupam o espago do sitio
ativo projetado para o substrato fungico (lanosterol) e inibem a atividade
enzimatica de CYP51 bloqueando a rota biossintética do ergosterol3¢:5. O
ergosterol € um dos principais componentes esteroidais das membranas
celulares fungicas. A inibicado da sintese do ergosterol retarda o desenvolvimento
das células fungicas pela acumulagéo de seu substrato lanosterol e também pela
producao de metabdlitos toxicos como o esterol metilado 14-metil-ergosta-
8,24(28)-dien-36-diol®657:58, conforme mostrado na Figura 4B, em vermelho. A
formagao de uma membrana com integridade, fluidez e permeabilidade alterada
inviabiliza a execucdo de fungdes vitais do patégeno fungico. Enquanto a
producdo de intermediarios toxicos no ambiente celular culmina com o
retardamento de seu crescimento®®.

O Fluconazol atua como um inibidor competitivo para CYP51 e tem efeito
fungistatico. Atualmente o fluconazol é eficiente para tratar infec¢des invasivas
causadas por fungos patogénicos, incluindo espécies de Candida albicans e
glabrata®®%%, Entretanto, Candida glabrata costuma ser menos sensivel ao
fluconazol do que as outras espécies e Candida krusei é inerentemente
resistente ao fluconazol. O Fluconazol também possui acdo contra dermatofitos
e sobre a espécie Cryptococcus neoformans, sendo eficaz no tratamento de
meningite criptocécica, devido a sua excelente penetragdo no liquor
cefalorraquiano®. Uma importante atividade antimicobacteriana também é
relatada pelo fluconazol®'-62. Entretanto, a resisténcia ao fluconazol é frequente,
e este € um grande problema, uma vez que, o fluconazol € o agente antifungico
mais comumente utilizado para profilaxia e tratamento de infeccées por Candida
sp. em diversas partes do mundo5:16.63,

O Fluconazol tem sido amplamente utilizado como agente antifungico de
primeira linha no tratamento e profilaxia de candidiase invasiva, devido a sua
conhecida eficacia terapéutica, custo relativamente baixo, baixa incidéncia de
efeitos colaterais e perfil de seguranga®®. Quando comparado as novas
geragbes de compostos triazolicos (itraconazol, voriconazol, ravuconazol e
posaconazol e mais recentemente os candidatos a farmaco a base de tetrazol,
(VT-1129 - quilseconazol, VT-1598 e VT-1161 — oteseconazol) o fluconazol

possui propriedades farmacocinéticas superiores, incluindo uma meia-vida mais
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longa, melhor biodisponibilidade®®%4. Também apresenta menos interagdes
concorrentes com o P450 humano, a excecao do recente derivado a base de
tetrazol, VT-1161, podendo ser administrado terapeuticamente tanto via
sistémica quanto via tépica®®.

O fluconazol € uma droga bem tolerada, entretanto alguns efeitos
colaterias indesejaveis podem ocorrer durante o tratamento tais como dor de
cabeca, nauseas, diarreia e dor abdominal. Erupgdes cutaneas também podem
ocorrer e sdo comuns em pacientes portadores de HIV. Raramente o fluconazol
pode causar toxicidade do figado, provocando elevagao das enzimas hepaticas.
Em pacientes com insuficiéncia renal, a dose deve ser ajustada de acordo com
a taxa de filtracdo glomerular para evitar intoxicagcdo pela droga. Doses
excessivas, muito acima das habitualmente recomendadas, podem provocar
disturbios psiquiatricos, como alucinagdes e paranoia. Além disso é
contraindicado na gravidez, pois esta associado a diversas mas-formagdes. O
seu uso durante o aleitamento materno também deve ser evitado, uma vez que
a droga é excretada pelo leite®®.

Segundo dados obtidos de estudos experimentais, o fluconazol liga-se a
CYP51 humano com baixa afinidade (kd = 30,5uM)&” e também é conhecido por
exibir alguma atividade antimicobacteriana (kd = 10uM)3%68, Sua afinidade aos
alvos de CYP51 fungicos € muito maior, exibindo constantes de dissociagcéo na

escala nano-molar em cepas de Candida albicans e glabrata (kd = 56Nm)®”.

1.4 - Resisténcia fungica ao quimioterapico fluconazol

A administracdo repetitiva ou exposi¢cdo prolongada ao quimioterapico
fluconazol, para tratamento e profilaxia das infecgdes por Candida sp. tém
aumentado a incidéncia de resisténcia in vitro a este quimioterapico. Existem
diferentes mecanismos de resisténcia ao fluconazol em espécies de Candida sp.,
podendo ou nao serem identificados simultaneamente. O efluxo do antifungico
do interior celular € o principal mecanismo, e tal acido € mediada por mutacdes
e/ou expressao aumentada de genes MDR1 (multidrug resistance), CDR1 e
CDR2 (Candida Drug Resistance). Estes genes estado presentes fisiologicamente
nas células fungicas e atuam como bombas de efluxo mobilizando uma

variedade de metabdlitos hidrofébicos do meio intra para o meio extracelular.
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Na célula fungica resistente, os genes codificadores do MDR1 e do CDR
podem ser transcritos sem controle e sintetizar inumeras proteinas
transportadoras de membrana. O gene MDR1 codifica uma proteina
transportadora do tipo MFS (Major Facilitator Superfamily), uma permease, que
utiliza o gradiente de prétons para o transporte de compostos. Os genes CDR1
e CDR2 localizados no cromossomo 3 de Candida codificam proteinas
transportadoras do tipo ABC (ATP-binding cassete). Proteinas do tipo ABC
utilizam a hidrolise do ATP para promover o transporte de compostos no meio
celular de forma pouco seletiva*®>%°. Desta forma, todo azolico que penetra no
interior da célula fungica é imediatamente bombeado para o meio extracelular
reduzindo o seu contetido no meio intracelular®®:7°,

A superexpressao do gene Erg11 que codifica a enzima Esterol 14a-
desmetilase - CYP51 é o segundo mecanismo de resisténcia aos azolicos. A
célula fungica resistente apresenta uma expressdao aumentada de ERG11, de
modo que ocorre uma despropor¢cao entre a elevada quantidade de enzimas
CYP51 sintetizada e o reduzido percentual azélico no ambiente intracelular. O
reduzido percentual azodlico ndo consegue neutralizar efetivamente as enzimas
CYP51 e consequentemente, a biossintese de ergosterol ainda é mantida
ativa71'72‘74.

A Mutagao pontual no gene ERG11 € o terceiro mecanismo de resisténcia
a azdlicos e foi objeto de estudo nesta tese. Mutagdes pontuais podem provocar
alteragdes nas regides proximas do centro ativo da enzima, regido onde os
azolicos atuam. A codificagdo de um novo aminoacido possivelmente altera a
conformacao da enzima CYP51 e o quimioterapico azélico ndo consegue atuar
como um inibidor efetivamente. Pode ocorrer a diminuicdo da afinidade do
azolico ao centro ativo da enzima. Entretanto, a enzima permanece
relativamente ativa, agindo na via de biossintese do ergosterol. Mutagdes no
gene ERG3 também sao associadas a resisténcia em azdis através da alteragao
em suas vias metabdlicas. Ocorre a sintese de 14a-metil-fecosterol e bloqueio
da sintese de esterdis toxicos como o 14-metil-ergosta-8,24(28)-dien-36-diol”>43,
O 14a-metil-fecosterol substitui o ergosterol e é capaz de suportar a fungao da
membrana celular do patégeno fungico®6:71.72-74 Qs diferentes mecanismos de
resisténcia aos quimioterapicos azoélicos mencionadas nesta subsec¢ao se

encontram exemplificados na Figura 7.
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Figura 7 - Mecanismo de resisténcia ao fluconazol em Candida albicans. (A) Alteracao
da enzima alvo (mutac¢des pontuais no gene ERG11); (B) Regulacao positiva de genes
Candida Drug Resistence CDR1, CDR2 (Transportadores de membrana) e efluxo do
antifungico do interior celular; (C) superexpressao de CYP51 e (D) Mutagao do gene
ERG3 que bloqueia a sintese do esterol toxico 14-metil-ergosta-8,24(28)-dien-36-diol,
resultando na acumulagéo de 14a-metil-fecosterol que é capaz de suportar a funcéo da
membrana da célula fungica. Adaptado de Parker et al. 20147".

Diante do grande desafio que tem sido desvendar as infec¢des fungicas
multirresistentes tornou-se imperativo ndo s6 o desenvolvimento de
quimioterapicos antifungicos eficazes e seletivos as diferentes espécies
patogénicas fungicas, como também, entender os mecanismos moleculares
inerentes a resisténcia a estes quimioterapicos. Parte desta tese colabora com
uma nova perspectiva cientifica acerca da influéncia de certas mutacdes na
enzima CYP51 de Candida albicans sobre o mecanismo molecular de resisténcia
ao fluconazol. Para tanto, simulagdes de dindmica molecular e docking molecular
foram empregados a estes complexos sistemas. Dados concretos obtidos de
estudos experimentais demonstraram que certas mutagdes na enzima alvo
CYP51 de Candida albicans alteram a capacidade do fluconazol em inibir a

atividade desta enzima resultando em um aumento de resisténcia’3 7.
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OBJETIVOS

O estudo contido nesta tese busca a compreensao da base molecular da
afinidade e especificidade do fluconazol em ortélogos de CYP51 presentes nas
espécies de Candida albicans, Candida glabrata, Mycobacterium tuberculosis e
Homo sapiens para os quais dados estruturais estdo presentes. Buscou-se
também compreender a influéncia de mutacdes no mecanismo de resisténcia ao

fluconazol em CYP51 de Candida albicans.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Compreender a base molecular da inibicado da biossintese de esterdis em
ortélogos da enzima Esterol 14a-desmetilase-CYP51
e Compreender a base molecular da resisténcia ao inibidor fluconazol em

mutantes de Esterol 14a-desmetilase-CYP51 de Candida albicans.
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CAPITULO 2

2- METODOLOGIA

2.1 - Escolha do alvo e do inibidor e sua preparagao

O estudo nesta tese avaliou a atividade inibitoria do fluconazol sobre os
ortélogos da enzima alvo Esterol 14-a-desmetilase (CYP51). Analises estruturais
comparativas das enzimas CYP51 P450 de Homo sapiens (CYP51-Hs), Candida
albicans (CYP51-Ca), Candida glabrata (CYP51-Cg) e Mycobacterium
tuberculosis (CYP51-Mt) complexadas com o quimioterapico fluconazol foram
feitas por simulagbes de dinamica molecular (MD). Foram utilizadas recentes
estruturas cristalograficas de CYP51 fungicos de Candida albicans (PDB id
5TZ1; resolugdo: 2.0A) em complexo com o tetrazol, VT-1161 (oteseconazol)*?
e de Candida glabrata (PB id 5JLC; resolugdo: 2.4A) em complexo com
itraconazol*4. O ortélogo humano foi obtido em complexo com o cetaconazol
(PDB id 3LD6; resolugao:2.8A)”7. A estrutura de Mycobacterium tuberculosis em
complexo com o fluconazol (PDB id. 1EA1; resoluc&o:2.21A)?’ foi utilizada como
estrutura de referéncia, porque € co-cristalizada com o inibidor de interesse. As
coordenadas atdmicas do ligante fluconazol presentes na estrutura de CYP51-
Mt foram inicialmente transportadas para H.sapiens (PDB id. 3LD6), C. albicans
(PDB id. 5TZ1) e C. glabrata (PDB id. 5JLC) para gerar os modelos moleculares
iniciais e seus respectivos complexos. Na Tabela 2 sao descritas as estruturas
cristalograficas obtidas do Protein Data Bank e utilizadas neste estudo.

Os CYP51s fungicos contém dominios transmembranares helicoidais N-
terminais que nao estdao presentes em CYP51-Mt. Em nossas simulacdes
desconsideramos a presenca da hélice transmembrana determinada na
estrutura de CYP51-Cg (PDB id 5JLC). A auséncia de consideragdo do dominio
transmembranar nao prejudica a analise dos resultados no presente estudo, uma
vez que o foco principal séo as interagées na regido do sitio de ligagdo com o
inibidor fluconazol, relativamente distantes do dominio transmembranar.

Para o estudo com mutantes envolvidos no mecanismo de resisténcia

antifungica ao quimioterapico fluconazol, mutagdes pontuais nos residuos
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Y132F, Y132H, K143R e S405F foram realizadas na estrutura alvo de CYP51 de
Candida albicans (PDB id 5TZ1) utilizando o plugin mutator implementado no

Visual Molecular Dynamics - VMD.

Tabela 2 - Descrigao das estruturas cristalograficas obtidas do Protein Data Bank - PDB
e utilizadas neste estudo.

Codigo Resolugao

Descricao das estruturas de CYP51 PDB (A) Referéncia
Mycobacterium tuberculosis complexada ao 1EA1 291 A 27
fluconazol
Homo sapiens complexada ao cetoconazol 3LD6 2.8 A m
Candida Glabrata complexada ao ltraconazol 5JLC 2.4 A 44
Candida Albicans complexada ao tetrazol VT- 5TZ1 20A 43

1161 — oteseconazol (VT1)

2.2 - Metodologia Teérica

2.2.1 - Simulagbes de dinamica molecular

O foco principal de uma simulagdo de dinamica molecular (MD) é o estudo
do comportamento de um sistema de particulas ao longo do tempo. Simulagdes
de MD consistem em determinar explicitamente as trajetérias dos atomos que
compdem o sistema fisico através da solucdo numérica das equacdes do
movimento da mecanica classica newtoniana. Assim, a técnica de MD é capaz
de transmitir informacdes acerca do comportamento dinamico microscoépico,
dependente do tempo, dos atomos individuais que compdem o sistema. A partir
do conjunto de trajetérias determinadas por esta técnica faz-se o uso dos
principios da mecanica estatistica para calcular os valores médios das
propriedades mecanicas macroscopicas do sistema, tais como, energia,
pressdo, temperatura, entropia, energia interna, energia livre, dentre outros’®-
80,81_

No contexto dos sistemas proteicos, o comportamento dinamico das
proteinas em diferentes intervalos de tempo € utilizado para obter interpretagdes
detalhadas e predicdes do comportamento estrutural e dindmico relacionado as

fungdes bioldgicas e até mesmo ao enovelamento®?.
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Para realizar uma simulagado de MD é imprescindivel, além das posicdes e
velocidades iniciais, o conhecimento da for¢a exercida em cada particula, a qual
¢ derivada do potencial intermolecular V(rN), e um algoritmo para a integragao
numérica das equagdes do movimento. Uma aproximagdo comum para o
tratamento das interagdes intermoleculares envolve a introdugédo de um modelo
ou “campo de forga” efetivo, que permite que calculos em grande escala sejam
executados em proteinas, membranas ou outros grandes sistemas biolégicos,
com o tratamento explicito das moléculas do solvente (dgua, compostos
organicos, etc). Diversos potenciais efetivos classicos para o tratamento das
interagdes intermoleculares foram desenvolvidos e aplicados com sucesso nesta
area’®8081 Dentre eles, destacam-se os campos de forca CHARMM® e
AMBER®4. No presente estudo utilizamos os campos de forca CHARMM368°

para descricdo molecular dos sistemas de interesse deste estudo.

2.2.1.1 - Campo de forga

Segundo a descrigdo do campo de forcza CHARMM36% as forcas
atdbmicas que governam o movimento molecular sdo descritas em termos de
fungcdes de energia potencial com caracteristicas estruturais tais como:
estiramento de comprimento de ligagéo, tor¢do de angulos de ligagao, torgao de
diedros (préprios e improprios) e interagdes nao ligantes do tipo Lennard-Jones
e eletrostatica Coulombiana. Termos especiais como, as restricdes de posigcao e
vinculos em comprimentos e angulos de ligacdo de Urey-Bradley e corregdes
numéricas do mapa de energia classico 2D (¢ —y) aplicados a quaisquer dois
diedros - CMAP também s&o utilizadas. A representagado da energia potencial
total de uma molécula utilizando o campo de forca CHARMM®386 pode ser
representada de forma genérica pela expresséo, Viorar = Vinrra + Vinter OU

pela equagao 1.
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Viora = ) ky (b=bo)* + > ko (8- 6,)

ligagbes angulos

+ Z k(1 + cos(ng — 8)) + Z ky (¢ — 9o)?
diedros diedros
préprios improprios

1,3
+ z ke (b1'3 — by )2 + z Ucmap (D, ¥)
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——— + & -2 (D)
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nao ligantes Y

+

min (r{nin"' r]'min) 13 o5 ;
Onde, rji"™" = G &= [€i€j. € bg, 0y, 9o € by sdo comprimento

de ligagdo, angulo de ligagcédo, angulo diedral, impréprios, e termo de Urey-
Bradley em equilibrio respectivamente, n e § sdo a multiplicidade e o dngulo de
fase dos angulos diedrais proprios. ky, kg, ky, ky, € kg corresponde as suas
respectivas constantes de forga. A interagao entre termos ligados € expressa por
um potencial de tipo harmbnico, com uma soma feita sobres todas as ligagdes

covalentes. Tipos de potencias deste tipo sao representados na Figura 8.

0 90
Ligagoes Angulos

Vv

Interacoes ligadas Interag6es Nao-ligadas

Figura 8 - Termos que representam as interagdes ligadas e nao ligadas da Energia
Potencial do campo de forca CHARMM: 1) Energia de Ligagao, 2) Energia do Angulo de
ligacdo, 3) Energia do diedro préprio, 4) Energia do diedro impréprio e 5) Energia Urey-
Bradley. Os tipos de potenciais das interagbes do tipo ligadas e nao ligadas também
estdo representados.

O termo 1 corresponde a energia de ligagdo em fungao da vibragéo entre
dois atomos ligados. O termo 2 corresponde a energia de distor¢ao do angulo
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em fungdo do movimento entre trés atomos ligados. O termo 3 corresponde a
energia do diedro ou energia torsional em fun¢ao do &ngulo dos planos formados
entre quatro atomos ligados sequencialmente. Esta energia favorece
conformagdes que correspondem ao minimo de energia local. O Termo 4
corresponde a energia do diedro-impréprio em fungdo do angulo dos planos
formados por quatro atomos ligados ndo sequencialmente. Esta energia mantém
a quiralidade e planaridade de certas moléculas. O termo 5 corresponde a
energia Urey-Bradley em fungao da distancia entre dois atomos separados por
um atomo comum (interagdes 1-3). As interacbes entre atomos n&o ligados
compreende as interagdes de repulsdes e atragdes de Van der Waals e do tipo

Coulombianas. O potencial eletrostatico € dado pela lei de Coulomb, onde, g;, q;

e r;; corresponde as cargas parciais atbmicas e a distancia entre os atomos i e

j respectivamente. &, = 8,853.10712 é a permissividade do vacuo, € é a
constante dielétrica, usada para considerar a polarizagdo do meio. O potencial
de Lennard-Jones é representado por um termo de atracao, elevado a sexta, e
um termo de repulsao, elevado a 12, este ultimo tem predominancia a distancias
curtas.

Detalhes sobre como as equacdes que descrevem essas interacdes sao
parametrizadas segundo o campo de forcza CHARMM General Force Field -
CGenFF, campo de forga utilizado para a descri¢do do ligante fluconazol, seréo
abordados adiante, na seg¢édo 2.2.1.

2.2.1.2 - Integragéo das Equacgbes de Movimento

Para estudar a evolugao temporal de um sistema molecular usando MD,
além da geracdo da configuragdo inicial das moléculas, posi¢coes (r) e
velocidades iniciais (p), faz-se necessaria a integragéao das equagdes de Newton,
que especifica como as posicdes e velocidades atdbmicas variam com o tempo.
Em um sistema isolado a Hamiltoniana que define o sistema € uma constante de
movimento representada na equacgao 2, dada pela soma das energias potencial

e cinética dos sistemas. Onde N é o numero de particulas do sistema.

Hy(rV,pY) = — S Ipil? + Vi () (2)
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De forma geral na MD calcula-se a forga F; que atua sobre cada particula

i a partir do gradiente da funcéo energia potencial V(r;). A aceleragdo de cada

particula a; é obtida pela segunda lei de Newton, dividindo a for¢a F[ pela massa

(my).

g e 5 dz i . F‘L—t)
E(t) = _vl VN(rN) e a; = d_t; = rl(t) = mLL) (3)

O algoritmo de um programa de MD consiste da solu¢do numérica destas
equacgdes de movimento fornecendo uma trajetoéria (coordenadas e momentos
conjugados em fungado do tempo) do sistema sob estudo. Existe uma série de
algoritmos que integram as equagdes de movimento utilizando diferengas finitas,
sendo comumente usados os algoritmos de Verleff” e o Verlet-Velocidade®.
Neste estudo utilizamos o algoritmo Verlet-Velocidade. Embora ambos os
algoritmos Verlet e Velocity Verlet gerem a mesma trajetoria, o Velocity Verlet
determina a velocidade nos mesmos instantes que determina a posi¢cdo. O
algoritmo Verlet-Velocidade calcula a posigao e velocidade das particulas no

tempo a partir das equacdes 4 e 5

r(t+48) = r(0) + A9 () + ;4e2 L2 (4)
9t +4t) = 0(¢) + L0 gy 5)

Determinadas as posi¢des e velocidade iniciais, calculamos, 9(t) e r(t)
aplicando as equacdes 4 e 5 n vezes, considerando que o tempo total de
simulacédo desejado é t = n.At. As posigdes e velocidades apds um ciclo de

tempo completo sdo dadas pelas equacdes 6 e 7.

r(t + At) = r(t) + At (t + %) (6)

f(t+at)

At (7)

A
9(t + At) = 9 (t + §)+
O calculo da energia leva tempo em simulagdes de MD. Para obter os
ensembles corretos, a conservagao da energia também é relevante. Logo, os
critérios basicos que um bom integrador para dindmica molecular precisa

satisfazer sdo: rapidez, exigindo idealmente apenas um calculo de energia por
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passo de tempo, economia de memoria, capacidade de usar um passo de tempo
relativamente longo e capacidade de obedecer, com boa aproximagéo, o
principio de conservacgao da energia. Evidentemente, o custo computacional no
calculo das forgas envolvidas, e o numero de ciclos determinado por At e o tempo
total de relaxacdo do sistema, limitam a aplicacdo de MD em problemas
envolvendo cadeias proteicas muito extensas. O tempo total de simulagao
depende dos processos dindmicos que se deseja investigar e da convergéncia
estatistica das propriedades de interesse®%81,

E extensa a diversidade de sistemas trataveis por MD. Por exemplo,
termodindmica de ligantes, estabilidade de proteinas, enovelamento de
macromoléculas pequenas, efeitos da mutagcdo, mudancas conformacionais,
reconhecimento molecular (proteinas, DNA, membranas, complexos) e
transporte de ions em sistemas bioldgicos, etc. Adicionalmente, a MD é usada
como instrumento complementar em procedimentos experimentais de
refinamento estrutural, como em cristalografia de raios X e ressonéancia
magnética nuclear (NMR), e nos projetos de desenvolvimento de drogas para

fins farmacéuticos.

2.3 - Protocolo das simulagoes de dinamica molecular

As simulagdes de Dindmica Molecular (MD) foram realizadas utilizando o
programa NAMD?® o campo de forgza CHARMM36 com corregdes de CMAP para
a proteina e grupo heme,?38% e 0 modelo TIP3P para agua®. O Campo de Forga
CHARMM General Force Field °' foi utilizado para descrigdo molecular do ligante
fluconazol. O Campo de Forgca Geral do CHARMM (v3.1) obtido do servidor
cgenff.paramchem.org (v1.0)°"9? foi usado para determinar os parametros
ausentes e atribuir os tipos de atomos e cargas atdbmicas parciais para o ligante
fluconazol, por analogia. Os parédmetros faltantes, ligagdes, angulos e diedros e
as cargas parciais de todos os atomos do fluconazol foram otimizadas usando o
plugin Force Field Toolkit (ffTK) no VMD®%, As estruturas de cada enzima
foram obtidas no banco de dados de proteinas Protein Data Bank - PDB
conforme Tabela 3. Todos os atomos de hidrogénio da enzima, grupo heme e do
ligante fluconazol foram adicionados utilizando o programa psfgen do pacote
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NAMD. Os estados de protonagéo das histidinas foram determinados utilizando
o servidor online H++9%.

Todos os sistemas foram solvatados em agua explicitamente em uma
caixa cubica de tamanho no minimo de 15 A em relagdo as dimensdes da
proteina em cada diregdo, utilizando o plugin solvate do programa Visual
Molecular Dynamics - VMD®. Para neutralizar o sistema e mimetizar uma forga
idnica fisioldégica a uma concentragao de 0,15 M, foram adicionados ions Na* e
CI- utilizando o plugin auto-ionize do VMD. Um pistdo e um termostato de
Langevin foram utilizados para manter a pressdo em 1 atm e a temperatura em
310K. Portanto, os sistemas simulados foram isotérmicos-isobaricos (ensembles
NPT). Condig¢des periddicas de contorno foram usadas. As interagdes de curto e
longo alcance foram calculadas a cada 1 e 2 passos de integracao,
respectivamente. As interagdes eletrostaticas de longo alcance foram calculadas
com a metodologia de Soma de Ewald (PME)®’. O algoritmo Verlet-Velocidade®®
foi usado com um passo de tempo de simulacéo de 2 fs.

Os primeiros passos de uma MD constituem o que se denomina de
“‘periodo de equilibragdo” ou inicializacdo. Nesse estagio, as propriedades do
sistema ndo se mantém constantes. O periodo de equilibragdo é variavel e
depende do sistema em estudo. Geralmente, da-se por finalizado quando a
energia, temperatura e pressao atingem patamares constantes. A partir desse
ponto pode-se entdo gerar as trajetérias da MD e calcular as diferentes
propriedades para o sistema de interesse. Para atingir o equilibrio, realizamos
etapas sequenciais de minimizagao (com o algoritmo de Gradientes Conjugados)
e simulagdes de MD, como segue: i) 10000 passos de minimizagdo com
restricdes em todos os atomos da estrutura da proteina, heme e fluconazol para
permitir o relaxamento do solvente, seguidos por 200 ps de MD; ii) 500 passos
de minimizacédo e 200 ps de MD com restricbes apenas sobre os atomos de
carbono-a da proteina; iii) 2,2 ns de MD sem restricbes. Finalmente, foram
realizadas quatro simulacées de MD independentes de producéo, de 50 ns, para
cada sistema em estudo.

Este mesmo protocolo de simula¢des foi implementado para o estudo dos
4 mutantes no alvo CYP51 de Candida albicans. Quatro simulacbées de MD
independentes de producao de 50 ns foram realizadas para cada estrutura de

CYP51 de Candida albicans mutada, na presenga e auséncia do ligante
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fluconazol, totalizando 32 simulagcdes e um tempo de 200 ns para cada sistema
em estudo.

As analises foram realizadas com o auxilio do pacote de programas
MDanalysis, MDlovofit e VMD. Usando o programa MDanalysis®® foi possivel
gerar as distribuicbes de distancias e distribuicbes de energias potenciais
advindas das interagcbdes entre o inibidor fluconazol e residuos-chave do sitio
catalitico dos ortélogos de CYP51 e mutantes de CYP51-Ca. Também calculou-
se o de raio de giro e contatos nativos em fungdo do tempo. A analise da
mobilidade e flutuagdo estrutural em funcdo do tempo, tais como Desvio da
média Quadratico - RMSD e Flutuagdes da Média Quadratico - RMSF dos
carbonos a usando a estrutura cristalografica como referéncia foram calculados
usando o programa MDLovoFit*® . VMD® e Pymol'® foram usados para
visualizar as trajetérias de MD e gerar figuras. Todas as simulagdes foram
executadas no cluster Kahuna do CEPID - Center for Computational Engineering
& Sciences (CCES) da UNICAMP.

2.4 - Parametrizagao de Ligantes

A incapacidade para gerar rapidamente parametros precisos e robustos
continua a limitar seriamente a aplicacdo de simulacbées de MD para muitos
sistemas. O avanco das simulacbées de MD como um método para sondar
sistemas bioldgicos exige superar obstaculos, incluindo limitagdes na escala de
tempo, no tamanho do sistema, bem como a representacdo exata do sistema
molecular. A precisdo da descricao molecular exige o desenvolvimento de
campos de forca que descrevam adequadamente importantes interacdes
atdbmicas presentes no sistema molecular®.

Devido a ampla variedade de estruturas quimicas, alguns campos de
forca ndo contém todos os pardmetros para sua descricdo molecular. Para
contornar este problema, faz-se necessario o processo de parametrizacdo. O
processo de parametrizagao consiste em um conjunto de parametros topologicos
e observaveis para a completa descri¢gao das interacdes intra e intermoleculares
do composto em estudo. A parametrizagado pode ser feita usando programas e

servidores online baseados em campos de for¢ga, como por exemplo, o general
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AMBER force field (GAFF)", CHARMM General Force Field (CGenFF)%",
SwissParam'%2, dentre outros.

A determinacdo dos parametros estruturais para as interagdes
intramoleculares e intermoleculares de um campo de forca sdo obtidos através
de uma mistura de calculos ab initio, e dados experimentais, principalmente
medidas espectroscopicas®'. Cabe ao pesquisador verificar qual conjunto de
parametros melhor descreve o0 seu sistema molecular de interesse. No
desenvolvimento do estudo contido nesta tese foi escolhido o campo de forga
CHARMM General Force Field (CGenFF) para descrigdo molecular do ligante
fluconazol. O CGenFF € um campo de forga organico criado com objetivo de
simular moléculas farmacolégicas em um meio bioldgico, representado pelo

campo de forga biomolecular CHARMM®'.

2.4.1 - Protocolo padrdo de parametrizagao do fluconazol segundo o CGenFF

Para o desenvolvimento dos parametros do fluconazol é necessario gerar
dados “alvo” apropriados. Conforme a filosofia de parametrizagdo do CGenFF,
esses dados alvo s&o obtidos a partir de calculos de mecanica quéntica, exceto
para os casos onde os parametros sao obtidos experimentalmente como, os
parametros de Lennard Jones. Nesta secado serdo descritas as etapas
executadas para obtengao de parametros para o ligante fluconazol compativeis
com o campo de forca CGenFF.

Para a parametrizagao do fluconazol primeiramente utilizou-se o servidor
ParamChem (disponivel no site: http://www.paramchem.org, empregando o
campo de forcza CHARMM General Force Field (CGenFF)103.104.105 O fluxo de

trabalho neste servidor é relativamente simples, sendo necessario apenas o

upload da estrutura molecular na extensdo mol2, e o mesmo direciona um
arquivo de saida com extensao str.

O arquivo com extensdo str nos informa os tipos atémicos, as cargas
parciais atdbmicas e parametros por analogia as moléculas quimicamente
semelhantes e ja parametrizadas, conhecidos como parametros “coringas’.
Também, contém "pontuacdes de penalidade" associadas a estes parametros
coringas. Penalidades entre 10 e 50 indicam que alguma validagédo basica é

recomendada, superiores a 50 precisam de otimizagcdo adicional. Identificados
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todos os parametros ausentes e suas respectivas penalidades, o plugin Force
Field Toolkit (ffTK)®41% implementado no programa Visual Molecular Dynamics -
VMD® foi utilizado para corrigir essas penalidades. ffTK conta também com a
incorporagdo do programa Gaussian09'%".

A parametrizagdo via ffTK é realizada em uma sequéncia de etapas,
genericamente: i) Preparagao de sistema e otimizagcdo da geometria, gerando o
arquivo PSF contendo a descricdo das interagdes ligadas e nao ligadas das
moléculas; ii) Realizagdo dos calculos dos perfis de interagdo de hidrogénio com
a molécula de agua TIP3; iii) Otimizagao das cargas do composto e calculo das
constantes de forca e otimizagdo das ligagdes e angulos e finalmente; iv) a

otimizagdo dos angulos diedrais®3%4,

2.4.1.1 - Preparacgéo do sistema

Para a parametrizacdo do fluconazol fez-se uma alteracdo em sua
estrutura molecular, a partir da remocao de um dos seus anéis triazolicos, com
o intuito de simplificar a estrutura e otimizar o processo de calculo. A construgao
da estrutura molecular do fluconazol, assim como a gerac¢ao dos arquivos PDB
e PSF foram construidas a partir do plugin Molefacture implementado no VMD®6.
O arquivo pdb, contém as coordenadas cartesianas x, y, € z da geometria inicial
do fluconazol. Ja o arquivo psf contém toda a descrigao molecular do fluconazol
tais como os nomes e tipos atdbmicos do CGenff, cargas parciais de cada atomo,
as ligagdes covalentes, angulos e diedrais préprios e impréprios da molécula. O
processo de parametrizacao se inicia com a criagdo de um arquivo com todos os
parametros estruturais que descrevem a molécula. A Tabela 3 nos da a definicao
dos tipos atdbmicos de todos os atomos do fluconazol, de acordo, com a
nomenclatura do CGenFF. As cargas iniciais da estrutura do fluconazol pré-
definidas, segundo convencédo do campo de forca CHARMM também sé&o
mostradas na Tabela 3. Aos atomos de hidrogénio alifatico sempre € atribuida
uma carga de 0,09, exceto quando estao localizados em um atomo de carbono
alifatico adjacente a um atomo de azoto, carregado positivamente. Neste caso,
€ atribuida uma carga-padrédo de 0,28. Aos Carbono e Hidrogénio aromaticos

nao adjacentes a um heteroatomo séo atribuidas as cargas -0,115 e 0,115,
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respectivamente. Para os demais atomos, as cargas iniciais, representadas por

“w o

, na Tabela 3 foram submetidas a um processo de calculo e otimizagao3-%4.

Tabela 3 - Tipos atdmicos e cargas iniciais do fluconazol pré-definidas pela metodologia

do CGenFF.
Atomo Tipo Carga inicial Definigao
atémico
Ci CG301 - Carbono ligado a hidroxila (-OH)
C CG321 - Carbono alifatico sp® (-CHy)
Cs CG331 - Carbono alifatico sp® (-CHs)
CsCyC11Cy3 CG2R61 -0,115 Carbono aromatico (- sp?)

C5CsC7Cs CG2R53 - Carbono (sp?), de heterociclico de 5
membros, ligado a N (sp?) e
adjacente a outro heteroatomo

Ci0 C12 CG2R66 - Carbono aromatico ligado a Fluor
H1 HGP1 - Hidrogénio polar

H2 Hs Ha Hs HGA2 0.090 Hidrogénio alifatico (-CH2)

Hs H7 Hs Ho HGR52 - Hidrogénio apolar, de anel de 5
membros, ligado a carbono
adjacente a heteroatomo

H1o HGR61 0.115 Hidrogénio aromatico
H11 Hi2 HGR62 - Hidrogénio apolar, de anel de 6
membros, ligado a carbono
adjacente ao heteroatomo
FiF2 FGR1 - Fldor aromatico
04 0G311 - Oxigénio de hidroxila
N1 Na NG2R51 - Nitrogénio de anel heterociclico de 5
membros
N2 N3 N5 N¢ NG2R50 - Nitrogénio de anel heterociclico de 5

membros (Todos os tipos de atomos
do anel séo (SP?)).

Nota: O simbolo “-” corresponde as cargas iniciais dos atomos que devem ser submetidos a um
processo de calculo e otimizagdo segundo a convengédo do campo de forca CHARMM.

A partir dos arquivos pdb e psf construidos no molefacture, e os

parametros de referéncia (par_all_prot.inp e par_all36_cgenff.inp disponiveis no
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site http://mackerell.umaryland.edu/charmm_ff.shtml, iniciamos o processo de

modelagem do fluconazol usando, o Force Field Toolkit - fftk'%. Fftk permite
identificar quais os parametros da molécula que nao constam no campo de forga,
a partir da aba “builpar”. A aquisicdo de parametros para descrigdo dos angulos
improprios foi obtida a partir de parametros gerados por analogia pelo servidor
SwissParam'9?2 dada a auséncia destes parametros no servidor CGenFF.

2.4.1.2 - Otimizag&o da geometria

A otimizacdo da geometria no processo de desenvolvimento de
parametros objetiva obter uma estrutura que represente o minimo de energia, de
preferéncia o global. Utilizaram-se os arquivos de entrada psf e pdb gerados no
molefacture e o software Gaussian09, com nivel de teoria MP2/6-31G(d) para
uma molécula neutra, para gerar o arquivo de entrada com extensao .gau. O
gaussian apresenta um arquivo de saida .log, a partir do qual € gerado um novo
pdb da estrutura otimizada que sera utilizado nas proximas etapas. A Figura 9
nos mostra a sobreposig¢ao estrutural entre a estrutura inicial e a otimizada do

fluconazol.

J P

»_J‘/
A 7

Figura 9 — Sobreposicéo entre a estrutura inicial simplificada do fluconazol, na qual um
dos anéis triazdlicos foi omitida, construida no molefacture e a estrutura otimizada em
gaussian09 no nivel de teoria MP2/6-31G(d) (em amarelo).

2.4.1.3 - Otimizagéo das cargas

Com o intuito de avaliar os perfis de interacado entre atomos do fluconazol
com moléculas de agua do tipo Transferable Intermolecular Potentials 3
(TIP3P) e calcular as cargas parciais atémicas, o fluconazol foi exposto a agua
e os atomos que interagem com a mesmo foram definidos como doadores ou
aceptores de hidrogénio, direcionados de modo, a formagao de ligagdes de

hidrogénio. Para cada um dos monoidratos formados foi gerado um arquivo de
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entrada para o gaussian no nivel de teoria HF/6-31G(d), mantendo a
consisténcia com os demais campos de forca CHARMM. Foram calculadas a
energia minima de interagao em fungéo da distancia e do angulo de rotacéo entre
a agua e seu respectivo atomo associado ao fluconazol.

Nesta etapa foi realizado também o calculo do momento de dipolo. O
momento de dipolo juntamente com as distancias e energias de interacéo,
constituem a fungdo objetivo e compdéem os dados-alvo necessarios para
otimizagdo das cargas parciais. A fungcdo objetivo pode ser definida pelo
momento de dipolo, a energia minima e a distédncia minima de interagdo entre a
molécula em estudo e as moléculas de agua, e é dada pela equagdo 8'%. Uma
descricdo mais minuciosa de cada um dos termos apresentados na equacgao 8

pode ser verificada em Mayne et.al. 2013.

wcarga = ¢interag6es + ¢momento de dipolo (8)

Para otimizacdo, atribuimos um valor inicial de carga com base nos
valores obtidos no arquivo str, gerado pelo servidor CGenFF. Atomos cujas
cargas ja foram estabelecidas nao participaram do processo de otimizagéo. Além
disso atomos equivalentes na estrutura do fluconazol deverao ter cargas de
mesmo valor. Para cada calculo de interagdo de agua por mecanica quantica, é
calculada a correspondente energia de interagdo em fungdo da disténcia por
mecanica molecular utilizando os valores atribuidos inicialmente para as cargas.
Compararam-se as energias obtidas por mecanica molecular e mecanica
quantica e, através de passos de otimizagcdo usando simulated anneling,
ajustaram-se as cargas, até atingir o critério de convergéncia (valores de
energias suficientemente proximos)®-4. Finalmente, o arquivo psf foi atualizado

com 0s novos valores das cargas encontradas conforme Tabela 4 abaixo.
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Tabela 4 - Cargas otimizadas do fluconazol

. | Carga
Atomo
Inicial CGENFF (.str) Final ( ffTK)
Cs - 0,171 -0,312
C: - 0,088 -0,073
Cs - - 0,265 -0,135
C4CyCy1Cy3 -0,115 - 0,115 - 0,115
CsCs - 0,290 0,236
CsCs - 0,468 0,377
Cio - 0,303 0,469
Ci2 - 0,299 0,022
H4 - 0,420 0,420
H2 Hz Hs Hs Hq3 0,090 0,090 0,090
He Hs - 0,157 0,157
H7 Ho - 0,110 0,110
H1o 0,115 0,115 0,115
H1 - 0,186 0,186
Hi2 - 0,193 0,193
F4 - - 0,197 -0,197
F - - 0,210 -0,210
O - - 0,625 -0,390
N1 N4 - - 0,071 0,268
N2 Ns - - 0,574 -0,519
N3 Ne - - 0,662 -0,703

Nota: O simbolo “-” corresponde as cargas iniciais dos atomos que devem ser submetidas a um
processo de calculo e otimizagdo segundo a convengédo do campo de forca CHARMM.

2.4.1.4 - Otimizacdo dos comprimentos de ligacbes, angulos e respectivas
constantes de forca

Os valores de equilibrio das distancias de ligacédo e de angulos foram
obtidos através da comparacao entre a Distribuigdo de Energia Potencial (PED
— Potential Energy Distribution) obtida por mecanica quéntica com a PED obtida
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por mecanica molecular. Para proceder o calculo de mecanica molecular foi
necessario apenas atribuir valores iniciais para os comprimentos de ligagdes e
os angulos e, usando a fungdo potencial do campo de forga, calculou-se a
energia potencial de diferentes conformagbes. J& na mecéanica quantica, a
aproximacgéao local da superficie de energia € obtida a partir da analise dos
autovalores da matriz hessiana, os quais estéo relacionados com as frequéncias
vibracionais, previstas através da segunda derivada da energia em relagao aos
deslocamentos das coordenadas atdbmicas para as ligagdes e angulos. Para
cada ligacdo ou angulo, fazemos deslocamentos dos atomos em diregoes
opostas gerando duas novas conformagdes, para as quais calculamos a energia
potencial e, assim, obtemos uma descri¢éo local da superficie de energia®94 106,

O fftk determina quais as coordenadas internas afetadas para cada

distor¢cdo e soma suas contribui¢des na energia, dada por:

1 0%E

AE = Zza 57 5q,6q, 9)

Onde q; € a ligagdo ou angulo alvo. A soma é feita sobre todas as
coordenadas q;, e a derivada € a entrada correspondente na matriz hessiana da
mecanica quantica, calculada no nivel de teoria MP2/6-31G(d). Comparamos as
diferencas de energia obtidas por mecéanica quantica e mecénica molecular, e
ajustam os parametros até que eles convirjam para valores que fagam essas
energias serem suficientemente similares. A funcdo objetivo ira visar a
conformacgédo otimizada e a variagdo na energia causada pelos deslocamentos

(0,1 A para ligagdes e 5° para angulos). A fungdo é dada por:

g — MM\’ om 2
1:Dligcwlos = Z < ) + WE (Edeslocamento Edeslocamento) (10)

li e Qescala
igagdes,angulos

Onde g é o valor minimizado para cada ligagdo ou angulo, q.scq1q € 0,03
A para ligagdes e 3 A para angulos, Wy é o fator de peso para o componente da

energia E,q.q4 € 1 kcal/mol 9394,
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2.4.1.5 — Otimizagdo dos angulos diedrais

A Ultima etapa do processo de parametrizacdo € a determinagao das
tor¢des, que descrevem as rotagdes em torno das ligagdes. Para isso examinou-
se o perfil de energia potencial (PES) associado a cada um dos diedros, o que
denominou-se de scan, no nivel de teoria MP2/6-31G(d). Para executar o calculo
da PES fixaram-se os angulos do diedro a ser parametrizado deixando o restante
da molécula livre.

O scan no ffTK é bidimensional para que seja possivel atravessar
conformacgdes de alta energia, geralmente encontradas em sistemas de anéis
heterociclicos, como os presentes na estrutura do fluconazol. Para cada energia
calculada na mecanica quantica deve ser calculada uma energia correspondente
por mecanica molecular, que, para uma dada conformagéo de um angulo diedral
a ser parametrizado € dado pela equagao

kg (1 + cos(ng — 6)) 1D
dihedrals

O angulo diedral é definido pela sequéncia de quatro atomos ligados, e a
soma sobre as multiplicidades € uma soma de Fourier com coeficientes e angulo
de fase. Depois de calculada a energia uma nova otimizagdo da geometria,
usando os parametros encontrados para as ligagdes e angulos no passo anterior
€ necessaria. Desta forma, assegura-se que as aproximagdes feitas na obtengao
desses parametros nao irdo afetar a otimizagao dos diedros. Para cada diedro
scaneado, calculamos a energia por mecanica molecular, dada pela equagao 11,
utilizando todos os angulos, ligagdes e cargas e atribuindo todos os termos como
zero. O método simulated annealing foi aplicado para calcular a diferenca de
potencial fazendo a subtragao entre os PESs obtidos por mecanica quantica e
molecular. Essa diferenca é tragada pela equacao anterior e os resultantes serao
os parametros diedrais?394,

Na otimizacédo, € variado o valor da constante de forga k, e o angulo de
fase é fixado como 0° ou 180°. A periodicidade n pode assumir os valores n = 1,
2,3, 4, 5 e/lou 6, de modo que cada valor acrescentado na multiplicidade ira
contribuir com um par adicional de variaveis k e 6 para a fungédo objetivo. Os
termos n=1 e n=2 sdo uteis para reproduzir minimos locais e barreiras de

diferentes alturas bem como para representar diedros em que um ou ambos
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atomos centrais tem orbitais hibridizados em sp2. O termo n=6 pode ser util
quando os dois atomos centrais sao hibridizados em sp3. Durante a otimizagao
€ possivel o controle de pardmetros como o valor maximo da constante de forga
(k max), alternar o valor de sigma entre 0° e 180°, ou definir uma energia de corte
(cutoff), priorizando o célculo em regides mais relevantes para a otimizagao. Os
valores das energias nas superficies para mecéanica quantica e mecanica
molecular sdo comparados visualmente, através de graficos. Os parametros vao
sendo ajustados e refinados até obtengcdo de um fitting visivelmente
aceitavel®3%. Para o célculo de diedros a fungdo objetivo é dada pela diferenca
no PES entre os scans de mecanica quantica e mecanica molecular, e € dada

pela equacao (12)
Yaiedrais = 2 Wi (EQM — EMM 4 C)z (12)

conformacgdes

Onde E?M ¢é a energia da conformacg&o por mecanica quéntica, EM™ ¢ a
energia total por mecanica molecular, ¢ € uma constante de normalizagdo que

awdiedrais

U4t = 0 ou seja, a média ¢ = E~MM _ QM & ponderada por W;. A soma

faz

¢ feita sobre todas as conformagdes realizadas pelo scan3%4,

2.4.1.6 — Angulos diedrais impréprios

A aquisicdo de parametros para descricdo dos angulos improprios foi
obtida a partir de pard@metros gerados por analogia pelo servidor SwissParam,
devido a auséncia destes parametros no servidor CGenFF. A adicdo destes
parametros foi importante para manter a planaridade do componente 2,4-

difluorofenil presente na estrutura do fluconazol.

Tabela 5 - Angulos diedrais impréprios e suas respectivas constantes de forga k, e

angulo ¢,.
Diedros Impréprios k, Po
CG2R61-CG2R61-CG301-CG2R66 2.879 0.00
CG2R61-CG2R61-CG2R61-HG61 1.079 0.00

CG2R66-CG2R61-CG2R61-FGR1 2.519 0.00
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A lista completa de todos os parametros calculados e otimizados para o
fluconazol segundo a metodologia citada nesta segédo se encontra nas Tabelas
A1, A2 e A3 em Anexo.

2.5 - Docking Molecular

O Docking Molecular (ancoramento molecular) € um método que prevé a
orientagao de ajuste preferencial, por exemplo, de um ligante (L) na regido do
sitio de ligagao de um determinado alvo macromolecular (R), de modo, a formar
um complexo (RL) estave|'08.109,

O método de docking foi introduzido no inicio da década de 80'"°, e desde
entdo tem encontrado ampla aplicagdo em quimica medicinal e biologia
estrutural. Trata-se de uma ferramenta de grande valor em projetos de
planejamento de drogas para fins farmacéuticos. Atualmente é utilizado para a
identificacdo e otimizacdo de moléculas bioativas, identificacdo de alvos para
ligagcdo com um ligante especifico (conhecido por docking reverso), design de
ligantes multialvo e reposicionamento de drogas (novas ac¢des para farmacos ja
existentes)'"" dentre outros.

Basicamente uma simulagdo de docking molecular envolve trés
elementos fundamentais: i) a representagao do sistema; ii) a busca no espago
conformacional e iii) a classificagao das solugdes, de acordo com, uma fungéo
de pontuacgao (Score). No presente estudo a simulagédo de docking molecular foi
realizada utilizando o programa DockThor''2. Dockthor é um servidor on-line que
foi implementado para lidar com ligantes flexiveis utilizando um algoritmo
genético de multiplas solugbes como fungcdo de busca e o campo de forga
MMFF94 como funcdo de avaliagdo. Primeiramente identifica-se o espaco
conformacional disponivel para o ligante no sitio de ligagdo da enzima alvo para
entdo dar inicio a busca conformacional. A busca no espaco conformacional
consiste em uma exaustiva amostragem das possiveis conformagdes do
complexo (RL) e orientagdes do ligante no sitio de ligagdo. Como resultado desta
etapa, gera-se uma lista de diferentes poses do ligante, de modo que a melhor
pose sera a que possuir o melhor valor da funcdo de pontuagao ou score.

A funcdo de avaliagdo baseia-se no campo de forca classica

MMFF94S8"12.113 ¢ cada solugédo gerada pelo algoritmo do programa Dockthor é
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obtida a partir da somatéria entre as contribuigdes da energia de interagdo do
complexo macromolécula receptora - ligante (RL) e pela energia intramolecular

e conformacional relativo aos angulos diedrais do ligante e é representada pela

Ajj Bi; > qiq; }
p - +
{ ((T&-z (r3))  D(rj)n;

equacéao 13.

Macromolécula Ligante

receptora

+z 2 {Aii_Bij_l_ qiq; }

Ligante Ligante r?) (5 D(ry)ry

+ Z Vk(1 + cos(wBy — Oox)) (13)
dihedrals

Onde r;; € a distancia entre os atomos i e j, 4;; € B;js80 os parametros
de Lennard-Jones, g;e q; sdo as cargas parciais atdbmicas dos atomos ie j
respectivamente, e D € a fung&o dielétrica sigmoidal dependente da distancia r;,
que modela o efeito de blindagem do solvente nas interagdes eletrostaticas. O
parametro yk € a constante de energia associada com a rotagado de uma ligagéo
quimica, 6k é o angulo de tor¢cédo, wk é a periodicidade e 6, € o angulo de fase.
Embora o potencial de Lennard-Jones modele de forma adequada as interacdes
repulsivas e atrativas, o termo repulsivo 2 muitas vezes se torna um problema,
fazendo com que a energia de interagdo do ligante com a macromolécula
receptora tenha um valor muito alto. Diferentes métodos tém sido empregados
para a "suavizagao" do potencial de LJ, no programa Dockthor foi introduzido um
multiplicador (p) que é representado na equacgao para contornar este problema.

p= anm, n = Numero de BvEliEcdes; c = 0,5.

Um outro aspecto importante é o tratamento dado as interagdes de longo
alcance. A avaliacio das interagdes repulsivas e atrativas de LJ e das interacdes
eletrostaticas entre a macromolécula receptora e o ligante torna o calculo
altamente custoso computacionalmente. Uma aproximacéo implementada para
superar esta limitagdo computacional € a de considerar somente os atomos da
macromolécula localizados em regides vizinhas ao sitio de ligacdo. Tal

aproximagao é conhecida por método de grade de energia'®. Na metodologia
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de docking baseada em grade, os valores relacionados ao potencial de LJ e
eletrostatico de todos os atomos da macromolécula rigida, s&o pré-calculados e
armazenados em cada ponto de uma malha tridimensional construida de tal
forma a englobar o sitio ativo da macromolécula. Os valores em um determinado
ponto sdo posteriormente obtidos por interpolagdo. Esta metodologia permite
que as interagdes de longo alcance sejam consideradas em sua totalidade e
reduz significamente o custo computacional por eliminar o calculo do somatério
relativo aos atomos da macromolécula receptora durante a execucido do
algoritmo™4,

Apds o calculo da energia associada a cada complexo, as solugdes
geradas (conformagdes ou ‘poses’ preditas do ligante) sdo ordenadas. As
solucdes de melhor pontuagao serdo submetidas a processos de recombinacao
aqueles que agruparam solugdes com diferentes valores de RMSD (inferiores a
2 A) séo reutilizados pelo algoritmo em operagbes genéticas para gerar novas
populacbes mais aptas, realizando uma varredura extensa do espaco
conformacional de solugbes até atingir o critério de parada, o numero de
repeticoes estabelecido. Por fim, os modelos sdo novamente ordenados e
apresentados ao usuario na forma de arquivos de coordenadas podendo o seu
protocolo de docking ser validado a partir da comparagdo com a conformagéao
correspondente a estrutura cristalografica caso houver'08.109.112115  Dentre as
limitagbes desta metodologia temos a incapacidade de modelar com precisao o
solvente, a entropia e a flexibilidade do alvo macromolecular''® em comparagéo
aos meétodos de calculo de energia livre de ligagéo tais como FEP (Free energy
perturbation) e LIE (Linear Interaction Energy). Estes ultimos embora sejam mais
precisos envolvem um alto custo computacional e exigem multiplas simulag¢des
de MD tornando-se dispendiosos e pouco praticos no dmbito da triagem de

moléculas bioativas e planejamento de farmacos.

2.5.1- Protocolo das simulagbes de docking molecular

A simulagao de docking molecular envolveu basicamente trés etapas: i) a
representacao do sistema, ii) predigdo da conformacgao, posi¢ao, orientagdo do
ligante dentro do sitio de ligacdo da enzima alvo e iii) estimativa da afinidade de

ligacdo ou forca de associagdo entre uma enzima alvo e seu inibidor, por
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exemplo. No presente estudo analisaram-se os modos de ligagdo do inibidor
fluconazol comparativamente entre os ortélogos de CYP51 presentes em Homo
sapiens, Mycobacterium tuberculosis, Candida albicans e glabrata e em quatro
mutantes de Candida albicans com o intuito de se estimar a afinidade de ligacéo
de cada um destes complexos ao fluconazol.

Os calculos de docking molecular foram realizados a partir das
coordenadas das estruturas tridimensionais dos ortélogos de CYP51 humana
(PDB id 3LD6), micobacteriana (PDB id 1EA1) e fungicas (Candida albicans
(PDB id 5TZ1) e Candida glabrata (PDB id 5JLC)), conforme Tabela 2. A
estrutura do ligante fluconazol foi obtida do banco de dados ZINC'"'7 por questdes
metodoldgicas optou-se por ndo iniciar o ancoramento partindo de uma
conformacao do ligante de baixa energia, tal como a da estrutura cristalografica.
Utilizando o programa Avogadro''® realizou-se a otimizagdo de geometria e
posterior geracdo do arquivo em formato PDB, contendo as coordenadas do
ligante para posterior docagem. No programa Dockthor, as coordenadas
estruturais da macromolécula, do ligante, do grupo heme e das moléculas de
agua estruturais foram submetidas a um protocolo padrao de preparagdo. Para
cada componente em especifico foi realizada a adigdo de atomos de hidrogénio,
o calculo das cargas atdmicas parciais padrées de acordo com o campo de forga
implementado no programa. Os arquivos correspondentes as coordenadas das
aguas estruturais e do grupo heme e seu ion de Fe®* presentes no sitio ativo da
enzima CYP51, foram definidos como cofatores durante o processo de docagem.

O espago tridimensional dentro do qual o ligante tenta acoplar-se a
estrutura macromolecular foi definido para englobar todo o sitio ativo da enzima.
Foi gerada uma caixa cubica com o tamanho da aresta de 30 A, a qual foi
centrada nas coordenadas atémicas X, Y e Z do ion de Fe3* do grupo Heme,
respectivo a cada enzima ort6loga avaliada, por caracterizar uma regido central
do sitio ativo. Finalizada a etapa de preparacdo do sistema o calculo das
contribui¢cdes energéticas das interagdes de Van der Waals e eletrostaticas entre
os atomos do ligante e da macromolécula foram avaliadas na sele¢cdo desta
malha tridimensional sob uma resolugdo de 0.25 A. Para cada complexo foram
realizados 10 calculos, gerando 10 conformagdes (poses). As melhores
solugdes, isto é, as ‘poses’ da molécula do ligante de menor energia foram

ranqueadas de acordo com os valores da fungcédo de pontuagao ou score.
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No programa Dockthor a fungdo de pontuagdo de cada ‘pose’ gerada
também pode ser obtida comparando-se com a conformacéo experimental de
raios X, a partir do calculo do RMSD entre ambas as moléculas. Tal ferramenta
permite a validagao do protocolo de docking adotado por meio da reprodugao do
modo de interagao proposto experimentalmente (Redocking). Valores de RMSD
menores que 2 A séo considerados satisfatorios para essa analise. A analise de
docking molecular comparativa foi realizada para compreender a alteragdo nos
modos de ligagcdo do fluconazol entre os ortélogos de CYP51 e mutantes de
CYP51-Ca. Os resultados obtidos foram visualizados interativamente no site do
servidor Dockthor (https://dockthor.Incc.br/v2/) e também podem ser verificados

adiante nas Tabelas 7 e 9 das segbes 3.71.4 e 3.2.3 respectivamente.
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CAPITULO 3

3- RESULTADOS

3.1 - Base molecular da inibi¢cdo da biossintese de esteréis em ortélogos
da enzima Esterol 14a-desmetilase

Neste estudo avaliou-se a atividade inibitéria do quimioterapico
antifungico fluconazol sobre quatro ortdlogos de Sterol 714-a-desmetilase
(CYP51). Andlises estruturais e dinamicas comparativas entre as enzimas
CYP51 do citocromo P450 de espécies patogénicas como Candida albicans,
Candida glabrata, Mycobacterium tuberculosis em relagdo ao ortélogo de Homo
sapiens complexados ao fluconazol foram investigadas via simulagdes de
dindmica molecular (MD). Visando compreender as diferengas dos modos de
ligacao do fluconazol com o sitio de ligagao de cada ortélogo de CYP51 e estimar
a sua energia de interagao associativa a cada um destes sistemas, simulagdes
de docking molecular também foram usadas. A presente investigagcéo visa a
compreensao das diferencas de afinidade ao quimioterapico fluconazol pelos
ortélogos de CYP51. Segundo relatado por estudos experimentais o fluconazol
tem uma menor afinidade com o ortélogo do CYP51 de humanos kd = 30,5uM®7.
Sua afinidade nos alvos de CYP51 fungicos € muito maior, exibindo constantes
de dissociagdo na escala nano-molar em cepas de Candida albicans e glabrata
kd = 56nM°®’. Fluconazol também é conhecido por exibir alguma atividade
antimicobacteriana kd =10uM3°68_Q artigo cientifico publicado que compdem os
resultados obtidos deste estudo’' pode ser em encontrado em (Honorato

Siqueira and Martinez 2020) e em Anexo.

3.1.1 - Analises comparativas entre os ortélogos de Esterol 14-a-desmetilase

Nesta secdo serdo discutidas as caracteristicas estruturais entre os
ortdlogos de CYP51 de Homo sapiens (CYP51-Hs), Candida albicans (CYP51-
Ca), Candida glabrata (CYP51-Cg) e Mycobacterium tuberculosis (CYP51-Mt).
Aqui observou-se uma relativa diferenga de identidade entre os quatro ortélogos
de CYP51.

A partir do alinhamento estrutural entre os quatro ortélogos de CYP51

verificou-se que a identidade de sequéncia de CYP51-Ca com o seu ortélogo
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CYP51-Cg é de 63%, e o desvio médio quadratico (RMSD) dos atomos Ca € de
apenas 0,91A. Ja a identidade de sequéncia de CYP51-Ca com o seu ortologo
CYP51-Mt é consideravelmente menor, de cerca de 21%, e o RMSD dos Ca é
de 1.98A. Em relacdo ao ortdlogo humano CYP51-Hs, as identidades de
sequéncia de CYP51-Ca e CYP51-Cg sdao de 39,33% e 38,43%
respectivamente, e o desvio quadratico médio (RMSD) dos atomos Ca € de
aproximadamente 1,38A em C.albicans e 1,40A em C.glabrata. CYP51-Mt
apresenta uma identidade de sequéncia de 24,49% em relagdo ao ortélogo
humano e seu RMSD em relagdo aos Ca ¢ de 1.92A. Apesar do RMSD em
relagdo aos atomos de Ca em CYPS51-Mt ser maior do que o observado entre
CYP51s fuangicos, tais valores demonstram uma significativa semelhanga
estrutural entre os ortélogos de CYP51 entre espécies patogénicas e o CYP51
humano.

Os dominios cataliticos destas enzimas sdo compostos por uma série de
sequéncias de residuos invariantes e evolutivamente conservados que conferem
a esta familia uma espécie de assinatura. Uma representacdo detalhada do
alinhamento de sequéncia dos quatro ortélogos € mostrada na Figura 10 abaixo.
Estes residuos invariantes sdo acreditados por representar o requisito minimo
para a atividade catalitica de CYP51'1%.120_ As regides de maior conservagéo
estrutural entre os quatro ortélogos de CYP51 estudados aqui compreendem as
regides do bolso de ligagao do grupo heme - ‘heme-bulge’. O heme-bulge contém
a sequéncia de residuos F-G-x-G-R-H-R-C-x-G antes da hélice L, contendo um
residuo de cisteina que é altamente conservado dentro da familia 51 do
citocromo P450. Na hélice K, a sequéncia K-E-T-L-R préxima a regiao de loop
meander é encontrada. Na hélice B, temos a sequéncia A-Y-x-x-x-x-T-P-x-F-G,
denominada de assinatura | e, na parte central da hélice |, outra sequéncia
considerada como uma das assinaturas do P450: G-x-H-T-S-x-x-T-x-x-W, a
assinatura Il e podem ser visualizadas também, na Figura10.

As diferencas estruturais entre os quatro ortélogos estudados aqui
envolvem regides importantes relacionadas a associagdo e dissociacdo do
ligante do bolso catalitico. Verificou-se na estrutura CYP51-Mt a presencga de
dois canais acessiveis ao solvente, que conduzem o substrato/inibidor da
superficie até a cavidade catalitica, conforme mostra a Figura 11A. O canal 1 é

exclusivo de CYP51-Mt e € localizado na regido da hélice B’ e loop BC. O canal
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2 esta presente em todos os quatro CYPs aqui estudados e é formado pela

regidao C-terminal da hélice F, N-terminal da hélice G e loop FG, como mostrado

nas Figuras 11A a 11C?7.121.122,
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Figura 10 - Alinhamento estrutural das sequéncias de aminoacidos das enzimas CYP51
humana, Mycobacterium tuberculosis, Candida glabrata e Candida albicans. Os
elementos de estrutura secundaria de CYP51 de C.glabrata (PDB-5JLC), C.albicans
(PDB-5TZ1), H.sapiens (PDB-3LD6) e M.tuberculosis (PDB-1EA1) estao representados
acima da sequéncia primaria. Os aminoacidos conservados estdo destacados em
vermelho; os que apresentam caracteristicas semelhantes, em amarelo. Os asteriscos
indicam quais aminoacidos que fazem parte do sitio de interagdo das proteinas
selecionadas a partir de 4.0 A do grupo Heme (HEM). O Retangulo em cinza marca o
segmento especifico de CYP51 fungica, o B5 hairpin. O alinhamento da sequéncia
primaria entre os ortélogos de CYP51 foi gerado com o programa Clustal-Omega'®, e

[ ]
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a informagéao de estrutura secundaria foi adicionada a este alinhamento com a ajuda do
servidor web ENDscript '%°.

M.tuberculosis et ' H.sapiens
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Figura 11 - Analise comparativa das estruturas do CYP51 deste estudo. A) Em CYP51-
Mt (PDB id 1EA1) dois canais conectam o local de ligagdo com o solvente. O canal 2 é
comum a todos os CYP51s e o Canal 1 é especifico de CYP51-Mt. O canal 1 existe
devido ao maior comprimento e flexibilidade do loop BC. B e C) A estrutura humana de
CYP51 (PDB id 3LD6) e estruturas fungicas CYP51-Ca (PDB id 5TZ1), CYP51-Cg (PDB
id 5JLC) exibem o canal 2 em comum com CYP51-Mt. (C) CYP51-Cg tem uma hélice
transmembrana adicional (T-anchor). C) Superposigédo estrutural dos quatro ortélogos
do CYP51 indicando as regides de grande variabilidade: a hélice-Il, o loop HI e a hélice-
H, e o loop GH e a hélice G sao deslocadas em CYP51-Mt em relacdo as enzimas
fungicas e humana; o loop BC de CYP51-Mt € mais longo o que leva a abertura do Canal
1; O B5-hairpin, que é o segmento filo-especifico das enzimas CYP51 fungicas. O ligante
€ mostrado em verde na representagdo vdw e o grupo Heme é mostrado em
representacao sticks.

A presente caracterizag&o estrutural destas enzimas também nos revelou
outras caracteristicas distintivas, filo-especificas relevantes para a inibicado
enzimatica de CYP51, e podem ter importancia funcional para o projeto de novos
compostos inibitérios com alta especificidade: i) A presenga de um dominio
transmembranar helicoidal (T-anchor) na regido N terminal de CYP51
eucarioticos, particularmente presente em CYP51 de fungos, como mostrado na

Figura 11C, e mamiferos, que estd ausente em CYPS procariéticos como
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micobactérias; ii) A diferenga na estrutura e posicdo das hélices H e I. Em
CYP51-Mt as hélice H e | estdo reposicionadas em relagdo a sua posicao nos
CYPs fungicos e humano.

Como mostrado na Figura 11D, a por¢céo N-terminal da hélice | exibe uma
inclinagao, afastando-se do nucleo estrutural da enzima em M.tuberculosis em
relacdo a sua porgao C-terminal. Como consequéncia do reposicionamento da
hélice |, as hélices H e G, e as alcas de conexao, exibem variagdes estruturais
significativas dentro dos CYP51s aqui estudados. Essas diferengas estruturais
levam a abertura, em CYP51-Mt, do Canal 1 (hélice B’ e loop BC) de entrada ou
saida do substrato/ligante; iii) O loop BC é ligeiramente mais curto e apresenta
uma conformacgédo fechada em CYP51s fungicos e humano. Enquanto em
CYP51-Mt uma longa sequéncia de residuos e uma conformagéao aberta do loop
BC é verificada como mostrado na Figura 11D. Como consequéncia o sitio
catalitico da enzima micobacteriana é mais acessivel ao solvente*327:122 jv) A
enzima ortéloga humana apresenta uma descontinuidade na regido da hélice |
entre os residuos de Gly312 e Ser316 (loop-like), conforme mostra a Figura 11D.
A analise estrutural entre os ortélogos de CYP51 avaliados aqui sugere que esta
area em forma de loop é formada devido a longa sequéncia de residuos polares
na regidao central da hélice | ((HTSSTTS-), correspondente a assinatura 2 na
Figura 10. Em CYP51-Hs, os grupos OH desses residuos polares interrompem
a rede de ligacdes de hidrogénio normal da cadeia principal proporcionando uma
maior flexibilidade nesta regiao.

Nas enzimas fungicas e micobacteriana ao menos um ou dois residuos
apolares interrompem essa sequéncia de residuos polares na area de assinatura
Il conforme mostra, a Figura 10. v) A presencga do 5-hairpin (0 segmento Unico
de CYP51 fungico e até o momento n&o observado em qualquer outra enzima
do citocromo P450, mostrado na Figura 10 e Figura 11D. Este segmento esta
localizado perto da superficie da proteina e é formado por uma sequéncia de
insergao entre as regides do meander e do heme-bulge, e revela importancia
funcional. Os CYP51s fungicos requerem um parceiro doador de elétrons para
desempenhar sua fungdo, o citocromo P450 redutase NADPH (CPR)'?2,
Acredita-se que o B5-hairpin possa desempenhar um papel importante na

interagdo do CYP51 fungico com CPR?743.124,
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3.1.2- Flutuagées estruturais dos ortélogos de CYP51 e suas interagbes com o
fluconazol

Simulacbes de dindmica molecular foram realizadas para os quatro
ortdlogos CYP51-Hs, CYP51-Ca, CYP51-Cg e CYP51-Mt para avaliar as
flutuagbes mais importantes em relagdo as suas respectivas estruturas
cristalograficas. A variabilidade estrutural foi caracterizada pelo RMSD das
estruturas utilizando o software MDLovoFIT®. Este software realiza um
alinhamento estrutural robusto, o qual gera automaticamente um subconjunto de
residuos para os quais a estrutura € mais conservada. Nas simulacdes dos
quatro ortélogos complexados ao fluconazol observou-se que pelo menos 80%
dos atomos de Ca poderiam ser sobrepostos a estrutura cristalografica com
deslocamentos inferiores a 1A. Isto indica que, em geral, as estruturas sdo
estaveis na escala de tempo das simulagdes deste trabalho.

As Figuras 12A a 12D exibem sobreposi¢cdes dos snapshots obtidos das
simulagdes de MD, apés alinhamento. Os 80% de residuos correspondentes as
regides de menor flexibilidade estrutural sdo representados em azul, e os 20%
de residuos de maior diversidade conformacional compreendem as regides
mostradas em verde. A maior variabilidade estrutural de CYP51-Mt é evidente,
particularmente nas regides da hélice C, dos loops HI, -GH e -BC tal como
mostrado na Figura 12A. A Figura 12E mostra que, especificamente para a
regidao do loop BC, ha uma diferenga significativa entre CYP51-Mt e os outros
ortélogos. A menor extenséo do loop BC em CYP51s fungicos e humano resulta
em uma flexibilidade reduzida, a qual se assemelha com as regides centrais da
proteina. Em contrapartida, a regidao do loop BC em CYP51-Mt apresenta
variagbes significativas exibindo desvios da ordem de 4-5 A da sua respectiva
conformacéo cristalografica.

As regides com maior mobilidade nas enzimas fungicas envolveram as
regides do loop FG e o 5-hairpin, como mostrado nas figuras 12B e 12C. Este
hairpin, como apontado antes, € exclusivo de CYPs fungicos, esta localizado
proximo da superficie da proteina, e aparentemente ndo afeta a ligagdo do

substrato. Na enzima ortéloga humana as regides de maior mobilidade estrutural



66

envolveram as hélices A’, B', F, F’, F” e G e seu respectivo loop FG. O aumento

da flexibilidade do loop FG e hélice F pode ser verificado na Figura 12D.
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Figura 12 - Flutuagbes estruturais das estruturas de CYP51. A) CYP51-Mt, B) CYP51-
Ca; C) CYP51-Cg, D) CYP51-Hs. Regides de menor flexibilidade sdo mostradas em
azul, e regides de maior flexibilidade sdao mostradas em verde. E) RMSDs do loop BC,
do bolso de ligagdo do heme, heme-bulge e da hélice |, mostrando as maiores flutuagdes
estruturais dessas regibes em CYP51-Mt e CYP51-Hs em relagdo aos ortélogos
fungicos. F) Conformacdes do ligante no bolso de ligacao: Seis diferentes conformacdes
foram observadas, sendo a cristalografica predominante em enzimas fungicas,
enquanto a conformacao mais frequente em CYP51-Mt difere da estrutura cristalografica
por uma rotagdo de um dos anéis triazélico. A conformagao mais frequente no CYP51-
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Hs difere da estrutura cristalografica por uma rotagao dos anéis triazolico e 2,4-
difluorofenil e pela inclinagdo da molécula em relagéo ao plano Heme.

Estas simulagdes mostram, portanto, que existe uma correlagao
significativa entre as regides de baixa similaridade estrutural entre os quatro
ortdlogos de CYP51 e a suas flexibilidades estruturais. A diferenga estrutural
exibida na Figura 11D para o loop BC na estrutura de CYP51-Mt é associada a
este loop ser altamente flexivel. Esta peculiaridade estrutural e dindmica da
enzima micobacteriana leva a abertura do Canal 1 de possivel associagao e
liberagao do ligante.

O loop BC esta proximo do sitio de ligagao e sua flexibilidade é refletida
pela dindmica do fluconazol. Também perto do sitio de ligagdo, observamos a
descontinuidade da hélice-l em CYP51-Hs. O loop BC nos ort6logos fungicos
sdo0 mais rigidos e, como mostrado na Figura 12F, os desvios estruturais do
ligante da conformagao cristalografica, no bolso de ligagdo dos CYP51s
fungicos, sdo menores que os observados em CYP51-Mt e CYP51-Hs. Essas
diferengas estruturais causam variagdes conformacionais nos modos de ligagao
do ligante. O fluconazol é capaz de assumir 6 conformacgdes diferentes, conforme
amostrado por seus RMSDs em relagdo a conformagéao cristalografica (Figura
12F).

A conformagéo | é a cristalografica e é completamente predominante nas
simulagées de CYP51-Ca e CYP51-Cg. A conformagdo mais frequente em
CYP51-Mt difere em cerca de 1,2A de RMSD da conformacdo de enzimas
fungicas, mas a conformacéo cristalografica também esta presente. No CYP51
humano, por outro lado, o fluconazol assume conformacgdes preponderantes que
diferem em cerca de 2,2A do modo de ligag&o cristalografico do fluconazol. As
conformacodes | e |l diferem pelas rotacdes de um dos anéis triazélicos, enquanto
as conformacdes lll a VI resultam das rotagbes combinadas dos anéis triazolico
e difluorofenil levando a diferentes conformeros. As conformagdes V e VI, que
sao as mais frequentes para o CYP51-Hs, sdo caracterizadas por uma inclinagao
da molécula no sitio ativo. Adiante mostraremos que essas diferencas
conformacionais afetam as afinidades estimadas do fluconazol com cada

ortélogo.
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3.1.3- A inibigéo da atividade catalitica de ortélogos de CYP

Nesta secdo, os modos de interagédo entre os quatro ortélogos de CYP51
e o ligante fluconazol serdo apresentados. O fluconazol inibe a atividade de
CYP51 formando uma ligacédo de coordenagao axial com o atomo de ferro do
grupo Heme, mas sua especificidade é dependente da interacdo dos grupos
triazolico e difluorofenil com os residuos do sitio de ligagdo conforme mostra a
Tabela 6 e a Figura 13A. Os principais residuos de CYP51 entre os quatro
ortélogos que interagem com o fluconazol a menos de 4,0 A e seus elementos
de estrutura secundarios correspondentes estao representadas na Tabela 6. Os

aminoacidos conservados estdo destacados em negrito.

Tabela 6 — Principais residuos de CYP51 de M.tuberculosis (PDB:1EA1), C.albicans
(PDB-5TZ1), C.glabrata (PDB-5JLC) e H.sapiens (PDB:3LD6) que interagem com o
fluconazol a uma distancia menor e igual a 4,0 A.

Elementos de M.tuberculosis C.Albicans C.glabrata H.sapiens

Estrutura PDB:1EA1 PDB:5TZ1 PDB:5JLC PDB:3LD6
Secundaria

TYR76 TYR118  TYR127 _ TYR131

. PHE78 HIS120 HIS129  ARG133
Hélice B’

MET79 LEU121  LEU130  LEU134

PHES3 PHE126  PHE135  PHE139

Hélice B’ turn PHES9 TYR132  TYR141 _ TYR145

ARG96 LEU139  LEU148  PHE152

Hélice C LEU100 LYS143  LYS152  LYS156

THR176 PHE228  PHE237  PHE234

SER252 GLY303  GLY311 _ GLY307

PHE255 MET306  MET314  LEU310

Hélice | ALA256 GLY307  GLY315  ALA311

HIS259 HIS310 HIS318  HIS314

THR260 THR311  THR319  THR315

Helice K/ LEU321 LEU376  LEU381  ILE377
B1-4 loop

54 hairpin MET433 MET508  MET512  MET487

VAL434 VAL509  VAL513  ILE488

Realizou-se também o calculo da fragao de tempo de simulacdo em que
cada residuo do sitio ativo de CYP51 permanece em contato com os anéis
triazélico e difluorofenil do fluconazol. Os residuos foram considerados em

contato se a distancia minima entre qualquer um de seus atomos fosse menor
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ou igual a 4A. Verificou-se que sete residuos estavam em contato com o ligante
em pelo menos uma das estruturas e exibiam diferentes interacbées em cada
ortdlogo. A porcentagem de tempo dessas interagbes nas simulagbes é
mostrada na Figura 13B.

O anel triazolico da estrutura do fluconazol se estende do grupo heme em
diregao ao canal 1 (hélices B' e |, folhas 3, 1-4 e 4-1,2, e o loop que conecta a
hélice k e a 31-4). Este anel triazélico estabelece um empilhamento T com o anel
fendlico do residuo de tirosina na posi¢ao 76 (hélice B’) (numeragéo de CYP51-
Mt) similarmente ao observado nos respectivos ortélogos fungicos Y118 em
C.albicans, Y127 em C.glabrata. Na enzima humana este mesmo anel
estabelece interagdes do tipo z- 7 stacking com o residuo Y131. A interagcdo do
anel triazolico do fluconazol com estes residuos, na regido da hélice B’ permite
0 seu correto posicionamento com o grupo heme, centro catalitico das enzimas
CYP51.

As interagdes entre o fluconazol e residuos presentes no sitio de ligagéao
que sdo essencialmente diferentes entre o ortélogo humano e as enzimas
fungicas sdo as apresentadas pelo residuo F152 (no CYP51-Hs), que é
substituido por L139 na CYP51-Ca e por L148 na CYP51-Cg. A interagao
fluconazol-F152, no entanto, ndo é estabilizada por interacdes diretas. Em vez
disso, o residuo F152 forma uma interagao de empilhamento com Y145, que por
sua vez forma uma ligagcdo de hidrogénio com um dos grupos carboxilato do
Heme (Figura 13E). Este empacotamento hidrofébico ndo é possivel nos outros
ortdlogos visto que a interagédo de empilhamento ndo é possivel em variantes
fungicas (o residuo Phe € substituido por um residuo de Leu), e também porque
o residuo em CYP51-Mt & um residuo carregado (R96).

Ha fundamentalmente duas interagcdes que sao diferentes entre as
enzimas fungicas e micobacteriana. i) As interagdes hidrofébicas do fluconazol
com o residuo aromatico na posi¢cao 89 (F89 em CYP51-Mt, Y132/Y141 em
CYP51-Ca, -Cg, respectivamente); ii) As interagbes com o residuo de R96 em
CYP51-Mt e de residuos hidrofébicos na posi¢cao correspondente a (L139/L148
em CYP51-Ca, -Cg, respectivamente). As interagdes hidrofébicas do fluconazol
com os residuos polares Y132/Y141 das enzimas fungicas e Y145 em CYP51-
Hs sdo estaveis, como mostra a Figura 13B. Ao mesmo tempo, o residuo F89,
correspondente em CYP51-Mt, ndo estabeleceu contato com o ligante. O



70

fluconazol interage persistentemente, no entanto, com o residuo de R96 da
CYP51-Mt, na mesma posicdo que o residuo F152 em CYP5-Hs, o qual foi
discutido acima. R96 estabelece interagao hidrofilica adicional no sitio de ligagao
de CYP51-Mt. Esta interagéo polar é crucial para o modo de ligagéo diferencial
do fluconazol em relagao as enzimas fungicas. Isto ocorre porque o residuo em
posicdes correspondentes em CYPs fungicos sao leucinas, assim, substituigdes
hidrofébicas. Os Residuos de leucina nas posi¢coes L139 e L148 das enzimas
fungicas de Ca e Cg respectivamente estabeleceram contato com o ligante por
pouco mais de 10% do tempo de simulagao.

Nenhuma ligacdo de hidrogénio direta foi formada entre o fluconazol e os
residuos do sitio de ligagao dos ortélogos de CYP51 avaliados aqui. Identificou-
se, no entanto, que residuos especificos presentes no sitio catalitico destas
enzimas formam ligagdes de hidrogénio com o grupo propionato do Heme
ocasionando discretas diferencas na disposicao do sitio ativo destas enzimas.
Especificamente, Tyr-118anel A), Tyr132 (anet by em C.albicans os quais sao
substituidos por Tyr-127 anel A), Tyr-141anel 0) respectivamente em C.glabrata e os
residuos Tyr-76nel A), Arg-96nsiice c) em M.tuberculosis. Tal como mostrado no
primeiro painel da (Figura 13C), os hidrogénios polares das cadeias laterais dos
residuos de Tyr76/118/127/131 interagem com o grupo propionato do heme a
uma distancia de cerca de 2,9 A. Essa interacdo é eventualmente perdida no

ortdlogo humano.
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Figura 13 - Residuos do sitio ativo e suas interagcbes com o fluconazol. A) Residuos
pertencentes ao sitio ativo de acordo com os modelos cristalograficos. Uma diferenca
importante entre as enzimas fungicas e os ortdlogos de Mt e Hs ocorre na posigao
Arg96/Leu139/Leu148/Phe152. B) Residuos em contato com o fluconazol que durante
as simulacdes apresentaram diferentes perfis de interacdo com o ligante. C) Distancias
de Tyr76/118/127/131 e Phe89/Tyr132/141/145 em relagao aos atomos de carboxilato
dos grupos HEME, que competem com as interagdes polares com o ligante. D)
Interagdes de Arg96 de CYP51-Mt com o ligante e com os carboxilatos do HEME. Essas
interagdes polares sao exclusivas da enzima micobacteriana. E) Interagdes no sitio de
ligacdo no CYP51-Hs: ocorre uma interacdo persistente entre os residuos Tyr145 e
Phe152; e os residuos Tyr131, Phe234, His314 e Leu310 formam interacbes
esporadicas, mas importantes com o fluconazol.

No segundo painel da Figura 13C, vemos que o residuo de Tyr132 de
CYP51-Ca forma uma ligagdo de hidrogénio com o grupo propionato do Heme
que o distingue do seu modo de ligacdo em CYP51-Cg. O residuo
correspondente na CYP51-Mt é a F89, para o qual ndo se observou contato com
o ligante ou com o grupo heme, mas no ortélogo humano, o residuo
correspondente Y145 interage com o ligante como em CYP51-Cg.

Finalmente, o residuo Arg96 em CYP51-Mt, que é a diferenga mais
importante entre as quatro enzimas e € bastante dinamico. O residuo de R96
forma fortes interagdes polares com o grupo difluorofenil e com o grupo hidroxila
do fluconazol. Também forma esporadicas interagbes do tipo ligacdo de
hidrogénio com os grupos propionatos do Heme, como mostra a Figura 13D.
Este residuo de arginina é localizado na hélice C e proximidade do loop BC.
Conforme determinado na sec¢ao anterior, o loop BC é reconhecido como uma
das regides mais méveis de CYP51-MT, o que resulta no seu comportamento
dinamico observado aqui. Portanto, a presenca do residuo carregado Arg96,
onde enzimas fungicas e humana apresentam um homélogo hidrofébico, conduz
a uma maior flexibilidade e interagdes polares adicionais no sitio ativo de CYP51-
Mt.

Em resumo, a analise das interacdes especificas de residuos do sitio de
ligacdo com o ligante indica que interagdes adicionais ligante-proteina estéo
presentes nos ortélogos de CYP51-Hs e CYP51-Mt. Isto é aparentemente
contra-intuitivo, uma vez que a afinidade do fluconazol pelas enzimas fungicas é
maior, de tal forma que poderia-se esperar encontrar interagdes proteina-ligante

aumentadas nestas proteinas. No entanto, como iremos demonstrar,



73

importantes interagdes ligante-HEME sao determinantes para as afinidades de
ligacdo. As interagdes adicionais proteina-ligante nas enzimas humanas e
micobacterianas, em vez de contribuirem para aumentar a afinidade de ligacéao,
resultam do aumento da flexibilidade do sitio ativo e ocorrem a custa das
interagcbes do ligante com o HEME. Essas diferengcas nas energias e
flexibilidades de interacdo podem estar associadas as afinidades diferenciais

observadas experimentalmente, como iremos discutir adiante.

3.1.4 - A energia de interagdo entre o fluconazol e ortélogos de CYP51

Os perfis das energias de interacdo (ndo-ligada) do fluconazol com o
ambiente obtidas das simulagdes de MD neste trabalho indicam que a energia
de interagao total fluconazol-ambiente é mais favoravel para CYPs fungicos do
que para micobactérias e humanos, conforme mostra a Figura 14A. As
distribuicbes das energias indicam que ha essencialmente dois padrbes de
interacdo de ligagao: o fluconazol interage com o ambiente com uma energia
média de -75 kcal/mol para as enzimas fungicas, ou com uma energia de

interacdo média de -60 kcal/mol para os ortélogos humano e micobacteriano.
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Figura 14 - Energias de interacao entre o fluconazol e os componentes dos sistemas:
A) Interagdes ligante-ambiente total. B) Interacdes ligante-proteina. C) Interacoes
ligante-HEME. D) Interacdes ligante-agua. E) Representacédo do sitio de ligacédo do
CYP51-Ca que apresenta o ingresso de moléculas de agua no sitio ativo na regiao
préoxima do loop BC, que compensa parcialmente as interagées ligante-proteina mais
fracas em relagdo a CYP51-Mt e CYP51-Hs, mas que levam a desestabilizagdo da
ligagdo.

Adicionalmente verificou-se que as energias de interacdo proteina-
fluconazol sdo mais favoraveis em CYP51-Mt (Figura 14B), como esperado pela
presenga dos residuos polares adicionais presentes neste sitio de ligagdo. Isto
€ consequéncia direta das interagdes do ligante com residuos polares contidos
no sitio de ligacdo de CYP51-Mt que néo estao presentes em enzimas de fungos
e humana, especificamente o residuo R96. O fluconazol em CYP51-Mt interage
com os residuos da proteina alternando entre dois modos de ligagdo, um de
baixa energia, e um modo de ligac&do de alta energia que imita suas interagdes
com as enzimas fungicas e humanas. As interagdes ligante-proteina de baixa
energia atingem o pico em cerca de -42 kcal/mol, e no modo de alta energia elas
atingem um pico em torno de -25 kcal/mol, tal como mostrado na Figura 14B.
Assim, os modos de ligacao diferem em cerca de 17 kcal/mol do ponto de vista
das interagdes proteina-ligante. As energias de interacdo do ortélogo humano
com o ligante sdo, em média, similares as das enzimas fungicas. No entanto, os
modos de ligagdo ndo sdo os mesmos, e isso pode ser inferido a partir do perfil
de energia de interacdo (Figura 14B): para o ortélogo humano, dois modos de
ligagdo competem uns com os outros com energias de interagao ligante-proteina
de -30 e -20 kcal/mol, enquanto que para enzimas fungicas é observado um
modo de ligagdo unico com energias de -25 kcal/ mol.

Portanto, por diferentes razdes estruturais, a ligacdo do fluconazol aos
ortdlogos humano e micobacteriano € mais variavel do que observado nas
enzimas fungicas. Em ambos os casos, o ligante perde intera¢gdes com o HEME,
como mostrado na Figura 14C. Novamente, dois modos de ligacdo sao
observados. Um modo de ligacdo de baixa energia com pico de
aproximadamente -27 kcal/mol e um modo de alta energia de ligagao com pico
de aproximadamente -20 kcal/mol. O ligante em CYP51-Mt e CYP51-Hs habita
mais frequentemente o modo de interagdo de alta energia, enquanto nas

enzimas fungicas ele preenche principalmente o modo de baixa energia (embora
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em CYP51-Cg também seja encontrado um pico na regido de alta energia). A
diferengca energética entre esses dois modos de ligagdo compensa quase
exatamente a diferenca de energia das interagdes proteina-ligante no caso de
CYP51-Mt, indicando que essas interagbes sao competitivas. Por conseguinte,
as interagbes proteina-ligante ou ligante-HEME n&o podem ser utilizadas
independentemente como indicadores da afinidade relativa do ligante as
enzimas ortélogas avaliadas aqui.

As energias totais de interagcdo (ndo-ligadas) do ligante sao favoraveis
para as enzimas fungicas, como mostrado na Figura 14A. As interagbes do
ligante com o HEME s&o determinantes para essas diferengas, embora sejam
desestabilizadas por diferentes mecanismos nas enzimas humanas ou
micobacterianas. No CYP51-Hs, a maior flexibilidade dos residuos que
compdem o sitio de ligagado permite a entrada de agua no bolso de ligagao, e
essas moléculas de agua interagem efetivamente com o ligante, como mostrado
na Figura 14D. Mais especificamente, as intera¢des ligante-agua exibem uma
regido de baixa energia em CYP51-Hs que nao esta presente em enzimas
fungicas. Essas moléculas de agua interagem com o anel triazélico do fluconazol
por ligagcdes de hidrogénio. Essas interagdes compensam apenas parcialmente
a perda de interacdes ligante-HEME em relagao as enzimas fungicas.

As interacgdes ligante-agua e ligante-Heme séo mais fracas em CYP51-Mt
e em conjunto explicam a mais baixa energia total (ligante-ambiente) em CYP51-
Mt. Conforme ilustrado na Figura 14E, varias moléculas de agua estao presentes
no sitio de ligagcao dos CYP51s fungicos, e formam interagdes hidrofilicas com o
fluconazol.

As energias de interagdo do fluconazol com o ambiente séo, portanto,
mais favoraveis em enzimas fungicas do que em CYP51-Mt e CYP51-Hs,
consistentemente com as afinidades observadas experimentalmente. Esta
vantagem energética resulta de uma intricada competigao de interagdes ligante-
proteina, ligante-agua e ligante-HEME. De modo que as interagdes ligante-Heme
foram determinantes para a ligagdo mais forte ao fluconazol nas enzimas
fungicas.

Para sustentar a hipotese de que uma analise estrutural da ‘pose’ da
ligacao do ligante nas estruturas cristalograficas € suficiente para determinar as

afinidades relativas, obtivemos estimativas de afinidade independentes usando
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docking molecular. As pontuagdes de ancoragem foram -8,707 kcal/mol para
CYP51-Mt, -8,100 kcal/mol para CYP51-Hs, -8,780 kcal/ mol para CYP51-Cg e
-9,112 kcal / mol para CYP51-Ca, respectivamente, conforme Tabela 7. Portanto,
os escores de docking sdo qualitativamente consistentes com os resultados
experimentais e com as energias de interacdo das simulacgdes: a afinidade é
maior para enzimas fungicas e particularmente para CYP51-Ca.

E interessante notar que as poses mais importantes do docking estéo
associadas as conformacgdes do ligante observadas nas simula¢des para todos
os ortologos de CYP51 avaliados aqui, exceto para o ortélogo de CYP51-Cg. A
conformacado de encaixe otima para CYP51-Ca apresentou um RMSD em
relagéo a conformacéo cristalografica de apenas 1,125A, consistentemente com
a estabilidade dessa pose observada nas simulagées. Em CYP51-Mt, observou-
se também uma pose de encaixe correspondente a conformacéo cristalografica.
Entretanto, este modo de ligagdo, embora tenha sido observado nas simulagdes,
nao foi o mais frequentemente amostrado (Figura 12F). Finalmente, no ortélogo
humano o ligante amostrou principalmente uma conformagdo com desvio de
~1,7A da posicdo cristalografica (Figura 12F), que € consistente com a

conformacgao da pose do docking mais favoravel encontrada.

Tabela 7 - Resultados do docking molecular do farmaco fluconazol em ortélogos da
enzima CYP51 e afinidades experimentais.

Energia Energia

CYP51 Total Intermolecular R'&S)D (kfaﬁ?r;eol) ‘:id
(kcal/mol) (kcal/mol) P
Homo sapiens -0.432 -28.036 1.707 -8.100 30.5 pMe?
Mycobacterium -2.441 -33.675 1.189 -8.708 10 pM30.68
tuberculosis
Candida glabrata -3.775 -32.676 2.410 -8.780 -
Candida albicans -11.898 -38.482 1.125 -9.112 56 nM67

Nota: Energia Total - Corresponde a energia de interacado intermolecular ligante-receptor + intramolecular
do ligante; Energia Intermolecular - Corresponde a energia intermolecular ligante-receptor, e o valor do
RMSD mostrado é relativo a conformacao cristalografica do fluconazol. Kd é a constante de dissociagéo
do ligante obtida experimentalmente.
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3.1.5 - Discusséo geral

As diferencas de afinidade do fluconazol em ortélogos de CYP51
presentes em Mycobacterium tuberculosis, Candida albicans, Candida glabrata
e Homo sapiens séo correlacionadas com as energias de interagdo do ligante
com o ambiente. Estas diferencas podem ser associadas com a maior
flexibilidade dos loops na regidao das hélices B’ e C em CYP51-Mt e nas
imediagbes das hélices F, G e H em CYP51-Hs, CYP51-Ca e -Cg. No entanto,
estas diferengas estruturais de flexibilidade nao resultaram em auséncia de
interagdes proteina-ligante, mas em uma competigdo das interagdes do ligante
com a proteina, o grupo heme e as moléculas de agua.

O fluconazol parece interagir mais fortemente com os atomos de proteina
na enzima micobacteriana, simplesmente porque ela contém um residuo
carregado adicional no seu sitio de ligagcéo (Arg96). No entanto, estas interagdes
polares adicionais ndo se correlacionaram com uma efetiva estabilizagdo do
ligante, porque estas substituem as interagdes ligante-HEME e ligante-agua das
enzimas fungicas. O ortélogo humano apresenta também interagbes ligante-
ambiente menos favoraveis, consistentemente com as afinidades observadas.
No entanto, neste caso, a desestabilizagdo da ligagdo do fluconazol esta
associada a entrada de agua no bolso de ligagao, resultante de sua maior
flexibilidade. Essas moléculas de agua competem, como no CYP51-Mt, com
interacdes ligante-HEME.

As maiores flexibilidades conformacionais do loop BC em CYP51-Mt e
CYP51-Hs resultam em um consideravel desvio da conformagao cristalografica
do fluconazol no sitio de ligacdo destas enzimas. Além disso, esse loop é
responsavel pela existéncia de uma cavidade de escape adicional em CYP51-
Mt.

Entre as enzimas fungicas, a diferenga de interagdo mais proeminente é
a dos residuos Tyr132/Tyr141 (Figuras 12B e 12C). A interagédo polar deste
residuo na CYP51-Ca é mais estavel que na CYP51-Cg, pelo menos dentro da
precisdo das simulagdes realizadas. Essa diferenca pode ser explorada para o
desenvolvimento de inibidores de maior especificidade, pois a variante CYP51-
Cg parece ser capaz de acomodar radicais ligeiramente maiores na posi¢ao do

anel triazolico. Nesta mesma posicao, o residuo correspondente em CYP51-Mt
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é uma Fenilalanina que ndo entra em contato com o ligante, reforcando assim
que esta posicao é um local potencial para explorar a variabilidade estrutural do

ligante.

3.2 - Base molecular da resisténcia ao inibidor fluconazol em mutantes de
Esterol 14a-desmetilase-CYP51 de Candida albicans.

Mutagdes no gene ERG11, que codifica a enzima CYP51 de Candida
albicans, alteram a capacidade do fluconazol de inibir a atividade desta enzima
resultando em um aumento de resisténcia’®76.125126_ Neste estudo avaliou-se
teoricamente a influéncia de quatro substituicbes de aminoacidos: Y132F,
Y132H, K143R e S405F, em diferentes locais do bolso de ligagdo, conforme
ilustra a Figura 15. Na Tabela 8 sao reportados alguns trabalhos experimentais
nos quais as presentes mutagdes foram evidenciadas em isolados de Candida

albicans resistentes ao fluconazol.

=T FHAHBHEBN 0 E)E 6 )1 MK —=(1 )—mm

23 76 107 137 154 17 199 223 245 275 293 332 348 374 188 472

T- Dominlo I l I
Transmembranar

S405F
Y132F

Figura 15 — Sequéncia do gene Erg11 que codifica a enzima Esterol 14a-desmetilase
de C.albicans. As mutagcdes em cepas resistentes ao fluconazol encontradas
experimentalmente estao indicadas por setas. A estrutura secundaria esta indicada por
a-hélices nomeadas por letras de A até L. Também é visualizado o quinto ligante do
heme, o residuo de cisteina C470 e a a-hélice transmembranar T.
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Tabela 8 - Mutagdes encontradas em isolados de espécies de Candida albicans
associadas a resisténcia e aumento da concentracdo minima inibitéria (MIC) do
quimioterapico fluconazol.

Mutagao Referéncia Nota
Erg11 Bibliografica
Y132F 12,67,77,128,138 Associada com resisténcia.

Aumenta significativamente o MIC do fluconazol.

Associado com resisténcia.
Y132H 60,67,76,126,129,130,136,137,138  Responsavel por um aumento de 4 vezes no MIC do
fluconazol. Efeito cumulativo com S405F.

Associado com resisténcia.
K143R 60,127,131-134,138 Responsavel por um aumento de 64 vezes no MIC de
fluconazol.

Associado com resisténcia.
S405F 60,127,130,132,135 Responséavel por um aumento de 4 vezes no MIC do
fluconazol. Efeito cumulativo com Y132H.

Nota: A sensibilidade de Candida albicans ao quimioterapico fluconazol é representada pela concentragao
inibitéria minima (MIC), que corresponde a menor concentracdo do fluconazol capaz de inibir o seu
desenvolvimento e crescimento visivel.

3.2.1 - Analise comparativa dos aspectos estruturais e dindmicos da inibicdo da
atividade catalitica em mutantes de CYP51 de Candida albicans.

Com o intuito de verificar as implicacdes que as alteragdes de residuos de
aminoacidos tém sobre a mobilidade da estrutura global da enzima P450 14-a-
desmetilase-CYP51 de Candida albicans, algumas propriedades estruturais
foram calculadas. Os diferentes complexos simulados foram monitorados quanto
a seus desvios médios quadraticos das posi¢coes atdmicas (RMSD) e média das
flutuagbes quadraticas (RMSF) em fungdo do tempo de simulagdo conforme
equacao 14. Tais parametros nos fornecem informacdes sobre a estabilidade
estrutural e sobre as mudangas conformacionais que podem vir ocorrer ao longo

de uma trajetoria de MD.

Iiv=1[(ri’(ti) - ri(tref)]z _ 1 ?:1[(ri,(ti) - ri(tref)]z
RMSF = Nz

RMSD(¢t) =
®) N T

i
Onde N € o numero de atomos considerados na selegao; t,.; € 0 tempo
de referéncia (geralmente o primeiro frame é usado como referéncia (t = 0); ¢t;
corresponde ao frame que estd sendo analisado, r/(t;) € a posi¢gdo do atomo

selecionado no instante t;, apds superposicdo com a estrutura de referéncia,
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onde o frame r; € registrado no tempo ¢,.¢. O procedimento € repetido para cada
frame na trajetoria de simulagdo. No calculo do RMSF, T é o tempo total de
simulacéo e a estrutura de referéncia é a estrutura média da proteina retirada da
simulacao.

Também foram avaliados os parametros estruturais como o raio de giro
(Rg) e o numero de contatos nativos, como indicativos de como a estrutura da
proteina varia no tempo em relagao a estrutura cristalografica. O raio de giro é
definido como uma média ponderada da distribuicdo das massas atébmicas em
relagao ao centro de massa da proteina, mede a “compactacao”, nos fornecendo
uma estimativa da variagcdo do tamanho da proteina durante as simulacdes de

MD, conforme equacao 15.

Ry (t) = \/Z?':j[(ri(tj)—rcm]z (15)

N

Onde N ¢ o nimero de residuos considerados, (7;(¢;) s&o as coordenadas

do residuo i representados neste caso, pelos carbonos a da enzima no tempo j
e rcy € 0 centro de massa da enzima.

Por sua vez, o numero de contatos nativos nos da uma estimativa do
numero e grau de preservagao das interagdes entre residuos que existem na
estrutura cristalografica da proteina. Os contatos de uma enzima s&o obtidos a
partir de um critério de contagem. Um par de residuos € dito em contato se a
distancia entre os seus carbonos-a for menor que 7A e se estiverem a uma
distancia maior que trés residuos na sua sequéncia primaria. No calculo de
contatos nativos verifica-se se a contagem obtida da estrutura de referéncia, no
caso a estrutura cristalografica € mantida em cada passo da simulagao,
conforme mostram a Figura 16A e Tabela A5, em Anexo.

A superficie acessivel ao solvente (SASA) também foi monitorada com o
intuito de estimar a hidratagdo desta enzima na sua forma nativa e das estruturas
mutadas. O calculo da area de superficie acessivel ao solvente de uma enzima
foi obtido considerando os seus atomos como esferas rigidas com raios de Van
der Waals, e verificando onde € possivel “encaixar” uma molécula de solvente,
neste caso, agua com um raio de 0,14nm de formato esférico pela sua superficie,

conforme mostram a Figura 16B e a Tabela A5, em anexo.
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Figura 16 - Analise comparativa das propriedades estruturais RMSD, Raio de giro,
Contatos nativos em (A) e area de superficie acessivel ao solvente (B) entre a estrutura
nativa e mutantes de CYP51 de Candida albicans.

A avaliagao destas propriedades estruturais nos mutantes de CYP51 de
Candida albicans revelaram pequenas variagdbes em relagdo a estrutura
cristalografica. De forma geral, o céalculo dessas propriedades nos indicaram a
conservagao global de sua estrutura molecular e a estabilidade dos complexos
simulados. Além disso, constatou-se que as alteracbes de aminoacidos
desempenharam um papel na hidratacdo de CYP51-Ca evidenciada pela ligeira
reducao da superficie acessivel ao solvente nos mutantes S405F e Y132H e pela
sutil diminuigdo na compactagédo desta enzima no mutante S405F. Isto sugere
que estes efeitos possam contribuir para o entendimento da mais baixa afinidade
ao quimioterapico fluconazol em mutantes de CYP51-Ca.

No ambito das simulagdes de MD realizadas neste estudo constatou-se a
partir da avaliacdo do RMSF que a estrutura nativa de CYP51-Ca apresenta uma
alta mobilidade estrutural nas regides dos loops FG, GH e nas regides proximas
a hélice K e B5-hairpin. No entanto a sua maior variabilidade conformacional em
relacdo as estruturas mutantes reside nas regides C-terminal da hélice K (425-
435) e B5-hairpin (435-440), tal como mostrado no primeiro painel, em azul, da
Figura 17A. Verificou-se especificamente que essas regides se apresentaram
mais rigidas principalmente nos mutantes Y132H (linha ciano) e S405F (linha

magenta) fato evidenciado pela ligeira redugéo dos valores de RMSF.
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A substituicdo de uma Y na posig¢ao 132 por uma F (Y132F) e por uma H
(Y132H) induziram uma maior diversidade conformacional nas regides dos loops
FG e GH. De modo similar, a substituicdo de uma Lys na posi¢cdo 143 por uma
Arg (K143R) induziu uma mobilidade notavel nas regides do loops FG e GH em
relagdo as estruturas nativa e mutante S405F. Verificou-se também em K143R
uma perceptivel mobilidade na regido do 5-hairpin entre os residuos (440-450),
hélice J (340-345) e na regido do bolso de ligagao do grupo heme, denominado
de heme-bulge, conforme mostrado na linha em amarelo da Figura 17A. Y132F,
Y132H também apresentaram uma consideravel variabilidade conformacional na
regiao do heme-bulge, embora em menor intensidade.

Os residuos 132 (nB’) e 143 (hélice C) compdem a cavidade do bolso de
ligacdo do fluconazol em CYP51-Ca e promovem suporte adicional ao centro
catalitico de CYP51, o grupo Heme. Além disso, diversidades conformacionais
nas regides das hélices B’, C e loops FG (canal de acesso ao substrato de
CYP51-Ca) e GH sao vistas por influenciar a abertura ou fechamento do canal
de acesso ao substrato/inibidor no sitio catalitico de CYP51-Ca, portanto, a priori
quaisquer alteragdes nessas posicoes podem influenciar a dindmica da enzima
e afetar sua afinidade ao fluconazol.

Em contrapartida, o residuo 405 (81-3) se localiza fora do bolso de ligag&o
do fluconazol em CYP51-Ca. A substituicdo de uma Ser na posi¢céo 405 por uma
Phe, portanto, pode ou n&o afetar diretamente a afinidade do fluconazol ao sitio
de ligacdo de CYP51-Ca. Conforme observado no ultimo painel da Figura 17A,
em magenta, verificou-se que S405F promoveu uma significativa redugao na
mobilidade da estrutural global de CYP51-Ca em contradicdo com as demais
estruturas avaliadas.

De modo geral, verificou-se que as mutagbes avaliadas alteraram
distintamente a flexibilidade estrutural de CYP51-Ca. Pequenas variagdes nas
regides da cavidade do bolso de ligagédo do fluconazol (hélices B’, C; loops FG,
GH; heme-bulge) e até mesmo em regides proximais a superficie de CYP51-Ca
(B5-hairpin) foram verificadas. Fato também comprovado pelos distintos valores
de RMSD e respectivas conformacgdes |, Il e lll amostradas pelo fluconazol nas

simulagbes de MD, conforme mostrado na Figura 17C.
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Figura 17 - Analise comparativa das propriedades dindmicas: flutuagdes da média da
raiz quadrada - RMSF entre a estrutura nativa e mutantes de CYP51-Ca em relagao aos
residuos (210 a 480) em (A); Diversidade conformacional do ligante Fluconazol
amostrados em simulagdes de MD ao longo de 200 ns da enzima CYP51 nativa e
mutantes (Y132F, Y132H, K143R e S405F) de Candida albicans € mostrada em (B);
Flutuacdes estruturais das estruturas de nativa e mutantes (Y132F, Y132H, K143R e
S405F) de Candida albicans é mostrada em (C). Regides de menor flexibilidade sao
mostradas em azul, e regides de maior flexibilidade sdo mostradas em vermelho.

A conformacéo | corresponde a cristalografica e foi amostrada em todas

as simulacdes avaliadas aqui. Enquanto na estrutura nativa e K143R de CYP51-
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Ca a conformacao | foi a mais frequentemente amostrada, nos mutantes Y132H
e S405F a conformacao Il foi preponderante. A conformacéo Il difere em cerca
de 1.5A da cristalogréfica e é caracterizada pelas rotacdes combinadas dos anéis
triazdlico e difluorofenil. Neste conférmero, especificamente, foi verificada uma
leve inclinagdo da molécula na regidao do sitio de ligagéo. A conformacéo |l difere
em ~1.0A da estrutura cristalografica do fluconazol e resulta da rotagdo de um
dos anéis triazolico. A conformacéo |l foi comumente amostrada nas estruturas
avaliadas a excegao da estrutura S405F. Em Y132F as trés conformacdes do

fluconazol I, Il e lll foram exclusivamente amostradas.

3.2.2 - Aspectos gerais da inibi¢do da atividade catalitica em mutantes de CYP51
de Candida albicans

A caracterizagao estrutural da cavidade do sitio de ligagdo de CYP51-Ca
em relacdo a familia CYP51 do citocromo P450, de modo geral, revelou que
CYP51 apresenta residuos de tirosina nas posigoes 132 (nB’) e 118 (hélice B),
Leu121 na (hélice B’) (assinatura aB’) e Lis143 na hélice C conservados em
CYP51 fangicos. Os residuos de Tyr132 e Tyr118 e Lis143 proporcionam um
suporte adicional ao grupo heme no sitio de ligacao destas enzimas, uma vez
que os mesmos estabelecem ligagdes de hidrogénio com os grupos propionatos
A e D do heme. O residuo de tirosina na posicdo 132 e de lisina na posi¢cao 143
de Candida albicans, em regido proximal do grupo heme tém sido descritos na
literatura por causar variados graus de atividade e perda seletiva de atividade
em CYP51-Ca'19128.136,137  Acredita-se, a priori, que possiveis alteragbes no
modo de ligagdo com o grupo heme, comprometa ou inviabilize a transferéncia
de elétrons com o seu parceiro redox citocromo P450 redutase NADPH-CYP-
P450, podendo resultar em perda/reducao da atividade enzimatica de CYP51.

O sitio de ligagdo do substrato, lanosterol, em CYP51-Ca € composto
pelos seguintes residuos conservados. H310 e Gly308 na Hélice | (assinatura
al), Leu376 (loop entre a Hélice K/B1-4), Met508 (B4-hairpin) e Cys470 (heme-
bulge), os quais estdo envolvidos no mecanismo de agao enzimatico de CYP51.
Sendo, portanto, determinantes na bioatividade de CYP51-Ca.

Com o intuito de explorar os estados de ligagdo em relagdo ao

quimioterapico fluconazol e ao grupo heme realizou-se o calculo da fragdo de
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tempo de simulagdo em que cada residuo do sitio ativo de CYP51 permanece
em contato com os anéis triazélico e difluorofenil do fluconazol. Também foi
quantificada a fracdo de tempo de simulacdo em que os residuos de tirosina nas
posicoes 118 e 132 permanecem em contato com o grupo heme. Os residuos
foram considerados em contato se a distancia minima entre qualquer um de seus
atomos fosse menor ou igual a 4A. Verificou-se que nove residuos (Y118, L121,
Y132, L139, F228, 1304, M306, G308 e M508) estavam em contato com o
fluconazol. A porcentagem de tempo dessas interagbes e que ocorreram em
mais de 10% nas simulagdes em Y132F e Y132H é mostrada na Figura 18, em
K143R na Figura 19 e S405F na Figura 20.

3.2.2.1 - Mutantes Y132F e Y132H

A alteragdo no residuo de tirosina 132 (Y132F/H) impossibilitou a
existéncia de uma ligacdo de hidrogénio estavel com o grupo propionato do
heme e, em vez disso, as cadeias laterais de fenilalanina e histidina interagiram
com o ligante e o heme através de interacbes moleculares relativamente mais
fracas. As diferengas mais notaveis nos modos de interagdo do fluconazol entre
a estrutura nativa e mutantes (Y132F e Y132H) passiveis de ter influéncia na sua
afinidade com a enzima CYP51 foram encontradas nos residuos de Leu121
(hélice B’) e Leu139 na hélice C, Phe228 localizada na hélice F, 11e304, Met306
e Gly308 localizados na hélice | e Met508 na (34-hairpin conforme mostrado no
grafico da Figura 18A. De acordo com as simulagbes de MD o fluconazol
apresentou trés conformacdes distintas no sitio de ligagcédo da estrutura de Y132F
(linha vermelha na Figura 17C). De modo geral, o fluconazol apresentou
interagbes hidrofdbicas mais persistentes com os residuos Leu139, Met306
devido as suas conformacgdes Il e Ill e ocasionalmente interagdes z- = stacking
com o residuo Phe228. Uma sutil perda de interagdo com o residuo Gly308
também foi verificada na regido da hélice |.

Na estrutura Y132H observou-se que o fluconazol adotou as
conformacgdes | e lll (linha ciano na Figura 17C) e apresentou uma menor
superficie acessivel ao solvente (Figura 16B). Prevaleceram interagoes
hidrofébicas com os residuos do sitio de ligagéo. Interagdes hidrofébicas entre

os residuos Met306, Phe228, Met508 e o anel triazdlico do ligante devido a
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prevaléncia com a conformacéo Il do fluconazol foram verificadas. Do ponto de
vista de interagbes dos residuos Tyr118 e Tyr132 com o grupo heme verificou-
se que Y132H apresentou uma sutil perda de interag¢des polares, principalmente

com o grupo propionato A do heme (segundo painel da Figura 18A e 18D).
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Figura 18 — Caracterizagao dindmica das principais interagdes do quimioterapico
fluconazol estabelecidas com os residuos do sitio ativo de CYP51-Ca (nativa e
mutantes: Y132/F/H a uma distancia minima de 4A e que ocorreram em mais de 10%
do tempo de simulagao de MD. A avaliagdo da estabilidade das intera¢des dos residuos
de tirosina em CYP51-Ca em relagdo ao grupo heme também foram avaliadas em (A);
A representacao das principais interagées do fluconazol com os residuos que compdem
o sitio de ligacdo de CYP51-nativa (Y132) € mostrada em (B), Y132F em (C) e Y132H
em D.

3.2.2.2 - Mutantes K143R e S405F

Em K143R, foram predominantemente amostradas as conformagdes | e
I do fluconazol (linha amarela na Figura 17C). Verificaram-se interagdes

hidrofébicas mais persistentes com os residuos Leu139 (hélice C) e Met306
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(hélice 1) e redugéo de interagbes hidrofdbicas com os residuos conservados
Leu121 e Tyr118 na hélice B’ do tipo x-aquil e z- zstacking-com o anel triazdlico

do fluconazol, conforme mostrado na Figura 19.
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Figura 19 - Caracterizagdo dinamica das principais interagbes do quimioterapico
fluconazol estabelecidas com os residuos do sitio ativo de CYP51-Ca (nativa e mutante
K143R a uma distancia minima de 4A e que ocorreram em mais de 10% do tempo de
simulacao de MD. A avaliacao da estabilidade das interagbes dos residuos de tirosina
em CYP51-Ca em relagéo ao grupo heme também foram avaliadas. A representagéao
das principais interagdes do fluconazol com os residuos que compdem o sitio de ligagao
de CYP51-nativa (a Esquerda) e mutante K143R (a direita) também podem ser
visualizadas.

Notoriamente, o mutante S405F apresentou mobilidade reduzida quando
comparada a da estrutura nativa e aos demais mutantes, conforme mostrado na
Figura 17A. Observou-se que S405F apresentou uma certa rigidez estrutural, de

modo que o modo de interagdo dos residuos do sitio de ligagdo desta enzima



88

com a conformagéo Ill do fluconazol (linha magenta na Figura 17C) foram
predominantemente amostradas. Acredita-se que a promog¢ao da estabilizacao
da estrutura de CYP51-Ca em S405F se deve a interacbes hidrofdbicas
adicionais do grupo triazdlico do fluconazol com os residuos do sitio ativo
Phe228 (hélice F) e proximidade do loop FG, Met306 (hélice I) e Leu139 (hélice

C) com o grupo difluorofenil, conforme Figura 20).
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Figura 20 — Caracterizacdo das principais interagdes do quimioterapico fluconazol
estabelecidas com os residuos do sitio ativo de CYP51-Ca (nativa e mutante S405F) a
uma distancia minima de 4A e que ocorreram em mais de 10% do tempo de simulag&o
de MD. A avaliagao da estabilidade das interagdes dos residuos de tirosina em CYP51-
Ca em relagéo ao grupo heme também foram avaliadas. A representacao das principais
interagdes do fluconazol com os residuos que compdem o sitio de ligagédo de CYP51-
nativa (a Esquerda) e mutante S405F (a direita) também podem ser visualizadas.

|S405F-Mutante |

Observou-se em S405 a perda de uma ligagao de hidrogénio estavel entre

S405 ($1-3) e o residuo H377 localizado na ($1-4) enfraquecendo as interagdes



89

entre a $1-3 e $1-4 na estrutura de CYP51-Ca. Sugere-se também que a rigidez
estrutural apresentada em S405F esta associada a sua maior compactacgao e a
sua menor superficie acessivel ao solvente, observada em nossas analises
estruturais (Figuras 16A e 16B respectivamente). A redugao da cavidade do sitio
de ligacao desta enzima culminou com baixa mobilidade dos residuos do sitio de
ligagdo de CYP51-Ca. Consequentemente, limitou o acesso dos residuos do sitio
catalitico de CYP51-Ca a estados conformacionais de maior afinidade ao
fluconazol em S405F. E também, limitou 0 acesso de moléculas de agua até a

regido do sitio de ligacao.

3.2.3 - Caracterizagdo energética das interagbes entre mutantes de CYP51-Ca

e o ligante fluconazol

Nesta secao a caracterizagdo e a quantificagdo energética das interagdes
entre o ligante fluconazol com o meio ambiente em mutantes da enzima CYP51
em Candida albicans serao apresentadas. Os perfis das energias de interagao
do fluconazol com o ambiente obtidos das simulacbées de MD neste estudo
indicam que ha essencialmente trés padrées de interacdo do ligante com a
enzima CYP51 de Candida albicans. O primeiro € observado na estrutura nativa
e no mutante Y132F. Nestes, o fluconazol interage com energias médias de - 75
kcal/mol e -73 kcal/mol, respectivamente. O segundo € caracteristico do mutante
K143R, com uma energia média de -66kcal/mol. Ja o terceiro é caracteristico
dos mutantes Y132H e S405F e tem energias médias em torno de -55kcal/mol,
conforme mostram a Figura 21 e a Tabela A6, em Anexo. Observou-se que as
presentes mutacdoes afetaram distintamente a afinidade de CYP51-Ca ao
fluconazol, de modo que foi evidenciado um efeito compensatério entre
interagbes com os residuos proteicos, moléculas de agua e principalmente com

0 grupo Heme.
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Figura 21 - Energias de interacdo entre o fluconazol e os componentes dos sistemas
em CYP51-Ca nativa e os quatro mutantes. A) Interacdes ligante-ambiente total. B)
interacdes ligante-proteina. C) interacdes ligante-HEME. D) interagdes ligante-agua.

Verificou-se que as energias de interagdo proteina-fluconazol sdo mais
favoraveis em S405F por cerca de -29 kcal/mol (Figura 21B). Isto € consequéncia
da maior estabilidade de sua estrutura global conforme observado nas Figuras
16A e 17A. Em Y132F, Y132H e K143R, as energias de interagdo proteina-
fluconazol sdo mais fracas que na estrutura nativa, conforme esperado. Por
diferentes razdes estruturais, a ligagdo do fluconazol aos mutantes de CYP51-
Ca é mais variavel do que observado em sua estrutura nativa. Em todas as
estruturas avaliadas observou-se que o fluconazol perde interagdes com o grupo
Heme, como mostrado na Figura 21C. Dois modos de ligagédo foram observados
em Y132F um modo de baixa energia com pico em aproximadamente -29
kcal/mol, o qual se assemelha ao modo de interagao frequentemente amostrado
pela estrutura nativa (~33 kcal/mol) e um modo de alta energia com pico em
aproximadamente -20 kcal/mol. Em K143R verificou-se um unico modo de

ligagdo com energia de -21 kcal/mol, semelhante ao modo de alta energia
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observado em Y132F. Em S405F e Y132H também foi observado um unico
modo de ligagao de alta energia porém, de ~ -8 kcal/mol

Em contrapartida, as energias de interagao ligante-agua s&o mais fracas
na estrutura nativa de CYP51-Ca por cerca de -16 kcal/mol, conforme Figura
21D. Verificou-se que os complexos Y132F, Y132H e K143R apresentaram uma
maior flexibilidade na regido do canal de acesso ao sitio de ligagao (loop FG e
hélices B’, C e F) em relagado a estrutura nativa. A maior flexibilidade destas
regides foram vistas por influenciar a abertura deste canal e permitir a entrada
de moléculas de agua as quais interagem efetivamente com o fluconazol no
bolso de ligagdo. Em S405F, no entanto, foram observados dois modos de
interacdo. O modo de interagao de alta energia foi preferencialmente amostrado
e imita 0 modo mais rigido do sitio de ligagao da estrutura nativa. Ja4 o modo de
mais baixa energia compensa apenas parcialmente a perda de interagdes
ligante-heme.

Os diferentes padrdes de interacdo entre o fluconazol e residuos chave
no sitio catalitico das estruturas mutantes de CYP51-Ca sugerem que as
conformacgdes 1 e 2 preferencialmente amostradas nos complexos da estrutura
nativa, Y132F e K143R do fluconazol correspondem aos estados associados a
maior afinidade ao fluconazol na estrutura de CYP51-Ca. A conformacéo 3
preferencialmente amostrada nos complexos Y132H e S405F corresponde aos
estados de mais baixa afinidade ao fluconazol. As presentes observacdes nos
levaram a deduzir que a forga inibitoria do quimioterapico fluconazol no sitio ativo
da enzima nativa de CYP51-Ca é mais efetiva que nos mutantes, estando de
acordo com as observacdes experimentais da Tabela 8.

Com o intuito de compreender as diferencas dos modos de ligagao do
fluconazol com o sitio de ligagao de cada mutante de CYP51-Ca e estimar a sua
energia de interagdo associativa com cada um destes sistemas, simulagdes de
docking molecular também foram aplicadas. Os escores de docking indicam que
o fluconazol deve se ligar menos favoravelmente aos mutantes de CYP51-Ca na
seguinte ordem: CYP51-Ca nativa apresentou um (score= -9,112 kcal/mol)
seguido de Y132F (score= -8,408563 kcal/mol); K143R (score= -8,530 kcal/mol);
Y132H (score= -8,489 kcal/mol) e finalmente S405F (score= -8,408 kcal/mol),

conforme Tabela 9.
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Tabela 9 - Resultados do docking molecular do quimioterapico fluconazol em mutantes
da enzima CYP51 de Candida albicans.

Energia Energia Score
CYP51-Ca Total Intermolecular RMSD (A) (kcal/mol)
(kcal/mol) (kcal/mol)

Nativa (wild type) -11,898 -38,482 1,125 -9,112
Y132F -13,515 -41,380 1,703 -8,563
Y132H -11,295 -38,670 1,708 -8,489
K143R -14,163 -41,331 1,679 -8,530
S405F -12,179 -38,590 1,105 -8,408

Nota: Energia Total - Corresponde a energia de interacdo intermolecular ligante-receptor +
intramolecular do ligante; Energia Intermolecular - Corresponde a energia intermolecular ligante-
receptor, e o valor do RMSD.

As poses mais importantes do docking e suas respectivas pontuagdes
obtidas neste estudo foram consistentes com as energias de interagdao (nao
ligadas) do fluconazol com o ambiente obtidas das simulagbes de MD. A
conformacdo de ajuste mais favoravel encontrada para a estrutura nativa de
CYP51-Ca apresentou um RMSD de 1,125A em relacdo a conformacéo
cristalografica, consistentemente com a estabilidade dessa pose observada nas
simulagbes. Em S405F, observou-se também uma pose de encaixe
correspondente & conformagao cristalografica, com RMSD de apenas 1,105A.
Todavia este modo de ligagdo, embora presente nas simulagdes, nao foi
frequentemente amostrado (Figura 17C). Ja nos mutantes Y132F, Y132H e
K143R as conformagdes de encaixe 6timas do fluconazol diferiram em cerca de
~ 1.7A da conformacéo cristalograficas que é consistente com os modos de
ligacdo amostrados nas respectivas simulagdes de MD. Entretanto, essas poses
nao correspondem ao modo de ligagdo do fluconazol mais frequentemente
amostrado nas simulagdes (Figura 17C). Os resultados obtidos neste estudo,de
toda forma, estdo em concordancia com os achados experimentais da mais baixa
susceptibilidade a inibicAio em mutantes de CYP51-Ca ao fluconazol

encontrados na literatura.
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3.2.4 - Discusséo geral

As mutacgdes alteram a flexibilidade de CYP51 permitindo que o ligante
adote diferentes conformagdes no bolso de ligacao da enzima CYP51-Ca. Essas
alteracdes estruturais sao importantes para a compreensao da mais baixa
afinidade ao fluconazol no sitio ativo das enzimas mutantes de CYP51-Ca em
relacdo a estrutura nativa. Os diferentes padrdes de interagcdo entre o ligante
fluconazol e os residuos do sitio catalitico nas estruturas mutantes de CYP51-
Ca sugerem que as conformacgdes 1 e 2 do fluconazol amostraram os estados
associados a maior afinidade, enquanto a conformagdo 3 exclusivamente
amostrada nas simulag¢des das estruturas mutantes (Y132F, Y132H e S405F),
compde um modo de ligagao de mais baixa afinidade. As presentes observagoes
nos levaram a deduzir que a ‘forga inibitéria’ do quimioterapico fluconazol no sitio
ativo da enzima CYP51-Ca é consistente com a seguinte ordem:
Nativa>Y132F>K143R>S405F>Y132H.

Verificou-se que a alteracdo de residuos com propriedades quimicas
semelhantes, como os residuos aromaticos tirosina por fenilalanina, nao
comprometem totalmente a capacidade do fluconazol em inativar a atividade
enzimatica de CYP51. As mutac¢des Y132/F/H afetam desfavoravelmente a
afinidade de ligacao do fluconazol a residuos chaves presentes na regido do sitio
catalitico destas enzimas. Além disto compromete a estabilidade do grupo heme
principalmente no mutante Y132H. A alteracao de polaridade local através da
troca do residuo polar tirosina, imerso em uma regido hidrofébica, por outro com
polaridade diferente como a fenilalanina (Y132F), promoveu uma sutil
instabilidade conformacional local alterando a conformacdo da enzima em
relacdo a sua estrutura nativa. Trés distintos modos de interacdo com o
fluconazol foram observados e foram resultantes do estabelecimento de
interagdes mais fracas associadas a ligagao exclusiva com a proteina e também
pela perda de interag&do polar com o grupo Heme.

Verificou-se que a alteragdo em K143R adiciona um grupo maior a regiao
do centro ativo com carga e hidrofilicidade semelhantes, porém com capacidade
para formar um maior numero de ligagdes de hidrogénio com residuos
circundantes e moléculas de agua no sitio de ligag&o. A cadeia lateral da arginina

€ mais volumosa o que possivelmente gerou conflito estereoquimico e
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instabilidade conformacional da estrutura proteica, evidenciada pelas maiores
flutuagdes estruturais nas regides da hélice J (340-345) B5-hairpin (440-450) e
heme-bulge (460-470) em relagédo a estrutura nativa, causando diminuicéo da
afinidade do ligante na regiao do sitio de ligagcao de CYP51-Ca.

Em S405F, localizado fora da regiao do bolso de ligagao(na regiao (81-
3)) verificou-se que a troca de um residuo polar pequeno como a serina por um
residuo apolar e com cadeia lateral volumosa como a fenilalanina impediu a
formacgao de uma ligagdo de hidrogénio estavel com o residuo H377 localizado
na (f1-4), enfraquecendo as interagbes entre a f1-3 e 1-4 na estrutura de
CYP51-Ca. Verificou-se em S405F uma consideravel perda de mobilidade
estrutural global em relagdo as demais estruturas, modificando principalmente o
ambiente do grupo heme de CYP51-Ca. No entanto, verificou-se que as
interagdes hidrofobicas entre proteina-fluconazol foram mais favoraveis em
S405F, aparentemente devido a menor mobilidade na regido do bolso de ligagéo
do ligante. Em contrapartida, verificou-se a predominancia de intera¢gdes mais
fracas com o grupo Heme e com moléculas de agua em relagdo aos demais
mutantes. A baixa mobilidade da cavidade do sitio de ligac&o e de sua estrutura
global e a diminuigdo da sua superficie acessivel ao solvente restringiu 0 acesso
a entrada de moléculas de agua até o sitio de ligagdo de CYP51-Ca, impedindo
que o fluconazol amostrasse conformacgdes energeticamente mais favoraveis a

inibicao.
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CAPITULO 4

CONSIDERAGOES FINAIS

Simulagdes de dinamica molecular foram usadas para explorar os modos
de ligacao do fluconazol nas enzimas CYP51 humana, micobacteriana e fungica.
As enzimas humanas e micobacterianas sao mais flexiveis que as variantes
fungicas. O CYP51-Mt exibe flutuagdes estruturais importantes no loop BC, que
permitem o acesso e/ou egresso de ligantes por vias que nao estdo presentes
nos outros ortélogos. Isso resulta em um ligante com maior flexibilidade. No
entanto, um residuo polar no sitio de ligagao do ortélogo micobacteriano leva a
interagbes proteina-ligante mais fortes, em aparente contradicdo com as
afinidades experimentais. No entanto, esta substituicdo € compensada por
interagcdes do ligante com o grupo HEME e com moléculas de agua, de tal modo
que as energéticas globais de ligacado favorecem as enzimas fungicas na ordem
esperada das experiéncias. Um fendbmeno semelhante é observado para o
ortélogo humano: flexibilidades aumentadas do loop BC e da hélice-l conduzem
a um modo de ligagao do ligante dinamico, no qual interagdes ligante-HEME sao
perdidas. Algumas dessas interagdes s&o substituidas por interagbes com
moléculas de agua, que acessam o bolso de ligagdo da enzima humana. Estes
resultados sugerem que ligantes com grupos hidrofébicos maiores seréo
estabilizados no bolso de ligagdao das enzimas humanas e micobacterianas,
enquanto ligantes menores projetados para formar ligagdes polares especificas
com o grupo carboxilato do grupo HEME devem ser projetados para aumentar a
especificidade para enzimas fungicas.

Ja as simulagdbes de MD dos mutantes da enzima CYP51-Ca
complexadas ao fluconazol possibilitaram uma precisa investigacdo das
propriedades dindmicas destes sistemas. Nossas observagdes sugerem que as
presentes mutacdes alteraram distintamente a flexibilidade estrutural de CYP51-
Ca e parecem afetar a ligagao do fluconazol de diferentes formas. Constatou-se
uma sutil modificacdo do padrdo de interagao dos residuos do sitio de ligagcéo
das variantes da enzima CYP51-Ca com o ligante fluconazol e com o grupo
heme, que resultaram em perda de afinidade do ligante pela enzima e
estabilidade do grupo heme. A caracterizagao estrutural, dindmica e energética

obtidas das simulacées de MD dos mutantes em relacédo a estrutura nativa nos
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sugere que as conformagdes | e Il do fluconazol observadas preferencialmente
na estrutura nativa e no mutante K143R estdo associadas a maior afinidade. A
conformacéao Il do fluconazol ndo foi amostrada na estrutura nativa, entretanto,
em Y132F, Y132H e S405 observou-se a predominancia de interagdes dos
residuos do sitio de ligagdo da enzima com esta conformacao. Simulagdes de
MD apresentaram boa concordancia com as pontuagdes de docking e com os

achados experimentais encontrados na literatura.

PERSPECTIVAS

Para investigagdes futuras, sugere-se a aplicagao de novas abordagens
metodoldgicas com maior grau de acuracia para predizer a afinidade de ligagao
do fluconazol aos diferentes ortélogos de CYP51. A aplicagdo da metodologia
contida nesta tese, aplicada ao estudo do quimioterapico fluconazol, possibilita
novas perspectivas de estudo com outros quimioterapicos, sejam eles da classe
azélica ou ndo. Finalmente abordagens ab initio e simulagbes de QU\MM podem
ser aplicadas aos quatro mutantes de CYP51-Ca para verificar como as
alteragdes nas forgas das ligagdes de hidrogénio (Y132H e K143R) ou perda de
ligagbes de hidrogénio (Y132F) com o heme podem alterar o potencial redox do
atomo de ferro do heme ou afetar a capacidade do ferro em coordenar o

nitrogénio basico do anel triazélico do fluconazol.
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ANEXO

Tabela A1 - Constantes da forga de ligagao e de tor¢gao de dngulos parametrizados para

a estrutura do fluconazol.

Ligagao

CG301-CG2R61

e

Angulo

0G311- CG301- CG321

7\ >

kp bo (A)
Hg
N3
257.147  1.490 rs--—-
Hz
Ha Ny />
k 6 =
0 0
5] O , H® H,
97.379 106346 , N&t/l%N
< H‘O 6
N5 o
HQ
Hu
90.123  110.179 !
87572 120.737
165.157  122.458
156.200 112037
100.862  127.833
114.735 110.684
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Tabela A2 — Constantes de forga, K, o angulo de fase & (°) e multiplicidade, n, dos
diedros parametrizados para a estrutura do fluconazol.

K

Diedros (kcal/mol)

n 5(°

0G311- CG301- CG2R61- CG2R66

P { m/ 1,720 1 0

7 -
- ‘r*@ 0,718 1 0

P / A i
~~7” 7"\ ! 2,2530 1 0

7\ >
~ 7\—6 2,990 1 180
' ,

V4 \ g o
~ Z“'@ 1,3680 1 180

-~ X 7*{1/ 2,7270 1 0




112

Tabela A3 — Otimizacao dos angulos diedrais e suas correspondentes constantes de
forca, K, o angulo de fase 6 (°) e multiplicidade, n, para a estrutura do fluconazol.

Diedros K (kcallmol) n &(°)
0G311 CG301 CG321 NG2R51 0,7180 1 0
0G311 CG301 CG2R61 CG2R66 1,7120 1 0
0G311 CG301 CG321 HGA2 0,6840 1 0
CG301 CG2R61 CG2R61 CG2R61 2,9780 1 0
CG321 CG301 CG2R61 CG2R61 2,4260 1 0
CG321 NG2R51 CG2R53 HG52 2,9990 1 180
CG301 CG2R61 CG2R61 HGH1 2,9990 1 180
CG2R61 CG301 CG321 NG2R51 1,7060 1 180
CG321 CG301 CG321 NG2R51 0,1160 1 0
CG2R61 CG301 CG321 HGA2 0,9110 1 0
CG321 CG301 CG2R61 CG2R66 1,2640 1 0
HGP1 OG311 CG301 CG2R61 1,3040 1 0
HGP1 OG311 CG301 CG321 1,5680 1 180
CG301 CG2R61 CG2R66 FGR1 1,9420 1 0
CG321 NG2R51 CG2R53 NG2R50 2,2530 1 0
CG321 NG2R51 NG2R50 CG2R53 2,7270 1 0
0G311 CG301 CG2R61 CG2R61 1,2700 1 0
HGA2 CG321 NG2R61 CG2R53 0,2330 1 0
CG301 CG321 NG2R51 CG2R53 1,2680 1 0
CG301 CG321 NG2R51 NG2R50 1,3680 1 180

CG301 CG2R61 CG2R66 CG2R61 0,3680 1 180
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Tabela A4 - Analise das energias de interagao do fluconazol com o ambiente obtidas a
partir de simulagbes de MD. O intervalo de interagbes observado em cada caso é
indicado pelo desvio padrao das flutuagoes.

Energia Mycobacterium Candida Candida Homo
(kcal/mol) tuberculosis albicans glabrata Sapiens
Total -64,2+8,4 -74,4+ 4 1 -73,7+7,6 -67,7+ 9,6
Ligante- 12,847,6 157431 -19,3t6,2  -20,5:9,2
agua
Ligante-
proteina -32,2+7,6 -25,7+3,0 -25,5+3,6 -24,8+6,1
Ligante-
Heme -19,2+4.9 -32,9+2,2 -29,0£5,0 -22,4 +5,2

Tabela A5 - Analise comparativa das propriedades estruturais RMSD, Raio de giro,

Contatos nativos e area de superficie acessivel ao solvente entre a estrutura nativa e
mutantes.

Parametros Nativa Y132F Y132H K143R S405F
Estruturais
Rg 22,58 +0,07 | 22,60+0,08 | 22,58 +0,06 | 22,59+0,06 | 22,52 +0,08
RMSD 1,33+0,35 | 1,34+0,19 1,38 +0,18 1,43 +0.23 1,28 £0,16
%Contatos | 0,87 + 0,02 0,87 £ 0,02 0,87 £ 0,02 0,88 + 0,02 0,87 + 0,02
nativos
Sasa 23047 + 23057 + 22889 + 23023+ 22906 +
298 377 333 368 390
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Tabela A6 - Analise das energias de interagao do fluconazol com o ambiente obtidas a
partir de simulagbes de MD. O intervalo de interagbes observado em cada caso é
indicado pelo desvio padrao das flutuagoes.

CYP51-

Candida albicans

Nativa Mutada

Energia Nativa Y132F Y132H K143R S405F
Interacional (kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol/) (kcal/mol) (kcal/mol)

Total 744+ 41 -73146,4 -532+7.3 -66,6452 -56,9+7,1
Ligante- 57,51 207464 -201£58 -208+414 -19.2457
agua
Ligante-  ,57.50 236441 -249+45 -243+31 -292436
Proteina
Ligante-

-32,9+2,2 -28,7+6,0 -8,18%5,14 -21,5+3,0 -8,5%+4,8
Heme
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Abstract

Invasive opportunistic fungal infections and antifungal drug resistance prompt the
investigation of the underlying molecular mechanisms of the inhibition of the
triazole drugs. The target of triazoles is the product of the ERG11 gene, the
cytochrome P450 Sterol 14a-demethylase (CYP51), which is part of the
ergosterol biosynthetic pathway. In the current study, molecular dynamics (MD)
simulations were performed to reveal the mechanisms of fluconazole inhibitory
activities in orthologs of CYP51 present in humans (Hs), and in M.tuberculosis
(Mt), C.albicans (Ca), and C.glabrata (Cg). The conformational diversity of the
BC-loop in the CYP51-Hs and CYP51-Mt structures alter the catalytic site of
these enzymes when compared to the fungal CYPs, resulting in greater
conformational variability of the inhibitor. Overall interaction energies are
consistent with the observed affinities, but are the result of the competitive
interactions of the ligand with the protein residues, the HEME group, and water
molecules. Specifically, protein-fluconazole interactions are more effective in
CYP51-Mt due to polar interactions with the Arg96 residue. These interactions
are, however, substituted in fungal enzymes by ligand-HEME interactions, which
compensate for the loss of the polar bond and result in a more energetically
favored binding. Therefore, the development of ligand with increased specificity
to fungal enzymes should focus on the strengthening polar ligand-HEME
interactions, while larger hydrophobic ligands are probably best suited to target
mycobacterial and human enzymes. These differences and other ligand-binding
site-specific interactions are presented and can inspire the design of new
inhibitors with greater ortholog specificity.

Keywords: Fluconazole, selectivity, molecular dynamics simulations, Candida,
cytochrome P450



