Foevyistay Virteraad efe Cerirndicar

As Multiplas Contribui¢coes para a Complexac¢ao Proteina-Ligante:
Consequéncias em Drug Design
Guimaraes, C. R. W.
Rev. Virtual Quim., 2012, 4 (4), 348-364. Data de publicacdo na Web: 18 de julho de 2012
http://www.uff.br/rvg

The Many Contributions to Protein-Ligand Binding: Implications in Drug Design

Abstract: The protein-ligand binding event is exceedingly complex with several contributions playing
important roles in determining the affinities of compounds against biological targets. The net binding
free energy is a fine balance between contributions that oppose binding, such as individual ligand and
protein penalty terms (interactions lost with the solvent, strain, and also entropy losses), and those
that favor it like protein-ligand intermolecular interactions and the release of waters from binding
sites. Here, some of the most important contributions to Protein-Ligand binding are analyzed. Deep
knowledge of those contributions is of fundamental importance in Medicinal Chemistry since it can
enhance drug design effectiveness, enabling the generation of compounds with improved potency and
desirable properties.

Keywords: Protein-ligand binding; enthalpic contributions; entropic contributions; intermolecular
interactions.

Resumo

O processo de complexacdo proteina-ligante é extremamente complicado e no qual diversas
contribuicGes desempenham papel crucial na afinidade entre moléculas pequenas e seus alvos
bioldgicos. A energia livre de complexacdo é resultado de um balango sensivel entre contribuicdes que
se opdem a complexacdo, como termos de penalidade para o ligante e a proteina (perda de interacdes
com o solvente, deformacdo intramolecular e perdas entrdpicas), e as que a favorecem como
interacGes intermoleculares proteina-ligante e a liberacdo de d4guas do sitio ativo. Neste artigo,
algumas das contribuicdes mais importantes para a complexacdo sdo dissecadas. O conhecimento
profundo delas é de fundamental importdncia em Quimica Medicinal ja que permite uma maior
eficiéncia em ciclos de otimizacdo de compostos lideres, acarretando na geracdo de andlogos com
maior afinidade e propriedades desejaveis.

Palavras-chave: Complexagdo proteina-ligante; contribui¢cdes entdlpicas; contribuigdes entrdpicas;
interagdes intermoleculares.

* Pfizer Global Research & Development, Worldwide Medicinal Chemistry Department, 620 Memorial Drive,
Cambridge, MA, USA.

[*1 cristiano.guimaraes@pfizer.com

DOI: 10.5935/1984-6835.20120027

Rev. Virtual Quim. |Vol 4| |No. 4| |348-364| 348


http://www.uff.br/rvq
mailto:cristiano.guimaraes@pfizer.com
http://dx.doi.org/10.5935/1984-6835.20120027

Volume 4, Nimero 4

Julho-Agosto 2012

Revista Virtual de Quimica
ISSN 1984-6835

As Multiplas Contribuigdes para a Complexa¢ao Proteina-Ligante:
Consequéncias em Drug Design

Cristiano R. W. Guimaraes

Pfizer Global Research & Development, Worldwide Medicinal Chemistry Department, 620 Memorial Drive,
Cambridge, MA, USA.

* cristiano.guimaraes@pfizer.com

Recebido em 28 de junho de 2012. Aceito para publicacéo em 12 de julho de 2012

1. Introdugao

2. O efeito hidrofébico (26w)

spe ;. . lig lig 1
3. Perdas entalpicas e entrépicas do ligante (2Hira, 25conr, @ 45,)

~ . pin-lig
4. Interagoes intermoleculares (2H ... )

4.1. LigagOes hidrogénio e pontes salinas
4.2. LigagOes halogénio

4.3. Interagdes n-nt

4.4. Interacoes cation-nt

4.5. Interacdes hidrofdbicas

5. elF4E e analogos de m7GTP — Um exemplo do papel de diferentes contribuigdes na complexagao

Proteina-Ligante

6. Consideragoes finais

1. Introducgao

O processo de complexacdo proteina-ligante
(Figura 1) é extremamente complicado no qual

complexacdo (AGp,y) € resultado de um balanco
sensivel entre contribuicbes que se opdem a
complexacdo e aquelas que a favorecem (Tabela 1). O
conhecimento profundo destes efeitos é de
fundamental importancia na Quimica Medicinal ja
que permite ganhos em eficiéncia em ciclos de

diversas contribuicdes desempenham papel R )
determinante na afinidade entre moléculas pequenas otimizagdo de compostos lideres.
e seus alvos biologicos. A energia livre de
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Figura 1. O processo de complexagdo proteina-ligante e a energia livre associada (AGy;ng)
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A Tabela 1 resume os efeitos em jogo durante a
complexagdo e organiza os que estdo a seu favor em
correspondéncia com os que a opéem. Do ponto de
vista exclusivo do solvente, ha um ganho entrépico e
entalpico quando as moléculas de agua ao redor do
ligante e no sitio ativo da proteina sao liberadas para
se difundirem em solucdo e interagirem otimamente
entre si. Estes ganhos sdo opostos por uma perda
entalpica relacionada a perda de interagGes ligante-
solvente e proteina-solvente. O préximo par de
efeitos corresponde a perdas entrépicas
translacionais e rotacionais do ligante e proteina ao se
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complexarem que sdo atenuadas em parte pela
entropia residual vibracional ganha no complexo.
Finalmente, o ganho entdlpico proveniente das
interacBes intermoleculares proteina-ligante, talvez o
efeito mais importante para afinidade e
especificidade, é oposto pelas perdas entrdpicas
conformacionais, torcionais e vibracionais do ligante e
proteina, além da perda entdlpica relacionada a suas
deformagdes no complexo. Eq 1 organiza as
contribuicdes entalpicas e entrépicas para o processo
de complexacdo descritas na Tabela 1 em azul (a
favor) e vermelho (opostas).

Tabela 1. Contribui¢es entalpicas e entrdpicas que favorecem e opdem a complexacgdo proteina-ligante.

A favor

Opostas

Ganhos entrépico e entalpico do solvente devido ao

efeito hidrofébico
(26.)

Perda das interacées ligante-solvente e proteina-
solvente
(f_\.H“g AHET

desolv’ desolv )

Entropia residual no complexo proteina-ligante

)

pin-lig

(A5

Perdas entrdpicas translacionais e rotacionais para
ligante e proteina
(ASoriner AS, o, ASTT L ASTE)

trans’ rott trans’

InteragBes intermoléculas entre ligante e proteina

pr-lig
inter )

(ﬂ.H

Perda enta
e da proteina no complexo
(AHghe AHYL,)

pica relacionada a deformacdo do ligante

Perdas entrdpicas conformacionais, torcionais e
vibracionais para ligante e proteina

(4514, A58, 851, ST, ASTET, ASTE)

+ AHP™

desoly

AGping = (MG, +DH S

desoly

pendig A prlis
("‘\‘Himsr + ‘jHivm'n intra conf

A intengdo das préximas subsec¢bes ndo é analisar
todas as contribuicdes descritas acima, mas sim
aquelas sobre as quais o Quimico Medicinal possui
maior controle e compreensdao. Por exemplo,
contribuicdes relacionadas exclusivamente a proteina,
sejam elas entalpicas ou entrépicas, sdo dificeis de
prever e estimar através de métodos computacionais
ja que envolvem muitos dtomos (incerteza entdlpica)
e graus de liberdade (incerteza entrdpica).

2. O efeito hidrofébico (26w)

Moléculas de dgua desempenham um papel crucial
no processo de complexagdo proteina-ligante.
Algumas sao liberadas do sitio ativo de proteinas para
a cavidade existente em solucdo, previamente
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ocupada pelo ligante, quando do processo de
complexagdo (Figura 2). Do ponto de vista exclusivo
das interagGes entre moléculas de agua, fica claro que
sitios de hidratacdo em cavidades dentro de proteinas
(em azul na Figura 2) estdo fadados a ligacGes
hidrogénio subdtimas e a um menor numero de
maneiras de se organizarem em relagdo a moléculas
de agua em solucdo. Desta forma, a liberagdo de
aguas de sitios ativos de proteina, particularmente
das regides mais hidrofdbicas, resulta em grandes
ganhos entalpicos e entrdpicos (26.) para AGsma. Este
efeito é mais comumente conhecido como efeito
hidrofébico. AG:. também ¢é favoravel quando
moléculas de aguas que se encontram em regides
polares de proteinas sdo liberadas para solugdo;
nenhum ambiente é mais propicio para moléculas de
dgua interagirem entre si do que a solugdo. Porém, tal
ganho é oposto por uma grande contribuicdo
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entalpica desfavoravel
interagOes proteina-solvente

proveniente da perda de
(AHZazor).

desoly

Embora sitios de hidratacdo em proteinas sejam
identificados por cristalografia de raio-X, o
experimento nao fornece nenhuma informacdo em
relagido a suas propriedades termodinamicas. A
habilidade de prever computacionalmente as
propriedades estruturais e termodinamicas de
moléculas de dgua em sitios ativos de proteinas tem
sido objeto de pesquisa de varios grupos.'® Os
primeiros estudos foram baseados em simula¢des que
computam a energia-livre de complexagdo de
moléculas de dgua em localiza¢Ges especificas do sitio
ativo.'™ O maior obstaculo era o grande nimero de
simulagdes  necessarias. Para resolver essa
ineficiéncia, Michel e colaboradores desenvolveram
um método chamado JAWS.” Dentre outros esforcos
mais recentes, vale destacar o método WaterMap de
Abel e colaboradores.? Nele, os sitios de hidratagao
sdo obtidos por simulagdes de dinamica molecular de
moléculas de dgua no sitio ativo de proteinas e uma
técnica de clustering. As propriedades estruturais e
termodindmicas dos  sitios de hidratagado,
especificamente suas entalpias e entropias em
relacdo a dgua em solugdo, sdo obtidas pelo calculo
das interagdes solvente-solvente e proteina-solvente
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e emprego da teoria de solvatacdo inomogénea,
respectivamente. Desta forma, a energia livre de
liberagdao estimada por WaterMap (4Gwx) quando um
ligante desloca as moléculas de agua do sitio ativo
para a solucdo inclui tanto 4G. quanto AHIT
WaterMap fornece mapas como o mostrado na Figura
3 para a enzima Fator Xa. As 4guas mais avermelhadas
e de tamanho maior estdo entre as mais
desfavoraveis; estes sitios de hidratacdo sdo pelo
menos +2.5 kcal/mol mais desfavoraveis que dgua em
solucdo. O inibidor na Figura 3 desloca quase todas
essas aguas ao se complexar e portanto possui 0 mais
favoravel valor AGwu (ponto vermelho na Figura 4). Ele
é também o mais potente da série congénere na
Tabela 1."°'' A extensdo do célculo WaterMap aos
demais inibidores mostra que os valores AGwu
possuem Otima correlagdo com os valores
experimentais de inibicdo de atividade enzimatica do
Fator Xa (Figura 4), sugerindo que o efeito hidrofébico
nesse caso desempenha um papel importante na
determinacdo da afinidade pela enzima.? Esses
mapas sdo muito Uteis no design de novos andlogos
porque permitem a identificagdo das dguas mais
desfavoraveis e com maior potencial de gerarem
ganhos em afinidade quando deslocadas para a
solucdo.
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Figura 2. Representacdo esquematica da liberagcdo de moléculas de dgua (em azul) do sitio ativo de uma
proteina para a cavidade existente em solugdo, previamente ocupada pelo ligante

Figura 3. Mapa das dguas no sitio ativo do Fator Xa gerado por WaterMap e superposi¢do com o inibidor mais
potente (Tabela 1)
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Tabela 1. Atividade enzimatica de alguns inibidores do Fator Xa

H. _H
N
R13|.\1O|N °1|\3\Kr'"
|
SF NN X H
R, Ry
CHj,
Ry R, Rs3 K (nM)?
CONH, H H 280
CONHMe H H 1200
COMe H H 1400
NH, H H 3300
NMe, H H 160
NHEt H H 530
OMe H H 1350
OCF; H H 1800
F H H 3200
cl H H 1700
OH H H 5000
CF; H H 1600
CONMe, 5-OMe H 140
NMe, 2-Me H 320
CONMe, H 6-NH, 14
CONMe, H 6-OH 1.8
NMe, H 6-Me 1200
NMe, H 6-NH, 64
NMe, H 6-OH 3
°Ref. 10, 11.

AAG ypkeal/mol)
i

Watermap x Experimento

Figura 4. Correlagdo entre valores experimentais de inibicdo de atividade enzimatica do Fator Xa e a energia
livre de liberagdo estimada por WaterMap (4Gw)

3. Perdas entalpicas e entrdpicas do
. li lig li
ligante (2Hiutra, 2Scons, @ AS,or)

Esta secdo trata de algumas das contribuicGes para
a complexacdo relacionadas exclusivamente ao
ligante. Ela tenta quebrar certos mitos em Quimica
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Medicinal sobre a origem de ganhos em AGq
guando uma molécula é “rigidificada” por meio de
substituicdes ou ciclizagdes que reduzam sua
flexibilidade torcional. Muitos quimicos medicinais
associam tais ganhos a reducdo da perda entrdpica
conformacional (‘M:Zﬂ!f). Isto pode ser atribuido a uma
aproximagcdo grosseira que tem contaminado a

literatura por muito tempo.” Ela assume que cada
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diedro tem 3 conformagbes degeneradas, o que
resulta num total de 3" conformaces, todas iguais
em energia, para uma molécula com N diedros
restritos dentro da proteina. Isto gera uma penalidade
entrépica de 0,65N kcal/mol. A origem deste valor
pode ser demonstrada através de Eq 2 quando n = 3N,
kgT = 0,592186 kcal/mol e P; = 1/3 de acordo com a
sequéncia em Eq 3. Esta aproximagdo é claramente
ndo razoavel porque, ao assumir que todas as
conformagbes tem a mesma energia, superestima a
entropia conformacional de um ligante. Isto‘. é
demonstrado pela Figura 5 que compara T35
estimada pela aproximacgdo 0,65N (vermelho) com a
calculada de uma distribuicdo de Boltzmann (em azul)
obtida por analise conformacional usando um campo

de forca e efeitos de solvente (OPLS_2005-GB/SA). As

—~TAS™ = —k;TE"P,InP,
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moléculas selecionadas para gerar a Figura 5,
inibidores de Cox-2 (4), CDK2 (18), Fator Xa (13), HIV-
RT (18), p38 (14), trombina (16), GSK3 (5), HIV-1
protease (6) e DHFR (6), sdo bem diversas
conformacionalmente, com nimero de diedros que
varia de 0 a 16." Por exemplo, o inibidor de HIV-1
protease (PDB ID: 3AID) com 14 diedros no Esquema 1

possui T8z de 9,1 kcal/mol calculada pela
aproximacdo 0,65N. A obtida da distribuicdo de
Boltzmann é de apenas 0,7 kcal/mol. Embora esta
molécula seja aparentemente flexivel com quase 100
conformacdes dentro de uma faixa de 5 kcal/mol, as
probabilidades das duas conformacdes mais estaveis
sdo de 73% e 14% devido a estabilizagdo proveniente
de ligacao hidrogénio intramolecular.

conf (2)
~TAS[E = —kgTXP;InF; = —kgT T3 P, InP, = —ksT3NPiln P; = 0.65N a)
Penalidade Entropica Conformacional
11 -
10 -
9
S 8
£ 7
S 6
-
& 5 -
w 4
s 3
2
1
0
Molécula

Figura 5. Estimativa para perda entrdpica conformacional

(~T25.7) de 100 inibidores diversos

conformacionalmente usando a aproximacdo 0,65N (N, diedros do ligante restritos dentro da proteina) (barras
vermelhas) e a distribui¢cdo de Boltzmann (barras azuis)

Usando a distribuicdo de Bolztmann para o cdlculo

_ lig . .
de ~T®%nr, a Figura 6 mostra uma faixa de apenas 3,5

kcal/mol para os ligantes discutidos acima, que
variam tremendamente em numero de diedros e
scaffold. Ela mostra ainda que a entropia
conformacional ndo aumenta necessariamente com o
numero de diedros. Se isto ocorre para moléculas
mais diversas quimicamente, é plausivel que a
reducdo da flexibilidade conformacional em uma série
congénere leve a ganhos bem mais modestos em
BGyine. Na verdade, observamos que a contribuicdo
entrdpica proveniente de rigidificacdo conformacional
em uma série congénere gera tipicamente um ganho
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de apenas 10 vezes na afinidade.* Por outro lado, a
rigidificacdo conformacional leva a ganhos entalpicos
bem mais significativos em AGping. ﬂHf:im, a perda
entalpica relacionada a deformagdo do ligante no
complexo, foi obtido pela comparagdo da energia
intramolecular da conformacao do ligante adotada no
complexo e a energia média intramolecular da
distribuicdo de Boltzmann em solugdo, dominada
pela(s) conformagdo(des) mais estaveis. Usando os
mesmos 100 inibidores, a Figura 6 revela que AHY
tende a ficar mais desfavordvel conforme o nimero
de diedros aumenta; a probabilidade do ligante
adotar a mesma conformagdao em solucdo e na

Rev. Virtual Quim. |Vol 4| |No. 4| |348-364|
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proteina (ou pelo menos com energias semelhantes)
diminui  sensivelmente com o aumento da
flexibilidade conformacional. Além disto, ligantes com
mais diedros sdo mais facilmente deformados pela
proteina a fim de maximizar as interagdes
intermoleculares, o que acarreta numa penalidade
entélpica adicional em AH L E importante ressaltar
que embora o ganho entdlpico proveniente de
rigidificagdo conformacional supere o ganho
entrépico, a faixa de 30 kcal/mol para AHZ parece

Vo

exagerada. Isto pode ser entendido pelo uso de um
campo de forca para o calculo de AH A funcdo de
energia aproximada de campos de forca sao
relativamente acuradas na comparacdo de energia
entre minimos mas tende a superestimar barreiras.
Como as conformacdes adotadas por ligantes no sitio
ativo ndo se encontram num minimo na superficie de
energia potencial ja que sdo deformadas pela
proteina, a perda entalpica estimada pode ser
superestimada.

HaC - JNH
NA

Esquema 1. Inibidor de HIV-1 Protease (PDB ID: 3AID)

Penalidade Entropica Conf x Numero de Diedros

a ——
B Rigidificagédo : .
g 3 Ganhoem & : - ‘
S AGMM‘ * $ ¢ : . ¢
= 32 . i * 4 * "
< g PP 3 $ ’ :
25 . P S ) .
w1, .
L G S
1 D .
01 2 3 4 5 6 7 & 9 1011 12 13 14 15 16

Diedros

. lig ;. _
picas (2Himira) € entrépicas (145

Figura 6. Perdas entd

lig

Penalidade Intramolecular x Nimero de Diedros

2 = gagma n~ * .
:0'-25 Rigidificacdo *,
£ 20 Ganho em . .
E AGJ:.‘Hd . * "
L5 . . ¢ .
— . : * *
g% 10 ; M . e
X 5 M 3 ¢
s, RERE
of t o
01 2 3 45 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16
Diedros

ean7) para ligantes durante o processo de complexagdo e

impacto da rigidificacdo conformacional na reducdo de tais perdas

Recentemente, Gilson e colaboradores®™
demonstraram que existe uma contribuicdo entrodpica
frequentemente negligenciada em Quimica
Computacional e Medicinal mas que talvez seja a que
forneca os maiores ganhos em AG,;,y quando o ligante
é rigidificado conformacionalmente. Esta contribui¢do
é associada ao estreitamento do perfil de energia
potencial torcional quando o ligante é transferido da
solugdo para a proteina (85.). E importante nao
confundir este efeito com a perda entropica
conformacional (‘ﬂS;:if). A ultima refere-se a reducao
do numero de conformagdes acessiveis ao ligante
guando da complexacdo. No caso de Miiﬁ, os diedros
de um ligante perdem amplitude de rotacdo dentro
do ambiente restrito protéico em comparagio a
solucdo e, portanto, trata-se de uma perda entrépica
Rev. Virtual Quim. |Vol 4| |No. 4| |348-364|

vibracional. A Figura 7 usa o inibidor de HIV-1
protease Amprevanir para ilustrar esse ponto.
Assumindo que Amprevanir exista em apenas uma
conformacdo dentro da enzima, Gilson e
colaboradores estimaram uma perda entrépica
conformacional de apenas 1,8 kcal/mol. Apesar de a
analise conformacional ter gerado 960 conformacdes
dentro de uma faixa de energia de 10 kcal/mol, a
distribuicdo de Boltzmann mostra que a conformacgao
mais estdvel em solucdo tem uma probabilidade de
23%, as 6 conformagdes mais estaveis tem uma
probabilidade combinada de 51% e as 45 mais
estaveis 91%, gerando uma pequena perda
conformacional quando estes valores sdo usados em
Eg 2. Entretanto, usando o método Mining Minima
Gilson e colaboradores estimaram uma perda
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entropica vibracional de 7 kcal/mol proveniente da
restricdo do movimento torcional (—TM;E-) dos
diedros de Amprevanir. A Figura 7 ilustra
hipoteticamente a restricdo torcional para o diedro
conectado ao grupo fenila (seta vermelha). Neste
exemplo, as conformagdes adotadas em solucdo e na
proteina sdo idénticas (mesmo minimo nos perfis de
energia torcional). A diferenca encontra-se na
amplitude do movimento torcional, menor na
proteina. Esta secdo ilustrou portanto que ganhos em

Solugdo

Potencial
Torsional

%

Amprevanir

Complexagdo
E—

Guimardes, C. R. W.

AGping guando ligantes sdo rigidificados
conformacionalmente tem sua origem basicamente
na reducdo da (i) penalidade entalpica AHZ . a0
diminuir o gap energético entre a conformacdao mais
estdvel em solugdo e a conformacgdo bioativa e (ii)
entrépica ~TAS. 2 por meio da restricdo do movimento
torcional em solugdo. Como mostrado acima, a

reducdo da penalidade entrépica conformacional

— lig -
TASeons desempenha papel secundario.

Complexo

Potencial
Torsional

o

Inibidor de HIV-protease

Y-

e

=<

o

AU

¢

960 conformagdes dentro de 10 kcal/mol

Figura 7. O inibidor de HIV-1 protease Amprevanir é usado como exemplo. Sua perda entrdpica vibracional ao
ser inserido no meio protéico proveniente da redugdo da amplitude torcional para diedros (~T4S..; = 7 kcal/mol)

’ . ra . . p— ::‘g
é mais relevante que a perda entrépica conformacional ( %%« = 1,8 kcal/mol)

ptn-lig

4. Interagdes intermoleculares (2H e )

O ganho entalpico proveniente das interagdes
intermoleculares talvez seja o efeito mais importante
para afinidade e especificidade entre ligante e
proteina. Interagdes intermoleculares sdao
classificadas em muitos tipos, e.g., ligacOes
hidrogénio, pontes salinas, ligagdes halogénio,
interagbes m-m, interagGes cation-m e interagdes
hidrofdbicas. Estas interacbes sdo na verdade
resultado de uma combinacdo de 3 contribui¢des
fundamentais, eletrostatica, polarizacdo e van der
Waals, com pesos diferentes para as mesmas em cada
uma das interagdes acima

A contribuicdo eletrostatica caracteriza-se pela
interacdo entre distribuicdes de carga permanente de

355

moléculas, que dependem da geometria, nivel de
simetria, estado de protonacdo e composicdo
atdbmica. Estas distribui¢bes dao origem a momentos
multipolos de diferentes ordens. A Figura 8 ilustra as
interagdes monopolo-monopolo, monopolo-dipolo e
dipolo-dipolo entre moléculas hipotéticas. As
equacles abaixo sdo derivadas da lei de Coulomb. Ao
generaliza-las, a energia de interagdo eletrostatica V
entre duas moléculas torna-se inversamente
proporcional a "™ onde n e m sdo as ordens dos
seus primeiros momentos multipolos ndo nulos
(monopolo = 1, dipolo = 2, etc.).*®

O efeito de polarizagdo ocorre quando a
distribuicdo de carga permanente de uma molécula é
modificada por um campo elétrico externo, gerado
por moléculas vizinhas (ions ou neutras com dipolos
permanentes). Ao ser polarizada, a molécula passa a
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ter um momento dipolo induzido cuja magnitude
depende da polarizabilidade de seus atomos e do
campo elétrico.”’ Atomos maiores s3o mais
polarizdveis que atomos menores porque os elétrons
no primeiro caso sdo menos atraidos por seus
nucleos. Alcanos estdo entre as moléculas mais
polarizaveis. A Figura 9 ilustra a polarizacdo de uma
molécula de hexano por um ion cloreto e uma
molécula de acetona e a consequente interagao
monopolo-dipolo induzido e dipolo-dipolo induzido,
respectivamente.

O ultimo efeito, o de van der Waals, é composto
por um componente repulsivo e outro atrativo, como
mostrado na Figura 10. O primeiro, chamado energia

Maonopolo-Monopolo

e O

r

Monopolo-Dipolo

d
L

Vq

de troca ou repulsdo de Pauli, entra em ag¢do quando
dois elétrons com mesmo spin aproximam-se.”® O
componente atrativo, chamado de energia de
dispersdao, tem origem nas flutua¢des transientes da
densidade eletronica devido a presenca de uma
segunda molécula e a consequente formacdo de
dipolos instantdneos que interagem entre si."° Esta
interacdo é operante mesmo entre moléculas ndo
polares. O potencial de Lennard-Jones (Figura 10)
descreve  aproximadamente 0os componentes
repulsivo e atrativo do efeito de van der Waals e é
frequentemente  usado em  simulagdes de
biomoléculas.”

_q1q2

Ameyr

r u=qld

Dipolo-Dipolo

T T - 3
2me, I

p=qtd

u2=q2.d

Figura 8. As equag0es que calculam a energia eletrostatica das interagdes entre dois monopolos, um monopolo
e um dipolo, e entre dois dipolos

@§

Hexano

Monopolo-Dipolo Induzido

Acetona
Hexano

Dipolo-Dipolo Induzido

Figura 9. Polarizagdo de um molécula de hexano por distribuicdes de carga permanente, monopolo do ion
cloreto e dipolo da acetona, e a consequente interagdo monopolo-dipolo induzido e dipolo-dipolo induzido,
respectivamente
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Potencial de Lennard-Jones

12 6
o o

V=4¢|—| | —
r r

L Atrativo, energia de dispersdo
Flutuagbes transientes da densidade eletronica

Existeentre qualquer par de moléculas, independente de sua simetria e polaridade

Figura 10. A representacdo aproximada dos componentes repulsivo (energia de troca ou repulsido de Pauli) e
atrativo (energia de dispersdo) da interacdo de van der Waals pelo potencial de Lennard-Jones

O conhecimento da forga relativa dos diversos
tipos de interacdo que podem ser estabelecidos entre
proteina e ligante é fundamental em ciclos de
otimizacdo de compostos lideres. Ele leva ao design
de andlogos que possuam modificacbes estruturais
com maior potencial de gerar ganhos em AGpg.
Devido a complexidade e tamanho do sistema
proteina-ligante, uma estratégia para obter maior
compreensdo sobre as diferentes interagOes é fazer
uso de modelos simplificados que contenham
subestruturas do ligante e de aminoacidos em que
calculos acurados de QM possam ser utilizados.

4.1. Ligacdes hidrogénio e pontes salinas

Ligacbes hidrogénio e pontes salinas sdo de
natureza eletrostatica com um forte componente de
polarizagdo. Elas tendem a ser lineares para minimizar
a repulsdo entre as cargas parciais negativas (-8) dos
atomos eletronegativos participantes e tornam-se
cada vez mais lineares quanto mais negativas forem
as cargas e menor a distancia entre doador (D) e
aceptor (A) (Figura 11). Por isso, pontes salinas
ArgH'..Asp° e ArgH"..Glu" s3o extremamente
direcionais. Existem basicamente 3 tipos de ligacdo
hidrogénio em relagdo a posicdo do prdton entre A e
D (Figura 11). Na normal, é energeticamente mais
favoravel para o préton ficar mais proximo a D. Na de
pequena barreira, o préton nao tem preferéncia entre
D e A e os dois minimos de energia sdo separados por
uma pequena barreira. Este é o caso para o composto
ilustrado na Figura 11. Na curta, o proton prefere
localizar-se em uma posi¢cdo quase que equidistante
entre D e A, como no caso da ligacdo hidrogénio entre
o fon fluoreto e o &cido fluoridrico (Figura 11).** As
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ligacBes hidrogénio de pequena barreira e curta estdo
entre as mais favoraveis por causa das pequenas
distancias proton...D e préton...A e, portanto, maior
carater covalente entre eles. A ligacdo hidrogénio de
pequena barreira, por exemplo, desempenha papel
importantissimo no aumento da eficiéncia catalitica
de serina proteases através da estabilizacdo do estado
de transic3o devido a interagdo entre HisH" e Asp; ao
ser protonado pelo residuo Ser durante a catdlise,
HisH* passa a ter pK, semelhante a Asp™.”

A Figura 12 revela a energia de interagdo calculada
em fase gas em alto nivel de teoria (LMP2/6-
311G**+//B3LYP/6-31G*)? para complexos
envolvendo grupos frequentemente usados em
Quimica Medicinal. A energia de interacdo para os
complexo neutros, onde a molécula de metanol atua
como doadora de ligagdo hidrogénio, varia de ca. -7
kcal/mol a -2 kcal/mol. A ligagdo hidrogénio com o
sistema m do benzeno vale apenas —-1,1 kcal/mol.
Interagdes envolvendo espécies carregadas sdao bem
mais favoraveis devido a contribuicdo eletrostatica de
um monopolo interagindo com um dipolo ou dois
monopolos de carga oposta interagindo entre si,
como no caso da ponte salina entre o grupos
guanidino e carboxilato (Figura 12). Porém, existem
outros efeitos que atenuam estas interagdes. Um
deles é a blindagem das ligagcdes hidrogénio entre o
ligante e a proteina pelo solvente e residuos vizinhos
no sitio ativo. Outro é a perda das interacdes ligante-
solvente e proteina-solvente (ﬁH;io:y:ﬂH:SEO:x) em
solucdo. Tais efeitos sdo particularmente
pronunciados para espécies polares e carregadas. Em
muitos casos, eles cancelam ou superam o ganho
entalpico proveniente das ligagGes hidrogénio
formadas entre a proteina e ligante causando perda
parcial ou total de afinidade.
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Figura 11. Perfil de energia potencial para 3 tipos de ligacGes hidrogénio, normal, de pequena barreira e curta

-19,0 kcal/mol

B
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% Valores em fase gas
LMP2 6-311G**+//B3LYP 6-31G*

-1,1kcal/mol

Figura 12. Energias de interacdo calculadas em fase gas em alto nivel de teoria (LMP2/6-311G**+//B3LYP/6-
31G*) para complexos envolvendo grupos frequentemente usados em Quimica Medicinal

4.2. Ligagoes halogénio

direcionais que ddo origem a geometrias bem
definidas, como mostrado na Figura 13. Aufinger e
colaboradores demonstraram que estas interagdes

A ligagdo halogénio ocorre entre um &dtomo de  existem em sistemas bioldgicos através da andlise de
halogénio e uma base de Lewis. Sdo interagdes estruturas cristalograficas.”* Embora a grande maioria
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destas interagGes ocorra entre oxigénio e um
halogénio, contatos com nitrogénio e enxofre
também foram observados. As liga¢cGes halogénio sdo
dominadas por efeitos eletrostaticos, mas polarizagao
e dispersdao também s3do importantes. Conforme o
halogénio aumenta de tamanho e, portanto, torna-se
mais polarizavel, menor é a influéncia que seu nucleo
exerce nos elétrons. Desta forma, regides de
potencial eletrostatico positivo aparecem no topo do
halogénio, mais precisamente no lado oposto a
ligacdo covalente com o atomo de carbono (Figura
13).” Estas interagem favoravelmente com a base de
Lewis, mais comumente oxigénio. Entre os
halogénios, somente interagcdes com Cl, Br e | foram
observadas em complexos proteina-ligante; o dtomo
de fldor é muito eletronegativo e pouco polarizavel.
No caso do oxigénio, as interacbes existem com
carbonilas de backbone e hidroxilas e carboxilatos de
cadeias laterais. As distancia interatomicas entre O e

Guimardes, C. R. W.

X na Figura 13 nos complexos proteina-ligante sdo
menores que a soma dos raios de van der Waals.** A
Figura 14 revela a energia de interacdo calculada em
fase gas em alto nivel de teoria (LMP2/CC-PVTZ)*
para complexos entre acetona e fenilas substituidas
pelos halogénios F, Cl e Br. A ligacao hidrogénio com
CH do benzeno é incluida para comparagdo. A
interacao com fldor é repulsiva como pode ser visto
pelo valor de energia de interacdo e a distancia entre
O e F, maior que a soma dos raios de van der Waals,
entre paréntesis na Figura 14. No caso de Cl e Br, as
interagdes sdo atrativas mas nenhuma delas é mais
favordvel que a ligacdo hidrogénio com CH do
benzeno. Por outro lado, hd que se considerar que Cl
e Br sdo mais hidrofébicos e, portanto, podem ter sua
desolvatagdo facilitada resultando num ganho em
AGping €m relacdo a hidrogénio quando ambos os
efeitos sdo considerados.

Yo (Y=C P S)
S~
@, @]
2N
Ao dy <™ +E"
Ol X x=FciBrp (S=1
a |, =120°
PN

Figura 13. Geometria para liga¢do halogénio. A distancia entre O e X (X = Cl, Br, |I) € menor que some dos raios
de van der Waals

Valores em fase gds
LMP2/CC-PVTZ

+0,3 kcal/mol

" 2,03A
(3,37A)

-2,6 kcal/mol

" 3,14A
(3,27A)

-2,5 kcal/mol

2,43A
(2,72A)

-3,1 kcal/mol

Figura 14. Energias de interacdo calculadas em fase gas em alto nivel de teoria (LMP2/CC-PVTZ) para complexos
entre acetona e benzeno e acetona e fenilas substituidas pelos halogénios F, Cl e Br. Os valores em paréntesis
correspondem a soma dos raios de van der Waals
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4.3. Interagdes ©T-t

A interacdo w-m refere-se a interacdo ndo
covalente entre anéis aromaticos. Estas interagdes
sdo importantes em DNA stacking, enovelamento de
proteinas e reconhecimento molecular. O sistema
prototipico para o estudo de interacdes m-m é o
dimero do benzeno. A Figura 15 mostra 3 orienta¢des
para o dimero e as respectivas energias de interacdo
calculadas em alto nivel de teoria (CBS CCSD(T)).%®
Embora ndo possua um dipolo permanente, o
benzeno tem um quadrupolo bem forte; os sistemas nt
(parcialmente negativos) acima e abaixo do anel
(parcialmente positivo) geram dois dipolos que se
cancelam, dando origem ao quadrupolo. A
contribuicdo eletrostatica é favordvel em todas as
orientagdes, mas especialmente na interacdo em T
devido a melhor orientacdo entre os quadrupolos.
Porém, a contribuicdo dominante em todas as
orientagdes é a de dispersao; o sistema 7 é altamente

Sanduiche

C

Interacdoem T

Paralelo =
deslocado R1=3,4 :

Vq

polarizével.”® Apesar disto, a contribuicio de
polarizacdo é menos significante ja que quadrupolo,
de menor alcance que dipolo, é o primeiro multipolo
ndo nulo no benzeno. O efeito de substituintes
doadores e retiradores de elétrons na energia de
interacdo das diferentes orientagdes do dimero de
benzeno pode ser encontrado na ref. 27.

McGaughey e colaboradores® conduziram uma
andlise de estruturas cristalograficas de proteinas
para determinar as orienta¢des preferidas para
interagdes entre as cadeias laterais aromaticas de
Phe, Tyr, His e Trp. Neste contexto, eles verificaram
gue a orientacdo mais prevalente em proteinas é a
em paralelo deslocado. Cdlculos quanto-mecanicos
adicionais revelaram que esta orientacdo é de -0,5 a -
1 kcal/mol mais estivel que a interagdo em T. Em
Quimica Medicinal, como a sintese de moléculas
contendo anéis aromaticos é mais trivial do que
moléculas com mais centros sp?, interacbes n-m sdo
frequentemente observadas em complexos proteina-
ligante no Protein Data Bank.***

CBS CCSD(T)

-1,8 kcal/mol

-2,7 keal/mol

4,9

Edge-face tem
energiade interacao
semelhante

-2,8 kcal/mol

Figura 15. O dimero do benzeno em 3 orientag¢des diferentes e as respectivas energias de interagao em fase gas
calculadas em alto nivel de teoria (CBS CCSD(T))
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4.4. InteragGes cation-n

A interacdo cdtion-t é uma interagcdo nado
covalente entre a face de um sistema 7w rico em
elétrons e um cétion adjacente, e.g., Li", Na".**> A
contribuicdo eletrostatica proveniente de um
monopolo (cation) interagindo com um quadrupolo
(anel aromatico) domina a interagdo, mas é ébvio que
a contribuicdo de polarizagao é significativa também
por tratar-se de uma carga positiva préxima de um
sistema altamente polarizavel como o sistema m.
Calculos quanto-mecanicos para sistemas mais
simples®® revelam que fons menores e mais
carregados positivamente possuem interacdes mais
favoraveis (Figura 16). Interag¢lGes cation-m sdo da
mesma ordem de magnitude de ligacdes hidrogénio
fortes e desempenham papel importante no
reconhecimento molecular.®> Cadeias laterais de

M*
AG

(kcal/mol)

Rion (A)
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aminodacidos aromaticos sdao capazes de ligarem-se a
espécies catibnicas como ions metalicos e cadeias
laterais carregadas positivamente como Arg e Lys. No
caso da complexagdo proteina-ligante, é preciso ter
cuidado com a grande penalidade de desolvatagdo se
o ligante for a espécie catidnica da interacdo ja que
aminodacidos como Trp, Tyr e Phe encontram-se
geralmente no seio de proteinas. Potencial para
sucesso € maior se o ligante, com um sistema 7 rico
em elétrons, agir como “aceptor” da interagao cation-
7 de residuos como Arg e Lys (ou His protonada), e
gue os mesmos ndo estejam na superficie da proteina
onde a solvatacdo é mais pronunciada. A energia de
interagao para o complexo entre guanidido e benzeno
na orientacdo T calculada em fase gds usando alto
nivel de teoria (LMP2/6-311G**+//B3LYP/6-31G*)* é
de —10,4 kcal/mol. Essa orientacdo é mais estavel em
fase gas do que o complexo em sanduiche.**

-10,4 kcal/mol

Valor em fase gas
LMP26-311G**+//B3LYP 6-31G*

Figura 16. A interagdo do benzeno com diferentes cations. A energia de interagao com os ions metalicos foi
obtida em fase gas com o método CBS CCSD(T). No caso da interagdo com o guanidino, o nivel de teoria
LMP2/6-311G**+//B3LYP/6-31G*) foi usado

4.5. Interagdes hidrofébicas

A interagdo hidrofdbica ocorre entre grupos ndo
polares. Ela é também chamada de interagdo de van
der Waals ja que essa contribuicdo domina a energia
de interagdo; grupos nao polares possuem dipoles
insignificantes e, portanto, as contribuicdes
eletrostatica e de polarizacdo sdo despreziveis. A
Figura 17 ilustra os dimeros de metano e neopentano
e suas energias de interacdo (LMP2/6-311G**+).2
Devido a simetria, o primeiro multipolo ndo nulo de
metano e neopentano é o octupolo. Os dimeros
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abaixo, portanto, isolam a contribuicdo de dispersao
das contribuicGes eletrostatica e de polarizacdo; a
interagao entre dois octupolos é muito fraca e de
curto alcance. Embora as interagdes hidrofdbicas
sejam relativamente fracas comparadas as descritas
acima, elas acabam tendo grande relevancia no
processo de complexacdo ja que os sitios ativos de
proteinas e ligantes sdo compostos em sua maioria
por grupos hidrofébicos. Por exemplo, a energia de
interacdo do dimero de neopentano é ca. -0,6
kcal/mol mais favoravel que a do dimero de metano
devido a presenca de mais atomos de carbono na
interacao.
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—0,28 kcal/mol

Vo

Valores em fase gas
LMP2 6-311G**+

—0,85 kcal/mol

Figura 17. Os dimeros de metano e neopentano e suas energias de interacdo em fase gas (LMP2/6-311G**+)

5. elF4E e analogos de m7GTP - Um
exemplo do papel de diferentes
contribuicoes na complexagao Proteina-
Ligante

A iniciacdo da traducdo de mMRNA requer a
interacdo direta entre a estrutura terminal do mRNA
(m7GTP-X, onde X é o primeiro nucleotideo
transcrito) e o fator eucaridtico de iniciacdo da
tradugcdo 4E (elF4E). A desregulagdo da sintese
proteica dependente de elF4E é frequentemente
observada em vdrios tipos de tumores.*® Estudos
biofisicos da associacdo entre elFAE e varios analogos
da estrutura terminal do mRNA demonstraram que
m7GTP liga-se a proteina ca. -5 kcal/mol mais
favoravelmente que o andlogo ndo metilado, GTP
(Figura 18).>® Este ganho foi originalmente atribuido
inteiramente as interagbdes cation-m entre a carga
positiva gerada pela metilagdo do nitrogénio da
posi¢cdo 7 da guanina e os anéis aromaticos de Trp56 e
Trp 102. Esta interpretacdo motivou a realizacdo de
calculos de perturbacdo de energia livre (FEP) da
complexacdo entre elFAE e 3 analogos, m7GTP, GTP e
um terceiro analogo, m7DTP (7-deazaguanosina 5’-
trifosfato).”” Este terceiro analogo é mais apropriado
para verificar o papel da interagdo cation-t na
afinidade por elF4E ja que a Unica diferenca em
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relacdo a m7GTP é a troca de um atomo de nitrogénio
por carbono e a consequente perda da carga positiva
no anel. Os cdlculos FEP revelaram que m7GTP
complexa-se mais favoravelmente que m7DTP por
apenas -2,3 kcal/mol. Desta forma, as interac¢des
cation-t com Trp56 e Trp102 fornecem um boost para
afinidade bem mais modesto do que o originalmente
atribuido para a diferenca entre m7GTP e GTP. Além
disso, é importante ressaltar que a diferenca de -2,3
kcal/mol provavelmente inclui uma desolvatagdo mais
favoravel para m7GTP, ja que a mesma tem uma
carga molecular de -2 e, portanto menor que m7DTP
(-3 e); a solvatacdo de espécies iGnicas é proporcional
ao quadrado da carga molecular.®® Os célculos FEP
entre m7GTP e GTP sugerem que a diferenga entre
eles é na verdade resultado de 3 outras contribuicGes
alem da interacdo cation-w; a metila em m7GTP (i)
interage favoravelmente com Trpl66 através de
interacGes hidrofdbicas, (ii) elimina a penalidade de
desolvatacdo do nitrogénio na posicdo 7 e, como dito
anteriormente, (iii) reduz a carga molecular de -3 e
para -2 e, o que facilita ainda mais a desolvatacdo de
m7GTP. Este resultado motivou a sintese dos 2
inibidores de elF4E mostrados na Figura 19. Dados
experimentais de inibicdo de elF4E mostram que o
inibidor com a carga positiva no anel guanina é 113
vezes (-2,8 kcal/mol) mais potente que o analogo com
o anel neutro, em acordo com a predi¢do para a
diferenca entre m7GTP e m7DTP.
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Figura 18. Estruturas extraidas das simulacdes de energia livre ilustrando os complexos entre elF4E e m’GTP,
GTP e m’DTP

ICg, = 0,058 UM

ICgo = 6,58 LM

Figura 19. Inibidores de elF4E. A introducdo da carga positiva no anel guanina fornece um ganho de -2,8
kcal/mol (interagBes cation- e desolvatacdo mais favoravel para o composto a esquerda)

6. Consideragoes finais

Este trabalho pretendeu detalhar as diversas
contribuicbes para o processo de complexacao
proteina-ligante, salientando principalmente as
contribuicGes sobre as quais o Quimico Medicinal
possui maior controle e compreensdo, e.g.,
deformagdo intramolecular, perdas entrdpicas e
desolvatacdo do ligante, o efeito hidrofébico, e as
interagbes intermoleculares proteina-ligante. O
conhecimento profundo destas contribuicbes e a
utilizacdo de métodos computacionais que auxiliem
nas suas quantificacbes sdo essenciais em Quimica
Medicinal. Eles permitem ndo sé a interpretacdo
retrospectiva de relagGes estrutura-atividade, mas
principalmente o design prospectivo de analogos mais
promissores em ciclos de otimizacdo de compostos
lideres. Ganhos em eficiéncia neste processo sdo
altamente desejaveis ja que o desenvolvimento de
novos farmacos é extremamente longo e caro.
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