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Primeiros antibioticos: sulfanilamidas

Sulfanilamides as Therapeutics

Sulfamidochrysoidine (Prontosil) Sulfanilamide Sulfadiazine Sulfathiarole
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O nascimento do paradigma do alvo
molecular

Paul Ehrlich (1854-1915)
Teoria do Receptor,1900 A interacao especifica entre
receptores da superficie celular e
seus ligantes



Marcos no desenvolvimento de
farmacos baseado no alvo molecular
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Fases do Processo Atual de Descoberta
de Farmacos e seus custos
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Mapa para Planejamento de
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Ligand-based VS Chemical genomics-based VS  Structure-based VS
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Modificado de: Ekins, S., Mestres, J., & Testa, B. (2007). In silico pharmacology for drug discovery: applications to targets

and beyond. British Journal of Pharmacology, 152(1), 21-37.



Exemplo de Pipeline para
Planejamento de Farmacos in silico

T

N AL diy Uesign pipenic, by Uxk2lTus

Directory of computer-aided Drug Design tools: http://www.click2drug.org/directory_StructureBasedScreening.html



Desenho Baseado na estrutura
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Desenho Baseado na estrutura
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Ciclo de Otimizacao de Compostos
Lideres

Validated target Evaluation of structure attractiveness
a l Structure confirmation
T ! Resynthesis of compounds no longer available
n stlico screeming Competitoranalysis including synthesis and testing
HTS .
= Parallel synthesis of analogs

Lead Directed synthesis of analogs
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In vivo efficacy Data :
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Drug Candidate

- In vitro
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RIKEN CMIS: http://www.cmis.riken.jp/english/lab08/laboratory08 en.html




Ciclo do PR no GPESB

Sintese

Modelagem Ensaic.
Molecular Moleculares

Caracterizacao
cinética,
estrutural e
termodinamica



O que faz um bom alvo molecular?

4 N
Target assessment / Adverse events\ IP/
9 evaluation competitors
/ Molecular target assessment Tissue Freedom to
(experimental) =+ operate
o selectivity of P
Characterization of the molecular expression (FTO).
mechanisms addressed by the target analysis
(ex vivo, in vitro; e.g. siRNA, overexpr. of cells)
Modification of disease by target Phenotvoe data Options fF"’
modulation in a relevant in vivo model? yp cor_*nmgrmal-
(e.g. using k.o./transgenic mice) / Ization
./
/ Drugability assessment \
(theoretical)
Clinical data Commgn
SMOL binding domain existing? (if existing) mechanism
Extracellular domain (for BIOL) existing? potential of
Crystal structure available? target
\ High-throughput assay feasible? /
p
IDtruc? c(ljass Options for
. related adverse -
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\ Ensure early proof-of-concept /
N AN J

Gashaw, I., Ellinghaus, P.,, Sommer, A., & Asadullah, K. (2011). What makes a good drug target ?
Drug Discovery Today, 16(December), 1037-1043.



O que faz um bom alvo molecular?

TABLE 1

Target classes addressed by SMOLs, BIOLs and nucleic acids and their modes of action

Drug Covered target classes Mode of action
Small molecular weight Enzymes Inhibitors, activators®
chemical compound (SMOL)
Receptors Agonists, antagonists, modulators,
allosteric activators, sensitizers

Transcription factors Inhibitors, activators
lon channels Inhibitors, openers
Transport proteins Inhibitors
Protein—protein interface Inhibitors of protein-protein interaction®
Nucleic acids Alkylation, complexation, intercalation

Biologics (BIOL) (Extracellular) proteins Antibodies
Transmembrane receptors, extracellular proteins Recombinant proteins
Cell surface receptors Antibody-drug conjugates (ADCs)
Substrates and metabalites Enzymatic cleavage

Nucleic acids RNA RNA interference

*Novel approaches.

Gashaw, I., Ellinghaus, P.,, Sommer, A., & Asadullah, K. (2011). What makes a good drug target ?
Drug Discovery Today, 16(December), 1037-1043.



Alguns alvos do GPESB

* Aspartil Proteases de S. mansoni
— Antiparasitarios

* Topoisomerases | e/ou Il humanas
— Anticancerigenos

* Glicosidases
— Antidiabéticos
— Antiinfectivos
— Anticancerigenos
— Gaucher e outras DAL's



Antidiabéticos

GLICOSIDASES DIGESTIVAS
HUMANAS




Glicosidases

* Hidrolisam ligacoes glicosidicas em di-, oligo- e
polissacarideos

* S3o encontradas em todos os organismos vivos

* Envolvidas em varios processos biologicos
Importantes:

— Digestao = Diabetes tipo |l

— Biossintese de glicoproteinas 2> antivirais /
anticancerigenos

— Catabolismo lisossomal de glicoconjugados -
anticencerigenos / D.A.L. (e.g., Gaucher’s)



Glicosidases

e Classificacao: EC x CAZy (Carbohydrate-Active enZyme) database
— CAZy divide em classes de atividade e familias de proteinas (similaridade sequencia):
* Glycoside hydrolases (GH):
—  Inclui glicosidases e transglicosidases em 115 familias

— EC:3.2.1.x; 2.4.1.x (glycosyltransf.); 4.2.2.x; 5.4.99.x

Familia GH13: maltase (3.2.1.20), amilase pancreatica (3.2.1.20)

Familia GH31: maltase-glucoamilase (3.2.1.20), sucrase-isomaltase (3.2.1.10/3.2.1.48)
— Familia GH63: a-glicosidase processadora do RE (3.2.1.106)

* 46 familias organizadas em 14 clans (folding comum):
— GH-D (B/a)g: familias 27, 31 e 36
—  GH-G (a/a)¢ familias 37 e 63

— GH-H (B/a)g: familias13, 70 e 77



(Sinnot, 1990; McCarter & Withers, 1994; Svensson & Sogaard, 1993).
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Busca por inibidores

— Varias classes de
glicosidases sao
eficientemente
inibidas por
analogos de
substratos que

imitam a carga e/ou
geometria do




Busca por inibidores

* |nibidores mecanisticos ou analogos de substrato
— Amino carboacucares

* Glicosidases sao frequentemente inibidas por andlogos possuindo uma

conformacdao meia-cadeira ou por agucares contendo um nitrogénio
basico (Lillelund et al., 2002).

* InteracOes eletrostaticas entre os inibidores protonados e as cadeias
laterais carregadas negativamente na fenda do sitio ativo
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A - Asp 197 B OH Asp 197
H L © 'c:)§‘3
H OH
OH +1 & OH CH +1
O H 3 0O
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Busca por inibidores

* Inibidores mecanisticos ou analogos de substrato

— Iminoacgucares

(a) H H HO — Rl =)
H HO o~
SO BT
 J )
HO HO HO HO
Pyrrolidine Piperidine Azepane Nortropane Pyrrolizidine Indolizidine
HO, R
¥ |
N
HO <N HO
HO™ "OH
HO OH
1 Swainsonine (GD0039) 2 R =H, DNJ (AT2220)

3 R=CH,CH,O0H, Glyset (Miglitol)
4 R ="Bu, Zavesca (Miglustat)

N N
\-/l)\ - "
"o 7~ “OH HO “OH HO™ "“OR
OH OH OH

6 Migalastat (Amigal) 7 R = Butyryl, Celgosivir (MX-3253)
8 R = H, Castanospermine

Lillelund et al., Chemical Reviews 102, 515-554 (2002).

5 isoFagomine (Plicera)



Busca por inibidores

* Inibidores mecanisticos ou analogos de substrato

— Triazois fusionados

' OH OH OH OH
Glc
HO =N HO === y HO =N HO ==N
OH ' OH OH OH
4 [3] 7 10

1[1)(2]
150 pmol (pH 6.8) >8000 pmol (pH 6.8) 19 pmol (pH 6.8) 0.1 umol (pH 6.8)

K; contra [-glicosidase de amendoas [Granier et al., Helvetica
Chimica Acta 80, 979-987 (1997).]



Busca por inibidores

* Inibidores mecanisticos ou analogos de substrato
— Triazois nao-fusionados
K. (uM) Périon et al., Tetrahedron 61, 9118-9128 (2005).

Acarbose 9 10
a-Glucosidase (yeast)” 148 73 n.i.°
Isomaltase (yeast)” n.i. 1925 n.i.
Amyloglucosidase (A. nfger]d <20 n.l. n.i.
B-Glucosidase (almonds)® _ n.i. 534 n.i.
B-Glucosidase/B-Galactosidase (bovine liver) n.i. 597 n.i.

_OH
Ho’ﬂ“:.;‘ _\
HO=—1 CH
0] 3
O

| Valienamine |HO'”'

R’ R? R’
— T OMe H Bn | Acarviosine
b {_ 8 H OMe Bn __
> 9 OMe H H Db

10 H OMe H {_J- | Acarbose




Busca por inibidores

* |Inibidores mecanisticos ou analogos de substrato

— Triazois
c1 % inib. 0,24mM contra 3-glicosidases
R'_OH Compound” Enzymes
N=—
HE&N& SAG (%) ECG (%) BLG (%)
on N ep 5 <20 30 + 11 <20
6 <20 <20 48 + 11
5R' = OH, R? = H; (73%) Gal DNJGal <20 91 +1 <20
6 R' = H, R? = OH; (72%) Glc DNJGlu S0 +8 <20 <20

Rossi & Basu Bioorg. Med. Chem. Lett. 15, 3596—9 (2005).

e O forte carater de dipolo e rigidez do anel triazol pode potencialmente
imitar o desenvolvimento da carga e planificacao do anel do carboidrato,
gue sao normalmente associados com o ion oxocarbenium do estado de

transicao.



Potencial Terapéutico em Diabetes Tipo 2

NOVOS DERIVADOS
TRIAZOLICOS INIBIDORES DE
GLICOSIDASES




Diabetes

O diabetes melito € um disturbio metabdlico crénico que se caracteriza
pela alta concentracao da glicose sanguinea, devido a defeitos na secrecao
de insulina, na sua acao ou, que é mais frequente, nas duas.

Mellitus

Diabetes do Diabetes do
tipo 1 tipo 2

 Mais de 90 milhdes de pessoas afetadas no mundo, com o Brazil em 50
lugar

 Ha farmacos comerciais que atuam como inibidores de glicosidases, tais
como: a acarbose ( Precose e Glucobay ) e o miglitol ( Glyset ).
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Digestao de carboidratos

i ELEEVIER, INC. - NETTERIMAGES.COM

o-amilase salivar inicia a digestao
do amido na boca

Continuada pela a-amilase
pancreatica (GH 13) secretada no
duodeno

Na borda em escova do intestino
delgado, dissacarideos Sao
hidrolizados por a-glicosidases
(EC 3.2.1.20): a maltose é clivada
em glicose pela
maltoglucoamilase (MGAM) e
sacarose € hidrolizada em glicose
e frutose pela sucrase-isomaltase
(S1), ambas enzimas da familia GH
31.



Triagem sobre MAL12, modelagem
molecular e testes in vivo

Inibicao da a-glicosidase Mal12 levedura (MAL12)

Compound

IC., (umol/L)

4a

149+4.2

4d

Reducao [glicose] pos-prandial em ratos

15.1+0.9 |

4a
Ol (e
2 AN
de

C5

4b
HO

4m 3

49

160

Blood gl mwons levely jmphilL}
H

_sControl
A artoss
==4a

—+—ds

Time fmin)

120

Ferreira et al.
2364-75. (2010)

J. Med. Chem. 53,




Sintese de novos analogos

 Desprotecao da porcao ribose dos TGCP

N=N N=N
/’\/N /k/N '
o T 5
R‘I 0 DCH3 R1 4 z o0 OH
a) 4 Y
—_— 3 2
C><D OH OH

RT = 1a 2a 1la 2a _’J"J\ 1a 2a
O 0 X
HO
5a 4a 5a da 5a 4a
GPESB 1/14 GPESB 2/15 GPESB 7/16

Senger et al., Chembiochem 13, 1584-93 (2012)



Ensaio cinético sobre substrato CNPG3 a 1 mM.

Triagem sobre o-PA suina

Table 2. Screening for porcine pancreatic a-amylase inhibition at 100 um GCT.

Compounds V,+SD [mAUmin '] Inhibition [%] Compounds V,+SD[mAUmin ']  Inhibition [%]
control 830+72 - GPESBO5 755+15 9.0
GPESB15 164+ 14 80.0 GPESB09 756+ 11 8.9
GPESB14 275+9.5 67.0 GPESB18 756t 6.5 8.9
GPESB02 368+14 56.0 GPESB17 759+ 42 8.5
GPESB11 514+10 38.0 GPESBO08 779+ 16 6.2
GPESBO1 595+12 28.0 GPESB10 787+£39 5.2
GPESBO7 624+ 36 25.0 GPESB24 776+ 53 4.7
GPESB06 700+8.7 16.0 GPESB20 793+13 4.5
GPESB22 461 +25 15.2 GPESB16 794+ 6.7 4.4
GPESB16 707 £35 15.0 GPESB19 799+ 15 3.8
GPESB0O4 714+23 14.0 GPESB23 790+13 3.5
GPESB25 701+15 11.6 GPESB21 823+97 0.8
GPESB26 708+ 21 10.8 GPESB13 831+t73 0.0
GPESBO03 743 +7 10.0

Senger et al., Chembiochem 13, 1584-93 (2012)




Poténcia inibitoria e eficiéncia de
ligacao

* Determinacao de IC, e BEl sobre a-PA suina

Table 3. Inhibition potency and ligand binding efficiency of ribofurano- N N
syl-derived triazoles with porcine pancreatic a-amylase. dw“‘@% WNWCHS
—_ 1 . 1 o 0 o_ 0

Inhibitor My, [Da] ICso [um]™ Hill slope BEI™ X X
acarbose 645.61 4.18+0.4 1.0940.11 8.33 GPESB 01 GPESB 02
GPESB15 281.31 358+19 2.03+0.19 15.8 N o~
GPESB14 277.28 88.9+ 6.0 2.0140.26 14.6 - s~ “7@’0“3 e
GPESB11 327.33 125+ 8.1 1.64+0.15 1.9 1 J
GPESBO2 335.40 150+ 8.1 1.57+£0.21 10.8 X
GPESBO7 353.41 356+ 19 1.5940.12 9.76 GPESB 07 GPESB 11
GPESBO1 331.37 361+ 44 1.49+0.18 104

N, N
[a] Concentration of CNPG3 (substrate) was 1 mm; assay conditions were QJNN—@)H O)NQN“@’H
as described in Experimental Section. [b] BEl: binding efficiency index= o ok Joué
PICso/My (kDa].™ GPESB 14 GPESB 15

Determinagao IC,, (sigmaplot):

9 [inibidor] , [substrato] (1ImM)

Senger et al., Chembiochem 13, 1584-93 (2012)



Mecanismo de inibicao da o.-PA suina

N=N,
,&;5 mRtE - N o OH D:l 10 B2 -
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- OH OH
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o BE1S +
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[Subsirate* # ™ [Substrate]™ § g~
Table 4. Inhibition constants and « values for GCTs showing mixed non-
competitive inhibition of PPA.

N . o Determinagdo do K; (sigmaplot):
Inhibitor K ¢ 6 [substrato] =0,2a5xK_(17%a
GPESB15 33.6+5.0 1.13+0.27 0.98263 83% de saturacdo)
GPESE14 20472 0.44+£0.20 0.95916 4 [inibidores] = 0-80% inibigéo
GPESB11 234+ 61 1.14+049 0.96531
GPESBO2 342+ 71 0.46+0.14 0.98636
GPESBO7 1009+ 467 0.50+£0.19 0.97935
GPESBO1 780+ 354 0.30+0.17 0.97935 Senger et al-’ Chembiochem 13’
[a] K-ESI=aK-El. [b] Correlation coefficient for noncompetitive inhibition: 1584-93 (2012)

Vo = Vinad ((Ko/ S).(C14HI/K) 4+ (1 + /e K)).




Mecanismo de inibicao da o-PA suina

 Plots secundarios

— Mecanismos de inibicao nao competitiva distintos para
GPESB 14 (b) e GPESB15 (a ou ¢)

A) p4Q EPQ

2B 22~10* G} p

i %

Laad L 1 B0 ' A | s [
E 10; ) 2§ 4ut0?
T a8 Fe =

- - r"‘z - -

06 o« =088 0] 0 % R7=0.9626 B) P+Q EPQ

a4

02 L L [ g

a S 00 150 200 @ 4D 86 1200 180 o0 | s |
[EPESE4] £ an [EPESERL) T e Bl o——= El fY——= E ——= ES ——= ESI
C) EPQ

18 E; _ :mn:ml Fi . P+Q

16 % spams -

12! : Egi i RO B E _‘_S—‘._ ES
ok -
=12 = 0805 A
g , z . .

16 L EE=08033 bR L o E RZ=08R87

o8 - o005

06 npope . . . El m——= ESI

0 20 40 o0 8Q 0 2 47 el &0
|CPESES] Mum IGPESBIS)/ s Scheme 2. Inhibition models for ribofuranosyl GCT's on PPA. A) and B) Abor-

tive complexes, C) random type.

Senger et al., Chembiochem 13, 1584-93 (2012)



* GEPESB15

Michaelis-Menten

450 -
400 . 1=0
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Mecanismo de inibicao da MAL12

Lineweaver-Burk

0,016 o =0
o 1=15625
0,014 - v |=3125
v =625
0,012
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£
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<
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> U
-

VPNG] (mM)

Determinagao do K;(sigmaplot):

6 [substrato] =0,2 a5 x K., (17% a 83% de saturagao)

4 [inibidores] = 0-80% inibicao

[e2]



Mecanismo de inibicao da MAL12

* Todos os compostos sao inibidores nao

competitivos

inibigdo n&o-competitiva:¥o =

Inibidor K, (LM) a [al R2 [P]
GPESB16 31,3t£8,4 1,01£0,21 0,96
GPESB15 49,6+15,6 0,66+0,29 0,96
GPESB11 50,6 +10,9 6,55+4,53 0,95
GPESBO1 74,3+28.0 3,26+0,30 0,86
GPESB14 99,5+39,2 0,57+0,29 0,95
GPESBO02 120+46,6 1,567+0,94 0,92
GPESBO06 173+29.,8 2,45+0,89 0,97
GPESBO05 456+178 0,73+0,27 0,97
GPESB04 530+ 346 0,53+0,26 0,96
[l Ki-ESI = a.Ki-El. I Coeficiente de correlacdo para a equacédo de

¥rax fLEm /S0 (1 + /KD + (1 + 1 f{e KiD)).




Proposta do modo de ligacao em a-
PA

 Estudos de competicao com acarbose
— Aligacao dos 2 inibidores € mutuamente excludente
N,
N’/N\N oH NN o. OH
A} D05 ©/§/ _@ B) 0014 W _Q
Rf=q _
- 0.012 - OH OH R? —oigz_g —
0004 - OH OH R - i
<« | epEerR14 00— = GPESB 15 _—R?=09957
E G P ES B 14 _____ il R‘ - olw-l £ 0.01 P i 1
e - ' + ) -~
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T edBT 0 e m_..-ﬁ-:"um < o084 _— f_,__,--"""- ,,/:f:f«""
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= 0002 - P i : e REm 09073 > 00061 — # }_I__,.a---"" A "
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Pt S 00041 -} D
G001 e w T
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B Y 0
2 0.5 1 15 2 25 2 0 05 1 15 2 2.5 3

IGPESB14] i1 [GPESB15] K~



Proposta do modo de ligacao em a-
PA

Baseado no mecanismo cinético e ensaios de competicao

A) OH

Acarbose en ” He L]
Modifed acobose ® o %, j”% o R o ®
Acarviostahin ,é;k

CNPG3 o o, 0

isuhs. hound to E) "*;..«’
Wﬂ w

GPFESB156
(hound to ES)
{m oH

PPA subsifes —4 -3 -2 -1



Proposta do modo de ligacao em a-
PA

. "
"".+u‘7/

Secaondary

binding sjtas\

’
B i -
M, [=
[ = =1
) #
‘l@ W IL} 0
; . —: | - :,
2 b oY)
‘ _ "'
= = .
+ >
=E @ ey
- e ;[fu GCT inhibitor
NJ Ea]ﬂ“@ ,| PPA enzyme
"
-‘E‘U': .‘~‘_' CNPG3 substr.
INZY L 0 CNP product

Senger et al., Chembiochem 13, 1584-93 (2012)




Comparacao da afinidade de ligacao pelo

ES e E;,. MAL12 Vs PPA

GPESB15 € um bom inibidor para ambas as enzimas com
afinidades semelhantes para ESe E,.

Enzima MAL12 PPA

KiEl K ESI KEl K;ESI
Inibidor (uM)  (um)R (uM)  (uM)L]
GPESB16 31,3 31,6 - -
GPESB15 49,6 39 7 3.6 38.0
GPESB11 50,6 331 234 267
GPESBO1 74,3 242 780 234
GPESB14 99,5 56,7 - -
GPESB02 120 188 342 157
GPESBO06 173 424 - -
GPESBO05 456 333 - -
GPESB04 530 281 - -
GPESBO07 - - 1009 504

@l Ki-ESI = a.Ki-El.

N=N.

OH OH
GPESB 15

N=N
N OCH
Sl
\ 7 o. O
Pas
GPESB 01

N=N.
o

GPESB 02



modelagem molecular

ESTUDO COMPARATIVO DA
INIBICAO DA MAL12, AAP :
SUINA E AAP HUMANA POR 9




Metodologia Geral

| EprRe—

Determinagao do
' K;
I e

Modelagem
Comparativa MAL12
(Modeller) 3A)7 99% S. Cerevisiae
1UOK le-132 39 98% B. Cereus

2ZEO0 6e-116 40 97% Geobacillus sp o9 ot

Comparagao Modelagem dos
Estruturas 3D a-AP Complexos ES
Suina e Humana (SYBYL)

Docking
Triazdis

Validagao do modelo
(PROCHECK)

Analise comparativa
Interagoes




Metodologia

Construcao dos Receptores para o Docking

> Total de 6 estruturas

Enzimas livres (E) Complexos Enzima-Substrato (ES)
v Maltase |iVI‘e v Maltase_pNPG
v' a-amilase pancreatica humana | v g-amilase pancreatica humana -CNPG3
v' a-amilase pancreatica suina v a-amilase pancreatica suina -CNPG3

Checagem de possiveis erros na
proteina

Preparacao dos
receptores com o Adicao de atomos de hidrogénio
“Preparation Wizard”
Maestro 9.3 Otimizagao da geometria utilizando
o campo de forca OPLS2005



Metodologia

Modelagem das Enzimas Livres (E)

v’ Estruturas das a-amilases pancreaticas humana (1HNY) e e
suina (1HXO0) presentes no PDB;

v' Modelagem da estrutura da Maltase de Levedura

Procura por
“templates” no e
PDB usando o Validagao

algoritmo BLASTP do modelo
gerado

Selecao de template Contrucao da estrutura
com estrutura 3D da MAL12 pelo
resolvida MODELLER 9V10




Metodologia

Modelagem dos Complexos Enzima-
Substrato (ES)

v' Construcao da estrutura 3D do complexo MAL12-
PNPG

Arcabose Modificada (Cédigo PDB: ABC)

complexada com a-amilase Aspergillus
oryzae (Codigo PDB: 7TAA).

Substrato
{(PNPG)




Metodologia

Modelagem dos Complexos Enzima-
Substrato (ES)

v' Construcao da estrutura 3D do complexo a-amilase-
CNPG3

Arcabose Modificada (Cédigo PDB: ABC)

complexada com a-amilase Aspergillus

oryzae (Codigo PDB: 7TAA).

OH
HO
W e W W Y
HO OHO OHO, OHNHo OH O, 5 OH 05 OH'OH

el a2 W ZEW AN
l /| f /| I i J

-3 -2 -1 +1 +2 +3




Metodologia

* Preparacao dos ligantes para o Docking
— Programa Avogadro

Caod. Inibidor R1 Triazol - R2

GPESB16 D(E
OH

M
E R/’IL'::-/ 0""“—» L OH
GPESB15 | - i
GPESB14 2 C

GPESB11 0=
GPESBO01 @
g N
R \@

GPESB06 e~ A

GPESB05 o

GPESB04 "LL_)LO/\\




Metodologia

Glide

Induced Fit Docking
(IFD) Prime

e Mal12 (maltase de Saccharomyces cerevisiae): His111, Phe165, GIn181,
Arg212, Asp214, Leu218, Glu276, His348, Asp349;

e AAPS (a- amilase pancreatica suina): Tyr62, His101, Tyr151, Val163,
Leu165, Arg195, Asp197, Lys200, His201, Glu233, lle235, Asp236,
Leu237, Gly259, His299, Asp300;

e AAPH (a- amilase pancreatica humana). Tyr62, His101, Tyr151, Thr163,
Leu165, Arg195, Asp197, Lys200, His201, Glu233, lle235, Asp236,
Leu237, Gly259, His299, Asp300.




Metodologia

« Parametros utilizados para o Docking

Induced Fit Docking

Caixa 1 (Menor-verde claro): 5A

Caixa 2 (Maior-verde claro): 26A




Resultados e Discussao

 Modelagem comparativa da MAL12

Codigo de Identidad Cobertura
acesso E-valor e com em EC Nome Organismo
PDB MAL12 relagcao a Number > ~
(Moldes) MAL12
Saccharomyces
JAJT 0.0 72% 99% 3.2.1.10 Isomaltase o
Cerevisiae
Qligo-1,6- )
1UOK 1e-132 39% 98% 3.2.1.10 Baciflus cereus
glicosidase

2ZEQD 6e-116 40% 97% 3.2.1.20 a-glicosidase  Geobacillus sp




Resultados e Discussao

— Template selcionado como molde para predicao da
estrutura 3D da MAL12

RMSD: 0,094A

. Sequéncia alvo: MAL12 (584 aa)

. Sequéncia IVEIde: 3AJ7 A (589 aa)
Resolucdo: 1.3 A

>» Top model results:
molpdf: 3223.6171875 (file: MAL1Z2.BS99950083.pdb )
DOPE =zcore: -736l6.4140825 (file: MALL12.B9999%90026.pdb ) ¢ . .

. _ ¥ Verde: MAL12
GA341 zcore: 1.0 (file: MALI1Z.B99350081.pdb ) . )
Normalized DOPE 3core: -1.T78776244685 (file: MAL12.B99590026.pdb ) Clano 3AJ7




Asp215

(MAL12)

RMSD (Mal12 - 3AJ7) = 0,094 A

QMEANG

—_—

)

——

(Mal12): 0,73 x (3AJ7): 0,70

)

(3A7) P 7
’f
o4

5y

(MAL12}

7

Glu277
(34)7)

el
-

Asp352
(3A07)

Validacao do Modelo

(MAL12)

Mapa de Ramachandran para a
estrutura 3D da MAL12 gerada,
obtida pelo programa PROCHECK

180+

904

454 |

Psi (degrees)

451

-90 7

-1354

1357

2180 -135 90  -45 0 45 90 135 180

Phi (degrees)

Residuos em regioes mais favoraveis: 92,3% (477)

Residuos em regioes favoraveis:
Residuos em regiio aceitaveis:
Residuo em regiao nao permitida:

7,0% (36)
0,6% (3)
0,2% (1)



Validacao do Modelo

Il (ulegreesd
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Validacao do Modelo

GIn279

Glu277 |

Glu276 =




Resultados e Discussao

P/ a-amilases

Acarbose modificada — Céd. PDB: ABC

ey

OH
H HO
HO o OHO, OHO, 3 OH HMOHO OH O, OH'OH

OH
o HO o HO 0 Ac .
—— arbose — Céd. PDB: ACR

P/ Maltase de levedura



Resultados e Discussao

Subsitio (-3) Subsitio (-2) Subsitio (-1) Subsitio (+1) Subsitio (+2) Subsitio (+3)
Mal12 @ Asp68 Tyr71 His111 Phe157 Arg212 Phe157 Gly217 Lys155 Ser156
Phe158 Phel77 GIn181 Glu276 Phe300 Leu218 His239 Phe157 Ser179

-— -— Arg212 Asp214 Thr215 Arg312 Asp349 Ala278 Phe300 His239 Pro240
Glu276 His348 Asp349 GIn350 Arg439 Glu304  Arg312 Asn241 His245
Arg439

AAPS P Trps9 His305 Trpa&  Trph9 Trps&  Tyr62  His101 Arg195 Glu233 Tyr151  Lys200 Tyr151 LeulB62
Asp356 Tyr62  GInB3 Leu162 Leu165 Asp197 le235 Phe256 His201 lle235

Leu165 His305  Leu165 Asp197 Glu233 Asp300 His305 Gly306 Ala307

HIS299 ASP300 Gly306 Ala307
AAPH © Trp59 His305 Pro57 Trp5d Tyr62 His101 Leu165 Leu162 Arg195 Tyr151 Leu162 Tyr151 Leu162
Asp356 Trps9  Tyrg2 Asp197 Ala198 Glu233 Glu233  1le235 Lys200 His201
GIn63 Thr163 His299 Asp300 Asp300 Ala307 lle235  Ala307

Leu165

b

8 Cadigo de identificacio para a estrutura de maltase de levedura predita por modelagem por homologia . ° a-amilase pancreatica suina: AAPS. ¢ a-amilase

pancreatica humana: AAPH.



substrato

Fenda de ligacao ao substrato em MAL12 é

mais curta [termina em S(-1)] do que em PPA e
HPA.

* PPA é quase identica a HPA [unica substituicao
V163—>T163 em S(-1)]

HIS 111
PHE 165

GLN 181
ARG 212
ASP 214*

LEU 218
GLU 276*

HIS 348

Comparacao do sitio de ligacao ao

TYR 62
HIS 101
TYR 151

HPA

VAL 163

LEU 165
ARG 195
ASP 197*
LYS 200
HIS 201
GLU 233*
ILE 235
ASP 236
LEU 237
GLY 259
HIS 299

ASP 349* ASP 300*




Resultados e Discussao




« Simulagoes de ancoramento molecular (docking)

Enzima Livre {E)

Enzima — Substrato (ES) T

Resultados e Discussao

. Razao
TS T ide gscore” Glide gscore” entre os valores — P/ Maltase de Levedura
(Kcalimol) (Kealimol) de EVESIT
- 7,169 - 8,924 0,80
GPESBO2 5576 8731 064 M r Ki a o
o o ’ GPESB1 31,318,4 1,01£0,21
G 15 4964156  0,66+0,29
GPESBO5 -6,700 - 8,437 0,79 GPESB11 50,64£10,9 6,55+4,53
GPESBO01 743+28.0  3,26+0.30
GPESBO1 5630 - 8,180 0,69 GPESB14  995¢392  0,57+0,29
GPESB02 1204466 1,57+0,94
GPESB14 _6,810 7433 0.92 GPESB06  173%29.8 2 450,89
G 5 4564178 0.73+0,27
GPESB11 6,163 7888 0.78 GPESB04)  530+346 0,53+0,26
GPESB15 -5487 - 7,382 0,74
GPESB0B - 5496 - 6,926 0,79 . .
Dados experimentais
5522 6,514 0,85




Resultados e Discussao

« Simulagoes de ancoramento molecular (docking)

Enzima Livre (E) Enzima - Substrato (ES) £

Razao
Inibidores 146 gscore® Glide gscore* entre os valores — P/ a-amilase pancreatica
(Kcal/mol) (Kcal/mol) suina
-6,495 7,161 0,91
GPESB14 -8,762 -5,829 0,99
6,694 6,757 0.99 Inibidores Ki (uM) a
(GPESB15 ) 3365 1,13 £ 0,27
GPESBO7Y -7,536 -8,277 1,20
204 =72 0,44 % 0,20
GPESB0O2 -6,282 -5,201 1,21 234 1 61 1.14.+0,49
GPESB07 1009 = 467 0,50+ 0,19
780 £ 354 0,300,117

Dados experimentais



Resultados e Discussao

Simula¢coes de ancoramento molecular (docking)

— P/ a-amilase pancreatica

humana
Enzima Livre (E) Enzima — Substrato (ES) Razéao
e entre os
Inibidores Glide gscore Glide gscore* valores de
(Kcal/mol) (Kcal/mol) EIVESI T
GPESB14 -6,269 -6,246 1

GPESB15 -6,349 -5,829 1,1




Resultados e Discussao

Modo de ligacao dos inibidores no complexo ES de MAL12

GPESBL6 — GPESBO2 ) GPESBOS k.

GPESB14 . GPESB11

GPESB15 Z GPESBOG




Resultados e Discussao

GPESBOS GPESS

M=cation

H-bond (backbone)
H-bond (side chain)
Metal coordination

i
ol




Resultados e Discussao

« Analise estrutural do modo de ligacao dos inibidores

— P/ Maltase de Levedura e o inibidor melhor ranqueado (GPESB16)

Subunidade
glicona

Anel
triazédlico

Subunidade
aglicona
(nitrofenil)




Resultados e Discussao

. Deslocamento do inibidor GPESB16 para o centro catalitico da
maltase livre

GPESB16
(vermelho)
complexado com
o substrato

Asp349

N

GPESB16 (azul)
complexado com
a enzima livre




Resultados e Discussao

* Modo de ligacao dos inibidores no complexo
ES de AAPS

7TAA GPESB15 & GPESB14 _ GPESB11
- . ,




Modo de
ligacao dos
inibidores
no

complexo
ES de AAPS

Resultados e Discussao
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Resultados e Discussao

* Comparacao AAPS Vs MAL12

. GPESB15
GPESBIS v > | ) @9 ) )
| | o oo W
HIS | r.;.ﬁ’ ﬁfy
N
%M-HDW:EiIi_/Nl# "’s:"g,i
\ o’y @




Resultados e Discussao

« Analise da correlacao e diferencas estruturais entre as

glicosidases: a-amilase pancreatica (suina e humana) e a maltase
de levedura (mal12). \Val163

A- Arranjo conformacional de GPESB15 no

sitio ativo da a-amilase pancreatica suina

B-— Arranjo conformacional de GPESB15-

Substrato no sitio ativo da a-amilase

pancreatica suina

C- Arranjo conformacional de GPESB15 no
sitio ativo da a-amilase pancreatica

humana

D- Arranjo conformacional de GPESB15-

substrato no sitio ativo da a-amilase

pancreatica humana

Thr163




CONCLUSOES &
PERSPECTIVAS




Conclusao

* Triazois conjugados a ribose sao inibidores nao-competitivos de a-
glicosidases da familia GH13

 Grupos volumosos em C4 do anel triazdlico fornecem inibidores mais
potentes

 Em geral, a metodologia de docking empregada foi capaz de ranquear os
inibidores em concordancia com os resultados experimentais.

e Em particular, os compostos mais ativos experimentalmente também
foram os de maior afinidade de ligacao predita computacionalmente;

e Em alguns casos, também foi possivel encontrar computacionalmente
uma preferéncia de ligacdo a enzima livre ou ao complexo enzima-
substrato compativel com os fatores a medidos experimentalmente



Conclusao

Inibidores ligam-se preferencialmente na regiao compreendida pelos
subsitios +2 e +3, tanto na maltase quanto nas amilases AAPS e AAPH;

Quando interagindo com a forma livre, os inibidores tendem a se ligar
mais proximos do sitio catalitico, i.e. nos subsitios (-1) e (+1), podendo
assim impedir a ligacao do substrato.

Nossos resultados também permitiram fazer previsdes sobre o
comportamento dos inibidores GPESBs ao inibir a AAPH ao indicar que
inibidores com grupos polares para interagir com o subsitio (+3) da enzima
podem alcancar maior poténcia inibitoria.



Perspectivas

A realizacao de testes complementares, de inibicao da a-
amilase pancreatica humana pelos inibidores GPESBs

Clonagem e Expressao de MAL12 e HPA para estudos
estruturais e termodinamicos (ITC)

Realizar novos testes sobre S| e MGAM
Otimizar a estrutura dos compostos

Dessa maneira, poderemos desenvolver um inibidor com
poténcia inibitoria satisfatoria contra maltase (presentes
nas bordas em escovas das vilosidades intestinais) e contra
a o-amilase pancreatica e assim obter um controle
glicémico pos-prandial, em pessoas diabéticas, mais
eficiente.
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