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Resumo

O sistema ubiquitina proteassoma 26S (UPS) regula diversos processos
fisiolégicos em plantas, dentre eles mecanismos de defesa e desenvolvimento
desses organismos. Esse sistema € composto de 3 enzimas: enzima E1
ativadora de ubiquitina, enzima E2 conjugadora de ubiquitina e enzima E3 ligase
de ubiquitina. O conjunto de enzimas que constituem o UPS marcam as
proteinas que serdo degradadas pelo complexo enzimatico proteassoma 26S.
Logo, a atuacdo do UPS se da em proteinas que apresentam algum tipo de
mutacdo ou erro transcricional prejudicial ao ser vivo bem como proteinas cuja

concentracéo regula o funcionamento de importantes atividades biolédgicas.

Vérios fitormoénios atuam ativando esse sistema, de maneira a regular a
concentracdo de repressores transcricionais. Os jasmonatos sdo moléculas
baseadas na estrutura de acido jasménico (JA) que atuam como fitormonios
modulando um sistema UPS. Dentre essas moléculas, o JA-lle, formado pela
conjugacéao entre JA e o aminoacido isoleucina (lle), tem a maior capacidade
moduladora dentre as moléculas que apresentam o JA em sua estrutura.

Em meio aos fitormbnios moduladores de UPS, cada uma delas se liga
especificamente a um determinado correceptor que compde uma E3 ligase, que
no caso de JA-lle é a Coronatina Insensitiva 1 (COI1). Ela pertence a classe de
proteinas conhecidas como F box, uma familia de proteinas envolvidas na
degradacdo de proteinas via ubiquitinacdo, de modo que estdo presentes na
maioria dos seres vivos, formando um complexo com outras duas proteinas,
ASK1 (SKP1) e Culina (Cul) gerando um complexo enzimatico denominado SCF,
que atua no reconhecimento e ubiquitinacdo das proteinas JAZ.

Nesse contexto, esse trabalho buscou avaliar, com o auxilio da
ferramenta computacional denominada ancoragem molecular (docking
molecular) se analogos estruturais de JA-lle baseados no &cido floribundandico
B (AFB), um secoiriddéide com estrutura quimica semelhante a do &cido
jasménico (JA), interagem com COI1 no dominio de ligacdo do JA-lle.

Os experimentos de ancoragem molecular foram validados por redocking
do complexo COI1-JA-lle, que resultaram na descoberta de um novo dominio de
ligacdo na qual o fitrmonio possui afinidade, além de seu sitio de ligacdo, que
foi denominado dominio de ligacdo 3 (DL3). Os resultados obtidos pelo docking
direcionado em AFB, e sua forma conjugada a lle apontaram uma preferéncia
por esta ultima estrutura, indicando uma energia de ligag&o proxima a obtida pelo
redocking de JA-lle. Ademais, ndo houve especificidade para um determinado
estereoisbmero destes secoiridoides. O blinding docking desses ligantes
apontaram outros dominios de ligacdo DL5, DL6 e DL7, pelos quais essas
estruturas possuem afinidade.

Palavras chave: Sistema ubiquitina proteassoma 26S, secoiridoides,
jasmonatos, E3 ligase, COI1, docking molecular, SCF, acido floribundanoico B.



Abstract

The ubiquitin-proteasome system 26S (UPS) regulates various
physiological processes in plants, including defense mechanisms and
development. This system is composed of three enzymes: E1 ubiquitin-activating
enzyme, E2 ubiquitin-conjugating enzyme, and E3 ubiquitin ligase. The set of
enzymes that constitute the UPS marks proteins for degradation by the 26S
proteasome enzymatic complex. Therefore, the UPS acts on proteins that
present some type of mutation or transcriptional error harmful to the organism,
as well as proteins whose concentration regulates the functioning of important
biological activities.

Several phytohormones activate this system to regulate the concentration
of transcriptional repressors. Jasmonates are molecules based on the jasmonic
acid (JA) structure that function as phytohormones modulating the UPS system.
Among these molecules, JA-lle, formed by the conjugation of JA and the amino
acid isoleucine (lle), has the highest modulatory capacity among the molecules
that effectively contain a JA residue in their structure.

Among the known UPS-modulating phytohormone classes, each one
binds specifically to a co-receptor that is part of E3 ligase. In the case of JA-lle,
this co-receptor is Coronatine Insensitive 1 (COI1). COI1 belongs to a class of
proteins known as F-box, a family of proteins involved in the degradation of
proteins via ubiquination, so that they are present in most living beings and form
a complex with two other proteins, ASK1 (SKP1) and Cullin (Cul), generating an
SCF enzymatic complex that acts in the recognition and ubiquitination of JAZ
proteins.

In this context, this study aimed to evaluate, with the aid of the
computational docking tool (molecular docking), whether structural analogs of JA-
lle based on floribundanoic acid B (AFB), a secoiridoid with a chemical structure
similar to JA, interact with COI1 at the JA-lle binding domain.

The molecular docking experiments were validated by redocking the
COI1-JA-lle complex, which led to the discovery of a new binding domain where
the phytohormone has affinity, in addition to its known binding site. This new
domain was named binding domain 3 (BD3). The results obtained from targeted
docking with AFB and its lle conjugated form indicated a preference for the latter
structure, showing a binding energy close to that obtained from JA-lle redocking.
Moreover, no specificity was observed for a particular sterecisomer of these
secoiridoids. The blind docking of these ligands revealed additional binding
domains BD5, BD6, and BD7 where these structures showed affinity.

Keywords: Ubiquitin-proteasome system 26S, secoiridoids, jasmonates, E3
ligase, COI1, molecular docking, SCF, floribundanoic acid B.
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1. Introducéo

Atualmente, o setor de agronegadcio representa um dos pilares que sustentam
a economia brasileira. Dados divulgados em 2023 pela Confederacdo da
Agricultura e Pecuéaria do Brasil (CNA) apontaram que o Produto Interno Bruto
(PIB) brasileiro, que indica a soma total de todos os bens e servi¢os produzidos
por um pais cresceu 15,1% em relacdo a 2022, com alta de 2,9% comparado ao
ano anterior, de modo que esse foi 0 maior resultado da série historica.[1] Outro
estudo realizado no primeiro trimestre de 2024 pelo Centro de Estudos
Avancados em Economia Aplicada (CEPEA) indicou que o PIB do agronegdcio
brasileiro foi de R$ 2,45 trilhdes em 2024, sendo 1,65 trilhdo no ramo agricola e
801 bilhdes no ramo pecuario.[2] Contudo, apesar da grande contribuicdo do
setor agricola nha economia, a inseguranca alimentar no Brasil permanece sendo
um desafio a ser superado nos proximos anos, haja vista o ultimo relatorio
realizado pela Organizacéo das Nacdes Unidas (ONU) que estabeleceu que, no
ano de 2022, 70,3 milhGes de brasileiros se encontravam em estado de
inseguranca alimentar moderado, situacdo na qual ha dificuldade na
alimentacéo. Os dados também apontaram que 21,1 milh6es de pessoas no pais
vivenciaram insegurancga alimentar grave caracterizada por estado de fome.

A utilizacdo de novas tecnologias de cultivo agricola e o desenvolvimento de
produtos quimicos que contribuem para o crescimento das plantas ou que atuam
no controle de pragas contribuem para um melhor desempenho na producao
agricola. Nesta perspectiva, a compreensao da fisiologia das plantas, e dos
processos bioquimicos envolvidos no seu crescimento € n0s seus mecanismos
de defesa contra predadores € fundamental. Os produtos fitossanitarios sdo os
produtos, processos e tecnologias destinados a sanidade vegetal, ou seja, ao
controle de pragas e doencas. Dentro dessa categoria se encontram 0s
herbicidas, que atuam erradicando ervas daninhas.[3] Os horménios vegetais,
gue sado compostos produzidos naturalmente pelas plantas, tem um papel vital
no processo de desenvolvimento destes organismos. Com a capacidade de
atuar como herbicida, inibindo o crescimento de determinadas espécies, a
auxina, por exemplo, é um fitormonio utilizado para controle de ervas daninhas

gue possuem folhas largas denominadas dicotiledéneas.[4]
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O mecanismo de acdo dos fitorménios é bem documentado, inclusive em
nivel molecular, e com muitos dos bioreceptores dessas substancias ja bem
descritos, inclusive do ponto de vista estrutural. Nesse contexto, a ancoragem
molecular ou docking molecular, apresenta-se como uma ferramenta
computacional com grande potencial para o desenvolvimento de novos
herbicidas baseados em horménios de plantas. Esse tipo de abordagem, em
comparacao a outros meétodos in vitro e in vivo apresenta um melhor custo-
beneficio, sendo amplamente utilizada na descoberta de novas drogas e na
indicacao de sua bioatividade.[5]

De forma geral, o docking molecular, ou ancoragem molecular pode ser
compreendido como uma ferramenta computacional que realiza simulacdes
envolvendo um bioreceptor e um ligante. Essa técnica efetua buscas através do
algoritmo de um software, por posicdes ou conformacdes do ligante que
possuam o menor valor de energia de ligacao entre o ligante e bioreceptor em
estudo. Cada posicao é avaliada individualmente, com base em seu formato e
caracteristicas estruturais, de modo a encontrar a area ou sitio de ligacdo mais
apropriado.[5]

Nesse trabalho de conclusdo de curso, foram exploradas e avaliadas as
interacdes existentes entre o correceptor Coronatina Insensitiva 1 (COI1) e dois
grupos de ligantes: 1) os enantibmeros do acido floribundanéico B (AFB); 2) os
diastereoisdmeros do conjugado entre AFB e L-isoleucina (AFB-lle). O AFB é um
secoiriddide extraido de azeitonas que tem estrutura quimica semelhante a do
acido jasmonico (JA). O conjugado de JA com a L-isoleucina (JA-lle) atua como
fitormonio que influencia diretamente em processos de regeneracao das partes
de plantas que sofreram o ataque de predadores. A descoberta de novas
substancias capazes de modular este mecanismo de crescimento dependente
de JA-lle abre o caminho para o desenvolvimento de novos produtos herbicidas.
Desta forma, neste trabalho, foi verificado se substancias com estrutura quimica
baseadas AFB apresentam afinidade com a COI1 semelhante a observada pelo
fitormonio JA-Ile.
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Figura 1 — Estrutura quimica do fitorménio JA-lle, dos enantidbmeros do &cido
floribundandico B (AFB) e dos dois diastereoisémeros do conjugado entre o AFB

e a L-isoleucina (AFB-lle).

N
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Fonte: Autor
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2. Objetivos

O objetivo geral deste trabalho consistiu em explorar, por ancoragem
molecular in silico, através de docking flexivel e utilizando o algoritmo estocastico
Autodock Vina se o acido floribundandico B (AFB) e o seu conjugado com
isoleucina (AFB-lle) podem formar complexo com a COI1 de maneira semelhante
ao JA-lle no complexo SCFCO'L,

Os objetivos especificos foram:

1. Validar o estudo de ancoragem molecular do complexo SCF¢°* com AFB

e AFB-lle por meio do redocking do complexo COI1-JA-lle.

2. Realizar experimentos de ancoragem molecular do sistema COIl1 e as

estruturas baseadas em AFB e AFB-lle

3. Comparar os dados energéticos obtidos e as interacfes entre os residuos

de aminoéacidos no complexo SCFC®" e os ligantes baseados no AFB,
AFB-lle e JA-lle

4. Verificar quais ligantes baseados em AFB apresentam maior interagéo

com a COI1
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3. Reviséao Bibliogréfica
3.1 Historia e aplicacdo do docking molecular

Durante as uUltimas décadas, a comunidade cientifica gradualmente tem
demonstrado um aumento no interesse em meétodos baseados em docking
molecular, ilustrado pelo elevado numero de referéncias e publicacdes nesse
campo. Além disso, trabalhos e estudos relacionados ao docking tem gerado
cada vez mais interesse por parte da industria farmacéutica, levando em
consideracdo que o mercado da ciéncia e da tecnologia da informacdo na
descoberta de novas drogas teve um valor estimado de 713,4 milh&es de ddlares
em 2016.[6] Alguns exemplos de farmacos utilizados atualmente, cuja
descoberta se deu através desta técnica sdo o0s inibidores de
acetilcolinaesterases, donezepil e rivastigmina, empregados no tratamento da
doenca de Alzheimer.[7,8]

Estruturas quimicas computacionalmente propostas com base no design
de drogas tem uma longa historia, que data desde o inicio dos anos 1970. Logo
apos a primeira estrutura cristalografica de uma proteina ser resolvida em 1958
por John Kendrew, percebeu-se que a utilizacdo dessa descoberta abriria o
caminho para o design racional das drogas, uma vez que a modulacdo da
atividade natural de enzimas e proteina poderia ser observada pela complexacédo
de ligantes racionalmente desenhados a alvos proteicos em nivel tridimensional
e com a possibilidade de classificar a qualidade desta interagdo com base na
energia de estabilizacdo deste complexo. No estudo de docking, a conformagéo
gue o ligante adota ao complexar com receptor biol6gico e a posi¢cdo que este
ligante ocupa no receptor sao fatores fundamentais na busca e classificacéo dos
resultados. Ou seja, estudos em docking geralmente utilizam ligantes flexiveis e
um receptor proteico rigido, contudo estudos de docking recentes foram
realizados com estruturas cristalinas proteicas estéticas e ligantes rigidos, sendo
observado que esse método foi bem sucedido em alguns casos, como na
descoberta de antivirais para HIV e influenza.[9,10,11]

O surgimento da cristalografia de proteinas se deu em 1958, apés 22 anos
de trabalho de John Kendrew do laboratorio Cavendish em Cambridge (UK) que
utilizou a difragédo por raios X para determinar a estrutura em 3 dimensdes da

mioglobina extraida dos musculos de baleia cachalote.[12] Sendo a primeira
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proteina a ter sua estrutura determinada. Por esta descoberta Kendrew e Max
Perutz receberam em 1962 o prémio Nobel de Quimica pelo seu trabalho na
determinacao de estruturas de proteinas. Porém, nas décadas seguintes, com o
surgimento de novas estruturas cristalogréficas proteicas, houve a necessidade
da criacdo de um banco de dados que reunisse essas informagdes. Para isto,
em 1971, foi estabelecido o Protein Data Bank (PDB), que reunia todos os
modelos descobertos até o momento e hoje é a fonte mais comum para
modelagem in silico abrigando mais de 200.000 modelos 3D provados
experimentalmente.[13]

O advento da Quimica Computacional e da Mecéanica Quantica permitiu
varios avangos na compreensao de estruturas moleculares proteicas. Dessa
forma, a ancoragem molecular ou docking molecular como ferramenta de
avaliacao de interagao entre ligantes e receptores foi um marco, que permitiu o
progresso na area de drug design e o estudo de candidatos a farmacos,
reduzindo o custo e tempo de pesquisas, haja vista que dependendo da
complexidade envolvida, pesquisas completas para desenvolvimento de novos
farmacos podem levar cerca décadas para serem completadas, isso levando em
consideracao as etapas de pesquisa in vitro, fases pré-clinicas e clinicas. Trata-
se de investimentos em torno de milhdes a bilhdes de dolares, e a abordagem in
silico, neste cenério, diminui significativamente esses custos. Entretanto, vale
destacar que métodos in silico ndo substituem métodos in vitro. O que ocorre é
gue muitas vezes essas metodologias sdo utilizadas em conjunto, pois ambas
tém suas vantagens e desvantagens. A abordagem computacional in silico
precisa ser validada experimentalmente in vitro, pois este método ndo aborda
toda a complexidade quimica e biol6gica de um ser vivo. [6,14,15]

O processo de ancoragem molecular envolve 2 passos basicos: predicao
da conformacao do ligante, como sua posi¢édo e orientacdo dentro dos sitios de
ligagdo (geralmente referidos como pose), avaliando sua afinidade de ligacéo
com o bioreceptor de interesse [13]. O primeiro algoritmo de docking molecular
foi desenvolvido em 1980 por Kunz et al (1982); nesse modelo, o receptor era
aproximado por uma série de esferas preenchendo suas fendas, e o ligante por
outro conjunto de esferas que definiam seu volume. Uma busca era realizada
para encontrar a melhor sobreposicdo estérica entre o sitio de ligacdo e as

esferas receptoras, negligenciando qualquer tipo de movimento
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conformacional.[16] A partir de 1990, houve o aumento do poder computacional
e desenvolvimento de hardwares e softwares mais sofisticados que
possibilitaram a disseminacao e utilizacdo do docking flexivel, no qual o ligante
e proteina ndo sdo mais tratados como estruturas rigidas. Esse método leva em
considerac@o os graus de liberdade disponiveis entre o receptor e ligante, de
modo que, no geral, se assemelha mais ao comportamento e a dinamica
observados para as biomoléculas nos seres vivos. Como a capacidade
computacional em periodos anteriores era mais limitada, tal abordagem ainda
nao era possivel.[6]

Ainda na década de 1990, o AutoDock, desenvolvido por Arthur J. Olson
e sua equipe no Scripps Research Institute, emergiu como um dos métodos de
ancoragem molecular mais amplamente adotados na area. Ele utiliza um
algoritmo chamado Algoritmo Genético Lamarckiano (LGA), que permanece
sendo muito utilizado atualmente. Em seguida, no inicio do século XXI, o
Cambridge Crystallographic Data Centre (CCDC) desenvolveu o algoritmo
genético do software GOLD, que se baseia em teorias evolutivas, dando inicio a
processos de ancoragem molecular de alto desempenho.[17] Posteriormente,
em 2009, Oleg Trott e Andrej J. Kosztin desenvolveram o algoritmo AutoDock
Vina, uma alternativa mais rapida do que AutoDock. O Vina utiliza um algoritmo
de otimizacdo global chamado algoritmo genético de busca local baseado em
gradiente (GGA) para prever o modo de ligacdo de pequenas moléculas aos
seus alvos proteicos,[18] Em torno de 2010, também surgiram metodologias que
combinavam ancoragem molecular com técnicas de dindmica molecular para
aumentar a exatidao dos resultados obtidos, como a energia de ligacdo. Um
estudo que fez uso dessa abordagem analisou a interacédo entre inibidores de
proteinas quinases responsaveis por condi¢des inflamatdrias e oncolégicas, em
gue inicialmente foi empregado docking molecular, seguido de 10 ns de dindmica
molecular para refinar a conformacéo e explorar a estabilidade do complexo
ligante-receptor.[19,20]

Os algoritmos do AutoDock e do AutoDock Vina se baseiam em uma
abordagem probabilistica aleat6ria ou estocastica, para seletivamente rejeitar ou
aceitar configuragbes através de um espectro de critérios. A diferenca entre
estes dois algoritmos se encontra na abordagem utilizada para a busca das

melhores poses durante o processo de ancoragem molecular. O AutoDock usa
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0 LGA, que se baseia na teoria evolutiva de Lamarck, de modo que as melhorias
no processo de refinamento local ao encontrar as melhores poses sao
"herdadas" pelas proximas geracoes, convergindo para o resultado de menor
energia global.[6,21]

Em relagdo ao GGA, presente no AutoDock Vina, ndo ha a dependéncia
de multiplas geracfes de individuos como no LGA. Esse algoritmo realiza uma
amostragem mais ampla e rapida das conformacfes possiveis, 0 que reduz o
tempo gasto na busca das melhores poses, porém comprometendo a qualidade
dos resultados. Ademais, o0 GGA faz uso de uma técnica de otimizacdo local
baseada em gradiente, que consiste em refinar poses que ja sdo promissoras,
pelo ajuste em parametros como interacdes interespecificas (interacfes
intermoleculares, interacdes eletroestaticas e intera¢des hidrofébicas), angulos
de ligacdo e distancias entre o ligante e o receptor. O intuito € aperfeicoar a
energia de ligacdo de uma pose ja existente, dessa forma, otimizando o custo
computacional. Em contraste, o LGA do AutoDock utiliza um refinamento local
computacionalmente mais intenso, contudo, com uma maior preciséo.[22]

Vale destacar, que os algoritmos estocésticos como o LGA e GGA mudam
aleatoriamente, ao invés de sistematicamente, os valores de graus de liberdade
do sistema. Uma desvantagem desses métodos é que eles ndo garantem uma
busca completa do espac¢o conformacional, entdo a verdadeira solugéo pode ter
sido desprezada. A falta de convergéncia € parcialmente resolvida ao aumentar
0 numero de interacbes do algoritmo, outro modo de superar esse impasse €
diminuir o espaco de busca do algoritmo, focando no sitio ativo do bioreceptor
aumentando a probabilidade de encontrar a melhor pose. Além disso, também é
possivel aumentar parametros como Energy range e Exhaustiveness, para o
Autodock Vina. [6,16] Dentre os algoritmos estocasticos aqueles mais
conhecidos e utilizados na atualidade sé&o o Autodock [23], DARWIN [24], Monte
Carlo [25] e GOLD [26].

Atualmente, métodos que integram inteligéncia artificial (IA) com
ancoragem molecular estdo sendo empregados para aperfeicoar a previsdo das
melhores poses do ligante com o receptor. Dessa forma, essa metodologia é
capaz de tratar o receptor como dindmico e completamente flexivel, divergindo
das técnicas anteriores que operavam com o receptor estatico e rigido ou semi-

flexivel. Assim, aumentando ainda mais a exatiddao dos resultados obtidos e
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otimizando o0 processo de ancoragem molecular, claro que isso vem
acompanhado de um maior custo computacional.[27] Além disso, no ano de
2024, David Baker, Demis Hassabis e John Jumper receberam o prémio Nobel
de Quimica por sua significativa e inovadora contribuicdo sobre o uso de
Inteligéncia Artificial para a previsdo da estrutura de proteinas por métodos
computacionais. [28] A seguir, a Figura 2 contém uma linha do tempo
demonstrando o0s principais marcos historicos no desenvolvimento e

compreensao da ancoragem molecular nas ultimas décadas.

Figura 2 — Linha do tempo da ancoragem molecular.

Desenvolvimento da Criagdo do primeiro Inicio do Docking de Integracdo de I|As a
Quimica Computacional, algoritmo de Docking alto desempenho e ancoragem molecular e
Mecdnica Qudntica e molecular criagdo do AutoDock predicdo de estruturas

proteicas

2 i
l

Difracdo de raios X

B

l 1970 1990 2010 L
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anteriores (e atualmente)
Primeira  estrutura Difusdo do docking Criagdo do AutoDock
flexivel e algoritmos Vina e combinacdo de
cristalogrdfica docki tecul
resolvida por raios X probabilisticos ou ocking molecular com
estocdsticos dindmica molecular

Mioglobina

5] L&) [e

Fonte: Autor

Apo6s o docking molecular ter sido realizado, o software executa uma
busca sistematica no algoritmo, pela qual a conformagdo do ligante é
recorrentemente aproximada até a conformacdo de energia minima ser
identificada. O resultado final geralmente ira possuir um valor negativo na
variacdo da energia de ligacdo AG (U total em kcal/mol), na qual um numero de
variaveis de energias eletrostaticas e Van Der Waals irdo ser sintetizadas, essas
energias relacionam as interacbes entre o receptor alvo e o ligante. Essa
associacdo resulta em uma fungdo de score ou pontuagdo, que permite
classificar as posi¢des candidatas com base na energia de ligag&o obtida, tal que
valores mais negativos de AG indicam uma maior afinidade entre o ligante e

receptor.[6]
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E importante salientar que, nem todos os algoritmos de ancoragem
molecular atuam desse modo, o Autodock Vina, por exemplo, utiliza uma
combinacdo de busca global e local, enquanto o GOLD utiliza um algoritmo
genético (GA) de busca global que age de forma similar ao LGA, porém o GOLD
se baseia na teoria evolutiva da selecao natural Darwiniana, na qual as melhorias
durante o processo de busca das poses ndo sdo transmitidas diretamente as
proxima geracdes, as melhorias ocorrem apenas em um nivel populacional,
através de processos de mutacdo e crossover, ou seja, o algoritmo do GOLD faz
uma busca de forma ampla no espaco conformacional, ja o algoritmo do
Autodock Vina utiliza uma busca global-local combinada, o que permite
encontrar poses promissoras mais rapidamente.[26,29]

No campo de descoberta de drogas, varios aspectos-chave devem ser
considerados para prever se uma molécula ird se ligar ao receptor alvo, como o
formato estrutural, interacdes eletrostaticas entre proteina e ligante, ligante e
ligante, ou proteina e proteina. Nesse sentido, varios parametros fisico-quimicos,
incluindo as forcas de Van Der Waals, interacdes de eletroestaticas e formacéao
de ligacao de hidrogénio, desempenham papéis relevantes. A combinacéo de
todos esses valores e potencial de ligacdo € previsto por uma pontuacdo de
docking.[6]

Um exemplo recente da utilizacdo do docking molecular para acelerar o
desenvolvimento de uma abordagem terapéutica urgente esta diretamente
relacionada a pandemia de COVID-19. Em paralelo aos esforcos para o
desenvolvimento de uma vacina para SARS-Cov-2, foram realizados ensaios
utiizando docking molecular para avaliar se o0s principios ativos de
medicamentos jA aprovados e regularmente empregados no tratamento de
outras doencas seriam capazes de interagir com as proteases e as proteinas
spike do SARS-Cov-2, cujas estruturas cristalogréaficas ja haviam sido resolvidas
por difracdo de raios-x.[10, 11, 30, 31] Os resultados dos testes in vitro (culturas
celulares) e in silico (docking molecular), indicaram que os farmacos cloroquina
e hidroxicloroquina eram promissores no combate a COVID-19, impedindo que
o virus do SARS-Cov-2 responsavel pela COVID-19 adentrasse o0 meio
intracelular.[32,33] Contudo, estudos posteriores e ensaios in Vivo,
demonstraram que estes medicamentos ndo apresentaram eficiéncia no

tratamento de pacientes que possuiam a doenca, em alguns casos, foi
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observado que a alta dosagem poderia provocar efeitos colaterais, como
problemas cardiacos.[34,35] Paralelamente, ensaios de docking molecular
permitiram o desenho racional do Nirmatrelvir, um inibidor da protease MP™ do
SARS-CoV-2, que juntamente com antiretroviral Ritonavir, veio a ser aprovado
como componente do Paxlovid, medicamento para tratamento da COVID-19
desenvolvido pela Pfizer.[36]

Antes da utilizacdo do docking molecular como ferramenta de avaliacao
na bioatividade de novas drogas baseados em produtos naturais, a medicina
folclorica e a etnofarmacologia desempenhavam um papel fundamental na
descoberta de novos candidatos a farmacos. Trata-se da tradicdo, muito
difundida em paises em desenvolvimento, na qual ocorre a utilizacdo de ervas,
folhas e raizes em preparacgdes tradicionais para tratar varias doencas, tal que
esse conhecimento € transmitido as proximas geracdes, na maioria dos casos,
sem documentacédo formal.[37] A unido deste conhecimento tradicional, com os
avancos na Cristalografia e ou biologia estrutural, assim como a Farmacologia
de produtos naturais e o docking molecular tem se mostrado como uma
abordagem eficaz no desenvolvimento de novos farmacos e vacinas. Desse
modo, o uso de técnicas como a ancoragem molecular se torna ainda mais
necessario, devido a quantidade de estruturas cristalograficas que surgem a
cada dia. Para exemplificar isso, basta verificar o nimero de estruturas proteicas
presentes no banco de dados do PDB no ano de 2024, o qual atingiu 0 nimero

de 219.515 estruturas cristalograficas resolvidas.[38]

3.2 Importancia das plantas e produtos naturais

Ha registros arqueoldgicos, que datam de tempos mais remotos, de que
plantas medicinais tém sido utilizadas como forma de tratamento de doengas
pelo homem em paises como a China, Egito, india e outros paises em
desenvolvimento. De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), 80%
das pessoas ainda dependem de medicamentos tradicionais a base de plantas
para cuidados de saude primarios, e 80% dos 122 medicamentos derivados de
plantas estavam relacionadas ao seu proposito etnofarmacologico original, um
exemplo disto é a utilizacdo da casca de salgueiros na preparacao de chas, para

tratar dores e inflamagcBes pelos egipcios e sumérios 3500 anos atras.
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Posteriormente foi descoberto que o principio ativo do salgueiro, o &cido
acetilsalicilico possuia de fato atividade anti-inflamatéria e analgésica, de modo
gue a sua primeira sintese ocorreu em 1897 pelo Quimico Felix Hoffmann.[39,40]
Contudo, o estudo dos principios ativos em produtos naturais se torna um
desafio, devido a dificuldade encontrada na extracdo e purificacdo destes
compostos, como a baixa concentracdo dos alvos moleculares e baixa
solubilidade dos solventes utilizados durante o processo de extracdo. Desse
modo, os produtos naturais séo isolados em pequenas quantidades e, como tal,
a realizacdo de bioensaios € limitada ou, por vezes, impossivel.[41,42]

Além do campo medicinal e farmacéutico, hA um grande interesse
econdmico pela indastria por compostos organicos biosintetizados por esses
organismos. Muitos desses compostos estao presentes no nosso cotidiano como
Oleos, taninos, borracha natural, gomas, ceras, tinturas, flavorizantes e
odoriferos.[43] O acido jasmonico (molécula que sera abordada nesse trabalho)
e seus derivados, sdo obtidos a partir dos acidos graxos linolénico e linoleico,
sendo denominados oxilipinas e pertencem a uma classe de fitormonios
produzidos por uma ampla variedade de plantas, alguns dos quais sdo
conhecidos como componentes odoriferos de 6leos essenciais. De modo que a
primeira substancia isolada, a cis-jasmona, foi identificada como constituinte de
uma fragrancia, cuja origem é o0 Oleo essencial de Jasmim (Jasminum
grandflorum) Figura 3, e assim teve sua estrutura quimica elucidada. Em
seguida, em 1962, o jasmonato de metila (MeJA) foi isolado da mesma
origem.[44]

Figura 3 — Fotografia da flor do Jasminum grandflorum, e estrutura quimica da

cis-jasmona e jasmonato de metila
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Jasmonato de metila

Fonte: https://www.plumerya.com/oleos-essenciais/oleo-absoluto-jasmim-5mil-

jasminum-grandiflorum-diluido-a-10 - adaptado

Apesar da utilizacdo de produtos naturais bioativos como agentes
fitoterapicos datar de milhares de anos atras, seu desenvolvimento e aplicacéo
como compostos isolados e caracterizados para descoberta de drogas
modernas comecou somente no século XIX.[45] Desde essa época, um dos
principais desafios encontrados na extragéo e isolamento desses compostos era
a diversidade e complexidade existente entre as diversas espécies e familias de
plantas. Dado que um percentual muito baixo da biodiversidade mundial foi
avaliada quanto a sua potencial atividade bioldgica, muitos compostos naturais
Uteis ainda estdo por serem descobertos, o principal desafio € como acessar
essa diversidade quimica natural.[39]

O conjunto de reacfes enzimaticas produzidas por cada ser vivo como
anabolismo (sintese) ou catabolismo (degradacdo) é conhecido como
metabolismo e, de acordo com essa classificagdo, ocorre a producdo de
substancias denominadas metabdlitos primarios e secundarios. Dentro dessa
categoria, encontram-se 0s produtos naturais que sado conhecidos pelos
guimicos como metabdlitos secundarios, para distingui-los daqueles compostos
que tradicionalmente tem sido dominio dos bioquimicos (acucares, lipideos,
acidos nucléicos e peptideos). Esses compostos sdo mais caracteristicos de
fontes botanicas especificas (ou seja, uma familia ou género e as vezes uma
Unica espécie de planta), contudo esses compostos nao se restringem somente
a esses organismos, sendo encontrados em bactérias, fungos e animais.[46] Os

metabalitos secundarios das plantas desempenham uma variedade de fungdes,
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atuando nos processos de crescimento, desenvolvimento e imunidade nata das
plantas, na sinalizacdo de resposta de defesa e na resposta a estresses
ambientais.[47,48, 49]

3.3 Proteinas F-box, COI1 e o complexo SCF¢°"

A coronatina insensitiva 1 (COI1) é um correceptor proteico que pertence a
superfamilia de proteinas denominada F-Box, com membros encontrados em
organismos eucariotos como leveduras, plantas e mamiferos. O primeiro motivo
F-box foi identificado no nitrogénio terminal da proteina SCON2, em 1995, mas
o0 nome s6 foi atribuido em 1996, quando um motivo semelhante foi descoberto
no nitrogénio terminal de um grupo de proteinas denominadas Ciclina F.[51] Nas
préximas décadas, muitas proteinas F-box foram descobertas em diferentes
organismos. Por exemplo, em genoma de nematoides que contém 326 genes
codificadores de proteinas F-box, o maior nimero entre todas as espécies
animais. J4 o genoma humano possui 38 genes, e o da mosca da fruta apresenta
22 genes. Em contraste, a maioria das espécies de plantas possui um numero
surpreendentemente elevado de genes F-box, como Arabidopsis e Medicago
apresentando 694 e 972 genes em seus genomas, respectivamente.[51]

As proteinas F-box estdo diretamente envolvidas na degradacao proteica
promovida pelo sistema ubiquitina proteassoma 26S (UPS), que regula diversas
funcdes fisioldgicas nos seres vivos como a resposta imune nata e processos de
desenvolvimento. O termo “F-box” se origina do fato que essas proteinas
compartilham um dominio em comum entre si contendo de 40-50 aminoécidos,
denominado dominio F-box. Essa porc¢ao sera a responsavel por interagir com a
proteina SKP1, que se coordena a proteina Culina para formar um complexo
enzimatico denominado SKP1-Culina-F-box (SCF). O complexo que tem COI1
como a sua F-Box é denominado SCF®°"! (Figura 4) e atua como a E3 ligase de
ubiquitina (E3) no sistema ubiquitina proteassoma 26S (UPS).[51]

Figura 4 — Estrutura de uma unidade do complexo COI1-ASK1-JA-lle que
compde a SCFCO" e degron JAZ1; COI1 a hélices ( ) e folhas B (rosa),
ASK1 ( ), degron JAZ — JAZ1 (azul), JA-lle e pentacisfosfato de inositol

(vermelho)
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Fonte: Protein Data Bank (2024) - adaptado

A COI1 é a unidade proteica da SCF°'! que desempenha o papel de
reconhecer proteinas pertencentes a classe JAZ, que sdo repressoras da
transcricdo de genes de crescimento de plantas. Este reconhecimento, aproxima
uma proteina JAZ do complexo E1:E2, respectivamente uma enzima ativadora
de ubiquitina e uma enzima conjugadora de ubiquitina, e que € responsavel por
ligar unidades de ubiquitina a proteina JAZ, sinalizando ao proteassoma que a
proteina JAZ ubiquitinilizada deve ser degradada. E importante destacar que a
COI1 ndo atua, por conta prépria, como E3 no UPS, sendo, portanto, necessaria
a sua conjugacéo a SKP1 e a Culina, para que o complexo SCF®°'! desempenhe
seu papel de marcacao no UPS.

As proteinas JAZ apresentam, em comum, uma sequéncia peptidica
muito conservada, denominada como motivo ou degron, que é fundamental para
gue a COI1 as reconheca e aproxime a JAZ do complexo E1:E2, para que ocorra
sua ubiquitinacdo. O degron JAZ1 é uma sequéncia de 20 aminoacidos
localizada entre Glu200 e Val220 que é necessaria para interagir com a COI1,
além disso ha uma sequéncia de residuos de aminoacidos (motivo) entre os
residuos 200-225 como evidenciado na Figura 5. Estruturalmente, o degron de
proteinas JAZ é constituido de uma a hélice conservada utilizada para docking
com a COI1l e uma regidao de loop para aprisionar o horménio em seu sitio de
ligagdo.[52] O degron das proteinas JAZ desempenha papel fundamental no
processo de degradacéo proteica, de modo que uma pequena alteracdo em sua
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sequéncia pode impactar profundamente o tempo de vida de cada proteina JAZ

na célula da planta.[53]

Figura 5 — Sequéncia de residuos de aminoacido que compde o motivo(---);
Degron JAZ1(—). Tamanho das letras indicam o nivel de conservacdo dos

residuos de aminoacido na estrutura primaria das proteinas JAZ.

Motivo

Degron JAZ

Fonte: Sheard (2010) - adaptado

Observa-se que a COI1 apresenta maior atividade no processo de
marcacao das proteinas JAZ quando coordenada ao (3R,7S)-jasmonato de L-
isoleucina (JA-lle) ou a coronatina (CO). Além disso, foi identificado que o
pentacisfosfato de inositol (IPs) presente no complexo SCF°'! também
desempenha um papel fundamental na recepcao do JA-lle. Vale destacar, que
JA-lle atua como uma espécie de adesivo molecular entre o COI1 e a regido do
degron de uma proteina JAZ.[54,52]

Os ligantes JA-lle e CO adquirem uma posicéo vertical no sitio de ligacao
da proteina, com o grupo cetona do anel ciclopentanona apontando para a regido
mais externa do dominio de ligacao do jasmonato, e estabelecendo uma rede de
ligacdo de hidrogénio triangular com Arg496 e Tyr444 da COI1, na entrada deste
sitio de ligacdo. De maneira que, na auséncia da ligacao peptidica com o degron
de uma proteina JAZ, os grupos cetona e carboxilato do ligante se tornam
acessivel aos solventes, como indicado na Figura 6.[52]

Figura 6 — a) Dominios de repeticbes ricas em leucina (LRR) b) Loops na
superficie da COI1 c) interacdes de JA-lle em COI1 d) Grupos cetona e carboxila

no sitio de ligacéo da proteina.
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3.4 Sistema ubiquitina proteassoma 26S

Para tratar sobre o sistema ubiquitina proteassoma 26S (UPS) é
necessario definir, inicialmente, o que € a ubiquitina o que é o proteassoma. A
ubiquitina € uma proteina pequena, composta de 76 aminoacidos, altamente
conservada e expressa, de forma geral, em organismos do reino eucariético. O
proteassoma 26S é um complexo enzimatico composto de 2 multisubunidades,
a protease central 20S e 2 particulas reguladoras 19S que atuam no
desdobramento e insercéo da proteina a ser degradada. A protease central 20S
€ constituida de 2 anéis periféricos contendo 7 subunidades alfas (azul) e 2 anéis
centrais com 7 subunidades beta (vermelho), como demonstrado na Figura 7.
Os sitios proteoliticos residentes dentro da camara estdo localizados em 3
subunidades de cada anel beta, com atividade semelhante a da caspase (1),
da tripsina (B2) e da quimotripsina (5), que preferencialmente clivam peptideos
apos residuos de aminoacidos acidos e basicos, respectivamente. Dito isso, 0
UPS regula as vias proteoliticas que integram o organismo dos eucariotos. A
degradacédo de proteinas por ubiquitinagédo, assim como a correcao de mutacdes
no DNA séo processos essenciais para manutencao da vida destes organismos,
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pois defeitos na traducdo e transcricdo de proteinas podem gerar mutacdes

indesejadas, o que intefere diretamente na homeostase destes seres.[55,56]

Figura 7 — Estrutura priméria da ubiquitina e representacdo esquematica da
estrutura quaternaria do proteassoma 26S.

Estrutura primaria da Ubiquitina
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Fonte: LU, Shuging et al. (2013) adaptado

As plantas utilizam vias de transducao de sinais para integrar os estimulos
de estresse percebidos e as mudancas ha expressao genéticas requeridas para
montar uma resposta coordenada. Em resposta a um estimulo ambiental, a
ubiquitinacdo de proteinas reguladoras, como fatores de transcrigcdo, pode ser
promovida ou inibida, levando a um aumento da degradacéo ou estabilizacao
dessas proteinas reguladoras, que resulta em alteraces e mudancas nos
padrbes da expressdo génica e na resposta celular necesséria. A descoberta da
protedlise dependente de ubiquitina no inicio dos anos 1980 comecou com a
revelacdo de que a degradacdo de proteinas nas células dos mamiferos era
dependente de energia [57,58]. A funcdo geral da via de ubiquitinacédo € conjugar
ubiquitina ao residuo Lys contido no substrato proteico alvo, os marcando para
degradacéo pelo proteassoma 26S.[56,59]

Para que ocorra a ubiquitinacdo de proteinas, € necessaria a acédo de 3
enzimas E1, E2 e E3. O processo comeca com a ativacdo dependente de
energia utilizando adenosina trifosfato (ATP), em uma reacéo do tipo adenilacao,
pela qual o carboxilato ligado a ubiquitina ataca um dos fosfatos do ATP, gerando
um fosfoéster com ubiquitina, que serda convertido em tioéster, por

tioesterificagdo, com o auxilio da E1, formando um complexo enzimatico tioéster
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de ubiquitina-E1 e fosfato inorganico (PPi) e adenosina monofosfato (AMP). A
ubiquitina é entao transferida da E1 para um residuo conservado de cisteina no
sitio ativo da E2, por meio de uma reacédo de transtioesterificacdo, formando o
intermediario E2-ubiquitina ligado ao tioéster.[56] O complexo enzimético E2-
ubiquitina pode entéo se ligar diretamente a uma E3, para transferir ubiquitina ao
substrato proteico que tem afinidade por essa enzima e que, por este motivo,
sera degradado. Vale ressaltar que, o correceptor COI1 que integra a E3 SCF é
substrato-especifica, ou seja, ela se liga a um grupo muito especifico de
proteinas alvo, as proteinas JAZ, e atua as aproximando da ubiquitina ligada na
E2. Para que ocorra a degradacao da proteina-alvo pelo proteasoma 26S, se faz
necessaria a poliubiquinatacdo da proteina-alvo, pois a ligacdo de uma unica
ubiquitina a um substrato proteico pode modificar a localizagcédo ou atividade da
proteina [60]. A cadeia de poliubiquitina também pode ser desagregada pela
atividade da DUB (enzima desubiquitinadora) para liberar ubiquitina que sera

reutilizada no préximo ciclo de ubiquitinacédo Figura 8.[58]

Figura 8 — Esquema do processo de degradacédo de um substrato polipeptidico
a peptideos (P), através do sistema UPS que tem como sistema E3 ligase o
complexo SCFC9'1| cujos ativadores de reconhecimento das proteinas alvo JAZ
séo o jasmonato de isoleucina (JA-lle), o fosfato de inositol (IPs). O degron JAZ1
é a regido comum as proteinas-alvo JAZ que é reconhecido pela SCFCOL,
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E essencial destacar que além de fornecer a energia necessaria para dar
inicio a reacdo no UPS, o ATP é necessario para a atividade das chaperonas,
macromoléculas responsaveis pelo desdobramento correto das proteinas antes
de serem introduzidos no proteassoma 26S. Além disso, diferencas na
concentracdo de ATP podem afetar a atividade do proteassoma e,
consequentemente, interferir na taxa de degradacdo proteica, resultando no
acumulo de proteinas disfuncionais, o que impacta o ciclo celular dependente de
ubiquitinacéo.[61]

A via UPS regula quase todos os aspectos do crescimento e
desenvolvimento das plantas, incluindo, porém nao se limitando, a percepcao e
a sinalizacdo hormonal. Outros exemplos da atuacdo desse sistema incluem
resposta a luz, desenvolvimento florifero, autoincompatibilidade (incapacidade
de autofencundacdo pela planta), regulacdo epigenética para controle da
expressdo de genes, e a patogénese de plantas, processo no qual doengas se
desenvolvem, dessa forma, atuando no combate a doencas geradas no
organismo. Os fitormonios sdo uma colegéo estruturalmente n&o relacionada de
pequenas moléculas que controlam e integram uma ampla variedade de
processos fisioldgicos das plantas. Entre os fitorménios, a auxina foi o primeiro
a ser descoberto, seguida pelas giberelinas, citocininas, acido abscisico, etileno,
jasmonatos, brassinosteroides e estrigolactona.[62]

O fitorménio JA-lle pertencente aos jasmonatos, nesse contexto, e possui
funcao sinalizadora no UPS. Devido a necessidade de seletividade das proteinas
que serdo marcadas por ubiquitina e degradadas, E3 ligases como SCFcO!
adaptaram uma parte de sua estrutura para o reconhecimento desses substratos
proteoliticos, esta regido é denominada degron e entre as proteinas

pertencentes a classe dos jasmonatos € conhecida como JAZ1.[63]

3.5 Atuacdo de acido jasmoénico, jasmonato de
isoleucina e coronatina no sistema ubiquitina-

proteassoma 26S

O acido jasmoénico (JA) é uma molécula sinalizadora intimamente
associada com a resisténcia a plantas aos estresses abioticos, usualmente

envolvido em respostas fisiologicas e moleculares. Tal que essas respostas
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fisiologicas incluem a ativagédo do sistema antioxidante (radical &nion superoxido,
peroxidase, NADPH-oxidase), acimulo de aminoacidos (isoleucina e metionina)
e aclcares soluveis. Ja as respostas moleculares no geral envolvem a expressao
de genes associados a JA (JAZ, AOS1, AOC, LOX2 e COI1).[64] O primeiro
relato do isolamento de acido jasmonico ocorreu em 1971, a partir de uma cultura
de fungos Botryodiplodia theobromae (Lasiodiplodia theobroma), como um
inibidor no crescimento de plantas, quando a sua estrutura também foi
desvendada.[65] Esta foi a primeira descricdo dos efeitos fisioldégicos de JA e
compostos relacionados como fitormonios de crescimento de plantas. Uma
década depois, jasmonato de metila (MeJA) e JA foram isolados e identificados
como substancias promotoras senescentes de diferentes espécies de plantas.
Devido a relevancia e atuacdo desses compostos no processo de
desenvolvimento desses organismos, foi cunhado o termo Jasmonato para
descrever as substancias biologicamente relacionadas a este fitorménio.[65]

Posteriormente, em 1997, varias formas livres de &cido jasmoénico e
compostos relacionados foram encontrados em fungos, plantas superiores e
inferiores. Foi observado que em geral, as concentracfes de &cido jasmonico e
compostos relacionados nos tecidos das plantas sao relativamente baixos, de
modo analogo a outros fitorménios. [44,64]

As plantas muitas vezes sofrem de estresse biético (patdégenos, herbivoros
ou microrganismos parasiticos) e estresse abidtico (frio, seca, salinidade, luz ou
ferida). Logo, para sobreviver e se reproduzir, esses organismos desenvolveram
mecanismos para se adaptar a esses diversos tipos de perturbacdes no meio
que se encontram. Neste cenario fitorménios como o JA, JA-lle e seus derivados
desempenham fungdes vitais no crescimento e desenvolvimento das plantas.[64]

Como dito anteriormente, a concentracdo enddégena de JA-lle em
condi¢cdes normais é baixa, porém pode rapidamente aumentar na presenca de
um dado estimulo, como a acéo de um predador. Esse aumento na concentracao
de JA-lle favorece a formacao de um complexo deste fitorménio com a COI1 que
é o componente fundamental do complexo enzimatico SCF®°'l. A formacao
deste complexo favorece a complexagdo da unidade COI1 com as proteinas
JAZ, favorecendo a ubiquitinagdo e degradacdo desses substratos através da
via do proteassoma 26S.[66] Cabe destacar que as proteinas JAZ séo

repressoras de vias de transcricdo de genes relacionados ao mecanismo de
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defesa. Desta forma, quando ndo ha nenhum tipo de estresse ambiental sob as
plantas, ha baixa concentracao intracelular de JA-lle, o que inibe a degradacao
das proteinas JAZ, ocasionando na repressdo da transcricdo de genes
relacionados ao mecanismo de defesa. Este mecanismo é importante, pois a
expressdo de fendtipos relacionados aos mecanismos de defesa das plantas
requer ATP, e com o intuito de otimizar o custo energético, essa energia é
redirecionada para o desenvolvimento da planta.[64]

Devido a presenca de centros quirais nas posi¢cdes C3 e C7 do JA, o
conjugado JA-lle apresenta-se como uma mistura de diasteroisomeros. Na
natureza, a forma bioativa de JA-lle no UPS é a que tem a estereoquimica
absoluta (3R,7S) no acido jasmodnico. Esta esta em equilibrio com o epimero
(BR,7R), que ¢é termodinamicamente mais estavel e encontra-se
majoritariamente no meio celular, na proporcdo de 94:6 em relacdo ao
diasteroisdmero bioativo. Vale ressaltar que, esse processo de epimerizacao
ocorre no meio intracelular. [44,67]

Uma importante substancia relacionada ao JA-lle é a coronatina (CO),
uma toxina produzida pela bactéria Pseudomonas syringae, que mimetiza a
atividade de (3R, 7S)-JA-lle, Figura 9.[68,69] Ela apresenta grande semelhanca
estrutural com o (3R, 7S)-JA-lle, possuindo um arranjo espacial cis dos grupos
ligados aos carbonos C3 e C7. Contudo, o grupo ciclopropano fundido ao anel
ciclohexeno presente em CO concedem uma maior hidrofobicidade e rigidez
estrutural a este ligante, o tornando configuracionalmente mais estavel do que o
(3R,7S)-JA-lle.[70] Isso o torna um ativador mais eficiente do processo de

ubiquitinacao das proteinas JAZ em relacao a JA-lle.

Figura 9 — Estrutura e estereoquimica de &cido jasmonico e derivados — em azul

as semelhancas estruturais entre CO e JA-lle.
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A epimerizagéo entre os diasteroisomeros (3R,7S) e (3R,7R) envolve um
equilibrio ceto-endlico na ciclopentanona de JA-lle e depende de fatores como o
pH do meio e temperatura. Contudo, a estrutura com estereoquimica (3R,7R) &
favorecida por posicionar os grupos conectados a ciclopentanona de forma trans,

diminuindo o impedimento estéreo entre esses grupos.

3.6 Biossintese de Acido Jasmédnico e Acido Jasmdnico

conjugado aisoleucina

A biossintese de JA nas plantas, se inicia através de processos biéticos
com o rompimento da parede celular da planta por predadores como insetos,
liberando fosfolipidios no meio intracelular que passam por uma série de reacfes
enzimaticas até a producdo dessa substancia.[71] Com relacdo ao estresse
abidtico, a producao deste fitormbnio € iniciada através da expressado de genes
biossintéticos de JA, devido a variacdo de fatores como salinidade, seca e
temperaturas extremas que sdo capazes de afetar a atividade de diferentes
enzimas relacionadas a producdo desse composto. Outros produtos desse
processo biossintético tém potencial para se acumular, gerando espécies
toxicas, que podem comprometer a sobrevivéncia e longevidade do ciclo celular
destes seres. Dentre os compostos secundarios produzidos durante o estresse
abibtico, os mais comuns sdo as espécies reativas de oxigénio (ROS) que

provocam estresse oxidativo e danos as membranas celulares e DNA.[64]

33



Os fosfolipidios sdo moléculas responsaveis por manter a integridade
estrutural da membrana plasmatica, sendo encontrados na superficie da
membrana dos cloroplastos, uma organela celular que atua no processo de
fotossintese.[71] A reacdo comeca quando as enzimas fosfolipases (PLDs) sao
ativadas e separam os fosfolipidios acido linoleico e acido a-linolénico das
membranas dos cloroplastos, em seguida, o acido a-linolénico € convertido no
acido 13(S)-hidroperoxilinolénico, pela enzima 13-lipoxigenase (LOX), através
de uma reacgao de esterificacdo seguida de uma reacdo de peroxilacdo (Figura
10).[72]

Apos isso, a aleno oxido sintase (AOS) atua convertendo 0 composto
produzido em um Oxido de aleno instavel, o acido 12,13(S)-epoxilinolénico, cuja
instabilidade provocada pela tensdo no anel epoxido favorece o rompimento da
ligacdo C-O, e possibilita a acdo da enzima aleno 6xido ciclase (AOC), que
promove a ciclizacdo da cadeia carbodnica, formando o anel ciclopentenona do
acido 12-oxo-fitodienoico (OPDA), o principal precursor de JA. Ressalta-se que
a forma enantiomérica favorecida desse composto é a (9S,13S)-cis-(+)-OPDA e
que este pode agir como uma molécula sinalizadora, assim como JA e seus
precursores. Estudos sugerem que esta caracteristica estd associada ao grupo
carbonila a,B-insaturado eletrofilico do anel ciclopentenona que é altamente
reativo.[72,73]
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Figura 10 — Biossintese de acido jasménico, com suas respectivas reacdes

enzimaticas e epimerizacédo de C7 para o diasteroisbmero mais estavel.
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As reac0Oes descritas anteriormente ocorrem todas no meio intracelular,
mais especificamente na organela celular cloroplasto. A préxima etapa consiste
no transporte do cis-OPDA ao peroxissomo, no qual ocorre a reducdo da
insaturagdo do anel ciclopentenona, através da enzima OPDA redutase 3
(OPR3) que sofre ativacdo do éster pela enzima OPC8:CoA ligase (OPCL1),
para entdo ser submetido a 3 reagdes de B oxidagao pela acil CoA oxidase
(ACX), seguida das enzimas proteina multifuncional 19 (MFP) e L-3 cetoacil
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tiolase (KAT) que resulta no Jasmonil-CoA que é clivado a JA pela enzima
tioesterase (TE). O JA formado sofre entdo epimerizacdo e permanece em
equilibrio com sua forma diasteroisomérica.[74] Apés a formacao do produto, O
JA é exposto ao citoplasma celular, no qual, com o auxilio da enzima Gretchen
Hagen (GH3), ocorre a conversdo do &cido (+)-7-iso-jasmdnico em JA-lle pela
sua conjugacdo com o aminodcido lle. Outros aminoacidos como valina, leucina
e fenilalanina raramente sédo conjugados ao JA.[75]

Varias evidéncias indicam que 3 diferentes mecanismos estéo envolvidos
na regulacdo de sua biossintese:

(i) Disponibilidade do substrato, ja que plantas transgénicas que
superexpressam a enzima AOS ndo mostraram niveis elevados de JA,
mas geraram uma concentragcdo maior desse fitorménio em comparagao
ao tipo selvagem de Arabdopsis quando feridas. Ademais, nos
cloroplastos dos tecidos das folhas de Arabidopsis totalmente
desenvolvida, as enzimas LOX, AOS e AOC ocorrem abundantemente,
porém JA e OPDA séo formados apenas apoés estimulos externos, como
ferimentos. Este aumento transitério de acido jasmoénico ocorre antes do
acumulo dos genes de transcricao responsaveis pela sua biossintese;

(i) Feedback positivo, pois o tratamento de folhas de Arabdopsis thaliana

com esse composto ativa a expressdo de todos 0s genes biossintéticos

de JA e;

(i) Especifidade do tecido, devido as distintas atividades do promotor de

AOS, ha uma forte evidéncia na regulacéo da biossintese deste fitbrmonio

por especificidade do tecido.[76]

Apo6s o surgimento das feridas nas plantas, o nivel de AOS aumenta
drasticamente e transientemente, o que indica que a AOS é uma enzima
essencial na regulacdo da biossintese dessa substancia. Aléem disso, a etapa
catalisada por AOC é de especial importancia regulatoria, devido ao
estabelecimento da estrutura enantiomérica final do composto que ocorre
naturalmente. A capacidade alterada de sintetizar essa molécula em organismos
mutantes parece ser causada, ao menos em partes, por uma falha na regulacéo
por feedback positivo da biossintese de JA. No caso da COIl1, a insensibilidade
a esse fitormdnio pode levar a uma expressdo menor dos genes associados a

sua biossintese, ja que todos eles séo sensiveis a JA.[76]

36



3.7 Acido floribundanéico B, Floribundanato de isoleucina e

Floribundano B

A descoberta de novas substancias quimicas que atuem como ativadores
da protedlise UPS mediada de repressores de crescimento de plantas € um
possivel caminho para o desenvolvimento de novos herbicidas, bem como de
promotores de crescimento de plantas. Visto que, devido a atuacdo de
fitormdnios como JA-lle no processo de maturacao destes organismos, se torna
possivel regular o crescimento e proliferacéo de ervas daninhas, favorecendo o
plantio de diversas culturas, desse modo auxiliando o agronegdcio, mais
especificamente o setor econdmico da agricultura. Haja vista que, muitos
herbicidas tradicionais a base de compostos sintéticos como o glifosato, um dos
defensivos agricolas mais comuns atualmente, ndo sao seletivos, ou seja,
eliminam tanto ervas daninhas quanto as culturas de interesse, divergindo de
herbicidas a base de fitormbnios como auxinas que sao seletivos.[4] Ademais, o
uso incorreto desses produtos pode gerar contaminacdo de solos e lencois
freaticos, além de bioacumulacdo por parte de insetos polinizadores, o que
prejudica seu sistema imunolégico, e consequentemente provocando queda na
populagéo desses individuos afetando a colheita em plantacdes.[77]

Outro aspecto a ser levado em consideracdo, é a propriedade
biodegradavel desses hormoénios produzidos naturalmente pelas plantas, por
meio da acdo de microrganismos presentes no solo. Além do menor potencial
bioacumulativo, desses compostos, pois estes sdo mais suscetiveis a sofrer
reacdes quimicas como hidrélise e oxidagdo no interior destes organismos.[77]
Nesta perspectiva, a busca por produtos naturais que tem semelhanca estrutural
com o JA pode levar ao desenvolvimento de produtos biodegradaveis, com
menor impacto de longo prazo ao Ambiente.

O floribundano B (FB), &cido floribundandico B (AFB) constituem
compostos estruturalmente semelhantes ao JA. Elas sdo moléculas que
pertencem a uma classe de compostos denominados iridoides, que compreende
monoterpenos amplamente distribuidos em 22 espécies de plantas pertencentes
ao filo das angiospermas.[78]

Os iridéides sdo metabdlitos secundarios geralmente encontrados na

natureza como glicosideos.[78] Eles séo distribuidos de forma ampla no reino
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das plantas, especialmente nas dicotyledonous da Scrophulariaceae
Pyrolaceae, Oleaceae, Labiatae, Rubiaceae e Gentianaceae, e sédo subdivididos
em 4 grupos distintos: iridoides glicosideos, secoiridoide glicosideos, iridoides
agliconas e bis-iridoides.[79] De modo geral, a estrutura quimica dos iridéides
possui um anel de 6 membros heterociclico fundido a um anel ciclopentano
(Figura 11).[80]

Figura 11 — Estrutura quimica do Iridodial e de exemplos de substancias que

pertencem a cada uma das quarto classes de iridoides.
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Fonte: Autor

Os secoiridoides sdo compostos que possuem atividades anti-
inflamatorias, anti-carcinogénicas e neuroprotetivas, como a oleuropeina um
secoiridoide extraido de oliveiras da espécie Olea europaea.[81] Apesar de
possuir os mesmos 10 atomos de carbono do iridéides, os secoirddides ndo
possuem a ciclopentanona em sua estrutura, em virtude da auséncia da ligacao
guimica entre os carbonos 7 e 8, 0 que permite a observacdo de porcles
carboxilicas e olefinicas em suas estruturas, como pode ser observado na Figura
12. [6,69,82] Eles se encontram mais abundantes na forma glicosidica na
natureza, mas também se apresentam com agliconas, dimeros (juncao de dois
secoiridoides) e derivados (quando ha a conjugacao a grupos funcionais como
fendis e ésteres).[81] De acordo com esta subclassificagdo, o FB, e o AFB séo

secoiridoides agliconas.
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Figura 12 — Estrutura geral de um iridoide e dos secoiridoides FB e AFB
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A via biossintética dos secoiridoides esta intimamente relacionada com a
dos iridoides, pois a abertura do anel ciclopentano na estrutura dessas moléculas
geram o0s secoiridoides. O intermediario chave na producdo desses
monoterpendides é o0 acido mevaldnico, que se converte nos isoprenos
isopentenil pirofosfato (IPP) e dimetilalil difosfato (DMAPP), através de um
conjunto de reacdes catalisadas por enzimas dependentes de ATP, para dar
origem ao geranil pirofosfato (GPP), um precursor comum aos monoterpenos. O
GPP, entéo, sofre outra série de reacfes enzimaticas com o auxilio do NADPH
e difosfato (OPP), se convertendo em alcool que é oxidado ao monoterpeno
dialdeido 10-oxogeranial (OG), um dos principais precursores dos iridoides. Em
seguida, a enzima monoterpeno ciclase (E8) forma um intermediario imina, que
realizard uma reacéao de ciclizagao eletrofilica em OG.[86]

Posteriormente, na presenca de NADPH, ocorre a inser¢cao de um hidreto ao
carbocétion terciario formado anteriormente, seguida de uma reacdo de
hidrélise, e o produto desta série de reacfes € a molécula iridodial. Esta, por sua
vez, sofre tautomerizacdo, gerando o hemiacetal heterociclico de 6 membros,
gue é oxidado ao iridotrial hemiacetal. Por fim, através de reacdes mediadas por
enzimas, ocorre a oxidacao e glicosilacéo desta molécula para originar o iridoide
glicosideo acido deoxiloganico, o precursor da maioria dos secoiridoides ao se
clivar a ligagdo em C7 e C8.[86] A Figura 13 abaixo indica as reac¢des descritas

anteriormente e as enzimas que atuam em cada etapa deste processo.
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Figura 13 — Reac¢des da biossintese do iridoide glicosideo &cido deoxiloganico,

precursor da maioria dos secoiridoides.
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O primeiro e Unico relato de isolamento do floribundano B se deu pela sua

extracdo da casca do tronco da planta Hymenodictyon floribundum B. L. Rob
Figura 14, comumente denominada NDambi Yov’olwi na Angola, um dos locais
em que é utilizada como planta medicinal para o tratamento dos sintomas de
febre. E distribuida por toda Africa tropical, desde a Guiné a Etiépia e ao sul até
o Zimbabue. Na natureza, se apresenta na forma de arbusto ou arvore que atinge
cerca de 6 m, se destacando pelas suas folhas de coloracado escarlate no
outono.[83] Outro secoridoide aglicona extraido dessa planta por Mendonca e
colaboradores em 2010 foi o floribundano A.[84] Do ponto de vista sintético, o
FB tem apenas uma sintese total relatada para a sua forma racémica, mas que
permitiu a confirmacdo da estrutura quimica proposta com base nos dados

espectrométricos, por ocasido do seu isolamento.[85]

40



Figura 14 — Fotografia de um exemplar da Hymenodictyon floribundum

Fonte: Flora of Zimbabue - species information
Em relacdo ao acido floribundandico B (AFB), ha relatos de sua extracdo do
suco de azeitonas provenientes de diferentes regides da Espanha.[88] Durante
sua extracdo, foram observados 3 compostos cristalinos que foram purificados a
partir do acido elendlico. Até o momento, ha apenas um relato da sintese do
AFB, que ocorreu por ocasido de esta molécula ser um intermediario na sintese
do FB.[85] Os secoiridoides como o AFB sao distribuidos por todos os tecidos
das oliveiras, contudo as concentragcdes destas substancias variam em
diferentes partes da planta. Além disso, a dificuldade encontrada em quantificar
essas substancias bioativas se baseia no fato delas sofrerem transformacfes
biossintéticas e quimicas em diferentes fases do desenvolvimento, outros fatores
gue impactam essa quantificacado séo o local de cultivo e processos e condi¢des
utilizados durante a etapa de extrac&o.[86]
Devido a semelhanca estrutural do FB Figura 15 com o acido jasmonico
(JA) foi sugerida por Sousa (2021) a hip6tese de que este secoiridoide poderia
mimetizar as interacdes supramoleculares que o JA-lle estabelece com SCFCO!
no sistema de marcacao das proteinas JAZ para degradacdo mediada pelo
sistema ubiquitina-proteassoma 26S. Ele verificou, por meio de estudos de
ancoragem molecular ndo direcionado in silico, que as formas enantioméricas
(3R)-FB e (3S)-FB tem afinidade pelo dominio de ligacdo do JA-lle na COI1,

interagindo com residuos de aminoacidos que originalmente interagem com JA-
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lle e com energia de ligacdo razoavelmente proxima a observada para o

complexo COI1-JA-lle.[88] Desse modo, este trabalho de conclusédo de curso

tem por objetivo realizar um novo estudo de docking molecular, agora para

avaliar se o AFB, nas suas duas formas enantioméricas, e o conjugado AFB-lle,

em duas formas diastereoisoméricas tém afinidade com a COI1 semelhante a

observada para o FB, verificando em quais dominios da COI1 ocorre a interacao

dessas moléculas com a proteina de interesse, e qual a energia de ligacéo

desses complexos em relacdo a do complexo COI1-JA-lle.

Figura 15 — Semelhancas e diferencas entre JA, JA-lle, FA, FB e seus derivados

AFB e AFB-Ille em destaque na segunda e terceira coluna: Carbonilas dos anéis

(rox0); cadeia insaturada (

); cadeia alifatica (vermelho); isoleucina (

diferencas entre os anéis do FA e FB (azul) e centros quirais(*)
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4. Metodologia

4.1 Preparacéo dos arquivos de entrada para arealizacao
dos experimentos de docking molecular.

A primeira etapa deste trabalho consistiu no download do arquivo 30GL.pdb
no website do banco de dados Protein Data Bank(PDB). Este arquivo contém as
coordenadas cristalograficas do reticulo cristalino que possui 8 unidades do
complexo ASK1-COI1-JA-lle-JAZ1, que tem o complexo proteico ASK1-COIl
coordenado ao JA-lle e ao JAZ1, este ultimo sendo um peptideo com estrutura
primaria coincidente com a da regidao degron conservada das proteinas JAZ,
Figura 16.

Com o auxilio do software PyMOL, foi possivel identificar cada uma das 8
unidades ASK1-COI1-JA-lle-JAZ1, selecionar uma delas e apagar as demais.
Em seguida, foram removidas as moléculas de aguas da estrutura cristalografica
que estdo naturalmente incorporadas no complexo proteico, e foram incluidos os
hidrogénios polares nos residuos de aminoéacido, pois dessa forma nenhum tipo
de interacdo de hidrogénio intermolecular entre o ligante e o receptor seriam
desprezadas. Por fim, a carga formal da estrutura proteica foi incluida e o arquivo
que contém as coordenadas atdbmicas de uma unidade do complexo protéico
ASK1-COI1-JA-lle-JAZ1, que para fins de simplificacdo sera denominado daqui
em diante de SCF®°'1, e foi salvo com o nome COI1-JA-lle.pdb. Em seguida,
ainda com o auxilio do PyMOL, foi possivel remover as coordenadas do ligante
JA-lle e salvar o arquivo COIl.pdb, que contém apenas as coordenadas do
complexo ASK1-COI1-JAZ1. A remocao das moléculas de agua, a adicdo dos
hidrogénios polares e da carga formal é uma etapa indispensavel para o
funcionamento correto do software e algoritmo que irdo realizar o redocking e
docking molecular que serdo abordados na proxima etapa. Ambos os dois
arquivos .pdb foram convertidos em arquivos com extensio “Protein Data Bank

Partial charge (.pdbqt)” por meio do software AutoDock Tools.
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Figura 16 — Estrutura quaternaria e topologia superficial do reticulo
cristalografico que contém as 8 unidades de ASK1-COI1-JA-lle-JAZ1 visualizada

a partir do arquivo 30GL.pdb no software PyMOL.

Fonte: Protein Data Bank (adaptado)

O proximo passo consistiu ha preparacao de um arquivo .pdbgt contendo
as coordenadas atomicas do ligante JA-lle, por meio do software PyMOL. Onde
o ligante foi separado de uma das unidades de SCF®°'1, vale destacar que a
estereoquimica do JA-lle observado na estrutura cristalografica do complexo
SCFCO! foi a da sua forma bioativa (3R,7S). Em seguida, foram preparadas as
estruturas moleculares dos ligantes AFB e AFB-Ile no avogadro Figura 17, que
foram salvas no formato .pdb tal qual RS-JA-lle.pdb. Esses arquivos foram entao
convertidos em .pdbqgt, assim como o arquivo COIll.pdb com o auxilio do
software AutoDock Tools.

Os arquivos .pdbtqg dos ligantes enantioméricos (3S)-AFB e (3R)-AFB, e
dos ligantes diastereoisoméricos do Floribundanato de L-isoleucina (3R)-AFB-L-
lle e (3S)-AFB-L-lle foram preparados de forma semelhante a descrita para o
ligante RS-JA-lle.pdbqt, com o auxilio dos softwares Avogadro e AutoDock

Tools, Figura 18.
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Figura 17 — Preparacdo dos arquivos RS-JA-lle.pdb através do PyMOL e

AFB.pdb e AFB-lle.pdb pelo avogrado e conversao para o formato .pdbgt com o

AutoDock Tools.

[ sasoeesiees

Fie WGaphcs Edt Seect Duplyy Coor Compite HyogenBads GadiD Hep

EECTER NS LT

17 UgndFlaie Residoes Gsd_Dockig _Run _dehze

Fonte: Avogadro e Autodock Tools

Figura 18 — Estruturas enantioméricas de AFB e formas diastereocisoméricas de

AFB-lle.

Enantiémeros de Acido floribundanéico B

Fonte: Autor

Diasteroisémeros de Floribundanato de L-isoleucina
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4.2 Preparacédo do arquivo config.txt .

Para a realizac&o do docking molecular, além dos arquivos .pdbgt com as
coordenadas atbmicas do complexo ASK1-COI1-JAZ1 e com as coordenadas
dos ligantes, também foi necessaria a preparacdo do arquivo config.txt, que
contém parametros de operacao necessarios para que o Autodock Vina realize
adequadamente os célculos de docking. Para validar esses parametros, foram
realizados calculos de docking utilizando os arquivos COI1.pdbqt (receptor) e
RS-JA-lle.pdbqt (ligante) em busca de se reproduzir a pose do JA-lle no seu sitio
de ligacédo na COI1, procedimento denominado de redocking.

Do ponto de vista pratico, o primeiro passo foi a criacdo de uma pasta de
trabalho no computador que continha todos 0s arquivos necessarios para que o
Autodock Vina realize adequadamente os calculos de redocking molecular:
config.txt, COI1.pdbqgt, RS-JA-lle.pdbqt, e o executavel do programa Autodock
Vina.

O arquivo config.txt contém a definicdo do arquivo com as informacgfes do
ligante, do arquivo com as informacdes do receptor, e dos parametros: grid box
(tamanho da grid box e centro da grid box), Energy range, exhaustiveness,
num_modes. A definicdo desses valores possibilita que o algoritmo do programa
busque por solu¢cdes com a menor energia interagdo entre ligante e receptor e
consequentemente maior afinidade. Ou seja, permite definir a quantidade de
conformacdes e limite energético desejados, além do tempo consumido durante
esse processo. A seguir, sdo apresentadas e discutidos em mais detalhes as
definicbes de cada um destes parametros:

e Energy Range: Trata-se da faixa de trabalho energético adotada pelo
programa para as conformac¢fes obtidas, ou seja, € o valor maximo de
energia de ligacdo que o algoritimo ir4 buscar. Os valores mais comuns
para a selecdo de possiveis candidatos a droga que sdo atualmente
aceitos em drug design sao valores menores que -9,0 kcal/mol (em alguns
casos menores que -12,0 kcal/mol). Entretanto, ainda ndo ha um
consenso em quais valores de energy range devem ser definidos para
avaliacdo de compostos biologicamente ativos.[90] Ressalta-se que
dependendo do valor definido o resultado encontrado pode estar em um

intervalo ainda menor de energia.

46



Exhaustiveness: Esse parametro ira definir o tempo que o algoritmo busca
pelo resultado ou conformacéo (pose) de menor energia. De modo que
quanto maior a complexidade do calculo a ser realizado, maior sera o
tempo gasto. Valores elevados de Exhaustiveness tem uma maior chance
de encontrar o menor valor de energia de ligacao, contudo isso requer um
custo computacional maior. A complexidade do célculo esta diretamente
relacionada com a estrutura molecular fatores como graus de liberdade,
tamanho e flexiblidade molecular interferem este processo.

Num_modes: O numero de modos (num_modes) é o parametro no qual o
algoritmo busca modos de ligacdo do ligante em cada conformag&o com
0 receptor proteico. De forma similar a Exhaustiveness, a inser¢cdo de
maiores valores indica uma probabilidade aumentada de encontrar uma
pose de menor energia global no sistema, requerindo um custo
computacional maior, porém com maior precisao. Vale ressaltar que, um
modo de ligacdo ndo necessariamente serd o de menor energia a
depender dos valores definidos neste e em outros parametros como
Energy range e Exhaustiveness.

Grid box: E a regido da ASK1-COI1 na qual o algoritmo ira realizar a busca
por modos de ligacdo entre este receptor e o ligante JA-lle, que simulam
aquele modo observado na estrutura cristalografica ASK1-COI1-JA-lle-
JAZ1. A definicdo do tamanho da caixa em Angstrom (A), e das
coordenadas que centralizam a grid box foi feita utilizando o programa
Autodock Tools. Quanto maior for a grid box mais tempo € necessario
para o programa fornecer os resultados de docking e redocking molecular,
logo esse parametro reflete diretamente na exhaustiveness do sistema.
Em contraste, espacos menores de grid box facilitam o algoritmo de
docking explorar a regido de interesse na proteina, contudo ele ndo sera
capaz de explorar posi¢coes do ligante e cadeias laterais flexiveis fora
deste espaco de busca.[91]

Os parametros de coordenadas da grid box foram definidos no arquivo

config.txt Figura 12, além da selecdo dos arquivos receptor e ligante .pdbqt, o
correceptor COI1 e RS-JA-lle e os valores dos parametros supracitados acima.
Vale destacar que, nesta etapa de redocking, foram adotadas 2 regides para a

gridbox, a primeira continha apenas a regido do sitio de ligacdo de JA-lle com a
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COI1 e o degron JAZ1, Figura 19, e a segunda compreendeu todo complexo
proteico SCFCO!, Isso foi feito desta forma para verificar se o JA-lle tem afinidade
por outras regides do complexo ASK1-COI1-JAZ1 que ndo sejam o sitio nativo
deste ligante evidenciado na estrutura cristalografica registrada no arquivo
30GL.pdb. Ademais, normalmente os valores inseridos em num_modes variam
entre 9 e 20 poses, e com o intuito de se obter um resultado energético e
conformacional mais preciso e proximo da forma nativa de JA-lle no complexo
SCFCO1 esse parametro foi fixado em 20. Os valores inseridos nos outros
parametros como energy range e exhaustiveness nao foram téo elevados,

devido as limitacdes do hardware utilizados.

Figura 19 — JA-lle no sitio de ligacao, Grid box e arquivo config.txt contendo os
parametros que seréo utilizados no redocking

e e receptor = COI1.pdbqt

s i@ ligand = RS-JA-Ile.pdbqt

number of points in y-dimension:
RSN | |

number of points in z-dimension:

Spacing (angstrom): K[ 07511

Center Grid Box: <oftse>
cowtar 3T 23.917]

center x = 24.831
center y = -26.043
center z = -31.475

1-26.500

size x = 36
size y = 38
size 7 = 36

731,250

energy range = 10000
num_modes = 2@
exhaustiveness = 600

Fonte: Autor

E importante destacar que estudos de docking geralmente envolvem uma
regido especifica da proteina, onde ja se sabe previamente ser o sitio ativo da
proteina com o ligante. No caso deste trabalho, cujo objetivo foi avaliar se os
ligantes baseados nos secoiridoides seriam capazes de mimetizar o modo de
ligacéo de JA-lle na estrutura cristalografica do complexo SCF¢©'1, optamos por
também englobar todo o receptor na Grid Box, procedimento de docking é
conhecido como blinding docking ou ancoragem as cegas.

Outro aspecto que foi ser levado em consideracdo foi o parametro de
spacing que é definido automaticamente através do tamanho da gridbox pelo
algoritmo do Autodock Vina. Os parametros inseridos na gridbox contemplando
todo o complexo proteico (blinding redocking) estéo indicados na Figura 20.
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Figura 20 - Grid box contemplando todo o complexo SCF°'! e arquivo config.txt

contendo os parametros que serdo utilizados no redocking

m e i) receptor = COIl.pdbqt
o tocsarmpem: e [S0II20 B ligand = RS-1a-Ile.pdbqt
[
i pobi s o
JTRen center_x = 14.472
e ey center y = -38.222
Spacing (angstrom): 11 °% (T center‘iz = -26.417
Center Grid Box: <offset>
e o000 .
To.000 ] size_x = 126
{ A | size y = 126
size_z = 126
energy range = 10008
num_modes = 2@
exhaustiveness = 600
Fonte: Autor
4.3 Redocking e docking molecular

Para execucdo do redocking de JA-lle na regido do sitio de ligacdo e
blinding redocking em todo complexo protéico foi utilizado o prompt de comando
do Windows (cmd), que foi ser acessado através do diretdrio que contém a pasta
redocking JA-lle. Ao acessar a pasta o algoritmo do Autodock Vina foi executado,
pelo comando abaixo indicado na Figura 21. Em seguida, os resultados de
energia de ligacdo em kcal/mol e Root Mean Square Deviation (RMSD) foram
obtidos e organizados em uma tabela, gerando um arquivo denominado
output.pdbqt, que foi separado ainda no “cmd” utilizando o comando vina_split
gue gerou arquivos individuais para cada uma das 20 solucdes de docking
contidas output.pdbqt.

Com o intuito de se obter melhores sobreposi¢cdes do fitbrmonio na
estrutura cristalogréfica, foram adotadas duas metodologias no docking
direcionado ao sitio de ligacdo. Uma na qual tratou o ligante completamente
rigido, enquanto a outra considerou a flexibilidade em torno das ligacdes. Os
experimentos de docking com cada um dos ligantes baseados no AFB e no AFB-
lle foi realizado de forma semelhante a descrita para o redocking. A seguir &
apresentado um resumo da metodologia realizada no formato de um fluxograma,
Figura 22, contendo as etapas adotadas neste trabalho. A etapa de realizagéo
de ensaios bioldgicos em vermelho néo foi abordada neste trabalho, mas esta

sendo apresentada como perspectiva para a continuidade deste projeto.
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Figura 21 — Execucéao do redocking e resultados obtidos no sitio de ligacédo (A)

e blinding redocking (B) pelo algoritmo do AutoDock Vina, através do prompt de

comando do Windows e separacéo dos resultados com o comando vina_split.

F| Prompt de Comando - vina.es X +

v

C:\Users\guilh\Desktop>cd "TCC - 1"

C:\Users\guilh\Desktop\TCC - 1>cd "Redocking JA-Ile"

C:\Users\guilh\Desktop\TCC - 1\Redocking JA-Ile>vina
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Figura 22 — Fluxograma com as etapas adotadas neste trabalho.
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5 Resultados e discussao
5.1 Redocking molecular do complexo ASK1-COI1-JA-
lle-JAZ1

Os resultados obtidos no redocking do complexo ASK1-COI1-JA-lle-JAZ1
direcionado no sitio de ligacédo do JA-Ille e realizado com a flexibilidade estrutural
do ligante JA-lle revelaram as duas poses mais estaveis com energias de ligagédo
de -8,8 kcal/mol. Todavia, as poses 42 e 62 menor energia apresentaram uma
melhor sobreposicdo da estrutura do ligante obtido pelo redocking com a
estrutura do ligante reportado cristalograficamente. Em contrapartida, o
redocking realizado com a estrutura do ligante rigido, que imita a conformacao
do ligante reportado cristalograficamente teve como resultado mais estavel o
ligante em uma pose com sobreposicdo quase completa com aquele observada
cristalograficamente e com energia  de interacao igual a
-11,2 kcal/mol. Logo, € possivel afirmar que o redocking realizado foi bem-
sucedido, haja vista que estas as poses encontradas se sobrepuseram muito

bem ao ligante cristalografado e coordenado ao degron JAZ1.

J& os resultados obtidos pelo blinding redocking nao indicaram uma boa
sobreposicao com o ligante, apesar das poses encontradas se encontrarem no
mesmo local da estrutura nativa. A Figura 23 abaixo indica as sobreposicfes das
poses supracitadas com JA-lle em sua estrutura cristalografica, considerando a

flexibilidade e rigidez na estrutura.

E possivel observar, nas pose 1 e 2 do redocking flexivel direcionado, que
ndo ha uma boa sobreposicdo com o anel ciclopentanona do ligante nativo,
porém na porcao do residuo de isoleucina verificou-se uma melhor equivaléncia
em comparacao as poses 4 e 6. As principais divergéncia entre estas duas poses
se encontram no grupo carbonila da amida na pose 1 que esta mais préximo a
estrutura nativa, enquanto na pose 2 este grupo esté localizado em uma direcéo
oposta. Em relacéo as poses 4 e 6, € possivel visualizar uma maior sobreposicao
entre 0os aneéis das estruturas, além das cadeias insaturada e alifaticas ligadas
ao carbono alfa e beta, contudo a posi¢do dos grupos metilas nas estruturas
estdo invertidas, além de ndo haver uma boa proximidade com 0s grupos

carboxilicos do aminoacido. Mas a orientacdo dessa cadeia insaturada
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permanece, ou seja, mantendo intacto o seu posicionamento na cavidade
hidrofébica inicialmente observada para este grupo no ligante nativo na estrutura
cristalografica, dessa forma mantendo a interacdo com o0s residuos de

aminoécidos observados estrutura cristalogréfica.

Figura 23 — Comparacao dos resultados obtidos com a estrutura nativa de JA-
lle no complexo proteico SCFCO'! e redocking no sitio de ligacdo. Degron
(vermelho) e estrutura nativa de JA-lle (rosa). Redocking flexivel - pose 1 (azul),
pose 2 ( ), pose 4 (verde) e pose 6 ( ). Redocking rigido —

pose 1 ( ) e blinding redocking pose 1 (roxo).

ppp
pap

Ao realizar o blinding redocking com a gridbox contendo todo o complexo

Fonte: Autor

SCFCO' foram verificados 4 dominios de ligacéo do fitorm6nio JA-lle. O primeiro
denominado dominio de ligagcédo nativo (DLN), onde o ligante est4 coordenado
na estrutura cristalografica, posicionado no loop da alfa hélice do degron. As
outras regides denominadas dominio de ligacdo 1 e 2 (DL1) e (DL2), em que o
ligante € localizado na regido proxima ao centro da alfa hélice de JAZ1 e na
porcdo lateral do correceptor COI1 entre as folhas beta e hélices alfa

respectivamente. Vale destacar, que essas regifes ja foram identificadas no
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trabalho realizado por Souza.[88] Contudo, foi descoberta uma nova e quarta
regido em que posiciona JA-lle na porcéo inferior entre COI1 e ASK1 que sera
denominado dominio de ligacéo 3 (DL3), os resultados do blinding redocking com

as regides de interacdo identificadas estéo indicadas na Figura 24.

Figura 24 - Topologia superficial do complexo SCF¢®'! e dominios de ligagdo
identificados através do blinding redocking. O degron JAZ1 ( ), ASK1
(vermelho), dominio de ligacao nativo DLN ( ), dominio de ligagdo 1 DL1

(roxo), dominio de ligagéo 2 (azul) e dominio de ligagéo 3 (verde).

Fonte: Autor

Este dominio promove a rotacdo em torno da ligacdo peptidica que une
JA e lle. Contudo, a rotacdo nesta ligacao néo é favoravel, pois ela possui um
carater de ligacao dupla, com limitada liberdade conformacional. Tal propriedade
estd relacionada a estrutura de ressonancia do grupo amida, portanto, a
interacdo em torno desta regido pode nao ser favoravel. A Figura 25 abaixo
indica a conformacéo de JA-lle em seu DLN, em que ndo ha rotacdo em torno
da ligagdo o, enquanto observa-se esse fenbmeno no ligante posicionado em
DL3.
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Figura 25 — JA-lle nos dominios de ligacdo nativo DLN, dominio de ligagéo 3 e

estrutura de ressonancia de JA-lle.

Fonte: Autor

5.2 Docking molecular entre as formas enantioméricas
de &cido floribundandico B (3R)-AFB e (3S)-AFB

Essa etapa consistiu ha analise dos resultados obtidos entre as formas
enantioméricas (3R)-AFB e (3S)-AFB com o complexo proteico SCFCC, Esta
andlise buscou verificar, através do blinding docking, por quais regifes do
complexo ASK1-COI1-JAZ1 estes ligantes tém mais afinidade. Também foi
realizado o docking direcionado no dominio de ligacdo de JA-lle no complexo
ASK1-COI1-JAZ1, de forma a se buscar uma melhor compreensdao das

interacOes desses ligantes nesta regido especificamente.

Os resultados obtidos nesta etapa foram comparados com os obtidos para
o redocking do complexo ASK1-COI1-JA-lle-JAZ1 e com o docking entre o
(3R,7S)-JA, pois a estrutura desse composto é estruturalmente mais semelhante
a dos enantiomeros do AFB, do que a do JA-lle. Outro aspecto que foi levado
em consideracdo, foi que os parametros dos arquivos config.txt destes
experimentos foram baseados naqueles utilizados para o blinding redocking e
para o redocking no sitio de ligacéo de JA-lle. A seguir, natabela 1 € apresentado
os resultados do docking no sitio de ligacdo para os enantidmeros do AFB e para
o0 (3R,7S)-JA, permitindo-se a flexibilidade estrutural destas estruturas no
calculo. Os valores de afinidade (kcal/mol) e RMSD que indica o quéo distante

as poses estado da melhor pose encontrada.

Tabela 1 — Resultados obtidos para os estereocisémeros de AFB e JA no docking

direcionado ao sitio de ligacao.
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(3S)-AFB (3R)-AFB (3R,7S)-JA
Poses Afinidade RMSD RMSD Poses Afinidade RMSD RMSD Poses Afinidade RMSD RMSD
(kcal/mol) I.b u.b (kcal/mol) I.b u.b (kcal/mol) I.b u.b

1 -6.9 0.000 0.000 1 -7.1 0.000 0.000 1 -7.6 0.000 0.000
2 -6.7 1.314 4.318 2 -6.7 2.342 4.101 2 7.2 0.983 1.394
3 -6.7 2.409 5.036 3 -6.4 2.051 3.562 3 -7.1 1.357 3.853
4 -6.4 1.940 3.449 4 -6.3 12.348 13.554 4 -7.0 2.822 5.323
5 -6.4 1.440 4.048 5 -6.3 12.154 14.097 5 -7.0 2.152 5.191
6 -6.4 1.458 4.311 6 -6.2 1.594 4.858 6 -6.9 2.695 4,934
7 -6.4 12.403 13.093 7 -6.2 1.111 5.017 7 -6.7 2.709 5.238
8 -6.3 12.529 13.958 8 -6.1 12.456 13.912 8 -6.7 2.287 5.236
9 -6.2 12.315 13.364 9 -6.0 12.451 14.202 9 -6.7 2.414 4.605
10 -6.2 2.235 3.286 10 -6.0 12.155 13.862 10 -6.4 13.104 14.538
11 -6.1 12.651 13.928 11 -5.9 12.414 14.164 11 -6.3 13.140 14.798
12 -6.1 12.452 13.708 12 -5.9 12.274 13.751 12 -6.2 1.825 4.355
13 -6.0 12.893 14.082 13 -5.9 12.160 13.362 13 -6.1 13.574 15.225
14 -6.0 1.827 3.880 14 -5.9 12.875 14.662 14 -6.1 13.343 15.133
15 -6.0 12.289 13.780 15 -5.9 1.237 4.397 15 -6.0 13.939 15.291
16 -6.0 12.713 14.110 16 -5.8 12.334 13.191 16 -6.0 12.920 14.494
17 -5.9 12.538 13.631 17 -5.8 12.178 13.641 17 -6.0 1.997 4.050
18 -5.9 12.005 12.970 18 -5.8 2.303 4.690 18 -5.9 13.315 14.837
19 -5.7 12.957 14.401 19 -5.8 12.174 13.656 19 -5.8 12.948 14.581
20 -5.7 12.681 13.803 20 -5.7 12.371 14.093

Fonte: Autor

Pode-se verificar que as formas enantioméricas do AFB apresentam
energia de ligacdo muito semelhante, diferindo em apenas 0,2 kcal/mol, sendo o
(3R)-AFB o0 mais estavel. O que faz sentido, pois esta é a estereoquimica na qual
o carbono 3 de JA-lle € bioativo. Ademais, foi observado que ambas as
estruturas interagem com 0s mesmos residuos de aminoacido no complexo
SCFCO! tal que foram identificadas ligaces de hidrogénio do carboxilato de AFB
com o grupo amina de Ala204 de a uma distancia de 2,1 A, e outra com o grupo
carbonilico de Ala204 do degron em uma distancia de 2,0 A, de modo que estas
interacdes também s&o observadas na estrutura cristalografica do complexo
ASK1-COI1-JA-lle-JAZ1. Além disso, foram identificadas outras ligacdes de
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hidrogénio com outros residuos de aminoacido, como a Arg85, em uma distancia
de 2,3 A, e a Arg496, com uma distancia de 2,3 A, ambas s&o parte do
correceptor COI1, fundamentais para a interacdo horménio dependente de
COI1-JAZ1. Em relacéo ao isébmero (3S)-AFB, foram observadas as mesmas
interag6es com os residuos de aminoacidos identificadas em seu enantibmero.
As principais diferengas estéo nas distancias das ligacdes de hidrogénio e nas
forcas de Van der Waals entre o ligante e o complexo SCFC°', Por exemplo, a
interac&o entre o carboxilato de (3S)-AFB e a carbonila de Ala204 apresenta uma
distancia de 2,7 A, enquanto para esta mesma interacdo para (3R)-AFB, essa
distancia é de 2,0 A.

Ao comparar esses resultados com a forma (3R,7S)-JA, verificou-se que
as formas enantioméricas de AFB possuem menor afinidade de ligagdo ao COI1
em relacdo ao (3R,7S)-JA. Essa discrepancia pode ser explicada pela cadeia
lateral insaturada do monoterpenoide, que é mais curta e menos hidrofébica em
comparacao a da oxilipina. Essa caracteristica dificulta sua coordenacédo na
cavidade hidrofobica e reduz interagbes importantes, como, por exemplo, com
as com os residuos de aminoacidos Trp519 e Ala86. Um fator que reforca essa
hipotese é a preferéncia do COI1 por conjugados de jasmonato com aminoacidos

de tamanho moderado e propriedades hidrofobicas em suas cadeias laterais.[53]

Adicionalmente, ao comparar a forma ndo conjugada de JA a forma
conjugada a isoleucina (lle), pode-se confirmar o que € relatado pela literatura,
a conjugacao com lle promove maior afinidade desse jasmonato com a COIL1.
Isso se deve a auséncia da amida de JA-lle, grupo que é fundamental para a
formacao da ligacdo de hidrogénio com o residuo de COI1 Tyr386, que € uma
interacdo chave para estabilizacdo do complexo ligante e correceptor. Outro
aspecto relevante, é a formacéo de ligacdes de hidrogénio do grupo carboxilico
de lle com trés residuos basicos de COI1l: Arg85, Arg348 e Arg409. Esses
residuos constituem o chéo carregado do bolso de ligacdo, que € uma regiao
onde o ligante se encontra ligado, ou seja, 0 grupo carboxilato com carga
negativa e interagindo com 0s grupos iminas protonados com carga positiva de
Arg348 e Arg409, o mesmo ocorre com a carbonila da amida de lle com
Arg85.[53] Outra interacdo essencial € o empacotamento hidrofébico do anel

ciclopentanona entre os residuos Phe89 e Tyr444. Dessa forma, o JA e o
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secoiridoide AFB nao conseguem estabelecer todas essas interacdes
estabilizadoras, afetando sua atividade no UPS, essas caracteristicas indicam a
preferéncia do correceptor por JA-lle ao invés de AFB e JA. As interacbes

descritas anteriormente estao representadas na Figura 26 abaixo.

Figura 26 — Interacdes dos ligantes no sitio de ligacdo de SCFC°: interagbes

de hidrogénio (laranja), interagbes de Van Der Waals (azul), residuos de

aminoacido semelhantes ( ). A—interacdes de JA-lle (rosa) em SCFCO!,
B — Interacdes de JA em SCFCO" C — interacBes de (3R)-AFB (verde) em
SCFCO e D — interacdes de (3S)-AFB (vermelho) em SCFCOL,

Fonte: Autor

Os arquivos com os resultados foram comparados para verificar o quéo
sobrepostas as poses estdo com relagdo ao ligante coordenado a estrutura
cristalografica, essa caracteristica em conjunto com a afinidade de ligacdo séo
alguns dos fatores que indicam o qudo AFB sera eficiente no processo de
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marcacgao proteica pelo UPS. A pose de menor energia de ligacdo das formas
enantioméricas de AFB ndo apresentaram uma boa sobreposi¢cdo com o ligante
cristalografado. Além disso, foi identificado que as duas estruturas posicionaram
0 grupo carboxilico da cadeia lateral interagindo com o residuo Ala204 do
degron, que diverge da estrutura em SCFC°", na qual posiciona a porcéo cetona
do anel de cinco membros interagindo com este residuo. A andlise também
revelou os grupos lactonas dos secoiriddides com orientacdo invertida e
interagindo com Arg85, de modo que tal interagdo em JA-lle € realizada com a
por¢céo amida de lle. O docking com JA obteve uma sobreposi¢do maior com o
ligante na estrutura cristalografica, porém como discutido anteriormente, as
interacOes estabilizadoras com lle estdo ausentes. Dessa forma, as poses que
apresentaram maior sobreposi¢cdo com as orientacdes dos anéis corretas foram
as poses 2 e 3 de (3S)-AFB e (3R)-AFB respectivamente, com energia de ligagéo
igual a -6,7 kcal/mol. Ademais, na pose 2 de (3R)-AFB foram observadas
interacOes adicionais com os residuos Val41ll e Tyr444, que, em conjunto com
Phe89, estabilizam o ligante em DLN, além da interacdo com lle203 do degron
JAZ1. Por outro lado, na pose 3 do isbmero S, a disposicao invertida da cadeia
lateral insaturada impediu as interagbes com Val4ll e Tyr444. O docking
realizado com a estrutura do JA ndo conjugado a lle revelou uma boa
sobreposicao entre 0s grupos ciclopentanona e a estrutura cristalogréfica. A
Figura 27 ilustra a sobreposi¢cao entre as poses obtidas no docking molecular no
sitio de ligacéo e o ligante presente na estrutura cristalogréfica, e as interacdes

adicionais que as poses mais sobrepostas realizam.
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Figura 27 — Sobreposi¢éo entre as estruturas e ligante cristalografado A - pose
1 (3R)-AFB e (3S)-AFB; B - pose 2 (3R)-AFB, pose 3 (3S)-AFB e pose 1 (3R,7S)-
JA (preto); C — interacOes adicionais da pose 2 de (3R)-AFB; D — interacfes
adicionais da pose 3 de (3S)-AFB.

Fonte: Autor

E notavel que as poses com melhor sobreposicéo indicaram o mesmo
valor de energia de ligacéo -6,7kcal/mol, porém ao contrario do que era esperado
a pose 3 de (3S)-AFB apresentou uma melhor sobreposicdo com a estrutura
cristalografica e com o docking de JA, esse resultado se opfe a estereoquimica
R no carbono 3 do composto mais bioativo, tal que este era o cenario esperado.
Assim, é valido ressaltar que o fato de o algoritmo encontrar um arranjo espacial
do grupo carboxilico na cadeia lateral do enantiomero S para fora do plano, ele
reproduz a mesma disposi¢cao deste grupo no enantiomero R, o que confirma
gue na verdade, o secoiridoide com esta estereoquimica pode ser o favorecido

pela natureza.
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Em relacdo ao blinding docking realizado com (3R)-AFB e (3S)-AFB foram
encontradas poses em que posicionam AFB nos dominios de ligacao
identificados pelo redocking de JA-lle. A maioria das poses obtidas estdo
localizadas em DL1, em uma regido onde ha uma cavidade hidrofébica maior do
que em DLN, o que favorece interacdes estabilizadoras do ligante nesta regiao.
As poses obtidas foram analisadas, de tal modo que foi verificado um dominio
de ligacdo DL4 logo acima de DL3 identificado pelo redocking de JA-lle.
Ademais, os resultados com a forma enantiomérica R indicaram um novo
dominio de ligacdo que se encontra em uma cavidade logo abaixo do degron
JAZ1, no centro da alfa hélice, que serd denominado dominio de ligacdo 5 (DL5).
A pose 1 em que dispde (3R)-AFB em DLN indicou uma energia de ligacao de -
7,0 kcal/mol ligeiramente maior em comparacao a obtida pelo docking no sitio de
ligacdo -7,1 kcal/mol, enquanto para (3S)-AFB a pose 1 indicou a mesma energia
de ligacdo pelo blinding docking e docking direcionado -6,9 kcal/mol. A
divergéncia entre os resultados em R pode ser explicada pelo tamanho da
gridbox adotado pelo docking direcionado, que favorece a busca por resultados
de menor energia de ligacdo em espacos menores.

Vale destacar que, DLN, DL1,DL2 e DL4 ja foram identificados por Souza
(2019) no trabalho em que se utilizou blinding docking com os enantibmeros de
floribundano B, um analogo de &cido floribundandico B. Os dominios citados
foram observados para a forma R deste composto.[88] Ja os resultados
adquiridos com a configuracao absoluta (3S)-AFB foram bastante similares ao
seu estereoisdmero (3R)-AFB, contudo o algoritmo encontrou para esta estrutura
poses em DL4. Além disso, o blinding docking realizado com JA indicou os
mesmos dominios de ligacdo adquiridos através do redocking com JA-lle. A
Figura 28 apresenta as poses encontradas pelo blinding docking das estruturas
de AFB em seus respectivos dominios de ligacéo e a cavidade hidrofébica em

DL1 em que foram encontradas a maioria das poses.
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Figura 28 — Blinding docking com os enantidmeros de AFB. A — dominios de
ligacdo identificados em (3R)-AFB; B — Dominios de ligacao de (3S)-AFB e C —

cavidade hidrofobica que favorece interacdes em DL1.

Fonte: Autor

As solucdes encontradas através do blinding docking para (3R)-AFB
foram as seguintes: trés vezes em DLN, nove em DL1, seis em DL2, trés em
DLN e uma em DL4 e 1DL5. Os resultados que a posicionaram no dominio de
ligacdo nativo, variaram entre -7,0 e -6,7 kcal/mol, enquanto para (3S)-AFB
obteve-se valores em um intervalo de -6,9 e -6,7 kcal/mol. Os resultados para o
estereoisOmero S revelaram resultados semelhantes ao seu enantibmero como
evidenciado na tabela 4 abaixo. Ademais, as 80 solu¢Bes obtidas para os
enantibmeros de AFB que consideram os pares de 20 solu¢cdes no sitio de
ligacdo e o complexo SCF®©'"! variaram em um intervalo de -7,1 a -5,7 kcal/mol,
apresentando um AEdocking = 1,4 kcal/mol , a tabela 2 evidencia as energias
encontradas em seus respectivos dominios de ligacdo através do blinding

docking.
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Tabela 2 — Energias de ligagéo das solucdes obtidas pelo blinding docking em

seus respectivos dominios para os estereoisémeros de AFB.

(35)-AFB (3R)-AFB
Pose | Afinidade (kcal/mol) | Dominios | Pose | Afinidade (kcal/mol) | Dominios
1 -6.9 DLN 1 -7.0 DLN
2 -6.7 DLN 2 -6.7 DLN
3 -6.5 DL5 3 -6.3 DL1
4 -6.3 DL1 4 -6.2 DL1
5 -6.3 DL1 5 -6.1 DL1
6 -6.3 DL1 6 -6.0 DL1
7 -6.1 DL5 7 -6.0 DL2
8 -6.0 DL1 8 -5.9 DL1
9 -6.0 DL2 9 -5.9 DL1
10 -5.9 DL2 10 -5.9 DL2
11 -5.9 DL1 11 -5.8 DLN
12 -5.9 DL1 12 -5.8 DL1
13 -5.8 DL2 13 -5.8 DL2
14 -5.7 DL3 14 -5.8 DL2
15 -5.6 DL4 15 -5.7 DL5
16 -5.6 DL1 16 -5.7 DL1
17 -5.6 DL2 17 -5.7 DL1
18 -5.6 DL2 18 -5.7 DL4
19 -5.5 DL4 19 -5.6 DL2
20 -5.5 DL1 20 -5.5 DL2
Fonte: autor
5.3 Docking molecular entre as formas

diastereoisoméricas de floribundanato de isoleucina (3R)-

AFB-L-lle e (3S)-AFB-L-lle com o complexo SCF¢c°!

O docking realizado com as formas diastereoisoméricas de AFB-lle seguiu

0s mesmos procedimentos adotados com &cido floribundandéico B. Contudo,

nessa analise os resultados serdo comparados somente com JA-lle e ndo JA,
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pois esta estrutura se assemelha mais com ligante em estudo, além disso o
composto encontrado na estrutura cristalografica é o fitbrmonio jasmonato
conjugado ao aminoacido isoleucina. Os arquivos config.txt utilizados no docking
do monoterpendide serdo os mesmos utilizados para AFB-lle, ademais assim
como na etapa anterior € esperado a partir desses resultados que o
diastereoisomero R apresente maior afinidade pelo dominio de ligacdo nativo,
de modo que isso sera verificado através do docking no sitio de ligacao e blinding
docking. Os resultados obtidos no sitio de ligacdo estdo dispostos na tabela 3
abaixo, de antemdo € possivel verificar que os dois diastereoisbmeros de
floribundanato de isoleucina avaliados possuem uma energia de ligacdo menor
em comparacao ao secoiridoide AFB

Tabela 3 - Resultados obtidos para os estereocisomeros de AFB-lle no
docking direcionado ao sitio de ligagéo.

(3S)-AFB-L-lle (3R)-AFB-L-lle
Poses | Afinidade RMSD I.b RMSD u.b Poses Afinidade RMSD I.b RMSD u.b
(kcal/mol) (kcal/mol)

1 -8.3 0.000 0.000 1 -8.1 0.000 0.000
2 -7.6 1.314 4.318 2 -8.0 1.951 3.331
3 -7.6 2.409 5.036 3 -7.8 1.352 2.557
4 -7.5 1.940 3.449 4 -7.6 1.039 1.467
5 -7.5 1.440 4.048 5 -7.4 1.959 7.205
6 -7.4 1.458 4.311 6 -7.3 13.930 16.002
7 -7.1 12.403 13.093 7 -7.3 1.597 6.957
8 -7.1 12.529 13.958 8 -7.3 1.165 1.521
9 -7.0 12.315 13.364 9 -7.2 2.086 3.329
10 -7.0 2.235 3.286 10 -7.2 1.918 6.841
11 -6.9 12.651 13.928 11 -7.2 1.517 2.328
12 -6.9 12.452 13.708 12 -7.1 2.026 3.404
13 -6.7 12.893 14.082 13 -7.1 14.436 16.201
14 -6.7 1.827 3.880 14 -7.1 14.667 16.332
15 -6.7 12.289 13.780 15 -7.1 14.307 16.072
16 -6.7 12.713 14.110 16 -7.1 2.279 6.743
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17 -6.7 12.538 13.631 17 -6.9 14.546 16.243

18 -6.6 12.005 12.970 18 -6.8 14.508 16.296
19 -6.6 12.957 14.401 19 -6.8 14.122 16.224
20 -6.6 12.681 13.803 20 -6.8 14.344 16.178

Fonte: autor

Os resultados indicam que o isbmero S possui uma afinidade de ligacéo
ligeiramente menor pelo DLN em comparacdo ao composto de configuracdo
absoluta R. Porém, novamente essa discrepancia nao € significativa ao ponto de
favorecer a complexacdo de um desses diastereocisbmeroso com o complexo
ASK1-COI1-JAZ1. Vale destacar que, avaliar somente o menor valor de energia
de ligacdo encontrado pelo algoritmo € equivocado, haja vista que o sistema em
andlise é dindmico, portanto, embora esse parametro seja importante, ele ndo
considera a complexidade do ambiente quimico e biolégico encontrado na
natureza. Dessa forma, é fundamental complementar a analise com outras
informacdes, como a frequéncia e duracdo das interacdes identificadas, a
acessibilidade ao sitio de ligacdo e o impacto conformacional na estabilidade do
complexo formado. Nesse contexto, a pose 1 de (3S)-AFB-L-lle apresentou
interacdes 1T stacking entre os grupos aromaticos dos residuos de aminoacidos
Phe89 e Tyr444 do correceptor COI1 com o anel lactona, em distancias de 3,7
A. Isso evidencia a importancia da interacdo com esses residuos para a
estabilizacdo do ligante no complexo SCFC®, Ademais, foi observado uma
interacdo do tipo dipolo induzido com o residuo Leu469 em uma distancia de 3,4
A que faz parte da cavidade hidrofébica de COI1 e que acomoda a cadeia lateral
pentenil de JA-lle. Além desse residuo, essa cavidade é formada por Ala86,
Leu9l e Trp519, o algoritmo, porém, ndo identificou interagfes com os residuos
Ala86 e Trp519. Ademais foram identificadas interacdes estabilizantes com os
residuos de aminoacidos do degron JAZ1 como uma ligacéo de hidrogénio com
Ala204 a uma distancia de 2,2 A e uma dipolo induzido com 1le203 a uma
distancia de 3,7 A com a cadeia lateral insaturada para a solu¢cdo de menor
energia. Além disso, foi observado que este resultado posicionou as cadeias
laterais alquénica e isoleucina em uma orientagéo oposta a de JA-lle na estrutura

do complexo SCFCC, Vale destacar que, esta solucdo em conjunto com a pose
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4, dentre as 20 encontradas, foram as que apresentaram maior sobreposicao
com o ligante cristalografado.

A pose 4 apresentou uma interacdo adicional ao aproximar o grupo metila
da cadeia alifatica do aminoacido lle ao residuo Ala384 do correceptor, a uma
distancia de 4,0 A. Essa interag&o, combinada com Val411 e Arg409, ¢ essencial
para a insercdo da isoleucina na cavidade hidrofébica.[53] Diferentemente da
pose 1, a quarta solucdo posicionou o ligante de forma a permitir que a cadeia
insaturada interagisse com o residuo de Leu91 por meio de uma interacdo do
tipo dipolo induzido. Na pose de menor energia, 0 oxigénio do heterociclo é
responsavel por essa interacdo, enquanto, na pose 4, esse oxigénio interage
com 1le203 do degron JAZ1l. Além disso, na pose 4, o grupo alifatico da
isoleucina interage com Leu469, o que contrasta com a pose 1, na qual o anel
lactona é o responsavel por essa interacdo. Um aspecto adicional é que a ligacéo
de hidrogénio com um dos fosfatos presente na estrutura cristalogréfica,
observada na solucdo menos energética, ndo € detectada na quarta solucéao. A
Figura 29 ilustra as interacdes identificadas no docking molecular e as
sobreposicdes das poses com a estrutura cristalografica.

Figura 29 — Sobreposicdo de (3S)-AFB-L-lle (vermelho) e da estrutura
cristalografica de JA-lle no complexo SCFCO" (rosa), exibida a esquerda, e as

interag6es com os residuos de aminoacidos, a direita. A e B correspondem a

pose 1, enquanto C e D representam a pose 4.

\
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Fonte: Autor

Referente ao isbmero R, a solugcdo de menor energia indicou interagdes
com os residuos de aminoacido do correceptor COI1l, de modo que foram
identificadas as mesmas interacées com os residuos de aminoacido hidrofébicos
da porcao lle de JA-lle na estrutura cristalografica para a pose 1, incluindo
Val4ll, Ala384 e a cadeia alifatica lateral de Arg409. Além disso, foram
identificadas as interacdes estabilizantes com o anel lactona entre Phe89 e
Tyr444, tipicas da ciclopentanona presente na estrutura do jasmonato de
isoleucina. Outro aspecto observado € a ligacdo de hidrogénio com um dos
grupos fosfatos presentes no complexo SCFCO' cristalizado e o grupo
carboxilico de (3R)-AFB-L-lle. Assim como verificado em seu enantibmero,
houve interaces com o degron JAZ1 com os residuos de aminoacido Ala204 e
lle203 em distancias que variaram entre 2,5 e 3,5 A respectivamente, que sdo
fundamentais para o reconhecimento das proteinas que serdo degradadas.

Dentre as solucdes obtidas, as poses 1 e 8 apresentaram maior
sobreposicao com a estrutura cristalogréafica, sendo a pose 8 a que demonstrou
melhor equivaléncia com a cadeia lateral de isoleucina presente no JA-lle.
Diferentemente da solucdo de menor energia, essa pose exibiu ligacdes de
hidrogénio entre o grupo carboxilico do secoiriddide e o grupo amina de Arg206
do degron, a uma distancia de 4,86 A, além da interacdo entre a carbonila da
lactona e a amina de Arg296 de COI1, a uma distancia de 2,4 A, o que favorece
a estabilizacdo do ligante em DLN. Essa estabilizagéo ocorre porque, no interior
do degron JAZ1, dois residuos basicos conservados, Arg205 e Arg206,

desempenham um papel crucial no favorecimento da ligagéo entre o degron, o
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horménio e COIL1.[53] A oitava solugdo também indicou uma ligacdo de
hidrogénio com um dos grupos fosfatos cristalografados, entretanto, nao
apresentou as interacdes com os residuos Ala384 e Leu91 do correceptor em
comparacdo a solugcdo de menor energia. Outro aspecto observado é que
nenhuma das formas diastereoisoméricas interagiu com Trp519 e Ala86, os
quais se associam a cadeia lateral insaturada do JA-lle. Essas caracteristicas
sdo evidenciadas na Figura 30, na qual apresenta a sobreposicdo entre os

ligantes e os residuos de aminoacidos em que (3R)-AFB-L-lle interage.
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Figura 30 - Sobreposicéo de (3R)-AFB-L-lle (verde) e da estrutura cristalografica
de JA-lle no complexo SCF*® (rosa), exibida a esquerda, e as interacdes com
os residuos de aminoacidos, a direita. A e B correspondem a pose 1, enquanto

C e D representam a pose 8.

Fonte: Pymol

A etapa de blinding docking para o estereoisdbmero S revelou duas novas
regibes em que este interage com COI1, denominados dominio de ligacdo 6
(DL6) e dominio de ligagdo 7 (DL7). O primeiro posiciona o (3S)-AFB-L-lle na
porcdo terminal do loop de JAZ1, em uma regido mais externa do complexo
SCFCO, Logo, em um ambiente dinamico e fluido como o interior das plantas, o
ligante pode ser facilmente deslocado desse dominio de ligacdo por moléculas
de agua, que promovem sua remoc¢ao por arraste. Ja em DL7, o ligante é
posicionado mais proximo de ASK1, e interagindo com as folhas beta do
correceptor adjacentes ao DL3. Devido a proximidade com ASK1, a afinidade

por COI1 é reduzida, fazendo com que a energia de ligacédo da solucao de menor
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energia, inicialmente a -7,9 kcal/mol, aumente para -6,3 kcal/mol. Essa alterac&o
compromete a estabilidade do ligante ao adotar essa conformacgéo nessa regiao,
0 que pode impactar negativamente sua atividade no sistema UPS. Esse efeito
estd relacionado ao dominio DLN, que desempenha um papel crucial na
promocdo da especificidade para as proteinas JAZ, destinadas a degradacéo
pelo proteassoma. As demais solu¢cdes posicionaram (3S)-AFB-L-lle seis vezes
em DL1 e DL2, e duas em DL3 e DL4. Semelhante ao observado para o AFB,
foi constatada uma concentracdo significativa de resultados na cavidade
hidrofébica do dominio DL1, o que indica uma alta afinidade de conjugados deste
secoiriddide por esta regido.

Os resultados obtidos para (3R)-AFB-L-lle foram bastante similares ao
seu diastereisdmero, contudo foi identificada uma maior quantidade de solugdes
que posicionaram o ligante dez vezes em DL1. Uma possivel explicacdo para a
preferéncia deste isbmero por esse dominio, se deve as interacdes extras
exercidas nesta regido, o ligante na pose de menor energia neste dominio, por
exemplo, interage com os residuos de aminoacido Arg211 do degron e realiza
ligacées de hidrogénio com Lys83 e Serl75 do correceptor, que promovem a
sua estabilidade. Enquanto (3S)-AFB-L-lle se coordena somente aos residuos
Arg211 e Serl75 nesta regido. Além disso, o fato do grupo isoleucina estar
arranjado para fora do plano na configuracdo R, e estar invertido com o anel
heterociclico pelo algoritmo, favorece a proximidade com JAZ1 auxiliando a
insercado do ligante em DL1. A Figura 31 evidencia os dominios de ligacao
obtidos pelo blinding redocking para os diastereisdbmeros de AFB-L-lle e as
diferengas entre os resultados de menor energia no dominio de ligagéo 1.

A comparacao dos resultados com o docking no sitio de ligacéo e blinding
docking evidencia um valor energético levemente maior de 0,4 kcal/mol para a
solucdo de menor energia para o0 estereoisdbmero S, tal divergéncia pode
novamente ser explicado pelo tamanho da gridbox adotado no docking
direcionado. Isso ocorre porque, o tamanho reduzido deste parametro favorece
a busca por resultados com valores menores de energia quando todo o complexo
SCFCO1 é contemplado. Em relacédo a (3R)-AFB-L-lle, verificou-se que o valor
de energia de ligacdo para a melhor solugdo encontrada de -8,1kcal/mol foi igual
a obtida pelo docking focado em DLN. Todas estas 80 solu¢bes dos isobmeros
R e S que consideram o par de 20 resultados no sitio de ligacéo e 20 contendo
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0 complexo proteico, variaram em um intervalo de -8,3 a -6,1 kcal/mol para a
melhor solucdo encontrada que foi (3R)-AFB-L-lle, apresentando um AEdocking =
2,2 kcal/mol, a tabela 4 evidencia as energias encontradas para os isdmeros de

AFB-lle, através do blinding docking em seus respectivos dominios de ligacao.

Figura 31 — Dominios de ligacao identificados para (3S)-AFB-L-lle (A) e (3R)-
AFB-L-lle (B). Solucdes de menor energia em DL1 para o isbmero S (C) e para

0 isbmero R (D).
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Fonte: UCSF Chimera e Pymol
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Tabela 4 - Energias de ligacdo das solugdes obtidas pelo blinding docking em

seus respectivos dominios para os estereoisémeros de AFB-lle.

(3R)-AFB-L-lle (3S)-AFB-L-lle
pose | Afinidade (kcal/mol) | Dominios | pose | Afinidade (kcal/mol) | Dominios
1 -8.1 DLN 1 -7.9 DLN
2 -7.9 DLN 2 -7.0 DLN
3 -7.5 DLN 3 -7.0 DL2
4 -7.3 DL1 4 -6.8 DL2
5 -7.1 DL1 5 -6.7 DL1
6 -7.1 DL1 6 -6.7 DL1
7 -6.8 DL1 7 -6.7 DL2
8 -6.8 DL1 8 -6.5 DL2
9 -6.7 DL1 9 -6.5 DL4
10 -6.6 DL2 10 -6.5 DL2
11 -6.6 DL2 11 -6.5 DL3
12 -6.6 DL1 12 -6.3 DL4
13 -6.5 DL4 13 -6.3 DL1
14 -6.5 DL1 14 -6.3 DL1
15 -6.5 DL2 15 -6.3 DL7
16 -6.5 DLN 16 -6.3 DL2
17 -6.5 DL1 17 -6.3 DL6
18 -6.5 DL1 18 -6.2 DL3
19 -6.5 DL2 19 -6.2 DL1
20 -6.4 DL2 20 -6.1 DL1

Fonte: autor

54 Andlise comparativa dos resultados obtidos pelo docking de
AFB e AFB-lle com JA-lle em sua estrutura cristalografica

A andlise comparativa do docking no sitio de ligacéo entre as estruturas

de AFB e de AFB-lle com a do jasmonato de isoleucina na estrutura

cristalografica SCFC°'" revelou que o floribundanato de isoleucina possui uma

afinidade de ligacao aproximadamente 1,0 kcal/mol menor em comparagéo a sua

estrutura ndo conjugada, o acido floribundanoico B. Essa diferenca pode ser
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atribuida & cadeia lateral isoleucina de AFB-lle, que promove interacdes
adicionais estabilizadoras, como ligacdes de hidrogénio extras com 0s grupos
amida e acido carboxilico. Entretanto, a solucdo de menor energia obtida para o
isbmero S do secoiriddide conjugado ao aminoacido foi de -8,3 kcal/mol, valor
superior & energia adquirida no redocking de JA-lle no sitio de ligacdo, que
apresentou afinidade de -8,8 kcal/mol. Comparando esses resultados com a
estrutura mais sobreposta de JA-lle obtida pelo redocking rigido, que apresentou
uma afinidade de -11,2 kcal/mol, a diferenca energética torna-se ainda mais
evidente. Isso sugere que os valores de afinidade obtidos no sitio de ligacdo
podem ser ainda menores ao realizar o docking de AFB-lle considerando-se uma
estrutura rigida.

Outro aspecto relevante € que, conforme mencionado anteriormente, nao
foi observada uma diferenca significativa entre as afinidades dos enantibmeros
de AFB e os diastereoisdbmeros de AFB-lle. Dessa forma, em um equilibrio
conformacional, ndo havera o predominio de um isdmero sobre o outro, haja
vista que a diferenca energética minima para haver o favorecimento de um
estereoisébmero sobre o outro € de 1 kcal/mol, logo isso nao ocorre considerando
as diferencas de energia entre os dockings foram de 1,4 e 2,2 kcal/mol,
respectivamente. Esses valores estado préximos do
AEredocking = 2,5 kcal/mol do redocking flexivel de JA-lle, que considera a solucao
de menor energia de -8,8 kcal/mol e -6,3 kcal/mol. Vale destacar que, esses
resultados tém origem da expressdo AG° = -RT InK, que relaciona a constante
de equilibrio (K) com a energia livre (AG®), e considerando T =298 Ke R =
0,001987 kcal.mol™t.K™1, Para verificar se ha preferéncia pela complexacéo de
isémero em detrimento de outro em um equilibrio conformacional, sera utilizada
a equacao indicada abaixo que relaciona a distribuicdo entre dois estados

energeéticos.

R AAG
IR] _ 4%

[S1

Portanto, ao substituir nessa equacdo 0s melhores resultados
encontrados para as estruturas com configuracdo R e S de AFB que

correspondem a -7,1 kcal/mol e -6,9 kcal/mol respectivamente, tal qual para AFB-
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lle com valores de -8,3 kcal/mol e -8,1 kcal/mol obtemos a porcentagem do
complexo desses estereoisémeros com COI1 em um equilibrio conformacional.
Logo, para ambos AFB e AFB-lle 0 AAG que se refere a diferenga de energia
entre os isbmeros € -0,2 kcal/mol. Substituindo esses valores na expressao
acima, obtemos uma razao de 1,402 entre as estruturas enantioméricas, ou seja,
isso significa que para cada 1 molécula do enantibmero R, ha 1,402 moléculas
do enantibmero S. Ademais, o percentual dos isbmeros é dada pela expressao
abaixo, onde relaciona o valor de raz&o encontrado pela equagao anterior com

o percentual do isbmero R.

onp — IRl
#R = 100

Utilizando [R] = 1,402 e [S] = 1, obtém-se uma porcentagem de 58,4% do
isbmero R e 41,6% do S para AFB em contraste a sua estrutura conjugada ao
aminoécido isoleucina, na qual determina 58,4% do estereoisémero S e 41,6%
de R. Esses valores indicam novamente que o favorecimento de um determinado
estereoisdbmero em um equilibrio conformacional € muito baixo, dessa forma a

preferéncia para uma determinada estrutura em relacdo a outra no UPS é infima.
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6 Conclusao e perspectivas

Através do redocking de JA-lle no complexo SCFCO'"!, foi possivel validar
os estudos de docking no sitio de ligacdo e blinding docking com as formas
enantioméricas de AFB e diastereoisoméricas de AFB-lle. O redocking de JA-lle,
considerando a estrutura flexivel, apresentou uma boa sobreposicdo com a
estrutura cristalografada, enquanto o redocking rigido mostrou uma
sobreposicdo quase total com JA-lle. Os resultados indicaram que AFB-lle
possui uma afinidade de ligacdo semelhante a observada para o ligante
jasmonato de isoleucina pelo sitio de ligacéo, utilizando como referéncia o
redocking flexivel de JA-lle. Além disso, ndo foi identificada seletividade para um
diastereoisdmero especifico desse composto. Por outro lado, sua forma nao
conjugada, AFB, apresentou uma afinidade de ligacdo semelhante a observada
no docking de acido jasménico. Esses dados sugerem uma preferéncia do sitio
de ligagcdo do complexo proteico por AFB-lle em vez de AFB, em linha com a
literatura para JA e seu conjugado com lle, o que resulta, no caso de JA-lle, em

maior atividade no sistema UPS.

O blinding docking revelou outras regides de interagdo do jasmonato além
do sitio de ligacdo (DLN). Por meio dessa abordagem, foi identificado um novo
dominio de ligacdo com afinidade pela oxilipina, denominado dominio de ligacao
3 (DL3). Os resultados obtidos para AFB indicaram que este se coordena com
os mesmos dominios de JA-lle. Entretanto, foi identificada uma nova regiéo, na
qual AFB é localizado entre o degron JAZ1 e o correceptor COI1 denominada
DL5. O AFB-lle, por sua vez também se coordenou as mesmas regides que JA-
lle, mas foram identificadas duas novas regides em que este tem afinidade
denominadas DL6 e DL7, esta primeira ndo é um regido muito favoravel devido
sua localizacao externa na porgao terminal do loop do degron JAZ1, pois nesta
disposicéo espacial ele esta mais sujeito a arraste e remoc¢ao desta localizacéo
por moléculas como agua. Ja DL7 posiciona o ligante na porcao central inferior
do complexo SCF®°'1, Logo, dentre os novos dominios encontrados aqueles que

sdo mais favoraveis para a coordenacéo do ligante seriam DL5 e DL7.

A maioria das solu¢des encontradas posicionou AFB e AFB-lle no dominio

de ligagdo 1, o que pode indicar uma preferéncia por analogos deste secoiridoide

74



por essa regido, devido ao tamanho dessa cavidade hidrofébica em comparacéao
a cavidade presente em DLN. A discrepancia nas afinidades de JA e JA-lle pelo
DLN em relacdo a AFB e AFB-lle também pode ser explicada pela maior tensao
torsional do anel de cinco membros desses compostos, que confere maior rigidez
a estrutura. Essa rigidez estrutural diminui a flexibilidade em torno das ligacdes
do anel, o que pode aumentar a especificidade do ligante, ja que uma maior
flexibilidade favorece a interconverséao entre diferentes conformacoes, levando a
interagbes inespecificas e a um aumento da entropia no sistema, o que
compromete a estabilidade em um dominio de ligagdo. Ademais, o tamanho
reduzido da cadeia lateral hidrofébica e insaturada dificulta a insercdo dos
monoterpendides no sitio de ligacao, pela auséncia de interacfes estabilizadoras
adicionais com os residuos Ala86 e Trp519. Apesar disso, a maioria das poses
obtidas esta localizada no interior do complexo SCF°'! e préxima ao DLN, o que
sugere que esses ligantes tém potencial para atuar no sistema UPS. Vale
destacar que, por se tratar de um estudo in silico e considerando um sistema
estatico, que difere do comportamento dindmico observado nos organismos, 0s
resultados obtidos por essa metodologia devem ser confirmados por meio de

ensaios adicionais, incluindo estudos in vivo e in vitro.

Considerando os fatores mencionados anteriormente, sugere-se um
estudo de docking que introduza na cadeia lateral de AFB-lle um grupo mais
hidrofébico ou com uma cadeia lateral insaturada similar a de JA-lle, ou ainda a
insercdo de um grupo que proporcione maior rigidez estrutural a esse
secoiridbide, como o grupo ciclohexeno presente na coronatina, que apresenta
alta bioatividade no sistema UPS. As estruturas propostas estdo descritas na

Figura 32 abaixo.
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Figura 32 — Estruturas propostas para aumentar a bioatividade de AFB-lle no

sistema UPS.

R = Grupo hidrofébico

0 0 0
0 o” N R 0
07 NH 07 “NH 07 “NH
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Floribundanato de l
isoleucina (AFB-lle) Miméticos de AFB-lle

Fonte: autor
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