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RESUMO

MAGALHAES, J. G. Busca virtual de agonistas enviesados ndo peptidicos do
receptor de angiotensina Il do tipo 1. 2014. 88f. (Dissertacdo de Mestrado).
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo,
2014.

Os inibidores do receptor de angiotensina Il do tipo 1 (AT1R), farmacos da
classe das sartanas, sdo muito utilizados na terapéutica da insuficiéncia cardiaca.
Apesar de serem eficientes por baixarem a pressédo arterial, esses inibidores
diminuem a contratilidade do musculo cardiaco, acentuando a patologia. Nesse
sentido, os agonistas enviesados para B-arrestina do AT1R surgem como uma
solucdo para esse problema. Estudos com o mais promissor peptideo com acao
agonista enviesada (TRV120027) mostram que ele € capaz de diminuir a pressao
arterial sem causar o efeito inotropico negativo no coracdo. Tendo em vista esse
novo e promissor mecanismo de acao e a caracteristica peptidica do novo agonista
enviesado que restringe sua utilizagcdo, o presente trabalho visou a busca de ligantes
ndo peptidicos com potencial agdo enviesada. Foram realizados estudos de
ancoramento seguidos de dinamica molecular, no AT1R, de sete peptideos
agonistas e agonistas enviesados descritos na literatura, empregando-se o0s
programas Surflex-Dock 2.0 e 0 GROMACS 4.5, além de analises de campos de
interacdo molecular no programa GRID. Os dados das interagdes intermoleculares
retirados da dindmica e dos campos de interacdo guiaram a construcdo de um
farmacéforo que foi utilizado posteriormente em uma busca virtual na base de dados
ZINC, com o modulo UNITY 3D do pacote Sybyl-X Suite 2.0. Apés ancoramento e
andlise visual das moléculas selecionadas na busca, foram identificadas 15
moléculas promissoras, sendo cinco delas consideradas de maior interesse. As
moléculas selecionadas na busca poderao ser futuramente testadas quanto ao perfil
de acao enviesada em receptores AT1R. Os resultados obtidos nesse estudo podem
levar a descoberta de um novo protétipo mais eficiente e seguro para o tratamento

de doencas cardiovasculares, como a insuficiéncia cardiaca.

Palavras-chave: busca virtual, agonista enviesado, modelagem molecular,

angiotensina Il, AT1R.



ABSTRACT

MAGALHAES, J. G. Angiotensin Il type 1 receptor non-peptidic biased agonists’
virtual screening. 2014. 88f. (Dissertacdo de Mestrado). Faculdade de Ciéncias

Farmacéuticas, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2014.

Angiotensin Il type 1 receptor (AT1R) inhibitors, the sartans, are widely used
in the treatment of heart failure. Although they are effective for lowering blood
pressure, these inhibitors decrease the contractility of the heart muscle, accentuating
the pathology. Accordingly, B-arrestin biased agonists for AT1R emerge as a solution
to this problem. Studies with the most promising biased agonist peptide
(TRV120027) show that it is able to lower blood pressure without causing negative
inotropic effect on the heart. Given this promising new mechanism of action and the
peptide feature of the new agonist that restricts its use, this work aims the search for
non-peptide ligands with a potential biased action. Docking studies, followed by
molecular dynamics simultions, were performed for seven full and biased agonists in
the AT1R, using the Surflex-Dock 2.0 and 4.5 GROMACS programs, besides
molecular interaction fields analysis with GRID software. The data of intermolecular
interactions from the molecular dynamic’s analysis and the molecular interaction
fields guided to the construction of a pharmacophore model which was subsequently
used in a virtual screening from ZINC database, employing the 3D UNITY module
from Sybyl-X Suite 2.0 package. After a docking study and visual analysis of the
primary selected molecules, 15 promising molecules have been identified, five of
them considered of most interest. The molecules selected in the search can be
further tested for biased action on AT1R. The results of this study may lead to the
discovery of a more efficient and secure lead for the treatment of cardiovascular

diseases, such as heart failure.

Keywords: virtual screening, biased agonist, molecular modelling, angiotensin I,
AT1R.
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1. INTRODUGCAO E JUSTIFICATIVA

Um dos grandes objetivos da quimica farmacéutica € a resolucdo de
problemas de seguranca e eficacia de terapias medicamentosas. No ambito da
insuficiénica cardiaca, ha um problema a ser solucionado em relacdo ao uso de
antagonistas do receptor de angotensina Il do tipo 1 (AT1R). Tais antagonistas
compreendem a classe de medicamento das sartanas, utilizadas para tratar a
hipertensdo e a hipertrofia cardiaca, sintomas presentes em pacientes com
insuficiéncia cardiaca. Apesar da eficiéncia dos antagonistas de AT1R em diminuir a
pressado sanguinea e a hipertrofia, sua acdo no mesmo receptor causa um efeito
inotropico negativo no mausculo cardiaco. Esse efeito secundéario € prejudicial,
principalmente a pacientes com insuficiéncia cardiaca, pois agrava o problema de
ineficiéncia de bombeamento de sangue pelo coracdo (BAKER; BOOZ; DOSTAL,
1992; BELMONTE; BLAXALL, 2012; CRABOS et al., 1994).

Com a hipotese de um novo paradigma de sinalizacdo dos Receptores
Acoplados a Proteina G (GPCRs), surgiram novas possibilidades de
desenvolvimento de farmacos mais seguros para uso na insuficiéncia cardiaca. Esse
novo paradigma sugere que a ativacdo do AT1R (um GPCR) resulte em duas
cascatas de sinalizacdo independentes que geram respostas celulares diferentes:
uma via proteina G, e outra via B-arrestina. Quando ha ligacdo de um agonista
pleno, como a angiotensina Il, acredita-se que a via iniciada pela proteina G seja a
responsavel pelo aumento da pressdo sanguinea e a hipertrofia do coracéo,
enquanto que a via da B-arrestina esteja envolvida com processos de renovacgao
celular e com o efeito inotropico positivo. As sartanas, como antagonistas, impedem
a sinalizacdo do receptor como um todo, diminuindo a pressdo sanguinea, por
inibicdo da via da proteina G, e causando efeitos indesejados pelo bloqueio da via

da B-arrestina. (APLIN; BONDE; HANSEN, 2009)

Foram descobertos recentemente os chamados agonistas enviesados que, ao
se ligarem ao ATI1R, sdo capazes de ativar apenas a via da [-arrestina,
independentemente do rercrutamento e sinalizacdo da proteina G. Desse modo,
esses Novos agonistas seriam capazes de diminuir a pressao sanguinea sem causar
o efeito indesejado de inotropismo negativo, sendo ideais para 0 uso por pacientes
com insuficiéncia cardiaca. (GRANIER; KOBILKA, 2012)



Todos os agonistas enviesados do AT1R desenvolvidos até o momento sédo
peptideos semelhantes a angiotensina Il. O mais ativo e promissor deles é o
TRV1200027 (Sar-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-DAla), que se encontra em testes clinicos
de fase Il pela Trevena Inc., uma empresa especializada em farmacos com atividade
enviesada em GPCRs. (VIOLIN et al.,, 2010; TREVENA INC., NCT01187836;
NCT01444872, 2012)

Apesar da grande promessa que segue O novo agonista enviesado, sua
caracteristica peptidica poderd limitar sua utilizacdo. Como todo farmaco peptidico, o
TRV120027 possui um tempo de meia-vida muito baixo (2 minutos) e ndo pode ser
administrado via oral (BOERRIGTER et al., 2013), o que limita seu uso fora de
ambientes hospitalares. A descoberta de outros agonistas enviesados de natureza
ndo protéica para o AT1R é, portanto, de extrema relevancia e teria grande impacto

no tratamento da insufici€ncia cardiaca.

A descoberta de agonistas enviesados para o AT1R pode ser mais rapida e
eficiente seguindo o paradigma moderno da quimica medicinal no qual é utilizado o
planejamento racional pela integragdo entre técnicas computacionais e

experimentais para se chegar a um protétipo.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1.Insuficiéncia cardiaca

Insuficiéncia cardiaca é a incapacidade do coracdo em fornecer sangue
suficiente para o organismo como um todo, ndo suprindo as suas necessidades
metabolicas, podendo levar a morte. Ela ndo é uma doencga isolada, sendo
consequéncia de varias outras comorbidades como diabetes mellitus, hipertenséao,
doenca coronariana e doenca de Chagas (NOGUEIRA; RASSI; CORREA, 2010).

A insuficiéncia cardiaca é um grande problema de saude publica. Nos
Estados Unidos, estima-se que cerca de 6,6 milhdes de pessoas com idade superior
a 18 anos tiveram insuficiéncia cardiaca em 2010 e que esse numero ira aumentar
nos proximos anos. A taxa de mortalidade referente a esta condigdo também é bem
significativa: cerca de 50% dos individuos portadores de insuficiéncia cardiaca vao a

Obito em até 5 anos apoés a confirmagédo do diagndstico (ROGER et al., 2012).



A incidéncia da insuficiéncia cardiaca vem aumentando mundialmente e em
particular no Brasil, com o envelhecimento da popula¢do, uma vez que a incidéncia
da doenca € maior com o avanco da idade. A populacdo idosa brasileira vem
crescendo com a maior taxa mundial e estudos indicam que em 2025 teremos a
sexta maior populagdo de idosos no mundo. A insuficiéncia cardiaca ja é a principal
causa de internagdes pelo SUS (Sistema Unico de Salde) em pacientes acima de
60 anos, acarretando grandes custos em funcdo de gastos hospitalares e

aposentadorias precoces (SBC, 2013).

Atualmente, h& diversas abordagens terapéuticas para a insuficiéncia
cardiaca que abrangem amenizacdo dos sintomas, diminuicdo da progressdo da
doenca e prevencdo de complicacdes decorrentes. Farmacos utilizados na
terapéutica incluem inibidores da enzima conversora de angiotensina (ECA),
digitalicos, diuréticos, antagonistas de aldosterona, bloqueadores [-adrenérgicos,
vasodilatadores diretos, antagonistas dos canais de calcio, antiarritmicos,
anticoagulantes e antagonistas dos receptores de angiotensina Il, como as sartanas
(Figural). (SBC, 2013; JANUZZI; TROUGHTON, 2013).

Figura 1 — Exemplo de farmacos utilizados na terapia da insuficiéncia cardiaca.
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(antagonista de receptores de angiotensina Il)




10

Os antagonistas dos receptores de angiotensina Il, bem como os inibidores da
ECA e antagonistas da aldosterona, agem no sistema hormonal renina-angiotensina-
aldosterona, responsavel pela regulacdo da homeostase eletrolitica do plasma. A
angiotensina Il (Angll) age em dois tipos principais de receptores: o AT1 e 0 AT2,
sendo que o primeiro deles, o AT1R (“Angotensin Type 1 Receptor”), é consideradoo
0 maior responsavel por suas ac¢des fisiologicas. A interacdo do peptideo enddgeno
com o receptor resulta em uma resposta inotropica positiva ho musculo cardiaco,
hipertrofia cardiaca e aumento da pressédo arterial. A ligacdo dos antagonistas
convencionais ao AT1R causa efeitos contrarios como a diminuicdo da presséo
sanguinea e diminuicdo da hipertrofia e da contratilidade cardiaca. A diminuicdo da
pressdo sanguinea e da hipertrofia € esperada e benéfica para pacientes com
problemas cardiacos, porém o efeito inotropico negativo pode ser prejudicial para
aqueles que apresentam insuficiéncia cardiaca, acentuando o problema (BAKER;
BOOZ; DOSTAL, 1992; BELMONTE; BLAXALL, 2012; CRABOS et al., 1994).

2.2.0 receptor de angiotensinall do tipo 1

O receptor AT1R pertence a familia dos GPCRs, que constituem a maior
superfamilia de proteinas codificadas pelo genoma humano (HOELZ, et al., 2013).
Além disso, sdo alvos de mais de 30% dos farmacos comercializados. Esses
receptores podem ser divididos em cinco classes de acordo com suas semelhancas
estruturais: semelhantes a rodopsina, semelhantes ao receptor de secretina,
receptores de glutamato metabotrépico, receptores com sitio de adesao e receptores
“frizzled”, ou lisos (Figura 2). (BJARNADOTTIR, 2006)

A classe dos GPCRs semelhantes a rodopsina, a qual pertence o AT1R, é a
mais populosa. Apesar da diferenga na composicdo dos aminoacidos entre
diferentes GPCRs, eles compartiiham uma estrutura comum. Essa familia de
receptores possui sete dominios transmembranicos em o-hélice (TM1-7), trés alcas
extracelulares (LE1-3) contendo a amina terminal e trés alcas intracelulares (LI1-3)
com o carboxi-terminal, onde € acoplada a proteina G. (VENKATAKRISHNAN, et al.,
2013)
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Figura 2 - Classificacao hierarquica da superfamilia de GPCRs. Estao destacados em vermelho
e azul os receptores ja cristalografados e a seta preta aponta a localizacdo do AT1R, com a
sigla AGTRL1 nafigura.
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Adaptado de: GPRCNETWORK, 2014.

Como receptores, os GPCRs enviam um sinal intracelular a partir do
acoplamento de um ligante presente no meio extracelular, desencadeando uma
cascata de sinalizacdo. Com a ligacdo da Angll ao AT1R, hd uma mudanca de
conformacao do receptor que causa o0 acoplamento da proteina G heterotrimérica e
do GTP. A proteina G entéo se dissocia em um dimero (By) e na subunidade oq, a
gual ativa a fosfolipase C (PLC). A PLC gera trifosfato de inositol (IP3) e diacilglicerol
(DAG), responsavel por ativar diretamente a proteina quinase C dependente de
calcio (PKC), que ativa outras proteinas. O IP3 aumenta o influxo de calcio do
reticulo endoplasméatico que, além de ativar a PKC, ativa a calmodulina. A

calmodulina, por sua vez, também ativa a PKC e outras proteinas quinases. A
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cascata de ativacdo dessas proteinas irA gerar as respostas celulares, como a
vasoconstricao (Figura 3). (APLIN; BONDE; HANSEN, 2009)

Figura 3 - Esquema da cascata de sinalizacdo do AT1R.

calmodulina

PEC

EFEITOS CELULARES

Fonte: autor.

Uma vez ativados, GPCRs séo rapidamente fosforilados por quinases de
receptores acoplados a proteina G (GRKs) e se ligam a proteinas da classe das B-
arrestinas. Este processo interfere com a interacdo receptor/proteina G e promove a
internalizacdo do receptor, interrompendo a sinalizacdo. Esse processo é chamado
de dessensibilizacdo (LEFKOWITZ; SHENOY, 2005). Mais recentemente,
demonstrou-se que o0 recrutamento da B-arrestina também gera segundos
mensageiros ativando outras cascatas de sinalizacdo independentes da ativacao da
proteina G (DEWIRE et al., 2007; LEFKOWITZ; SHENQY, 2005). Acredita-se que a
via de sinalizacdo da B-arrestina esteja envolvida nos processos de renovacao e
sobrevivéncia celulares (APLIN; BONDE; HANSEN, 2009). Foram observados
também efeitos de contracdo de cardiomiécitos com a ativacéo isolada dessa via de
sinalizacao (SIMARD et al., 2013).

2.3.Agonismo enviesado

O agonismo enviesado é um conceito que surgiu no inicio do século XX

proveniente de estudos que indicam que a ativacdo de GPCRs como o AT1R € mais
complexa do que se pensava antes (KENAKIN, 2005). A ativagdo da via da B-

arrestina pode ser independente da ativacdo da proteina G e vice-versa,
dependendo do ligante, desencadeando vias de sinalizacdo e respostas biolégicas
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distintas (GRANIER; KOBILKA, 2012). Estudos em receptores AT1R mutantes
mostram que essa ativacao seletiva poderia ocorrer tanto por uma incapacidade de
recrutamento de proteina G ou por uma maior afinidade do receptor pela p-arrestina
(BONDE et al.,, 2010). Essa caracteristica também foi observada em outros
receptores de membrana acoplados a proteina G, como os receptores f3-
adrenérgicos (BELMONTE; BLAXALL, 2012; VIOLIN; LEFKOWITZ, 2007).

Alguns peptideos analogos a angiotensina Il foram sintetizados e
demonstraram possuir essa acao seletiva para promocgdo da via da [-arrestina
(“eficacia colateral’) frente ao AT1R, levando a denominagdo de agonistas
enviesados (APLIN et al., 2007; KENAKIN, 2005). A primeira caracterizacdo de um
agonista enviesado do AT1R foi feita por Wei et al. em 2003, quando foi apresentada
a capacidade de um peptideo anédlogo a angiotensina Il anteriormente sintetizado
([Sart, 1le*, 1le®]Angll, ou SIl) em ativar a ERK (segundo mensageiro da cascata
dependente de B-arrestina) independentemente da ativacdo da proteina G.
Entretanto, o peptideo Sl apresentava afinidade muito menor pelo receptor AT1R se
comparado a Angll (HOLLOWAY et al., 2002), impossibilitando a avaliacdo de suas
vantagens in vivo. Apesar disso, este estudo possibilitou a descoberta de dois novos
agonistas enviesados, TRV120023 ([Sar’, Lys®, Ala®]Angll) e TRV120027 ([Sar*, D-
Ala®]Angll), com maior afinidade pelo receptor (VIOLIN et al., 2010). Outros
peptideos com acdo enviesada para o AT1R também foram descritos mais

recentemente por Zimmerman et al. (2012).

O agonismo enviesado desses novos peptideos poderia levar a diminuicdo da
presséao arterial por ndo ativar a via da proteina G e, ao mesmo tempo, ndo bloquear
efeitos benéficos da via da B-arrestina (VIOLIN; LEFKOWITZ, 2007) (Figura 4).
Sendo assim, os agonistas enviesados teriam grande vantagem no tratamento da
insuficiéncia cardiaca em comparacdo aos antagonistas convencionais atualmente
utilizados os quais, apesar de diminuirem a pressao sanguinea arterial, néo
melhoram o desempenho cardiaco (KENAKIN; CHRISTOPOULOS, 2013). De fato,
um estudo em cées com insuficiéncia cardiaca induzida mostrou que o TRV120027
foi capaz de diminuir a pressdo sanguinea e aumentar o débito cardiaco e o fluxo
sanguineo renal. (BOERRIGTER et al., 2011)



Figura 4 - Diferentes ac6es no AT1R e seus efeitos sistémicos.

Antagonistas Agonistas
Angiotensinall convencionais enviesados
II\\ "ﬂ‘ "ﬂ‘ "ﬂ‘ I'\\ .'ﬂ\I fﬂ\ P\ I'\\ .'/-\\I .'ﬂ\ .'ﬂ\
I A A T A T T [ A T R
\ / \ I\ / [ 111
\J J \J oo\ J \ J AV ‘u" ‘J \-

tpressdo tsobrevivéncia |presséo |sobrevivéncia |pressao tsobrevivéncia
thipertrofia ~ celular |hipertrofia  celular Ihipertrofia celular
tcontratilidade lcontratilidade tcontratilidade

Adaptado de: APLIN; BONDE; HANSEN, 2009.

O peptideo TRV120027 € atualmente o agonista enviesado mais promissor e
se encontra em testes clinicos de fase Il, cujos resultados ainda ndo foram
divulgados (TREVENA INC., NCT01187836; NCT01444872, 2012). Apesar dos bons
resultados nos ensaios iniciais e perspectivas, o fato do TRV120027 ser um
peptideo diminui sua biodisponibilidade e impossibilita a administracdo via oral.

Portanto, a administragao intravenosa restringe o uso ao ambiente hospitalar.

2.4.Planejamento racional de farmacos e modelagem molecular

Com o avanco nas areas de ciéncia computacional, caracterizacdo de
biomacromoléculas e biologia celular, aliado ao crescente conhecimento dos
processos bioquimicos envolvidos nas bases moleculares das doencas, a aplicacéo
de metodologias de CADD (Computer-Assisted Drug Design), particularmente de
modelagem molecular, tem se tornado cada vez mais comum na descoberta de
novos compostos potencialmente ativos (EKINS et al., 2007; LOEWE, 2002).

Por meio da aplicacdo de metodologias de modelagem molecular é possivel
construir modelos que, quando submetidos a programas computacionais
especificos, permitem a simulagdo, o calculo de propriedades estéricas e
eletrbnicas, estudo de movimento molecular, visualizacdo e interpretacdo de
sistemas de interacdo entre moléculas e alvos biologicos (receptores, enzimas,
acido nucleico, canais de ions) (HENCKEL; BILLINGS, 1995). Sendo assim, o CADD

pode ser aplicado a qualquer molécula cuja interagdo com um alvo molecular seja
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descrita, ou mesmo estudo de propriedades de um conjuntos de moléculas com
atividade biolégica conhecida (COHEN, 1996; WERMUTH, 2007).

Duas estratégias podem ser aplicadas no CADD: o planejamento direto ou
dependente do receptor (structure-based drug design, SBDD) e o planejamento
indireto ou independente do receptor (ligand-based drug design, LBDD), que utiliza a
estrutura de ligantes disponiveis (COHEN, 1996; EKINS et al., 2007; HENKEL;
BILLINGS, 1995; OOMS, 2000; WERMUTH, 2007). No planejamento baseado na
estrutura, sdo comumente empregadas técnicas de ancoramento de moléculas no
sitio de interacdo do alvo. Essa metodologia gera um grande numero de
conformacdes para um mesmo ligante, que sao classificadas por sua capacidade de
interagdo com o receptor, permitindo identificar aquelas de maior interesse (LEACH,
2001b). Os programas de ancoramento molecular utilizam um algoritmo inicial para
ancorar o ligante no sitio ativo da proteina. Em seguida, sdo utilizadas as func¢des de
ranqueamento, ou “score”, que classificam as conformacdes do ligante no receptor,
a fim de encontrar a conformacdo mais provavel de ser a verdadeira. As funcdes de
ranqueamento utilizadas nesses programas podem ser de campos de forga,
empiricas ou “baseadas em conhecimento”. Alguns programas ainda utilizam um
consenso de funcgdes variadas (KITCHEN et al., 2004). Apesar do grande avancgo
nessas funcbes em prever a conformagdo mais provavel do ligante, esse ainda é
considerado o ponto limitante da técnica de ancoramento, uma vez que ndo é muito
apurada (LEACH; SHOICHET; PEISHOFF, 2006).

Em funcdo da limitacdo das funcbes de ranqueamento da técnica de
ancoramento, muitos estudos complementam esses ensaios com técnicas de
dindmica molecular, a fim de se aumentar a credibilidade dos resultados de
interacdo entre ligante e receptor (FILLION et al., 2013; MATSOUKAS et al., 2013a;
MATSOUKAS et al., 2013b; TUCCINARDI et al., 2006). A dinamica molecular € uma
técnica computacional de simulagdo dos movimentos dos atomos de um sistema em
um intervalo de tempo e é muito utilizada a fim de se obter uma conformagé&o mais
estavel de uma molécula ou um complexo receptor-ligante que seria a mais
provavelmente encontrada na situacdo real. Os métodos de dinamica molecular
utilizam campos de forca empiricos para calcular a energia do sistema de acordo
com a posi¢ao do nucleo dos atomos. A maioria dos campos de forga atuais calcula

a energia potencial de um sistema a partir de uma formula com componentes de
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interacdes intra e intermoleculares e de geometria da molécula (distancias, angulos
e torsdes) (LEACH, 2001a).

Apesar do grande avanco das técnicas sintéticas e de testes bioldgicos, a
industria farmacéutica e os centros de pesquisa ainda enfrentam desafios em
identificar novos farmacos ou lideres no meio das grandes cole¢bes de compostos
conhecidas atualmente. Essa dificuldade, unida a necessidade de identificacdo
dessas moléculas mais rapida e economicamente, deixam cada vez mais em pauta
a busca virtual, que consiste na busca de novos compostos biologicamente ativos a
partir de hits oriundos de bases de dados de moléculas conhecidas, por meio de
técnicas computacionais, como algumas das descritas anteriormente (GUIDO;
OLIVA; ANDRICOPULO, 2008).

A busca virtual (VS, do inglés virtual screening) também pode seguir duas
vertentes: a baseada na estrutura (SBVS) e a baseada nos ligantes (LBVS). Em
ambas, sdo selecionadas moléculas que possuem caracteristicas de farmaco ou
lider que sao “filtradas” de acordo com as caracteristicas necessarias para atividade
desejada. Essas caracteristicas sdo representadas pelo farmacéforo gerado a partir
da semelhanca entre as estruturas de ligantes jA conhecidos, no LBVS, ou da
interacdo com o alvo estudado, conhecida por processos de ancoramento ou
campos de interacdo molecular, no SBVS. As técnicas de busca por farmacoforo
gerado por mapeamento do receptor, no SBVS, s&o cada vez mais importantes,
levando em conta o crescente numero de proteinas descritas no Protein Data Bank
(PDB) e as melhoras nos processos de mapeamento de sitios ativos. Além disso, o
processo de ancoramento no SBVS gera maior acuracia no processo de busca
virtual, sendo possivel uma identificacdo mais eficiente de ligantes reais entre os
copostos da base de dados. (GUIDO; OLIVA; ANDRICOPULO, 2008; PARKER;
BAJORATH, 2006).

3. OBJETIVO

O objetivo desse estudo consistiu em encontrar, por meio de uma busca
virtual baseada na estratégia de SBDD, ligantes ndo peptidicos que possam
apresentar atividade agonista enviesada para B-arrestina no receptor de

angiotensina 1l tipo 1. Esses novos ligantes se apresentariam como prototipos,
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candidatos a farmacos, de uma nova classe terapéutica para um tratamento mais

seguro e eficaz da insuficiéncia cardiaca.

Para a realizagdo da busca virtual, um modelo farmacoférico foi construido a
partir de dados de interacdes entre ligantes peptidicos com acdo agonista enviesada
e o receptor AT1R. Também foram considerados dados retirados de analises de

campos de interacdo moleculargerados a partir da estrutura do receptor.

Técnicas de ancoramento e de dinamica molecular foram empregadas a fim
de se analisar as interacaoes realizadas entre os ligantes e o receptor, bem como

seu modo ligacao.

4. MATERIAL E METODOS

Figura 5 — Fluxograma de atividades que foram realizadas. As etapas estdo detalhadas nos
topicos seguintes.

AT1R Angll
Modelo de homologia RMN 'H (PDB: 1N9V)

Ancoramento

[ Dinamica molecular (60 ns) ]

Sobreposicao do
SVdF, DVG, S, SlI,
TRV27 e TRV23

DM de 40 ns com os
outros complexos

[ Analise da simulagdo de DM

Analise dos Campos de
Interacdo Molecular

Farmacoforo

| Busca virtual I

4.1.Ligantes peptidicos e estrutura do AT1R empregada

Para que se pudesse identificar os principais pontos de interagdo entre
agonistas e agonistas enviesados com o AT1R, ensaios de ancoramento e dinamica
molecular foram realizados. Os ligantes que foram utilizados no estudo foram

retirados da literatura e estéo representados na Tabela I.
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Tabela | - Peptideos com acédo no AT1R que serdo utilizados no estudo. Em negrito estéo
representadas as mutacfes em relacdo a sequéncia da Angll.

Nome Sequéncia peptidica Tipo de acao Referéncia
Angll Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe Agonista Zimmerman et al., 2012
SVdF Sar-Arg-Val-Tyr-Val-His-Pro-DPhe Agonista Zimmerman et al., 2012
TRV027 Sar-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-DAla Enviesada Violin et al., 2010
TRV023 Sar-Arg-Val-Tyr-Lys-His-Pro-Ala Enviesada Violin et al., 2010
Sl Sar-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-lle Enviesada Zimmerman et al., 2012
Sl Sar-Arg-Val-lle-lle-His-Pro-lle Enviesada Wei et al., 2003
DVG Asp-Arg-Val-Tyr-Val-His-Pro-Gly Enviesada Zimmerman et al., 2012

Devido a indisponibilidade da estrutura cristalografica do receptor AT1R, foi
utilizado para os estudos computacionais um modelo do AT1R construido por
modelagem comparativa e disponivel para fins académicos no site
<http://cssb2.biology.gatech.edu/ gpcr2011/list.html> (ZHOU; SKOLNICK, 2012).
Para a geracdo do modelo empregado foi utilizado um método de multi-moldes,
sendo um deles o principal, no qual foram utilizadas as estruturas experimentais
obtidas por difracdo de raios-X de outros GPCRs humanos ja disponiveis. O modelo
do AT1R foi desenvolvido pelo programa TASSER"™'-lite e, como seu molde
principal, foi utilizada a estrutura do CXCR4 (receptor de quimiocina tipo 4),
disponivel no Protein Data Bank pelo codigo 30ODU (WU et al., 2010). Foi utilizado o
CXCR4, uma vez que esse receptor apresenta estruturas de dominios flexiveis mais
semelhantes as do AT1R, com mais de 35% de identidade nos dominios
transmembréanicos (FILLION et al., 2013). O modelo foi devidamente validado
(ZHOU; SKOLNICK, 2012).

O modelo do AT1R foi tratado na plataforma de programas Sybyl-X Suite 2.1
(SYBYL-X) com adicdo randbmica de hidrogénios e ajuste de protonacdo de
residuos para pH 7,2. Esse modelo foi entdo utilizado nos ensaios de ancoramento e

dindmica molecular.

4.2.Ensaios de ancoramento da angiotensina ll

Inicialmente, realizamos o ancoramento do ligante enddgeno, Angll, no
modelo de homologia do receptor (ZHOU; SKOLNICK, 2012) no pacote Sybyl-X
Suite 2.1 (SYBYL-X), empregando o Surflex-Dock 2.0. O programa empregado

utiliza métodos de ancoramento incremental e por similaridade morfolégica. Séo
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utilizadas sondas (CH4, C=0 e N-H) para mapear o sitio de ligacdo do alvo, gerando
um “ligante ideal”, chamado de “protomol” que serve de molde para o encaixe do
ligante em estudo. (JAIN, 2003)

Foi utilizada a média da estrutura da Angll resolvida por espectroscopia de
ressonancia magnética nuclear de H' retirada do Protein Data Bank (c6digo 1N9V) ,
com RMSD de 0,30 + 0,22 A e 1,38 + 0,48 A para as cadeias principais e 4tomos
pesados do peptideo, respectivamente(SPYROULIAS et al., 2003). A mesma
estrutura da Angll serviu posteriormente como molde para a formacao das estruturas
dos outros ligantes analogos (Tabela I) que também foram feitos no programa Sybyl-
X Suite 2.1 (SYBYL-X).

O ATI1R foi mantido rigido, com liberdade na movimentacdo de hidrogénios, e
mantida total liberdade de rotacéo das ligacdes quimicas da Angll, com excecédo das
ligacBes torsionais dos atomos de C e N das ligacdes peptidicas. O protomol foi
gerado automaticamente, com limiar de desvio (“Threshold”) de 0,5 A e “Bloat” de
1,0, que permite que uma regido de 1 A ao redor do protomol também seja
explorada. A funcdo de ranqueamento, ou “score”, utilizada foi a “CScore”, que
utiliza um consenso das funcdes ChemScore, G_score, D_Score e PMF_Score,
porém seu valor ndo foi considerado para a escolha da conformacdo nessa etapa.
Os melhores resultados obtidos foram agrupados de acordo com a orientacdo do
peptideo na cavidade do receptor e inspecionados visualmente, sendo selecionado
para posterior dinamica molecular o complexo que apresentou as interacdes entre o
AT1R e a Angll caracterizadas e descritas pela literatura por ensaios de
mutagenicidade (ARSENAUT et al., 2010; FILLION et al., 2013; GASPARO, 2000;
LAPORTE et al., 1999; MATSOUKAS et al., 2013a; SPYROULIAS et al., 2003).

4.3.Dinamica molecular

Simulac¢des de dindmica molecular foram realizadas para os sete complexos
ligante-AT1R, utilizando protocolos utilizados anteriormente na literatura para
sistemas semelhantes como modelos (KANDT; ASH; TIELEMAN, 2007,
MATSOUKAS et al., 20132, 2013"). Primeiramente, o complexo Angll-AT1R obtido
no ancoramento foi submetido a uma dindmica molecular em bicamada lipidica de
POPC (1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfocolina), agua (modelo de trés pontos

SPC) e ions cloreto necessarios para neutralizar a carga do sistema, a temperatura
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fisiologica (310 K), em caixa cUbica com condicdes peridédicas de borda. As
simulagbes de dinamica molecular foram realizadas no programa GROMACS,
versao 4.5, utilizando o campo de forca GROMOS 53a6 (OOSTENBRINK et al.,
2004) , com inclusédo de parametros para moléculas de POPC (BERGER; EDHOLM,;
JAHNIG, 1997).

Para a insercao do receptor na bicamada lipidica utilizou-se o InflateGRO, um
script do programa PERL, disponivel para download no site <http://www.csb.bit.uni-
bonn.de/home.html>. Esse script permite expandir a bicamada nos eixos x e vy,
espacando os lipideos, posicionar o receptor e excluir os lipideos que ocupam o
mesmo espaco, para depois contrair a membrana novamente até ser alcancado o
valor de &rea por lipideo préximo do experimental (0,66 nm? para o POPC), como
ilustrado na Figura 6. (KANDT; ASH; TIELEMAN, 2007).

Figura 6 - Esquema ilustrativo do método de inser¢do do receptor na bicamada lipidica pelo
InflateGRO.
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O sistema foi minimizado com algoritmo “steepest descent” de modo a
acomodar a bicamada lipidica e, em seguida, foram feitas equilibracdes isotérmica
de 0,5 ns e isobérica de 2 ns com restricdo de movimentacdo do receptor e do
ligante. Em seguida, as restricdes de movimentacgdo foram retiradas e foi realizada a
dindmica de produgcdo com duracdo de 60 ns, com passos de 2 fs (0,002 ps),
totalizando 30.000.000 passos. Todos os passos foram realizados em temperatura
constante de 310 K, com termostato de Berendsen separados para o complexo
receptor-ligante, bicamada lipidica e solvente com ions. As ligagdes foram constritas
com o algoritmo LINCS, as interagbes de Lennard-Jones calculadas com um limite
de corte de 12 A e as interacBes eletrostaticas tratadas com PME e limite de corte
também de 12 A,
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As conformacdes que foram utilizadas posteriormente a dindmica foram
selecionadas por andlise de agrupamento hierdrquico de RMSD realizada no
GROMACS 4.5 pelo algoritmo "gromos" (DAURA, et al. 1999), que reine em um
mesmo grupo estruturas cujos valores de RMSD ndo excedem um certo valor de
corte. No presente estudo, o valor de corte foi estipulado como 1 A, de modo a gerar
uma boa separacdo dos grupos, sendo analisado um quadro a cada 4 fs (dois

passos).

As interagbes intermoleculares dos complexos foram analisadas de duas
maneiras. Primeiramente, foram analisadas as ligacbes de hidrogénio entre o
peptideo ligante e o receptor pelo célculo das suas ocupac¢fes durante a trajetéria
das dindmicas moleculares a partir do equilibrio do sistema. A ocupagdo foi
calculada utilizando aquivos de saida do programa GROMACS 4.5 e um script do
programa PERL disponivel em <http://www.bevanlab.biochem.vt.edu/Pages/Pers
onal/justin/Scripts/plot_hbmap.txt>, utilizando distancia e angulo limites de 3,5 A e
30° respectivamente. As interacdes aroméaticas foram analisadas a partir da
conformacdo selecionada na analise de agrupamentos utilizando o programa
BINANA 1.0.2 (DURRANT; MCCAMMON, 2011). Para essa ultima analise, foram
utilizados limites de distancias e angulos padrdes: 7,5 A e 30° para interacbes de
empilhamento =, 6,0 A e 30° para interacdes céation — = e 5,0 A e 30° para interagdes

de empilhamento T.

Os resultados de simulacédo de dinamica molecular do complexo da Angll nos
guiaram para o alinhamento dos outros peptideos andlogos (Tabela 1), que foi
realizado pela sobreposi¢cédo de suas cadeias principais com a da Angll no interior do
receptor. Em seguida, os sistemas foram minimizados e submetidos ao mesmo

protocolo descrito anteriormente de dinamica molecular.

4.4.Campos de interacdo molecular do AT1R

Foram realizados estudos de modelagem molecular do AT1R por meio de
calculos dos campos de interacdo molecular (MIFs), de modo a avaliar
caracteristicas peculiares do sitio de interagdo com os ligantes e a seletividade
quimica. Esse método permitiu a obtencdo de informacdes tedricas importantes
sobre caracteristicas estéricas e eletrénicas do receptor utilizadas na construcéo do

farmacoéforo.
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O desenvolvimento desse estudo foi realizado no programa GRID v. 22,
utilizando o centro da cavidade do receptor como ponto central da caixa, com
dimensdes x, y e z de 45, 70 e 80 A respectivamente, com espacamento de grade
de 1 A. Para a geracdo dos MIFs foram utilizadas as sondas hidrofilica (H20),
hidrofébica (DRY), nitrogénio doador de ligacdo de hidrogénio (N1) e oxigénio
aceptor de ligacdo de hidrogénio (O). Foram mapeadas sete estruturas do AT1R,
com conformacdes retiradas das dinamicas moleculares realizadas com os sete
peptideos distintos (Ang IlI, SVdF, DVG, SI, SI, TRV120023 e TRV120027). Os
campos gerados foram analisados visualmente e comparados com as caracteristicas
dos ligantes no interior do receptor e suas interagdes intermoleculares previamente

analisadas para posterior contrucdo do farmacoforo.

4.5.Construcédo do farmacoforo

Para a construcdo do farmacoforo, os campos moleculares gerados foram
visualizados e analisados utilizando-se o programa PyMol. Esse processo foi
efetuado comparando-se os campos moleculares de importancia do AT1R para
interagdo com agonistas enviesados com 0S campos importantes para interacao
com agonistas plenos. Apds a analise, o farmacoforo foi gerado no médulo UNITY
3D do pacote Sybyl-X Suite 2.1 (SYBYL-X) levando-se em consideracdo 0s
centrdides dos pontos comuns de interacdo de agonistas enviesados com o receptor
que foram destacados na analise visual. Para cada ponto, foi definido um raio de
tolerancia de modo a englobar todos os pontos da regido com a mesma

caracteristica. O modelo construido foi utilizado posteriormente na busca virtual.

4.6.Busca virtual

No modulo UNITY 3D do pacote Sybyl-X Suite 2.1 (SYBYL-X), utilizando o
farmacoforo especifico desenvolvido, foi realizada a pesquisa no banco de dados
ZINC (IRWIN et al., 2012). Os bancos de moléculas que foram utilizados para a
busca, foram o “All Purchasable” e o “All Boutique” que compreendem um total de

34.942.670 moléculas que podem ser adquiridas.

Primeiramente foi aplicado um filtro quimico com as seguintes caracteristicas:
peso molecular acima de 350 Da, Log P entre -2,5 e 2,5, minimo de 0 e maximo de 5
doadores de ligacdo de hidrogénio, minimo de 0 e maximo de 10 aceptores de

ligacdo de hidrogénio, carga formal entre -2 e 2 e maximo de um grupamento nitro



23

na molécula. Esse filtro tem por objetivo diminuir o espagco amostral por meio da
selecdo de moléculas que apresentem propriedades mais proximas de compostos
liderem em planejamento de farmacos (“lead like”). As regras de Lipinski para
biodisponibilidade oral (LIPINSKI et. al, 2001) ndo foram inteiramente aplicadas, uma
vez que as moléculas de interesse deverdo ser grandes e poderdo ter uma ampla
variacdo de hidrofobicidade. Portanto, optamos por ampliar a escala de valores de
LogP. Também incluimos o critério de exclusdo de moléculas com mais de um
grupamento nitro, pois esse é frequentemente associado a toxicidade de moléculas.
Apés a aplicacdo do filtro, as moléculas restantes foram submetidas a triagem 3D
com o farmacoéforo construido no médulo UNITY.

Em seguida, foi aplicado outro filtro quimico nas moléculas triadas com novos
limites de aceptores e doadores de ligacdo de hidrogénio, de acordo com o
farmacoforo: minimo de 1 e maximo de 5 doadores e minimo de 2 e maximo de 10

aceptores de ligacdo de hidrogénio.

Apods o novo filtro, as moléculas foram submetidas ao ancoramento na estrutura
do ATIR retirada da dinamica molecular com o agonista enviesado mais potente
(TRV120027). O ancoramento foi realizado de acordo com o mesmo protocolo
descrito anteriormente (item 4.2). O resultado do ancoramento foi inspecionado
visualmente e foram selecionadas as moléculas que apresentaram interaces com o

receptor compativeis com o perfil dos agonistas enviesados.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1.Ensaios de ancoramento da angiotensina ll

Foram realizados 50 ancoramentos a fim de se obter uma amostra
consideravel de conformacdes da Angll no interior do receptor. O ancoramento da
Angll no receptor foi realizado com o pacote computacional Sybyl-X Suite 2.1
(SYBYL-X), pelo Surflex-Dock 2.0. Os resultados foram analisados visualmente no
programa PyMol e separados em grupos por similaridade na orientacédo de pose da
Angll. O grupo com maior numero amostral foi analisado quanto as interagfes
observadas, sendo escolhida a conformacdo que melhor correspondia as interacdes

descritas na literatura.
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Figura 7 - Ancoramento da Angll no AT1R. A cavidade do receptor esta representada em
colorido por modelo em fitas com os amino4cidos envolvidos na interacdo destacados em
cilindro com carbonos em verde. A Angll se encontra em formato de cilindro, com os carbonos
em cinza. Os nitrogénios estéo representados em azul e os oxigénios em vermelho. As linhas
pontilhadas em vermelho representam as interac8es polares possivelmente envolvidas com as
distancias entre os &tomos apresentadas em A.

A conformacao selecionada, representada na Figura 7, apresenta interacdes
bem descritas entre o carboxil terminal da Angll com a cadeia lateral da LYS-199 do
receptor (FILLION et al., 2013; GASPARO, 2000; LAPORTE et al., 1999;
MATSOUKAS et al., 2013a; SPYROULIAS et al., 2003). A Angll também interage
com os residuos de ARG-167, como descrito anteriormente (FILLION et al., 2013;
GASPARO, 2000; MATSOUKAS et al., 2013a; SPYROULIAS et al., 2003), além dos
residuos de TYR-184 (FILLION et al., 2013) e ASP-281 (FILLION et al., 2013;
GASPARO, 2000; SPYROULIAS et al., 2003) do receptor.

5.2.Dinamica molecular

5.2.1. Angiotensina ll

O complexo AT1R-Angll retirado do ancoramento foi submetido a uma
dindmica molecular de 60 ns em bicamada lipidica de POPC. O sistema apresentou
uma area por lipideo de 0,73 nm?, préxima & experimental (0,66 nm?) e se mostrou
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estavel durante todo o periodo, como mostra o gréafico de energia do sistema

representado na Figura Al1.1.

A temperatura do sistema se manteve em torno de 310 K (309,97 + 0,91 K), a
pressdo oscilou em torno de um bar (-0,56 £ 96,87 bar) e a densidade da agua do
meio se manteve constante e préxima do valor real (1015,63 + 1,65 kg/m?), como
mostra a Figura Al.2. A grande variagao da presséo do sistema pode ser justificada
com o tamanho da caixa de simulacéo (6,7 x 13,3 x 10,2 nm) e a grande quantidade
de &tomos nela contida (70.042), uma vez que ela calculada a partir da colisédo das
moléculas do sistema na parede da caixa de simulacdo. A caixa de simulacdo (sem

o0 solvente) esta representada na Figura 8.

O equilibrio do sistema foi alcangcado em aproximadamente 30 ns, como pode
ser analisado pelo grafico de RMSD (desvio quadrado médio) das estruturas das
cadeias principais do receptor e da Angll, que passam a oscilar entre 0,7-0,6 nm e
0,1-0,2 nm respectivamente (Figura 9). O alto desvio da estrutura em equilibrio do
AT1R em relacdo a estrutura inicial era esperado, uma vez que houve a insercao do
receptor, que estava em meio homogéneo, em uma bicamada lipidica, causando um
pequeno rearranjo da estrutura protéica. Pela andlise do RMSD através do tempo
também é possivel notar a alta estabilidade da estrutura da Angll no interior do
receptor, apresentando baixos valores de desvio (menores do que 0,2 nm), 0 que
indica que o peptideo se mantém no interior da cavidade do receptor de maneira
estavel. Podem ser observados, no mesmo grafico, dois momentos distintos de
conformacao da Angll (de 30-52 ns e 52-60 ns) que foram avaliados posteriormente
com o calculo do Fator-B e na anélise de agrupamentos.

Figura 8 - Representacédo da caixa de simulacdo da dindmica molecular com o AT1R (cinza),

Angll (carbonos em amarelo) e bicamada de POPC (carbonos em verde). A 4gua néo foi
exibida para melhor visualizacéao.
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Figura 9 - Grafico de desvio quadrado médio (RMSD) da cadeia principal do AT1R (azul) e da
Angll (vermelho).
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A estabilidade da proteina no decorrer da dinamica também pode ser
analisada pelo raio de giro (radius of gyration, Rg). Tal variavel pode ser usada para
representar o grau de empacotamento de polipeptideos e é definida como a
distancia ponderada pela massa de cada atomo ao centro de massa da proteina
(HONG; LEI, 2009; LOBANOV; BOGATYREVA; GALZITSKAYA, 2008). O grafico de
raio de giro da cadeia principal do AT1R pelo tempo esta representado na Figura 10.
E possivel observar que o empacotamento da proteina estabiliza em
aproximadamente 15 ns em torno de 2,30-2,35 nm, valor plausivel para proteinas de
359 aminoacidos, como o AT1R (HONG; LEI, 2009; LOBANOV; BOGATYREVA;
GALZITSKAYA, 2008). A maior variacao do raio de rotacdo do receptor ocorreu no
eixo z da caixa de simulacdo (Figura 11), o que era esperado, uma vez que a
bicamada lipidica envolve o receptor no plano dos eixos x e .

Figura 10 - Gréfico de variacdo do raio de giro total da cadeia principal do AT1R pelo tempo de
simulagdo da dindmica do complexo AT1R-Angll.
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Figura 11 - Gréafico de variacdo de raio de giro da cadeia principal do AT1R nos eixos x (azul), y
(vermelho) e z (amarelo) da caixa de simulacao pelo tempo da dindmica do complexo AT1R-
Angll.
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Os valores de RMSF (média do desvio quadrado médio), calculados para
cada aminoacido do AT1R e da Angll apés o equilibrio do sistema e representados
pelo Fator-B (Figura 12), também evidenciam uma estabilidade conformacional tanto
do receptor, quanto da Angll. Para o receptor, os maiores valores do Fator-B,
representando maior mobilidade, foram encontrados nas regides de al¢a, enquanto
gue a regides de a-hélice ou transmembranicas permanecem bem estaveis. Para
uma analise mais precisa da conformacdo da Angll no interior do receptor, seu
RMSF e Fator-B foram calculados nos dois intervalos de tempo, entre os quais
foram observadas maiores mudancas na sua posi¢cao. As maiores variagées nas
posicdes dos aminoacidos da Angll sdo encontradas nos dois primeiros residuos, o0
qgue pode ser explicado pelo fato de estarem localizados mais superficialmente no
receptor, interagindo com a agua do meio externo. No segundo momento, entre 50e
60 ns de simulacdo (Figura 12-c), h4& uma maior movimentacdo da estrutura da
Angll, porém com estabilizacdo do carboxi-terminal do peptideo em uma posicéo
especifica, provavelmente por interagir fortemente com aminoacidos do receptor
(LYS-199 e SER-105).
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Figura 12 - Representacado do Fator-B do AT1R no tempo de 40-60 ns (a) e da Angll nos tempos
de 30-40 ns (b) e 50-60 ns (c). O circulo laranja em (a) indica a regido do sitio de ligacdo. A
escala de cores representa o grau de mobilidade dos aminoacidos durante a dinamica, sendo
o vermelho muito movel e o azul escuro pouco movel.
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Para a selecdo da conformacao a partir da dinamica molecular foi realizada
uma analise de agrupamentos por RMSD, utilizando o algoritmo "gromos". Foram
feitas duas analises distintas englobando o periodo todo de equilibrio (30-60 ns): um
agrupamento considerando apenas o RMSD da Angll, para avaliar suas diferentes
conformacdes dentro do receptor, e outro considerando o sistema ligante-receptor
como um todo. Na primeira andlise, apenas da Angll, os quadros da dinamica
ficaram separados em trés grupos com pouca variacdo interna de RMSD, sendo que
o primeiro foi preponderante, com 4.928 poses, seguido de um grupo com 61 e outro
com 12 poses. Essa analise de agrupamento ndo separou em grupos distintos os
dois momentos de RMSD diferentes da Angll (Figura 8), evidenciando que a
diferenca da conformacdo entre os dois foi minima. Na segunda andlise,
considerando o complexo, foram formados 43 grupos, sendo que o0s trés mais
populosos reuniram 43% da populacdo total. Foi escolhida uma conformacao de
menor energia presente no primeiro grupo mais populoso da Angll isolada (primeira
analise), que também estava presente no grupo mais populoso da segunda analise.

A conformacéo da pose escolhida esta representada na Figura 13.

As interacdes do tipo ligacdo de hidrogénio entre a Angll e o AT1R foram
analisadas pela porcentagem de ocorréncia (ocupacdo) e a participacdo dos
residuos do receptor, considerando os quadros da dinamica apos o equilibrio (30-60
ns). Os resultados das ocupacdes (Figura 14) sugeriram muitas possiveis interacdes
anteriormente reportadas entre a Angll e o receptor: ligacdes de hidrogénio com os
residuos de TYR-184 (FILION et al.,, 2013), ARG-167 (FILLION et al., 2013;
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GASPARO, 2000; MATSOUKAS et al., 2013a; SPYROULIAS et al., 2003), SER-105
(GASPARO, 2000) e HIS-256. Também foi observada a interacdo ibnica entre o
grupo carboxi-terminal da Angll com a LYS-199 carregada do receptor,
extensamente estudada na literatura (FILLION et al., 2013; GASPARO, 2000;
LAPORTE et al.,, 1999; MATSOUKAS et al.,, 2013a; SPYROULIAS et al., 2003).
Além dessas, foram notadas também possiveis interacdes polares da Angll com os
residuos de SER-109, ASP-263, PHE-182 e PRO-192 do AT1R.
Figura 13 - Conformacéao apés dinamica da Angll no AT1R. A cavidade do receptor esta
representada em colorido por modelo em fitas com os aminoacidos envolvidos na interacao
destacados em cilindro. As cadeias laterais da Angll se encontram em formato de cilindro,

com os carbonos em cinza. Os nitrogénios estdo representados em azul e os oxigénios em
vermelho.

No quadro escolhido com a andlise de agrupamentos do complexo AT1R-
Angll, foram identificadas interacbes arométicas do tipo céation-n entre a HIS-6 da
Angll e a PHE-259 do receptor e do tipo empilhamento-r entre o anel aromatico da
PHE-8 da Angll e os residuos de TRP-84 e TYR-292 do AT1R. Essas interacoes,
bem como a distancia do centréide desses grupamentos durante a dinamica
molecular (60 ns), estdo representadas na Figura 15. As distancias entre os
centroides diminuiram ao decorrer da dinamica, ficando estaveis a partir de 30 ns,

mesmo tempo de estabilizagdo do sistema.
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Figura 14 — Gréfico de ocupacéo das liga¢des de hidrogénio identificadas entre 0o ATIR e a
Angll, representada pela frequéncia de aparicdo nos quadros da dindmica a partir do equibrio
do sistema (30-60 ns), em relacdo aos residuos do receptor envolvidos.
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Figura 15 - Representacéo da interacdo empilhamento-r entre as HIS-6 e PHE-8 do SVdF e as
PHE-259, TRP-84 e TYR-292 do AT1R, e gréafico das distancias entre os centrdides dos
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A forte interacdo iGnica entre a porgdo carboxi-terminal da Angll e a LYS-199
do AT1R e as interacdes aromaticas com o residuo PHE-8 do peptideo também
podem ser relacionadas com o baixo indice do Fator-B para o residuo terminal do
ligante, uma vez que restringem sua movimentagdo. A grande quantidade de
interacdes, principalmente ligacdes de hidrogénio, ao longo da cadeia da Angll
fornece estabilidade do ligante natural no interior do receptor, como também
ilustrado pelo Fator-B, favorecendo sua interacéo e estabilidade.
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5.2.2. SVdF

O peptideo SVdF, analogo a Angll, também é considerado um agonista pleno
do AT1R uma vez que ativa as duas vias de sinalizacéo (proteina G e p-arrestina). O
SVdF foi desenhado e sobreposto, a partir das cadeias principais, a estrutura da
Angll do complexo extraido da dindmica molecular, de modo a ser inserido na
cavidade do receptor de maneira semelhante ao peptideo enddgeno. O novo
complexo formado foi entdo submetido a uma dindmica molecular de 40 ns de

acordo com o0 mesmo protocolo utilizado para a Angll.

A energia do sistema se manteve estavel por todo o periodo da simulagédo
(Figura A1.3). O sistema apresentou uma area por lipideo de 0,75 nm?, temperatura
sempre proxima a 310 K (309,98 + 0,90 K), pressdo em torno de um bar (0,01 +
96,23 bar) e densidade da agua préxima ao valor real (1014,59 + 1,65 kg/m®) (Figura
Al.4). Como discutido anteriormente, a grande variacao da pressao do sistema pode
ser justificada pelo tamanho da caixa de simulacédo (6,9 x 13,7 x 11,0 nm) e a grande

guantidade de atomos nela contida.

O grafico de RMSD (Figura 16) mostra que o valor de RMSD da estrutura da
cadeia principal do receptor variou abaixo do valor de 0,3 nm e ficou estavel em
torno de 33 ns. O raio de giro foi analisado em funcdo do tempo e apresentou o
mesmo perfil do complexo com a Angll, além de demonstrar a estabilidade da
estrutura do receptor durante a dinamica, uma vez que seu valor nao teve grandes
variacdes, evidenciando ndo haver mudanca na compactacéo da proteina ja inserida
na bicamada lipidica (Figura A1.5). O peptideo ligante também permaneceu estavel
no interior do receptor, com RMSD médio constante a partir do tempo aproximado
de 10 ns da dindmica molecular, variando em torno de 0,1 (Figura 16).

Figura 16 - Grafico de desvio quadrado médio (RMSD) da cadeia principal do AT1R (azul) e do
SVdF (vermelho).

RMSD
(cadeias principais)

RMSD {nm)
(=] =] (=]
= ) )

=2
N~

g

0 5000 10000 15000 20000 25000 30000 35000 40000

=]

Tempo {ps)

——ATIR ——SVdF



32

Foram calculadas também as médias dos desvios (RMSF) de cada
aminoacido do AT1R e do SVdF nos ultimos 5 ns de simulagéo (apés estabilizagédo
do receptor), representado pelo Fator-B na Figura 17. A representacdo do receptor
mostra que a sua estrutura foi muito pouco alterada nas regides transmembranicas e
do sitio de ligacéo, sendo que os maiores desvios das posi¢cdes ocorrem em regides
naturalmente flexiveis de alcas. A representacédo do ligante SVdF indica uma maior
movimentacdo durante a dinamica molecular do inicio da cadeia (SAR-1), como
também observado no caso da Angll. Isso era esperado, uma vez que esse
aminoacido esta voltado para a parte externa do receptor, envolvido pelo solvente
polar do meio (Agua). Assim como ocorreu com a Angll, a por¢éo final do peptideo
(HIS-6, PRO-7, PHE-8) se mostrou altamente estavel por todo periodo de equilibrio,
por também apresentar diversas interacbes com 0 receptor, como sera discutido

posteriormente.

Figura 17- Representacédo do Fator-B do AT1R (a) e do SVdF (b), no tempo de 30-40 ns. O
circulo laranja em (a) indica a regido do sitio de ligac&o. A escala de cores representa o grau
de mobilidade dos aminoéacidos durante a dindmica, sendo o vermelho muito mével e o azul

escuro pouco movel.
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O quadro da dinamica selecionado para as analises de campos de interacdo

molecular esta representado na Figura 18. Essa selecéo foi realizada pela analise de
agrupamentos por RMSD das conformacbes apenas do peptideo, no interior do
receptor, apos a estabilizacdo do sistema (35-40 ns). Nessa andlise, os quadros dos
altimos 5 ns foram separados em 8 grupos, sendo que o primeiro deles continha
91% das estruturas totais. Foi selecionado o quadro que representava a média de
RSMD do primeiro grupo. Paralelamente, foi realizada outra analise de

agrupamentos, pelo mesmo protocolo, do complexo AT1R-SVdF, a fim de verificar
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se 0 quadro escolhido também era representativo do receptor. Nessa etapa, foram
gerados 7 grupos, com o primeiro contendo 85% do total de quadros. Verificou-se
que a conformacdo escolhida na primeira analise estava presente no grupo mais

populoso da segunda analise, sendo, portanto, representativa.

A andlise das interacdes de ligacdo de hidrogénio entre o SVdF e o receptor
foi realizada levando-se em consideracao o periodo de equilibrio da dindmica (35-40
ns) e a porcentagem de ocorréncia com participagdo dos residuos do AT1R. O
resultado das interacbes observadas com ocorréncia de 20% ou mais do total de
quadros esta representado na Figura 19. Foram analisadas também as interacdes
aromaticas no unico quadro selecionado pelo agrupamento, bem como a distancia
entre os residuos envolvidos durante a dinAmica molecular (Figura 20).
Figura 18 - Conformacao apés dindmica do SVdF no AT1R. A cavidade do receptor esta
representada em colorido por modelo em fitas com os aminoacidos envolvidos na interacao
destacados em cilindro. As cadeias laterais do SVdF se encontram em formato de cilindro,

com os carbonos em cinza. Os nitrogénios estdo representados em azul e 0s oxigénios em
vermelho.
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Figura 19 — Grafico de ocupacéo das ligacdes de hidrogénio identificadas entre 0 ATIR e 0
SVdF, representada pela frequéncia de aparicdo nos quadros da dinamica a partir do equibrio
do sistema (35-40 ns), em relagcdo aos residuos do receptor envolvidos.
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Foi possivel observar nove provaveis residuos do AT1R envolvidos em
ligacdes de hidrogénio com o ligante (Figura 19), dos quais quatro também foram
observados no compexo com a Angll (SER-105, ARG-167, e LYS-199), além da
interacdo idnica entre o carboxi-terminal do SVdF com a LYS-199. Foi evidenciada
também a presenca de uma interacdo do tipo empilhamento-T entre a PHE-8 do
ligante com a HIS-256 do receptor, residuo citado como ponto importante de
interacdo de peptideos agonistas do AT1R (Figura 20) (LAPORTE et al., 1999).
Apesar dessa interacao nao ter sido observada no caso da Angll, a HIS-256 também
possui sua movimentacado restrita no primeiro caso, uma vez que realiza ligacdo de
hidrogénio com a HIS-6 do peptideo enddégeno. Na visualizacdo dos resultados da
dindmica e das interagfes, ficou evidenciado, também, o importante papel do Gltimo
residuo do ligante (D-PHE-8). Assim como foi observado no complexo AT1R-Angll, a
grande estabilidade da porcéo final do SVdF é devida, provavelmente, as varias
ligacbes de hidrogénio realizadas entre o carboxil-terminal e os residuos de LYS-
199, SER-105 e ARG-167, bem como a interagdo aromatica do residuo D-PHE-8.
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Figura 20 — Representacao da interacdo empilhamento-T entre a D-PHE-8 do SVdF e a HIS-256
do AT1R e gréafico da distancia entre os centroides dos dois residuos de aminoacido
envolvidos durante a simulagéo de dinamica molecular.
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5.2.3. TRV120027

O peptideo com acdo enviesada TRV120027, depois de desenhado, foi
sobreposto a estrutura da Angll do complexo extraido da dindmica molecular de
modo semelhante a do peptideo anterior. O complexo AT1R-TRV120027 foi entdo
submetido a uma dindmica molecular de 40 ns seguindo o0 mesmo protocolo utilizado
anteriormnte. O sistema se manteve estavel por todo o periodo da simulacéo (Figura

A1.6), com parametros com valores proximos aos de referéncia.

O sistema apresentou uma area por lipideo de 0,75 nm? a temperatura se
manteve em torno de 310 K (309,98 + 0,90 K), a pressao oscilou em torno de um bar
(0,01 = 96,23 bar) e a densidade da agua do meio ficou proxima ao valor real
(1014,59 + 1,65 kg/m® (Figura A1.7). Como discutido anteriormente, a grande
variacdo da pressdo do sistema pode ser justificada pelo tamanho da caixa de
simulacdo (6,9 x 13,7 x 11,0 nm) e a grande quantidade de atomos nela contida
(71155).

Os graficos de RMSD (Figura 21) e de raio de giro (Figura A1.8) mostram que
a estrutura do receptor ndo sofreu grandes alteracdes e se manteve estavel durante
o tempo de simulacdo. O RMSD da estrutura do receptor variou em torno de 0,3 nm,
ficando estavel a patir de 27 ns. E possivel observar um pequeno aumento de desvio
ao final da dindmica que, ao ser analisado, ndo se mostrou de grande importancia,
pois foi causado por mudancas de posi¢do de residuos de aminoacidos presentes
em regides de alca altamente flexiveis. O raio de giro foi analisado em func¢do do
tempo e apresentou o mesmo perfil do complexo com a Angll, aléem de demonstrar a

estabilidade da estrutura do receptor durante a dindmica, uma vez que seu valor nao
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teve grandes variagcbes, evidenciando ndo haver mudanca na compactacdo da

proteina j& inserida na bicamada lipidica.

Foram calculadas também as médias dos desvios (RMSF) de cada
aminoacido do AT1R e do TRV120027 nos ultimos 10ns de simulacdo (apds
estabilizacdo), representado pelo Fator-B na Figura 22. A representacao do receptor
mostra que a sua estrutura ndo foi alterada nas regides transmembranicas, sendo
que os maiores desvios das posi¢des ocorrem em regides naturalmente flexiveis. Ja
0 peptideo TRV120027, apesar de nao ter sofrido grandes alteracées, com Fator-B
maximo no valor de 30, apresenta um perfil de estabilidade conformacional muito
diferente da Angll no interior do receptor. A principal diferenca observada foi o
aumento do Fator-B na regido do aminoacido terminal que, no TRV120027,
corresponde a D-ALA-8. O residuo terminal no TRV120027 sofre maior
movimentacao, provavelmente em funcéo das interacfes aromaticas com o residuo
terminal do ligante ndo serem possiveis nesse caso.

Figura 21 - Gréfico de desvio quadrado médio (RMSD) da cadeia principal do AT1R (azul) e do
TRV120027 (vermelho).
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Figura 22 - Representacdo do Fator-B do AT1R (a) e do TRV120027 (b), no tempo de 20-40 ns.
O circulo em laranja em (a) indica a regido do sitio de ligac&o. A escala de cores representa o
grau de mobilidade dos aminoacidos durante a dindmica, sendo o vermelho muito mével e o
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A selecao da conformacao para estudo posterior foi realizada a partir de uma
andlise de agrupamentos por RMSD, utilizando o algoritmo "gromos", dos quadros
gerados a partir da estabilizacdo das estruturas (10ns). Primeiramente foi realizada
uma separacdo levando em consideracdo apenas a estrutura do TRV120027 e
utilizando um valor de corte de 0,8 A do RMSD, diferente do realizado para os outros
peptideos, de modo a gerar melhor separacdo de grupos. Nessa andlise, foram
gerados trés grupos, sendo que o primeiro deles englobou 99% das conformacdes.
Em seguida foi feita uma segunda separacdo com o complexo AT1R-TRV120027
como um todo. Na segunda andlise foram encontrados 12 grupos, dos quais o
primeiro era composto por 58% do total de quadros.

Foi extraido da trajetéria um quadro central, com RMSD médio, presente no
primeiro grupo da primeira andlise, presente também no primeiro grupo da
separacdo em que foi considerado todo complexo. A conformacgédo escolhida esta
representada na Figura 23 e foi utilizada posteriormente para o estudo dos campos
de interacdo moleculares.

Figura 23 - Conformacéo apds dindmica do TRV120027 no AT1R. A cavidade do receptor esta
representada em colorido por modelo em fitas com os aminoacidos envolvidos na interacao
destacados em cilindro. As cadeias laterais do TRV120027 se encontram em formato de

cilindro, com os carbonos em cinza. Os nitrogénios estéo representados em azul e 0s
oxigénios em vermelho.
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As ligagbes de hidrogénio observadas durante a dindmica molecular e suas
ocupacOes estdo representadas na Figura 24. Algumas interacdes entre o peptideo
e o receptor foram mantidas em relacdo as interacdes da Angll e do SVdF, como as
ligacdes de hidrogénio com os residuos de ARG-167 e SER-105 e a interacao ibnica
entre a LYS-199 e o carboxi-terminal do TRV120027. Também puderam ser
observadas ligacbes de hidrogénio entre o ligante e os residuos de aminoacidos
SER-109, TYR-184, GLU-185, SER-186 e GLN-187 do AT1R.

Nenhuma interacdo aroméatica foi observada para o complexo do TRV12027
com o receptor. Inclusive, as interacbes aromaticas antes presentes entre a PHE-8
da Angll e a D-PHE-8 do SVdF e residuos do receptor, que ndo ocorrem com O
TRV120027 por ele possuir uma D-Alanina no lugar da fenilalanina, podem ser as
responsaveis por deixar a porcado terminal do ligante mais livre no interior do

receptor, como evidenciado na representacdo do Fator-B (Figura 22).

Figura 24 — Grafico de ocupacédo das ligac@es de hidrogénio identificadas entre 0 ATIR e o
TRV120027, representada pela frequéncia de aparicdo nos quadros da dindmica a partir do
equibrio do sistema (30-40 ns), em relagdo aos residuos do receptor envolvidos.
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Essas pequenas diferencas nas interacdes causadas pela composicdo do
peptideo ligante podem ser responsaveis pelo tipo de acdo enviesada do
TRV120027, uma vez que sado capazes de levar o receptor a uma conformacao
distinta. As diferencas entre o perfil de interacdo dos agonistas plenos e enviesados
foram analisadas posteriormente, apdés a dinanima molecular de todos o0s

complexos.

5.2.4. TRV120023
Foi realizada uma simulacdo de dindmica molecular de 40 ns do complexo

AT1R-TRV120023 apos a sobreposicdo do peptideo analogo a estrutura da Angll no
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interior do receptor. O sistema submetido & simulagdo apresentou energia estavel
durante todo o periodo (Figura Al1.9), area por lipideo de 0,75 nm?2 e valores de
temperatura, pressao e densidade préximos aos de referéncia: 309,98 + 0,91 K, 1,04
+ 96,67 bar e 1015,30 + 1,68 kg/m3 respectivamente (Figura A1.10).

Como pode ser constatado pelos graficos de RMSD (Figura 25) e de raio de
giro (Figura A1.11) do complexo AT1R-TRV120023, o receptor permaneceu estavel,
sem grandes altera¢gOes de estrutura, durante a simulacdo. O RMSD da estrutura do
AT1R estabilizou a partir de aproximadamente 30 ns em torno de 0,3 nm. O raio de
giro manteve o mesmo perfil das outras simulacdes, evidenciando ndo haver
mudanca na compactacdo da proteina ja inserida na bicamada lipidica. O ligante
TRV120023 apresentou uma variagdo de RMSD abaixo de 0,2 nm, ficando
constante a partir de 10 ns.

Figura 25 - Gréafico de desvio quadrado médio (RMSD) da cadeia principal do AT1R (azul) e do
TRV120023 (vermelho).
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Figura 26 - Representacdo do Fator-B do AT1R (a) e do TRV120023 (b), no tempo de 30-40 ns.
O circulo laranja em (a) indica a regido do sitio de ligac&o. A escala de cores representa o grau
de mobilidade dos aminoé&cidos durante a dindmica, sendo o vermelho muito mével e o azul
escuro pouco movel.
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As médias dos desvios (RMSF) das estruturas do AT1R e do TRV120023
foram calculadas para o tempo em que o sistema se encontrava em equilibrio (30-40
ns) e estdo representadas pelo Fator-B na Figura 26 é possivel notar pela
representacdo que a estrutura do receptor se manteve estavel nas regides
transmembréanicas e do sitio de ligacdo, com baixos valores de Fator-B. O ligante
TRV120023 obteve Fator-B maximo de 64, evidenciando poucas variagcbes em sua
posicdo no interior do receptor. A maior movimentacao foi observada no primeiro
residuo (SAR-1), como ocorreu para 0s outros peptideos, por ele estar direcionado
ao meio externo. O ultimo residuo do ligante (ALA-8) também apresentou uma
variacdo de posicdo, como foi visto para o0 TRV120027 em complexo com o AT1R.
Como ocorre no TRV120027, o peptideo TRV120023 também ndo possui residuo
aromatico na porcao terminal, ndo realizando, portanto, interagcdes aromaticas com o
receptor, o que pode deixar essa por¢cao mais livre no espaco, resultando em um
maior Fator-B.

Apo6s a simulagdo de dindmica molecular, foi selecionada uma conformacao
do complexo para posteriores estudos a partir de analises de agrupamentos
hierarquicos por RMSD dos quadros da dinamica a partir de sua estabilizacédo (30-40
ns). Foi realizada uma primeira analise de separacdo levando em consideracdo
apenas a conformacdo do TRV120023. Desse passo, resultaram seis grupos, dos
quais o primeiro mais populoso continha 95% do total de quadros. Em uma segunda
analise, considerando o RMSD do complexo AT1R-TRV120023, foram separados 11
grupos, com o primeiro contendo mais da metade dos quadros. Foi selecionado o
quadro com RMSD central do primeiro grupo da primeira analise, e que também
estava contido no primeiro grupo da segunda andlise. A estrutura escolhida esta

ilustrada na Figura 27.

As ligacdes de hidrogénio realizadas entre o ligante e o receptor foram
analisadas pelo célculo de suas ocupacdes, em porcentagem de quadros da
dindmica a partir do equilibrio do sistema, e os residuos de aminoacido do AT1R
envolvidos. Tais resultados podem ser observados na Figura 28. E possivel notar
interacdes que apareceram também na andalise dos outros trés complexos
anteriores, como as ligacdes de hidrogénio com os residuos de PHE-182, ARG-167
e SER-105 e a interacdo ibnica entre a LYS-199 e o carboxi-terminal do peptideo

ligante. Também puderam ser observadas ligacoes de hidrogénio entre o
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TRV120023 e os residuos de aminoacidos SER-109, ALA-163, GLU-185, TYR-184,
ASP-263 e ASN-174 do AT1R.

Figura 27 - Conformacéo apds dindmica do TRV120023 no AT1R. A cavidade do receptor estéa
representada em colorido por modelo em fitas com os amino&cidos envolvidos na interacao
destacados em cilindro. As cadeias laterais do TRV120023 se encontram em formato de
cilindro, com os carbonos em cinza. Os nitrogénios estéo representados em azul e os
oxigénios em vermelho.
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Figura 28 — Grafico de ocupacédo das ligacGes de hidrogénio identificadas entre 0 ATIR e o
TRV120023, representada pela frequéncia de apari¢cdo nos quadros da dinamica a partir do
equibrio do sistema (30-40 ns), em relagdo aos residuos do receptor envolvidos.
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Assim como observado no caso do outro agonista enviesado (TRV120027),
ndo foram encontradas interacbes com por¢gBes aromaticas do residuo de
aminoéacido terminal com o receptor, uma vez que o TRV120023 também ndo possui
por¢cdes aromaticas nessa regido da molécula. No entanto, foi possivel notar uma
interacdo aromatica do tipo empilhnamento-n entre a TYR-4 do ligante com a PHE-
182 do AT1R. A distancia dessa interacdo ndo foi monitorada ao decorrer da
dindmica, pois ela n&do foi observada nos outros agonistas enviesados, nem com

agonistas plenos, ndo se mostrando de grande importancia.

5.2.5. Sl

O peptideo Sl também apresenta atividade enviesada para B-arrestina frente
ao AT1R, porém com menor afinidade ao receptor. O peptideo Sl desenhado foi
sobreposto a estrutura da Angll extraida da dinamica molecular e o complexo
AT1R-SIl submetido a dindmica molecular de 40 ns de acordo com o protocolo
descrito anteriormente. A energia do sistema se manteve estavel por todo o periodo

da simulacéo (Figura A1.12), apresentando uma area por lipideo de 0,74 nm?.

A temperatura durante a simulacao ficou em torno de 310 K (309,98 * 0,91 K),
a pressdo oscilou em torno de um bar (2,25 + 96,70 bar) e a densidade da agua
ficou préxima ao valor real (1015,38 + 1,66 kg/m°) (Figura A1.13). As dimensées da

caixa de simulacao foram iguais as anteriores: 6,9 x 13,7 x 11,0 nm.

O RMSD da estrutura do receptor estabilizou a partir de aproximadamente 25
ns de simulagdo, passando a variar em torno de 0,3 nm de forma constante, o que
indica a estabilidade da estrutura do mesmo (Figura 29). Ja o desvio da estrutura do
peptideo Sll se manteve constante abaixo de 0,1 nm, evidenciando sua grande
estabilidade no interior do receptor (Figura 29). O raio de giro do AT1R em func¢éo do
tempo também apresentou o mesmo perfil dos complexos anteriores (Figura Al1.14).
Assim como o raio de giro do receptor em complexo com os peptideos analogos a
Angll, seu valor ndo apresentou grandes variagdes, evidenciando estabilidade no

empacotamento de sua estrutura

As médias dos desvios (RMSF) de cada aminoacido do AT1R e do SlI foram
calculadas apoOs a estabilizacdo do sistema (considerada apdés 25 ns) e estédo
representadas pelo Fator-B na Figura 30. Pela figura € possivel observar a

estabilidade do receptor nas regifes transmembréanicas e do sitio de ligacdo e a



43

maior movimentacdo das regifes de algcas, o que era esperado. O peptideo Sl
também néo sofre grandes desvios na posi¢céo de seus aminoéacidos, tendo um valor
maximo de Fator-B de 15. O maior desvio observado no Sll ocorreu em sua por¢ao
terminal (ILE-8), resultando em um perfil de movimentacdo contrario ao da Angll,
bem como nos casos dos outros agonistas enviesados. A ILE-8 terminal do Sli
também né&o apresenta por¢do aromatica, ndo realizando interagbes aromaticas com
residuos do receptor, o que leva a sua menor estabilizacao.

Figura 29 - Gréafico de desvio quadrado médio (RMSD) da cadeia principal do AT1R (azul) e do

Sl (vermelho).
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Figura 30 - Representacédo do Fator-B do AT1R (a) e do SlI (b), no tempo de 25-40 ns. O circulo
laranja em (a) indica a regido do sitio de ligagdo. A escala de cores representa o grau de
mobilidade dos aminoacidos durante a dindmica, sendo o vermelho muito mével e o azul

escuro pouco movel.
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A conformacao do SllI e do receptor para estudo posterior foram selecionadas
a partir de analises de agrupamentos por RMSD dos quadros gerados na dinamica
molecular a partir de 25 ns (estabilizagcdo do sistema). A primeira andlise foi
realizada sendo considerada apenas a estrutura do Sll. Nessa primeira etapa, 0s
guadros foram separados em 5 grupos, com o primeiro deles contendo 99% do total.
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Em seguida foi feita a segunda separacdo considerando o complexo AT1R-SII
inteiro, na qual foram encontrados 27 grupos, dos quais 0s dois primeiros
compreenderam mais da metade dos quadros.

Foi extraido da trajetoria um quadro central, com RMSD médio, presente no
primeiro grupo da primeira andlise, presente também no primeiro grupo da
separacdo em que foi considerado todo complexo. A conformacdo escolhida,
representada na Figura 31, foi utilizada posteriormente para a analise dos campos

de interacdo moleculares e geracéo do farmacoforo.

Figura 31 - Conformacgé&o apés dindmica do Sll no AT1R. A cavidade do receptor esta
representada em colorido por modelo em fitas com os aminoéacidos envolvidos na intera¢&o
destacados em cilindro. As cadeias laterais do Sll se encontram em formato de cilindro, com

os carbonos em cinza. Os nitrogénios estdo representados em azul e os oxigénios em
vermelho.

Foram analisadas as ligacdes de hidrogénio realizadas entre o Sll e o
receptor pelo célculo de suas ocupagbes a partir do equilibrio do sistema. As
frequéncias dessas intragdes e os residuos de aminoacido do AT1R envolvidos
estédo representados na Figura 32. Podem ser observadas interagdes polares entre o
SIl e os aminoacidos PHE-182, ARG-167, SER-105 e LYS-199 do receptor, que

também estdo presentes na interagdo do mesmo com 0s outros quatro ligantes
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anteriores. As interacdes observadas entre o Sll e os residuos TRP-84, ASN-174 e
TYR-292 do receptor também surgiram para os outros dois agonistas enviesados.
No entanto, o Sl também realizou ligacdo de hidrogénio com o GLU-173, que néo

foi observada em nenhum dos outros quatro complexos.

Figura 32 — Grafico de ocupacéo das ligagdes de hidrogénio identificadas entre 0 AT1IR e o SlI,
representada pela frequéncia de aparicao nos quadros da dinamica a partir do equibrio do
sistema (30-40 ns), em relagdo aos residuos do receptor envolvidos.
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Assim como no caso dos outros agonistas enviesados, ndo ocorre interacao
do tipo empilhamento-n entre o aminoacido terminal da cadeia do Sl com o
receptor. E possivel que, em fungéo disso, a por¢éo terminal do ligante tenha maior
liberdade de movimentacdo comparado a Angll, o que pode ser constatado na

representacdo do desvio médio (Figura 30).

O perfil de interacdo do Sl com o receptor apresentou semelhancas em
relacdo ao dos outros ligantes enviesados, com uma menor estabilizacdo da porcéo
terminal do peptideo pela falta da interacdo aroméatica. Além disso, foram
observadas muitas interacdes do Sll com o AT1R que também estiveram presentes

nos outros complexos analisados, o que pode explicar a ligagdo desse peptideo.

5.2.6. SI

O peptideo SI, como o TRV120027, TRV120023 e o SllI, também possui
atividade agonista enviesada ao se ligar no AT1R. Como os demais, o Sl foi
desenhado e sobreposto, a partir do alinhamento das cadeias principais, a estrutura
da Angll no interior do receptor. Em seguida, o novo complexo foi submetido a

simulacéo de dinamica molecular de 40 ns seguindo 0 mesmo protocolo.
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A energia do sistema se manteve constante durante todo o processo (Figura
Al1.15), a area por lipideo da bicamada de POPC foi de 0,75 nm?, e 0s outros
parametro ficaram estaveis e proximos ao valor de referéncia. A temperatura se
manteve proxima a temperatura fisiologica de 310 K (309,98 + 0,91), a pressao
variou com média proxima a 1 bar (0,02 + 96,7) e a densidade teve valor préxima a
da dgua (1014,94 + 1,7) (Figura A1.16). A caixa de simulacado tinha as dimensdes de
6,9 x 13,7 x 11,0 nm, o que, como explicado anteriormente, explica a alta variacao

do valor da presséo do sistema.

O gréafico de RMSD das estruturas do AT1R e do Sl mostra o equilibrio do
sistema a partir do tempo de 30 ns. Apos a estabilizacdo, o RMSD do receptor
passou a variar entre 0,2 e 0,3 nm, enquanto que a estrutura do ligante se manteve
estavel no interior do receptor, com RMSD variando em torno de 0,1 nm (Figura 33).
O raio de giro do AT1R em funcao do tempo também apresentou o0 mesmo perfil dos
complexos anteriores, evidenciando estabilidade do empacotamento da proteina
(Figura A1.17).

Figura 33 - Grafico de desvio quadrado médio (RMSD) da cadeia principal do AT1R (azul) e do
Sl (vermelho).
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Também foram analisadas as médias do desvio (RMSF) de cada residuo do
receptor e do Sl apds a estabilizacdo do sistema (30-40 ns). A representacao do
RMSF pelo Fator-B (Figura 34) evidencia a estabilidade da estrutura do receptor nas
por¢cBes transmembranicas e do sitio de ligacdo. Além disso, a representagdo do
peptideo SI mostra uma alta movimentagcdo do mesmo durante os ultimos 10 ns de
simulacdo, com altos valores de Fator-B. A pesar disso, notou-se um perfil de
estabilidade do ligante semelhante aos casos anteriores, com maior liberadade do

primeiro residuo (SAR-1), que se encontra exposto ao solvente. Comparativamente
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ao resto da molécula, o residuo terminal do S| (ILE-8) se manteve mais estavel,
porém apresentou mobilidade semelhante aos outros peptideos enviesados em

nameros absolutos, ndo sendo estabilizado por nenhuma interacdo aromatica.

Figura 34 - Representacgéo do Fator-B do AT1R (a) e do SlI (b), no tempo de 30-40 ns. O circulo
laranja em (a) indica a regido do sitio de ligacdo. A escala de cores representa o grau de
mobilidade dos aminoé&cidos durante a dindmica, sendo o vermelho muito mével e o azul

escuro pouco movel.
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Para a selecdo do quadro da dinamica contendo o complexo AT1R-SI que
guiou os estudos posteriores, foi utilizada a mesma analise descrita anteriormente
de agrupamentos hierarquicos por RMSD. Em uma primeira analise, as estruturas
do SI presentes nos quadros da dinadmica apods a estabilizacdo (30-40 ns) foram
comparadas e seperadas em 4 grupos, dos quais 0 mais populoso representava
90% do total. Foi selecionado o quadro que continha a estrutura do SI com RMSD
meédio desse grupo. Em uma segunda analise, na qual foi considerado o complexo
do ligante com o receptor, foram gerados 12 grupos, dos quais 0 mais populoso
continha 48% dos quadros. A estrutura selecionada, representada na Figura 35,
além de representar a média do primeiro grupo da primeira andlise, também estava
presente no grupo mais populoso da segunda, evidenciando sua alta

representatividade.

O estudo das ocupacdes das ligacdes de hidrogénio calculadas para os
altimos 10 ns de simulacéao (equilibrio), ilustrado na Figura 36, mostrou interacdes
entre o receptor e 0 SI semelhantes aos outros complexos, com a participacao da
SER-109, ARG-167, TYR-184, GLU-185 e da LYS-199 do AT1R. Foram observadas
também interagbes presentes nos outros complexos com agonistas enviesados
anteriores, com o envolvimento dos residuos de GLU-173, ASN-174 e TYR-292. O
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S| apresentou uma baixa porcentagem de interacdo com a TYR-87 do AT1R, nao

observada em nenhum outro caso anterior.

Figura 35 - Conformacgao apds dindmica do Sl no AT1R. A cavidade do receptor esta
representada em colorido por modelo em fitas com os amino&cidos envolvidos na interacéo
destacados em cilindro. As cadeias laterais do Sl se encontram em formato de cilindro, com os
carbonos em cinza. Os nitrogénios estao representados em azul e os oxigénios em vermelho.
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Figura 36 — Grafico de ocupacdo das ligac@es de hidrogénio identificadas entre o ATIR e 0 Sl,
representada pela frequéncia de aparicdo nos quadros da dindmica a partir do equibrio do
sistema (30-40 ns), em relacéo aos residuos do receptor envolvidos.
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Para o complexo entre o AT1R e o SI, ndo foram evidenciadas possiveis

interacbes aromaticas. A auséncia desse tipo de interacdo, principalmente
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envolvendo o residuo terminal do ligante, indica uma semelhangca no perfil de

interacao entre os peptideos enviesados apresentados anteriormente.

5.2.7. DVG

O peptideo DVG, também agonista enviesado do AT1R, foi desenhado e
sobreposto a cadeia pricipal da Angll no interior do receptor e submetido a uma
dindmica molecular de 40 ns, como os demais analogos. A energia do sistema
permaneceu estavel durante toda a simulacdo (Figura A1.18), a area por lipideo da
bicamada ficou préxima ao valor experimental do POPC (0,75 nm?). Além disso, o
sistema também apresentou valores de temperatura (309,98 + 0,91 K), pressao
(2,23 £ 96,64 bar) e densidade (1015,29 + 1,65) com médias constantes e proximas

as de referéncia (Figura A1.19).

A estrutura do receptor em complexo com o DVG variou pouco durante a
simulacéo, apresentando RMSD estavel entre 0,2 e 0,3 nm a partir do tempo de 20
ns (Figura 37). O gréfico de raio de giro de sua cadeia principal também mostrou alta
estabilidade em seu empacotamento, com pequenas variacdes ao longo da trajetoria
(Figura Al1.20). A estrutura do peptideo ligante apresentou uma variagdo mais
elevada se comparada a estrutura do ligante das outras simula¢gdes. No entanto, o
DVG se manteve no interior do receptor, ficando em equilibrio a partir do tempo
aproximado de 15 ns, com o0 RMSD variando em torno de 0,2 nm (Figura 37).

Figura 37 - Grafico de desvio quadrado médio (RMSD) da cadeia principal do AT1R (azul) e do
DVG (vermelho).
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A média do desvio (RMSF) da estrutura do AT1R, calculada a partir do
equilibrio do sistema (20 ns), evidenciou estabilidade de suas porcbes

transmembréanicas e da regido do sitio de ligagdo, com baixos valores do Fato-B
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(Figura 38-a). J4 a representacdo do ligante DVG mostrou alta movimentagdo do
mesmo no interior do receptor, com valor de Fator-B maximo de 200. Apesar disso,
o RMSF do peptideo DVG apresentou um perfil semelhante aos dos outros
peptideos enviesados, com maior movimentacdo do primeiro (ASP-1) e do dltimo
(GLY-8) residuos de aminoéacido (Figura 38-b).
Figura 38 - Representacao do Fator-B do AT1R (a) e do DVG (b), no tempo de 30-40 ns. O
circulo laranja em (a) indica a regido do sitio de ligagdo. A escala de cores representa o grau

de mobilidade dos aminoéacidos durante a dindmica, sendo o vermelho muito mével e o azul
escuro pouco moével.
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A analise de agrupamentos hierarquicos por RMSD dos quadros da dinamica
foi realizada igualmente as din&micas anteriores, abrangendo o sistema em
equilibrio, a partir de 20 ns nesse ultimo caso. A primeira andlise, envolvendo
somente a estrutura do ligante, gerou 59 grupos, com o mais populoso deles
contendo metade do numero total de quadros. A segunda andlise, com o complexo
todo (AT1R-DVG), gerou 6 grupos, sendo que o primeiro mais populoso continha
94% das estruturas. Foi selecionado para andlises posteriores o quadro com RMSD
médio do primeiro grupo da primeira analise. Esse quadro selecionado também
estava presente no grupo mais populoso da segunda andlise, sendo, portanto,
representativo tanto da estrutura do DVG quanto do receptor. O complexo extraido

da dindmica esta representado na Figura 39.
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Figura 39 - Conformacédo apés dindmica do DVG no AT1R. A cavidade do receptor esta
representada em colorido por modelo em fitas com os aminoacidos envolvidos na interacao
destacados em cilindro. As cadeias laterais do DVG se encontram em formato de cilindro, com
0s carbonos em cinza. Os nitrogénios estdo representados em azul e 0os oxigénios em
vermelho.

GLU-173 gy

As ocupac0es das ligacdes de hidrogénio foram calculadas para os ultimos 20
ns de simulacdo (equilibrio), com os resultados mostrados no grafico da Figura 40.
Essa andlise revelou residuos do AT1R envolvidos em interagbes com o ligante
DVG gue também estavam presentes nas interacées dos outros peptideos, como a
SER-105, SER-109, ARG-167, PHE-182 e LYS-199. As liga¢cGes de hidrogénio entre
o DVG e os residuos TYR-87 e GLU-173 do receptor também estavam presentes
com outros agonistas enviesados, podendo ser importantes para esse tipo de
atividade. A interacdo com a MET-284 do AT1R n&o ocorreu em nenhum outro

complexo do AT1R com os peptideos.
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Figura 40 — Grafico de ocupacéao das ligacdes de hidrogénio identificadas entre 0 ATIR e o
DVG, representada pela frequéncia de aparicdo nos quadros da dindmica a partir do equibrio
do sistema (30-40 ns), em relagcdo aos residuos do receptor envolvidos.
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Como ocorreu com 0s outros peptideos enviesados, ndo foram observadas
interacbes aromaticas entre o DVG e residuos do receptor, indicando uma

semelhanca no perfil desse tipo de interagédo entre os agonistas enviesados.

5.2.8. Comparacao dos perfis de interacéo entre os ligantes e o AT1R

A Figura 41 ilustra a frequéncia de ocupacdo das ligacdes de hidrogénio
durante a fase de equilibrio da dindmica molecular para os sete peptideos em
estudo e os residuos de aminoacido do AT1R envolvidos. Com a compara¢ado desse
tipo de interacdo, com o0s peptideos de acdo agonista plena e os enviesados, foi
possivel notar algumas diferencas quanto aos residuos do receptor que estdo
envolvidos.

Figura 41 - Gréafico de ocupacao das ligagdes de hidrogénio identificadas entre o AT1R e o0s

ligantes peptidicos, representada pela frequéncia de aparicdo nos quadros da dindmica a
partir do equibrio do sistema, em relac&o aos residuos do receptor envolvidos.
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Alguns residuos do receptor, como a SER-105, SER-109, ARG-167, PHE-182

e LYS-199, estiveram envolvidos nas interacdes com todos os peptideos, agonistas



53

plenos e enviesados. Esses, portanto, podem ser responsaveis pelo reconhecimento
do ligante e sua afinidade pelo receptor, ndo tendo funcdo essencial no tipo de agéo
gue o mesmo exerce. No entanto, € possivel observar que as ligac6es de hidrogénio
entre os residuos SER-109 e ARG-167 os peptideos enviesados (DVG, S, SlI,
TRV120023 e TRV120027) possuem uma ocupacao maior durante a simulacdo se
comparada com suas intera¢gées com os agonistas plenos (Angll e SVdF). Esse fato
sugere uma possivel interacdo mais forte entre esses residuos e 0s agonistas
enviesados que pode, portanto, ter relagdo com o tipo de acdo enviesada para f3-

arrestina.

Também foram notados residuos do AT1R envolvidos em ligacbes de
hiodrogénio em poucos casos e com baixa frequéncia, como foi o caso da ALA-163,
HIS-183, SER-186, GLN-187, HIS-256, ASN-200, GLN-267 e MET-284. Essas
interacdes ndo foram consideradas na andlise do perfil, uma vez que ndo foram

representativas.

A patir dessa comparacao, algumas ligacdes de hidrogénio mais frequentes e
aparentes apenas nas simulacbes com peptideos agonistas enviesados foram
considerada sobressalentes. Nesse sentido, os residuos TYR-87, GLU-173, ASN-
174 e TYR-292 do receptor podem ser destacados. Essas intera¢des do tipo ligagao
de hidrogénio parecem ser importantes para acao enviesada no receptor e, portanto,
foram consideradas nos estudos de campos de intera¢cdo molecular e na construcao

do farmacoforo.

Além das ligacbes de hidrogénio, foram também analisadas interacdes
aromaticas do tipo empilhamento-r, empilhamento-T e céation-t para 0s sete
complexos apos a dinamica molecular. Encontrou-se esse tipo de ligacdo em
apenas trés sistemas: Angll, SVdF e TRV120023 (Tabela Il). Os peptideos com
acdo agonista plena (Angll e SVdF), como ja discutido anteriormente, possuem uma
fenilalanina como aminoacido terminal, permitindo a realizacdo de interagbes
aromaticas com residuos nas porc¢des transmembranicas do receptor (TM2, TM6 e
TM7), na parte mais interna do sitio de ligacdo. Ja os outros peptideos em estudo,
agonistas enviesados, ndo possuem aminoacido aromatico na porcao terminal e,

portanto, ndo realizam essas interagoes.
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A Unica interacdo aromatica observada para um agonista enviesado foi um
empilhamento-n entre a TYR-4 do TRV120023 e a PHE-182 presente na segunda

alca transmembrénica do receptor (LE2).

Tabela Il — InteracGes aromaticas observadas entre os complexos do AT1R com os peptideos
agonistas plenos (Angll e SVdF) e 0 TRV120023 ap6s as simulacdes de dinamica molecular.

Dominio  Residuo Angll SVdF TRV120023
doATIR doATIR 55  PHE-8 PHE-8 PHE8  PHE-8 TYR-4
™2 TRP-84 } emp.n § 3 - -
LE2  PHE-182 . i . . . emp.-n
TM6 HIS-256 - - - cation-n emp.-T -
TM6 PHE-259  cation-nt - - - - ;
T™M7 TYR-292 - - emp.-t - - -

A partir dessa apreciacao, as interacdes aromaticas com residuos de porcdes
transmembranicas do receptor foram consideradas como fatos excludentes nas

analises posteriores de selecdo de moléculas na triagem virtual.

5.3.Analise dos campos de interacdo molecular do AT1R

Os campos de interagdo molecular indicam regides nas quais certas
caracteristicas de um possivel ligante seriam favoraveis para a interagdo com o
receptor. Nos presente trabalho, as caracteristicas estudadas foram hidrofilicidade,
hidrofobicidade, aceitacdo e doacdo de ligacdo de hidrogénio. Os resultados dos
campos gerados com a sonda para hidrofilicidade (H20) nédo foram aqui
representados nem analisados mais profundamente, uma vez que eles cobriram

toda a cavidade do receptor, ndo sendo conclusivos.

Os outros campos foram analisados juntamente com a estrutura do respectivo
ligante no interior do AT1R. Foram observadas diferencas entre os campos de
interacdo gerados com o0s receptores retirados das diferentes dinamicas
moleculares, o que evidencia uma mudanca significativa em sua estrutura
dependente do ligante e de sua caracteristica. Os campos de interacdo molecular
gerados para a estrutura do AT1R com a Angll estdo representados na Figura 42.
Foram representados em esferas 0s pontos coincidentes entre o campo e a
caracteristica do atomo do ligante, de modo a destacar as regifes de interesse para
cada um dos possiveis tipos de acdo. Em seguida, as regides de interesse para o

agonismo enviesado foram agrupadas e alinhadas, bem como as regibes
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destacadas para os agonistas plenos, a fim de se identificar os pontos em comum

para os tipos de agonistas.

Figura 42 — Representacdes da analise de campos de interacdo molecular do AT1R (fitas cinza)
apo6s a simulacédo de dinamica molecular com a Angll (modelo em cilindro ciano). Os
nitrogénios estao representados em azul e os oxigénios em vermelho. Em verde estdo os
campos hidrofébicos (DRY), em azul as regides favoraveis para aceptores de ligacao de
hidrogénio (O) e em magenta as regifes favoraveis para doadores de ligacdo de hidrogénio.
As esferas indicam regides de coincidéncia entre o grupamento do ligante e o campo.

: ; :

[ 4 4 /

Foi possivel observar semelhancas entre as regides de coincidéncia entre os
agonistas plenos (Figuras 41 e A2.1), principalmente para os campos hidrofébicos.
Foram destacadas as regides correspondentes as PHE-8 da Angll e D-PHE-8 do
SVdF e a TYR-4 da Angll e VAL-5 do SVdF. No caso dos agonistas enviesados
(Figuras A2.2-6), os campos hidrofébicos destacados em quase todos os casos
corresponderam a cadeia lateral dos residuos de nimeros 3 (em todos 0s casos

uma valina) e 5 (residuos hidrofébicos) dos peptideos. Nenhum agonista enviesado
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apresentou, nessa andlise, campos hidrofébicos de interesse préximos aos residuos
terminais do peptideo, ao contrario do que foi observado nos agonistas plenos. Esse
fato corrobora com os resultados da dinamica que mostraram interacdes do tipo
aromaticas entre 0s agonistas plenos e o receptor e ndo evidenciou 0 mesmo para

agonistas enviesados.

A analise dos campos de interagcdo com a sonda de aceptor de ligacdo de
hidrogénio mostrou um campo favoravel na regido dos carboxi-terminais de todos os
ligantes estudados. Tal informacéo refor¢ca a importancia da presenca de um grupo
aceptor de ligacdo de hidrogénio no ligante capaz de realizar interagbes com 0s
residuos de LYS-199 e SER-105 do receptor as quais, de acordo com os resultados
da dindmica, devem ser importantes para a ligacdo do peptideo no receptor,
independentemente do seu tipo de acdo. Além disso, a analise desse tipo de campo
de interacdo para o0s agonistas plenos evidenciou, em ambos 0s casos, a
importancia da presenca de um grupo acaptor deligacdo de hidrogénio na regido
correspondente a carbonila da segunda ligacao peptidica do ligante, o que néo foi
evidenciado para a maioria dos agonistas enviesados. Outra diferenca observada foi
a presenca de um campo importante de aceptor de ligacdo de hidrogénio préximo ao
outro campo do carboxi-terminal apenas nos casos dos agonistas enviesados. Essa
diferenca também esta relacionada com os resultados da dinAmica que mostraram
uma maior interacdo dos agonistas enviesados com os residuos de TRP-84 e TYR-

292 do receptor.

Na comparacgao entre os campos de interacdo grados com a sonda de doador de
ligacdo de hidrogénio, foi observado apenas um ponto em regides semelhantes para
0s agonistas plenos. As cadeias laterais dos residuos de HIS-6 da Angll e TYR-4 do
SVdF ficaram em uma mesma regido do receptor sinalizada como favoravel para
doadores de ligacdo de hidrogénio, sendo, portanto, destacada. Para os agonistas
enviesados, foi evidenciada uma regido de forte favorecimento para grupos
doadores de ligacédo de hidrogénio proxima aos residuos de GLU-173 e ASN-174 do
receptor, o que também favorece o resultado da dindmica molecular da possivel

participacéo de tais residuos na acéo enviesada.
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5.4.Construcédo do farmacoforo

Os pontos coincidentes dos campos de interacdo entre os dois agonistas plenos
estdo representados na Figura 43-a. Foram identificadas duas regides nas quais
aceptores de ligacdo de hidrogénio seriam favoraveis, sendo que uma delas
corresponde ao carboxi-terminal dos pepdideos, que realiza interagdo com a LYS-
199 e a SER-105 do AT1R. Também ficaram evidentes trés regides com
favorecimento para porcbes hidrofébicas: duas proximas a uma regido de
aminoacidos hidrofobicos do receptor e outra proxima ao residuo de TYR-292,
correspondendo ao anel aromatico dos aminoacidos terminais dos agonistas plenos
estudados. Além disso, um ponto de doador de ligacdo de hidrogénio que
corresponde a HIS-6 de ambos os ligantes apareceu em comum entre os dois

agonistas plenos.

A partir da analise dos pontos coincidentes dos cinco agonistas enviesados,
chegou-se em cinco pontos em comum (Figura 43-b). Os dois pontos hidrofébicos e
um aceitador de ligagdo de hidrogénio proximo a LYS-199 foram semelhantes a
alguns pontos dos agonistas plenos, porém ainda foram considerados, por serem
provavelmente importantes para o reconhecimento do receptor. O ponto
correspondente a um atomo doador de ligacdo de hidrogénio préximo aos residuos
GLU-173 e ASN-174 foi encontrado como comum para a maioria dos agonistas
enviesados. Além disso, foi encontrado outro ponto comum de aceitador de ligacédo
de hidrogénio préximo aos residuos TRP-84 e TYR-292 do receptor. Esses
resultados corroboram com os dados de ocupacéo de ligacBes de hidrogénio e da
comparacao do perfil de interagdo dos agonistas enviesados com o AT1R observado
durante a dindmica (item 5.2.8).

Os pontos em comum entre os agonistas enviesados foram utilizados para a
geracado de centroides que deram origem aos pontos do farmacoforo. A tolerancia de
cada ponto do modelo foi definida de modo a abranger os pontos de cada ligante, na
regido em comum, com a mesma caracteristica. O famacoforo gerado que foi

utilizado na busca virtual esta representado na Figura 44.
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Figura 43 — Modelos de provaveis pontos importantes para a atividade de agonistas plenos
(a) e enviesados (b). As esferas azuis representam atomos aceitadores de ligacdo de
hidrogénio; as esferas em magenta os atomos doadores de ligagao de hidrogénio, e as esferas
verdes as regides hidrofébicas. O AT1R esta representado em modelo de fitas de cor amarela,
com esferas em verde claro pararegifes hidrofobicas.

Figura 44 — Modelo de famaco6foro para agonistas enviesados do AT1R. As esferas azuis
representam atomos aceitadores de ligacédo de hidrogénio (Al e A2); as esferas em
magenta os 4tomos doadores de ligagao de hidrogénio (D1), e as esferas verdes as regides
hidrofébicas (Hle H2). As distancias entre os pontos estdo representadas pela linha
amarela pontilhada, com os valores em A. Os raios das esferas representam as tolerancias.

D1
r=15A

A2
r=15A

r=1,0 A

5.5.Busca virtual

Para a busca virtual, partiu-se de dois grupos da base de dados ZINC, contendo
moléculas comercialmente disponiveis: “All Purchasable” e “All Boutique”. Ao todo,
foram somadas 34.942.670 moléculas a serem triadas na busca. Primeiramente foi
aplicado um filtro amplo de caracteristicas fisico-quimicas. Foram selecionadas,

entdo, moléculas que apresentavam massa molecular maior ou igual a 350 Da, Log
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P entre -2,5 e 5,5, menos de cinco doadores e menos de 10 aceptores de ligagao de
hidrogénio, carga formal entre -2 e 2, e com, no maximo, um grupamento nitro em
sua estrutura. Apds essa etapa, restaram, ao todo, 11.102.042 moléculas. Essas
foram entdo submetidas a comparacdo com o farmacoforo contruido, sendo
selecionadas 4.947 moléculas. Posteriormente, foi aplicado um segundo filtro, de
modo a se excluir moléculas com nenhum atomo doador de ligacdo de hidrogénio e
com menos de dois aceptores de ligacdo de hidrogénio, uma vez que esses Sao
requisitos do farmacéforo de ligantes enviesados (Figura 44). Apds essa etapa, as

2.766 moléculas restantes foram submetidas a um ensaio de ancoramento no AT1R.

Esse processo gerou dez conformacdes de cada molécula, totalizando 27.660
complexos. Esses complexos foram ordenados de acordo com seu valor de “Total-
Score” calculado no processo de ancoramento. A distribuicio do total de
conformacgdes pelo valor de “Total-Score” esta representada no histograma da
Figura 45. Para uma analise visual mais precisa e selecdo final das moléculas de
interesse, foram selecionadas as conformacdes com um valor de “Total-Score” maior

do que nove, representando as 35% melhores das 27.660 (Tabela Ill).

As 35% melhores conformacdes ranqueadas no ancoramento compreendiam
9.697 poses, que foram analisadas visualmente no interior do receptor. A andlise
visual consistiu em verificar o encaixe da molécula no receptor, juntamente com a
conformidade com o farmacoforo no interior do mesmo e as interacdes com 0s
residuos considerados importantes para a interacdo dos agonistas enviesados
estudados. As moléculas que nao realizavam possiveis interacbes com o0s residuos
LYS-199 ou SER-105 do receptor foram descartadas, uma vez que eles foram
considerados essenciais para o0 reconhecimento do ligante. Também foram
desconsideradas as moléculas que apresentavam um grupo aromatico préximo aos
residuos TRP-84 e TYR-292, que foi uma caracteristica considerada importante para

0 agonismo pleno, e ndo enviesado.

Enfim, foram selecionadas as moléculas que, além de apresentarem os critérios
anteriores, também realizavam possiveis ligac6es de hidrogénio com a maioria dos
residuos considerados nesse estudo importantes para a acado enviesada: TRP-84,
TYR-87, GLU-173, ASN-174 e TYR-292. Ao final dessa analise, foram selecionadas

15 moléculas, que estao representadas na Tabela IV.
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Figura 45 — Histograma com a distribuicdo das poses geradas no ancoramento pelos

valores de “Total-Score”.
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Tabela lll - Frequéncia do numero de poses geradas no ancoramento em cada faixa de
valor de “Total-Score”, com suas porcentagens do total absolutas e acumuladas. Em negrito
estd a faixa utilizada como corte para o inicio da andlise visual.

“Total-score”

Frequéncia Porcentagem Porcentagem acumulada

Maior que 16 5
15-16 16
14-15 55
13-14 186
12-13 470
11-12 1244
10-11 2830

9-10 4891
8-9 6833
7-8 6371
6-7 3424
5-6 1031
4-5 211
3-4 59
2-3 29
1-2 4

Menor que 1 1
Total 27660

0,018077
0,057845
0,198843
0,672451
1,699205
4,497469
10,23138
17,68257
24,70354
23,03326
12,37889
3,727404
0,762834
0,213304
0,104845
0,014461
0,003615

0,018077
0,075922
0,274765
0,947216
2,646421
7,143890
17,37527
35,05785
59,76139
82,79465
95,17354
98,90094
99,66377
99,87708
99,98192
99,99638
100

Ao analizarmos as 15 moléculas selecionadas, foi possivel perceber a presenca

de alguns grupos semelhantes a produtos biol6gicos, como os nucleos esteroidais

das moléculas 3 e 8, a semelhanca a uma base nitrogenada da molécula 11 e

porcoes peptideo miméticas da molécula 15. Além disso, foram eleitas duas

moléculas muito semelhantes entre si (4 e 7), diferenciadas apenas pela posicdo da

hidroxila e do carboxil no anel aromético, o que salienta a importancia de sua

selecdo. Outras moléculas semelhantes selecionadas foram a 10 e a 11 que
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apresentam dois carboxilatos préximos a uma amida e seperados de um complexo

heterociclo por um anel.

Dessas 15 moléculas, ainda foram separadas cinco de maior interesse, que
poderiam ser primeiramente adquiridas para um teste biolégico: as moléculas de
namero 4, 9, 11, 13 e 14. Elas foram sugeridas, uma vez que ndo apresentam
grupamentos altamente reativos, sendo aparentemente estaveis. Também né&o
foram indicadas moléculas com estruturas muito flexiveis, uma vez que nao seriam
prototipos a farmacos muito interessantes em funcdo da promiscuidade. A molécula
7 nao foi selecionada devido a sua semelhanca com a molécula 4. Apesar de muito
parecidas, a mudanca da posicdo do carboxilato para a posicdo meta do anel
aromatico, como na molécula 4, pode favorecer a interacdo com a LYS-199 do
receptor, justificando a escolha dessa. Coincidentemente, a molécula de nimero 11
ja foi submetida a um estudo clinico de fase | para uso no tratamento de tumores
sélidos, sob o nome de Pelitrexol (CAS 446022-33-9), resultando em uma dose
segura de 540 mg/m%semana com efeitos adversos moderados (ROBERT et al.,
2004). Nao foram encontrados estudos clinicos posteriores.

Os complexos das cinco moléculas de maior intresse, com o receptor e 0
farmacoforo, estdo representados na Figura 46. Elas apresentam grupos com
caracteristicas semelhantes ao farmacoféoro em regides proximas, além de
realizarem interacbes com os residuos importantes citados anteriormente para o
reconhecimento e a atividade enviesada. Os complexos do AT1R com as outras 10

moléculas estéo ilustrados na Figura A3.1.

Tabela IV — Moléculas selecionadas a partir da triagem virtual e posterior analise visual.

NUmero Estrutura “Total-score”
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Figura 46 — Complexos retirados do ancoramento do AT1R com o farmacoéforo e as
moléculas de namero 4 (a), 9 (b), 11 (c), 13 (d) e 14 (e). As esferas representam o farmacoéforo.
O AT1R estarepresentado em modelo de fitas de cor amarela e os ligantes em cilindro com
carbonos em verde. Os nitrogénios estdo representados em azul e os oxigénios em vermelho.
As linhas laranja pontilhadas indicam possiveis ligagdes de hidrogénio.
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6. CONCLUSOES

O estudo de ancoramento, com a utilizacdo de algoritmo incremental para a
geracao de poses, seguido de dindmica molecular em meio de bicamada lipidica se
mostrou um método de estudo adequado, uma vez que foi capaz de reproduzir
interacOes entre a Angll e o AT1R observadas em outros estudos experimentais e
computacionais. Assim sendo, foi um método capaz de produzir resultados sobre os
outros peptideos analogos no interior do receptor, permitindo a formacdo de um

farmacoforo que podera ser validado apds os resultados de ensaios bioldgicos.

Com o resultado das dinamicas moleculares dos peptideos analogos a Angll,
foi possivel perceber alteracdes na interacdo entre os ligantes com diferentes tipos
de acao frente ao AT1R. Essas diferencas podem ser as responsaveis pelo tipo de
resposta resultante da ligacdo de agonistas enviesados ao receptor. As andlises dos
campos de interacdo molecular corroboraram com os resultados das interacdes

intermoleculares, auxiliando na construcéo do farmacoforo.

A busca virtual, com a utilizacdo de filtros e do farmacoforo, seguida de
ancoramento e andlise visual, resultou em cinco moléculas possiveis para atividade
enviesada para p-arrestina no AT1R. Essas moléculas selecionadas na busca
poderdo ser utilizadas em futuros estudos in vitro de atividade enviesada, podendo
se apresentar como protétipos para um farmaco mais seguro e eficaz para o

tratamento de doencas cardiovasculares, como a insuficiéncia cardiaca.
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APENDICES

APENDICE 1 — Resultados das dinamicas moleculares

Figura Al.1 - Gréfico da variacdo de energias de Lennard-Jones (azul), de Coulomb (vermelho),
potencial (amarelo) e total (preto) do sistema pelo tempo de simula¢gao da dindmica do
complexo AT1R-Angll.
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Figura A1.2 - Variagdo da temperatura (a), da presséo (b) e da densidade da agua (c) do
sistema em funcéo do tempo da simulacdo de dindmica molecular do complexo AT1R - Angll.
A linha preta indica a tendéncia da média dos valores.
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Figura A1.3 - Gréfico da variacdo de energias de Lennard-Jones (azul), de Coulomb (vermelho),
potencial (amarelo) e total (preto) do sistema pelo tempo de simulagao da dindmica do
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Figura Al.4 - Variagdo da temperatura (a), da pressédo (b) e da densidade da agua (c) do
sistema em funcéo do tempo da simulacdo de dindmica molecular do complexo AT1R - SVdF.
A linha preta indica a tendéncia da média dos valores.

a 320 b ‘
500
o
= 315 = 300
: &
® 310 g 100
2 £ 100
E 305 &
e -300
00 b 500
0 10000 20000 30000 40000 0 10000 20000 30000 40000
Tempo (ps) Tempo {ps)
C 1025
*-E-.. 1020
<
o 1015
T
[}
S 1010
wr
c
8 1005 4
0 10000 20000 30000 40000
Tempo (ps)

Figura A1.5 - Gréfico de variacdo de raio de giro da cadeia principal do AT1R nos eixos X
(azul), y (vermelho) e z (amarelo) da caixa de simulagéo pelo tempo da dindmica do complexo

AT1R-SVdF.

N~
NN e

Raio de giro {nm)

Ll
HON = 2
L

Raio de giro (cadeia principal do AT1R)

0

5000 10000 15000 20000 25000 30000 35000 40000

Tempo {ps)

Total Eixo z Eixo vy

Eixo x




73

Figura Al1.6 - Gréfico da variacdo de energias de Lennard-Jones (azul), de Coulomb (vermelho),

potencial (amarelo) e total (preto) do sistema pelo tempo de simulagao da dindmica do

Figura A1.7 - Variagdo da temperatura (a), da pressédo (b) e da densidade da agua (c) do
sistema em funcéo do tempo da simulacdo de dindmica molecular do complexo AT1R —
TRV120027. A linha preta indica a tendéncia da média dos valores.
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Figura A1.8 - Gréafico de variacdo de raio de giro da cadeia principal do AT1R nos eixos x
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(azul), y (vermelho) e z (amarelo) da caixa de simulagéo pelo tempo da dindmica do complexo

AT1R-TRV120027.
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Figura Al1.9 - Gréfico da variacdo de energias de Lennard-Jones (azul), de Coulomb (vermelho),
potencial (amarelo) e total (preto) do sistema pelo tempo de simula¢&o da dindmica do
complexo AT1R-TRV120023.
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Figura A1.10 - Variagcdo da temperatura (a), da presséo (b) e da densidade da 4gua (c) do
sistema em funcéo do tempo da simulacdo de dindmica molecular do complexo AT1R-

TRV120023. A linha preta indica a tendéncia da média dos valores.
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Figura A1.11 - Grafico de variacdo de raio de giro da cadeia principal do AT1R nos eixos x
(azul), y (vermelho) e z (amarelo) da caixa de simulagéo pelo tempo da dindmica do complexo

AT1R-TRV120023.
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Figura A1.12 - Gréfico da variagao de energias de Lennard-Jones (azul), de Coulomb
(vermelho), potencial (amarelo) e total (preto) do sistema pelo tempo de simulagédo da dinédmica

do complexo AT1R-SII.
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Figura A1.13 - Variagcdo da temperatura (a), da presséo (b) e da densidade da agua (c) do
sistema em func¢&o do tempo da simulacédo de dindmica molecular do complexo AT1R =SII. A

linha preta indica a tendéncia da média dos valores.
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Figura Al1.14 - Grafico de variacdo de raio de giro da cadeia principal do AT1R nos eixos x
(azul), y (vermelho) e z (amarelo) da caixa de simulagéo pelo tempo da dindmica do complexo

AT1R-SII.
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Figura A1.15 - Gréfico da variagdo de energias de Lennard-Jones (azul), de Coulomb
(vermelho), potencial (amarelo) e total (preto) do sistema pelo tempo de simulagédo da dinédmica
do complexo AT1R-SI.
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Figura A1.16 - Variacdo da temperatura (a), da presséo (b) e da densidade da 4gua (c) do
sistema em funcéo do tempo da simulagcdo de dindmica molecular do complexo AT1R -SI. A
linha preta indica a tendéncia da média dos valores.
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Figura A1.17 - Gréfico de variacao de raio de giro da cadeia principal do AT1R nos eixos x
(azul), y (vermelho) e z (amarelo) da caixa de simulagéo pelo tempo da dindmica do complexo
AT1R-SI.
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Figura A1.18 - Gréfico da variagao de energias de Lennard-Jones (azul), de Coulomb
(vermelho), potencial (amarelo) e total (preto) do sistema pelo tempo de simulacdo da dindmica
do complexo AT1R-DVG.
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Figura A1.19 - Variagcdo da temperatura (a), da presséo (b) e da densidade da agua (c) do
sistema em func&o do tempo da simulacdo de dindmica molecular do complexo AT1R-DVG. A
linha preta indica a tendéncia da média dos valores.
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Figura A1.20 - Grafico de variacdo de raio de giro da cadeia principal do AT1R nos eixos x
(azul), y (vermelho) e z (amarelo) da caixa de simulagéo pelo tempo da dindmica do complexo
AT1R-DVG.
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APENDICE 2 — Anélise dos campos de interacdo molecular (MIFs)

Figura A2.1 — Representacdes da analise de campos de interagcdo molecular do AT1R (fitas
cinza) ap6s a simulacado de dindmica molecular com o peptideo SVdF (cilindro ciano). Os
nitrogénios estao representados em azul e os oxigénios em vermelho. Em verde estdo os
campos hidrofébicos (DRY), em azul as regiGes favoraveis para aceptores de ligacéo de

hidrogénio (O) e em magenta as regifes favoraveis para doadores de ligagao de hidrogénio

(N1). As esferas indicam regides de coincidéncia entre o grupamento do ligante e o campo.
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Figura A2.2 — Representacdes da analise de campos de interacdo molecular do AT1R (fitas
cinza) ap6s a simulacado de dindmica molecular com o peptideo TRV120027 (cilindro ciano). Os
nitrogénios estao representados em azul e os oxigénios em vermelho. Em verde estéo os
campos hidrofébicos (DRY), em azul as regides favoraveis para aceptores de ligacéo de
hidrogénio (O) e em magenta as regides favoraveis para doadores de ligagcdo de hidrogénio
(N1). As esferas indicam regides de coincidéncia entre o grupamento do ligante e o campo.
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Figura A2.3 — Representagdes da anélise de campos de interagdo molecular do AT1R (fitas
cinza) ap6s a simulacado de dinamica molecular com o peptideo TRV120023 (cilindro ciano). Os
nitrogénios estéo representados em azul e os oxigénios em vermelho. Em verde est&o os
campos hidrofébicos (DRY), em azul as regides favoraveis para aceptores de ligacéo de
hidrogénio (O) e em magenta as regides favoraveis para doadores de ligagcdo de hidrogénio
(N1). As esferas indicam regides de coincidéncia entre o grupamento do ligante e o campo.
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Figura A2.4 — Representac8es da analise de campos de interagdo molecular do AT1R (fitas
cinza) ap6s a simulacado de dinamica molecular com o peptideo Sll (cilindro ciano). Os
nitrogénios estéo representados em azul e os oxigénios em vermelho. Em verde est&o os
campos hidrofébicos (DRY), em azul as regiGes favoraveis para aceptores de ligacdo de
hidrogénio (O) e em magenta as regifes favoraveis para doadores de ligagao de hidrogénio
(N1). As esferas indicam regides de coincidéncia entre o grupamento do ligante e o campo.
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Figura A2.5 — Representagdes da anélise de campos de interagdo molecular do AT1R (fitas
cinza) ap6s a simulacado de dinamica molecular com o peptideo Sl (cilindro ciano). Os
nitrogénios estao representados em azul e os oxigénios em vermelho. Em verde estdo os
campos hidrofébicos (DRY), em azul as regides favoraveis para aceptores de ligacéo de
hidrogénio (O) e em magenta as regifes favoraveis para doadores de ligacdo de hidrogénio
(N1). As esferas indicam regides de coincidéncia entre o grupamento do ligante e o campo.
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Figura A2.6 — Representagdes da anélise de campos de interagdo molecular do AT1R (fitas
cinza) ap6s a simulagao de dinamica molecular com o peptideo DVG (cilindro ciano). Os
nitrogénios estao representados em azul e os oxigénios em vermelho. Em verde estdo os
campos hidrofébicos (DRY), em azul as regides favoraveis para aceptores de ligacéo de

hidrogénio (O) e em magenta as regides favoraveis para doadores de ligacdo de hidrogénio

(N1). As esferas indicam regides de coincidéncia entre o grupamento do ligante e o campo.
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APENDICE 3 — Ancoramento das moléculas selecionadas na busca virtual.

Figura A3.1 — Complexos retirados do ancoramento do AT1R com o farmacoforo e as
moléculas de namero 1 (a), 2 (b), 3 (c), 5 (d), 6 (e), 7 (f), 8 (g), 10 (h), 12 (i) e 15 (j). As esferas
representam o farmacoforo. O AT1R esta representado em modelo de fitas de cor amarela e os
ligantes em cilindro com carbonos em verde. Os nitrogénios estdo representados em azul e os
oxigénios em vermelho. As linhas laranja pontilhadas indicam possiveis ligagdes de
hidrogénio.
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Conclusao da Figura A3.1
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ANEXO A - Copia do documento Informacbes para os Membros de

Bancas Julgadoras de Mestrado/Doutorado

UNIVERSIDADE DE SAQ PAULO

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Secretaria de Pos-Graduacao

Informacgdes para os Membros de Bancas Julgadoras de
Mestrado/Doutorado

1. O candidato fara uma apresentacao oral do seu trabalho, com duracao
maxima de trinta minutos.

2. Os membros da bancz farac a arglicac oral. Cada examinador
dispora, no maximao, de trinta minutos para arguir o candidato, exclusivamente sobre
o tema do trabalho apresentado, e o candidato dispora de trinta minutos para sua
resposta.

2.1 Com a devida anuéncia das partes (examinador e candidato), €
facultada a argiiicao na forma de dialogo em até sessenta minutos por examinador.

3. A sess3ao de defesa sera aberta ao publico.

4. Terminada a arglicao por todos os membros da banca, a mesma se
reunira reservadamente e expressara na ata (relatorio de defesa) a aprovagao ou
reprovacao do candidato, baseando-se no trabalho escrito e na argiicao.

4.1 Caso algum membro da banca reprove o candidato, a Comiss3o
Julgadora devera emitir um parecer a ser escrito em campo exclusivamente indicado
na ata.

4.2 Sera considerado aprovado o aluno que obtiver aprovacdo por
unanimidade ou pela maioria da banca.

5. Didvidas poderao ser esclarecidas junto & Secretaria de Pds-
Graduacdo: pgfarma@usp.br, (11) 3091 3621.

Sao Paulo, 23 de maio de 2014.

Prof. Dr. Adalberto Pessoa Junior
Presidente da CPG/FCF/USP
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