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RESUMO

Foram obtidos 57 peptideos pelo ICTA através da hidrélise de caseinato ovino e foram
detectadas atividades antidiabéticas devido a inibicdo da enzima DPP-IV em 8 desses
peptideos, sendo eles: DIPNPIGSENSGKITMPLW, EPVLGPVRGPFPILV,
IASAEPTVHSTPTTEAVVN, KNMAIHPR, KPWTQPKTNAIPYVRYL,
LYQEPVLGPVRGPFPILV, RFVVAPFPEVFR e RHPHPHLSFM. Esses peptideos
foram analisados via docagem molecular com o objetivo de analisar a viabilidade como
inibidores da DPP-IV para que 0s mais promissores sejam sintetizados pelo ICTA.
Dois requisitos foram determinados como necessarios para que exista a propriedade
inibitéria, que sao a afinidade (em kcal/mol) e a interacdo com os residuos-chave
(triade catalitica, S1 e S2). Foram utilizados as ferramentas e programas: Protein Data
Bank, UniProt, AlphaFold, CHARMM-GUI, AutoDock 4.2, AutoDock Tools, AutoDock
Vina, VinaSplit, OpenBabel, RasMol e VMD. Para fazer a docagem foram obtidos os
modelos 3D das estruturas da proteina e dos oito ligantes, esses modelos foram
checados/corrigidos, foi feita a preparacéo dos ligantes e a montagem da grade de
potencial, entdo foi feita a docagem molecular em triplicata através do AutoDock Vina.
Foram feitas 24 simulacdes no total, que foram analisadas nos quesitos afinidade
(kcal/mol) e os arquivos resultantes foram convertidos para permitir a sua analise de
interacdo com os residuos-chave pelo RasMol. As conformacdes que atingiram a
ambos 0S requisitos para apresentar atividade inibitoria séao
DIPNPIGSENSGKITMPLW, EPVLGPVRGPFPILV, KNMAIHPR, RFVVAPFPEVFR e
RHPHPHLSFM.

Palavras-chave: DPP-IV; docagem molecular; drug design; quimica computacional.



ABSTRACT

57 peptides were obtained by ICTA by the hydrolysis of ovine caseinate and
antidiabetic activity was detected in eight of those peptides, namely:
DIPNPIGSENSGKITMPLW, EPVLGPVRGPFPILV, IASAEPTVHSTPTTEAVVN,
KNMAIHPR, KPWTQPKTNAIPYVRYL, LYQEPVLGPVRGPFPILV, RFVVAPFPEVFR
and RHPHPHLSFM. They were analised via molecular docking to evaluate their
viability as DPP-IV inhibitors so that the most promising ones would be synthetized by
ICTA. Two requirements were determined as necessary for the inhibitory property
existance, they are the affinity (kcal/mol) and the interaction with the key-residues
(catalytic triad, S1 and S2). The tools and programs used were: Protein Data Bank,
UniProt, AlphaFold, CHARMM-GUI, AutoDock 4.2, AutoDock Tools, AutoDock Vina,
VinaSplit, OpenBabel, RasMol and VMD. In order to carry out the molecular docking,
the 3D models of the structures of the protein and the eight ligands were obtained, they
were checked/corrected, the ligand preparation was made and the grid box was
constructed. Then the molecular docking was carried out using AutoDock Vina in
triplicate. 24 simulations were made in total, the affinity analysis was made, then the
resulting files were converted to allow RasMol to analyse the interaction of the ligand
with the key-residues. The conformations that met both of the requirements to allow
for inhibitory activities are DIPNPIGSENSGKITMPLW, EPVLGPVRGPFPILV,
KNMAIHPR, RFVVAPFPEVFR, and RHPHPHLSFM.

Keywords: DPP-IV; molecular docking; drug design; computational chemistry.
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1 INTRODUCAO

Com o intuito de desenvolver um novo farmaco utilizando peptideos, foram
analisados no Instituto de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos (ICTA), na UFRGS, 57
peptideos obtidos através da hidrolise de caseinato ovino e foram detectadas
atividades antidiabéticas através da inibicdo da enzima DPP-IV. Desses 57 peptideos
foram selecionados os 8 mais provaveis de possuirem a propriedade inibidora da
DPP-IV para serem analisados via docagem molecular, a fim de identificar os
peptideos bioativos que possuem a propriedade inibidora de DPP-IV mais acentuada
para que o laboratdrio colaborador possa sintetizar os peptideos mais promissores.

A Dipeptil Peptidase 4 (DPP-1V) € uma enzima responsavel pela degradacao
da incretina, uma substancia que estimula a liberacao de insulina, por isso, inibidores
séo de grande interesse e existem numerosas estruturas conhecidas com potencial
inibitério aprovadas para o tratamento de diabetes tipo 2.

Os farmacos presentes no mercado para combater a diabetes como insulina,
hipoglicemiantes e secretagogos séo efetivos, mas possuem alguns efeitos colaterais
e ndo sao acessiveis financeiramente. Uma possivel solucdo para isso € a fabricacdo
de farmacos utilizando peptideos.

Existem muitos beneficios em utilizar peptideos como farmacos por possuirem
baixa toxicidade, além de serem encontrados na natureza, 0 que poupa etapas no
desenho do medicamento.

A docagem molecular ja é bastante explorada para drug design, inclusive para
a identificacdo de inibidores de DPP-IV, por ser um método eficiente e barato que
simula conformacdes e utiliza funcdes de escore para identificar as melhores de
acordo com os critérios escolhidos.

O modelo 3D da enzima foi obtido através do Protein Data Bank e os modelos
3D dos peptideos foram obtidos utilizando o UniProt para descobrir proteinas que
possuam a sequéncia de residuos que precisamos, 0s arquivos foram obtidos pelo
AlphaFold e os peptideos foram extraidos das estruturas fornecidas. Os peptideos
foram entdo otimizados pelo programa CHARMM-GUI para obtermos o modelo 3D

necessario para a docagem.
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Foram utilizados os programas AutoDock 4.2 e AutoDock Tools para fazer a
preparacdo dos ligantes, o programa AutoDock Vina para fazer a docagem e o
programa Vina Split para separar os resultados da docagem em arquivos individuais.

Para analisar a afinidade das conformacdes, foram lidos os arquivos log de
texto que possuem uma tabela com as afinidades das melhores conformacdes de
cada simulacéao.

Para analisar a interacdo das conformacdes com os residuos-chave, foram
utilizados o programa OpenBabel para converter arquivos .pdbgt em .pdb e o
programa RasMol para analisar os sitios de ligacdo das conformac¢des promissoras.

Também foi utilizado o programa Visual Molecular Dynamics (VMD) para gerar

as imagens das estruturas 3D.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Um estudo feito utilizando a FINDRISC (Finnish Diabetes Risk Score) em 2018
resultou em cerca de 22,1% dos 17.580 brasileiros testados estando sob risco de
desenvolver a diabetes tipo 2 nos préximos 10 anos.* Segundo dados da WHO (World
Health Organization), a diabetes tipo 2 representa cerca de 90% dos casos de
diabetes no mundo.?

Jé sdo conhecidos vérios inibidores de DPP-IV que tém seus efeitos positivos
comprovados quanto a degradacgdo da incretina e consequente regulacdo da glucose
no sangue e sdo aprovados para o tratamento de diabetes tipo 2.3

Atualmente existem no mercado a insulina, hipoglicemiantes e secretagogos
para combater a diabetes e os trés sao efetivos para seu propésito, mas podem
possuir alguns efeitos colaterais como retencdo de fluidos, problemas digestivos,
infeccbes do trato urinario e problemas cardiacos, portanto, uma alternativa mais
acessivel e com menores efeitos colaterais seria muito benéfica para a populacgdo.*

Peptideos sdo sequéncias curtas de aminoacidos contendo de 2 a 50
aminoacidos, enquanto uma proteina € composta de mais de 50 aminoacidos e pode
ser dividida em peptideos. A utilizacdo de peptideos como farmacos € muito vantajosa
em alguns sentidos, como a baixa toxicidade, grande seletividade e baixa acumulacéo
em tecidos, e por serem encontrados na natureza, varias etapas no desenho racional
de farmacos sdo poupadas.®

A Dipeptil Peptidase 4 (DPP-1V) € uma enzima responsavel pela degradacgéo
da incretina (que estimula a liberacdo de insulina), da alfa-amilase e da lipase
pancreatica e existem numerosas estruturas com potencial inibitério de sua atividade,
por isso, inibidores sdo de grande interesse na fabricacdo de medicamentos. ©

A docagem molecular € um método bastante explorado para drug design e para
a identificacao dos inibidores da DPP-IV, que simula as interagbes moleculares para
predizer as interacbes ligante-receptor a nivel molecular, além da orientagdo e
afinidade dos receptores e ligantes, o que viabiliza seu uso para selecionar potenciais
farmacos de maneira mais eficiente e barata. E muito eficaz para mdltiplos arranjos
intermoleculares e substratos, além de explorar efetivamente a hipersuperficie de
potencial com o uso de algoritmos.

A docagem simula a melhor conformacdo de acordo com os parametros

escolhidos e a partir dela diz a afinidade, orientagédo e modo de interag&o entre ligante
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e receptor, que pode ocorrer pelo modelo chave-fechadura ou pelo modelo de encaixe
induzido. O modelo chave-fechadura ocorre quando o receptor € rigido e o ligante se
adequa a ele para achar a conformagéo que faz o encaixe correto, 0 que demonstra
a importancia da compatibilidade geométrica. O modelo de encaixe induzido ocorre
guando tanto o receptor quanto os ligantes sao flexiveis o suficiente para mudar suas
conformacdes para fazer o encaixe correto, procurando a estrutura mais estavel e com
energia livre minima com o uso de um algoritmo.’

Sao utilizadas fungbes de escore para avaliar qual a melhor opcéo de acordo
com os parametros escolhidos e listar por afinidade em kcal/mol, para entdo serem
analisados para conferir se estéo interagindo suficientemente com os residuos-chave,
sendo esses a triade catalitica composta por serina (na posi¢ao 630), acido aspartico
(na posicao 708) e um tautdbmero prototrépico da histidina com o nitrogénio protonado
na posicédo delta (na posicdo 740), 8 o socket 1 (S1), composto por tirosinas (nas
posicdes 631, 662 e 666), valinas (nas posicdes 656 e 711) e triptofano (na posicéo
659), e 0 socket 2 (S2), composto por argininas (nas posi¢des 125 e 358), glutaminas
(nas posigcdes 203 e 206), fenilalanina (na posicao 357) e serina (ha posicdo 209).
Essas interacdes sdo necessarias para inibir a enzima.>* O objetivo é encontrar
conformacdes com uma afinidade de -7,5 kcal/mol ou menos que atendam aos
requisitos que dao a propriedade inibidora da DPP-IV.

Foram utilizados os programas Protein Data Bank, UniProt, AlphaFold,
CHARMM-GUI para a preparacao dos modelos 3D dos ligantes.

O Protein Data Bank é um banco de dados 3D estruturais de macromoléculas
bioldgicas determinados experimentalmente, que atualmente é o banco de dados mais
relevante para esse tipo de dados.®

O UniProt € um banco de dados de sequéncias proteicas que séo revisados
por especialistas para determinar o nivel de evidéncia experimental ou tedrica para
cada proteina e que permite a busca de sequéncias de peptideos para encontrar uma
proteina que contenha essa sequéncia.1?

O AlphaFold Protein Structure Database € um banco de dados de predi¢des de
estruturas proteicas 3D feito com inteligéncia artificial, permitindo a busca de proteinas
gue néo tém seus modelos disponibilizados em outros bancos de dados acessiveis.'!

O CHARMM-GUI é um programa académico de pesquisa usado para mecanica
e dindmica de macromoléculas, além da manipulacao de dados, permitindo a correcao

de arquivos .pdb criados ou néo formatados corretamente.?
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Foram utilizados os programas AutoDock, AutoDock Tools, AutoDock Vina e
VinaSplit para a docagem molecular.

O AutoDock e AutoDock Tools séo dois programas que devem ser usados em
conjunto para fazer uma docagem molecular, o AutoDock faz uso de algoritmos de
busca de conformacfes que podem ser genéticos ou lamarckianos, célculos
semiempiricos de energia livre e permite a docagem de receptores rigidos com
ligantes rigidos ou flexiveis.'®* O AutoDock Tools é utilizado para facilitar o processo
de entrada de modelos 3D, a protonacgédo, célculo de cargas e a especificacdo das
ligacdes rotacionais para o Auto Dock.

O AutoDock Vina € um programa de docagem molecular que utiliza algoritmos
de busca de conformacdes genéticos, calculos semiempiricos de energia livre e
permite a docagem de receptores rigidos com ligantes rigidos ou flexiveis. Além disso,
nao possui a limitacdo de graus de liberdade que o AutoDock possui (0 AutoDock é
recomendado para graus de liberdade torcionais proximos de 10 e possui um limite
de 32), assim permitindo a docagem de ligantes maiores e mais complexos, que € o
caso desse experimento.14

O VinaSplit € um programa que separa o arquivo de saida do AutoDock Vina
gque contém as nove melhores conformagbes em nove arquivos com uma
conformacao cada.

Para a analise dos resultados, foram utilizados OpenBabel, RasMol e Visual
Molecular Dynamics.

O OpenBabel € uma ferramenta de conversdo de estruturas quimicas em
diferentes formatos utilizados para dados quimicos que também permite a pesquisa
ou analise de dados em formatos comumente utilizados na quimica computacional.'®

O RasMol é um programa de visualizacdo de estruturas 3D que permite a
demonstracdo de diferentes maneiras de cadeias ou moléculas especificas para
analise com uma interface simples.

O Visual Molecular Dynamics (VMD) é um programa de visualizagdo e analise
de estruturas 3D que possui variados tipos de renderizacdo de imagem e métodos de

coloragdo e também suporta uma alta resolucéo.
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3 OBJETIVOS

Objetivo geral: Estudar mediante métodos computacionais as interacdes entre
a proteina DPP-IV e oito peptideos com possivel acdo inibitoria, visando a producgéo
de farmacos de combate a diabetes.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Obter a estrutura 3D da proteina DPP-IV utilizando banco de dados e modelar
a estrutura 3D secundaria de oito peptideos obtidos pela hidrélise de caseinato ovino
utilizando bancos de dados e ferramentas de inteligéncia artificial.

Preparar receptor e ligantes para o estudo via docagem molecular, além da
preparacao do arquivo de configuracéo para a docagem.

Realizar a docagem em triplicata dos oito ligantes na proteina DPP-IV.

Analisar detalhadamente os resultados de afinidade e de interacdo com 0s

residuos-chave da proteina dos peptideos mais promissores para a posterior sintese.
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4 DESENVOLVIMENTO

4.1 OBTENCAO DOS MODELOS 3D

A proteina receptora é a DPP-IV e os oito peptideos selecionados pelo ICTA
foram os  seguintes: DIPNPIGSENSGKITMPLW, EPVLGPVRGPFPILV,
IASAEPTVHSTPTTEAVVN, KNMAIHPR, KPWTQPKTNAIPYVRYL,
LYQEPVLGPVRGPFPILV, RFVVAPFPEVFR e RHPHPHLSFM, todos sao
oligopeptideos e estdo representados pela simbologia de uma letra para residuos de
aminoécidos.

Primeiramente foram obtidos os modelos 3D dos receptores e ligantes. O
modelo da enzima foi obtido no formato .pdb pela base de dados Protein Data Bank,
com o codigo de identificacdo 4A5S, uma estrutura cristalina de DPP-IV humana em
complexo com um inibidor. Na Figura 1 estd o modelo 3D da DPP-1V, além da triade

catalitica, socket S1 e socket S2.

Figura 1: Da esquerda para a direita e de cima para baixo estédo representados o modelo 3D da DPP-
IV, a triade catalitica, o socket S1 e o socket S2. Imagem gerada pelo VMD.
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Os modelos dos peptideos foram obtidos utilizando primeiramente a ferramenta
de pesquisa UniProt para identificar quatro proteinas que possuem 0s oito peptideos
em sua estrutura, todas pertencentes a ovelhas, sendo elas a alfa-S1-caseina, de
codigo de identificacdo P04653 e gene CSN1S1 contendo RFVVAPFPEVFR e
DIPNPIGSENSGKITMPLW em sua estutura (nas posicbes 37-48 e 196-214,
respectivamente), a alfa-S2-caseina, de codigo de identificacdo P04654 e gene
CSN1S2 contendo KNMAIHPR e KPWTQPKTNAIPYVRYL em sua estrutura (nas
posicdes 40-47 e 207-223, respectivamente), a beta-caseina, de coédigo de
identificacdo P11839 e gene CSN2 contendo EPVLGPVRGPFPILV e
LYQEPVLGPVRGPFPILV em sua estrutura (nas posicdes 205-222 e 208-222,
respectivamente), e a kappa-caseina, de coédigo de identificacdo P02669 e gene
CSN3 contendo RHPHPHLSFM e IASAEPTVHSTPTTEAVVN em sua estrutura (nas
posices 118-127 e 146-164, respectivamente). A alfa-S1-caseina, a beta-caseina e
a kappa-caseina tém sua existéncia comprovada experimentalmente, enquanto a alfa-
S2-caseina tem a existéncia de uma transcricdo dessa proteina indicada pela
expresséao do gene.

Os modelos das quatro proteinas foram obtidos no formato .pdb através do
AlphaFold, utilizando seus cddigos de identificacao.

Apos isso foi feita a extracdo dos peptideos do modelo da proteina, para isso
os arquivos .pdb foram convertidos em arquivos .txt , que foram editados para manter
apenas as moléculas nas posi¢des de interesse, assim gerando oito arquivos de texto
contendo os modelos 3D dos peptideos, que foram entdo convertidos para o formato
.pdb novamente.

Todos os modelos foram analisados utilizando o programa CHARMM-GUI, no
modo PDB Reader & Manipulator, onde foi feito o upload dos arquivos .pdb com a
opcao Check/Correct PDB Format e nédo foi selecionada nenhuma manipulacéo, e
entdo foram obtidos os 9 modelos 3D necessarios (receptor e oito ligantes) para fazer
a docagem molecular. Na Figura 2 estdo representados os modelos 3D dos oito
ligantes. Na Figura 3 estdo representadas as estruturas secundarias dos modelos 3D

dos oito ligantes.
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Figura 2: Da esquerda para a direita e de cima para baixo estdo representados os modelos 3D das
estruturas dos oito ligantes: DIPNPIGSENSGKITMPLW, EPVLGPVRGPFPILV,
IASAEPTVHSTPTTEAVVN, KNMAIHPR, KPWTQPKTNAIPYVRYL, LYQEPVLGPVRGPFPILV,
RFVVAPFPEVFR e RHPHPHLSFM. Imagem gerada pelo VMD.

Figura 3: Da esquerda para a direita e de cima para baixo estéo representados os modelos 3D, com
as estruturas secundarias em azul, das estruturas dos oito ligantes: DIPNPIGSENSGKITMPLW,
EPVLGPVRGPFPILV, IASAEPTVHSTPTTEAVVN, KNMAIHPR, KPWTQPKTNAIPYVRYL,
LYQEPVLGPVRGPFPILV, RFVVAPFPEVFR e RHPHPHLSFM. Imagem gerada pelo VMD.

Mr\/\/\,\
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4.2 PREPARACAO DOS LIGANTES

O proximo passo € a preparacdo dos ligantes, que foi feita utilizando os
programas AutoDock 4.2 e AutoDock Tools, primeiro fazendo a leitura do modelo 3D
do receptor, editando a estutura para adicionar os hidrogénios que ndo estavam
presentes e gerando um novo arquivo .pdb.

Em seguida foi feita a leitura do receptor e o AutoDock Tools fez a otimizagao
dos parametros, deletando a agua e utilizando uma constante para simular um meio
continuo de 4gua e deletando cadeias e ligantes extras que ndo serdo importantes
para a simulacdo, também séo geradas as grades de potencial ao redor do receptor,
assim gerando um novo arquivo .pdbqt. Isso foi feito para cada um dos ligantes,
resultando em oito arquivos .pdbqt.

Além disso, também foi criado um arquivo vina.conf com as configuracfes da
grade de potenciais para futuro uso no AutoDock Vina, contendo as dimensdes
configuradas em 63x63x63 (com base nas dimensdes utilizadas no AutoDock, que
sao 96x96x96, com uma resolucao de 0,375 angstrom, esse valor foi escolhido para
manter a caixa do mesmo tamanho), o ponto central da grade, nas coordenadas
13,532 no eixo X, 26,462 no eixo Y e 55,847 no eixo Z, e o nivel de exaustdo 10, um
parametro interno para insisténcia do programa em determinada conformacéo.

4.3 DOCAGEM MOLECULAR

Para a docagem molecular foi utilizado o programa AutoDock Vina, executado
em Linux nos computadores do Grupo de Quimica Teérica (GQT) da UFRGS.

Foram utilizando os arquivos vina.conf, ligantes e receptor para iniciar a
docagem. As simulacdes foram feitas em triplicatas em 100 passos para as
conformacgdes, selecionando as nove conformagdes com melhor afinidade em cada
uma das simulagdes feitas por cada ligante.

Para isso foi feito um script para fazer as vinte e quatro simulacdes (trés para

cada ligante) em sequéncia, que esta demonstrado na Figura 4.
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Figura 4: Script utilizado para fazer a docagem.
#1/bin/csh -f
foreach 1 (DIPNPIGSENSGKITMPLW EPVLGPVRGPFPILV IASAEPTVHSTPTTEAVVN KNMAIHPR KPWTQPKTMAIPYVRYL LYQEPVLGPVRGPFPILV RFVVAPFPEVFR RHPHPHLSFM)
mkdir result_DPP4 fit_${1}
foreach r (DPP4)
foreach t (1 2 3)
echo Processing receptor $r ligand $1 replica $t
/home/alexandre/work --config vina.conf --cpu 1 --receptor $r.pdbgt --ligand $1l.pdbgt --out ${r}_${1}_out_${t}.pdbgt --log ${r}_${1}log_${t}.txt
/home/alexandre/work --input ${r}_${1}_out_${t}.pdbgt --ligand ${r}_${1}_${t}_
mv ${r}_${1}* result DPP4 fit ${1}
end
end
cd ./result_DPP4_fit ${1}
cat ../DPP4.pdbgt > complex ${r}_${1}.pdbqt
foreach t (1 2 3)
cat ${r} ${1} ${t} 1.pdbgt >> complex ${r} ${1}.pdbqt
end
cd ..
end
exit

O script consiste nos comandos: foreach (implementa um ciclo em que as
variaveis sao obtidas por uma ou mais listas), mkdir (criar diretério), echo (apresentar
uma linha de texto ou string), mv (mover e renomear arquivos ou diretorios), cd
(acessar diretério), cat (concatenar: lista, combina e escreve arquivos no formato
padrao), end (termina um ciclo) e exit (fecha o terminal e finaliza todos os processos
sendo executados no terminal), além dos arquivos discutidos anteriormente com seus
enderecos e os diretdrios relevantes.

O script foi executado com o comando nohup (nohangups: faz o processo
ocorrer no plano de fundo, para que o terminal possa ser utilizado enquanto o
processo € executado) para iniciar a docagem molecular. Durante o processo foi
utilizado o comando top (apresenta todos 0s processos sendo executados no sistema)
para conferir se as simula¢des estdo sendo executadas corretamente. As simulacées
demandaram cerca de 100 horas no total.

Para cada ligante, foram obtidos 34 arquivos resultantes, que incluem a
estrutura do complexo formado, um arquivo contendo as nove conformacfes
resultantes um para cada simulacédo da triplicata (3 arquivos), nove arquivos contendo
as conformacdes de melhor afinidade para cada uma das trés simulagdes feitas por
ligante (27 arquivos), e um arquivo log em formato de texto contendo os resultados

para cada simulacéo da triplicata (3 arquivos).
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Primeiramente foram checados os 24 arquivos log que mostram as melhores

conformacdes de cada simulacdo de acordo com a afinidade. A melhor conformacéo

de cada simulacdo estéa representada na Tabela 1.

Tabela 1: Resultados das afinidades para a melhor conformacéo de cada simulacéo feita na docagem.
Em negrito estéo os resultados mais promissores.

Ligante Afinidade da | Afinidade da | Afinidade da
primeira segunda simulacéo | terceira simulagéo
simulagao

DIPNPIGSENSGKITMPLW | -7,7 kcal/mol -7,7 keal/mol -7,7 keal/mol

EPVLGPVRGPFPILY -8,9 kcal/mol -8,7 kcal/mol -8.5 kcal/mol

IASAEPTVHSTPTTEAVVN | -7 .4 kcal/mol -7,0 kcal/mol -7,6 kcal/mol

KMNMAIHPE -7,6 keallmol -7,6 keallmol -7,6 keal/mol

KPWTQPKTNAIPYVRYL | -7,8 kcal/mol -7,7 keal/mol -7,9 keal/mol

LYQEPVLGPVRGPFPILV | -7.,9 kcal/mol -7.9 keal/mol -8,9 kcal/mol

RFVVAPFPEVFR -9,2 kcal/mol -7.,9 kcal/mol -7.8 kcal/mol

RHPHPHLSFM -8,6 kcal/mol -6,9 kcal/mol -7.,3 keal/mol

As conformacfes que mais se destacaram foram as trés do

EPVLGPVRGPFPILV, a terceira do LYQEPVLGPVRGPFPILV e as primeiras do
RFVVAPFPEVFR e RHPHPHLSFM.

Apos isso, foram convertidos os arquivos .pdbqt da conformacdo de melhor
afinidade de cada simulacdo para .pdb e concatenados com o arquivo .pdb da
proteina, para formar um arquivo do complexo para cada ligante de cada simulagéo
individualmente.

As 24 conformacdes foram entdo analisadas com o programa RasMol, onde foi
selecionada a cadeia da proteina e as op¢des Display>Ribbons e Colours>Structure.
do
Display>Sticks e Colours>CPK. Apos isso, foram selecionados os residuos-chave nas
posi¢des 630, 708 e 740 para a triade catalitica, 631, 656, 659, 662, 666 e 711 para o
S1 e 125, 203, 206, 209, 357 e 358 para 0 S2 e as opcdes Display>Spacefill e
Colours>Group para todos. Na Figura 5 esta um exemplo de analise utilizando o
RasMol.

Em seguida foi selecionada a cadeia ligante e as opcdes
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Figura 5: Exemplo de analise de interacdo da melhor conformacdo da primeira simulacdo da
RFVVAPFPEVFR utilizando o RasMol.

Os resultados das analises estao dispostos na Tabela 2.

Tabela 2: Resultados das interagBes com sitios ativos relevantes para a melhor conformacao de cada
simulagcdo. Em negrito estdo os resultados mais promissores.

Ligante Interagbes  com | Interagbes  com | Interagdes  com
sitios ativos | sitios ativos | sitios ativos
relevantes na | relevantes na | relevantes na
primeira simulagéo | seqgunda terceira simulagao

simulagao

DIPNPIGSENSGKITMPLW | Triade, S$1, S2 Triade, S1, S2 Triade, S1, S2

EPVLGPVRGPFPILV Triade, $1, S2 Triade, $1, S2 52

IASAEPTVHSTPTTEAVVN | S2 S2 S2

KNMAIHPR Triade, $1, 52 Triade, $1, 52 Triade, $1, S2

KPWTQPKTNAIPYVRYL | S2 52 52

LYQEPVLGPVRGPFPILY | 52 S2 S2

RFVVAPFPEVFR Triade, S$1, S2 Nenhuma Triade, S1, S2

RHPHPHLSFM Triade, $1, S2 Triade, $1, S2 52
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As interacdes com os trés residuos-chave sdo essenciais para existir o carater
inibitério da proteina, os peptideos que apresentaram pelo menos uma conformacéao
com essas interacoes foram: DIPNPIGSENSGKITMPLW, EPVLGPVRGPFPILV,
KNMAIHPR, RFVVAPFPEVFR e RHPHPHLSFM, com destaque para
DIPNPIGSENSGKITMPLW e KNMAIHPR que tiveram as trés conformacdes
atendendo aos requisitos.

Todas as conformacdes dos peptideos [|ASAEPTVHSTPTTEAVVN,
KPWTQPKTNAIPYVRYL e LYQEPVLGPVRGPFPILV apresentaram interacoes
relevantes apenas com o S2, assim como a terceira simulacdo dos peptideos
EPVLGPVRGPFPILV e RHPHPHLSFM. A segunda simulacdo do RFVVAPFPEVFR
ndo demonstrou interacées com nenhum sitio ativo relevante.

Comparando as duas tabelas, podemos selecionar os peptideos com melhores
afinidades que atendem aos requisitos estéricos, sendo esses EPVLGPVRGPFPILV,
RFVVAPFPEVFR e RHPHPHLSFM, seguidos de DIPNPIGSENSGKITMPLW e
KNMAIHPR.

EPVLGPVRGPFPILV apresentou conformagdes com 6timas afinidades e duas
delas com boas interacées, RFVVAPFPEVFR teve a melhor conformacé&o no geral na
primeira simulacdo de sua triplicata e RHPHPHLSFM teve uma conformacdo com
otima afinidade e interacao.

DIPNPIGSENSGKITMPLW e KNMAIHPR apresentaram bons resultados de
afinidade e interacbes em todas as suas simulagbes, mas com uma afinidade um
pouco menor que os trés citados anteriormente.

LYQEPVLGPVRGPFPILV apresentou uma conformacdo com 6tima afinidade,
mas sem intera¢des com o0s sitios ativos relevantes, nao cumprindo um dos requisitos
necessarios.

Foi utilizado o VMD para gerar imagens das estruturas dos complexos das
conformacdes mais promissoras, que cumpriram ambos os requisitos de afinidade e

interacdo com os residuos chave e estédo representados na Figura 6.
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Figura 6: Da esquerda para a direita e de cima para baixo estdo os modelos 3D das estruturas dos
complexos das conformacfes mais promissoras: EPVLGPVRGPFPILV 1, EPVLGPVRGPFPILV 2,
RFVVAPFPEVFR 1 e RHPHPHLSFM 1. Imagem gerada pelo VMD.
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6 CONCLUSAO

A docagem molecular utilizando o AutoDock Vina se demonstrou um método
eficiente e relativamente rapido para a simulagdo de ligante-receptor, houve uma
variancia nas afinidades e interacdes com residuos-chave em alguns peptideos na
triplicata devido ao uso de algoritmo genético para a busca de conformacoes.

O RasMol foi muito efetivo na discriminacédo e andlise do ligante e dos sitios
ativos de maneira simples e rapida.

Foram encontrados alguns problemas na execucao do AutoDock 4.2, AutoDock
Tools e AutoDock Vina nas suas versdes para Windows, mas nao apresentaram
problema algum em sua execucdo em Linux.

Os peptideos EPVLGPVRGPFPILV, RFVVAPFPEVFR e RHPHPHLSFM
apresentaram Otimas conformacfes que sugerem seu carater inibitério da enzima
DPP-IV, assim como DIPNPIGSENSGKITMPLW e KNMAIHPR que tiveram
conformacdes com afinidades satisfatorias e boas interacdes com os sitios ativos, que
também sugerem um carater inibitério. Os peptideos IASAEPTVHSTPTTEAVVN,
KPWTQPKTNAIPYVRYL e LYQEPVLGPVRGPFPILV nédo obtiveram nenhuma
conformacao que satisfaca o requisito das interacdes com os residuos-chave, por
esse motivo ndo é provavel que sejam inibidores da enzima em questao.

Dito isso, os peptideos que devem ser sintetizados por possuirem grandes
possibilidades de serem inibidores da enzima DPP-IV sdo: EPVLGPVRGPFPILV,
RFVVAPFPEVFR, RHPHPHLSFM, DIPNPIGSENSGKITMPLW e KNMAIHPR.
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