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INTRODUCAO

The Leptospiraceae family, which includes
the genera Leptospira, Leptonema, and
Turneriella within the order
Spirochaetales, is a diverse group
characterized by the presence of
spirochetes, particularly the versatile
Leptospira species. These spirochetes,
comprising both saprophytic  and
pathogenic strains, demonstrate
adaptability to various environments.
Genome analysis of Leptospira
interrogans, a pathogenic  species,
revealed the presence of proteins
containing Pilz domains, whose
expression has been confirmed by
proteomics and may play a significant role
in spirochete biology. PilZ domain proteins
have the potential to bind to the second
messenger cyclic diguanylate
monophosphate (c-di- GMP), a key
regulator of various cellular processes,
including biofilm formation, motility, and
virulence factors.

OBJETIVOS

The aim of this study is to investigate,
through  structural and  biochemical
methods, whether the PilZ domains of L.
interrogans retain the ability to bind c-di-
GMP.

METODOLOGIA

Initially, we started by cloning the gene
with  locus_tag LIC 11920 into an
expression vector, where the gene is
fused to a 6xHis tag at its N-terminal end.
The gene was expressed in E. coli
BL21(DE3)-RIL cells and purified using

chromatography techniques. We
evaluated the ability of this protein to
dimerize using SEC-MALS (Size Exclusion
Chromatography — Multiple Angle Light
Scattering) assays to determine its
experimental molecular mass. To test the
protein's affinity for c-di- GMP, we
performed ITC (Ilsothermal Titration
Calorimetry).

RESULTADOS E DISCUSSAO

As a result, we can state that LIC_11920
iS @ monomeric protein in solution, and
ITC analyses showed that LIC_11920 has
a high affinity for c-di-GMP.

CONCLUSOES

To expand the analysis, we also intend to
study the paralogs of this protein that
contain the same domain architecture:
LIC_10049, LIC_ 12723, LIC_12994, and
LIC_14002.
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INTRODUCAO

O cancer é uma doenca com alta incidéncia
ao redor do mundo e as previsdes indicam
um aumento generalizado do numero de
casos. A cisplatina e seus derivados
apresentam grande eficacia no tratamento
de diversos tipos de tumores e sdao
amplamente utilizados. Devido a baixa
seletividade do ion metélico esses farmacos
apresentam diversos efeitos colaterais que
limitam seu uso. Uma proposta de
aprimoramento € o encapsulamento dessas
moléculas, sendo as ciclodextrinas um
substrato usualmente empregado nesse
processo. A técnica de RMN possibilita a
confirmacdo do encapsulamento devido a
alteracdo dos deslocamentos quimicos dos
nucleos de 'H tanto do héspede quanto da
molécula hospedeira [1].

OBJETIVOS

Avaliar a estabilidade molecular dos
compostos de inclusdo formados pela B-
ciclodextrina e o0s farmacos cisplatina,
carboplatina e oxaliplatina a partir de
céalculos dateoria do funcional da densidade.

METODOLOGIA
A energia total e os parametros
termodinamicos de formacao dos compostos
de inclusé@o foram obtidos de acordo com a
reagdo quimica (Eq. 1), utilizando o nivel
tedrico MO06-2X/LANL2DZ/def2-
SVP/PCM(H-0).

Pt(II) + CD - Pt(IH@CD (1)
Os deslocamentos quimicos de RMN de *H
foram obtidos a partir de calculos da
constante de blindagem do nucleo de 'H
empregando o] nivel MO6-
2X/LANL2DZ/def2-TZVP-PCM(H:0).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Figura 1 — Estruturas otimizadas e seus
deslocamentos quimicos de O&'H dos
complexos dos compostos de incluséo.
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CONCLUSOES

O modelo de reagéo adotado revelou que a
formacdo de todos o0s compostos de
incluséo foi termodinamicamente favoravel
em meio aquoso. Os calculos de
deslocamento quimico em fase aquosa
revelaram ser possivel estimar a posicéo
relativa do complexo na cavidade da
ciclodextrina e identificar as deformacbes
sofridas pela macromolécula hospedeira.

REFERENCIAS

[1] RAHIM, N. Y. e ELLEAS, N. A. E.
“Characterization of inclusion complex (-
cyclodextrin/isoniazid using spectroscopic
method.” M. J. of Anal. Sci., v. 24, p. 862-
872, 2020.
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INTRODUGAO

Os anticorpos monoclonais (mAbs) sao
cruciais para a terapia e diagnéstico devido
a sua especificidade antigénica. Devido a
tamanha relevancia de mAbs e fragmentos
de anticorpos tanto na area de tratamento
quanto de diagndstico, estratégias que
visam otimizar a afinidade de mAbs sao
muito exploradas. Alcangar  essas
modificagbes  geralmente envolve a
mutagcdo em regides determinantes de
complementaridade (CDR). Nesse contexto,
métodos computacionais baseados em
mecanica molecular, como dindmica
molecular, docking molecular, MM-PBSA
(Molecular Mechanics Poisson-Boltzmann
Surface Area) podem ser utilizados como
forma de triagem. No entanto, navegar pelo
vasto espaco mutacional € um desafio,
devido ao grande numero de possibilidades
de sequéncias. Dessa forma, abordagens
mistas baseadas em computacao evolutiva,
como um Algoritmo Genético (GA), e
aprendizagem de maquina podem ajudar a
encontrar sequéncias o6timas de maneira
mais eficiente e com custo reduzido.

OBJETIVOS

Gerar um protocolo misto de
meta-heuristica com aprendizagem de
maquina para otimizar a afinidade de
anticorpos e fragmentos derivados a partir
da evolucéo iterativa de suas CDRs.

METODOLOGIA

Utilizamos como caso de estudo o
complexo formado pelo cetuximabe e
receptor do fator de crescimento
anti-epidérmico (EGFR) (PDB: 1YY9). A
partir dessa estrutura inicial, o algoritmo

gera uma populagao inicial contendo Fabs
com mutacbes aleatdorias nas CDRs. O
modelo de aprendizagem de maquina
Protein Binding Energy Estimator (PBEE -
https://github.com/chavesejf/pbee) é
utilizado como fungéo objetivo, predizendo
0 AGy4as0 de cada individuo da populagéo.
Em seguida, o programa realiza selegao por
torneio, e as sequéncias sdo submetidas a
crossing-over, seguido de uma etapa de
mutagdes. As novas sequéncias sao
concatenadas a populagdo anterior, e o0s
melhores individuos passam a compor a
nova populagdo, e o ciclo se repete de
maneira iterativa.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi implementado ao GA o modelo PBEE,
como opg¢ao no calculo da fungéo objetiva
(https://github.com/izzetbiophysicist/ GAPO).
Implementacbes anteriores do programa
utilizavam métodos de mecanica molecular
apenas, calculando a fungcdo objetivo a
partir da estimativa de AG calculada pelo
campo de forgcas do software PyRosetta.
Com a nova implementagcdo, além de
reduzir o custo computacional, esperamos
também obter predicdes de afinidade mais
precisas. As sequéncias geradas pelo GA
estdo sendo analisadas no momento.

CONCLUSOES

A partir da integracdo de métodos de
aprendizagem de maquina e computagao
evolutiva, esperamos conseguir explorar o
espaco mutacional de anticorpos com
menor custo computacional e maior
precisdo, a fim de otimizar a afinidade de
anticorpos e fragmentos a antigenos.


https://github.com/chavesejf/pbee
https://github.com/izzetbiophysicist/GAPO
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INTRODUGAO

O desenvolvimento de inibidores eficazes
é essencial para o avango de novas
terapias contra a Leishmaniose. Em
estudo recente, derivados benzotiazois
foram avaliados como inibidores da
enzima Pteridina redutase 1 (PTR1) de
Leishmania major, crucial para o
parasital’.  Técnicas  computacionais,
como Relagdo Quantitativa Estrutura-
Atividade (QSAR), docking e dinamica
molecular foram utilizadas para identificar
e otimizar novos inibidores ao modelar
suas interagdes frente ao alvo bioldgico .

OBJETIVOS

Determinar  caracteristicas  estruturais
importantes para novos inibidores da
LmPTRA1, aplicando técnicas
computacionais baseadas em ligantes e
receptor a uma série de benzotiazois.

METODOLOGIA

69 derivados benzotiazois, inibidores da
LmPTR1, foram otimizados no MOPAC.
Descritores 2D e 3D foram calculados no
PaDEL e submetidos ao 3D-QSARpy para
construgao do modelo QSAR. O docking
foi validado usando RMSD e curva ROC
dos ativos e inativos no Autodock Vina. Os
dockings  dos benzotiazois  foram
realizados usando o mesmo protocolo.
Novas estruturas similares  foram
buscadas no ZINC e PubChem, sendo
triados usando SwissADME, docking e
predicao do valor de plCs,. Complexos do
melhor composto triado e do inibidor
cristalizado com a PTR1 foram
submetidos a 100 ns de simulagdes de
dindmica molecular usando GROMACS.

RESULTADOS E DISCUSSAO
As andlises de QSAR e docking

apresentaram resultados semelhantes. O
modelo QSAR foi capaz de identificar os
descritores hibridos (2D e 3D) com uma
precisao superior a 95%, demonstrando
que descritores de autocorrelagdo, carga
topoldgica, potencial de Lennard-Jones,
ligagbes hidrofdbicas e de hidrogénio séo
essenciais para a atividade. O docking
molecular foi validado com previsdo de
91% ao avaliar a pontuacido correta de
compostos ativos versus inativos. Os
resultados do docking indicaram que o
mecanismo de agao envolve a interagao
com os residuos Phe113, His241, Leu188,
Met183 e Leu226. Ainda, indicaram que
fragmentos eletronegativos préximos ao
ndcleo 2-aminobenzotiazol e a massa
molecular podem aumentar o plCso.

Com base nos modelos, a triagem virtual
indicou o composto Zinc 72229720 como
o de melhor pontuacao de docking, melhor
previsdo do plCsy, melhores propriedades
ADME, e estabilidade do complexo na
simulacdo de dinamica molecular, sendo
melhor que o inibidor co-cristalizado e
demais derivados.

CONCLUSOES

A integracdo das técnicas utilizadas
identificou  caracteristicas  importantes
para a otimizacdo de novos compostos
como inibidores da LmPTR1.

REFERENCIAS

[11 S. Ferrari, et al., “Virtual Screening
Identification of Nonfolate Compounds,
Including a CNS Drug, as Antiparasitic
Agents Inhibiting Pteridine Reductase,” J.
Med. Chem. vol. 54, pp. 211-221, 2011.

[2] J. Panteleev, et al., “Recent
applications of machine learning in
medicinal chemistry” Bioorg. Med. Chem.
Lett. Vol. 28, pp. 2807-2815, 2018.



Uso de Ferramentas Computacionais na Analise de Inibidores
Farmacolégicos Derivados de Aminoquinolinas Para SARS-CoV-2,
Tendo como Alvo a Proteina Main-Like Protease.

Maria Luiza Pereira Baltazar', Matheus José Novais Landim’, Vinicius Carius de
Souza' e Priscila Vanessa S. Zabala Capriles’
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INTRODUGCAO

O coronavirus causou grande alarde por
desencadear uma pandemia da sindrome
respiratoria aguda grave 2 (SARS-CoV-2).
Em meio a massiva tentativa de vacinar a
populagdo, a fim de impedir o contagio,
observou-se também a necessidade de
desenvolver medicamentos antivirais por
meio de moléculas inibidoras da replicacéo
do SARS-CoV-2. Essa medida mostrou-se
pertinente uma vez que tais medicamentos
seriam essenciais no combate as variantes
virais e nos problemas relacionados a
distribuicdo da vacina.

OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi analisar, por
meio de Docking Molecular, a efetividade de
moléculas derivadas de 4-aminoquinolinas
na inibicdo da Main-Like Protease (MP™),
proteina crucial para a replicacdo do
genoma viral do SARS-CoV-2.

METODOLOGIA

Inicialmente, foi feita a modelagem por
homologia da estrutura da MP®. Essa
proteina é biologicamente ativa em sua
forma dimérica, sendo assim foram
utilizados dois templates monoméricos do
PDB (PDB6Y2E e PDB6Y2G). O programa
modeller v9.23 foi utilizado para completar a
porcdo C-terminal da cadeia polipeptidica e
construir o dimero. Em seguida, o modelo
construido foi submetido a simulacdo de
dindmica molecular na qual obteve como
resultado as conformacgdes preferenciais da
MPe. Com relacdo aos ligantes, os
compostos controle foram obtidos nos
repositérios PubChem e Zinc, ja os nove
derivados de 4-aminoquinolina
desenvolvidos pelo departamento de
quimica da UFJF foram desenhados pelo

software do ChemSketch. Em seguida foi
feita a otimizagao dos ligantes na sua forma
3D pelo programa Avogadro e submetidos a
ferramenta Epik (Schrédinger) para obter
suas cargas em pH fisiolégico. Para realizar
0 docking foram utilizados os programas
Autodock Vina e Dockthor, em ambos foi
feita previamente a definicdo do centro da
gridbox tendo como foco as coordenadas
dos residuos cataliticos H41 e C145. As
conformacbes da MP™ foram preparadas de
acordo com cada programa de docking
utilizado.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao analisar os resultados, observou-se as
interacbes feitas entre os ligantes e os
residuos de aminoacidos da MP™ bem como
os valores de energia. Acerca dos
inibidores, aquele que apresentou ser mais
efetivo foi a molécula Q4b em contraste
com o controle positivo utilizado no estudo.
O ligante Q4b apresentou interagdes do tipo
polar com a H41 e hidrofébicas com a
C145. Além disso, o score dessa molécula
obteve resultado de —-8.2128 kcal/mol € o
cKiigual a 1.1617 yM!.

CONCLUSOES

Tais resultados foram validados
experimentalmente por laboratério parceiro
da FIOCRUZ-RJ indicando que estes
derivados de 4-aminoquinolinas sao
promissores para inibicdo da MP° e
consequente replicacdo do SARS-CoV-2.
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INTRODUGAO

A teoria mais aceita acerca da depresséao é
de que a doenca €& causada pelo
desequilibrio dos neurotransmissores no
Sistema Nervoso Central (SNC)'. Por esse
motivo, estudar moléculas que agem no
SNC é de grande interesse clinico. O
beta-pineno é um monoterpeno encontrado
no arbusto Litsea glaucescens, utilizado na
medicina tradicional para reduzir sintomas
associados a ansiedade e a depressao?.
Neste trabalho, o beta-pineno foi estudado
como agonista do receptor 5-HT1A e
precursor para o planejamento de novas
moléculas como protétipos de farmacos
antidepressivos.

OBJETIVOS

O presente trabalho tem como objetivo
identificar por abordagens in silico os
derivados de beta-pineno com
biodisponibilidade oral favoravel, que
permeiem a barreira hematoencefalica
(BHE) e tenham potencial atividade
agonista no receptor 5-HT1A.

METODOLOGIA

Uma série de 102 derivados do beta-pineno
foi inicialmente avaliada quanto a habilidade
de permeacao da BHE e biodisponibilidade
oral segundo as regras de Lipinski por
modelo de QSAR implementado no
software ADMET Predictor™ (v11.0). Em
seguida, os derivados foram submetidos a
triagem virtual (TV) por docking molecular
no sitio de ligagdo do receptor 5-HT1A
(PDB 7E2Z). A estrutura tridimensional da
proteina foi obtida por criomicroscopia
eletronica®. Para a TV, foi usado o

programa GOLD (v2023.2.0) com a funcgéo
de pontuacdo CHEMPLP, apés validagao
por redocking.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na analise do potencial de permeacéo da
BHE, 8 derivados apresentaram baixo
potencial de permeacao e foram excluidos.
Nenhum derivado violou a R5. Apds a
validagao do método de docking molecular,
94 derivados junto ao beta-pineno foram
submetidos a TV e ranqueados com base
na pontuacdo GOLD com valores entre
32-69. A excecdo de 1 derivado, todos os
demais tiveram pontuagdes superiores ao
de seu precursor, indicando maior afinidade
ao receptor. Os 10 melhores derivados
foram selecionados considerando seu alto
valor de pontuacédo, capacidade de permear
a BHE e nao violagdo a R5 e foram
submetidos a avaliacdo do seu modo de
ligacdo, onde observou-se principalmente
ligacdes de hidrogénio e interagdes de Van
der Waals.

CONCLUSOES

Considerando o ranqueamento  dos
derivados, os mesmos serdo sintetizados,
caracterizados e testados para confirmacéao
de sua atividade agonista do receptor
5-HT1A. Como resultado, essas moléculas
postulam como candidatos promissores
para o tratamento da depresséo.
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INTRODUCAO

O cancer representa um grande desafio no
contexto da saude publica, com
significativas limitagbes no diagnéstico e
tratamento. Durante o processo oncogénico,
a interacao entre a Proteina de Morte Celular
Programada 1 (PD-1) e seu ligante (PD-L1)
resulta no escape imunolégico do tumor. A
utiizacdo de pequenas moléculas se
caracteriza como uma alternativa ao uso de
anticorpos, dado o baixo custo de producéo
e alta penetracdo tecidual. Anteriormente,
identificamos ~ um ligante potencial
denominado 1508 capaz de induzir mudanca
conformacional em PD-1 ndo observada no
complexo PD-1pp-L1.

OBJETIVOS

Identificar, por meio de ensaios in silico,
novas conformacfes de PD-1 induzidas por
1508 que podem ser impeditivas para a
formagédo do complexo com PD-L1; analisar
energeticamente o processo de ligacdo e
reconhecimento de 1508 com PD-1 e atestar
0 prejuizo na formagéo do complexo ternario
(PD-11508 e PD-Ll).

METODOLOGIA

Utilizamos dinamica molecular acelerada
gaussiana (GaMD) e analise de componente
principal (PCA) para verificar o impacto
estrutural de 1508 em PD-1, avaliando a
existéncia de novas conformacbes
impeditivas para a formacdo do complexo
ternario. A curva de energia livre de 1508 foi
obtida a partir de ensaios de Umbrella
Sampling, considerando a posicéo inicial do
ligante no sitio e a aplicacdo de um potencial
de restricdo direcionado a sua saida. Os
complexos ternérios foram formados pelo
acoplamento das conformacdes impeditivas
de PD-11s0s vVia Haddock 2.4 e avaliados por
dindmica molecular convencional (cMD) e
aquecida (hMD).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados de GaMD demonstraram a

manutencédo da estrutura secundaria de PD-
1 e a estabiidade de 1508 no sitio,
estabelecendo novas interacdes relevantes
com os residuos D85 e E84. A analise de
PCA permitiu a descoberta de 11
conformacfes inexploradas de PD-1is0s €
ndo amostradas pelo complexo controle PD-
lpp1. Através do ensaio de Umbrella
Sampling, identificamos estados energéticos
intermediarios entre as conformacdes ligada
e ndo ligada de 1508. Além disso,
observamos uma tendéncia favoravel a
interagdo de 1508 no sitio, sugerindo
afinidade pela cavidade presente na alca
CD de PD-1. Os complexos ternarios
mostraram uma alteracdo de interface que
levou a mudancas no Haddock Score,
indicando uma interacdo menos favoravel
entre PD-1 e PD-L1. As cMDs confirmaram
a estabilidade de 1508 no complexo ternario,
dado o baixo RMSD ao longo das
simulagfes. Além disso, rastreamos uma
qguantidade menor de ligacdes de hidrogénio
entre PD-1 e PD-L1 ao longo do tempo. A
natureza transitéria dessas interacfes
polares, em conjunto com alteragbes no
RMSD de interface e na area de superficie
acessivel ao solvente detectadas também
via hMDs, apontam para uma redugc@o na
afinidade do complexo. Finalmente,
detectamos em quatro complexos (E6-IFII,
E8-IFIlII, 6-2 e 17-1) eventos de dissociacéo
entre PD-1pp-L1.

CONCLUSOES

Nossas descobertas apontam o perfil
promissor do 1508 como um novo inibidor de
PD-1, sugerindo-o como um agente
terapéutico valioso no tratamento de
doencas caracterizadas por evasao
imunologica mediada por PD-1pp.11.
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INTRODUGAO

Desoxirribonucleotideos trifosfatados
naturais (ANTP) s&do processados acurada e
eficientemente pela polimerase de DNA
(DNAp) do Thermococcus kodakarensis
(KOD), tornando-a ideal para aplicagdes
como RT-PCR [1]. Compreender como ela
seleciona dNTP e acidos nucleicos
xenobidticos (XNAs) permitiria transforma-la
em uma polimerase de XNA (XNAp), com
novas possibilidades para biocontengao e
terapias personalizadas [2].

OBJETIVOS

Neste trabalho, conduzimos um extenso
estudo computacional visando compreender
detalhadamente a catalise de dNTPs pela
forma wild-type (WT) da DNAp KOD.

METODOLOGIA

Realizamos calculos de 300 ns de dinadmica
molecular classica (MD) e QM/MM com os
softwares AMBER 22 [3] e ORCA 5.0.4 [4],
respectivamente, usando a estrutura PDB
50MF, com trés ions Mg?*. Para MD e MM,
empregamos o potencial AMBER ff19SB, e
para QM, o funcional de correlacéo e troca
TPSS com base ma-def2-SVP. Calculamos
as barreiras de energia de reacao, AE, com
o método Nudged Elastic Band (NEB).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nossos célculos sugerem um mecanismo
catalitico sequencial em trés etapas. A MD
sugere que a primeira etapa € (/) uma
rotacao da ligagdo 3'OH do primer de DNA,
que a alinha com o atomo O,, do dNTP. Ela
sugere também a influéncia da interacao de
duas moléculas de agua, W, e W,, com o
atomo O,; do dNTP. A NEB QM/MM sugere
que, em seguida, ha (ii) a transferéncia de
um H* para o atomo O,, do dNTP e (iii) a
transferéncia deste H* para uma cadeia

proxima de moléculas de agua, com saltos
posteriores em diregdo ao atomo O, do
dNTP. A quebra da ligagdo P,~O; ocorre
antes do protonamento do pirofosfato pelo
H*, que é energeticamente desfavoravel. A
etapa (ii) limita a taxa de reagdo, com AE
entre 83 e 91 kJ/mol, dependendo da
presenca de W, e W,. A etapa (iii) ocorre
espontaneamente com W, e W, presentes.

CONCLUSOES

Nossos calculos sugerem que inicialmente
o dNTP atua como base genérica no
desprotonamento do primer de DNA e que
o proprio primer de DNA atua como acido
genérico. A barreira energética para a etapa
(i) é significativa, porém a barreira para a
etapa (iii) € muito baixa, o que mostra que
cadeias de moléculas de agua sao cruciais
para a catalise na DNAp KOD WT. Néao é
necessario protonar o dNTP para quebrar a
ligagdo P,~Oz As fungdes de localizagéo
eletrénica (ELFs) nas diferentes etapas do
processo mostrardo os residuos cruciais
para a catalise e auxiliarao experimentos de
evolugado direcionada para transformar a
DNAp KOD WT em uma XNAp.
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INTRODUCAO

O Brasil possui uma cadeia de produtos
lacteos altamente desenvolvida. Dentre as
proteinas presentes no leite, destacam-se
0s biopolimeros de transporte como a
B-lactoglobulina, a-lactoalbumina e
lactoferrina’. Essas proteinas podem
carrear moléculas e ions, sendo
potencialmente uteis na veiculacdo de
moléculas bioativas, producgéao e purificacdo
de produtos da industria farmoquimica,
além do desenvolvimento de nutracéuticos.

OBJETIVOS

Predizer a estrutura tridimensional de
proteinas de interesse industrial,
otimiza-las, realizar modificacdes
pos-traducionais e avaliar seus perfis
eletrostaticos em diferentes pHs. Também
visa avaliar a confiabilidade do AlphaFold
nos testes iniciais de predicao estrutural.

METODOLOGIA

A presenca de peptideo sinal foi avaliada
com o servidor SignalP v.3.0. Os modelos
de lactoferrina foram obtidos utilizando os
templates PDB1BLF e PDB40OQO, e para o
modelo de B-lactoglobulina foram utilizados
os templates PDB3NPO e PDB6FXB. Para
a avaliagdo da a-lactoalbumina foram
utilizados os modelos PDB1F6R e
PDB1F6S. Os modelos foram gerados com
o Modeller v.10.5 e avaliados por DOPE
score, MOLPDF e grafico de
Ramachandran, obtido por meio dos
servidores Molprobity e SAVES-Procheck.
As predicbes de glicosilagbes foram
realizadas por meio do NetCGlyc e NetGPlI,
e a (glicosilacdo foi realizada utilizando o
CHARMM-GUI. O pKa foi analisado com
PROPKA e o perfil eletrostatico foi obtido
por meio do PDB2PQR e APBS, nos pHs
de 4.6, 6.6 e 9.0 para B-lactoglobulina e

a-lactoalbumina, e 4.6, 7.0 e 9.0 para a
lactoferrina. Os modelos foram comparados
com estruturas obtidas pelo AlphaFold.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As sequéncias de peptideo sinal foram
removidas antes de se obter as estruturas
das proteinas. A B-lactoglobulina foi
modelada na forma dimérica e com
conformacdo aberta em um dos cails,
priorizando a sua estabilidade e viabilidade
nos testes futuros. A lactoferrina foi
modelada com os dois lobos de ligagcédo
com o Fe++, compreendendo todos os seus
dominios de interesse, além de passar por
glicosilagdes posteriores. Dois modelos
foram utilizados para a a-lactoalbumina, um
com e outro sem ion, devido a diferencas
estruturais nas formas apo e holo. O perfil
eletrostatico das proteinas variou
significativamente com o pH, destacando a
importancia da avaliacdo precisa desse
parametro. O AlphaFold ndo contemplou
integralmente as diferengas estruturais das
conformagbes apo e holo, ressaltando a
importancia da modelagem comparativa.

CONCLUSOES

A modelagem computacional se mostra
uma ferramenta complementar essencial
aos estudos experimentais. A avaliacéo
estrutural, perfil eletrostatico e ionizacao
dos residuos em diferentes pHs reforca a
importancia do refinamento das estruturas
antes de testes mais rebuscados, evitando
resultados desfavoraveis devido a auséncia
da avaliagdo desses parametros.
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INTRODUGCAO

Peptideos sido biomoléculas cruciais para
processos como transporte e sinalizagao,
além de serem usados para tratar diversas
doencas, incluindo autoimunes, infecciosas,
cardiovasculares, diabetes e cancer. O
desafio em desenhar peptideos para uma
dada tarefa reside no vasto numero de
possibilidades de sequéncias, conhecido
como "Espaco de Sequéncias". Abordagens
computacionais, como as baseadas em
aprendizagem de maquina, tém sido
empregadas para otimizar a busca por
biomoléculas de interesse devido as suas
vantagens, como menor tempo para
predicbes. Essas abordagens podem
inclusive melhorar em acuracia com a
utilizacao de técnicas como o]
aprendizagem ativa, que permite aos
modelos de aprendizagem de maquina
direcionar melhor a exploragdo de regides
desconhecidas, aumentando assim suas
capacidades preditivas.

OBJETIVOS

Criar um metamodelo capaz de estimar
dados energia livre de ligagdo (AGigacz0)
gerados pelo modelo Protein Binding
Energy Estimator (PBEE) a partir de
descritores fisico-quimicos, que sdo menos
dispendiosos = computacionalmente, e,
através da aprendizagem ativa, fazer com
que esse metamodelo seja capaz de
identificar quais regides do espago de
sequéncias explorar.

METODOLOGIA

Neste trabalho, utilizamos como prova de
conceito o problema de otimizacdo de
ligacdo ao complexo principal de
histocompatibilidade (MHC) classe |. Para

isso, o complexo de codigo PDB 3MRE,
contendo um nonapeptideo e o MHC foi
utilizado. Nosso algoritmo consiste em 6
etapas: i. gerar um banco inicial de
sequéncias aleatorias, para que o modelo
possa buscar em diferentes regides do
espaco de sequéncias; ii. calcular o
AG .50 usando o modelo de aprendizagem
de maquina Protein Binding Energy
Estimator (PBEE), para que isso possa ser
usado para treinar e testar os modelos
gerados; iii. converter as sequéncias em
descritores de propriedades fisico-quimicas;
iv. treinar modelos de floresta aleatdria
usando esses descritores fisico-quimicos
como entrada; v. testar os modelos; e vi.
usar um protocolo de aprendizagem ativa
para decidir quais novas sequéncias gerar
com base no AG 4., calculado pela fungao
de pontuacéo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste trabalho, desenvolvemos um pipeline
que utiliza a aprendizagem ativa para a
uma melhor busca por proteinas e
peptideos de interesse
(https://github.com/paulafranklinn/ALPS.qit).

CONCLUSOES

A partir do uso da abordagem de
aprendizagem ativa, espera-se que o0s
modelos gerados apresentem um menor
erro de predicdo conforme as iteracbes
(ciclos) avangam. Embora utilize dados
provenientes de abordagens
computacionais, o objetivo do projeto é criar
uma ferramenta capaz de direcionar
experimentos in vitro, reduzindo, assim,
custos na etapa de producao de proteinas e
peptideos.


https://github.com/paulafranklinn/ALPS.git
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INTRODUCAO

A proteina quinase ativada por AMP
(AMPK) é uma proteina heterotrimérica
composta por uma subunidade catalitica (a)
e duas subunidades regulatérias (B e y). A
subunidade vy possui trés isoformas e
contém quatro repeticoes CBS
(cistationina-pB-sintase) que geram quatro
locais potenciais de ligagdo a AMP, ADP ou
ATP no centro da subunidade, nomeados
sitios 1-4. Esta enzima monitora o estado
energético celular, ativando-se em resposta
ao estresse energético, indicado pelo
aumento de AMP e/ou ADP e diminuicao de
ATP. A sindrome do PRKAG2 ¢ uma
doenga genética resultante de mutagdes no
gene que codifica a subunidade y2 da
AMPK cardiaca, causando acumulo de
glicogénio nos cardiomidcitos.

OBJETIVOS

O trabalho visa identificar as afinidades da
subunidade y2 da AMPK selvagem e com
uma mutagdo  missense  (PRKAG2
p.His401GIn) pelos ligantes AMP e ATP.

METODOLOGIA

Por meio de modelagem por homologia,
geramos um modelo da subunidade y2 da
AMPK humana, e realizamos experimentos
de metadindmica no Desmond-Maestro
com simulagdes de 60 ns no campo de
forca OPLS-2005. Realizamos a analise de
duas variaveis nos complexos hAMPK-AMP
e hAMPK-ATP, para as estruturas selvagem
e mutante His401GIn. Coletamos duas
variaveis: (i) a distancia entre os centros de
massa do ligante no sitio de ligacédo e o
residuo Argqs e (i) o diedro C-N-C-O
localizado entre a base nitrogenada e a
ribose. Os valores de energia livre (AG)
obtidos para o sitio de ligagéo (SL) e a zona
de contato inicial com a proteina (ZC) foram
comparados e as trajetérias foram
visualizadas no Desmond-Maestro 22-4.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram realizadas cinco repeticdes para os
potenciais sitios de ligacdo a AMP e ATP
para cada complexo, selvagem e mutante.
Especificamente no sitio 3, a analise de
variancia (ANOVA; P =< 0,001) do AG de
ligacdo do ATP obtidas para o complexo
selvagem (SL = -16,2 + 0,6 kcal/mol e ZC =
-8,7 + 0,8 kcal/mol) e mutante (SL = -8,6
0,9 kcal/mol e ZC = -10,90 = 1,9 kcal/mol)
mostrou-se estatisticamente diferente.
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Figura 1: Andlise de metadindmica do ATP no sitio 3
da subunidade gama mutante.

O AAG negativo entre a zona de contato
inicial (ZC) e o sitio 3 de ligagao (SL) de
ATP do complexo selvagem sugere a
acomodacao do ligante. J& no complexo
mutante esse valor € positivo, sugerindo
que nao ha acomodacao do ligante no sitio
3.

CONCLUSOES

A diferenca dos valores de AAG sugere
comportamentos diferentes do ATP no sitio
3 da AMPK selvagem e mutante His401GlIn.
Para uma melhor compreensdo deste
fenbmeno serdo realizados estudos de
dindmica essencial com esses complexos.
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INTRODUGAO
A glicoproteina S (spike) do beta coronavirus

da sindrome respiratéria aguda grave 2
(SARS-CoV-2) (1) é uma proteina de
superficie crucial no seu ciclo viral. Ela
interage com a enzima conversora de
angiotensina 2 (ACE2) (2), ativando a
entrada do virus na célula hospedeira. E o
principal antigeno reconhecido por
anticorpos (3). Dada sua relevancia na
infeccao, durante a pandemia milhares de
estruturas da spike foram resolvidas. A spike
€ a principal proteina mutada em suas
variantes. Essas mutag¢des influenciam na
sua estrutura, dindmica e afinidade com
ligantes.

OBJETIVOS
O trabalho proposto busca estudar: i a

influéncia da interagdo da spike com
ligantes; ii. como mutacgdes e suas variantes
impactam na sua estrutura; e i a
plasticidade conformacional da spike do
SARS-Cov2 e de outros coronavirus.

METODOLOGIA

A primeira etapa consistiu na criagdo de um
ensemble com as estruturas experimentais
da spike a partir do PDB. Para a avaliacao
da plasticidade estrutural foi realizada PCA.
Para predicdo da sua dindmica intrinseca, foi
feita a analise dos modos normais. Analises
de redes dindmicas foram feitas baseadas
nos movimentos da spike. Foram calculados
modos normais do ensemble, que levam em
conta todas as estruturas. Calculos de
energia livre  conformacional  foram
realizados a partir de simulacéo de dinédmica
molecular com os modos normais excitados
(MDeNM) (4).

RESULTADOS E DISCUSSAO
O principal movimento da spike do

SARS-Cov2 concentra-se na abertura e
fechamento dos dominios NTD e RBD, e é
cerca de 90% da flexibilidade da proteina.
Os modos normais da spike predizem este
movimento, que é conservado em outros
coronavirus (SARS-CoV-1 e MERS-CoV). A
interacdo com receptores estabiliza o RBD
na conformagdo aberta. Simulacbes de
10 uys de dindmica molecular nao
amostraram a mudang¢a conformacional no
RBD. Em contraste, com a MDeNM,
obtivemos a exploracdo completa do espaco
conformacional do ensemble experimental.
As estruturas da variante 6micron
apresentaram uma dinamica diferenciada,
com uma rede de interagao distinta.

CONCLUSOES

A plasticidade da spike se encontra
principalmente na regido do RBD, que é
estabilizada pela interagdo com receptores.
Avaliamos a influéncia de mutagdes e
variantes na estrutura da spike: a omicron
apresenta uma dindmica diferenciada.
Através de simulacdes hibridas conseguimos
amostrar o] espaco conformacional
experimental completo e calcular a energia
livre conformacional.

REFERENCIAS
1. DOI: 10.1016/j.ijantimicag.2020.105946.

2. DOI: 10.1038/s41586-020-2180-5.

3.DOI: 10.1038/s41586-020-2380-z.

4.DOI: 10.1021/acs.jctc.5b00003.



https://doi.org/10.1016/j.ijantimicag.2020.105946
https://doi.org/10.1038/s41586-020-2180-5
https://doi.org/10.1038/s41586-020-2380-z
https://doi.org/10.1021/acs.jctc.5b00003

Inibicdo da Adenilosuccinato Liase (LmASL) de Leishmania major:
AplicacOes de Triagem Virtual na Proposicao de Reposicionamento

de Farmacos

Maria Eduarda Souza Dias Lino! e Otavio Henrique Thiemann?
!Universidade de Sdo Paulo — USP

INTRODUCAO

A enzima adenilosuccinato liase (ASL)
desempenha um papel crucial na
biossintese de nucleotideos e ¢é vital para a
sobrevivéncia da Leishmania sp., o parasita
causador da leishmaniose [1]. Estudos
indicam que os Kinetoplastida, ao contrario
dos humanos (HsASL), ndo possuem a via
de sintese de novo de purinas [2]. Neste
cenario, a ASL (LmASL) é essencial nesse
processo e sua inibicdo pode interromper o
ciclo de vida do parasita, pois inibidores da
ASL podem apresentar potencial para
interromper especificamente o ciclo de vida
do parasita, oferecendo uma via promissora
para o0 desenvolvimento de novos
tratamentos contra a leishmaniose e talvez
tripanossomiase.

OBJETIVOS

Realizar estudos de simulagdo molecular
em triagem virtual de ligantes comerciais
selecionados, a fim de propor a co-
cristalizacéo com 0s ligantes
energeticamente mais potentes para inibir a
acédo da proteina LmASL.

METODOLOGIA

A docagem molecular foi realizada através
do software Gold em uma triagem com 100
compostos aleatérios de classificacbes
variadas (antifangicos, antivirais e
antibacterianos) para a proteina LmASL. O
ensaio com os melhores resultados foi
realizado para sua homéloga humana
(HsASL, PDB 2J91).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A série de 100 compostos comerciais
avaliados por seus resultados de Score e
S(PLP) indicaram excelente atividade
inibitéria em ensaios in silico. A Tabela 1
apresenta o ranqueamento dos 3 melhores
compostos para a docagem em LmASL e
HsASL.

Tabela 1 — Ranqueamento comparativo da
docagem

Compound Score  S(PLP)
Antifungico_LmASL 74,39 -76,94
Antibacteriano LmASL 69,01 -69,2
Antiviral_LmASL 67,38 -66,85
Antifungico_HsSASL 81,62 -77,59
Antibacteriano_ HsASL 70,50 -65,64
Antiviral_HsSASL 60,70 -64,76

Fonte: Elaborada pela autora (2024)

Os ligantes ranqueados apresentaram
resultados satisfatérios de classificagdo e
reclassificacdo para LmMASL quando
comparados a docagem em HsASL. Apesar
de valores maiores serem observados para
a HsASL, os efeitos colaterais desses
medicamentos podem refletir na elevada
afinidade de ligac&o observada. No entanto,
a utilizacdo do farmaco para tratar outra
doenca ndo implicaria em efeitos colaterais
desconhecidos, o0 que permitiria 0
reposicionamento de um farmaco com
parametros ja conhecidos. A afinidade de
ligacao foi avaliada utilizando a energia livre
de ligacdo (AG) calculada durante a
simulacdo de docagem molecular. Estudos
posteriores de atividade inibitéria
enzimatica e dindmica molecular estdo em
Ccurso.

CONCLUSOES

A participacdo na XI EMMSB permitira
avancar em conhecimento para a
elucidacdo da acdo dos farmacos
candidatos ao reposicionamento em
LmASL, buscando melhor compreenséo de
sistemas moleculares virtuais para a
validag&o do alvo em estudo.
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Desenvolvimento de um Novo Modelo de PI4K de Plasmodium
falciparum e Validacao por Célculos Alquimicos
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INTRODUCAO

Apesar dos avancos no combate a malaria, a
resisténcia do parasito aos antimaléricos tem
aumentado. Logo, hovos candidatos a farmacos
com modos de acao distintos sdo necessarios.
A PI4KIIIB de Plasmodium falciparum (PI4K) é
uma enzima essencial para o desenvolvimento
do parasito e foi validado como alvo atrativo para
a descoberta de inibidores como candidatos a
farmacos antimalaricos. Atualmente, ha um
inibidor de PI4KIIB em fase clinica 2. [1,2]
Entretanto, ensaios bioguimicos com PI4K sdo
desafiadores, utilizando-se frequentemente a
enzima homdloga de P. vivax (PvPI4K), que
possui a regido catalitica conservada. Portanto,
0 desenvolvimento de um modelo de Pl4K é
essencial para o avanco de novos inibidores
contra essa quinase plasmodial.

OBJETIVOS

Modificar a sequéncia de aminoacidos da Pl4K
para facilitar a modelagem computacional e
potencialmente facilitar a expressdao e
purificacéo da proteina. Gerar o modelo da PI4K
utilizando o AlphaFold. Realizar simulagées MD
para avaliar a estabilidade da Pl4K gerada nas
formas apo e holo. Validar o modelo da PI4K por
meio de célculos de perturbacéo de energia livre
comparando os resultados com dados
experimentais de inibidores conhecidos.
METODOLOGIA

Para a construcdo do novo modelo da Pl4K,
removemos 0s loops ricos em sequéncias
repetitivas e regides nao enoveladas, mantendo
os dominios de alfa-hélice e quinase. A nova
sequéncia foi predita pelo AlphaFold.
Simulagdes MD de 100 ns em triplicata foram
realizadas para as formas apo e com um
inibidor. Calculos de energia livre de ligacéo
relativa (RBFE), também em triplicata,
verificaram a precisdo do modelo comparado
com dados experimentais. As dindmicas usaram
ff19SB+OPC+GAFF2.2 e a FEP
ff14SB+TIP3P+GAFF2.2 [3], todos no Amber22.
RESULTADOS E DISCUSSAO

O modelo gerado pelo AlphaFold (Figura 1)

apresentou alta confiabilidade, com pLDDT
indicando excelente confianga na predicdo da
estrutura. As simulagdes MD em triplicata na forma
apo e holo demonstraram a estabilidade da proteina
em zmbas as formas, com RMSD e RMSF médios
<3A

Azul escuro: pLDDT > 90
Azul claro: 90 > pLDDT < 70
Amarelo: 70 > pLDDT < 50
Vermelho: pLDDT < 50

Figura 1: Novo Modelo estrutural da enzima PI4K.

Os célculos de FEP mostraram uma correlacéo
significativa com os dados experimentais (Figura 2).
Esses resultados indicam que o modelo predito
captura de forma precisa e confiavel as RBFEs,
validando a utilidade do modelo de Pl4K para o
desenvolvimento de novos inibidores.
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Figura 2: Comparacéo do AAG para transformacoes
alguimicas para uma série de inibidores conhecidos.
CONCLUSOES

Um novo modelo de PI4K foi validado com célculos
de MD e FEP. Como perspectivas, mais
transformagdes RBFE estdo sendo feitas. O
planejamento de novos inibidores antimaléricos esta
em execucao empregando este modelo da enzima.
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Parametrizacao de campos de forca intramolecular e obtencao de
parametros de RMN em complexos de Pt(ll)-carboxilados
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INTRODUCAO

O céancer é considerado um dos maiores
problemas de saude publica mundial, sendo
a guimioterapia a principal alternativa para o
seu tratamento. Neste contexto, destaca-se
0 uso da cisplatina e dos farmacos de 22
geracdo, o0s complexos de Pt(ll)-
carboxilados: carboplatina, oxaliplatina e
nedaplatina. Visando a busca por novos
complexos de Pt(ll), métodos de Quimica
Quantica e Dinamica Molecular séao
importantes ferramentas, principalmente no
qgue refere-se a estudos envolvendo o
mecanismo de reacdo e a caracterizagao
destes compostos. Porém, devido a
dificuldade intrinseca de se estudar
compostos de metais de transicdo, o
desenvolvimento e aplicacdo de protocolos
computacionais é fundamental®.

OBJETIVOS

O presente estudo apresenta o0
desenvolvimento de pardmetros de campo
de forca intramolecular, estudo da
solvatacdo por Dindmica Molecular e
previsdo dos parametros de RMN de
complexos de Pt(Il)-carboxilados.

METODOLOGIA

A carboplatina foi selecionada como modelo
para avaliacdo de protocolos visando a
parametrizacdo do campo de forgca
intramolecular. As constantes de forca de
ligagdo e angulo, assim como o espectro
vibracional foram avaliadas (Gaussian).
Posteriormente, simulacdes de dinamica
molecular considerando agua como solvente
foram realizadas (Amber) e, a partir de
modelos explicitos de solvatacdo obtidos, o
deslocamento quimico em RMN dos nucleos
de H-1, N-15 e Pt-195 foram calculados por
métodos de Quimica Quéantica (ORCA).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O protocolo computacional que apresentou
a melhor descricdo da estrutura e espectro
vibracional da carboplatina foi LC-wPBE /
LANL2TZ(f) /6-31+G(2d) / IEF-PCM(UFF). O
campo de forca obtido foi empregado em
simulacdes de dindmica molecular com
clusters contendo de 2 a 16 moléculas de
agua sendo selecionados para a previsdo do
O0'%Pt. Os resultados obtidos para o d'%°Pt
(Fig. 1) mostraram um erro de apenas 1,1%
em relagdo ao valor experimental,
mostrando o papel da interacdo soluto-
solvente na previsdo do RMN (SC-
ZORA/LC-PBE/SARC-ZORA-TZVP/ZORA-

def2-TZVP).

Fig. 1: 8Pt (ppm) calculado para a carboplatina isolada e
com clusters contendo de 2 a 16 moléculas de agua
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CONCLUSOES

Os resultados obtidos no trabalho mostram
que os parametros de campo de forca
desenvolvidos para os complexos de Pt(ll)-
carboxilados sdo uma excelente alternativa
para a realizacdo de simula¢des de dindmica
molecular destes complexos. Por fim, os 3'H
e de 8'°N também serdo avaliados.
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Analise de Interagcdoes Nao Covalentes e Calculos de Entalpia de
Ligacao e Energia Livre para Inibidores da Enzima LmPTR1

Luiz Eduardo Gomes da Cruz', Jéssika de Oliveira Viana', Karen Cacilda Weber' e Gerd Bruno

Rocha'

"Departamento de Quimica, Universidade Federal da Paraiba - UFPB

INTRODUGAO

A prospeccao de inibidores potentes é vital
para o avanco de novas terapias contra a
Leishmaniose. Recentemente, derivados
de benzotiazéis foram analisados quanto a
sua capacidade de inibir a enzima Pteridina
Redutase 1 (PTR1) em Leishmania maijor,
uma enzima essencial para a
sobrevivéncia do parasita[1]. 0]
entendimento das interecoes
intermoleculares e os calulos quanticos de
afinidade  proteina-ligante, tornam-se
fundamentais para avaliagdo e prospeccao
de novos farmacos.

OBJETIVOS

Elucidar interagdes intermoleculares entre
a proteina e o ligante, fundamentais para
novos inibidores da LmPTR1, aplicando
calculos de NCIl. Bem como, avaliar o
potencial de novos inibidores obtidos por
Virtual Screening (VS) por métodos de
calculos quanticos semiempiricos (SQM) e
métodos pertubativos de energia (FEP).

METODOLOGIA

(1°) Foi realizado um VS para obtencéo de
novos inibidores da PTR1. (2°) Entéo foi
realizada uma dindmica molecular, (3°)
seguida de uma clusterizagdo. (4°) De
posse da estrutura de equilibrio, foram
realizados os caculos SQM e FEP.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A andlise de clusters de ligantes identificou
um cluster representando 99% da trajetéria
para o ligante PDB 6QT e outro
representando 90% para o ligante ZINC
72229720. Calculos de Interagbes Nao
Covalente revelaram que trés ligagbes de
hidrogénio s&o cruciais para manter o
ligante no sitio ativo, com a ligacdo ao
cofator NADP sendo a mais importante.

Para o ligante ZINC 72229720, as
interacdes diretas com os residuos do sitio
ativo apresentam uma importancia maior,
enquanto o PDB 6QT é mais suscetivel a
efeitos de solvatacdo. Foram identificadas

novas interacdes entre os anéis do ligante e
os residuos da proteina, mantendo a
estabilidade do ligante.

Interagcdes van der Waals mostraram que o
ZINC 72229720 tem um valor mais alto,
sugerindo que essas interacdes
compensam o menor valor das interacdes
mais fortes em comparacdo ao PDB 6QT.
Calculos de entalpia de ligacdo e energia
livre absoluta, indicam que ambos os
ligantes tém potencial significativo para
inibicdo enzimatica, com o ZINC 72229720
emergindo como um candidato promissor.

CONCLUSOES

Finalmente, calculos de Interagdes Nao
Covalentes revelaram o surgimento de novas
interagdes entre o ligante ZINC 72229720 e a
enzima, resultando em um novo equilibrio
entre as forgas que estabilizam o ligante no
sitio ativo. Os calculos de entalpia de ligagéo
e energia livre indicaram que o ligante é um
inibidor promissor para a enzima.
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Re-ranking binding mode predictions using graph neural networks

with protein-ligand contact map
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INTRODUCTION

One challenge for docking protein-ligand is
to find an ideal function score. Several
works show that the best pose is not always
between the best ranked. The use of
models of Deep Learning to rank against
the results can be very useful when we
perform docking protein-ligand [1].

OBJECTIVES

Develop a software to rank again results
that comes from docking, performed with
Autodock Vina using a Deep Learning
technique.

METHODOLOGY

We selected a set with 284 complexes
protein-ligand from the core data set of
PDBbind and carried out docking
calculations, using AutoDock Vina [2]. Then,
we took the first ten poses for each one and
performed contact analysis with BINANA
software. For each pose, a bipartite graph is
created in which atoms are the nodes and
they have some atomic descriptors. A
training database was built, with a subset of
complexes, where each pose is mapped to
a graph with descriptors and labeled as the
positive or negative class according to a
combination of RMSD and native contacts

[3].
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BINANA software and Python script to detect close-contact
atoms, where close contact refers to atoms within 4 A of
each other.

A Graph Attention Neural Network model
was used to learn ligand-protein contact
information.

RESULTS AND DISCUSSION

The first results were promising. At this
moment, we are trying to find the best set of
descriptors to improve the performance of
the model. In a second moment, when the
descriptors are completely defined, the
database for training and validation will be
increased. We observed that the addition of
pose rank, generated by Vina, added as a
descriptor improved the results. When
employing the core dataset for experimental
purposes, the findings indicate the efficacy
of the approach.

CONCLUSIONS

The study, up until now, has worked with the
core dataset and has demonstrated the
benefit of employing a GAT model to
enhance docking pose prediction accuracy
and importance to consider the number of
native contacts.

KEYWORDS: Docking, Re-ranking, Deep
Learning
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Comparison Of Optimal PH And Single Mutation Analysis Of
SARS-CoV-2 Spike Protein: Insights from Brazilian Data
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INTRODUGAO

The Spike glycoprotein of SARS-CoV-2
plays a critical role in the virus’s ability to
invade human cells, facilitating its entry and
infection. Several Spike mutations were
found in the virus variants, which are related
to higher transmissibility, pathogenicity, and
resistance to neutralization antibodies.
Understanding the structural dynamics and
functional motion of this protein is essential
as the virus continues to evolve and adapt.
Keeping monitoring and analyzing the virus
not only increases the control, but may also
improve therapeutic strategies.

OBJETIVOS

Study the structural dynamics of the
SARS-CoV-2 Spike glycoprotein, to have
more knowledge about its favorable pH and
the influence of single mutations to
comprehend the metastates of this
macromolecule.

METODOLOGIA

Through the GISAID database we identified
the frequent SARS-CoV-2 lineages in Brazil
between May 2023 and May 2024. The
genomic data was extracted from patients
infected with these lineages, focusing on
cases reported in Brazil, highlighting a set of
mutations in all proteins of the virus
(https://gisaid.org/) [1]. For the analysis, the
data was filtered to show only the mutations
in the Spike protein and a frequency count
of each mutation was conducted, having
eliminated those that appeared only once
and selecting the top 5% most frequent
mutations for further studies, resulting in a
total of 40 mutations. A wild-type (WT) and
apo Cryo-EM SARS-CoV-2 Spike structure
with 2.90A resolution (PDB: 6XR8) was
rebuilt using CHARMM-Gui to complete the
missing residues [2] and the Solution
Builder was used to prepare the protein in
different pHs (7.5; 8; 8.5; 9) to determine

the optimal pH for subsequent studies [3].
We performed a structural dynamics with
Elastic Network Models using Prody.

RESULTADOS E DISCUSSAO

From the GISAID database we only
extracted complete sequences and
analyzed the Spike mutations, giving a total
of 1.567 mutations. By counting their
occurrences and eliminating those that
appeared only once, we got the 5% most
frequent, resulting in 40 mutations. Before
advancing with the application of the
mutations, the structure from PDB 6XR8
was completed on CHARMM-GUI and
prepared in the solution builder through
different pHs (7.5;8;8.5;9).

CONCLUSOES

To narrow the scope of this research we
focused exclusively on sequences from
Brazil and from a start we are evaluating the
favorable pH state of the Spike protein to
proceed with the analysis of the mutations.
The analysis of structural dynamics and
function motions on different pHs it is
carrying on now.
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SELECAO DE LIGANTES PARA AS PROTEINAS DO ENVELOPE DE
CHIKUNGUNYA VIA DOCKING MOLECULAR

Jordan Freitas Duarte! e Samuel Silva da Rocha Pita®
1Laborat6rio de Bioinformatica e Modelagem Molecular (LaBiMM), Faculdade de Farmécia, Programa
de P6s-Graduacdo em Farmacia da UFBA (PPGFAR/UFBA), Salvador-BA.

INTRODUCAO

O virus Chikungunya (CHIKV) causa a febre
Chikungunya que afeta os individuos por
anos a fio. Ela é uma doenca negligenciada
e recorrente no Brasil desde 20171, Como
ndo existem farmacos nem vacinas
aprovadas para este tratamentol?, a busca
por moléculas bioativas com potencial de
interacdo frente as proteinas do CHIKV tem
sido empregada.

OBJETIVOS

O objetivo deste estudo é utilizar o Docking
e a Dindmica Molecular (DM) na selecéo de
catecois que interajam com as proteinas do
envelope do CHIKV (E1 e E2).

METODOLOGIA
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados de Docking mostraram que,
no sitio A (DrugScore= 96%,Consesus
Cluster= 12) o ligante MFCD00017433
apresentou o melhor AG (-10,78 kcal/mol).
No sitio B (DrugScore= 95%, Consesus
Cluster= 16), o ligante MFCD00066625
apresentou o melhor AG (-9,95 kcal/mol).
Analisando os dados de eficiéncia de
interagcdo (LE, BEI, SILE, LLE e LELP),
ambos apresentaram os melhores valores
(Tab. 1). Tal fato destacando a correlagéao
entre a interacdo calculada pelo Autodock e

0S grupamentos interagentes destes
COMpOostos.

Tabela 1. Energias de interagdo (AG- AutoDock) e eficiéncia
de interagdo (LE, BEI, SILE, LLE e LELP) determinados para
os catecéis melhores classificados frente a E1/E2.

Ligante DG | MW |[Nhev|LogP| LE | BEI |SILE| LLE |LELP

MFCD00017433|-10,78|448,38| 32,00( 0,34 |0,34/0,02(0,25|10,44| 1,01

MFCD00017654|-10,08|596,49| 42,00| 1,81 (0,24{0,02|0,18| 8,27 | 7,54

Sitio A

MFCD00016783| -9,69 610,52 43,00] 1,29 0,23]0,02]0,17] 8,40 5,72

MFCD00016933| -9,70 |464,38| 33,00 0,23 0,29|0,02(0,22 9,47 0,78

MFCD00006830] -9,75 | 302,24 22,00 1,12 (0,44|0,03|0,33|10,87| 2,53

Ligante DG [ MW |Nhev|LogP| LE [ BEI [SILE| LLE |LELP

MFCD00066625] -9,95 |610,52| 43,00 1,29 0,23]0,02|0,17]| 8,66 | 5,57

MFCD00019145] -9,83 | 285,21 21,00 1,23 (0,47{0,03|0,35|11,06| 2,63

SitioB

MFCD00017418| -9,41 |470,34)33,00( 1,00|0,29(0,02(0,21| 8,41 |3,51

MFCD00030456| -9,24 |335,34|23,00| 0,52 (0,40{0,03]0,30| 9,76 | 1,29

MFCD00017432] -9,19 |448,38| 32,00| 0,44 (0,29]0,02|0,21| 8,75 | 1,53

CONCLUSOES

Demonstrou-se neste trabalho a
potencialidade dos métodos in silico em
identificar catec6is com as melhores
interagbes com a E1/E2. Os dados de DM
em curso auxiliardo na selecdo dos
compostos com maior potencial anti-CHIKV.
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INTRODUCAO

Na quimica computacional, é fundamental
equilibrar custo computacional e precisdo
de andlise. O docking molecular é eficiente
para triagens em larga escala e é capaz de
gerar diversas poses de ligagao para serem
avaliadas por técnicas mais precisas. Uma
forma comum de descrever a qualidade do
docking se da por meio do critério
energético, em que se calcula as interagbes
eletrostaticas e de dispersao entre o ligante
e o receptor, normalmente por meio de
campos de forga, o que nao é tao preciso
quanto métodos baseados em mecanica
quantica. A Teoria de Perturbacao
Adaptada por Simetria (SAPT), por
exemplo, fornece analises detalhadas e
precisas das forcas intermoleculares,
embora com maior custo computacional [1].
Comparar essas metodologias tem o
potencial de auxiliar no aperfeicoamento da
scoring function do procedimento de
docking.

OBJETIVOS

Realizar uma comparacdo entre as
interacbes  calculadas via  Mecanica
Molecular (MM) e SAPT em receptores
opioides [2]. Avaliaremos as magnitudes de
diferenga entre as técnicas para orientar o
desenvolvimento de uma nova scoring
function.

METODOLOGIA

Os sistemas opioides MOR (PDB: 8F7R),
KOR (PDB: 8F7W) e DOR (PDB: 8F7S)
foram preparados usando o programa
GROMACS com campos de forga
AmberFF14SB e GAFF2. As energias de
interacdo foram calculadas pelo programa
DOCK6 [3], sendo particionadas em
interacdes por residuo (Footprint

Energético), wusando parametros né&o
ligantes do campo AmberFF14SB e GAFF2.
Com base nos footprints de interagao entre
os residuos do receptor com o ligante,
foram selecionados pares residuo-ligante
para calculos de decomposi¢cdo SAPTO e
FI/SAPT com fungédo de base jun-cc-pvdz.
As energias de interagdo -eletrostaticas
obtidas pelos métodos quénticos se
revelaram maiores do que aquelas
calculadas por MM.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A anadlise das energias eletrostaticas no
docking revela uma precisdo consideravel
em residuos neutros, mas residuos
eletricamente  carregados  apresentam
disparidades, como no sistema MOR, com
GLN 126 e ASP 149, com discrepancia de
até 5,71 kcal'mol®. A analise comparativa
destacou a maior disparidade registrada
para o residuo ASP 149, anibnico, de
aproximadamente 98,08 kcal-mol™.

CONCLUSOES

Os achados desse estudo sugerem que
poses mais adequadas possivelmente
serao geradas ao se escalonar a magnitude
das interacdes eletrostaticas.
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INTRODUCAO

A doenca de Chagas € considerada uma das
doencas tropicais negligenciadas mais
prevalentes em todo mundo. Entretanto, seu
esquema terapéutico ainda € limitado e
marcado por numerosos efeitos adversos.
As cruzipainas vem sendo os alvos
moleculares mais estudados na descoberta
de novos farmacos antichagasicos, sendo a
cruzipaina 1 a forma recombinante mais
explorada. No entanto, estudos recentes
evidenciaram a existéncia de diferentes
subtipos de cruzipaina com alteracdes
significativas entre seus sitios ativost. A
investigacdo da influéncia destas alteractes
estruturais pode, portanto, representar um
avanco para a descoberta de inibidores mais
efetivos.

OBJETIVOS

Avaliar como as alteragdes de residuos de
aminoacidos entre o0s subtipos das
cruzipainas afetam a interacdo inibidor-
proteina.

METODOLOGIA

9 complexos cristalograficos cruzaina-
inibidor obtidos do banco de dados RCSB
Protein Data Bank foram utilizados para a
predicdo de modelos tridimensionais dos
subtipos de cruzipaina (czp.2.1l.6_EL,
czp.3.11.4_EL, czp.3.11.9_NEL e
czp.4.1.7_NEL)!. O programa Modeller foi
utilizado para o alinhamento das sequéncias
e a predicdo estrutural dos subtipos. A
modelagem comparativa foi realizada com
transferéncia de ligante e 100 modelos
foram gerados, sendo o de melhor DOPE
score utilizado para as demais etapas de
estudo. Os modelos preditos foram
submetidos ao software YASARA para a
minimizacdo de energia e otimizagdo
geométrica do complexo, avaliados

pelo MolProbity. O docking dos inibidores
contra 0s subtipos foi realizado com o
programa Dock6.11 e as interagdes
intermoleculares analisadas por inspecéo
visual.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As alteracdes de residuos de aminoacidos
entre os diferentes tipos de cruzipainas
alteram o sitio ativo em polaridade e,
consequentemente, possiveis interagoes
intermoleculares?. A sobreposicéo da melhor
pose das simula¢gdes de docking molecular
com o ligante cristalografico confirmam o
impacto destas alteracbes no modo de
interacéo ligante-receptor (Figura 1).

b

Figura 1: poses de docking previstas para o ligante
cristalografado  (verde, PDB: 1F29) nos subtipos
czp.2.1.6_EL (A), czp.3.Il.4_EL (B), czp.3.1.9_NEL (C) e

czp.4.1.7_NEL (D).

CONCLUSOES

36 modelos com alta qualidade de predi¢éo
e geometria foram gerados a partir de
modelagem comparativa. Os dados de
docking molecular confirmaram a alteracédo
de interagcdes intermoleculares ligante-
receptor.
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INTRODUGAO

A quimica computacional passa por uma
fase de grande visibilidade da comunidade
cientifica e uma das suas ferramentas mais
utilizadas tem sido o docking molecular. Tal
ferramenta tém sido cada vez mais
empregada no processo de avaliagédo do
design de novos farmacos. Assim,
desenvolver e contribuir na evolugido do
docking é manter essa Vvisibilidade
continua. Nesse plano de trabalho
formulamos uma metodologia através de
abordagens QM/MM e QM/QM para tratar
estruturas de complexos proteina-ligante,
vinda de resultados do programa de
docking molecular Dockthor!.

OBJETIVOS

Refinar os resultados obtidos a partir da
funcao de predigdo de afinidade proteina-
ligante implementada no Dockthor para o
posicionamento  dos  ligantes nos
respectivos alvos.

METODOLOGIA

O protocolo de calculo estabeleceu o uso de
trés métodos semiempiricos a serem
avaliados na busca por uma melhor funcao
custo: PM7, PM6-DH2X e PM6-D3H4X. Em
ambas abordagens QM/QM e QM/MM
fizemos uso da técnica MOZYME. Nos
calculos QM/MM fora avaliados dois raios
de corte para a regido QM em torno do
ligante, 3 e 7 A. O banco de dados contou
com inibidores para a HIV-1 protease. As
poses do docking foram obtidas no
Dockthor.

RESULTADOS E DISCUSSAO

De modo geral o software DockThor obteve
bons resultados na avaliagdo das poses do
complexos estudados, com 89% dos
resultados de RMSD abaixo de 2 A. Neste
caso, foi feito o refinamento com calculos
quanticos para os casos de falha que
representaram 11% do banco de dados. E

paras os calos de falha, apenas o método
quantico semiempirico PM7 obteve sucesso
na analise realizada. Isto pode ter ocorrido
devido as diferentes insercbes feitas no
método, como a correcdo dos efeitos de
dispercao da energia.

CONCLUSOES

O PM7 demonstrou ser o melhor método de
calculo semiempirico para refinar os
resultados da predicdo da pose nos casos
que o Dockthor apresentou falha usando uma
abordagem QM/QM. Por outro lado na
abordagem QM/MM, todo os métodos
falharam, o que nos leva a entender que a
tentativa QM/MM n&o descreveu bem os
valores de energia das poses dos ligantes.
Uma sugestao para melhorar os resultados
QM/MM poderia ser minimizar a pose do
ligante.
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INTRODUGCAO

A leishmaniose visceral (LV), causada por
protozoarios do género Leishmania, é
uma preocupacdo de salde publica
devido a sua letalidade se néo tratada. A
guimioterapia atual tem limitagbes devido
a efeitos colaterais e resisténcia a
medicamentos. Derivados de 1,2,4-
oxadiazol sdo promissores para novos
medicamentos, por suas atividades
diversas, incluindo antiprotozoaria. O
derivado Ox1, por exemplo, mostrou
seletividade significativa nas formas
promastigotas e amastigotas de L.
infantum, e induziu alteracbes
morfolégicas graves e diminuicdo do
potencial da membrana mitocondrial em
promastigotas [1].

OBJETIVOS

Investigar, in silico, a farmacodinamica do
derivado de 1,2,4-oxadiazol, Ox1, no sitio
de ligagdo dos principais alvos
moleculares de L. infantum: sterol 14-
alpha demethylase, dihydroorotate
dehydrogenase, trypanothione reductase,
tyrosine aminotransferase e  pteridine
reductase.

METODOLOGIA

A estrutura tridimensional dos alvos de L.
infantum foram obtidas de bancos de
dados publicos. A docagem molecular do
Ox1 nos sitios de ligacdo foi realizada
utilizando o software GOLD. Simulacdes
de dindmica molecular foram conduzidas
utilizando o software NAMD para estudar
a estabilidade das interagfes Ox1-alvo ao

longo do tempo. Andlises das trajetorias
de dindmica molecular foram realizadas
para identificar interacOes atrativas e
ligagbes de hidrogénio entre Ox1 e os
residuos do sitio ativo dos alvos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A docagem molecular e as simulagfes de
dindmica molecular do Ox1 com
proteinas-alvo relevantes de L. infantum
revelaram que o Ox1 tem alta afinidade
pela esterol 14-alfa desmetilase (CYP51).
As andlises das trajetorias de dinamica
molecular mostraram que o Ox1 interage
fortemente com o sitio de ligacdo da
CYP51 por meio de contatos hidrofobicos
e ligacdes de hidrogénio. O grupo amina
(NH) do Ox1 doa uma ligagdo de
hidrogénio ao atomo de oxigénio
(estrutura principal) da Met329, enquanto
o atomo N1 do Ox1 aceita uma ligagédo de
hidrogénio do grupo hidroxila da cadeia
lateral de Tyr74.

CONCLUSOES

A analise in silico indica que o Ox1 € um
inibidor putativo da esterol 14-alfa
desmetilase (CYP51) de L. infantum e,
portanto, uma contramedida promissora
para o tratamento da leishmaniose
causada por esse parasita.

REFERENCIAS
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INTRODUCAO

A agregacdo plaquetdria € um dos principais
eventos envolvidos no processo de formacao dos
trombos vasculares. Atualmente, os agentes
antiplaquetarios em uso clinico possuem severos
efeitos indesejdveis, o que evidencia a
importancia da identificacdo de novos
antitrombaticos mais eficazes e menos téxicos'.

OBJETIVOS

O trabalho tem como objetivo a busca de novos
candidatos a farmacos com agdo antiplaquetaria
no receptor P2Y12.

METODOLOGIA

Inicialmente, a modelagem comparativa do
receptor P2Y 12 foi feita com o Modeller usando
o molde do PDB 4NTJ. Buscou-se antagonistas
reversiveis conhecidos para prever a melhor
pose bioativa, validada com Autodock Vina.
Realizou-se triagem virtual baseada no
farmacéforo com o servidor Pharmit. O servidor
FAFDrugs protonou as moléculas e removeu as
duplicadas. O docking molecular foi feito com
Autodock Vina 1.1.2, seguido pela andlise das
propriedades fisico-quimicas no Spartan’10 e
das caracteristicas farmacocinéticas e
toxicolégicas nos servidores admetSAR e
FAFDrugs. As substancias mais promissoras
foram testadas in vitro para agregacio
plaquetdria e hemodlise e, por fim, foram
avaliadas por dindmica molecular com o
AMBER 18.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Foi construido um modelo farmacofdrico e

realizada a triagem virtual no banco de dados da
empresa Sigma Aldrich, DrugBank e NuBBE,
resultando em 18.604 moléculas. Apds andlise
no servidor FAFDrugs, inspecdo visual, analise
das interagdes, e disponibilidade para compra,
15 compostos foram priorizados. Desta forma,
duas moléculas foram obtidas, o composto 5-
Cloro-2-Metoxi-N-[2-(4-Sulfamoilfenil )etil |-
benzamida (mol 1) e o farmaco doxasozina (mol
2). Ambos foram testados quanto a sua
agregacdo plaquetdria induzida com ADP
apresentando valores de concentra¢io inibitdria
(ICsp) de 65,8 uM e 92,5 uM, respectivamente.
Ap6s estudos de dindmica molecular, observou-
se que essas substancias interagem com residuos
hidrofébicos importantes para sua atividade,
além de se ligarem ao residuo R241, envolvido
na ativacdo do receptor, o que pode explicar os
seus baixos valores maximos de agregacao.

CONCLUSOES

Dois compostos, mol 1 e mol 2 foram testados
para agregacdo plaquetdria induzida por ADP,
com ICsy de 65,8 uM e 92,5 uM, apés triagem
virtual. Estudos de dindmica molecular
mostraram interagdo com o residuo R241,
justificando a baixa inibi¢do, e contatos com 0s
residuos apolares F237 e L269, contribuindo
para a hidrofobicidade.
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INTRODUCTION

Severe acute respiratory syndrome is
caused by SARS-CoV-2, a highly contagious
viral infection that leads to many deaths. Its
main protease is called Mpro or 3CLpro and
it has many mutations, requiring ligands that
can be bioactive in the different variants.

OBJECTIVES To detect hits molecules from
natural products with a physicochemical
profile suitable for acting on Mpro variants
containing the mutations: K90R, P99L,
P108S, and N151D.

METHODOLOGY Firstly, we evaluated
Mpro's natural substrate (peptide
(AVKLQNNE)) in terms of the following
parameters: (i) molecular lipophilicity
potential (MLP) and polar surface area (PSA)
with Molinspiration and (ii) highest occupied
molecular orbital (HOMO) and lowest
unoccupied molecular orbital (LUMO) with
WebMO, whose information was applied in
the virtual screening, we used the NuBBE
natural products database in AutoDockVina,
containing the following flexible residues:
HIS41, MET49, CYS145, HIS164, GLU166,
LEU167, ASP187, GLN189. The Mpro
structures used in the screening were
selected in a previous study, being wild-type
Mpro, and the variants: K90R, P99L, P108S,
and N151D. The main filters applied were:
binding energy; calculation of ligand
efficiency; a combination of types of at least
03 or more types of molecular interactions
indicated by BINANA; simulation of ADME-
Tox properties (absorption, distribution,
metabolism, excretion, and toxicity), using
the tools SwissADME; pkCSM; ADMETLab;
EmolTox and exploration of the chemical
space of the candidate molecules with
PHARMIT. Molecular dynamics was used to
check the stability of the complexes formed

using the NAND software.

RESULTS AND DISCUSSION The four
natural products (NUBBE_120; NuBBE_567;
NuBBE_1067 and NuBBE_1770) proved to
be hits for Mpro, where it was observed that
NuBBE_120 showed hydrogen bonds and
greater catalytic reactivity in the K90OR and
P108S mutations. It was found that the
Phel140 residue is necessary for nucleophilic
attack with the substrate and appears in
interactions with natural products. Some
properties related to electrostatic potential
are positioned throughout the length of the
ligand, leading to a combination of properties
essential for biological activity. The four
natural products showed points of synergy of
physicochemical properties, which are
supposed to compensate for the natural
binding activity of the natural peptide
substrate (chemical properties that are
supposed to compensate for the natural
binding activity of the peptide substrate
(AVKLQNNE).

CONCLUSIONS Four hits were detected
(NuBBE_120; NuBBE_567; NuBBE_1067
and NuBBE_1770) which showed good
binding affinity for wild-type Mpro and the
K90R, P99L, P108S, and N151D mutations,
as well as an adequate ADME-Tox profile
with good stability of the complexes.
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INTRODUCTION

Chikungunya virus is the causative agent of
Chikungunya fever, a high morbidity disease
for which there is no specific treatment. For
the virus to replicate in the host, its RNA must
be unwound by nsP2 helicase. The essential
role of this enzyme makes it a promising
target for antiviral drugs. nsP2 is a
multifunctional protein with two functional
domains. The N-terminal region acts as both
an RNA helicase and an NTPase, whereas
the C-terminal region functions as a
protease. To guarantee the proper
functioning of helicase, it is crucial that both
domains are physically connected (1).
However, since no experimental structure
exists for the complete nsP2, only its two
domains are available separately, making it
unclear how one domain is positioned
relative to the other.

OBJECTIVES

Model the complete nsP2 and evaluate the
dynamics of the two domains and their
possible impact on the RNA binding site.

METHODS

The reference sequence of the Chikungunya
genome, contained in GenPept, was used to
extract the complete sequence of nsP2, on
which molecular modeling was based. To
evaluate the conservation of residues in the
linker region between the two domains, a
BLAST alignment was performed against the
clustered non-redundant protein sequence
bank (clustered nr). Modeling was done
using Alphafold2 from ColabFold2 to build
the complete nsP2. Molecular Dynamics
simulations were performed using Amber22
with ff19SB force field and OPC water

molecules. As an expanded sampling
strategy, the Gaussian accelerated
molecular dynamics (GaMD) method was
applied (2). Trajectory analyzes were
performed using the cpptraj program from
AmberTools.

RESULTS AND DISCUSSION

Early findings suggest that there is no direct
interaction between the two domains,
implying that the influence of the C-terminal
region on the helicase domain is allosteric in
nature.

PERSPECTIVES

Upon understanding this mechanism
thoroughly, it will be feasible to conduct more
precise assessments of helicase dynamics,
not only for Chikungunya, but also for other
alphaviruses, since they seem to share a
similar mode of operation. A subsequent
step would involve searching for potential
inhibitors of this crucial enzyme through
virtual screening and molecular dynamics
simulations.
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INTRODUCAO

O envenenamento ofidico é uma condigéo
de saude negligenciada com altas taxas de
mortalidade e morbidade [1]. A
administracdo de soro antiveneno pode
neutralizar os efeitos sistémicos, mas o0s
efeitos locais s&o apenas parcialmente
neutralizados e podem levar a amputagéo
do membro afetado [2]. Portanto, novas
abordagens terapéuticas sdo necessarias
para reduzir as altas taxas de morbidade
associadas as picadas de cobra. O estudo
de inibidores naturais de venenos ofidicos
€ promissor para o desenvolvimento de
drogas complementares a soroterapia.
Neste trabalho, analisamos a interacéo
entre a proteina anti-hemorragica DM43
isolada do gamba Didelphis aurita e a
Metaloendopeptidase  (SVMP)  BaP1,
utilizando uma abordagem de crosslinking
associada a espectrometria de massas de
alta resolucao.

OBJETIVOS
Produzir um modelo estrutural do
complexo DM43:BaP1 que seja condizente
com os dados experimentais de
crosslinking.

METODOLOGIA

O complexo BaP1:DM43, e os controles
BaP1 e DM43 livres em solugdo, foram
submetidos a reacdo de crosslinking
monitorada por eletroforese em gel de
poliacrilamida. Em seguida, as amostras
foram enviadas para digestdo proteolitica
com LYS-C e tripsina, seguida de analise
NLC-MS/MS em espectrometro de massas
QExactive HF _X. Os dados de
nLC-MS/MS foram analisados utilizando o
software Spectrum ldentification Machine
for Crosslinked Peptides e validados
manualmente. Os crosslinks identificados

foram utilizados para derivar restricdes de
distancia, validadas topologicamente em
modelos estruturais aplicando o software
Topolink v19.156. Como o DM43 néo
possui estrutura experimental, modelamos-
o usando AlphaFold v3.0, enquanto para
BaP1 utilizamos a estrutura cristalina
disponivel no banco de dados PDB sob o
namero de acesso 1ND1. Os modelos
estruturais do complexo BaP1:DM43 foram
gerados por simulagcbes de docking
molecular com restricdo de distancia
aplicando Haddock v2.4. Finalmente, a
estabilidade da estrutura de BaPl e do
modelo de DM43 foram testadas em
protocolos de simulagdo de dinamica
molecular (MD) aplicando  Gromacs
v2024.2, monitorando 0o ndmero de
crosslinks validados em funcdo do tempo
de simulacgédo. A visualizagéo e analise de
modelos estruturais, estruturas cristalinas
e simulagdes de dindmica molecular foram
realizadas pelo software VMD v1.9.4.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os perfis eletroforéticos confirmaram a
presenca do complexo DM43-BaPl
estabilizado covalentemente. O mapa de
interacdo para o Modelo DM43 apresentou
sete crosslinks, e a estrutura BaPl
apresentou 5. O complexo de inibicdo
DM43-BaP1 apresentou 17 crosslinks, 2
para D1:BaPl, 4 para D2:BaP1 e 11 para
D3:BaP1. Investigamos a validacdo de
crosslinks do modelo DM43 e da estrutura
BaP1 usando o conjunto de dados anterior,
aplicando simula¢cdes MD. Como a maioria
dos crosslinks identificados estdo em
regides flexiveis, estados de maior
validagdo de crosslinks foram detectados
apenas em conformagfes minoritarias em
MD, mostrando aproximadamente 40%
mais validacbes de crosslinks do que a



média durante a simulagdo. A primeira
tentativa de docking entre DM43 e BaPl1
ocorreu pelo dominio D3, pois uma parte
significativa  das informacdes de
crosslinking esta neste dominio. O melhor
modelo apresentou 50% de validagédo de
crosslinking.

CONCLUSOES

A medida que aprofundamos nossa
compreensao da estrutura de DM43 e sua
interagdo com BaP1, buscamos modelos
estruturais do complexo DM43:BaP1 que
se ajustem melhor aos dados
experimentais. Esses modelos revelardo
as regibes peptidicas de DmA43
responsaveis pelo processo de inibicédo,
levando potencialmente ao
desenvolvimento de novos medicamentos
gue podem ser usados juntamente com a
terapia antiveneno.
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INTRODUGCAO

Protein folding is essential for robust
biological function and long-term evolution.
The energy landscape theory of protein
folding recognizes the importance of
minimizing energetic conflicts between
amino acids for successful folding. This
theory assumes that protein sequences
minimize frustration, resulting in rough
funnel-like energy landscapes where
native interactions are more favorable than
non- native ones. However, this is not the
case for repeat proteins, which are
composed of tandem arrays of similar
amino acid stretches. Being quasi-one-
dimensional, the folding of the complete
array is dominated by the local energetics
within each repeat and its local neighbors,
making the folding sensitive to small
perturbations that may lead to the
breakdown of cooperativity and the
appearance of stable intermediates and
subdomains.

OBJETIVOS

In this study, we examine the effect of
local energetic frustration on the folding
dynamics of ankyrin (ANK) repeat
proteins, the most abundant repeat-protein
family.

METODOLOGIA

We employ a structure-based model in
which local frustration modulates the force
field. The frustration of each amino acid in
its native state is quantified using the
FrustratometeR [1], allowing modulation
by swapping contacts designated as
frustrated and non-frustrated. We analyze
the effects of these perturbations on ANK
repeat protein folding using the energy
landscape visualization method (ELViM)
[2], which offers a representation of the

conformational phase space.

CONCLUSOES

Our findings elucidate how frustration
influences the energy landscape and
folding pathways, enhancing our
understanding of local frustration's impact
on protein folding and aiding in designing
repeat proteins with specific folding
properties.
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INTRODUCTION

Glycoside hydrolase Family 6 (GH6)
cellulases are essential enzymes for
biomass degradation, specifically targeting
cellulose, a robust component of plant cell
walls. GH6 cellulases operate by "inverting”
the cellulose molecules, cleaving them at
their non-reducing ends to produce simpler
sugars.

OBJECTIVES

This study examines the cellulose-degrading
capabilities of the endoglucanase Cel6A
from Thermobifida fusca, focusing on its
catalytic  domain  through  molecular
dynamics simulations.

METHODOLOGY

We utilized crystallographic structures from
the Protein Data Bank (PDB) for both wild-
type and mutant variants. The system was
prepared using the CHARMM36m forcefield,
and simulations were conducted with the
GPU version of Amber20 software.
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Figure 1: Free Energy landscape for the wild-
type enzyme

RESULTS AND DISCUSSION

We investigated molecular interactions in
both wild-type and mutant systems with a
cellooctaose substrate over 600 ns of
molecular dynamics simulation. Results
indicated that Tyr73 induced a distortion in
the ring structure when present in the
protein's -1 subsite region. In contrast, the
mutant  system displayed a chair
conformation, providing insights into
cellulose  breakdown mechanisms. A
mutation of Tyr73 to serine removed Tyr73's
influence as a key factor in subsite -1 ring
distortion.

CONCLUSIONS

These findings hold significant implications
for enzyme optimization via bioengineering,
advancing strategies for more efficient
biomass utilization.
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INTRODUCAO

O docking vem sendo empregado na
selecdo dos ligantes para a Tripanotiona
Redutase de Trypanosoma cruzi (TcTR).
De forma a auxiliar no entendimento da
atividade bioldgica dos derivados tiazolidina-
2,4-diona empregamos o0 docking e a
Dinamica Molecular (MD)>.

OBJETIVOS

Este trabalho analisou quatro programas de
docking molecular e suas fungbes de
classificagdo para entender qual descreve
as interacdes com a TcTR. Em seguida, 0s
melhores complexos foram analisados via
MD no GROMACS-2021.3.

METODOLOGIA

As estruturas dos derivados tiazolidina-2,4-
diona foram desenhadas no Marvin Sketck®
e posteriormente convertidas em PDBQT e
SDF/mol2. A estrutura da TcTR (PDB
ID:1BZL, 2,40 A) teve o pKa dos
aminoacidos calculados no Propka 3.1. Apos
o redocking, energy-docking e a analise de
decoys (ROC, RIE) no Autodock, Vina,
GOLD e DockThor, empregou-se o PyMol
para andlise visual. Os complexos com a
melhor atividade biolégica foram submetidos
a MD no GROMACS-2021.3 no CENAPAD-
SP.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados demonstraram que as
tiazolidina-2,4-diona interagem por ligacéo
hidrogénio com os residuos cataliticos
(His461, Glu466 e 467) e estabelecem
contatos hidrofobicos adicionais com o sitio
Y2eZ.

2 - SN ‘ =
Figura 1: Conformag@es dos cinco melhores compostos no
sitio ativo da TcTR.

A MD (t=40 ns- producéo) indicou equilibrio
em todos os sistemas (RMSD, RMSF, Raio
de Giro e DSSP) e que 0s compostos mais
ativos acessaram os sitios catalitico, Z e Y
enguanto os derivados com menor atividade
acessaram apenas um destes sitios.

CONCLUSOES

Identificou-se o  programa/funcdo de
pontuacdo que descreveu a melhor energia
de interacdo dos derivados de tiazolidino-
2,4-dionas e a DM indicou quais sitios foram
mais acessados esclarecendo os dados de
atividade biol6gica.
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INTRODUCTION

Glioblastoma (GBM) is the most aggressive
primary malignant tumor of the central
nervous system in adults. Treatment
consists in surgical resection, followed by
radiotherapy and chemotherapy with an
alkylating agent named Temozolomide
(TMZ). TMZ acts on the methylation of O°-
Guanines, promoting DNA damage and
triggering cell apoptosis. Around half of GBM
patients express an enzyme called MGMT
that repairs DNA damage caused by TMZ,
leading to treatment resistance. Therefore,
inhibiting  MGMT has the potential to
significantly improve treatment response for
GBM.

OBJECTIVES

Build three-dimensional structure models of
MGMT and design new inhibitors based on
the enzyme catalytic site through molecular
docking and molecular dynamics simulations

METODOLOGY

The MGMT protein structural models will be
created by using the following softwares:
Modeller (homology), |-Tasser (threading),
AlphaFold and RoseTTAFold (artificial
intelligence). The best models will be
selected to predict pKa for titratable residues
and perform molecular dynamics
simulations. Subsequently, molecular
docking will be carried out to search
molecules with potential to interact with
active site binding region, followed by
analysis of the physicochemical and
pharmacological properties of selected
compounds.

RESULTS AND DISCUSSION

Four MGMT's structural models were built,
the model with the best evaluation of the
quality control metrics was the one built by
homology with the Modeller program. This
model has 0.248 A of RMSD aligned to 1EH6
pdb structure of MGMT, therefore it was
selected to the next steps with the pKa
prediction of titratable residues, molecular
dynamics simulation and molecular docking.

CONCLUSION

The best model following the alignment and
energy parameters was the one built by
Modeller program. The pKa prediction
identified that some amino acids have pKa
levels that can interfere in the protein-ligand
interactions. Finally, the structure-based
drug design next steps will be carried out
using this model.
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INTRODUCAO

Abordagens computacionais sdo essenciais
para a descoberta de novos farmacos, por
reduzir o tempo e os custos envolvidos.
Uma estratégia de sucesso é o Desenho de
Farmacos Baseados em Estruturas (do
inglés, Structure-Based Drug Design), onde
um alvo terapéutico de organismo
infectante tem sua estrutura explorada para
encontrar ou desenhar um composto que
seja capaz de bloquear a sua fungao, por
exemplo'. Dada a possibilidade de existir
certo grau de identidade entre este alvo e
macromoléculas humanas, o aparecimento
de efeitos adversos é comum durante o
tratamento medicamentoso?.

OBJETIVOS

Neste trabalho buscamos desenvolver um
programa em python3 que permita a
identificacao das cavidades mais
promissoras para o desenho de farmacos,
verificando  potencial toxicidade pela
identidade dos residuos pertencentes a
cavidades alvo em enzimas de agentes
infecciosos com a contraparte humana em
enzimas homologas.

METODOLOGIA

CavID foi desenvolvido em python3 e utiliza
as bibliotecas “0s”, “hnumpy” e “pandas” para
calcular a identidade entre a sequéncia de
residuos de uma cavidade potencialmente
drogavel de um alvo molecular em relagéo
a sequéncia em macromoléculas
homdlogas de humanos. Esse programa
utiliza como entrada arquivos obtidos no
servidor Cavity Plus® a partir da submisséo
da estrutura da proteina em estudo e um
alinhamento de multiplas sequéncias com a
de proteinas homdlogas humanas. Os
dados obtidos incluem tabelas e figuras que
indicam, com destaques, a identidade dos
residuos, bem como o volume em A3, para
permitir a escolha da melhor cavidade a ser
explorada visando a inibicdo enzimatica
alostérica.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A capacidade do CaviID em varrer as
sequéncias das diversas  proteinas
homologas ao alvo terapéutico e retornar o
percentual de identidade e os residuos
idénticos entre eles foi testada em um
grupo de cisteino-proteases semelhantes a
papaina. Usamos diferentes conformacgdes
de vivapainas do Plasmodium vivax como
alvo terapéutico. Ja as enzimas humanas
utilizadas na triagem foram 15 sequéncias
de catepsinas. As tabelas foram exportadas
em imagens .png, com cores atreladas as
cavidades, e destacando valores de
identidade maior que o cut-off de 50%, bem
como dos residuos idénticos nas mesmas
posicoes do alinhamento. Ainda, o cut-off
para o volume dos sitios foi definido em 200
A3, minimo para adequada drogabilidade.
CONCLUSOES

O CavlD foi capaz de retornar tabelas e
imagens que permitam avaliar, junto aos
scores de alosteria vindos do servidor
CavityPlus, quando é o caso, a escolha de
cavidades com menor identidade em
relacdo as enzimas humanas. Pretendemos
ampliar o escopo de enzimas comparaveis
com aquelas presentes em espécies
ameacadas de extingdo, que sao
impactadas pela exposicdo ao uso de
farmacos e seus metabdlitos.
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INTRODUCAO

A descoberta de inibidores da histona
desacetilase (HDAC) é importante na terapia
anticancer, devido ao sucesso clinico e a
versatiidade no design de compostos
hibridos com perfis multi-alvo. A molécula
LASSBI0-2208 (Fig. 1) mostrou poténcia na
faixa de baixo nanomolar e os efeitos
bioquimicos na modulagdo de HDAC6 e
Pan-PI3K [1]. Contudo, ensaios in vitro
mostraram que o efeito antitumoral sé se
apresenta em altas concentragdes do
composto, sugerindo a participacdo de
outras isoformas de HDAC neste
mecanismo.

OBJETIVOS

Avaliar in silico as possiveis interagdes de
novas moléculas, planejadas a partir da
estrutura de LASSBIi0-2208 (Fig.1) como
inibidores duais de HDACs de classe | e
Pan-PI3K, com seus respectivos alvos.

METODOLOGIA

Os compostos do estudo foram desenhados
no programa Spartan e 0S complexos
cristalograficos foram extraidos do Protein
Data Bank. Para os estudos de ancoragem
molecular utilizou-se o programa GOLD,
realizando-se a validacdo do método a partir
do reancoramento do ligante co-cristalizado
nas enzimas. Os complexos obtidos na
ancoragem foram otimizados no programa
MOPAC, onde também se calculou as
energias de interacdo dos mesmos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os compostos foram planejados seguindo
estratégias classicas da quimica medicinal e
estdo representados na Figura 1 abaixo.
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Figura 1 — Estrutura de LASSBIi0-2208 e representacéo dos
compostos planejados.

O grupo acido hidroxamico foi trocado pela
2-aminoanilida, buscando seletividade com
HDACs de classe |I. O fragmento A fara
interagd@o no hinge de PI3K, enquanto serédo
exploradas subunidades no grupo B para
interacdo no sitio de afinidade de PI3K. E
possivel observar pela Figura 2 as possiveis
interagdes de um analogo em HDAC2, bem
como os valores de score e da entalpia de
interagéo calculada.
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Figura 2 — Modo de interacé@o do analogo 1 em HDAC2
(Codigo PDB: 4LY1)

CONCLUSOES

Por meio dos complexos obtidos nos
estudos de ancoramento molecular, os
compostos apresentaram as principais
interagbes esperadas para um inibidor dual
de HDACs de classe | e PI3K. Os valores de
energia calculados também sugerem
possiveis interacdes bastante favoraveis.

REFERENCIAS

[1] RODRIGUES, Daniel A. et al. Design,
synthesis, and pharmacological evaluation
of first-in-class multitarget N-acylhydrazone
derivatives as selective HDACG6/8 and PI3Ka
inhibitors. ChemMedChem, v. 15, n. 6, p.
539-551, 2020.



Serine to Cysteine Protease-like mechanism of HtDLH: A new
perspective for a thermostable PET cleavage using QM/MM

Alberto M. dos Santos?, Wanius Garcia?, Fabio M. Squina® e Munir S. Skaf?

1 Center for Computing in Engineering and Sciences, Campinas State University, Campinas, Sado
Paulo, Brazil
2 Centro de Ciéncias Naturais e Humanas (CCNH), Universidade Federal do ABC, SP, Brazil
3 Program of Technological and Environmental Processes, University of Sorocaba (UNISO),
Sorocaba, S&o Paulo, Brazil

INTRODUCTION

The environmental challenge posed by PET
plastic waste necessitates innovative
enzymatic solutions for its degradation.
Ideonella sakaiensis PETase (IsPETase)
has gained attention for its ability to
hydrolyze PET. Recently, Dienelactone
hydrolase (HtDLH) from Hydrogenobacter
thermophilus, a thermostable enzyme,
showed catalytic activity towards
polyethylene terephthalate (PET)
monomers, including BHET. This study aims
to explore the molecular mechanisms and
dynamics of HtDLH and compare its
properties with those of IsPETase, with a
focus on enhancing PET degradation
capabilities.

OBJECTIVES

— Understand the binding interactions and
catalytic processes of HtDLH in cleaving
the BHET molecule.

— ldentify and characterize structural and
functional differences between HtDLH
and IsPETase.

— Explore the impact of mutating the
catalytic cysteine in HtDLH to histidine on
the enzyme's thermodynamic properties.

— Explore a critical loop in HtDLH to
enhance its capacity to degrade longer
PET polymers.

METHODS

Molecular Docking and Molecular dynamics
simulations were initially used to predict
BHET binding within the active site of HtDLH.
We conducted the PMF calculations using a
hybrid QM/MM approach, where quantum
mechanics (QM) described a small region
using the AM1/d-PhoT potential, and
molecular mechanics (MM) CHARMMS36m

force field represented the protein and
solvent environment. Also, Molecular
Dynamics (MD) simulations were used to
explore significant regional and residue-
specific fluctuation patterns and Cys211Ser
impacts on the overall structure of the
enzyme.

RESULTS AND DISCUSSION

The comparison between IsPETase and
HtDLH provides insights into the structural
and functional differences underlying their
catalytic mechanisms. The thermostability of
HtDLH, coupled with its unique -catalytic
triad, makes it a valuable model for
developing enhanced PETases. The
discovery and modification of a key loop in
HtDLH offers new ways to create enzymes
that can break down longer PET polymers.
IsPETase and HtDLH share 25% identity and
38% similarity. Despite low sequence
homology, both enzymes can cleave the
BHET molecule. HtDLH demonstrated
superior stability compared to IsPETase,
with no reliance on disulfide bonds.

CONCLUSIONS

This study offers a new perspective on the
potential of cysteine protease-like
mechanisms for thermostable PET cleavage.
By leveraging the unique properties of
HtDLH, we propose strategies for enhancing
PET degradation, contributing to more
effective  solutions for plastic waste
management.
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INTRODUCAO

A Candida albicans é uma levedura que
vive no corpo humano de forma comensal.
No entanto, certos disturbios podem
resultar em candidiase. Nesse contexto, a
SAP5 desempenha um papel crucial na
viruléncia do fungo, tornando essencial a
descoberta de compostos que a inibam [1].

OBJETIVOS
Realizar virtual screening de compostos
naturais, bioisosterismo e analises
ADME-Tox a fim de identificar potenciais
inibidores da enzima SAP5 do fungo
C.albicans.

METODOLOGIA

Inicialmente baixou-se a  estrutura
tridimensional da proteina pelo PDB e os
compostos naturais do ZINC20. Feito isso,
ambos foram preparados usando o software
MGLTools e analises de molecular docking
e redocking foram realizadas por Autodock
Vina. Posteriormente, foram feitas analises
ADME-Tox via pkCSM. Feito isso, se fez
necessario a realizacdo de bioisosterismo
pelo software XunDrug e novas analises
ADME-Tox foram feitas. Por fim, foram
verificadas por meio do software LigPlot+ as
interacdes entre os compostos com a
enzima.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O redocking apresentou energia de ligagao
de — 7,4 kd/mol e o molecular docking teve
energia de ligacdo variando entre -3,3 a
-13,2 kJ/mol, ambos com RMSD < 2A.
Dentre os compostos iniciais (84.215), 200
apresentaram energia de ligagdo superior
ao controle. Assim, esses foram submetidos
a analises ADME-Tox, onde se averiguou a

necessidade de realizar bioisosterismo nas

20 moléculas com os resultados mais
favoraveis. Feito isso, novas analises
ADME-Tox e molecular docking foram
realizadas, bem como as analises de
interacdo de cada bioiséstero com a
enzima. Por fim, foram selecionados 5
bioisdsteros.

Tabela 1. ADME-Tox dos 5 bioisdsteros.

ID vD AMES DMT HP IRC

bio_1 0,177 N&o 0,649 N&o 86
bio_.2 0.378 Nao 0,200 Nao 100
bio_.3 0473 Nao 0,322 Nao 100
bio.4 -0,18 Nao 0,367 Nao 100

bio 5 0,478 N&o 0,393 Nao 100

Legenda: VD = volume de distribuicdo
(L/kg); DMT = dose maxima tolerada
(mg/kg/dia); HP = hepatotoxicidade; IRC =
interacao residuos cataliticos (%).

CONCLUSOES

Todos o0s 5 bioisosteros apresentaram
resultados promissores. Além disso, como a
enzima atua em infeccbes superficiais e
sistémicas, todas as moléculas séao
previstas para serem eficazes em ambos os
casos, devido aos valores de VD. Futuras
analises in vitro e in vivo sdo necessarias
para validar esses resultados.
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INTRODUGAO

A super-resisténcia bacteriana,
especialmente em bactérias
Gram-negativas como Klebsiella

pneumoniae, € um problema global critico
devido a sua capacidade de resistir a
multiplos antibiéticos. Encontrada no trato
gastrointestinal e nasofaringe humana, K.
pneumoniae é um patégeno oportunista
significativo em infecgbes hospitalares. Esta
bactéria possui o ciclo de producédo de
L-arginina, vital para a sintese de proteinas
e armazenamento de energia. A
N-acetilglutamato quinase (NAGK) ¢é
essencial para a fosforilaggo do
N-acetilglutamato (NAG), uma reacdo do
ciclo presente apenas em bactérias e
plantas.

OBJETIVOS

Este estudo visa analisar e aprofundar o
entendimento da NAGK, identificando
fendmenos e motivos importantes para seu
funcionamento.

METODOLOGIA

A estrutura da NAGK de K. pneumoniae foi
modelada a partir de um homélogo de E.
coli usando o Swiss-Model. Simulacdes de
dindmica molecular foram realizadas com o
software Amber. A estabilidade estrutural,
modos de movimento e conformagdes
energeticamente favoraveis foram
analisados por meio de graficos de RMSD,
PCA e FEL, baseados na ftrajetéria e
topologia geradas pela simulagdo. Analises
qualitativas descreveram mudancgas
conformacionais na proteina e identificaram
residuos importantes para a estabilidade e
funcionalidade da mesma.

RESULTADOS E DISCUSSAO
As analises destacam entre 200.000 e
225.000 frames com os menores perfis

energéticos, caracterizados como
conformagbes estaveis, cruciais para a
atividade enzimatica (Figura 1). A abertura
e fechamento da pinca formada pela hélice
G e o grampo das fitas B3 e P4 séao
importantes para a entrada dos substratos,
essenciais para a fosforilacdo do NAG.
Andlises qualitativas revelaram mudancas
conformacionais e identificaram residuos
criticos, como Asn63 e Thr211, Asp212,
que sao fundamentais para a estabilidade e
funcionalidade da NAGK (Figura 1).

@

i § e > ) -

*§

Figura 1 - A) RMSD; B) FEL, onde B.1 corresponde a
abertura da pinga e B.2 corresponde ao fechamento da
pinga; C) PCA. As areas destacadas correspondem a regido
de minimo energético.

CONCLUSOES

Este estudo revelou mudancas
conformacionais e interagdes essenciais
para o funcionamento da NAGK. Alteragdes
no grampo formado pelas fitas B3, 4 e
hélice G sao cruciais para sua funcio. As
descobertas abrem possibilidades para o
desenvolvimento de inibidores seletivos
para a NAGK, visando combater a
super-resisténcia da K. pneumoniae.
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INTRODUCAO

Os Enterovirus (EV) sdo uma das principais
causas de infec¢cbes humanas relacionadas
a infec¢Bes do sistema nervoso central em
todo o mundo, onde espécies de EV-B (EVB)
estdo frequentemente associadas. A
estrutura do EVB associada ao seu receptor
de desnudamento (FcRn) foram
estabelecidas através da crio-microscopia
eletrbnica, esclarecendo sua patogénese
viral e antigenicidade. No entanto,
informag0des sao limitadas sobre a interacéo
do EVB com o seu receptor e do impacto de
mutacdes observadas na proteina VP1, que
€ vital para o processo de remocdo do
revestimento do capsideo.

OBJETIVOS

Este estudo tem como objetivo avaliar
através de analises in silico o efeito de
substituicdes observadas na proteina VP1 e
seu impacto na interagdo com o receptor de
desnudamento do EVB.

METODOLOGIA

Sequéncias dos dois EVBs mais relevantes
qgue circulam no Brasil, Ecovirus 6 (E6) e
Ecovirus 30 (E30), foram coletadas do
banco de dados GenBank. Os conjuntos de
sequéncias foram alinhadas via software
MEGA 11 (verséo 11.0.13) e separadas com
base nas mutacdes identificadas e andlise
filogenética prévia. O algoritmo de predicao
SIFT foi utilizado para analisar o impacto na
funcdo da proteina. Modelos estruturais das
sequéncias prototipicas e mutantes nos
niveis de unidade assimétrica e eixo 5-fold
foram gerados através da aplicagdo do
software Pmut-Scan da suite para
modelagem macromolecular Rosetta
(release-247 r247 2020.08) e VMD (v1.9.4).
O alinhamento das sequéncias e estruturas

secundarias foram realizadas e analisadas
pela ferramenta ESPript (v3.0). As
alteracdbes no mapa de superficie de
potencial eletrostatico foram geradas e
analisadas pelo PyMOL (versao 2.6.0a0).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Identificamos substituicdes significativas nas
sequéncias da proteina VP1, localizadas nas
regides dos loops BC, GH e EF, implicadas
na interagdo com o receptor FCRn. Além
disso, alteracbes significativas foram
detectadas na regido do C-terminal e da
bolsa hidrofébica das sequéncias. A analise
comparativa dos mapas de superficie de
potencial eletroestatico das unidade
assimétricas e dos eixos 5-fold revelou
mudancgas significativas nos perfis de carga
superficial das posicbes mutadas. Além
disso, analises de predicdo do SIFT
sugerem que algumas substituicoes
localizadas nos loops e em regibes de
estrutura secundaria podem ter afetado a
funcado da proteina.

CONCLUSOES

Nossos resultados forneceram informacoes
valiosas sobre alteracbes em regides
essenciais do capsideo do virus que
poderiam levar a modificacdes na ligacdo ao
receptor e talvez estar relacionadas ao
neurotropismo desta espécie de EV. Mais
andlises através de dindmica molecular sao
necessérias para fornecer mais informacgdes
sobre o0s impactos estruturais dessas
substituicbes e como elas podem afetar a
proteina e seu complexo.
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INTRODUCAO

Receptores de serotonina séo componentes
importantes da transmissdo de sinais
biologicos no sistema nervoso e em tecidos
nao-neuronais. Dada a associacdo desses
receptores a depressdo, cognicdo e até
mesmo ao uso de drogas recreativas, 0
design de novos ligantes deve tentar buscar
seletividade com o receptor de serotonina de
interesse. Este trabalho propfe o uso de
design de novo para a geracdo de ligantes
seletivos (potencialmente especificos) para
trés receptores de serotonina, 5-HT2A (PDB:
7WC6), 5-HT6 (PDB: 7XTB) e 5-HT7 (PDB:
7XTC).[1,2]

OBJETIVOS

Avaliar a capacidade do método de novo na
geracdo de ligantes seletivos para o0s
receptores de serotonina 5-HT2A, 5-HT6 e
5-HT7, por meio de célculos de mecénica
molecular para energias de interacdo
ligante-receptor; experimentos computacio-
nais de cross-docking para verificar a
interacdo de cada receptor com ligantes
gerados para outros receptores; e calculo
das diferencas de energia de interacdo para
identificar indicios de seletividade entre as
diversas combinacbes de ligantes e
receptores.

METODOLOGIA

A geragdo de novas moléculas foi realizada
por meio do software DOCK®6 [3] com 0 uso
do algoritmo de design de novo.[4,5] Essa
metodologia explora 0 espaco quimico e cria
moléculas a partir de uma biblioteca de
fragmentos, levando em consideragdo
propriedades de interesse (e.g.: energia de
interacdo, descritores quimioinformaticos
etc.) ao longo do processo de construcdo da
molécula. O design foi executado no interior
do sitio de ligagédo dos trés receptores onde
as moléculas geradas foram selecionadas

ou descartadas de acordo com as suas
energias de interacdo com o sitio de ligacao.
Os ensembles moleculares gerados em
cada receptor foram, entdo, submetidos a
cross-docking, onde os ligantes de um sitio
foram ancorados nos sitios dos outros
receptores com 0 propoésito de separar
ligantes promiscuos de ligantes mais
seletivos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Com o uso do D3N foram gerados 1202
ligantes para a proteina 5-HT2A, 488 para a
proteina 5-HT6 e 1212 ligantes para a
proteina 5-HT7. Por meio da analise da
energia de interacdo (energia eletrostatica e
energia continua) entre 0s residuos da
proteina e os ligantes gerados foi feita a
comparagdo entre ligantes capazes de se
ligar a uma proteina de forma especifica.

CONCLUSOES

O experimento conjunto de design de novo e
cross-docking ndo revelou candidatos
marcadamente seletivos para as proteinas
5-HT6 e 5-HT7, mas encontrou bons
candidatos para o receptor 5-HT2A. Ligantes
escolhidos tem indicadores de seletividade
gquando as diferencas de energia de
interacdo sdo grandes o suficiente para
indicar uma interagdo preferencial. Estudos
de energia livre por meio de calculos
alquimicos serdo conduzidos para avaliar a
estabilidade relativa das  moléculas
escolhidas no sitio ativo do receptor.
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INTRODUCAO

A tuberculose, causada pelo Mycobaterium
tuberculosis, esta associada a uma alta
mortalidade global. O tratamento atual é
longo, complexo e causa diversos efeitos
adversos, dificultando a adesdo dos
pacientes e levando ao surgimento de cepas
multirresistentes. Assim, ha necessidade de
desenvolver novos medicamentos?. A
enzima dihidrofolato redutase de M.
tuberculosis (Mt-DHFR), envolvida no
metabolismo do folato, é essencial para o
desenvolvimento bacteriano, sendo um alvo
farmacoldgico®.

OBJETIVOS

Caracterizar as estruturas tridimensionais da
Mt-DHFR em relacdo as interacbes entre
ligantes e sitio ativo. Criar uma base de
ligantes para docking molecular.

METODOLOGIA

As estruturas tridimensionais da Mt-DHFR
em complexo com ligantes disponiveis no
PDB foram avaliadas por clusterizacéo
comparativa. As interacdes entre ligantes e
proteina foram realizadas pelo programa
LUNA. Os ligantes ativos foram obtidos do
PubChem, BindingDB e PDB. Para o ultimo,
foram utilizados os que obtiveram score de
densidade eletrbnica maior que 0.8,
calculada pelo programa electron density. A
partir do conjunto de ligantes ativos, foram
gerados decoys pelo DUDE-Z.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As estruturas tridimensionais da Mt-DHFR
apresentaram alta similaridade global, com
RMSD méaximo de 1.2 A. O LUNA identificou
dez residuos que mais interagem com 0s
ligantes cristalogréficos. Dentre eles,
destacam-se ILE5 e ILE94 que interagem
com todos ligantes analisados,

principalmente por meio de ligagbes de
hidrogénio (figura 1).
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Figura 1. Analise das estruturas tridimensionais da Mt-
DHFR. A) similaridade global das estruturas. B)
Residuos priorizados pelo LUNA e suas respectivas
frequéncias e tipos de interagdo. C) Sitio ativo da Mt-
DHFR com os residuos priorizados em sticks.

Em relacdo a construcdo da base de dados,
foram obtidos 70 ligantes ativos e gerados
1008 decoys.

CONCLUSOES

As andlises das estruturas tridimensionais e
a base de dados construida fornecem
informacgdes robustas para a construcéo de
um protocolo de docking. Estudos de
docking molecular e sua validagédo estédo em
desenvolvimento.
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INTRODUGAO

Infeccbes bacterianas sdo um problema de
saude publica mundial, principalmente
quando atreladas ao desenvolvimento de
estratégias adaptativas de resisténcia a
antibiodticos. Com o] avanco da
bioinformatica, metodologias de
planejamento de farmacos assistido por
computador vém sendo empregadas para
reduzir o tempo e o custo necessarios no
desenvolvimento de novos medicamentos,
essenciais para enfrentar uma nova
epidemia. No entanto, esse campo sofre
com a escassez de novos alvos de
intervencao farmacoldgica, tornando
necessario o desenvolvimento de novas
metodologias para atender a essa demanda
[1]. A modelagem de redes metabdlicas &
uma nova area que esta sendo rapidamente
desenvolvida e usada para a identificacao
de possiveis alvos farmacoldgicos,
principalmente contra microorganismos.
OBJETIVOS

Desenvolver um programa que encontre
alvos de intervencdo farmacoldgica em
bactérias a partir de seu genoma utilizando
modelagem de redes metabdlicas.
METODOLOGIA

TARDIS: TARGgets  DIScoverer foi
desenvolvido em Python e utiliza o software
externo CarveMe [2] para criar o mapa
metabdlico e simular o crescimento
bacteriano in silico através da Analise de
Balanco de Fluxo (FBA) [3], implementada
na biblioteca COBRAPy. Posteriormente,
busca por potenciais alvos nesses mapas
metabdlicos, realizando andlises de busca
por genes essenciais para o crescimento
bacteriano e reagbes de chokepoint [4]
através da biblioteca CONTRABASS.
Consideramos bons alvos as proteinas que
I) sdo essenciais para o crescimento
bacteriano e |IlI) estdo envolvidas em

reacdes de chokepoint.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Testamos a capacidade do TARDIS de
identificar alvos para as cepas de referéncia
de cinco patdégenos do grupo ESKAPE,
considerados pela Organizagdo Mundial da
Saude como prioritarios no
desenvolvimento de novos antimicrobianos.
O TARDIS identificou 22 alvos potenciais
para Acinetobacter baumannii, 16 para
Enterococcus faecium, 19 para Klebsiella
pneumoniae, 28 para Pseudomonas
aeruginosa e 21 para Staphylococcus
aureus.

CONCLUSOES

Deste projeto, podemos concluir que o
TARDIS é capaz de identificar alvos para o
desenvolvimento de novos antimicrobianos
de forma completamente automatizada. Ele
gera mapas metabdlicos através do
software externo CarveMe, aplica analises
de genes essenciais e reagdes de
chokepoints para a identificagdo dos alvos e
retorna para o usuario uma tabela com os
nomes dos alvos e um diretério com as
sequéncias no formato fasta.
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INTRODUCTION

Despite significant advancements in cancer
diagnosis and treatment in recent years,
progress remains slow, with the global
cancer mortality projected to reach a
staggering 29 million by 2040. To identify
potential drug targets in breast cancer, our
investigation focused on malignantly up-
regulated genes encoding hub proteins. The
14-3-3 proteins, a family of phospho-binding
adaptor molecules, are known to form
protein-protein interactions (PPIs) with
numerous client proteins. In humans, the
seven isoforms (3, €, n, v, 8, ¢, and o) are
encoded by distinct genes (YWHAB,
YWHAE, YWHAH, YWHAG, YWHAQ,
YWHAZ, and SFN or Stratifin) and are
expressed variably across different tissues.
Fusicoccin (FC) represents a promising
entry point for selective 14-3-3 PPI
modulators due to its notable pro-apoptotic
and neuroprotective effects in mammalian
cell cultures. Although the spectrum of client
proteins targeted by FC is understood, its
effects on the activity of various 14-3-3
isoforms remain unclear.

OBJECTIVES

To address this, we performed a
comparative analysis of FC interactions with
the B (YWHAB) and o (YWHAZ) isoforms.

METHODOLOGY

The FC-o complex was used as a control
for the study. We employed (i) molecular
docking using PLANTS v1.2 and Dock
v6.11, (ii) molecular dynamics (MD)
simulations with Gromacs v2024, and (iii)
free energy calculations with
gmx_MMPBSA v1.6.3.

RESULTS AND DISCUSSION

The re-docking of FC in the o isoform
yielded binding scores of -89.25 kcal/mol
and -43.89 kcal/mol with PLANTS and
Dock, respectively, and an RMSD of less
than 0.7 A. In the B isoform, FC docking
scores were -68.89 kcal/mol and -38.56
kcal/mol with PLANTS and Dock,
respectively, with RMSDs of less than 0.8 A.
MD simulations indicated that FC remained
stable in the binding sites of both isoforms,
with deviations of less than 1.2 A for o and
2.0 A for B, and average RMSDs of 2.5 A
for both. However, the loop region between
amino acids 60-90 exhibited RMSDs
exceeding 4.0 A and 5.0 A for the o and B
isoforms, respectively. The FC component
interacts with residues Ser44, Lys48,
Lys120, and Asp214 in the o isoform, while
in the B isoform, it interacts only with
Lys120 and Asp214. Binding free energies,
calculated by assessing enthalpy change
(AH) and entropy contribution (TAS),
revealed the following: for FC in the o
isoform, -TAS was 8.91 £ 0.05 kcal/mol, AH
was -57.51+3.48 kcal/mol, and AG was -
48.60 + 3.48 kcal/mol; in the B isoform, -TAS
was 10.71+0.22 kcal/mol, AH was -
52.42+3.62 kcal/mol, and AG was: -
41.71 £ 3.56 kcal/mol.

CONCLUSIONS

These differences suggest that the lack of
interaction between FC and Ser44 and
Lys48 in the B isoform is responsible for the
lower AG in the FC-B complex. Additionally,
variations in amino acids in these isoforms
contribute to FC's selectivity, enhancing its
interaction with the o isoform.
Understanding how residues influence FC
interactions, regardless of the isoform, could
improve the development of inhibitors
against 14-3-3 isoform.
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INTRODUCTION

Viral diseases are a global health concern.
The constant emergence of new variants
and protection of high-risk groups
emphasizes the continuous need for novel
antivirals. Here, we explore computational
methods to design de novo protein binders
targeting critical viral entry components of
three viruses: SARS-CoV-2 RBD,
Chikungunya virus (CHIKV) envelope, and
Dengue virus (DENV) fusion loop, with the
goal of identifying potential therapeutic
candidates.

OBJECTIVES

Develop novel, computationally designed
protein binders targeting viral entry
mechanisms of SARS-CoV-2, Chikungunya
virus, and Dengue virus.

METHODOLOGY

Target structures were taken from the PDB.
The Rosetta software suite [1], RifDock [2]
and ProteinMPNN neural network [3] were
used to generate initial backbones, dock
and calculate the most likely sequence for
the binders. Models with high experimental
viability were selected based on structural
predictions for complexes and monomers
(binder) performed using
AlphaFold-Multimer [4] and AlphaFold2 [5],
respectively; folding simulations for top
binders were also carried out using Rosetta.
Finallyy, MD simulations of selected
complexes and monomers were performed
using the GROMACS package [6].

RESULTS AND DISCUSSION

Using the protocol developed here, 120
binders were identified for SARS-CoV-2, 92
for CHIKV, and 96 for DENV. Their designed
complex and monomers were similar to
predictions and present high confidence,
indicating increased probability of

experimental success. In this work, we
showcased one binder for each viral target.
MD simulations of complexes showed
stability of interaction. Simulations of the
binders free in solution also demonstrated
structural stability.

CONCLUSION

The binders generated here represent
potential biopharmaceuticals against
selected viruses. Through experimental
studies, in-vitro efficacy can be validated,
and the protocol can also be improved. This
approach can be applied to other target
proteins of pharmacological interest.
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Caracterizacao Termodinamica da Resposta Imune Humoral Contra
a Proteina Envelope do Virus da Dengue

Julio C. M. Simbes"', Emerson G. Moreira?, Whendel M. Santos’, Danilo F. Céelho?,
Roberto D. Lins?
'"Universidade Federal de Pernambuco (UFPE)
2Fundagéo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ)

INTRODUCAO

O virus da Dengue (DENV) é um patégeno
significativo transmitido por mosquitos que
afeta milhdes de pessoas anualmente. [1]
Ha 4 sorotipos de DENV (D1, D2, D3, D4) e
classicamente acredita-se que so € possivel
contrair infeccdo uma JUnica vez por
sorotipo. As respostas imunes humorais
contra as proteinas de envelope (E) do
DENV sé&o cruciais para a neutralizagdo do
virus e prevengcdo da doenca. [2] Este
estudo visa caracterizar as propriedades
termodindmicas das interagbes entre as
proteinas de envelope de novas variantes
do DENV e anticorpos (Abs) de mamiferos.

OBJETIVOS

(1) Catalogar complexos E-Ab no Banco de
Dados de Proteinas (PDB). (2) Avaliar as
propriedades termodindmicas dos
complexos obtidos do PDB. (3) Realizar
alinhamentos de sequéncias de
aminoacidos das novas cepas do virus da
Dengue. (4) Modelar a estrutura das novas
variantes da proteina E. (5) Caracterizar
suas propriedades de ligacéo
termodindmica aos anticorpos e comparar
com as cepas anteriores.

METODOLOGIA

Catalogamos e obtivemos estruturas do
PDB, realizamos inspecédo e limpeza com
os softwares PyMol e Rosetta, modelagem
de PDBs com residuos faltantes usando
Swiss Model, e calculo da variagao de
energia livre (AAG) utilizando o protocolo
FlexddG. [3] As sequéncias de RNA de
variantes de DENV novas foram obtidas da
Rede Gendmica da FIOCRUZ e traduzidas
para sequéncias de aminoacidos. Mutacboes
foram realizadas no protocolo FlexddG
adaptado supracitado, permitindo comparar
o AAG das proteinas E antigas em relagao

as novas frente a Abs.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Encontramos 25 estruturas de complexos
E-Ab de DENV (5 D1, 10 D2, 6 D3, 4 D4), 8
das quais correspondentes a Abs humanos.
Os resultados indicam variacdes
significativas no AAG entre as novas
variantes de D2 e anticorpos de mamiferos,
sugerindo possiveis mecanismos de evasao
imune.

CONCLUSOES

As variantes do DENV2 sequenciadas em
2023 e 2024 apresentaram mudancas
significativas no AAG de interacdo E-Ab, o
que pode contribuir para a evasao
imunolégica. Célculos das propriedades de
AAG para as demais variantes (D1, D3 e
D4), encontram-se em execugdo. Além
disso, planejamos implementar célculo de
AAG utilizando abordagem de Machine
Learning, visando aumentar a precisdo do
calculo. A hipétese sera avaliada
experimentalmente através de ensaios de
neutralizacao viral frente a anticorpos.
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INTRODUCTION

Nowadays, the use of molecular docking is
a paramount step during the process of
virtual drug discovery [1], and it is evaluated
through the use of scoring functions (SFs)
[2]. There are many kinds of SFs, and they
behave differently across a multitude of
complexes. This behaviour makes some
SFs perform better than others, depending
on the complex [3]. One way of getting
around this problem is to use a consensus
among a set of different SFs [4]. Here, we
present a workflow written in python3, which
is capable of using Artificial Intelligence (Al)
to perform a consensus across various SFs
and the molecular descriptors of the
complexes.

OBJECTIVES

The goal is to determine the Al algorithm
which best suits the problem; along with the
most relevant descriptors or dimensional
reduction technique to feed the Al algorithm
with.

METHODOLOGY

Complexes from the PDBbind and DUDEz
databases were downloaded, and then, for
the DUDEz dataset, one representative
protein for each CATH classification was
picked to analyse the separation capability
of the models. Finally, more than 400
descriptors for ligand, protein and complex
were extracted, and the complexes have
been submitted to diverse docking and
rescoring software such as Autodock Vina,
SMINA, PLANTS and ODDT. The full set of
extracted data was fed to multiple
supervised Al algorithms. Dimensionality
reduction has also been tested to evaluate
the impact of its changes in the final results.
The goal used to calculate the error of the
model was the real value of the interaction
provided by PDBbind (yielding a Mean

Square Error metric) and the selected
proteins from the DUDEZz dataset were used
to evaluate the separation capability of the
model (yielding an Area Under Curve
metric).

RESULTS AND DISCUSSION

The preliminary results have shown that
some ML methods outperforms others and,
in great majority, they show smaller RMSE,
greater separation, or both when compared
to SFs alone.

CONCLUSIONS

The library allows the users to import the
submodules separately to perform docking
automation simply. It was also possible to
observe that the results indicate that the use
of Machine Learning to perform SFs
consensus yields promising results.
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INTRODUCAO

Descrita formalmente h& mais de 110 anos,
a doenca de Chagas ainda é um desafio de
salde puablica por sua alta taxa de
mortalidade e tratamento com eficacia
limitada e inumeros efeitos adversos. A
atividade anti-inflamatéria do Zileuton (Zi),
inibidor da 5-LO, é um efeito desejado em
diferentes estagios da doenca de Chagas,
tornando-o um candidato para o tratamento
desta doengca. De forma pioneira,
observamos que além dos efeitos de
cardioprotecdo, o Zi foi capaz de reduzir a
parasitemia em modelo in vivo da doenca de
Chagas. Entretanto, 0 mecanismo molecular
responsavel pela atividade antiparasitaria
ainda é desconhecido.

OBJETIVOS

Investigar, por triagem virtual invertida
baseada em ligante e docking molecular,
possiveis alvos antiparasitarios do Zileuton.

METODOLOGIA

A estrutura do Zileuton (SMILES) foi
submetida a ferramenta Swiss
TargetPrediction?. Os dados de
probabilidade de interacdo com os alvos sédo
mensurados pela similaridade 2D e 3D,
calculadas pelo coeficiente de Tanimoto e
distancia de Manhatan, respectivamente. Os
melhores resultados foram selecionados
para inspecdo visual através de docking
molecular com o programa Dockthor?. A
estrutura 3D da epdxido hidrolase (EH) de T.
cruzi foi obtida por modelagem pelo
AlphaFold2. O redocking utilizando a EH
cristalografada com um hibrido do Zi (PDB:
6YL4) foi realizado para validacdo do
protocolo de docking molecular.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A triagem virtual invertida apontou dez
potenciais alvos biol6gicos para Zi, incluindo
a 5-LO. Dentre eles, a EH se destacou pelos
diversos efeitos bioldgicos conhecidos, além
do alto numero de inibidores potentes
similares a Zi. De fato, hibridos sintéticos de
Zi demonstraram alta inibicdo desta enzima,
reforcando os achados in silico®>. A pose
predita por docking molecular confirma a
possivel interacdo entre Zi e EH, através da
boa complementariedade com seu sitio
ativo. Além de interacdes hidrofobicas,
ligagbes de hidrogénio podem ser formadas
entre a porgcdo quelante de ferro de Zi e os

Figura 1: Potencial modo de ligag&o do Zileuton no sitio ativo
da EH de T. cruzi (A) e interagdes intermoleculares entre zi e
os residuos de aminoacidos (B).

CONCLUSOES

Os resultados de triagem virtual invertida,
docking molecular e investigacdo de
literatura reforcam a epoxido hidrolase como
possivel alvo antiparasitario de Zi.
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INTRODUCTION

Antimicrobial peptides (AMPs) are small
molecules with various activities against
yeasts, fungi, bacteria, and viruses [1].
Here, quantum biochemistry was used to
understand if PHO36 could be a target for
AMPs that already have experimentally
proven anticandida activity in vitro.
Molecular docking, molecular dynamics,
and quantum biochemistry evaluation of the
interaction region of the AMPs RcAlb-Peplll,
PepGAT, and PepKAA with the PHO36
receptor were performed in this study.

OBJECTIVES

The study aimed to perform an in silico
investigation, including molecular docking
analysis, molecular dynamics, and quantum
biochemistry of the PHO36 receptor with the
synthetic peptides RcAlb-Pep3, PepGAT,
and PepKAA, to understand the implications
and individual contributions of amino acid
residues in the interaction region.

METHODOLOGY

Assays were performed using molecular
modeling  with  SWISS-MODEL and
AlphaFold, molecular docking (MD), and
molecular dynamics simulation (MDS). The
quantum biochemistry of the interface area,
which is expressed by calculating the
energy between two residues, was
performed according to the following
equation:

E;(Ri—R) =E (Ci1 R Ciey C1iR; Crag) —E(C 1y R C - C iy Cyep)

—E(Cy; C 2y CiRi Ciop) + E(Cry Ciay Gy Ci=p)

RESULTS AND DISCUSSION
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Studying these energies involved in
peptide-receptor binding is necessary for
understanding possible new mechanisms of
cell apoptosis and contributing to the
dissemination of areas such as quantum
biochemistry and quantum microbiology.

CONCLUSIONS

The quantum biochemistry of the interaction
between the PHO36 receptor and RcAlb
Pep3, PepGAT, and PepKAA suggests that
synthetic peptides derived from plant
proteins may be promising future
candidates for  developing  specific
biotechnological tools.
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Guilherme Da Silva Salvalaio®, Arlan Da Silva Gongalves'

'Instituto Federal do Espirito Santo — IFES Vitéria e Vila Velha

INTRODUGAO

O calor de vaporizagdo (Avw,H) € uma
propriedade termodinamica crucial para o
estudo do equilibrio liquido-vapor. A
estimativa do Aw,,H é fundamental para
diversos projetos na industria quimica e
farmacéutica, auxiliando na formulagao de
produtos e em processos de destilacdo e
extracao. No entanto, métodos
experimentais tradicionais para determinar
esta grandeza termodinamica apresentam
desafios, como alto custo e riscos
associados a toxicidez. Para contornar
essas limitagbes, técnicas computacionais
como a dindmica molecular (DM)
emergem como alternativas
promissoras.'?

OBJETIVO

Correlacionar propriedades estruturais e
termodinamicas tedricas e experimentais
de solventes organicos volateis de forma a
se propor um modelo matematico para a
estimativa tedrica da entalpia de
vaporizacao de liquidos.

METODOLOGIA

1- Preparo das moléculas no Avogadro;
2- Minimizagdo de energia através do
AVOGADRO e o MOPAC, usando o
método semi-empirico PM7;
3- Geracdo de caixas de simulagdo com
Packmol;

4- Parametrizacdo das moléculas com o
ACPYPE e MKTOP;
5- Simulagdes por DM de 50 ns, com p =
1 bar e T=(Teb-10% de Teb, Teb e
Teb+10% de Teb).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Resultados mostram que o acido benzoico
apresenta menores valores de raio de giro
e de area acessivel ao solvente, o que é
explicado pelo maior numero de ligacbes

hidrogénios formados, durante os 50 ns
de simulagdo por DM, o que aumenta o
empacotamento dos agregados de acido
benzodico, em relagao as outras moléculas,
em estudo, Figura 1.

@ (b)
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Figura 1-(a) SASA, (b) Rg, (c) Molécula
de acido benzobico envolvida por outras.

CONCLUSOES

As simulagbes por DM mostraram
relevancia para predizer a influéncia de
grupos doadores e aceptores de ligacbes
hidrogénio, tanto no grau de
empacotamento dos agregados
moleculares, como também na diminuicao
da area acessivel ao solvente, sugerindo
que moléculas volateis que favorecem
contatos polares entre si, possuem
maiores calores de vaporizagao.
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INTRODUGAO

A leishmaniose é uma doencga infecciosa
negligenciada causada por protozoarios do
género  Leishmania. Os tratamentos
disponiveis atualmente sao insatisfatorios
devido aos seus efeitos colaterais, tornando
essencial a busca por novas alternativas
terapéuticas!’?,

Assim, propde-se neste trabalho a triagem
do banco de dados HitFinder da Thermo
Fisher, utilizando a técnica de docagem
molecular, e, posteriormente, a realizagao
da dindmica molecular, tendo como alvo
molecular a quinase NDK humana e dos
parasitos.

OBJETIVOS

Propor novos candidatos a farmacos para o
tratamento da leishmaniose, através das
técnicas de docagem e dindmica molecular.

METODOLOGIA
O fluxograma, Figura 01, detalha os
procedimentos realizados nesta pesquisa.

Figura 01: Metodologia aplicada na
pesquisa.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Realizou-se a modelagem comparativa da
NDK de Leishmania amazonensis (codigo:
5G01), que apresentava lacunas em sua
estrutura (Figura 02).

Executou-se a docagem molecular,
totalizando 14.400 resultados (Figura 03).
Filtrou-se os ligantes com  maior
seletividade as proteases dos parasitos em
relacédo a protease humana (Figura 04).

Figura 02: LaNDK completa por modelagem
comparativa (esq.) e grafico Ramachandran
(dir.).
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Figura 03: Resultados de docking totais.
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Figura 04: Resultados selecionados para a
dindmica molecular.

CONCLUSOES

Foi possivel selecionar seis ligantes com
maior seletividade as proteases do parasito,
que serdo, posteriormente, avaliados sob
6tica deterministica da dindmica molecular.
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INTRODUCAO

A crescente prevaléncia de novas
substancias psicoativas (NPS) apresenta
desafios para as agéncias de saude publica
e de aplicacdo da lei.}? Portanto, este estudo
destaca a aplicagdo da quimica
computacional como ferramenta de suporte
ao desenvolvimento de metodologias de
deteccdo rapida de catinonas (Fig. 1),
alcaldides sintéticos derivados da Catha
edulis conhecidos como bath salts.?

0 Ry

3

Fig. 1 — Esqueleto estrutural da familia das catinonas.

METODOLOGIA

Célculos de DFT, aplicando o funcional
B3LYP e o conjunto de base Def2TZV foram
empregados para obter parametros
moleculares das moléculas de interesse e
otimizar suas geometrias. Utilizou-se uma
rotina em Python para realizar Analise de
Componentes Principais (PCA), com auxilio
da biblioteca scikit-learn, identificando
propriedades eletrbnicas que poderiam
correlacionar com o teste rapido positivo.
Essa abordagem permitiu avaliar as
propriedades quimicas e eletrbnicas
relevantes, oferecendo suporte te6rico aos
resultados de deteccdo das nhovas
substéancias.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As geometrias de 33 moléculas, incluindo
diversos membros da familia das catinonas
e outras substancias, foram otimizadas. A
partir dos célculos quénticos, foram obtidos
parametros fundamentais, como potencial
de reducéo, potencial de oxidacao, energias
de HOMO e LUMO e gap de banda (banda
proibida). As substancias com resultados
positivos no teste rapido apresentaram um
padrdo de potencial de oxidagcdo mais
elevado do que da Batocuproina

(complexante do Cobre no método do teste
rapido). Porém, de forma nao exclusiva,
visto que outras substancias com resultado
negativo apresentaram valores de potencial
de oxidacdo similares. Para esclarecer essa
tendéncia, utilizamos a técnica de PCA para
reduzir a dimensionalidade dos dados. Os
resultados da PCA sdo mostrados na Fig. 2.

Total Explained Variance: 98 83%

Fig. 2 — Gréfico de PCA.

A orientagdo vertical dos autovetores indica
parametros que fortemente correlacionam
com o resultado positivo do teste, enquanto
a orientagdo  horizontal  representa
parametros com impacto negligivel no teste.
Os autovetores mais correlacionados sdo o
potencial de oxidac&o e a energia HOMO. A
concentracdo de catinonas em um
guadrante especifico sugere que a energia
HOMO desempenha um papel crucial nos
resultados positivos do teste.
CONCLUSOES

A integracdo da modelagem molecular e
quimiometria aprofundou o entendimento de
propriedades eletrbnicas das moléculas
alvo. A energia de HOMO é o principal
parametro correlacionado ao teste positivo
de predicdo das drogas. Corroborando para
0 aprimoramento dos testes de deteccgéo e
sua aplicacdo em diversas areas, incluindo
quimica analitica e toxicologia.
REFERENCIAS
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INTRODUGAO

A malaria € uma doencga infecciosa de
relevancia global. A crescente resisténcia
do parasito aos antimalaricos torna urgente
o desenvolvimento de novos farmacos com
mecanismos de acao inovadores. A enzima
fosfatidilnositol-4-quinase do tipo Il B de
Plasmodium falciparum (PfP14K) é um alvo
atrativo e validado, sendo crucial para
varios estagios do ciclo de vida do
parasito’. Devido a complexidade dos
ensaios biologicos com a PfPPI4KIIIB, o
desenvolvimento de estratégias in silico sdo
essenciais para o avango na descoberta de
inibidores para a enzima.

OBJETIVOS

Construcdo de um modelo tridimensional
validado da enzima PfPI4K e o utilizar para
a descoberta de potenciais inibidores a
partir da integracdo de técnicas de
docagem molecular e triagem virtual com
métodos de aprendizado de maquina (ML).

METODOLOGIA

A estrutura tridimensional da PfPI4K foi
predita através do algoritmo Alphafold
v2.1.0. A estrutura foi validada com
simulacbes de  dinamica molecular
(AMBER19), métrica pLDDT e alinhamento
com a homodloga humana hPI4KIIIB (PDB
ID: 4DOL). Para a triagem virtual, foram
resgatados da base ChEMBL compostos
com atividade biolégica contra a enzima
hPI4KIIIB. A docagem molecular foi
realizada utilizado os softwares DOCK 6
(UCSF) e GOLD (CCDC). A validagao do
protocolo de triagem foi baseada na
seletividade de interacdo entre ligantes
conhecidos e decoys e para predigdo da
atividade de compostos desconhecidos
foram empregadas as técnicas de ML
Random Forest, Gradient Tree Boosting e
SVM.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O modelo predito apresentou alta
confiabilidade (Figura 1A), com altos
valores de pLDDTs e estabilidade estrutural
confirmada pelas simulagdes de dindmica
molecular (MD) (Figura 1B).
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Figura 1: (A) Modelo tridimensional predlto para a
PPI4KIIIB. (B) RMSF (Flutuagdo média de cada
residuo durante a simulagéo).

Contruiu-se um banco de dados diverso e
equilibrado (Figura 2), usado para treinar
um modelo que apresentou boa acuracia
para triagem de moléculas sem atividade
conhecida (Tabela 1).

SNE plot

Algoritmo Acuracia
Random Forest 0,75+0,06

e o FER T E Gradient Tree Boosting 0,74 + 0,08

SVM (kernel = rbf) 0,74 £0,09

-SNE-2

SVM (kernel = linear) 0,74+ 0,08

SVM (kernel = poly) 0,74 £ 0,09

SVM (kernel = sigmoid) 0,8+ 0,1

L-SNE-1

Tabela 1: Resultados dos
algoritmos de ML

Figura 2: Moléculas
resgatadas do
ChEMBL

CONCLUSOES

Um modelo estrutural para a PfPI4K foi
predito e validado com calculos pLDDT e
MD. O modelo de ML treinado a partir do
banco de dados possibilitara a predicdo e
descoberta de potenciais compostos lideres
contra a malaria.

REFERENCIAS
[1] McNamara, C.W., et al. Nature, vol. 508,
pp. 248-253, 2013.



Avaliacao do Modo de Interacao dos Derivados Canabinoides no
Receptor 5-HT1A

Julia Mendes Fortes Botelho Oliveira', Raissa Alves da Conceigao' e Alessandra Mendonga Teles de

Souza'

"Faculdade de Farmacia, Universidade Federal do Rio de Janeiro — UFRJ

INTRODUCAO

A Cannabis sativa é utilizada ha mais de
4.000A.C., onde a primeira evidéncia da
planta foi descoberta na China [1], sendo
utilizada para cultivo de fibras, para criar
tecidos e papel, como também tinha
aplicagdo medicinal, com indicagbes para
dores reumaticas, constipacao intestinal,
malaria, entre outros[2]. Com base nos
efeitos centrais da C. sativa, como alivio de
ansiedade e dor, um potencial alvo
molecular para ag¢do de derivados
canabinoides é o receptor de serotonina
5-HT1A [3].

OBJETIVOS

O presente trabalho tem como objetivo
avaliar o modo de interagdo dos dez
principais derivados canabinoides relatados
na literatura com o receptor 5-HT1A por
docking molecular, e realizar a analise da
permeacao da barreira hematoencefalica
(BHE) e a glicoproteina-P.

METODOLOGIA

A técnica de docking molecular foi realizada
utilizando o programa GOLD. A proteina foi
obtida a partir do Banco de Dados de
Proteinas (PDB 7E2Z), e os ligantes foram
extraidos do DrugBank. O preparo da
proteina foi feito pelo servidor
Playmolecule, e os ligantes utilizaram o
programa Avogadro. O docking molecular
foi realizado apds o redocking com a fungao
de pontuacdo CHEMPLP. As analises do
modo de interacdo de cada canabinoide
com os aminoacidos da proteina foram
realizadas nos programas PyMol e
LigPLOT. As analises dos potenciais de
permeagcdo da BHE e substrato da
glicoproteina-P foram feitas no programa
ADMET PredictorTM v.11 e no servidor
SwissADME.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir das analises in silico, foi possivel
predizer que todos os derivados
canabinoides atravessam a BHE. Além
disso, 9 compostos podem ficar retidos de
acordo com o ADMET PredictorTM v.11,e 7
de acordo com o servidor SwissADME. Na
analise pelo docking molecular, os
derivados  apresentaram valores de
pontuacdo na faixa de 61,10-49,32
(CHEMPLP), comparavél ao farmaco
aripiprazol  (69,34). Destacaram-se o0s
canabinoides CBC, DCBF, CBG, CBF e
CBD devido as interagdes intermoleculares
apresentadas, a exemplo do CBD que
compartilhou ligagdes de hidrogénio com os
residuos ASP116 e TYR390, assim como o
ligante original utilizado, aripiprazol.

CONCLUSOES

A partir das analises computacionais
realizadas, avaliou-se a capacidade dos
canabinoides de maior relevancia
atravessarem a BHE para um efeito central.
Além disso, os principais componentes do
O0leo de Cannabis tiveram o modo de
interacdo com o receptor 5-HT1A
elucidados.
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INTRODUCAO

O HIV/AIDS representa um desafio de saude
publica mundial, com a HAART e a ART
sendo as estratégias predominantes no
combate a pandemia. Os inibidores de
protease sdo uma classe crucial de
medicamentos usados nessas terapias,
mirando a enzima protease do HIV,
essencial para a maturacao viral. A dindmica
das alcas da protease, que regula a
atividade do sitio ativo, é particularmente
susceptivel a mutagdes, representando um
obstaculo para o desenvolvimento de novos
inibidores. Neste estudo, realizamos
simulagdes de 3 ps para trés variantes da
PR: a forma selvagem, MDR-769 e PR20.

OBJETIVOS

O objetivo foi avaliar o impacto das
mutagdes na dindmica das algas da enzima
e no seu perfil conformacional.

METODOLOGIA

NOVA PROPOSTA
‘—» DE MEDIGAO ANGULAR

DINAMICA
MOLECULAR
AMBERLS

\J
TEMPO DE SIMULAGAO
INSUFICIENTE PARA

(XS (AL AMOSTRAGEM
CONFORMACIONAL?
DESCRIGAO DE \J
\_,{ UMHNOVOESIADO PROPOSIGAO DE
Sl LA el METODOS DE AMOSTRAGEM
ASSIMETRICO

APRIMORADA NO FUTURO

RESULTADOS E DISCUSSAO
Neste trabalho, ao revisarmos o0s
pardmetros utilizados para simular as

discordancias acerca da andlise estrutural
das alcas.
Dessa forma, levando em consideracdo a
estrutura tridimensional da protease,
propomos a medicdo da distancia das alcas
a partir do céalculo da distancia angular entre
residuos de cada cadeia.

AB = |0, — Og]| (Eq. 1)
O modulo da diferenga da distancia angular
(eq. 1) nos permite evidenciar um estado
ainda nao descrito na literatura: a abertura
assimeétrica. Eventos de abertura
assimétrica foram observados ao longo da
dindmica molecular das proteases MDR.

Closed Symmetric opening Asymmetric opening

Fig. 1 — Descricao de estados conformacionais da protease.
Fonte: Autores.

CONCLUSOES

A medida angular das alcas da PR pode
identificar conformacdes ainda ndo descritas
na literatura. A correta descricdo das
caracteristicas estruturais da protease pode
elucidar possiveis padrdes associados a
resisténcia. Além disso, a descricdo da
protease ainda é uma questdo em aberto,
dadas as escalas de tempo necessarias
para a correta descricdo do equilibrio
conformacional. Ademais, métodos
acoplados a dinamica molecular classica
podem ajudar a resolver o problema da
amostragem conformacional.
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INTRODUCAO

Entre os principais grupos de doencas que
necessitam de novos tratamentos estdo as
doencas tumorais. A cinase SRPK2 atua em
funcbes-chave para o desenvolvimento de
tumores e € um alvo para desenvolvimento
de farmacos[l]. A superexpressdo dessa
proteina em diversos tipos de cancer ja foi
descrita[2]. No entanto, ndo ha inibidores
seletivos para esta enzima, em grande parte,
devido a semelhanca do sitio ativo com o de
SRPK1. A busca por sitios alternativos é
uma possibilidade para o desenvolvimento
de inibidores seletivos de SRPK2.

OBJETIVOS

Identificar e caracterizar possiveis sitios
alostéricos e cripticos exclusivos em SRPK2
gue permitam a descoberta de inibidores
seletivos para essa proteina.

METODOLOGIA

A estrutura utilizada no estudo foi gerada
através de modelagem comparativa
utilizando a ferramenta SwissModel. Como
molde foi utlizada a estrutura obtida no
Protein Data Bank sob o cédigo 2X7G. Para
a identificagé@o de cavidades, foi realizada a
investigacdo dos movimentos intrinsecos da
enzima através da analise de modos
normais, tanto na estrutura apo, quanto na
estrutura holo, com a presenca do ligante.
Utilizaremos simulacBes por umbrella
sampling para gerar conformacbes
energeticamente relevantes. A busca por
cavidades sera realizada nas ferramentas
FTMAP e PocketMiner. A estabilidade dos
sitios sera avaliada por dindmica molecular
em solvente bifasico. A busca por inibidores
seletivos sera realizada através do software
DOCK6. A validagcdo do protocolo de
docking para o sitio ativo foi realizada ao

obter-se um RMSD < 2.0A entre o ligante na
estrutura cristalografica e a pose gerada.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A validacdo do modelo gerado pelo
SwissModel e estruturas apo e holo apés
minimizag&o de energia foi realizada através
das ferramentas PROCHECK, ERRAT e
VERIFY-3D. Apés a validacdo estrutural, o
modelo holo minimizado foi selecionado
para a validacdo do protocolo de docking. O
redocking flexivel obteve um RMSD de 1,56
A. Anélise dos modos normais mostrou que
as flutuacdes por residuos, considerando os
20 modos de mais baixa frequéncia,
apresentaram uma alta similaridade tanto na
estrutura apo, quanto holo, indicando que a
presenca do ligante nado restringe, de
maneira geral, 0s movimentos da proteina. A
comparacdo dos modos gerados para
ambas as estruturas revelou que os cinco
modos de mais baixa frequéncia
apresentaram um alto nivel de similaridade,
indicando uma preservagdo do movimento.
Ja os modos subsequentes, que descrevem
movimentos mais localizados, apresentaram
menor similaridade. Em seguida, havera a
selecdo de estruturas para a busca por sitios
unicos e sera feita a triagem virtual no sitio
ativo e nos sitios alternativos encontrados.

CONCLUSOES

Ao término do estudo, espera-se a
identificacao de sitios exclusivos em SRPK2,
bem como de potenciais inibidores seletivos
para esta cinase.
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INTRODUGAO

A leishmaniose é uma doenga tropical
negligenciada, sendo a forma visceral a
mais severa [1]. Derivados quinolinicos tém
demonstrado potencial terapéutico contra a
leishmaniose, especialmente as ocorréncias
da doenga causadas pelas espécies
Leishmania  donovani e  Leishmania
infantum [2]. No entanto, estudos baseados
na estrutura do receptor para estes ligantes
se encontram em seu estagio inicial na
literatura. A maioria das investigagdes para
identificar atividades bioldgicas desses
compostos consistem em abordagens por
tentativa e erro [3].

OBJETIVOS

Identificar alvos moleculares de L. donovani
para derivados quinolinicos por meio de
simulagdes computacionais.

METODOLOGIA

Uma triagem virtual invertida foi realizada
por meio de docking molecular de um
derivado quinolinico com atividade biologica
relatada na literatura, em uma base de
dados contendo 23.000  estruturas
cristalograficas, utilizando o Autodock Vina.
Os dockings de uma série de 7 ligantes
sintetizados por nossos colaboradores
foram realizados no software GOLD, que
demonstrou uma melhor reprodutibilidade
da pose cristalografica em testes de
redocking. A curva ROC foi utilizada como
parametro  estatistico de validagao.
Simulacbes de dindmica molecular foram
realizadas para as enzimas LdNMT
utilizando o programa Gromacs. Para
estimar as energias livres dos sistemas foi

utilizado o software gmx_MMPBSA.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Parte dos alvos melhor pontuados no
docking foram especificos para L. major,
com a enzima N-myristoyl transferase
(NMT) sendo o principal alvo para esta
espécie. Modelos farmacoféricos foram
construidos para a LmNMT, considerando
que a LANMT e LmNMT compartilham
97.8% de identidade sequencial. O modelo
baseado na estrutura de cédigo PDB 2WSA
apresentou o melhor resultado em termos
estatisticos. As simulagdes de dinédmica
molecular mostraram que os ligantes
melhor pontuados apresentaram um RMSD
menor que 2 A, o que demonstra uma boa
estabilidade dos complexos formados. Os
residuos Tyr217, Asn376 e Leu421,
relatados na literatura como cruciais para L.
donovani, formaram interagcbes com o0s
ligantes em estudo. Os resultados de
MM/PBSA indicaram que dois compostos
da série apresentam alta afinidade com a
enzima LANMT.

CONCLUSOES

Os resultados indicam a interagdo com a
LANMT como um possivel mecanismo de
agao para a série de quinolinas em estudo.
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INTRODUGAO

A resisténcia a antibioticos vem aumentando
a um ritmo alarmante em todo o mundo,
enquanto a descoberta de novos antibidticos
esta estagnada. Isto é ainda mais notavel no
caso das infecgbes causadas por bactérias
Gram-negativas. Estas possuem uma
membrana externa altamente impermeavel, o
que dificulta a entrada de varias classes de
antibidticos, limitando opgodes terapéuticas,
que sado cada vez menos eficazes a medida
que a resisténcia aos antibidticos existentes
se espalha (1). Uma opcéo para o combate
de bactérias resistentes vem sendo a
utilizacdo de proteinas denominadas
bacteriocinas. Estas moléculas apresentam
atividade microbicida altamente especifica,
eliminando seletivamente cepas relacionadas
as espécies produtoras (2). Bacteriocinas
homodlogas a cauda de bacteriéfagos
exercem sua agao por meio de um grande
complexo macromolecular, que sofre uma
drastica mudanca conformacional. Esse
processo envolve a contragdo da bainha
externa, que acarreta na propulsdo do tubo
interno  que perfura a membrana da
célula-alvo, levando a sua morte.

OBJETIVOS

Compreender os mecanismos moleculares
envolvidos no processo de contracdo de
bacteriocinas através de abordagens de
modelagem  molecular, predizendo a
transicdo entre seus dois estados funcionais
(pré e pos contragao).

METODOLOGIA

A analise de modos normais é um método
computacional utilizado com grande sucesso
para predicdo de mudancas conformacionais
em proteinas (3). Os modos normais
descrevem movimentos intrinsecos,
frequentemente envolvidos nas fungdes
biolégicas das macromoléculas. Para simular
a transicdo conformacional do complexo

macromolecular da bacteriocina € necessario
O uso de técnicas avangadas de
amostragem, uma vez que a dinamica
molecular (MD) convencional ndo é eficiente,
pois este processo ocorre numa escala de
tempo de milissegundos. Portanto, ¢é
necessario o uso de técnicas hibridas como
a dinamica molecular com modos normais
excitados (MDeNM) (4). Esta técnica
consiste em multiplas réplicas de simulagdes
curtas de MD, nas quais os movimentos
descritos por um subconjunto de modos
normais sao cineticamente excitados. Isso
permite o acoplamento eficiente entre
movimentos lentos descritos pelos modos
normais € 0os anarmaonicos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Através de simulagdes preliminares usando
um subconjunto da proteina da bainha,
identificamos modos normais que descrevem
a transicdo conformacional entre os estados
pré e pos contracdo. Através de simulacbes
multi-réplica de MDeNM, excitando
especificamente estes modos, foi possivel
encontrar diversos caminhos provaveis que
descrevem a transicdo entre os estados pré
e pos contracao da bainha.

CONCLUSOES

Através desse trabalho foi possivel predizer a
mudang¢a conformacional entre os estados
pré e pos contragdo da bainha da
bacteriocina. Como perspectiva, destacamos
a realizagdo de analises energéticas para
avaliar esse processo.
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INTRODUGAO

Segundo estimativas da Organizagéo
Mundial de Saude (OMS) o cancer foi uma
das principais causas de morte em 2019,
emergindo como um grande desafio de
saude publica globalmente.?

Os imidazotiazéis e imidazopiridinas
seleniladas representam importantes
estratégias na quimica medicinal, devido a
busca de moléculas contra os diferentes
tipos de canceres agressivos. Desta
maneira, o0 nuUcleo imidazotiazol exibe
propriedades terapéuticas bem conhecidas,
como antitumoral, fungicida, antiparasitaria,
antiviral, antibacteriana, antioxidante, entre
outras.!! Diante desse contexto, pesquisas
com essa classe vém sendo alvo para
desenvolvimento de novos ligantes.

OBJETIVOS

Construir computacionalmente os modelos
tridimensionais (3D) da proteina alvo de
interesse no tratamento de cancer para
trabalhos futuros de docking molecular com
compostos imidazotiazois e
imidazopiridinas seleniladas.

METODOLOGIA

Para a previsdo de possiveis alvos para os
compostos imidazotiazélicos usamos os
programas Way2Drug e SwissTarget. A
selecao de templates para a construgao dos
modelos foi executada com auxilio dos sites
UniProt e PDB, e ferramenta Blastp. Para a
construgdo dos modelos, realizamos o
alinhamento global de multiplas sequéncias
pelo Clustal Omega e a modelagem
tridimensional das proteinas foi executada
no Modeller (v10.5). Além disso, foram
empregadas ferramentas para predizer as

regibes de consenso de estrutura
secundaria  (Quick2D, NetSurfP 3.0,
PSIPRED, Jpred 4, PredictProtein, Frag1D)
e de contatos (SVMcon e RFcon), além de
predicdo de regides de peptideo sinal
(SignalP3.0 e Phobius) e transmembrana
(TMHMM).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir da analise dos preditores in silico, o
inibidor de tiorredoxina - enzima
tiorredoxina redutase 1 citoplasmatica
(Q16881 - Homo sapiens) foi identificada
como alvo promissor. Para esta proteina
nao foram identificadas regides de peptideo
sinal nem regides de transmembranas
consideradas validas.

O template 2J3N (Organismo: Homo
sapiens; taxa de identidade: 98%; E-value:
0; regido de cobertura: 10-519) foi
selecionado juntamente ao template 8PDD
(Organismo: Schistosoma mansoni; taxa de
identidade: 56%; E-value: 1.206e-216;
regidao de cobertura: 12-597) com o objetivo
de aumentar a cobertura da modelagem
comparativa.

CONCLUSOES

O modelo obtido com a adicédo de restricao
de estruturas secundarias ainda apresenta
regides desestruturadas que estdo em fase
de analise e implementagdo de restricdes
de contato para a geragcdo de novos
modelos otimizados.
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INTRODUCAO

A superfamilia RAS é um grupo de proteinas
GTPases essenciais que funcionam como
interruptores moleculares na regulacdo de
varias vias de sinalizacdo celular,
influenciando processos como proliferagéo
celular e diferenciacdo. Este estudo explora
as caracteristicas estruturais e interacées
das proteinas Ras e Plexina de Hartaetosiga
balthica, com foco em modelagem e docking
molecular.

OBJETIVOS

Examinar as estruturas e interacbes das
proteinas Ras e Plexina de H. balthica,
incluindo predicao de estrutura
tridimensional (3D), identificagdo de regides
de interacao, docking molecular,
modificagdo pés-traducional e interagdo com
membrana.

METODOLOGIA

A predicao da estrutura secundaria e analise
de regibes transmembranares foram
realizadas com PORTER, Jpred, TMHMM e
HMMTOP. Os modelos 3D das proteinas
foram gerados utilizando o Modeller v.10.5 e
otimizados utilizando o SwissPDBviewer. A
escolha dos melhores modelos foi baseada
nos parametros fornecidos pelo DOPEscore,
Molprobity, Procheck e MOLPDF.
Simulagbes de docking molecular foram
realizadas com HawkDock, HDOCK e
CLUSPRO, sendo CLUSPRO o0 mais eficaz
em termos de energia e qualidade da
interacdo. A prenilagdo da proteina Ras foi
realizada utilizando o CHARMM-GUI. O
modelo de interacdo com membrana
também utilizou o CHARMM-GUI. O peffil
eletrostatico foi gerado utlizando os
servidores PDB2PQR e APBS.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O servidor CLUSPRO revelou uma energia
central de -1285,0 kcal/mol e a menor
energia de interacdo de -1510,8 kcal/mol
para a proteina Ras e a Plexina, obtidas dos
clusters que destacam as conformagdes
com menores energias médias para a
interacado proteina-proteina. A avaliagdo dos
modos de interacao foi realizada via PyMOL,
confirmando a eficiéncia da modelagem 3D
e dos resultados de docking obtidos.

CONCLUSOES

Os resultados in silico ajudaram a elucidar o
modo e intensidade das interagdes entre as
proteinas Ras e Plexina de H. balthica
auxiliando no direcionamento de ensaios
experimentais. Mais estudos estdo em
andamento para aprofundar a compreenséao
dessas interacbes em outras proteinas da
superfamilia RAS.
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INTRODUCAO

O programa DockThor foi desenvolvido pelo
Grupo de GMMSB/LNCC para ancorar
ligantes altamente flexiveis em receptores
proteicos rigidos. Ele utiliza um algoritmo
genético de solugado multipla e a funcao de
pontuacdo MMFF94S para prever poses,
além de classificar afinidades com a funcao
DockTScore'. Avaliamos seu desempenho
na predicdo do modo de ligagdo em um
conjunto de teste de complexos de beta
ciclodextrina-ligante (BCD-ligante), uma vez
que as CDs sao oligossacarideos de
grande interesse cientifico. Elas melhoram
a solubilidade e a biodisponibilidade de
medicamentos, além de reduzir a
resisténcia e facilitar a penetragcdo dos
farmacos em tecidos?.

OBJETIVOS

Desenvolver um conjunto de teste contendo
complexos de B-CD-ligante e testa-lo por
meio de ancoramento molecular, usando o
programa DockThor.

METODOLOGIA

O conjunto  "cdCSD2023" obtido do
Cambridge Structural Database, possui 135
estruturas 3D de complexos de CD-ligantes.
O CSD fornece detalhes cristalograficos e
experimentais dos complexos, como
valores pH, temperatura e entalpia. O foco
foi na BCD, composta por 7 unidades de
glicose. E os experimentos incluiu®: (i)
Remoc¢ao de ions, moléculas metalicas
incompativeis com o DockThor, além de
moléculas de agua nao participantes do
complexo . (ii) Manutengdo dos estados de
protonacdo dos ligantes e receptores
conforme o pH experimental (pH = 7, se
nao especificado) . (iii) Avaliagdo do modo
de ligagdo dos CD-ligantes pelo DockThor,

baseando-se em poses com rmsd minimo
(= 2,0 A) durante o reancoramento. .

RESULTADOS E DISCUSSAO

Apos a filtragem, o “cdCSD2023” foi
reduzido para 95 complexos. E, o Dockthor
obteve um desempenho de 50% de acertos
no Top-3, com 37% de acertos no Top-1,
como podemos observar na figura abaixo.

46%

Figura 1: Taxa de acertos (%) para o
programa DockThor (rmsd = 2,0 A) e
complexo CD-ligante (ABUTEY-CSD).

CONCLUSOES

O conjunto de teste "cdCSD2023" é
promissor, uma vez que obtivemos um
resultado satisfatério usando o programa
DockThor.
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INTRODUCAO

Proteases romboides fazem parte de uma
superfamilia de proteinas transmembrana
envolvidas em inOmeras  atividades
biolégicas relevantes. Essa superfamilia é
dividida em quatro grupos: o grupo das
serino proteases, que apresentam atividade
catalitica; e outros trés grupos que nao
apresentam atividade catalitica. As fungdes
e informacdes estruturais dessas proteinas
sdo estudadas, majoritariamente, em E. coli,
0 gue torna interessante o estudo sobre as
proteases romboides em eucariotos, que
possibilite tracar um paralelo comparativo
observando a fungdo, a estrutura e a
evolucao dessa superfamilia. Entre as serino
proteases, romboides com atividade
catalitica, estd a classe das romboides
mitocondriais que sdo encontradas em todos
0S eucariotos e estdo localizadas na
membrana interna da mitocondria. Em
leveduras, que é o foco desse estudo, essa
enzima é conhecida por PCP1 (processing
of cytochrome c peroxidase protein 1).

OBJETIVOS

Diante disso, esse estudo busca, a partir de
dados computacionais e experimentais,
comparar as proteases romboides em E. coli
e em S. cerevisiae.

METODOLOGIA

Para a comparacdo a partir de dados
computacionais, as sequéncias foram
obtidas no software Uniprot, usando o
parAmetro  UniRef90 para  minimizar
redundancias e os alinhamentos foram feitos
com o software Pfstats. Desses dados
extraiu-se informacdes sobre as posicoes
em que ha conservacdo de grupos de
residuos com importancia estrutural e
funcional. J& na comparagdo com dados

experimentais, foi feita a amplificacdo dos
genes que codificam a proteina PCP1 via
PCR, e posterior transformagédo das
leveduras e separagdo em grupos que serao
comparados via spot test. Os grupos
experimentais serdo formados por um grupo
wild type (com a proteina original) e grupos
de mutantes (com a proteina com mutagéo
quanto aos residuos de interesse). Os
grupos também serdo submetidos a
diferentes meios de cultura em que
realizardo respiragdo ou fermentacdo em
seu metabolismo.

CONCLUSOES

Com essas duas abordagens, sera possivel
observar se o0s dados fenotipicos
corroboram com o0s dados estruturais
observados in silico e comparar com os
estudos ja publicados sobre E. coli,
ampliando as informagfes sobre a
superfamilia das romboides, tao
amplamente distribuida taxonomicamente.
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INTRODUCAO

Nas crises epilépticas a ativacdo de
receptores GABA A aumenta a ac¢do do
neurotransmissor inibitério GABA nos
receptores diminuindo a intensidade das
crises epilépticas, tornando-se assim alvo de
muitos medicamentos de origem natural por
apresentarem menos efeitos colaterais que
0s sintéticos. Espécies como a Croton
heliotropiifolius Kunt [1] possuem compostos
gue ja foram descritos por apresentarem
acao anticonvulsivante. No planejamento de
farmacos, abordagens in silico o docking
molecular tem-se mostrando eficiente, além
de otimizar o tempo na obtencdo de
resultados.

OBJETIVOS

Realizar estudo de docking molecular de 33
compostos presentes no 6leo essencial das
folhas da Croton com o receptor GABA A
buscando possiveis agentes
anticonvulsivante.

METODOLOGIA

A estrutura do receptor GABA A (PDB
ID:6X3X) foi obtida do banco de dados
RCSB e isolado os sitios de ligacdo dos
benzodiazepinicos (BzZDs). Realizou-se
redocking com o ligante cristalogréafico
(diazepam) para validagdo do método
(RMSD= 0,41 (DE), 0,46 (CD), 0,74 (AB) e
0,39 A (AE). As estruturas 3D dos ligantes
foram obtidas no PubChem e otimizadas
usando DFT/B3LYP/6-311++G(d,p) em
agua. Para o docking molecular utilizou-se
softwares do pacote AutoDockTools.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados indicam que 0s
sesquiterpenos possuem maior afinidade
pelos sitios DE, CD e AB do receptor, Tab. 1
guando comparados com 0S monoterpenos

presentes no 6leo (-5.7 a -8.0 kcal/mol),
possuindo afinidade similar pelo sitio padréo
do medicamento controle diazepam, DE.

Tabela 1: afinidade de interagdo dos compostos
pelos sitios do BZDs nas cadeias do GABA A.

Afinidade (kcal/mol)

Compostos DE CD AB AE
a-bulneseno -10.0 -82 -87 -75
o-cadineno -9.7 90 -88 -8.1

iso-espatulenol -9.2 -69 -70 -7.7
B-bourboneno -9.2 -76 -80 -74
germacreno D 9.1 -82 -83 -65
guaiadieno 9.1 -87 -87 -7.6
diazepam -10.3 -97 -95 -87

Fonte: Autor (2024)
Além disso, interagem com o residuo de
aminoacido HIS102, que é descrito por ser
crucial para a atividade anticonvulsivante
dos BZDs [2]. O que sugere que esses
compostos podem ter atividade similar ao
medicamento padréo.

CONCLUSOES

Com base no estudo de docking realizado,
0S sesquiterpenos apresentaram altas
afinidades pelos sitios ativos dos BZDs
presentes no GABA A e interagindo com o
residuo de HIS102, podendo ser assim uma
alternativa eficaz na busca por novos
medicamentos anticonvulsivantes.
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INTRODUCTION

The present study aims to evaluate three
distinct drug delivery systems (DDSs), using
3-(ethoxycarbonyl)-2H-benzol[f][1]benzo
pyran-2-one (ECB-BFP) as a target. The
ECB-BFP has a potential to be an
anticancer drug pharmacophore in which its
molecular structure was modeled within a
capsule formed by two [(-Cyclodextrins
(B-CDs) for molecular dynamic (MD)
simulation-based studies.

OBJECTIVES

This research pursued to evaluate the
molecular structure of the drug ECB-BFP
encapsulated and structurally modified for
drug delivery purposes.

METHODS

The NAMD 2.0 program was used for the
minimization, thermalization, equilibration,
and production of molecular dynamic
trajectories aimed at simulating three Drug
Delivery systems solvated with the
encapsulation of the drug ECB-BFP. All
were simulated using the CHARMM27 force
field. Results from calculations of total
energy, hydrogen bonds, and RMSD were
performed and evaluated.

RESULTS AND DISCUSSION

RMSD was calculated to assess the
structural stability of the three systems.
DDS1 achieved stability around 1-2 nm,
while DDS2 exhibited significant fluctuations
ranging from 1-6 nm. DDS3 also showed an
initial increase in RMSD, with fluctuations
ranging from 1 to 5 nm, but it was more
stable than DDS2. The average number of
hydrogen bonds and the average total
energy were calculated and showed that
the hydrophobicity of the drug in the system

follows the order: DDS2 > DDS3 > DDS1,
as well as its energetic favorability: DDS2 >
DDS3 > DDS1.
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CONCLUSION

The inclusion of hydroxyl groups in the
DDS3 system improved hydrogen bond
formation and system solubility, crucial for
drug delivery and therapeutic efficacy.
Structural stability was crucial to ensure
controlled drug release, reducing side
effects. It is concluded that DDS3
represents the best combination of stability,
solubility, and specificity, standing out as the
most promising drug delivery system among
those analyzed.
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INTRODUCAO

Por meio de recursos computacionais
atrelados a métodos matematicos
baseados na mecanica quantica, ¢é
possivel obter informacdes valiosas para a
compreensdo do comportamento do CO:
em diferentes materiais. Dentre eles, o
diéxido de titanio (TiO2) vem sendo
investigado ha muito tempo,
demonstrando ser um material promissor
para adsorcdo do CO:2 devido as suas
propriedades fotocataliticas. Nesse
contexto, esta pesquisa visa investigar a
interagdo do CO2 em superficies de TiO2
(001) anatase dopadas com metais de
transicdo. Utilizou-se o pacote Quantum
ESPRESSO (QE) e Extended Tight
Binding (XTB) para o estudo in silico.

OBJETIVOS

Avaliar as propriedades eletrénicas do
TiO2 anatase (001) dopado com diferentes
metais de transi¢do, visando entender o
mecanismo de interacdo do CO2 com tais
superficies modificadas.

METODOLOGIA
Inicialmente, foram elaboradas superficies
de TiO2 (001) anatase.

Figura 1 — (A) Superficie de TiO2 (001)
anatase e suas respectivas estruturas
dopadas com (B) litio e (C) cobre.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2024.

A metodologia é baseada na Teoria do
Funcional da Densidade (DFT). Para isso,
0 pacote QE foi utilizado para calcular a
densidade eletrbnica do sistema e para
realizar a otimizacdo geométrica por meio
do Campo  Autoconsistente (Self
Consistent Field — SCF).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados preliminares indicam que a
faceta (001) anatasica, sem modificacdes,
ndo provocou quaisquer alteragbes
significativas na molécula de CO2. Isso
pode ser observado ao longo dos ciclos
de interacdo do SCF, em que o CO:z se
afasta da superficie.

Figura 2 — Variacédo da energia total em fungéo
dos ciclos de interagdo calculados pelo SCF.
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CONCLUSOES

Portanto, a superficie de TiOz2 (001)
anatase demonstrou nédo ser eficaz para a
adsorcdo do COa2. As superficies dopadas
estdo sendo calculadas a fim de ativar o
TiO2 para finalidades de adsorgéo.
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INTRODUGAO

A combinagdo de dois ou mais agentes
antimicrobianos com efeito sinergético
promete exercer um efeito potenciado para
combater a resisténcia antimicrobiana
(AMR) [1]. Este efeito potencializa o efeito
antimicrobiano, reduzindo o risco de gerar
resisténcia. No entanto, uma validagéo
experimental consome muitos recursos
devido a abundancia de combinacgdes
possiveis. Ferramentas de inteligéncia
artificial podem identificar combinagdes
novas e promissoras com base no
conhecimento existente.

Neste estudo, exploramos o potencial
sinergético entre péptidos antimicrobianos
(AMP) e antibitticos convencionais.
OBJETIVO

Treinar um modelo de aprendizado de
maquina supervisionado para prever se
uma combinagcdo AMP-antibidtico e
sinergética.

METODOLOGIA

Os dados de combinagdes AMP-antibidtico
foram recuperados de DBAASP.
Recuperamos propriedades fisico quimicas
e a sequéncia primaria dos AMPs, e o
indice de Concentracao Inibitoria
Fracionaria (FICI) como medida de sinergia.
As propriedades dos antibidticos foram
tomadas do DrugBank
[https://www.drugbank.com/datasets].

As features textuais, como a sequéncia,
foram codificadas usando OHE [2]. Usamos
o PCA para a reducdo da correlagao das
features (n = 75). Os dados foram divididos
em uma propor¢ao de 80% de treinamento
e 20% de validagdo. O valor de FICI se
tomou como objetivo, tendo como
combinacéo sinergética um FICI < 0.5.

O modelo Light Gradient Boosting Machine
Classifier foi treinado usando a validacao

cruzada k-fold com k=5, com a variagao dos
hiperparametros.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante o processo de treinamento, o
modelo alcangou uma precisdo de 80%,
com um erro de validacido cruzada de 4%.
Na fase de teste, o modelo alcangou um
desempenho de 77%. Estudos anteriores
relataram precisdes de 77,76% e 75,75%
no treinamento e no teste, respectivamente
[2]. Os modelos apresentaram melhor
desempenho em relagdo aos publicados
anteriormente. No entanto, a abordagem
usada, especialmente a analise de PCA,
cria novos features a partir dos existentes,
formando combinacbes lineares. Esses
features nao correlacionados melhoram o
desempenho, mas comprometem a
interpretabilidade dos modelos.
CONCLUSOES

Na adigdo das sequéncias dos aminoacidos
dos AMPS, normalizagéo e PCA permitiram
melhorar o desempenho dos modelos de
classificacdo, embora a interpretagao
desses modelos continue desafiadora. Os
proximos passos deste estudo envolvem a
integracédo de informagao estrutural dos
compostos antimicrobianos como dados de
treinamento, o wuso de modelos de
regressao em lugar de classificacdo, assim
como uma analise de ruas metabdlicas para
priorizar potenciais combinagdes.
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INTRODUCTION

Vasoactive Intestinal Peptide (VIP) is a 28-
amino acid neuropeptide belonging to the
glucagon/secretin  superfamily. VIP s
widely distributed throughout the human
body and mediates diverse biological
functions, including anti-inflammatory and
immunoregulatory roles in the immune
system. Owing to these properties, VIP has
been investigated for its potential
therapeutic applications against viral
infections such as HIV-1 and SARS-CoV-2.
The biological functions of VIP are primarily
transduced through three class B G
protein-coupled receptors  (GPCRs):
VPAC1, VPAC2, and PACl. These
receptors exhibit genetic variants, and
alterations in the GPCR structure can
significantly affect ligand binding, G protein
coupling, and downstream signaling.

OBJECTIVES

The aim of this study was to predict the
structural characteristics of the variants and
investigate their VIP binding profiles in the
VPAC1 and VPAC2 receptors, as these are
specific receptors for the peptide.

METHODOLOGY

The structural models were constructed
using Alphafold2 through ChimeraX
software. The systems were prepared
using CHARMM-GUI server and the
protonation states assigned with
PDB2PQR server. The Amber22 package
was used to run 4-replicas simulations of
250 ns for each variant system.
Trajectories were analyzed using the
Gromacs package.

RESULTS AND DISCUSSION
Our analyses revealed that isoform 2 of the
VPAC2 receptor lacks a folded extracellular

domain owing to a complete structural
disorder. Furthermore, we identified
specific mutations that affected the
presence of critical cysteine residues,
which can destabilize the extracellular
domain and modulate VIP binding affinity
across VPAC1 variants. In addition, VIP tilt
angles in VPACL1 variants can affect the
interaction of the peptide’s central residues
with the extracellular loop 1 of receptor
variants and binding affinity.

CONCLUSIONS

These findings provide a comprehensive
understanding of the structural and
dynamic determinants governing VIP-
receptor interactions, which can inform the
rational design of novel therapeutics
targeting these receptor systems.
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INTRODUGAO

A ceratite por Acanthamoeba € uma
inflamagao da coérnea rara e severa e surge
como uma das principais causas de
opacidade ocular e cegueira em todo o
mundo. Atualmente, os protocolos de
tratamento permanecem ineficazes, com
altas taxas de toxicidade e longo tempo’.
Ainda, o processo de desenvolvimento de
farmacos permanece sendo longo, caro e
complexo. Para otimizar este processo,
diversas estratégias de estudos
computacionais sao aplicadas, como o
estudo de docking molecular. Neste sentido,
a enzima tioredoxina redutase (TrxR), a
qual possui o cofator FAD e o agente
redutor NADPH, tem sido empregada como
um alvo molecular promissor na busca de
novos farmacos para o tratamento de
ceratite, devido a sua participacdo em
diversas vias antioxidantes do parasito. Os
compostos de coordenagao CC01 e CC02
apresentaram atividade anti acanthamoeba
promissora (9,4 = 1,9 uM e 8,3 £ 1,1uM)?,
respectivamente. Portanto, € de grande
interesse do grupo de pesquisa, o estudo
de docking molecular utilizando a regiao de
ligagéo do cofator FAD.

OBJETIVO

Explorar o sitio de ligagdo da enzima TrxR
na regido do cofator FAD por abordagem
computacional de docking molecular
empregando complexos de cobre (Il) com
atividade anti acanthamoeba.

METODOLOGIA
Os estudos de docking molecular foram
conduzidos no programa GOLD (versao

2024.0). Os ligantes foram desenhados no
programa Chemdraw e otimizados nos
programas DS Visualizer e Avogadro.
Foram empregados os compostos de
coordenacao CC01 e CC0O2 e 3 fragmentos
destes compostos. O cristal da enzima
tioredoxina redutase utilizada e
correspondente ao organismo Plasmodium
falciparum (PBD 4J56) com identidade de
47,51% comparada a TrxR de
Acanthamoeba spp.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As poses de melhor colocacao permitiram a
ocupacao da cavidade préxima ao cofator,
impedindo a aproximagdo do NADPH,
bloqueando a troca eletrénica fundamental
a reducdo do substrato. As principais
interacbes realizadas nesta regido foram
com os aminoacidos Tyr232, lle314,
Arg316, Val362, Leu365, Glu364, Pro363,
Lys338, Asn361, Val362, 11le393 e Ala405.

CONCLUSOES

Os estudos computacionais permitiram
explorar o modo de interagdo dos
compostos coordenados na enzima TrxR e
trazer perspectivas sobre o mecanismo de
agao na enzima TrxR de Acanthamoeba.
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INTRODUGAO

Nos EUA, Hipertensdo e problemas
cardiovasculares sdao uma das principais
causas de morte anuais (WATANABE et al.,
2002) e no Brasil cerca de 388 pessoas
morrem por dia devido a complicacoes
desencadeadas pela hipertensao
(“Relatério lancado pela OMS detalha o
impacto devastador da hipertenséo e as
formas de combaté-la”, [s.d.]). Isto se da
principalmente pela condicao de
Hiperuricemia, consequéncia do
silenciamento da via de degradacao do
acido urico. Contudo, por que a evolugao
silenciaria genes que podem acarretar tais
comorbidades? A hipertensao e as doengas
cardiovasculares sao consequéncias de
habitos alimentares modernos, causados
pela dieta baseada em alimentos
industrializados e o0 excesso de sddio
(WATANABE et al.,, 2002). As principais
hipéteses apontam que as mutagdes nesta
via metabolica aconteceram no mioceno, e
que a alimentacdo dos nossos ancestrais,
baseada em frutas e baixa quantidade de
sédio, propiciou o silenciamento deste gene
(KRATZER et al., 2014; WATANABE et al.,
2002). Sabendo disso, neste trabalho
propomos investigar a bioquimica estrutural
de uma proteina envolvida na degradagao
de intermediarios dessa via metabdlica.
Vale ressaltar que ja existem também
iniciativas para utilizar enzimas da via das
purinas como tratamento da gota, como,
por exemplo, uricases (Li Z. et al, 2023; Lily
T. et al, 2023 ).
OBJETIVOS

Investigar o mecanismo de reacéo
da enzima HIUase utlizando métodos
hibridos QM/MM de simulacdo a fim de
obter as barreiras de energia livre das
etapas da reacdo quimica. Pretendemos
comparar os valores calculados com os
valores experimentais da HIUase de

Klebsciella pneumoniae obtidos através de
ensaios enzimaticos.
METODOLOGIA

A estrutura cristalografica da HIUase
de Klebsiella pneumoniae sera obtida pelo
banco de dados PDB através do cdédigo
3QVA. A partir desta estrutura estudaremos
o] complexo proteina-substrato,
HIUase-5HIU. Para investigar o mecanismo
de reacao, iremos utilizar a interface grafica
EasyHybrid (BACHEGA et al., 2013)
integrada ao software de simulagao
molecular pDynamo (FIELD, 2008) para
realizar calculos utilizando um hamiltoniano
hibrido QM/MM.
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INTRODUCAO

O género Plasmodium, pertencente ao filo
Apicomplexa, possui mais de 200 espécies
descritas, mas apenas 5 causam a malaria
humana: Plasmodium falciparum, P. vivax,
P. ovale, P. malariae e P. Knowlesi[1l]. A
duplicacao génica é um fendémeno no qual
um gene da origem a dois genes. Esse
evento genético €é crucial para o
surgimento de novidade evolutiva, na
medida que permite que as cépias do gene
duplicado sofram mutacao
independentemente e possam adquirir
funcdes especializadas ou novas[2].

OBJETIVOS

O objetivo desse trabalho foi identificar e
compreender como 0s genes duplicados
podem estar associados a infeccdo dos
Plasmodium causadores de malaria
humana.

METODOLOGIA

Foram  selecionados 13  genomas
referéncia de Apicomplexa de diversos
clados, incluindo as cinco espécies
causadoras de malaria humana, e dois
genomas de cromerideos como grupo
externo: Chromera velia e Vitrella
brassicaformis. Os grupos ort6logos (OGs,
do inglés ortholog groups) foram
identificados  utilizando o programa
OrthoMCL, que agrupa genes com base no
resultado do BLAST das proteinas
analisadas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Obtiveram-se 14,257 OGs através do
OrthoMCL. Dentre esses, foram
selecionados 0s grupos que possuiam
genes duplicados nos cinco Plasmodium

simultaneamente, obtendo-se 17 OGs.
Cinco dos 17 grupos de ortélogos estédo
presentes apenas em hemosporideos, e 4
grupos estdo presentes apenas em
Plasmodium. Ao pesquisar 0s genes no
VEuPathDB[3], foi possivel identificar as
proteinas associadas aos quatro genes
duplicados em Plasmodium como: cisteina
protease, proteina de citoaderéncia ligada
a fase assexual, proteina de ligacdo ao
reticulécito e antigeno de repeticdo de
serina (SERA). Essas proteinas ja sao
descritas na literatura como responsaveis
pela infeccdo e manutencdo do ciclo de
vida do parasita em humanos.

CONCLUSOES

Os cinco grupos ortdlogos identificados
codificam para proteinas com funcéo
associada a infeccdo e manutencdo do
ciclo de vida do parasita, evidenciando a
importancia da duplicacdo génica para o
surgimento de novidade evolutiva.
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INTRODUGAO

A pandemia de SARS-CoV-2 e seu
impacto social e econbmico global
marcaram a terceira introducao
zoonotica de um coronavirus altamente
patogénico na populagdo humana [1]. E
necessario compreendermos 0s
mecanismos virais que levam ao ciclo de
replicacdo do SARS-CoV-2. A enzima Mpro
€ uma cisteina protease com papel central
na replicagao viral. Ela é responsavel por
clivar poliproteinas, levando a liberagédo de
proteinas virais funcionais [2]. O estudo da
Mpro como alvo molecular, auxilia no
desenvolvimento de novas moléculas a se
tornarem farmacos, utilizando abordagens
como o docking molecular para prever
modos de ligacao e afinidade de pequenas
moléculas. Tendo em vista o grande
conjunto de dados moleculares na
bioinformatica, € essencial o processo de
clusterizagdo, permitindo o alinhamento de
estruturas similares.

OBJETIVOS

Selecionar e preparar um conjunto de
estruturas representativas da proteina Mpro
de SARS-CoV-2, tendo em vista a vasta
producédo cientifica sobre este alvo como
resposta dos esforcos globais para o
tratamento da COVID-19.

METODOLOGIA

Coletamos dados da protease principal
(Mpro) do SARS-CoV-2 a partir do Protein
Data Bank (PDB). Utilizamos ferramentas
de programacao para filtrar esses dados e
obter informagbes sobre os ligantes.
Realizamos a clusterizacdo dos complexos
proteicos, alinhando as estruturas com o
programa PyMOL em Python.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir dos dados estruturais da Mpro
obtidos do PDB, foi construido um
dataframe inicial com 1354 estruturas. Apos
separagdo por método experimental,
obtivemos 1329 estruturas por difracdo de
raios X, 4 por difracao de néutrons, e 1 por
RMN. Os dados dos ligantes foram obtidos
do PDB e filtrados para incluir apenas
ligantes de interesse. Utilizamos a
biblioteca RDKit em Python para calcular o
peso molecular dos ligantes através de
SMILES. Removemos estruturas com
resolugdo acima de 2.0 A (difragdo de raios
X) e 4.0 A (microscopia eletronica).
Estruturas sem ligantes e sem sequéncia
Wild Type foram excluidas, resultando em
769 estruturas. Utilizando o PyMOL,
aplicamos a técnica de clusterizagdo nos
residuos do sitio ativo da cadeia A,
alinhando todas as estruturas pelo residuo
C145 da diade catalitica Cis-His, afim de
calcular o RMSD.

CONCLUSOES

Busca-se identificar possiveis inibidores
desse alvo molecular, que possam atuar em
novos farmacos para estabelecer um
tratamento adequado para a COVID-19,
inibindo a atividade da protease principal.
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INTRODUGAO
A doenca de chagas (DC) é uma
protozoose  altamente  debilitante e
potencialmente letal que afeta, pelo menos,
1.9 milhdes de brasileiros e cerca de 8
milhbes de pessoas no continente
americano. Enzimas que integram a via
metabdlica de controle do estresse
oxidativo mediado pela tripanotiona (Try),
como a ftripanotiona redutase (TryR) se
estabeleceram como alvos moleculares
promissores, sobretudo em virtude da sua
presenga exclusiva em tripanossomatideos
€ seu papel na sobrevivéncia e sucesso da
infecgdo do parasito’.

OBJETIVOS

O objetivo do presente estudo é o
mapeamento e caracterizacdo de sitios
alostéricos explicitos e cripticos da TryR por
meio de analises computacionais.

METODOLOGIA

Foram realizadas simulacbes de Dinamica
Molecular (DM) da TryR de 100 ns em trés
réplicas por meio do programa NAMD3 para
dois diferentes estados: A) Com seu sitio
catalitico oxidado e na auséncia de seu
substrato Try; e B) Com seu sitio catalitico
reduzido e na presenca de seu substrato
Try. Conformagbes obtidas ao longo das
trajetérias de DM foram agrupadas por meio
de analise de clusters conformacionais por
intermédio do pacote de programas
AmberTools23. Efetuou-se uma varredura
por sitios alostéricos nas estruturas
representativas por meio de analise de
modos normais pelo médulo CorrSite2 do
servidor CavityPlus. A correlagdo mecanica
entre os potenciais sitios alostéricos e os
sitios cataliticos foi avaliada por meio do
calculo do volume das cavidades ao longo
das simulagdes com o programa POVMEZ2.
Por fim, foi realizada Triagem Virtual por
ancoragem de pequenas moléculas de um
subconjunto do banco de dados NUBBEdb,
fazendo uso dos softwares Autodock Vina e

ODDT, além das funcbes de pontuagao
Vina e RFscore.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A TryR  visitou trés populacdes
conformacionais majoritarias durante as
simulagdes de DM do seu estado oxidado e
apenas uma em seu estado reduzido. As
estruturas representativas dessas
conformacodes permitiram a identificagdo de
14 cavidades ndo detectaveis na estrutura
cristalografica da enzima. De todas as 35
cavidades identificadas, 8 apresentaram
algum potencial alostérico (z-score > 0.5) e
volume minimo superior a 200 A® ao longo
das simulacoes. Das cavidades
potencialmente alostéricas, uma apresentou
anti-correlagdo de volume com uma das
cavidades cataliticas ao longo das
simulagcdes de DM. Por fim, dois compostos
foram classificados em consenso por
ambas as fungbes de pontuagdo da
Triagem Virtual entre as 20 de menor
energia de afinidade e ambas realizaram
contatos hidrofébicos com as cadeias
laterais dos residuos GLN242, PRO370,
TYR408 E LYS409 da TryR.

CONCLUSOES

Foi possivel identificar um sitio
potencialmente alostérico promissor com
anti-correlagdo volumétrica observavel ao
sitio catalitico da TryR nas simulacbes de
DM. Além disso, foram discriminadas
interacbes moleculares potencialmente
determinantes para a ligagdo de pequenas
moléculas ao sitio.
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INTRODUCAO
Os complexos de Pd tém demonstrado
significativa atividade antitumoral,

aumentando, assim, 0 interesse por tais
compostos e tornando-os promissores para
o tratamento do cancer. A partir dos métodos
in silico é possivel obter informacdes sobre
propriedades eletrbnicas e fisico-quimicas,
gue estdo intimamente ligadas a atividade
biolégica.t

OBJETIVOS

O presente estudo busca correlagdes entre
a atividade antitumoral descrita por um
conjunto de complexos de Pd(ll) e suas
propriedades eletrdnicas e fisico-quimicas.

METODOLOGIA

Foram selecionados sete complexos de
Pd(Il) (Fig. 1) que apresentam dados de
atividade antitumoral (CCsp) para a linhagem
celular K562.! As geometrias foram
otimizadas como ponto minimo na superficie
de energia potencial com o protocolo
B3LYP/def2-SVP/IEF-PCM(UFF), utilizando
0 programa GAUSSIAN 16 Rev. C.01. As
propriedades eletrbnicas como energias de
orbitais de fronteira (gnomo, €lumo € Ag),
dureza (n), potencial quimico (),
eletronegatividade (x) e eletrofilicidade (w)
foram calculadas, e correlagbes com a
atividade biolégica (CCso) foram avaliadas.
Além disso, o0 coeficiente de particdo
octanol/agua (log Pow), momento de dipolo e
o deslocamento quimico em RMN do nucleo
de *N também foram calculados.

Fig. 1: Estrutura geral dos complexos de Pd(ll) estudados

R;= etilditiocarbamato;

R,= butilditiocarbamato;

R3= n-hexilditiocarbamato;
R,4= morfolinaditiocarbamato;
Rs= piperidinaditiocarbamato;
Re= glicinato;

R7= octilglicinato;

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados indicaram uma forte
correlagdo entre Ae (eV) e CCso (Fig. 2),
indicando que as energias dos orbitais de
fronteira sdo excelentes descritores da
atividade dos compostos de Pd(Il). Os
valores de CCs tedricos foram calculados e
comparados com o0s valores experimentais
(Fig. 3), mostrando uma boa correlacao.

Fig. 2: Regresséo linear entre Age x CCsp
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CONCLUSOES

Os resultados indicaram correlacbes
importantes  entre as  propriedades
eletrbnicas e a atividade antitumoral dos
complexos estudados, podendo ser (til para
auxiliar na previsao computacional de CCsyo.
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INTRODUCAO

Desde que a pandemia da COVID-19 foi
declarada em 2020, intensas buscas por um
tratamento eficaz foram iniciadas por todo o
mundo!. Estudos apontaram um grande
potencial da nitazoxanida (NTZ) na inibicdo
da replicacao in vitro de MERS-CoV e outros
coronavirus, através da inibicdo da proteina
N2. Neste contexto, a modelagem molecular
€ uma importante ferramenta visando o
estudo de compostos similares a NTZ.

OBJETIVO

O presente estudo apresenta uma avaliacao
in silico da interacdo da nitazoxanida e
tiazois derivados com a proteina N de
SARS-CoV-2.

METODOLOGIA

Inicialmente, tiazois analogos da NTZ com
atividade biologica descrita na literatura
foram selecionados. A construcdo do
modelo da proteina N de SARS-CoV-2
(6VYO), foi realizada por modelagem
comparativa com a proteina N de SARS-
CoV (4KXJ). Foi realizado o redocking do
inibidor PJ34 com a proteina 4KXJ para
validar a metodologia a ser utilizada nos
estudos de docking molecular (AutoDock
Vina 1.1.2). O perfil ADMET dos compostos
selecionados também foi avaliado. Por fim,
simulacdes de dindmica molecular foram
realizadas para um conjunto de compostos
selecionados (AMBER 16).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram selecionados 88 tiazois na literatura,
gue foram submetidos a simulagbes de
docking molecular com a proteina N de
SARS-CoV-2. Os tiazois que apresentaram
uma afinidade de ligacdo maior do que a
NTZ (-6,7 kcal mol?) foram

desconsiderados. Apds, as interagfes dos
compostos e o perfil ADMET foi avaliado,
resultado em 8 ligantes considerados
promissores. Os 8 ligantes foram
submetidos a simulagBes de dinamica
molecular, que permitiu mapear o perfil
farmacoférico necessario para uma melhor
interacdo com a proteina N de SARS-CoV-2

(Fig. 1).

Fig. 1: Perfil farmacoférico proposto para
interagc@o com a proteina N de SARS-CoV-2
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CONCLUSOES

A partir de estudos de modelagem
molecular, perfii ADMET e dinamica
molecular de tiazois analogos da NTZ, foi
possivel obter o perfil farmacoférico
necessario para uma maior interagdo com a
proteina N de SARS-CoV-2, com potenciais
inibidores sendo selecionados.
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INTRODUCAO

O SARS-CoV-2 possui proteinas nao
estruturais e estruturais. A nsp5 (main
protease, MP° ou 3CLP® é uma cisteino
protease crucial na replicagdo viral dentro da
célula hospedeiral. Estudos in vitro
demostraram que a nitazoxanida (NTZ), um
tiazol, exibiu atividade inibitoria contra o
virus da COVID-19, com um ECs, de 2,12
M2,

OBJETIVOS

O presente estudo busca por potenciais
inibidores da MP™° de SARS-CoV-2 através
da modelagem molecular de tiazois e da
busca por potenciais novos candidatos em
bancos de dados disponiveis na literatura.

METODOLOGIA

Inicialmente, foram selecionados a NTZ e 87
tiazois analogos com atividade bioldgica
documentada. A estrutura desses ligantes
foi otimizada e caracterizada como minimo
na superficie de energia potencial através de
célculos de frequéncia harmbnica usando o
método semiempirico PM3 em fase gasosa,
com o programa ORCA 5.0.1.

A estrutura da MP™ (PDB 6W63) foi obtida do
Protein Data Bank. Foram realizados
estudos de docking molecular utilizando o
software Autodock Vina 1.1.2. Além disso,
foi realizada uma avaliacao in silico do perfil
farmacocinético e toxicoldgico (ADME/Tox)
utilizando 0s servidores pkCSM
pharmacokinetics, OSIRIS Property Explorer
e StopTOX.

Por fim, foi realizada a preparacdo do
sistema para a dindmica molecular através
do programa CHARMM-GUI e realizacdo
das simulacbes de dindmica molecular da
NTZ e dos tiazois selecionados na etapa
anterior com a MP™ (programa Amber).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos estudos de docking molecular da NTZ e
seus 87 analogos com a MP®, ndo foram
consideradas aquelas que apresentaram
afinidade de ligacdo (AL) superior a NTZ (-
6,4 kcal mol?). Na andlise ADMET,
compostos com propriedades desfavoraveis
para um potencial farmaco contra o SARS-
CoV-2 foram descartados, como
hepatotoxicidade, toxicidade oral aguda,
mutagenicidade, tumorigenicidade e efeitos
irritantes. Os compostos ID 56, 68, 78 e 79
foram selecionados e submetidos a
simulagBes de dinamica molecular. Através
da dindmica da NTZ foi possivel perceber
que durante toda a simulacdo (100 ns), a
NTZ permaneceu no sitio ativo da MP?,
interagindo com residuos mais polares
(Thr190 e GIn192).

CONCLUSOES

Este estudo realizou uma avaliagéo in silico
da interacdo entre NTZ e 87 tiazois com a
proteina MP© do SARS-CoV-2. Baseado nos
estudos de docking molecular e perfil
ADMET dos compostos, foram selecionados
os tiazois ID 56, 68, 78 e 79 para simulacbes
de dindmica molecular. A simulacdo da
dindmica molecular da NTZ revelou sua
persisténcia no sitio ativo da proteina, com
interacdes significativas com residuos
polares, especialmente Thr190 e GIn192.
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Family of YcgR homologs that binds c-di-GMP in Leptospirales



Aline Biazola Visnardi¹$, Rodolfo Alvarenga Ribeiro¹, Anacleto Silva de Souza1,

Tania Geraldine Churasacari Vinces2, Edgar E. Llontop3, Anielle Salviano de

Almeida Ferrari¹, Gabriela Roberto Silva¹, Chuck Shaker Farah3, Rogerio Corte
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de Souza¹*
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4 Federal University of São Paulo, Department of Chemistry, São Paulo, Brazil ________________

INTRODUÇÃO

The Leptospiraceae family, which includes the genera Leptospira, Leptonema, and Turneriella within the order Spirochaetales, is a diverse group characterized by the presence of spirochetes, particularly the versatile Leptospira species. These spirochetes, comprising both saprophytic and pathogenic strains, demonstrate adaptability to various environments. Genome analysis of Leptospira interrogans, a pathogenic species, revealed the presence of proteins containing PilZ domains, whose expression has been confirmed by proteomics and may play a significant role in spirochete biology. PilZ domain proteins have the potential to bind to the second messenger cyclic diguanylate monophosphate (c-di- GMP), a key regulator of various cellular processes, including biofilm formation, motility, and virulence factors.



OBJETIVOS

The aim of this study is to investigate, through structural and biochemical methods, whether the PilZ domains of L. interrogans retain the ability to bind c-di- GMP.



METODOLOGIA

Initially, we started by cloning the gene with locus_tag LIC_11920 into an expression vector, where the gene is fused to a 6×His tag at its N-terminal end. The gene was expressed in E. coli BL21(DE3)-RIL cells and purified using chromatography techniques. We evaluated the ability of this protein to dimerize using SEC-MALS (Size Exclusion Chromatography – Multiple Angle Light Scattering) assays to determine its experimental molecular mass. To test the protein's affinity for c-di- GMP, we performed ITC (Isothermal Titration Calorimetry).



RESULTADOS E DISCUSSÃO

As a result, we can state that LIC_11920 is a monomeric protein in solution, and ITC analyses showed that LIC_11920 has a high affinity for c-di-GMP.



CONCLUSÕES

To expand the analysis, we also intend to study the paralogs of this protein that contain the same domain architecture: LIC_10049, LIC_12723, LIC_12994, and LIC_14002.
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Computational Modeling of Vasoactive Intestinal Peptide Binding to

Receptor Variants VPAC1 and VPAC2



Matheus Henrique Reis1,3, Deborah Antunes1,2 e Ernesto Raul Caffarena3



1 Instituto Oswaldo Cruz. Fundação Oswaldo Cruz – Fiocruz

2 Laboratório de Genômica Aplicada e Bioinovações. Fundação Oswaldo Cruz - Fiocruz

3 Programa de Computação Científica. Fundação Oswaldo Cruz - Fiocruz

________________

INTRODUCTION

Vasoactive Intestinal Peptide (VIP) is a 28-amino acid neuropeptide belonging to the glucagon/secretin superfamily. VIP is widely distributed throughout the human body and mediates diverse biological functions, including anti-inflammatory and immunoregulatory roles in the immune  system. Owing to these properties, VIP has been investigated for its potential therapeutic applications against viral infections such as HIV-1 and SARS-CoV-2. The biological functions of VIP are primarily transduced through three class B G protein-coupled receptors (GPCRs): VPAC1, VPAC2, and PAC1. These receptors exhibit genetic variants, and alterations in the GPCR structure can significantly affect ligand binding, G protein coupling, and downstream signaling.



OBJECTIVES

The aim of this study was to predict the structural characteristics of the variants and investigate their VIP binding profiles in the VPAC1 and VPAC2 receptors, as these are specific receptors for the peptide.



METHODOLOGY

The structural models were constructed using Alphafold2 through ChimeraX  software. The systems were prepared using CHARMM-GUI server and the protonation states assigned with PDB2PQR server. The Amber22 package was used to run 4-replicas simulations of 250 ns for each variant system. Trajectories were analyzed using the Gromacs package.



RESULTS AND DISCUSSION

Our analyses revealed that isoform 2 of the VPAC2 receptor lacks a folded extracellular  domain owing to a complete structural disorder. Furthermore, we identified specific mutations that affected the presence of critical cysteine residues, which can destabilize the extracellular domain and modulate VIP binding affinity across VPAC1 variants. In addition, VIP tilt angles in VPAC1 variants can affect the interaction of the peptide’s central residues with the extracellular loop 1 of receptor variants and binding affinity.



CONCLUSIONS

These findings provide a comprehensive understanding of the structural and dynamic determinants governing VIP- receptor interactions, which can inform the rational design of novel therapeutics targeting these receptor systems.



REFERENCES
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[2] A. Couvineau et. Al., (1994). Human  Intestinal VIP Receptor: Cloning and Functional Expression of Two cDNA Encoding Proteins with Different N-Terminal Domains. Biochemical and Biophysical Research Communications, 200(2), 769-776.
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Análise da Interação Entre o Inibidor DM43 e a Metalloendopeptidase de Veneno de Serpente BaP1
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INTRODUÇÃO

O envenenamento ofídico é uma condição de saúde negligenciada com altas taxas de mortalidade e morbidade [1]. A administração de soro antiveneno pode neutralizar os efeitos sistêmicos, mas os efeitos locais são apenas parcialmente neutralizados e podem levar à amputação do membro afetado [2]. Portanto, novas abordagens terapêuticas são necessárias para reduzir as altas taxas de morbidade associadas às picadas de cobra. O estudo de inibidores naturais de venenos ofídicos é promissor para o desenvolvimento de drogas complementares à soroterapia. Neste trabalho, analisamos a interação entre a proteína anti-hemorrágica DM43 isolada do gambá Didelphis aurita e a Metaloendopeptidase (SVMP) BaP1, utilizando uma abordagem de crosslinking associada à espectrometria de massas de alta resolução.



OBJETIVOS

Produzir um modelo estrutural do complexo DM43:BaP1 que seja condizente com os dados experimentais de crosslinking.



METODOLOGIA

O complexo BaP1:DM43, e os controles BaP1 e DM43 livres em solução, foram submetidos à reação de crosslinking monitorada por eletroforese em gel de poliacrilamida. Em seguida, as amostras foram enviadas para digestão proteolítica com LYS-C e tripsina, seguida de análise nLC-MS/MS em espectrômetro de massas QExactive HF_X. Os dados de nLC-MS/MS foram analisados utilizando o software Spectrum Identification Machine for Crosslinked Peptides e validados manualmente. Os crosslinks identificados foram utilizados para derivar restrições de distância, validadas topologicamente em modelos estruturais aplicando o software Topolink v19.156. Como o DM43 não possui estrutura experimental, modelamos-o usando AlphaFold v3.0, enquanto para BaP1 utilizamos a estrutura cristalina disponível no banco de dados PDB sob o número de acesso 1ND1. Os modelos estruturais do complexo BaP1:DM43 foram gerados por simulações de docking molecular com restrição de distância aplicando Haddock v2.4. Finalmente, a estabilidade da estrutura de BaP1 e do modelo de DM43 foram testadas em protocolos de simulação de dinâmica molecular (MD) aplicando Gromacs v2024.2, monitorando o número de crosslinks validados em função do tempo de simulação. A visualização e análise de modelos estruturais, estruturas cristalinas e simulações de dinâmica molecular foram realizadas pelo software VMD v1.9.4.



RESULTADOS E DISCUSSÃO

Os perfis eletroforéticos confirmaram a presença do complexo DM43-BaP1 estabilizado covalentemente. O mapa de interação para o Modelo DM43 apresentou sete crosslinks, e a estrutura BaP1 apresentou 5. O complexo de inibição DM43-BaP1 apresentou 17 crosslinks, 2 para D1:BaP1, 4 para D2:BaP1 e 11 para D3:BaP1. Investigamos a validação de crosslinks do modelo DM43 e da estrutura BaP1 usando o conjunto de dados anterior, aplicando simulações MD. Como a maioria dos crosslinks identificados estão em regiões flexíveis, estados de maior validação de crosslinks foram detectados apenas em conformações minoritárias em MD, mostrando aproximadamente 40% mais validações de crosslinks do que a média durante a simulação. A primeira tentativa de docking entre DM43 e BaP1 ocorreu pelo domínio D3, pois uma parte significativa das informações de crosslinking está neste domínio. O melhor modelo apresentou 50% de validação de crosslinking.



CONCLUSÕES

À medida que aprofundamos nossa compreensão da estrutura de DM43 e sua interação com BaP1, buscamos modelos estruturais do complexo DM43:BaP1 que se ajustem melhor aos dados experimentais. Esses modelos revelarão as regiões peptídicas de DM43 responsáveis pelo processo de inibição, levando potencialmente ao desenvolvimento de novos medicamentos que podem ser usados juntamente com a terapia antiveneno.
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INTRODUÇÃO

Protein folding is essential for robust biological function and long-term evolution.  The energy landscape theory of protein folding recognizes the importance of minimizing energetic conflicts between amino acids for successful folding. This theory assumes that protein sequences minimize frustration, resulting in rough funnel-like energy landscapes where native interactions are more favorable than non- native ones. However, this is not the case for repeat proteins, which are composed of tandem arrays of similar amino acid stretches. Being quasi-one-dimensional, the folding of the complete array is dominated by the local energetics within each repeat and its local neighbors, making the folding sensitive to small perturbations that may lead to the breakdown of cooperativity and the appearance of stable intermediates and subdomains.



OBJETIVOS

In this study, we examine the effect of local energetic frustration on the folding dynamics of ankyrin (ANK) repeat proteins, the most abundant repeat-protein family.



METODOLOGIA

We employ a structure-based model in which local frustration modulates the force field. The frustration of each amino acid in its native state is quantified using the FrustratometeR [1], allowing modulation by swapping contacts designated as frustrated and non-frustrated. We analyze the effects of these perturbations on ANK repeat protein folding using the energy landscape visualization method (ELViM) [2], which offers a representation of the conformational phase space. 



CONCLUSÕES

Our findings elucidate how frustration influences the energy landscape and folding pathways, enhancing our understanding of local frustration's impact on protein folding and aiding in designing repeat proteins with specific folding properties.
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