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RESUMO

As dibenzoilidrazinas RH-5849, RH-5992 e RH-2485 sdo agonista nao
esteroidais de 20-hidroxiecdisona (20E) e exerce seu efeito inseticida através da
interacdo com o receptor de 20E (EcR). No entanto RH-5992 e RH-2485 sédo
seletivamente toxicos para lepidopteros.

O estudo da seletividade das DBHs RH-5992 e RH-2485 para lepidoptero
envolveu a avaliagdo dos modelos do EcR de Manduca Sexta, um lepidéptero, e o EcR
de Drosophila melanogaster, um diptero, cujas estruturas 3D foram construidas através
de modelagem por homologia.

Os modelos gerados por homologia para os EcRs das duas espécies de insetos
foram construidos a partir de estruturas cristalogréficas de proteinas pertencentes a
supertiamilia de receptores nucleares esteroidais, que incluem o receptores humano de
&cido retndico, vitamina D e o do horménio da tiréide.

Os modelos resultantes do alinhamento multiplo entre as proteinas apresentaram
boa correlacdo entre as estruturas moldes e as proteinas-alvo, com aspecto bastante
similar, sendo as mais importantes diferencas relatadas para a sequiéncia terminal.

A opcdo pelo estudo a partir do modelo inicial foi baseado no foco do trabalho,
que sé limita a CIL, regido interna da proteina, identiticada através das proteinas moldes
utilizadas e que sdo consideradas regides conservadas.

Apbs proposicdo do sitio de interacdo com o ligante (SIL) dos EcRs modelados,
foi realizada uma avaliacdo prévia dos modelos através do atracamento de 20E na
possivel cavidade de interacdo com o ligante (CIL). As ClLs de M. sexta e D.
melanogaster foram definidas pelos aminodcidos que realmente poderiam interagir com
o ligante. O mesmo procedimento foi envolvido com as DBHs.

Para avaliar as diferencas de interacbes nas CILs dos EcRs foram, consideradas
a energia de interacdo e a geometria entre agonistas (ligantes) e as CILs, com o
proposito de explicar a atividade e seletividade dessas moléculas ti'ente ao receptor. Os
cadlculos de entalpia associado com as forcas de interacdo entre 0s agonistas sintéticos e
0s aminoacidos nos modelos das CILs revelaram resultados concordantes com a
atividade biol6gica das DBHs para as espécies Lepidoptera e Diptera.

O estudo da interacdo cavidade/ligante incluiu outras diferentes DBHSs, através
da busca de correlacbes entre os diferentes termos de energia envolvidos na interagdo no
modelo da cavidade de interagdo do receptor de ecdisteréide de M. sexta (msEcR-CIL) e
os valores de pLDsgq dos respectivos agonistas [SMAGGHE et al., 1999].

Novos ligames com possivel potencial pesticida foram construidos apds a
identificacdo de grupos funcionais importantes para a atividade agonista de 20E. Os
resultados de entalpia associado com as forcas de interagcdo entre os novos ligantes
(RURAL-I, RURAL-2, RURAL-3) e os aminoacidos nos modelos das CILs revelaram
resultados significativos, comparado aos resultados do complexo entre RH-2485 e a CIL
do EcR de M. sexta (msEcR-CIL).



ABSTRACT

The dibenzoylhydrazines (DBHs) R11-5849, Rit-5992 (tebulienozide), and RH-2485
(metoxifenozide) are non-steroidal agonists of 20-hydroxyecdysone (20E) insect hormone,
that exert their insecticide eflect by interaction with the 20E receptor (ECR). Tebulénozide
and metoxifenozideare selectively toxic to lepidopteran species.

In this theoretical study, the DBHs were firstly evaluated by a comparison with the
natural agonist (20E) structure. In the next step, the RH-2485 selectivity towards
Lepidoptera was studied with models of EcRs of the Lepidoptera Manduca Sexta, andof
the Diptera Drosophila melanojzaster.

The 3D structures of both EcRs were constructed by homology modeling with the
SWISS-MODEL server. The models were constructed from crystallographic coordinates of
related proteins ofthe nuclear receptor super Family, which includes the human receptors of
vitamin D, retinoic acid, and thyroid hormone.

The initial models, aPter a previous optimization by molecular mechanics, were
simplified to an internal conserved region, the receptor ligand interaction site (1,1S),
identified by comparison with original template proteins.

Atter this step, it was implemented a rigid docking study of 20E inside the probable
ligand interaction cavity (LIC) of the models. The M. sexta and D. melanogaster LICs
were defined by the amino acids that could directly interact with the ligand. The same
procedure was employed [br the DBHs RH-5849 and RH-2485.

In order to evaluate the interaction pattern inside the ECR LICs, the enthalpy of
interaction and the geometry of the ligand/LIC complexes were studied by the
semiempirical approach. The ca[culated enthalpies associated with the interaction forces
between the synthetic agonists and the amino acids of the LICs are in accordance with the
experimental biological activity ofthe DBHs towards Lepidoptera and Diptera.

In the following step, an interaction study between the M. sexta LIC (msEcR-LIC)
and 10 additional DBHs was implemented to search for correlations between calculated
enttlalpy terras associated with the interaction and pLDsO experimental values of the
synthetic agonists [SMAGGHE et a., 1999].

New DBH ligands with potential pesticide activity were proposed alter
identification of the important groups for the ECR agonist activity. The interaction of the
new ligands (RURAL-lI, RURAL-2, and RURAL-3) with the msEcR-LIC amino acids
resulted in quite favorable enthalpies, as compared to the known pesticides tebufenozide
and metoxifenozide.



1. INTRODUCAO

1.1. Posicionamento e Abordagem do Problema

O crescimento continuo da populacdo tem levado o homem ase confrontar com
muitos problemas, entre os quais estdo, de um lado, a fome e as doencas parasitarias, e
de outro, a ameacadora poluicdo ambiental. Nesta ordem, o aumento da oferta de
alimentos, assim como o controle de doencas provocadas por parasitas que tenham o0s
insetos como vetores, devem estar associados a processos de controle de pragas que
diminuam os impactos ambientais.

Até a metade do século XVII, o controle de insetos era feito através da cata ou
da lavagem das pragas. Os poucos defensivos quimicos eram inorganicos e incluiam o
enxofre, o arsénico e, por Ultimo, a criolita e o acido bérico, alguns dos quais ainda séo
largamente usados no controle de pragas. Estes compostos sdo geralmente venenosos,
guando usados em grande quantidade. Os inseticidas naturais vieram depois e foram os
de maior interesse para quimicos e bhidlogos devido & complexidade estrutural, poténcia
e seletividade. Entretanto, eram limitados na sua eficacia por serem fotossensiveis e
também caros, na maioria das vezes. Piretro tem sido 0 mais importante inseticida
natural utilizado por quase dois séculos, com um uso anual na década de 80 de mais de
300.000 toneladas de ingrediente ativo. A nicotina também teve grande importancia,
mas foi completamente substituida pelos inseticidas sintéticos. Atualmente, o0s
inseticidas naturais mais usados, além do piretro, sdo: rotenona, riénia, sabadilla e necro,
cujos ingredientes ativos sdo: rotenona, rianodina, veratridina e azadirachtina,
respectivamente [FERREIRA et al., 2001] (Tabela 1). O mais expressivo programa de
desenvolvimento de agroquimicos de origem bioldgica nos anos recentes tem sido para
0 uso de extrato de sementes de neem [CASIDA & QUISTAD, 1998].

Tabela 1. Inseticidas naturais registrados nos EUA [FERREIRA et al., 2001]

Inseticida Pais Principios % do Uso do US$/Kg
de origem ativos principio inseticida (1992)
ativo
Piretro Quénia Piretrinas, 25 Domeéstico 75
cinerinas
(flores)
Rotenona Peru Rotendides 7,3 Jardins e 3
(raizes e alimentos
tubércul os) organicos
Riania Trinidade Alcal6ides 0,1 Alimentos 3
tipo rianodina organicos
(caule)
Sabadilla Venezuela Alcal6ides 0,8 Alimentos 8
veratrinicos organicos
(sementes)
Neem india Limonoides 25 Alimentos 375
tipo organicos

azadirachtina
(sementes)



A descoberta de um inseticida organico sintético foi a grande meta na década de
30 do século XX. A industria tinha muitos compostos cuja atividade biologica era
desconhecida e precisava de um método de teste biologico que padronizasse com
precisio o efeito da variagio estrutural na atividade destas substdncias. Um sistema de
sintese e varredura foi bem estabelecido e abriu uma nova era de pesticidas organicos
sintéticos (Fig. 1), onde o grande destaque foi o DDT. Ativo contra uma grande
variedade de pragas, o DDT foi utilizado com grande eficacia no combate aos
transmissores do tifo e da malaria, eliminando estas doengas em alguns paises (Fig. 2),
além de possuir um grande potencial no controle de pragas na agricultura [CASIDA &
QUISTAD, 1998].
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Figura 1. Cronologia dos inseticidas descobertos dando énfase as classes quimicas
[CASIDA & QUISTAD, 1998].

No entanto, o estrondoso sucesso deste pesticida, que durou aproximadamente
40 anos, declinou quando o seu efeito tulminante sobre varias pragas comegou a
diminuir sensivelmente. Somando-se a isto, havia ainda o desequilibrio ecologico
causado, favorecendo o aparecimento de outras espécies que eram controladas
naturalmente. Isso aconteceu, por exemplo, no Estado de Sdo Paulo, onde a aplicacéo de
organoclorados em lavouras de algoddo favoreceu o aparecimento de acaros rajado e
vermelho; em lavouras de cana de agtcar, o Aldrin, um derivado do DDT, fez com que
houvesse um aumento na populagio de pulgdes. Este fendmeno também foi identificado
para outros inseticidas sintéticos comumente usados, por exemplo, quando usado em
citros, o Paration determinou o aumento do acaro da ferrugem; no caso da batatinha, o
uso do Carbaril aumentou a populacdo de pulgdes, etc. [SILVEIRA NETO, 1976].
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Figura 2. Impacto do DDT nos casos de malaria na Itdlia [CASIDA & QUISTAD,
1998].

A aplicagdo de inseticidas de dificil degradacdo, como € o caso do DDT, pode
trazer consequiéncias desastrosas, tornando-se inseticidas remanescentes no ecossistema
e causando intoxicacBes graves. Como exemplo classico desse problema, cita-se o que
ocorreu no lago Clear na Califérnia, EUA, onde se aplicou DDT a 0,014 ppm. para
controle de uma mosquinha do género Chaobarus, muito comum neste lago e que
incomodava o0s banhistas. Depois da aplicagdo, observou-se que o plancton continha 5
p.p.m, do inseticida, os peixes que se alimentam de pléncton uma quantidade maior, 0s
peixes gato (que se alimentam dos primeiros), tinham 20-220 ppm. e os mergulhdes que
se alimentam de peixes gato, de 1500-2500 ppm. na gordura, 0 que indica que o
inseticida tinha se concentrado mais de 100.000 vezes. Como conseqiéncia, 0S
mergulhBes foram eliminados da regido [BRANCO, 1990]. Dai todo cuidado e
proibicdes que se fazem ao uso do DDT e outros organoclorados, que foram banidos
dos EUA e de outros paises na década de 70, embora ainda sgjam utilizados em algumas
partes do mundo [BRANCO, 1990].

A resisténcia aos pesticidas em populacdes de insetos € um outro grande
problema no controle de pragas e doencas parasitarias. A gravidade do problema da
resisténcia se estende aos danos provocados ao homem e ao meio ambiente,
principalmente quanto ao aumento da quantidade de pesticida necess&ria para um novo
controle. Por exemplo, na década de 70 ja se tinha constatado no Brasil a resisténcia da
lagarta rosca ao Aldrin, dos pulgdes de batatinha ao Paration, do acaro rgjado a varios
organofosforados, da broca da raiz do agodédo aos organoclorados ciclodienos, da
vaquinha da batatinha ao DDT, entre outros [SILVEIRA NETO, 1976].

O surgimento de resisténcia acontece porque o controle de pragas e vetores com
pesticidas submete as populacBes dos insetos a um processo de selecdo Darwiniana e
sobrevivéncia dos mais aptos [SCOTT, 1995]. Desta forma, "desenvolver resisténcia’
significa, na verdade, aumentar a populagdo dos insetos que sdo naturalmente resistentes
ao pesticida.

Nas dltimas décadas, pesquisas em agroquimicos resultaram na descoberta de
uma nova classe de substancias que minetizam a agdo de dois horménios envolvidos no
desenvolvimento e reproducdo de insetos, o sesquiterpendide hormdnio juvenil (HJ) e o
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ecdisteroide 20-hidroxiecdisona (20E, ecdisona, hormonio de muda) (Fig. 3) [CASIDA
& QUISTAD, 1998].

Hormonio Juvenil
HJO: R1=Et, R2=FEt, R3=Et
HI1: RI=Et R2=Et, R3=Me
HI2: Ri=Et, R2=Me, R3=Me
HJ3: R1=Me, R2=Me, R3=Me

_N d XX ~
\
H O

Metopreno

20-hidroxiecdisona (20E)

RH-5849

O\/\N)OLO/\
ihs SWe g

Fenoxicarbe

RH-5992 (tebufenozide)
L QLT
NN 0 Nl ~
;11 O K/

0 Piriproxifen

RH-2485 (metoxifenozide)

Figura 3. Estruturas moleculares de horménios de insetos e alguns de seus agonistas
sintéticos.

Estes agroquimicos, denominados IGRs (Insect Growth Regulators, Reguladores
de Crescimento de Insetos) apresentam baixa toxidez para mamiferos e animais
superiores, destacando-se o0 metopreno, agonista do receptor do HJ. e as
dibenzoilidrazinas RH-5992 (tebufenozide) ¢ RH-2485 (metoxifenozide), que
mimetizam a a¢do do 20E (Fig.3) [CASIDA & QUISTAD, 1998]. A atividade destes
pesticidas esta associada com a interagdo com os receptores de hormdnios especificos
dos insetos, atuando, neste caso, na fase de desenvolvimento (muda) do inseto, sendo



pouco toxicos para o inseto adulto. Uma outra caracteristica de grande importancia € o
limitado espectro de acdo de alguns destes pesticidas, sendo seletivos para determinadas
espécies de inseto. Por exemplo, 0 metopreno apresenta toxidez para coledpteros e
lepiddpteros, enquanto o RH-5992 ¢ seletivamente toxico para lepidopteros. Tais
propriedades deram a estas substéncias a denomhlacdo de inseticidas seguros, de perfil
ecotoxicol6gico benigno [DHADIALLA et al., 1998].

WILLIAMS (1967) chegou a propor que nhdo poderia ocorrer resisténcia para
substancias inseticidas com acdo hormonal, uma vez que se tratava de moléculas que
mimetizariam o proprio horménio. No entanto, parece que esta premissa ndo tem se
mostrada verdadeira. Diferentes pesticidas com acdo hormonal tém se revelado menos
efetivos. Por exemplo, mutantes de Drosophila melanogaster tém apresentado
resisténcia ao metopreno [WILSON & FABIAN, 1986]. Foi observada, originalmente
no Sudoeste da Franca, rena perda na eficiéncia de RH-5992 para Cidia pomonella,
amplificada pela resisténcia ao inibidor de sintese de quitina, diflubenzuron
[SAUPHANOR & BOUVIER, 1995]. Entretanto, deve-se destacar que em outro estudo
envolvendo a mesma espécie, que apresentava resisténcia a benzoilfeniluréia, um outro
inibidor da sintese de quitina, ndo foi observada perda da susceptibilidade ao
tebufenozide. [REGIROLI & MANARES1, 1997].

Apesar de ser inevitdvel que insetos "desenvolvam" resisténcia a quaisquer
novos inseticidas, particularmente quando esta envolvido um abuso da utilizacdo dos
mesmos, a resisténcia aos andlogos do HJ e as dibenzoilidrazinas ainda demorardo a ser
evidenciadas em programas de manejos. Adernais, RH-5992 e RH-2485 mostram-se
bem ajustados a resisténcia e ao programa de manejo de pragas, aém de apresentar alto
nivel de seguranca para predadores e espécies parasitas dos insetos. Todavia, a
ocorréncia de resisténcia aos IGRs, em alguns casos, mostra a necessidade de uma
compreensdo mais detalhada do mecanismo de interacdo entre esses pesticidas e seus
alvos biolégicos.

1.2. A Regulagdo Endécrina do Crescimento e Desenvolvimento do Inseto

O desenvolvimento do inseto até a fase adulta ocorre através de mudas
sucessivas que varia em funcdo da espécie. O desenvolvimento pode se dar através da
metamorfose gradual ou incompleta (desenvolvimento hemimetabolo), metamorfose
completa (desenvolvimento holometdbolo) e hipermetamorfose, quando ocorrem dois
ou mais habitos larvais e estruturais diferentes.

Na metamorfose incompleta ou gradual todos os estagios imaturos da eclosdo ao
adulto sdo semelhantes, diferenciando-se apenas pelo tamanho, maturidade sexual e, em
alguns casos, as asas. Sdo0 exemplos, os gafanhotos, as baratas, as cigarras e 0s
percevejos (hemipteros) (Fig. 4A).

A metamorfose completa consiste em trés estagios distintos (Fig. 4B). O estagio
larval recém eclodido, que ndo tem asas, € exemplificado pela lagarta das borboletas, a
larva das moscas e larva dos besouros. E una estdgio ativo que se alimenta, embora o
alimento seja geralmente muito diferente daguele do adulto. Em algumas espécies,
larvas e adultos tém tipos diferentes de pecas bucais. Por exemplo, as lagartas tém pecas
bucais mastigadoras, enquanto as borboletas tém pecas bucais sugadoras.

No final do periodo larval, o jovem ndo se alimenta mais e torna-se quiescente.
Esse estdgio € chamado de pupa e é geralmente depositado em localizacbes protetoras
(tais como o solo, um casulo ou tecidos vegetais). Durante a pupacdo, estruturas adultas
se desenvolvem a partir de rudimentos embrionarios (discos e brotos imaginais) e,
exceto nos neurdpteros e nos besouros, estruturas larvais sdo mantidas no estagio adulto.
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Figura 4A. Estagios da metamorfose gradual ou incompleta de um percevejo (Segundo
ROSS, H. H. 1965, in: RUPPERT & BARNES, 1996).

vo

Larva jovem

Pupa

Figura 4B. Estagios da metamorfose completa de um besouro (Segundo ROSS, H. H.

1965, in: RUPPERT & BARNES, 1996).

O desenvolvimento holometdbolo teve uma grande importincia adaptativa na
evolugio das ordens superiores de insetos, pois as larvas podem utilizar diferentes
fontes de alimentos, habitat e estilo de vida em relacdo aos adultos. Das 26 ordens de
insetos vivos, 9 tém desenvolvimento holometabolo, mas essas 9 inclucm cerca de 80%
das espécies [RUPPERT & BARNES, 1996].
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A transformacdo dos insetos imaturos em adultos reprodutivos ocorre através de
controle endécrino. Uma secrecdo hormonal proveniente do cérebro estimula uma
glandula no pro-térax (glandula pro-toracica que produz o 20E). Durante os estagios
larvais, os corpos alados do cérebro secretam o horménio juvenil. Esse hormbnio é
responsavel pela manutencdo das estruturas larvais e inibe a metamorfose. O HJ pode
exercer 0 seu efeito somente apdés 0 processo de muda ter sido iniciado. Ele,
conseguentemente, deve agir em conjunto com 20E. Quando o HJ se encontra presente
em nivel relativamente ato na hemolinfa do inseto, o resultado € uma muda de larva
para larva. Quando o nivel de HJ se encontra mais baixo, a muda é de larva para pupa, €
na auséncia do HJ, ocorre uma muda de pupa para adulto [RUPPERT & BARNES,
1996].

No momento em que a concentragdo de HJ diminui, aumenta a concentracdo de
20E na hemolinfa, iniciado o processo de muda de larva para pupa. Neste momento, a
larva para de se alimentar. Com o0 aumento da concentracdo de 20E, a epiderme é
separada da cuticula velha (apolise) e forma-se 0 espaco ecdisal, constituido por um
fluido de muda que contém enzimas quitinoliticas inativas. Este fluido sera utilizado
mais tarde para a digestdo da endocuticula. Provisoriamente, as células da epiderme
reorganizam-se para sintese de proteinas e da nova cuticula. Assim que a concentracdo
de 20E decai, as enzimas do fluido de muda sdo ativadas, agindo somente na
endocuticula, que em geral é completamente degradada; a exocuticula e a epicuticula
ndo sdo afetadas e formam a exivia (carapaca externa), que € deseartada a cada muda
Apls este processo, o fluido de muda é totaimente reabsorvido e, finalmente, quando a
concentracdo de 20E decai ao nivel basal, a cuticula velha é expulsa através do
rompimento do velho tegumento ao longo de uma linha, a linha da ecdise, colocada ao
longo do dorso do inseto, onde a cuticula solta-se mais rapidamente por ocasido da
muda e a nova cuticulatoma o seu lugar [REYNOLDS, 1987].

1.2.1. Base molecular de acdo do 20E

Estudos recentes indicam que o avo molecular de acdo de 20E consiste de duas
proteinas, o receptor do ecdisteréide (EcCR) e a proteina ultraspiracle (USP) [YAO et a.,
1993; WANG et al., 1998]. EcCR e USP sdo membros da superfamilia de receptores
nucleares (RNs), que incluem, entre outros, o receptor do hormdnio da tiréide, o receptor
da vitamina D e o receptor do &cido retindico [EVANS, 1988]. O esquema a seguir (Fig.
5) representa 0 modo de acdo molecular de 20E. USP, uma proteina homéloga ao receptor
de acido retindico, heterodimeriza com o receptor de ecdisteréide para formar um
complexo funcional que vai mediar o efeito do horménio 20E pela ativacdo do seu gene
de expressdo (ECRE). O complexo ECR/USP possui transcricdo suprimida na auséncia do
ligante [CHERBAS et al., 1991].

Os RNs agem como fatores de transcricdo, fazendo a mediacdo entre o horménio
e 0 gene de expressdo através da dimerizagdo com um segundo receptor nuclear, onde, a
ligacdo do dimero com o0 gene de expressdo ocorre apenas na presenca do ligante
[GRONEMEYER & LAUDET, 1995].
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Figura 5. Esquema representativo do modo de agdo molecular do horménio 20E: a) as
subunidades EcR e USP estdo em equilibrio com o heterodimero instavel EcR/USP; b)
a interagdo entre EcR e USP aumenta a afinidade de ligacdo de 20E com o receptor c)
a ligacdo do ligante e/ou DNA (EcRE) ao complexo EcR/USP favorece a formacgio de
um novo complexo EcR/USP estavel e d) que traduz a codificacdo genética
[CHERBAS et al., 1991].

1.2.2. Agonistas e antagonistas do receptor do horménio 20-hidroxiecdisona (20E)
1.2.2.1. Antagonistas esteroidais do receptor de 20E

Os agonistas e antagonistas de receptores de hormdnios sao ferramentas
poderosas para a compreensio da acdo molecular do hormdnio. Antagonistas dos
receptores de hormonios estrogénio, androgénio, progesterona e glicocorticoide foram
identificados [HENDERSON et al., 1993; PARCZYK et al., 1996]. Para o ecdisteroide
20E, existem mais de 150 analogos estruturais de ac¢do agonista, na forma dc
fitoecdisteroides, isolados de diferentes espécies de plantas [DINAN, 1995].

DINAN e colaboradores (1997) identificaram através de um programa de
varredura, no qual foram utilizados extratos de diferentes plantas com potente atividade
ecdisteroidal, substancias antagonistas do receptor de 20E. As cucurbitacinas (Fig. 6),
triterpenoides extraidos de Theris umbellata, foram reportadas como sendo os primeiros
antagonistas de receptor de 20E, agindo no receptor do ecdisterdide [DINAN et al,
1997].

Na comparagdo da atividade biologica das cucurbitacinas 1 a IV foi possivel
verificar que a presenga ou auséncia da dupla ligagio A' ndo afeta, significativamente, a
atividade antagonista, enquanto que a presenga do grupo acetila em C-25 (1 e 1l1)
aumentou a atividade. Por outro lado, VI, que possui um grupo acetila em C-25,
apresenta baixa atividade. No entanto, os grupos funcionais no anel A de VII e de VIII
sdo diferentes dos de I e IV, o que levou a conclusdo de que interagdes envolvidas nos
extremos da molécula sdo de grande importancia para a atividade antagonista [DINAN
etal, 1997].
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Figura 6. Cucurbitacinas com agdo antagonista no receptorde 20E.

As estruturas de 20E e cucurbitacina Il (Fig. 7) revelaram consideravel
sobreposi¢do nas regides dos an€is C e D quando os atomos que compdem estes an€is
foram comparados através de suas sobreposigdes [DINAN et al., 1997}

Figura 7. Sobreposi¢do das estruturas de 20E (vermelho) e Cucurbitacina I (verde)
[DINAN et al., 1997].

1.2.2.2. Agonistas niio esteroidais do receptor de 20E: Dibenzoilidrazinas (DBHs)

O primeiro agonista ndo esteroidal sintético do receptor de ecdisterdide 20E foi a
DBH RH-5849 (Fig 3). Subsequientes modificagdes estruturais desta substancia levaram
ao desenvolvimento de novos analogos potentes. Destacam-se 0 RH5992 (tebufenozide)
¢ o RH-2485 (metoxifenozide), comercializados com os nomes de Mimic e Intrepid,
respectivamente (Fig 3) [DHADIALLA et al., 1998].

Foi verificado que RH-5992 induziu a muda precoce em todas as larvas de
lepidopteros testadas, inciuindo Manduca sexta e Choristoneura fumiferana. De modo



similar a 20E, Rtt-5992 induz o RNAm do receptor de hormoénio 3 de Manduca sexta
(MHR3), e suprime a proteina da cuticula de larva de 14 kDa (LCP-14), transcrita no
guarto nivel do DNA da epiderme de M. sexta, em cultura in vitro. O MHR3 é uma
proteina que se liga a0 DNA e que aparece na epiderme somente durante a muda, sendo
um membro da superfamilia de receptores de hormonios esterdides. O gene de MHR3 é
diretamente induzido por 20-hidroxiecdisona (20E). Por sua vez, o gene de |,CP-14 ¢é
expresso somente durante a fase de crescimento intermuda e é suprimido por uma
proteina induzida por 20E durante a muda. Verificou-se também que a enzima DOPA
descarboxilase (DDC), requerida na epiderme para a producdo de dopamina, € um
precursor importante para a esclerotizacdo e o fim do processo da muda. Estes
mecanismos foram observados tanto com RH-5992 como com 20E, in vivo e in vitro.
No entanto, o analogo ndo esteroidal € dez vezes mais ativo que o horménio natural e
persiste na epiderme mais do que 20E, impedindo a conclusdo da muda
[RETNAKARAN et al., 1995].

Quando larvas de lepidopteros sdo tratadas com RH-5849 ou RH-5992
(tebufenozide), geramente param de se alimentar e, apds 4-16 horas, iniciam o processo
de muda [RETNAKARAN et al., 1997, SMAGGHE et al., 1996; TATEISHI et a.,
1993]. No entanto, a presenca efetiva destes agonistas de 20E na hemolinfa do inseto
impede o rompimento (ecdise) da carapaga externa, que ocorre somente quando a
concentracdo de 20E decai ao nivel basal [RETNAKARAN et al., 1995].

Efeitos degenerativos do tebufenozide na formacdo da nova cuticula foram
observados em insetos da ordem dos lepidopteros [RETNAKARAN et al., 1997,
SMAGGHE et a., 1996]. TATEISHI e colaboradores observaram que RH-5849
também induz a formacdo de uma dupla cuticula, que significa uma tentativa para
promover a muda. Entretanto, a cuticula formada com RH-5849 é mais fina do que a
induzida por 20E [TATEISHI et al., 1993].

Além do efeito larvicida, RH-5849 e RH-5992 tém também causado a reducgédo
da producdo de ovos em varios insetos da ordem dos lepidopteros, coledpteros e
dipteros [MONTHEAN & POTTER, 1992; SMAGGHE & DEGHEELE, 1994; WING
& STAWECKI, 1988]. No entanto, RH-5992 e RH-2485 possuem um alto grau de
toxidez seletiva para lepiddpteros, sendo RH-2485 significativalnente mais ativo do que
RH-5992, agindo contra uma larga faixa de lepiddpteros, pragas de algoddo [ISHAAYA
et a., 1995], milho e outros [TRISYONO & CHIPPENDALE, 1997].

Parece paradoxal a ata especificidade destas dibenzoilidrazinas, uma vez que
muitos insetos utilizam o 20E como o horménio de muda Isto sugere que a atividade
seletiva pode ser atribuida as diferencas no sitio ativo, ou seja, no dominio de interacdo
com o ligante (DIL) dos EcRs. Selado assim é provavel que outros agonistas de 20E
possam ser produzidos para outros avos, ou seja, outras ordens de insetos.

1.3. Relagdes Estrutura-Atividade

Estudos da relacdo entre a estrutura quimica e a atividade ("structure activity
relationship”, SAR) vém sendo desenvolvidos para a avaliacdo das caracteristicas
essenciais para a atividade dos ecdister6ides e das DBHSs.

1.3.1. Relacdes estrutura-afividade para os ecdisterdides

Embora os ecdisteréides ndo tenham propriedades biolégicas, fisicas e quimicas
necessarias para tornarem-se um agente efetivo no controle de pragas, andlises de
relacbes estrutura-atividade para ligantes naturais do receptor, em geral ecdisterides,
podem facilitar a identificacdo de agonistas e antagonistas viaveis para a
comercializagdo [HARMATHA et al., 2002].
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HARMATHA & DINAN (1997) compararam a atividade bioldgica de mais de
20 ecdisterdides naturais € quimicamente modificados (Fig. 8), cuja poténcia pode ser
justificada pela interagdo do ligante ao DIL do receptor de ecdisteroide de D.
melanogasier. Estes resultados contribuiram para a avaliag@io da hipdtese de que o
grupo hidroxila em C14 ¢ fundamental para a atividade dos ecdisterdide
[BERGAMASCO & HORN, 1980].
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Figura 8. Estruturas dos derivados de 20E e suas atividades biologicas. Os valores de
plCso (destacados em vermelho) baseia-se em ensaios com . melanogusier
[HARMATHA & DINAN, 1997].

No entanto, em um estudo recente, HARMATHA ¢ colaboradores (2002)
conseguiram sintetizar outros derivados de 20E, variando os substituintes em C14.
Verificou-se quc a inversdo da hidroxila cm C14 da posi¢do a para a posi¢do B diminui
a atividade ecdisteroidal em 22.700 vezes. Entretanto, a substitui¢do de «OH para aoH
em Cl14 (14all) ndo afeta de forma significativa a atividade. Por outro lado, o cpimcro
14BH ¢ 38 vezes menos ativo que o epimero 14aH.



Isto significa que a relagdo entre os anéis C/D é mais importante do que a presenca da
14-OH, que naturalmente apresenta-se na configuracdo, conforme o ecdisterdide 20E
[BERGAMASCO & HORN, 1980]. Nos ecdisterdides onde os substituintes em C14 (-
H, -OH ou -OOH) estdo na posicdo, a juncdo entre os anéis C/D é trans.

Quando a configuracdo em C14 é b (-H ou -OH), a juncdo entre os anéis C/D é
cis. Desta forma parece que a juncdo C/D trans € tdo importante quanto a juncdo Ccis
entre os anéis A/B para a atividade biolégica dos ecdisterdides [HARMATHA et al.,
2002].

BERGAMASCO & HORN (1980) também relataram que um outro requisito
essencial para a atividade de muda dos ecdisterdides é a hidroxila em C22, na
configuragdo R. Esta hipdtese foi justificada pela auséncia de atividade do epimero de
20E, o 22-S-hidroxil-20-ecdisteréide, frente a Caliphora sp [DINAN et a., 1999]. No
entanto, recentemente, SUKSAMRARN e colaboradores (2002) verificaram que o
grupamento hidroxila livie em C22 ndo é essencial para que um ecdisteréide apresente
alta atividade de muda. A atividade de 22-O-ecdisterdide substituido pode ser
equivalente ou maior do que 20E, desde que o substituinte apresente um grupo
funcional que possa aumentar a atividade bioldgica, tal como foi verificado para o
compostos 1 e 2 da Figura 9, que apresentam valores de EC50 iguais a 7,6x10-6 M e
5,8x10-6 M, respectivamente, enquanto que o de 20E é 1,6x10-5 M. Os resultados
também revelaram que a atividade ndo é sensivel a fatores estéricos para a posicdo 22
[SUKSAMRARN et al., 2002].

o

R= COCH,OCOCH;

Figura 9. Estrutura do ecdisteréide 20E e de derivados sintéticos com grupamentos
substituintes, ligados a 22-O [SUKSAMRARN et al., 2002].

1.3.2. RelagBes estrutura-atividade para as DBHs

Variacbes na substituicdo dos anéis A e B das DBHs (Fig. 10) mostraram que a
atividade hormonal de muda para Chilo supressalis aumenta com a hidrofobicidade da
molécula e diminui com a introducdo de substituintes volumosos no anel A e B.
[OIKAWA et a., 1994a; NAKAGAWA et al., 19951].
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4] 6.38 2-CF; 5.5
4-CF; 6,19 2-NO, 4,86
- 4-CN 4.8 2-Ph 432
T/ 0 4NO, 5.9 2-OMe  4.64
N +Me 622 2-SMe  4.74
"N @ 4-Et 6.36 23-Cly,  6.23
‘ | 4-n-Pr 544 24-Ch, 6,09
c o H LiPr 616 25.Cl,  4.90
4-Ph 5.55 26-Cl,  4.54
4-OMe  5.65 34-Cl,  5.97
3-F 6.43 3.5-Cl,  5.49
3-Br 5.92 23-Me, 611
31 5.5 2.4-Me, 6,04
3-CFy; 5,59 2.5-Me, 4,75
3-CN 495 3.4-Mc,  5.61
3INO,  4.86 3.5-Mc,  5.52
3-OMe 5,36

Figura 10 Série de DBHs estudada por OIKAWA et a., 1994a; NAKAGAWA et d.,
1995 e SMAGGHE et al., 1999.

Na série estudada, mameve-se 0 cloro na posicdo orto do anel A da DBH devido
a sua caracteristica hidrofébica e retiradora de elétrons, que, conforme estudos de
QSAR, aumentam a atividade biolégica das DBHs [OIKAWA et al., 1994;
NAKAGAWA et al.,, 1995], e variou-se 0s substituintes no anel B. Os resultados
revelaram que substituicio do anel B em para é mais efetiva para grupos pouco
hidrofébicos e ndo volumosos. O efeito estético de substituintes nas posicbes meta e
para ndo foi verificado para os compostos 2,3 e 2,4 di-substituidos. Entretanto, o efeito
estérico foi expressivo para 0s compostos 2,5, 2,6, 3,4 e 3,5 di-substituidos
[SMAGGHE et a., 1999].

Resultados de QSAR 3D (Quantitative Structure-Activity Relationship 3D,
Relacdo Quantitativa entre a Estrutura Tridimensional e a Atividade), utilizando
CoMFA (Comparative Molecular Field Analysis, Andlise Comparativa dos Campos
Moleculares) sugerem que o anel B das DBHs se sobrepe com a cadeia lateral
alquilica, equivalente a posicdo 17 de 20E (Fig. 11) [SHIMIZU et al., 1997].

SHIMIZU e colaboradores (1997) observaram que a substituicdo do anel B de
RH-5992 (Fig. 3) por grupos aquilicos ndo afeta de forma significativa a atividade
bioldgica. No entamo, a substituicdo do anel B resulta em um decréscimo na atividade,
tanto in vitro quanto in vivo. Estes resultados levaram 0s autores a sugerirem que 0
grupo alquilico das novas benzoilidrazinas tem papel similar a0 grupamento alquilico da
cadeia lateral de 20E (Fig. 11), justificando assim a potente atividade das estruturas
testadas. Por exemplo, o valor de pECsO para 3 (Fig. 11) é 8,05, significativamente
préximo ao valor de RH-5992, que é igual a 8,94 [SHIMIZU et a., 1997].



20E
Figura 11. Esguema para comparacdo dos composto 3 e 20E [SHIMIZU et al., 1997

L2

SMAGGHE e colaboradores (1999) relataram a toxidez de uma série de DBHSs,
(Fig. 10) contra o lepidoptero Apodoptera exigua no estdgio larval [SMAGGHE et al.,
1996]. O estudo revelou também que estes agonistas apresentam comportamento similar
para o lepidoptero Chilo supressalis [OIKAWA et al., 1994a], com uma correlacdo
entre os valores de pLD50 para as duas espécies igual a 0,92.

1.4. Os Receptores Nucleares (RNSs)

Na producdo de uma resposta bioldgica, uma substéncia quimica pode reagir ou
interagir com Lima biomacromolécula semi-rigida. Esta biomacromolécula pode ser uma
enzima ou um receptor.

EHREMPREIS definiu receptor como um componente com as seguintes
caracteristicas [GEARI EN in FOYE, 1988]:

1. Receptor é uma biomacromolécula constituida por um sitio que contém
propriedades quimicamente reconhecidas por uma substancia especifica;

2. A especificidade deste sitio por uma molécula endbgena particular, agonista
natural, € determinada geneticamente, tendo o receptor uma funcéo
geneticamente determinada;

3. A ligagdo com o agonista (molécula enddgena ou um xenobiltico) causa
perturbacbes especificas através de variacbes no estado do receptor ou em sua
circunvizinhanca, ou ambos, promovendo estimulos que dardo origem a uma
cadeia de eventos com o propdésito de produzir uma resposta;

4. A iniciacdo da resposta pela ligacdo ao sitio do receptor ndo envolve quebra ou
formacdo de ligacbes covalentes com o ligante, diferente do que ocorre na
interacdo substrato/enzima. No entanto, muitas interacbes previstas entre
ligantes e receptores podem também ser aplicadas para interacédo
substrato/enzima.

5. O receptor é constituido por una sitio ativo, onde alguns aminoécidos
especificos, quer sgja através de suas cadeias laterais, quer seja através de suas
ligaces peptidicas, interagem com o ligante.

Os RNs compreendem uma grande familia de reguladores de transcricdo que
possuem regifes altamente conservadas, como o dominio de interacdo com o DNA
(DID), e regides moderadamente conservadas, como o dominio de interacdo com o
ligante (DIL)(Fig. 12). [EVANS, 1988]
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A'B C D E

Figura 12. Esquema de representacdo dos RNs. A regido C, proxima ao N-terminal,
corresponde ao Dominio de Interagdo com o DNA (DID) enquanto que a regido E,
proxima ao C-terminal, corresponde ao Dominio de Interacdo com o Ligante (DIL),
conforme a nomenclatura de Krust e colaboradores [KRUST et al., 1986

Através de varreduras do genoma de D. melanogaster, o EcR foi identificado
como possivel membro da grande familia de receptores nucleares [KOELLE et al.,
1991]. O processo envolveu a comparagdo da seqiiéncia de aminoacidos da proteina
predita como EcR com a seqiiéncia de membros da grande familia de RNs e revelou que
o EcR forma com estas proteinas dois dominios conservados, caracteristicos dos RNs
[EVANS, 1988; GREEEN & CHAMBON, 1988].

A Figura 13 apresenta o alinhamento do EcR D. Melanogaster com demais
membros representativos da grande familia de RNs. A regido correspondente ao DID
encontra-se no quadro A da Figura, enquanto que a regido correspondente ao DIL
encontra-se no quadro C da Figura.

Os receptores foram divididos em trés subfamilias. O EcR estd inserido na
subfamilia que inclui o receptor do horménio humano da tiroide (hTRg), o receptor
humano da vitamina D (hVDR), E75A (proteina envolvida na metamorfosc do inscto), o
receptor humano de &cido retindico (hRAR,), hear-1 (proteina humana relatada por
erbA) e uma proteina de rato (mPPAR).

A regido correspondente ao DID ¢ formada por 66-68 aminoacidos, contendo 2
ions de zinco. formando duas estruturas parecidas com dedos (zinc finger), de grande
importdncia na interagdo com o DNA [GREEN & CHAMBON, 1987; FREEDMAN et
al., 1988]. Este dominio também € envolvido na dimerizacdo do receptor [KUMAR &
CHAMBON, 1988]. Todos os residuos dos 19 membros da grande familia de RNs
conservados na regido do DID, sdo também conservados no EcR.

Figura 13. Comparagio das seqiiéncias das regides conservadas DID e DIL do EcR e
de alguns membros representativos da grande familia de receptores nucleares.

(A) Alinhamento da regido do DID. Numeros & esquerda indicam a posicdo dos
aminodcidos em relag@o as outras seqiiéncias. Os pontos pretos indicam as trés posigoes
importantcs que determinam a ligacdo ao DNA, especificando este dominio. (B)
Percentual de identidade entre as seqiiéncias correspondentes a regido C (esquerda
abaixo) e a regido E (direita acima). (C) Alinhamento da regido do DIL.. As linhas
horizontais indicam trés arcas altamente conscrvadas dcste dominio.A cor amarcla,
verde e azul, a esquerda, enfatiza a divisdo dos receptores homdlogos em (rés
subfamilias. Nas colunas do alinhamento, os aminoacidos idénticos sdo mostrados na
mesma cor. A cor margenta foi utilizada para os aminoacidos que sdo conservados em
mais de uma subfamilia.
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Figura 13. As seqiiéncias mostradas sdo: EcR [KOELLE et al., 1991]; hTRg
[WEINBERGER et al., 1986]; hVRD [BAKER et al., 1988]; E75A ( proteina de D.
melanogaster) [SEGRAVES & HOGNESS, 1990]; hRARa [GIGUERE et al., 1987];
hear-1 (proteina humana) [MIYAJIMA et al., 1989]; mPPAR [ISSEMAN & GREEEN,
1990]; kni (proteina de Drosophila knirps) [NAUBER et al., 1988]; tll (proteina de
Drosophila tailles) [PIGONL et al, 1990]; usp, (proteina ultraspiracle de D.
melanogaster) [ORO et al, 1990]; hRXR (receptor de 4cido retindico)
[MANGELSDORF et al., 1990]; NGFI-B (fator de crescimento de ratos)
[MILBRANDT, 1988]; svp (proteina seven-up de D. melanogaster) [MLODZIK et al.,
1986]; hERR1 ¢ hERR2 [GIGUERE et al., 1988]; hER (receptor de estrogénio)
[GREEN et al., 1986]; hGR (receptor de glicocorticoide) [HOLLENBERG et al., 1986];
hMR (receptor de mineralocorticoide) [ARRIZA et al, 1987]; hPR (receptor de
progesterona) [MISRAHI et al., 1987]; hRA (receptor de androgénio) [LUBAHN et al.,
1988].
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O quadro B da Figura 13 mostra que, na comparacdo da seqiiéncia de
aminodcidos do EcR de D. melanogaster com cada um dos outros RNs, a identidade
entre os aminoacidos € maior naregidao C do que naregido E.

Estudos com o receptor de glicocorticéide, o receptor de estrogénio e o receptor
do hormbnio da tiréide identificaram trés residuos na regido de DID (destacados na
Figura 13, quadro A, com pontos pretos) que sao determinantes na diferenciacdo da
ligacdo destes receptores com o DNA especifico. [DANIELSEN et al., 1989; MADER
et al., 1989; UMESONO & EVANS, 1989]. As proteinas E75 e EcR de D.
melanogaster, ta como o hRARa, hTRge o hVDR, tém estes trés aminoacidos
conservados nas mesmas posicdcs [SCHULLE et al., 1990; UMESONO et al., 1988].
Sendo assim, é consenso que 0 ECRE (gene de expressdo de EcR) € similar ao gene de
expressdo da vitamina D, do acido retindico e do hormbnio da tiride [CHLRBAS et al.,
1991] .

A regido do DIL (Quadro C da Figura 13) possui aproximadamente 225
aminoacidos que funcionam como dominio de interacio com o horménio nos
vertebrados [EVANS, 1988; GREEN & CHAMBON, 1988]. Este dominio também é
importante na dimerizacdo do receptor. [GUIOCHON-MANTEL et a., 1989; GLASS
et al., 1989].

Trés regides altamente conservadas na regido do DIL sdo destacadas com uma
linha cheia (segmento de teta) no Quadro C da Figura 13. Cada segmento possui um
grupo de residuos conservados em todas ou quase todas as sequéncias dos receptores. O
EcR de D. melanogaster mostra, nestas regides, alta similaridade com as proteinas
membros da grande familia de RNs e uma baixa similaridade com as outras proteinas de
D. melanogster. A conservagdo dos residuos nestas regides sugerem que EcR funciona
como una receptor de horménio, diferenciando-se das outras proteinas identificadas no
inseto, que mostram similaridade na regifo do DID, mas ndo na regido do DIL. E
interessante notar que a regido do DIL do EcR é mais similar para o receptor do
hormonio da tirdide (hTRp).

Ja foram identificadas as sequéncias do EcR de algumas espécies de insetos da
ordem Diptera, Lepidoptera, Coledptera e Ortéptera e de um crustdceo. No entanto, a
estrutura tridimensional da proteina ainda ndo foi determinada experimentalmente.
Recentemente, foram propostos dois modelos estruturais do dominio de interacdo com o
ligante (DIL) do EcR de Chironomus tetans (ctEcR), construidos a partir do DIL do
receptor de é&cido retindico (hRARo) e da vitamina D (hVDR), através da modelagem
por homologia. Apbs atracamento do 20E e da DBH RH-2485 na cavidade de interagcdo
com o ligante (CIL), foi verificado um conjunto de interacbes que justilicam a atividade
do agonista sintético [WURTZ et a., 2000].

As seqUéncias dos dominios de interacdo com o ligante dos EcRs (EcR-DIL)
apresentam boa conservacdo de identidade entre as diferentes espécies (54% dos
residuos idénticos). Entretanto, a identidade entre as espécies de uma mesma ordem é
significativamente maior, por exemplo, entre os dipteros e os lepidépteros esta
identidade é igual a 73% e 84%, respectivamente (Fig. 14). A Figura 14 apresenta o
alinhamento das seqiiéncias dos DILs de varias espécies [WURTZ et al., 2000].
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Figura 14. Alinhamento das seqiiéncias dos dominios de interagdo com o ligante (DIL)
de receptores de Ecdisterdide (EcRs) para insetos da ordem diptero (d), lepiddptero (1),
coledptero (co), ortoptero(o), de um &caro (t) e de una crustaceo (cr). As seqliéncias de
RAR e VDR para espécie humana, cujas estruturas cristalogralicas foram determinadas,
também sdo incluidas. As abreviaturas dos organismos sdo: aa. Aedes aegypti (d) [CHO
et a., 1995]; am: Ambllyomma amaricanum (t) [GUO et al., 1988]; bm: Bombyx mori
(1) [SWEVERS et d., 1995]; cc: Ceratitis capitata (d); ef: Choristoneurafumiferana (1)
[KOTHAPALLI et a., 1995]; et Chironomus tetans (d) [IMHOF et a., 1993]; dm:
Drosophila melanogaster (d) [KOELLE et al., 1991]; hs: Homo sapiens, hv: Heliothis
virescens (1) [JEPSON et al., 1996]; Ic: Lucilia cuprina (d) [HANNAN & HILL, 1997];
Im: Lucusta migratoria (0); ms: Manduca sexta (1) [FUJWARA et a., 1995]; up: Uca
pugilator (cr) [CHUNG et a., 1998]; sc. Sarcophaga crassipalpis (1); tm: Tenebrio
molitor (co) [MOUILLET et a., 1997]. As cores vermelho e cinza correspondem aos
residuos idénticos ou similares entre todas as sequéncias de EcR (os grupos utilizados
para residuos similares sdo ILVM, FYW, TSCA, RK, DE e QN). Os residuos idénticos
entre todos as seqiiéncias de EcR correspondem a cor verde. As cores azul e amarela
indicam os residuos conservados entre dipteros e lepidopteros, respectivamente.
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14.1. As Forcas de Interacdo Receptor/Ligante

Para conhecer o mecanismo de acdo de um ligante é importante compreender as
forcas de interagdo que liga o ligante ao receptor, uma vez que a lei de agdo das massas
ndo pode, sozinha, estimar a habilidade de pequenas doses de ligantes, estruturalmente
especificas, em obter uma resposta pela combinagdo com tudo, ou praticamente, quase
tudo do receptor apropriado

Os célculos propostos por SILVERMAN (1992), apresentados a seguir,
suportam a nocdo de que alguma coisa a mais que a acdo das massas € requerida para
descrever a interagdo ligante-receptor.

"Partindo do principio de que um mol de um ligante
contém 6,02 X 1023 moléculas (nimero de Avogrado) e que a média
do peso molecular de um ligante é de 200 g/mol, 1 mg do ligante
contem 6,02 x 10%%2,00 x 10° = 3 x 10 moléculas de ligante. O
organismo humano é composto de cerca de 3 x 102 células. Desta
forma, cada célula serd "afetada’ por aproximadamente 3 x 10'8/3x
10® = 10° moléculas de ligante. Uma célula de eritrécito, por
exemplo, contém aproximadamente 10%° moléculas. Assumindo que
0 mesmo numero de moléculas é encontrado em todas as células,
entdo, para cada molécula de ligante existem 10%%/10° = 10°
moléculas do corpo humano. Com esta razdo de moléculas humanas
para moléculas de ligante, Le Chatelier poderia lei grandes
dificuldades em explicar como o ligante interage e forma um
complexo estavel com o receptor desgjavel" [SILVERMAN, 1992].

Forcas Envolvidas no Complexo Ligante-Receptor
As forcas envolvidas na interacdo do complexo ligante-receptor sdo as mesmas
forcas evidenciadas em todas as interagdes entre moléculas orgéanicas, incluindo ligacéo
covalente, interacbes ibnicas (eletrostdticas), interagdo fon-dipolo e dipolo-dipolo,
ligagdo hidrogénio, interacbes de transferéncia de carga, interagdes hidrofébicas e
interacbes de van der Waals ou forgas de dispersdo. Interacbes fracas sO sdo possiveis
quando as superficies das moléculas estdo proximas. Isto é a forca da ligagdo €
dependente da distancia. A formagdo de uma interagdo entre atomos ocorre com um
decréscimo na energia, ou seja, DG e negativa [SILVERMAN, 1992]. A variagdo na
energia livre ¢ relatada pela constante de equilibrio da ligagdo (Keqg) de acordo com a
equacdo (1):
DG°=RTInKgq (1)

Desta forma, na temperatura fisioloégica (37° C), variagbes, na energia livre de 2 a 3
kcal/mol podem ter um grande efeito no estabelecimento de boas interagdes
secundarias. De fato, um decréscimo no DG de 2.7 kcal/mol altera a constante de
equilibrio da equacdo de 1 para 100. Se a Keq for semente 0,01 (isto é 1% da mistura
em equilibrio na forma do complexo ligante-receptor), entdo um DG de interacdo de
5,45 kcal/mol pode deslocar a constante de equilibrio de ligagdo para 100 (i.e., 99% na
forma do complexo ligante-receptor).

Em geral, a formagdo de ligacdo entre uni ligante e um receptor envolve
interacbes ndo covalentes fracas e, consequentemente, o0s efeitos produzidos sdo
reversiveis. Por causa disto, um ligante se tornard inativo quanto mais rapido sua
concentragdo no fluido extracelular decrescer [SILVERMAN, 1992].

Algumas vezes, entretanto, o efeito produzido por um ligante pode persistir e
tornar-se irreversivel. Por exemplo, quando um ligante age seletivamente em um
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organismo  estranho ou célula tumoral para formar complexos irreversiveis com seus
receptores, pode exercer uma agdo toxica por um periodo prolongado. Neste caso, a
formacdo de ligacdo covalente sera apropriada [SILVERMAN, 1992]

Nas sessfes seguintes, o0s varios tipos de interacdo ligante-receptor serdo
apresentados. Estas interacfes se aplicam também a outros tipos de biomacromoléculas,
como enzimas e DNA

Ligacdo Covalente

As interagdes intermoleculares envolvendo a formacdo de ligagdes covalentes
sdo de elevada energia, entre 77-88 kcal/mol. Na temperatura usual dos sistemas
bioldgicos (30-40°C). ligagdes que envolvem uma energia maior que 10 kcal/mol sdo
dificilmente clivadas em processos ndo enziméticos. Isso implica que complexos
ligante-receptor  envolvendo  ligacBes dessa  natureza sdo  raramente  desfeitos
culminando com uma inibicdo enzimatica irreversivel ou inativagdo do sitio receptor.

Interagdes I6nicas (ou Eletrostaticas)

Os grupamentos bésicos das cadeias laterais da arginina, lisina e, em menor
extensdo, histidina encontram-se protonados em um pH de 7,4 (pH fisiologico) e,
conseguentemente, produzem sitios catibnicos. JA 0s aminoacidos com  grupamentos
acidos, tais como a cadeia lateral do acido aspéartico e do éacido glutdmico, encontram-se
desprotonados nesse pH, provendo sitios anionicos [SILVERMAN. 1992].

Nobre meio, o0s grupamentos dos ligantes e receptores serdo mutuamente
atraidos, se houver entre eles cargas opostas. Esta interacdo i6nica pode efetiva a
distdncias maiores do que aquelas requeridas em outros tipos de interacdo, podendo

persistir por mais tempo. Uma simples interacdo ibnica pode envolver um DG = -5
Kcal/mol. Se a interacdo e reforcada por outras interaces simultaneas, a interagdo ion
poderd ser mais forte (DG = -10 kcal/mol) e com maior persisténcia

Interacbes fon-Dipolo e Dipolo-Dipolo

As ligacdes C-X em ligantes e receptores, quando X €é um atomo eletronegativo,
possuem uma distribuicdo assimétrica de elétrons, produzindo dipolos eletrénicos. Os
dipolos em uma molécula de ligante podem ser atraidos por fons (interacdo ion-dipolo)
ou por outros dipolos (interacdo dipolo-dipolo) no receptor, desde que as cargas de
sinais opostos estejam devidamente alinhadas. Como a carga de um dipolo é menos do
que a de um ion. uma interacdo dipolo-dipolo é mais fraca do que uma interacdo ion-
dipolo [SILVERMAN, 1992].

Ligacdo de Hidrogénio

A ligacdo de hidrogénio é um tipo de interacdo dipolo-dipolo formada entre o
hidrogénio de um grupo X-H, onde X é um &omo eletronegativo, € um outro atomo
eletronegativo (Y) contendo um par de elétrons disponivel. A ligacdo de hidrogénio s6 é
significativa quando ocorre entre moléculas onde X e Y sdo N. O ou F. X desloca a
nuvem eletrbnica do hidrogénio fazendo com que ele adquira uma carga parcia
positiva, que passa a ser fortemente atraido pelos pares de elétrons dedisponiveis de Y. A
interacdo e representada por uma linha pontilhada, X H Y, para indicar que a ligacéo
entre X e H é mantida, mas a "ligagdo" entre H e Y também ocorre. Quando X e Y sdo
equivalentes, o hidrogénio pode ser compartilhado igualmente entre 0s dois grupos,
X H Y.

As ligagbes de hidrogénio sdo as mais importantes interacbes ndao-covalentes
existentes nos sistemas biolégicos, sendo responsaveis pela manutencdo  das



conformagbes bioativas de mais de mocromoléculas nobres, exemplo, a-hélice de proteinas
e interagdes purinas-pirimidinas dos &cidos nucléicos [BARREIRO & FRAGA, 2001]

Forcas de Dispersdo

Estas forgas de interacdo, conhecidas como forcas de dispersdo de London ou
interacbes de van de Waals, caracterizam-se pela aproximacdo de moléculas apolares
apresentando dipolos induzidos. Em geral, essas mteracbes sdo de fraca energia (-0,5 a-
1,0 kcal/mol) e ocorrem em funcdo da polarizacdo transitéria de ligacdes de baixa
polaridade ou apolares, como ligagBes carbono-hidrogénio ou carbono-carbono. Apesar
de envolverem fracas energias de interacdo, as forcas de dispersdo sdo de extrema
importancia para 0 processo de reconhecimento molecular do ligante pelo sitio do
receptor, uma vez que normalmente se caracterizam por interagbes multiplas que,
somadas, acarretam contribuicdes energéticas significativas [SILVERMAN. 1992].

InteragBes Hidrofdbicas

Tal como as forcas de dispersdo, as interacdes hidrofébicas sdo individualmente
fracas (aproximadamente 1 kcal/mol) e ocorrem em fungdo da interagdo em cadeias ou
subunidades apolares. Normalmente, as cadeias hidrofobicas, presentes tanto no sitio
receptor como no ligante, encontram-se organizadamente solvatadas por camadas de
moléculas de é&gua A aproximagdo das superficies hidrofébicas promove o colapso da
estrutura organizada da agua. permitindo interacdo ligante-receptor as custas do ganho
entropico associado a desorganizacdo do sistema. Em vista do grande ndmero de
subunidades hidrofébicas presentes em peptideos e ligantes, essa interacdo torna-se
importante para o reconhecimento do ligante pelo receptor.

I nter acBes cation-p

A interacdo cétion-p e uma forte interacdo ndo covalente entre um cation e o
sistema p.Definida como uma importante forgca que dirige o0 processo de
reconhecimento molecular do ligante pelo sitio do receptor, a interagdo cation-p €
observada em muitos sistemas hiologicos. tais como o0 sitio de interacdo, da
acetilcolinesterase e o alquilamina desidrogenase [TSUZUKI et al., 2000]

Inimeras investigacbes experimentais e tedricas vém sondo desenvolvidas com o
objetivo de caracterizar estas interagbes [FELDER et a., 2001]. Medidas de energia de
ligacdo entre cation - benzeno e cétion - tolueno tém mostrado que, na fase gasosa. ©
cation se liga preferencialmente ao composto aromético do que a &gua. Desta forma as
cadeias laterais dos aminoacidos Trp. Phe e Tyr podem estabilizar uma carga positiva
tdo eficientemente como a solvatacdo pela agua

14.2. Modelos Quantitativos delnteracdo
A compreensdo quantitativa do processo de reconhecimento molecular requer um
modelo tedrico que reflita o efeito das mudangas estruturais dos ligantes neste processo
Esquematicamente a interacdo entre o receptor R e o ligante L. um agonista ou um
antagonista, pode ser representada pelo equilibrio
Kas
R+L~—" R-L
Kps
onde R-L é o complexo receptor-ligante e KAS é a constante do equilibrio de associagdo do
complexo, definida pela relagdo KAS = [RL]/[R][L]. A constante do equilibrio de



dissociacdo do complexo, KDS, é o inverso de KAS. Estas constantes se relacionam com a
variac8o da energialivre DG da reagdo de acordo com

DG = -RTIn K AS - RT1n KDS (2)

Em Quimica Medicinal, a constante KDS é geramente denominada K

(originalmente definida nas reagfes enzimaticas como a constante de inibicdo enzimética)
Logo,

DG=RT1nK; (3)

Esta relacdo representa uma ponte entre o modelo tedrico e a resposta bioldgica.
As energias livres de interacdo devem ser estimadas se 0 que se deseja € uma pedicéo
quantitativa das afinidades ligante-receptor, expressas nas medidas experimentais de K;,
como parte do processo de planejamento de ligantes, sejam eles farmacos ou
agroquimicos. O caminho para este objetivo passa pela construcdo de um modelo
computacional de atribuicdo de energia livre [AJAY & MURCKO, 1995].

No ambito do ajuste ao receptor, as energias livres relativas de interagdo podem
ser calculadas aplicando-se métodos de pertubacdo de energia livre ("free energy
perturbation", FEP), derivados da mecanica estatistica. Estes procedimentos sao
computacionalmente demorados, rnas sdo efetivos quando as estruturas sdo conhecidas e
relativamente peguenas [VADJA et a., 1994]. A aplicagdo deste procedimento ndo pode
ser feita quando as estruturas envolvidas ndo sdo conhecidas, porque a realizagdo de
calculos FEP repetidamente durante a exploracdo dos espagos conformacional, rotacional
e translacional do complexo ainda estd aquém das capacidades computacionais
disponiveis [VADJA et al., 1994].

Um outro procedimento, que vem sendo utilizado na elaboracdo de moléculas
bioativas é considerar a energia livre de interacdo como a soma de diferentes
contribuigdes independentes (Figura 15), as quais sdo calculadas separadamente e
somadas na chamada equacdo-mestra [AJAY & MURCKO, 1995]. Modelos com graus
varidaveis de complexidade para a atribuicdo da energia livre tém sido propostos, nos quais
a energia de interagdo € aproximada por um potencial de energia livre empirico, isto é, por
um conjunto de fungbes empiricas de energia livre (ou de seus componentes entalpico e
entropico) [NOVOTNY et a., 1989; WILLIAMS et a., 1991, SEARLE & WILLIAMS,
1992; SEARLE et a., 1992; HONIG et a., 1994; VADJA et a., 1994]. Estes modelos
podem conter, por exemplo, termos de energia livre para as interagdes hidrofobicas
[JENCKS, 1969; RUCKENSTEIN, 1992; BLOZIJL & ENGBERTS, 1993] e
eletrostéticas, para a variagdo da entropia de translacdo e rotacdo e para a contribuicdo da
flexibilidade conformacional do ligante (Fig. 15).
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Figura 15. Representacdo esquemdtica para 0s varios termos envolvidos na interacédo
entre o ligante L e o receptor R. DStr representa a entropia translacional do ligante no meio
aquoso; DSrot, a entropia rotacional; DSint, a entropia rotacional interna. AHLa e AHRA séo
as entalpias de interacdo entre a agua e o ligante e o receptor, respectivamente. DSA e AH,,
representam as mudancas entropica e entdlpica, respectivamente, que acompanham a
liberacdo das moléculas de agua associadas inicialmente ao ligante e ao receptor. DSvib é a
entropia relacionada aos novos modos vibracionais resultantes da interacdo L-R. DHLR ¢é a
entalpia de interacdo entre o ligante e o receptor. Os termos entalpicos podem incluir tanto
interacbes favordveis quanto desfavoraveis, como repulsdes estéticas e mudancgas
conformacionais [ANDREWS et al., 1984].

A discussdo anterior mostra as limitacdes dos modelos de mapeamento do
receptor baseados exclusivamente nas posi¢des dos nucleos atbmicos. A superposicdo de
estruturas leva em consideracéo apenas a posicao de um &omo e ndo a sua orientacdo. A
posicdo dos grupamentos bioféricos € um critério necessério, mas insuficiente para a
distincdo entre ligantes com altas e baixas afinidades [WANG et al., 1994]. Por exemplo,
mesmo que a posicdo de um aomo de oxigénio de um ligante esteja correta de acordo
com uni determinado modelo bioférico, a ligagdo com um doador de ligacdo hidrogénio
pode ser muito fraca caso a orientacdo de seus pares de elétrons ndo seja adequada. A
orientacdo permite que se formem as interagbes especificas que participam da energia
livre de interacdo e da constante de equilibrio correspondente

Nos ultimos anos, esforcos foram feitos para explorar a ponte entre o ajuste
baseado na estrutura e o mapeamento baseado nas propriedades visando a construcdo de
modelos energéticos de interagdo que ndo necessitam levar em consideragdo todos os
atomos do sistema [WANG et a., 1994; VEDANI et al., 1995; SANT'ANNA et 4.
1997]. Uma das técnicas para a construcdo do sitio ativo em biorreguladores néo-
caracterizados que permite a determinacdo de energias livres de interacdo relativas e a
chamada modelagem de pseudo-receptores [VEDANI et al., 1995]. A implementacdo
deste procedimento baseia-se no conceito de que uma regido relativamente pequena do
receptor (o sitio de ligacdo) é responsavel pela interacdo efetiva com o ligante.

No caso especifico dos sistemas antigeno-anticorpo, por exemplo, resultados de
avaliacdo de DG sugerern que a interacdo entdlpica é mediada por, no maximo, 5 ou 6
aminoacidos no antigeno e no anticorpo [NOVOTNY et al., 1989]. No caso do antigeno
ndo-protéico fosfocolina, praticamente apenas um residuo de aminoacido responde pela
interacdo entalpica [NOVOTNY et al., 1989]. Os demais residuos de aminoacidos atuam
por efeito estérico, orientando espacialmente os residuos importantes. Do ponto de vista
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entdlpico, entdo, basta considerar um numero pequeno de residuos de aminoacido do
receptor.

Estes residuos de aminoacido podem ser aproximados por "sondas', moléculas
pequenas capazes de reproduzir as forgas de interagdo do biorregulador real. Desde que as
"sondas' sejam representativas dos grupamentos reais oferecidos pelo biorregulador para
interacdo com o ligante, a energia resultante de interagdo com as "sondas' estard
relacionada com a energia de interacdo do sitio ativo do biorregulador [VEDANI et al.,
1995]. O problema consiste na escolha destes residuos, mas isto pode ser orientado por
estudos comparativos de complexos ligante-receptor conhecidos e por resultados de SAR.

Os termos entédlpicos envolvidos na interagdo entre o ligante e o biorregulador
podem ser calculados diretamente por varios métodos. Estes métodos basicamente
diferem quanto a natureza do campo de forca, ou seja, do conjunto de fungBes de energia
analitica e seus pardmetros numéricos associados. Os campos variam desde totalmente
empiricos, como o0s utilizados pela mecanica molecular, até 0s puramente teoricos
(métodos ab initio), passando pelos chamados métodos semi-empiricos [CLARK, 1986;
GRANT & RICHARDS, 1995]. Como os métodos ab initio, os métodos semi-empiricos
sdo baseados no formalismo da mecénica quantica, mas parte de seus parametros Sao
obtidos experimentalmente [STEWART, 1990]. Isto permite que se evite o céculo de um
grande nimero de integrais e possibilita a aplicagdo dos métodos semi-empiricios a
sistemas com um niomero maior de atomos [CLARK, 1986; STEWART, 1990a; GRANT
& RICHARDS, 1995]. Os hamiltonianos semi-empiricos mais utilizados atualmente sdo
0s contidos nos pacotes AMPAC e MOPAC [STEWART, 1990], MNDO (Modified
Neglect of Differential Overlap) [DEWAR & THIEL, 1977], AMI (Austin Model 1)
[DEWAR et al., 1985] e PM3 (Parameterized Method 3) [STEWART, 1989].

Como estes procedimentos se baseiam na distribuicdo eletronica ao redor dos
ndcleos atdbmicos de um sistema molecular, suas aplicacbes permitem que se avalie ndo sO
as ligagbes quimicas que determinam a estrutura molecular, como também as interacOes
intermoleculares que se traduzem nos termos entélpicos envolvidos nas interacbes. O
termo entrépico € determinado principaimente pelas restriges impostas pela interacio
entre o ligante e o0 receptor e traduzidas nos termos DStr, DSrot e DSint da Figura 15
[SEARLE & WILLIAMS, 1992; SEARLE et al., 1992]. Estas variagbes podem ser
aproximadas por expressdes empiricas. Explicitando a constante relativa,

K (AG," —AG,”)
& T eXp| (4)
va»m R7 ’

Caso uma das constantes seja conhecida, KBi por exemplo, as constantes
absolutas KiA de uma série de substancias podem ser determinadas a partir dos dados
tedricos.

Uma aproximagdo alternativa a construgdo dos pseudo-receptores é viavel
quando estdo disponiveis informacbes sobre a estrutura 3D de biomacromoléculas
homdlogas a biomacromolécula que se deseja estudar. Este assunto serd tratado no item
a seguir.

1.5. A Modelagem de Biomacromoléculas

Atualmente, estruturas 3D, especialmente de proteinas, podem ser determinadas
experimentalmente através de diferentes métodos experimentais, como difracdo de
raios-X e RMN. No entanto, estas medidas envolvem um tempo significativo, meses e
em alguns casos, anos de trabalho. Desta forma, a determinagdo estrutural e ainda hoje
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um desafio cientifico, caracterizando-se como o maior problema da biologia molecular
estrutural. N& ha um algoritmo capaz de simular a acdo das leis fisicas envolvidas no
processo de enovelamento de cadeias polipeptidicas, responsdvel pela formagdo de
estruturas de proteinas. A razdo disso € a enorme complexidade em encontrar dentro do
universo de conformagdes possiveis que sejam simultaneamente estaveis e funcionais,
dentro de um razoavel tempo computacional [SANTOS FILHO, 2000]. No entanto, é
aqui que os métodos computacionais tomam lugar. Através da utilizacdo de informactes
procedentes das estruturas bioldgicas existentes, € desenvolvida e validada a predicdo de
estruturas desconhecidas.

1.5.1. Principios da modelagem por homologia

O aumento de dados acerca da estrutura tridimensional e da seqiiéncia das
proteinas revelou que é relativamente pequeno o0 ndmero de formas estruturais das
proteinas. Isto reduz a escala do problema da modelagem. H& dois principios que
sustentam este argumento. O primeiro foi a observagdo de que uma certa propor¢do de
genes recememente seqienciados foram relatados a partir de seqiiéncias que ja eram
conhecidas no banco de sequéncias de proteinas. Esta relacdo € definida como
homologia, onde as evidéncias sugerem que as proteinas sejam relacionadas a um
ancestral comum [GRANT & RICHARDS, 1995].

As proteinas homoélogas sdo derivadas de um mecanismo evoluciondrio de
duplicacdo do gene. As mutagBes a elas associadas levam a divergéncias moleculares e,
consequentemente, a formacdo de familias protéicas. Estas familias protéicas se
caracterizam pela manutencdo de regides e estruturas conservadas

Em funcdo do ndmero de mutacGes envolvidas, as sequéncias homdlogas podem
ser aproximadamente idénticas, semelhantes ou dessemelhantes. Consequentemente, a
semelhanga entre as sequéncias de aminoécidos em proteinas homdélogas é menos
preservada que a semelhanca estrutural. Ou seja, estruturas de proteinas homologas se
conservam durante a evolugdo porque a estrutura ancestral comum € crucial para a
funcéo especifica de cada proteina.

O segundo principio baseiase no fato de que algumas proteinas, consideradas
como modernas na escala evolutiva, sdo constituidas a partir de unidades individuais de
dobramentos, que sdo replicadas a partir de sequéncias diversas, algumas vezes
multiplicadas como copias. Estas proteinas podem novamente dobrar em um nlmero
limitado de formas originando modelos de proteinas [GRANT & RICHARDS, 1995].

A importéncia em se resguardar a idéia da relacdo entre seqiiéncias e estruturas é
que toda a informacdo necessaria para a definicdo da estrutura tridimensional da
proteina é codificada através de sua sequéncia.

Atualmente, a ferramenta mais bem sucedida para a predicdo de estrutura
tridimensional € a modelagem por homologia, também conhecida como modelagem
baseada em estruturas conhecidas (knowledge-based protein modeling) [BAJORATH et
al., 1993; JOHNSON et a., 1994, ROST & SANDER, 1996]. Esta abordagem baseia-se
em algumas conclusdes gerais obtidas a partir de observagdes acumuladas ao longo dos
anos sobre a arquitetura de proteinas, de estruturas determinadas experimentalmente
Alguns padrdes gerais tém sido observados com certa frequénciaz [GRANT &
RICHARDS, 1995]

a) Proteinas com seqiiéncias de aminoacidos semelhantes geralmente apresentam.
estruturas tridirnensionais semelhantes:

b) Homologia entre seqiiéncias de aminoacidos implica em semelhanca estrutural;

c) Proteinas homdélogas sempre apresentam regides interiores conservadas (muito
semelhantes) e regides externas ("loops") variareis.
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Uma outra caracteristica de grande importéncia que enquadram as proteinas, com
seqiiéncias de aminoacidos ndo muito semelhantes, dentro de uma certa familia
protéica, é que as dissimilaridades mais pronunciadas aparecem geralmente em regides
da superficie da proteina. Nestas regifes, mesmo as propriedades fisico-quimicas das
cadeias laterais mudam freglentemente. JA o0s residuos localizados no interior das
proteinas variam menos freglentemente, Isto significa que geramente residuos
constituintes do interior protéico e, conseqlentemente, elementos de estruturas
secundérias, permanecem atamente conservados dentro de uma familia de proteinas
homologas [SANTOS FILHO, 2000].

As proteinas que pertencem a superfamilia de receptores nucleares, classificadas
como proteinas homologas, ndo apresentam, em sua grande maioria, seqléncias de
aminodcidos muito semelhantes, principaimente entre as diferentes espécies. No
entanto, caracterizam-se por manter regides especificas conservadas, conforme relatado
no item 1.4.

Em resumo, as conformacBes "médias’ de proteinas homologas parecem ter sido
altamente conservadas durante a evolucdo. Este fato € a base para 0 desenvolvimento da
modelagem de proteinas por homologia.

1.5.2. O processo de modelagem de proteinas por homologia
15.2.1. O alinhamento

A primeira etapa de um processo de modelagem por homologia é a identificacéo
de pelo menos uma proteina de estrutura tridimensional conhecida, que funcionara
como o molde para a determinacao da estrutura da proteina-alvo.

Quando se conhece a familia da proteina-alvo, a busca do melhor molde deve ser
feita dentro de uma Unica familia protéica. Assim, por exemplo, se o objetivo é modelar
um ECR e s6 se conhece sua seqiéncia de aminoacidos, o caminho racional seria buscar
um molde adequado dentro do grupo dos EcRs armazenados em um banco de dados de
proteinas, como por exemplo, o PDB [http://www.rcsh.org/pdb/, BERSTEIN et al.,
1977; BERMAN et d., 2000].

Quando dispde-se de uma sequéncia de aminoécidos, mas ndo se conhece sua
familia protéica, a maneira mais simples é fazer uma varredura em um banco de dados
de segiéncias de aminoacidos de estruturas existentes no PDB, comparando-as com a
sequéncia da proteina-alvo, com auxilio de algoritmos tais como BLAST [ALTSCHUL
et a., 1990] e FASTA [PEARSON & LIPMAN, 1988]. Além disto, banco de dados de
sequéncias de aminodcidos podem ser utilizados, como o0 GenBank [BENSON et al.,
1994] ou 0 SMSSPROT [BAIROCH & APWEILLER. 2000].

Um outro critério para a definicdo da proteina molde sdo os valores de
resolucdo, fator-R e fator-B, fundamentais para a qualidade do modelo da proteina-alvo

As medidas gerais para a qualidade de estruturas de proteinas determinadas por
cristalografia sdo a resolucdo e o fator-R Quanto melhor a resolugdo da proteina,
melhor o nimero de observacBes experimentais diferentes derivadas dos dados de
difracdo e, conseglentemente, maior a precisdo da estrutura da proteina. A resolucéo
das proteinas armazenadas no PDB geralmente estd na faixa de 1 e 4 A [SANTOS
FILHO, 2000]. O fator-R é a medida de concordéncia entre a estrutura tridimensional
(calculada) da proteina, derivada do melhor mapa de densidade eletrénica possivel, e a
estrutura cristalina "real" da proteina. O fator-R pode ser determinado comparando-se as
amplitudes de reflexdes de raios-X obtidas experimentalmente e as amplitudes
calculadas para a estrutura da proteina que mostra melhor concordéncia com o mapa de
densidade eletrénica. Quanto melhor a concordancia entre as amplitudes experimental e
calcutada, melhor a concordancia entre as estruturas derivada e cristalina [SANTOS
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FILHO, 2000]. Geramente, considera-se como estruturas mais confiaveis aguelas que
apresentam resolucdo igual ou melhor que 2,0/A e fator-R abaixo de 20%

O fator-B, também conhecido como fator de Debye-Waller ou fator de
temperatura, € uma medida da extensdo do grau de desordem estatica e térmica em cada
regido da estrutura [JOHNSON et a., 1994]. Quanto maior o fator-B numa dada regido
da proteina, maior a sua deslocalizagcdo dindmica e, consegientemente, menor o grau de
certeza nas coordenadas espaciais desta regido. Geralmente o fator-B é expresso através
de uma escala de cores, onde os extremos vermelho e azul significam regido com maior
e menor fatores-B, respectivamente. Na maioria dos casos, 0s maiores valores de fator-
B sdo encontrados em regiGes de "loops', as regides mais flexiveis da proteina
[SANTOS FILHO, 2000].

Uma vez definidos os moldes potenciais, a segunda etapa consiste de um
alinhamento midltiplo da segiéncia alvo com as seqliéncias de todos os possiveis
moldes. Se este alinhamento for feito entre proteinas de uma mesma familia, crescem, as
chances de se obter maior precisdo. O alinhamento é essencialmente uma descricdo da
correspondéncia espacial entre os residuos de aminoacidos da proteina-alvo e dos
mol des potenciais.

De um modo geral, para seqliéncias com numero de residuos acima de 80, se o
grau de identidade entre as seqliéncias da proteina-alvo e a de um dos moldes potenciais
for igual ou superior a 25%, é muito provavel que suas estruturas tridimensionais sejam
semelhantes e, conseglientemente, a estrutura tridimensional da proteina-motde podera
ser utilizada para a modelagem por homologia da proteina-alvo [ROST & SANDER
1996]. Neste caso, a maior parte das incertezas encontra-se nas regides de loops E
interessante citar que se o grau de identidade entre as sequéncias for superior a 60%, o
nivel de precisdo do modelo resultante é da magnitude da de uma estrutura predita
experimentalmente.

15.2.2. Geracdo das coordenadas dos modelos

A localizagdo espacial do maior nimero possivel de aomos da proteina-alvo é
feita em funcdo do alinhamento de seqiéncias de residuos de aminoacidos. Geralmente,
0 modo mais utilizado na modelagem de elementos de estrutura secundaria da proteina-
alvo é determinar, pela inspecdo do alinhamento multiplo, qual das estruturas-molde
apresenta 0 maior grau de identidade com a estrutura-problema. Esta estrutura-molde é
utilizada na construcdo da proteina-alvo. Troca-se o0s residuos do molde principal que
selam diferentes dos residuos correspondentes a proteina-alvo, de modo a obter os
residuos desejados.

Outra alternativa é a utilizagdo de todas as estruturas usadas no alinhamento para
0 processo de modelagem da proteina-alvo. Neste caso, obtém-se uma estrutura
(hibrida) média para os elementos de estrutura secundaria da proteina-alvo, que sera
utilizada na construgcdo do modelo global [TAYLOR et al., 1994].

Como os moldes selecionados ndo contém informacbes estruturais sobre as
"loops" (regiBes ndo-conservadas estruturalmente) e sobre muitas das cadeias laterais da
estrutura-alvo, essas unidades precisam ser construidas em etapas consecutivas.

Os "loops' sdo, geralmente, modelados utilizando-se o agoritmo descrito por
JONES & THIRUP (1986). Cada "loop" € definido com base em seu comprimento
(nimero de residuos constituintes), e na geometria dos "aomos ancora’, os carbonos-
dos quatro residuos que o antecedem e dos quatro residuos que o seguem. Os
fragmentos que correspondem a definicdlo do "loop" especifico sdo extraidos de
estruturas do PDB se os desvios dos minimos quadrados (rms) calculados para os
"atomos ancora' for inferior a um valor especifico pré-determinado. Além disto,
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somente fragmentos que ndo se sobrepfem com partes vizinhas da estrutura séo
considerados como possiveis candidatos a "loops'. Os fragmentos possiveis séo
ordenados de acordo com seus valores de rms e com seus graus de similaridade com a
seqiiéncia de residuos constituintes da proteina-alvo. A melhor combinacdo é
adicionada entre os "atomos ancora", formando um lago para o modelo.

Faz-se necessario complementar a modelagem dos "loops' utilizando técnicas
de andlise conformacional, j& que nem sempre chega-se a solugbes convincentes,
principalmente para "loops' grandes com mais de 8 residuos. "Loops' modelados com
esse critério sdo selecionados de acordo com a exposicdo de grupos hidrofébicos na
superficie e energias conformacionaisrelativas.

Tal como nos "loops', as conformagdes de cadeias laterais tém sido preditas a
partir de dados experimentais conformacionais. Essa modelagem pode ser feita através
da utilizagdo de bibliotecas de rotdmeros permitidos de cadeias laterais (yn,), obtidas de
estruturas do PDB de alta resolugdo. A Figura 16 mostra, esguematicamente, a definicdo
de rotdmeros de cadeias laterais (yn) e dos demais angulos torcionais ¥, ¢ e
® encontrados em proteinas.

Essa biblioteca fornece as probabilidades para rotdmeros de cadeias laterais (cp)
dependentes dos angulos conformacionais (¥ e ¢) da cadeia principal, assim como do
tipo de residuo. Essa metodologia justifica-se pela significativa correlacdo existente
entre angulos diedros de cadeias laterais (cn) e os angulos da cadeia principal (¥ e ¢).

H.. a/ N
R, C i+l\ 9 i+{~\\
" Niyy—Hiy Nit 1—‘”},{)#!
0.=—C wi ; Oi:“Ci Wi H
wi m' ' _‘_@./
Ci~n LN oeb
’ N
AR D
Ri 1 i-1— Ot
C’i—l:Oi-] ' l\é\a./‘_‘_,mﬂ‘”‘#ﬂ‘n :
H,, e L.1-1—\
C(Xi-l

Ri.™ \

Figura 16. Definicdo dos angulos torcionais y, ¥, ¢ € ® em uma cadeia polipeptidica
completamente distendida, onde todos os angulos sdo de 180° (esquerda acima). wq €
definido como a rotagdo em torno da ligagdo Ci-N;j;. A ligagdo peptidica,
normalmente trans tem 1 =180°. ¢, € definido como a rotagdo em torno da ligagdo
Ni - Cai, e W1 é definido como a rotagdo em torno da ligacdo C? - (CI' (direitaacima). yv
¢ definido como a rotacdo em torno da cadeia lateral, por exemplo,
R1+|—Cl‘il , [FERSHT, 1998].

1.5.3. Otimizagdo do modelo

Uma vez definido o arcabouco geral do modelo desejado, com as coordenadas
espaciais de todos os &omos determinados, parte-se para a otimizacdo da geometria do
sistema. Interacdes desfavoréveis entre &omos ndo ligados por ligagdes covalentes
precisam ser minimizadas por meio de calculos de mecénica e dindamica molecular.
Como regra geral, tais célculos precisam ser mantidos num minimo, pois cdlculos muito
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extensivos podem desviar excessivamente o sistema de seu molde original [GRANT &
RICHARDS, 1995].

1.5.4. Validacao do modelo

A ultima etapa do processo de modelagem de proteina por homologia consiste
na analise da confiabilidade da estrutura gerada. Esta ¢ uma tarefa necessaria e, ao
mesmo tempo, dificil, pois a qualidade do modelo depende de um elevado niimero de
propriedades, em diferentes niveis da organizagio estrutural.

Um importante indicador da qualidade estereoquimica de uma proteina é a
distribui¢do dos angulos torcionais da cadeia principal, ¢ e y (Fig 16) [FERSHT, 1998].

A distribui¢do de todos os angulos ¢ e y podem ser examinados através do grafico de
Ramachandran (Fig. 17).

180

Figura 17. Grafico de Ramachandran do receptor de acido retindico (3LBD)
[KLAHOLZ et al., 1998] extraido do banco de proteinas PDB [http://www.rcsb.org].
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Se a proteina apresentar residuos de aminoacidos com problemas
estereoquimicos, eles estardo em regides ndo permitidas do grafico de Ramachandran.
Somente os residuos prolina (Pro) e glicina (Gly), por apresentarem caracteristicas
estereoquimicas singulares, podem ocupar qualquer regido do grafico de
Ramachandran, devendo ser analisados a parte. A percentagem de residuos que ocupam
regioes favoraveis do grafico de Ramachandran é uma das melhores maneiras de avaliar
a estereoquimica de um modelo de proteina. Um modelo ideal deve apresentar mais de
90% dos residuos nas regides permitidas. A Figura 17 mostra o grafico de
Ramachandran do receptor de acido retinoico (codigo no PDB: 3LBD), correspondente



a regido do dominio de interacdo com o ligante [KLAHOLZ et al., 1998]. Nele, os
residuos de glicina sdo identificados por tridngulos. As regides mais escuras, vermelha e
laranja, correspondem as combinacfes dos angulos e Ynais favoraveis e favoraveis,
respectivamente. As regifes mais claras (amarela e creme) sdo regides menos favoraveis
do gréfico e o residuo ai presente (Ser215) é identificado com letras vermelhas. A
andlise do grafico mostra que 95,3% dos residuos de aminodcidos da proteina estdo em
regides favoréveis do grafico de Ramachandran.

1.6. A Construcdo de Novos Ligantes

O estudo das estruturas de moléculas bioativas (ligantes), seus receptores e as
interacdes entre eles sdo utilizados para encontrar 0 melhor caminho para potencializar
uma determinada atividade biotdgica ou dar indicacbes de qual molécula seria mais
interessante para sintetizar.

Estudos empiricos envolvendo a atividade biol6gica de diferentes ligantes sdo de
grande importancia para o desenvolvimento dos métodos de QSAR Estas técnicas
podem ser consideradas como uma extensdo dos métodos usados em quimica organica
para predizer as relagdes entre a energia livre e as constantes de Hammet [GRANT &
RICHARDS, 1995]. A idéia envolvida no método de QSAR ¢é relacionai a atividade
biolégica as propriedades das moléculas. Estas propriedades podem ser definidas pelo
volume (efeito estético), pela lipofilicidade, ou eleitos eletrbnicos relacionados as
constantes de Hammet. Entretanto, a metodoiogia envolvida no método de QSAR pode
levar a uma proposta de ligante com atividade bioldgica razoavel, porém ativo somente
a altas concentragbes. Este seria um resultado oposto ao desgjado, mas a distorcdo dos
resultados ndo pode ser atribuida apenas a andlise de QSAR, pois a natureza dos dados
farmacol 6gicos ndo traz a discriminagdo entre os diferentes efeitos da molécula.

1.6.1. Inferindo o sitio do receptor

Apesar dos avancos tecnologicos que permitem a caracterizacdo de muitas
estruturas de proteinas, o problema ainda permanece, pois muitos dos alvos de interacdo
com o bhioligante sdo receptores de membrana e de pouco conhecimento até o momento
Estudos por meio de microscopia eletrbnica tem permitido a visualizacdo de fatores
estruturais que algumas vezes mostram-se um bom caminho para prover as coordenadas
destes receptores. Desta forma, a natureza do receptor pode sei inferida pela estrutura de
ligantes conhecidos. Este procedimento é conhecido como aproximagdo por analogos
alivos [GRANT & RICHARDS, 1995].

O melhor ponto de partida, quando se tenta derivar um modelo de receptor a
partir do conhecimento do agente ativo (bioligante), sera a ata afinidade de uma
molécula com pequena flexibilidade conformacional. Ela pode servir para definir a
orientacdo espacial das unidades importantes da molécula. Entende-se por unidades
importantes aquelas que apresentam grupos funcionais que podem fazer interacdes
significativas com o receptor, isto é grupos doadores e aceptores de ligacdo hidrogénio,
grupos hidrofébicos volumosos (indicacdo de uma cavidade hidrofébica para o sitio de
ligacdo), entre outros. Se a série de moléculas aticas contém uma estrutura rigida, tem-
se um molde sobre os quais outras moléculas podem ser construidas. Se todas as
moléculas tém a mesma flexibilidade conformacional, temos duas opcles;, ou assume-se
gue a conformacdo do bioligante serd a conformagdo de menor energia e se tenta
sobrepor as estruturas, ou, altemativamente, representa-se cada molécula por um
conjunto de conformagdes abaixo de uma certa energia e escolhe-se a melhor estrutura
da série.
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Ap6s a obtencdo da melhor série de bioligantes, duas informacdes podem sei
obtidas: o bioféro e o tamanho do sitio do receptor. O bioféro é definido em cada caso
por um conjunto de elementos estruturais comuns extraidos a partir da estrutura de
sobreposi ¢ao.

A segunda informacdo é o volume do receptor, 0 qual é obtido pela aplicacdo da
aproximacdo por andlogos ativos. Primeiramente € necessaria a superposicdo de uma
série de moléculas ativas. Caso estas sobreposicdes sgjam possiveis, podemos supor que
cada uma das moléculas de bioligantes ligue a0 mesmo sitio no receptor e numa mesma
orientacdo, entdo, o volume acessivel do sitio de ligacdo deve sei capaz de acomodar o
volume de van der Waals total dos bioligantes. Algumas vezes o estudo pode envolver
uma série conhecida de bioligantes inativos, Neste caso, assume-se que algumas
unidades das estruturas moleculares, os elementos bioféricos, podem ser sobrepostos. A
subtragdo de um volume pelo outro indicard a regido ocupada unicamente pelas
moléculas ativas. Estes resultados fornecem informacGes sobre as forcas estéricas que
podem atuar no sitio do receptor, indicando de que forma pode ser feita a otimizacdo da
estrutura.  Mutuamente, volumes ocupados somente por moléculas inativas podem
implicar em conflitos com o receptor e, entdo, modificacbes nesta direcdo podem ser
desfavoréveis. Com o advento da computagdo grafica, métodos de aproximacdo por
andlogos ativos tém sido largamente utilizados para prover novas estruturas com
potencial atividade biolégica [GRANT & RICHARDS, 1995]. Infelizmente, uma
grande parte das informagdes sdo ignoradas quando se consideram apenas 0s elementos
bioféricos e o volume total, pois muito pouco pode ser deduzido sobre as interacGes
mais sutis entre as outras partes da molécula e o receptor. Entretanto. apesar desta
deficiéncia, o método tem sido usado como ponto de partida de muitos programas
industriais de descoberta de novas drogas [GRANT & RICHARDS, 1995].

1.6.2. Mapeando o receptor

As circunsténcias mais promissoras para iniciar um estudo do plangjamento de
bioligantes sdo aquelas onde é conhecida a estrutura detalhada do receptor. A estrutura
do receptor pode ser definida experimentailmeme através de raios-X ou RMN, ou ser
uma estrutura derivada por modelagem por homologia, usando os métodos descritos no
item 1.5. Usualmente, as estruturas experimentais sdo sempre preferidas, mas alguns
cuidados devem sei tomados para garantir que a conformacdo correta seja mantida Se o
trabalho envolver estruturas modeladas podem aparecer certas imprecisdes que S0
inerentes do produto modelado, Com estes dados pode-se proceder a0 mapeamento do
receptor e inferir sobre o suposto sitio ativo. Entretanto, o ideal € ter uma estrutura
tridimensional do alvo da droga, pois esta informacdo revela quais residuos s&o
importantes para desencadear a atividade. Se o sitio de ligagdo ndo é conhecido., as
técnicas de mapeamentos do receptor podem sei utilizadas em toda a estrutura, usando
como referéncia estudos de mutagdo ou qualquer outra informagcdo avaliada [GRANT &
RICHARDS, 1995].

Se tomarmos como ponto de partida a situacdo hipotética onde conhecemos a
estrutura do receptor e a posicdo do substrato natural ou a sinalizacdo de moléculas no
sitio ativo, duas questdes podem ser apresentadas antes do plangjamento do novo
bioligante. Uma € se o bioligante bloqueia o receptor (um antagonista ou inibidor), neste
caso, devemos identificar que partes da molécula podem ser modilicadas por
substituintes alternativos sem afetar as propriedades de ligacdo, isto é, devemos olhar
para os bioisosteros potenciais. A outra trata de dirigir a atencdo para 0 restante da
regido obtendo uma idéia de onde e quais grupos funcionais podem ser incorporados ao
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bioligante a fim de potencializar sua atividade felizmente, ambas questbes podem ser
desenvolvidasusando aproximacdes simples

O método mais simples e sistemético, que forma a base de muitas variantes, é a
investigacdo das interacbes energéticas entre 0s grupos sondas representativos e a
proteina. Uma vez que a proteina e 0os grupos sondas sdo mantidos rigidos, a energia
contida envolve somente termos intermoleculares do tipo: eletrostético, van der Waals e
ligacdo hidrogénio, mas outras formulacbes complexas podem ser usadas [GRANT &
RICHARDS, 1995].

1.6.3. O método de atracamento

O uso de interacBes graficas para manipular a posicdo do ligante no sitio ativo da
proteina alvo envolve um procedimento automético e cada vez mais capaz de afetuar
uma varredura nos dados moleculares [GRANT & RICHARDS, 1995].

A principio, os algoritmos de atracamentos seguem um modelo similar.

Usualmente, o primeiro estagio é representar a molécula pela superficie acessivel ao
solvente. Partindo de um ndmero de diferentes orientacBes relativas, as duas moléculas,
0 ligante e a proteina alvo podem ser conduzidas juntas. As forcas de direcdo envolvem
movimentos simples como o0 de translacdo e rotacdo da estrutura, ou, alternativamente,
uma molécula pode ser movida pela acdo de um campo de forca de outra molécula
Répidas convergéncias a um minimo de energia podem ser alcancadas gradualmente
pela simulacdo do abaixamento da temperatura. Com efeito da baixa temperatura,
lentamente a extensdo do movimento do ligante decresce sucessivamente. Em todos
estes casos a energia intermolecular pode ser avaliada usando uma funcdo de energia de
van der Waals somado a funcdo eletrostdtica de energia [GRANT & RICIIARDS,
1995].

Existem outros métodos de atracamento de ligantes no sitio dos respectivos
receptores e, em quase todos eles, 0s programas computacionais tratam as duas
moléculas como entidades rigidas, e isto € visto como uma grande deficiéncia destes
métodos. No entanto, a solucdo deste problema é feita através da definicdo de uma
geometria de partida [GRANT & RICHARDS, 1995].



2. OBJETIVOS

Resultados recentes de nosso grupo de trabalho demonstram a aplicabilidade da
modelagem molecular como uma ferramenta para o estudo dos mecanismos de ac¢do de
agroquimicos [SANT’ANNA et al. 2002; SANTOS & SANT’ANNA, 2002].

O nosso interesse pelas DBHs ¢é encorajado pelo alto grau de toxidez e
seletividade de RH-5992 ¢ RH-2485 e por apresentarem alto nivel de seguranga para
predadores que atuam como inimigos naturais das pragas e mamiferos.

Para compreender a agfo destes agonistas, o primeiro objetivo do nosso trabalho
consistiu no uso da modelagem molecular para avaliagdo das DBHs através da
compara¢do com o agonista natural (20E), de modo a fornecer informagdes sobre as
estruturas, para se identificar possiveis pontos dessa molécula que fossem importantes
para interagdo com o EcR.

Como segundo objetivo, buscou-se identificar, através da modelagem molecular,
diferencas nos modos de interagio das DBHs com o sitio ativo dos EcRs de duas
espécies de insetos. Desta forma, o trabalho envolveu estudos com o EcR de Manduca
Sexta, um lepidoptero, ¢ o EcR de Drosophila melanogaster, um diptero, cujas
estruturas 3D foram construidas através de modelagem por homologia, ja que nenhuma
estrutura 3D de EcR foi experimentalmente definida. No estudo, foi possivel identificar
grupos funcionais importantes para a atividade agonista e sugerir, numa 3° etapa, novos
ligantes de EcR que se mostraram candidatos promissores para o desenvolvimento de
novos pesticidas.

Nas Figuras 18 e 19 sdo apresentados os lepidopteros M. Sexta e D.
melanogaster, respectivamente.

Figura 19. Drosophila melanogaster na forma larva e na forma adulta,
3spectivamente.



3. METODOLOGIA

3.1. Modelagem dos Ligantes

A estrutura de 20E foi construida com o programa PC Spartam Plus [HEHRE et
al., 1997] e ottimizada utilizando o método semi-empirico PM3 [STEWART, 1989] do
programa Mopac 6.0 [STEWART, 1992] para Windows até a norma de gradiente 0005
kcal/(A ou rad).

Para a modelagem das DBHs, também construidas com o programa PC Spartam
Plus, utilizamos a estrutura de 20E como "molde", girando-se os principais angulos
diedros das estruturas das DBHs, até se alcancar angulos com valores proximos aos de
20E. A adocdo deste procedimento é justificada pela pequena semelhanca entre as
estruturas de 20E e a das DBHs e pela liberdade conformacional das DBHs. A
otimizacdo das estruturas envolveu também o método semi-empirico PM3 (STEWART,
1989) do programa Mopac 6.0. Todos os calculos foram feitos em computadores
Pentium 150 MHz ou Pentium Il 333 MHz, otimizando-se as estruturas até a norma de
gradiente inferior a 0,008 kcal/(A ou rad). As estruturas otimizadas foram caracterizadas
de maneira inequivoca como minimos de energia pela andlise das respectivas matrizes
de Hess.

As estruturas de 20E e das DBHs RH-2485 e RH-5992 foram comparadas
utilizando-se o0 modulo "Search-Compare” do programa INSIGHT Il 98.0 [Molecular
Simulations Inc] em uma estacdo de trabalho Silicon Graphics O2.

3.2. Obtencdo das Estruturas 3D do EcR de M. sexta e de D. melanogaster.

A estrutura tridimensional dos EcRs foram obtidas através da modelagem de
proteinas por homologia, utilizando o Servidor SWISSMODEL [PEITSCH, M. C,,
1995], disponivel na internet [http//www.expasy.ch/].

A modelagem iniciou-se com a identificacdo de possiveis proteinas-molde
baseadas em suas similaridades com as seqliéncias de aminoacidos do dominio de
interacdo com o ligante do receptor de ecdisterdide de M. sexta (msEcR-DIL) e de D.
melanogaster  (dmEcR-DIL), descrita na forma de Um arquivo FastA [PEARSON, W.R.,
1988]. isto foi feito através de uma busca automética em bancos de dados de seqiiéncias
de residuos de proteinas com estruturas tridimensionais conhecidas, disponivel no
préprio servidor, usando as ferramentas de alinhamento dos programas BLAST
[ALTSCHUL, S. F.,, 1990] e FastA [PEARSON, W. R., 1988].

Todas as proteinas moldes foram co-cristalizadas com o0s agonistas naturais ou
sintéticos e suas estruturas foram determinadas através de Raio-X

Na sobreposicdo das estruturas tridimensionais dos EcRs (modeladas pelo
servidor SWISS-MODEL) com as proteinas-molde, utilizando o programa Swiss
Pdb Viewer [GUEX & PEITCH, 1997], verificou-se que as regibes de insercdes ndo
necessitaram ser alteradas, pois ndo havia formagdo de falsas ligacBes correspondentes
as lacunas que sdo geradas no alinhamento, As regides de "loops' por serem poucas e
ndo corresponderem ao provavel sitio ativo dos receptores, ndo foram modeladas.

3.3. A Definicdo do Sitio de Interacdo com os Ligantes (SIL) dos EcRs.

Na delimitacdo do sitio de interacdo com os ligante (SIL) dos EcRs foram
realizadas sobreposicBes entre as estruturas de cada ECR e as respectivas proteinas
moldes, verificando-se a possivel regido onde o ligante poderia situar-se. Constatamos
nestas observaces que a regido do sitio das diferentes proteinas moldes sdo
equivalentes. Como uma primeira simplificacdo, definimos o SIL dos EcRs pelos
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aminoécidos correspondentes aqueles que nas estruturas moldes estivessem até 6,0 A
do ligante, conforme as estruturas 3D obtidas do Protein Data Bank (PDB)
[BERNSTEIN et a., 1997, BERMAN ET AL. 2000; http:://www.rcsbh.org/pdb/]

Os modelos do SIL dos EcRs inicialmente recortados eram formados por cerca
de quarenta aminoacidos. Como esperado, foi possivel observar que a regido definida
como provavel SIL de EcR apresentava uma cavidade onde possivelmente poderia
instalar-se 0 hormdnio 20E e os agonistas sintéticos.

3.4. A Insercdo dos Ligantes Natural (20E) e Sintéticos (DBHs) nos Modelos dos
SILs.

Através do programa INSIGHT Il 98.0 (Molecular Sinlulations Inc.) os ligantes
natural (20E) e sintéticos (DBHs) foram, manualmente, atracados na cavidade do sitio
ativo dos EcRs. O processo de atracamento foi realizado com os sitios e o0s ligantes
rigidos, sendo orientado pela variagdo das energias eletrostédtica e de vau der Waals do
sistema. OrientacOes diferentes dos ligantes foram avaliadas por tentativas no interior da
cavidade do sitio.

Os conférmeros para 0s agonistas sintéticos (DBHs) e natural (20E) escolhidos
como uma possivel geometria inicial para a etapa de atracamento foram definidos apds
otimizacdo com o método semi-empirico PM3, de acordo com o descrito no item 3.1.

O efeito da conformacdo do ligante na estabilidade do complexo foi considerado
pela rotacdo de angulos diedros dos agonistas de modo a se estabelecer o maior ndmero
possivel de ligacBes hidrogénio com os residuos dos aminoacidos. Para 20E, a rotacdo
dos angulos diedros envolveu a cadeia lateral proxima ao anel D, enquanto que para as
DBHs, as ligacbes localizadas entre os anéis arométicos foram rotacionadas.

Em seguida, o complexo foi refinado por otimizacdo a um gradiente menor que
1,0 kcal/A jou rad) com o campo de forca CVFF [OSGUTHORFE et al., 1988]. Um
gradiente menor ndo foi usado para se evitar grandes deslocamentos nas posicOes
originais dos aminoacidos, visto que esta otimizacdo foi efetuada sem restricdes em
nenhuma posicdo atémica. Os maiores aiustes da geometria foram observados somente
para as cadeias laterais dos aminoacidos adjacentes ao ligante e para a prépria molécula
do ligante. O RMS resultante da comparacdo de todos os aomos da proteina, antes e
depois da inclusdo do ligante, foi em todos os casos menor do que 0,6 A.

Todos os célculos foram feitos em estagbes Silicon Graphics O2.

3.5. A Modelagem das Cavidades de interacdo com o Ligante dos EcRs

Para possibilitar a aplicacdo do calculo semi-empirico, foi implementada uma
nova simplificacdo do sitio ativo onde manteve-se somente 0s aminoacidos que
reaAlmente poderiam se envolver diretamente em interacdes com o ligante, ap6s analise
das estruturas anteriormente otimizadas. O novo modelo de sitio simplificado foi
definido como cavidade de interacdo com o ligante (CIL). Os complexos formados pelo
ligante e a CIL foram convertidos com o programa Babel 1.6 [WALTERS & STAHL,
1996] em um arquivo de entrada para o programa de calculos semi-empiricos MOPAC
6.0. Os complexos foram otimizados até a norma de gradiente inferior a 0,5 kcal/(A, ou
rad) com o Hamiltoniano PM3 [STEWART, 1989] e, para comparacdo, com O
Hamiltoniano AMI [DEWAR et al.,, 1985], ambos do programa MOPAC 0.0
[STEWART, 1992] para Windows, em microcomputadores Pentium |l 333 MHz  Foi
considerada uma carga igual a +3 em funcdo das trés argininas presentes nos

complexos, uma vez que no pH fisioldgico estas espécies estariam protonadas. O termo
MMOK foi aplicado devido as ligacbes pepidicas.
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Durante os calculos semi-empiricos, os atomos das cadeias laterais dos
aminoacidos e das moléculas dos ligantes, assim como todos os atomos de hidrogénio,
permaneceram completamente livres para adotarem conformacdes de baixa energia. Os
atomos das ligagdes peptidicas tiveram de ser mantidos fixos para se evitar grandes
modificacdes na forma da CIL em conseqiiéncia de flutua¢des de residuos de
aminoacidos durante a otimizagao.



4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1. Estudo comparativo entre as estruturas moleculares de 20E e as
dibenzoilidrazinas RH-5992 ¢ RH-2485.

Devido a pequena semelhanga entre as estruturas, a comparacdo entre clas
envolveu apenas alguns pares de atomos escolhidos de modo arbitrario, tendo como
critério a semelhanga quimica entre os constituintcs de cada par. Os desvios nas
posi¢des dos dtomos destacados na Figura 20, os desvios médios € o RMS entre os
pares dc atomo sdo apresentados na Tabela 2 para os conformeros que tiveram melhor
sobreposicao.

20-Hidroxiecdisona (20E) RH-5992 RH-2485

Figura 20. Estruturas quimicas de 20E ¢ das dibenzoilidrazinas, em destaque atomos
comparados.

Tabela 2. Cargas, desvios médios € o RMS entre os pares de atomo de 20E, R11-5992 ¢
RH-2485.

200 RH-5992 Desvio R11-2485 Desvio

Carga Carga A Carga A
C 0,322 C1 0311 0,77 Cl 0,318 0,15
C -0,229 N2 -0,045 0,58 N2 -0,060 0,41
C -0,006 N3 -0,137 0,25 N3 -0,084 -
C -0,054 C4 0,003 0,31 C4 0,024 -
C 0,129 C5 0,355 0,29 C5 0,328 0,48
0 -0,314 06 -0,301 0,30 06 -0,309 0,48
0] -0,319 07 -0,362 0,21 07 -0,359 0,38
8] -0,317 08 - - 08 -0,191 0,34
Desvio Médio 0,39 0,37
RMS 0,43 0,39




Os conférmeros de RH-2485 e RH-5992 com melhor sobreposicdo o com 20E
diferiram respectivamente em 2,37 e 3,58 kcal/mol nas suas entalpias de formagdo em
comparacdo com o0s minimos obtidos inicialmente. O melhor conférmero de RH-2485
ndo apresentou bhoa sobreposicdo com a inclusdo dos atomos N3 e C4, mas a retirada
destes atomos e a inclusdo do &omo O8 da metoxila levaram a uma boa sobreposicéo
com. 20E. O melhor conférmero de RH-5992 permitiu uma boa sobreposicdo com 20E
considerando-se todos os atomos de Cl1 até 07. Estes resultados sugerem que as
estruturas RH-5992 e RH-2485 podem alcancar conformacBes com boa semelhanca
estrutural com 20E com um baixo gasto de energia. A boa sobreposicdo com a inclusdo
do atomo 08 da metoxila de RH-2485 sugere que esse a&omo seja um ponto adicional
de interacdo dessa molécula com o receptor de ecdisteréide, funcionando como possivel
aceptor de ligacdo hidrogénio na interagdo com proteinas. No hormdnio progesterona, o
oxigénio nesta posicdo equivale ao oxigénio da carbonila do anel A, conforme
observamos na comparagdo com 20E.

A especificidade da interagdo com o hormonio deriva, em parte, da forma com
que a porcao hidrofébica se agrega a cavidade do receptor e dos residuos que envolvem
as metilas 18 e 19, para 0 caso dos hormdnios esteréides [WILLIAMS o & SIGLER
1998]. No receptor de progesterona, tal como no receptor de glucocorticéide e
androgénio, a especificidade do horménio parece estar vinculada ao grupo carbonila do
anel A. [WILLIAMS & SIGLER. 1998]. Por doacdo de uma ligacdo hidrogénio, através
de uma molécula de 4gua situada no sitio ativo, os aomos de oxigénio do grupo amida
de GIn725 e o grupo guanidinio de Arg766 estabelecem interagdes com a carbonila do
anel A da progesterona, que sustentam e estabilizan a orientagdo do horménio na
cavidade do sitio [WILLIAMS & SIGLER, 1998]. No receptor de estrogénio, o grupo
amida é substituido por um grupo &cido carboxilico de um acido glutdmico, que se liga
a hidroxila em C-3 [BRZOZOWSKI et a., 1997]. Estes dados somam-se a hipbtese de
que o ponto adicional em RH-2485 seja de grande importéncia, 0 que pode explicar a
sua maior atividade em comparacdo a RH-5992.

Deve-se destacar, contudo, que partes significativas das estruturas néo
apresentam correspondéncia, mostrando a possibilidade de que o agonista natura e o0s
agonistas sintéticos possam interagir de modo significativamente diferente com o ECR
(Figs 21 e 22).
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Figura 21. Sobreposigio da estrutura quimica de 20E (vermelho) com RH-2485(azul)

Figura 22. Sobreposi¢do da estrutura quimica de 20E (vermelho) com RH-5992 (azul)
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4.2. Modelagem do Dominio de Interacdo com o Ligante (DIL) dos EcRs.

As sequéncias priméarias do receptor de ecdisterdide de Manduca sexta (msEcR)
(codigo: P49883) e de Drosophila melanogaster (dmEcCR) (cddigo: P34021) foram
localizadas no banco de proteinas SWISS-PROT [http//www.expasy.ch/sprot]. A
sequéncia de msecR foi determinada por FUJWARA e colaboradores e é formado por
556 aminoécidos [FUJWARA et al., 1995], enquanto gue a sequéncia de dmEcR foi
primeiramente definida por KOELLE e colaboradores, sendo constituida por 781
aminoacidos [KOELLE et al., 1991].

A potencial regido correspondente ao dominio de interacdo com o ligante (DIL)
do EcR de Manduca Sexta (msEcR-DIL) e de Drosophila melanogaster (dmEcR-DIL),
foi obtida no proprio provedor, na forma de arquivo FastA e encaminhada ao servidor a
fim de que identificassemos possiveis proteinas que pudessem ser utilizadas como
moldes.

A identificacdo dos moldes adeguados, armazenados no PDB, foi feita através do
préprio Servidor SWISSMODEL, que remete automaticamente os cddigos das possiveis
proteinas-moldes, conforme a identidade com as proteinas-alvo.

Os critérios de escolha das proteinas moldes foram o percentual de identidade e
a resolucdo de cada proteina encontrada. A escolha recaiu sobre os receptores humanos
de é&cido retindico (RXR) (cddigo PDB = 1EXA; resolucdo: 1,59 A, fator-R: 20,9%),
(codigo PDB = 1FCY, resolucdo: 1,30 A, fator-R:13,3%), (cédigo PDB = 2LBD;
resolucdo: 2,0 A, fator-R: 21%), e (cédigo PDB = 4LBD; resolucdo: 2,40 A, fator-R:
18,3%), para msEcR-DIL, e os receptores humanos de vitamina D (cédigo: 1DBI1A;
resolucdo:l,8 A; fator-R: 19,1%), do &cido retindico (codigos: 3LBD,ALBD e 2LBD) e
do hormbnio da tirdide (cddigo: IBSX; resolucdo: 3,7 A; fator-R: 25%), para dmEcR-
DIL.

O indice de identidade entre os EcR-DILs e as proteinas moldes variaram de 30 a
36%. Para 0 modelo de msEcR-DIL, o maior percentual de identidade foi relatado para
0 RXR (1EXA), com 36,62%, enquanto que para dmEcR-DIL o maior percentual de
identidade foi de 33,3% com o receptor do hormdnio da tiréide (1BSXB). No entanto,
em ambos modelos, 0 RXR aparece como proteina molde, sendo que o 2LBD é um
receptor ligado ao &cido retindico todo trans, 3LBD aparece ligado ao é&cido 9-cis-
retindico e 4LBD aparece ligado a um agonista do acido retindico.

Decidimos utilizar as cinco estruturas como moldes para modelagem de msEcR-
DIL e de dmEcR-DIL, com o propésito de obter estruturas que envolvessem uma
melhor média e, em conseqiiéncia disto, melhor qualidade do modelo. As Figuras 24 e
25 mostram o alinhamento muitiplo dos respectivos modelos de EcR-DIL.

Na inspecdo dos modelos resultantes do alinhamento maltiplo entre as proteinas
verificou-se que havia correlacdo entre as estruturas moldes e as proteinas-alvo, e que o
aspecto era totalmente similar, sendo as mais importames diferencas relatadas para a
sequénciaterminal (Figs. 23 e 24).

A etapa seguinte envolveria a modelagem dos loops dos modelos dos EcR-DILs
gue ocorrem, principalmente, em regides de insercdes e delecBes, sendo necessario
modeld-los com o auxilio do banco de loops do programa Swiss-PDBViewer. No
entanto, optou-se por ndo fazé-lo, uma vez que essas regides correspondem as regides
mais externas das proteinas e, naguele momento, o foco do trabalho se limitava a CIL,
regido interna da proteina, identificada através das proteinas moldes utilizadas.
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Figura 23. Alinhamento multiplo de msEcR-DIL com EXAA/1fcya (RXR gama, regido
do DIL [KLAHOLZ et al, 2000]); 2LBDA (RXR gama, regido do DIL [RENAUD et
al., 1998]) e 4LBD (RXR gama, rcgido do DIL [KLAHOLZ et al, 1998]). Os residuos
conservados sdo mostrados em vermelho (residuos idénticos) e em azul (residuos com
propriedades semethantes).

Para verificar a validade dos modelos de EcR-DILs obtidos, utilizou-se como
lerramenta graficos de Ramachandran (Figs. 25 ¢ 26), obtidos através do Programa
Swiss PDB Viewer. Nele, os residuos de glicina sdo identificados por quadrados. As
regides delimitadas pelas faixas amarelas ¢ azuis, correspondem as combinagdes dos
angulos ¢ e y das ligagdcs peptidicas mais favoraveis e favoraveis, respectivamente.

A andlise do grafico mostra que os modelos de msEcR-DIL ¢ dmEcR-DIL 1ém,
respectivamente, 95,30% e 97,45% dos residuos de aminoacidos das proteinas em
regides lavoravels do gralico de Ramachandran, indicando a boa qualidade das
estruturas modeladas.
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Figura 24. Alinhamento multiplo de dmEcR-DIL com: 3LBD/4LBD (RXR gama
[KLAHOLZ et al., 1998]); 2LBD (RXR gama [RENAUD et al, 1998]); 1DBIA
(receptor de vitamina D [ROCHEL et al., 2000}) e 1BSXB (receptor do horménio da
tiroide [WAGNER et al, 1995]. Os residuos conservados sdo mostrados em vermelho
(residuos idénticos) e em azul (residuos com propriedades semelhantes).
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Figura 25. Grifico de Ramachandran para o Modelo de msEcR-DIL.
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Figura 26. Grafico de Ramachandran para o Modelo de dmEcR-DIL.

4.2.1. Definicao do sitio de interacdo com o ligante (SIL) dos modelos dos EcRs

A definicdo da regido dos sitios de interagdo com os ligantes dos EcRs (msEcR-
SIL ¢ dmEcR-SIL) foi realizada através da comparagdo dos aminoédcidos que fazem
parte do sitio ativo das proteinas moldes, uma vez que estes receptores foram
cristalizados com o agonista natural ou sintético.

Observamos que, na sobreposi¢io das proteinas moldes com as proteinas
modeladas (msEcR-DIL ¢ dmEcR-DIL), a regidio correspondente ao sitio ativo nas
proteinas moldes ocupavam a mesma regido nas proteinas modeladas.

Verificamos, apos algumas tentativas, que os SILs poderiam ser bem
representados pelos aminodcidos que tinham pelo menos um dtomo até 6,0 A de
distancia dos ligantes. Em seguida, identificamos, através do alinhamento miltiplo das
seqiiéncias dos aminodcidos das proteinas, os residuos correspondentes aqueles
selecionados para a delimitagio do sitio ativo dos EcRs.

Os arquivos resultantes eram constituidos por alguns aminoacidos que se
distanciavam muito da suposta cavidade de interagdo ¢ foram retirados. Desta forma,
alguns aminoacidos equivalentes, por exemplo, aqueles que mostram-se importantes
para a interacdo com o acido rctindico [RENAUD et al, 1995], conforme o
alinhamento, ndo aparcce nos modelos de sitio ativo definidos para os EcRs (Fig. 27).
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msECR 324 | B T327 1328 L1329 3130 V331 1
dmECR F320 H322 1323 T324 E325 BB T327 1328 1334
LBD L226 D226 K229 S§23 E232 [235 1238 1239 10 1241
msECR S361 M364 M365 R367 NEbS R370 R371 e F381
dmECR 8361 E36 V363 M364 M365 L366 R367 MIBB8 A369 R370 R371 B8 F381
LBD D269 1270 L271 L273 1278 C276 T277 M286 T28
msECR  A382 Y392 \395 G396 M397 1404 Y42 048
dmECR Y38 Y392 K394 A395 G396 M397 L404 L48 L484 148

LBD L294 M299 N300I V3l2 L384 G386
msECR N488 M49]1 C492 1493 L495 K496 N499 K501 PS03 LS06 1509

dmECR N488 M491 C492 L495 K496 N499 RS00 KS0

LBD 1308 K401 1404 G406 P407 P409

Figura 27. Aminoacidos que constituem o sitio ativo definido para os EcRs ¢ o sitio
ativo do RXR (2LBD/EXAA). Em azul, aminoacidos dos EcRs que se diferenciam, em
vermelho, aminoacidos do RXR que interagem com o ligante na cavidade do sitio ativo.

Por exemplo, dos 24 aminodcidos que constituem o sitio ativo do RXR,
destacados como importantes para interagio com o ligante, 18 aminoacidos
correspondentes aparecem no sitio ativo definido para o msEcR e 15 aminoacidos no
sitio ativo definido para o dmEcR. No entanto, ¢ possivel observar que estes ligantes
envolvem toda a cavidade onde esta inserido o ligante, contornando-o completamente
(Fig. 28).

A maior diferenca observada entre os residuos no sitio ativo de D. melanogaster,
deve-se ao fato de que, para este modelo, foram utilizadas outras proteinas como moldes
para a defini¢do da sua estrutura.
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Figura 28. Aminoacidos que interagem com o acido retinoico no sitio ativo do receptor
[RENAUD et al. 1995]
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Os aminoacidos do modelo do sitio ativo definido para os EcRs sdo, na sua
mairia, hidrofébicos. Os residuos polares comuns para os dois modelos sdo Thr324,
Thr327 Thr330, Arg367, Arg370. Avg371, Tyr392, Asn488, Cys492, Asn499 Lys490
e Lysb01. Os residuos polares ndo comuns, presentes no sitio atiro de D. melanogaster,
sdo His322, GIn332, Glu362, Tyr387, Lys393 e Arg500.

Os modelos de SIL dos EcRs definidos a partir das estruturas modeladas foram
minimizados com o campo de torca CVFF [OSGUTHORFE et al., 1988] do programa
INSIGHT 1l 98,0 [Molecular Simulation Inc] até norma de gradiente inferior a 1 kcal/(A
ou rad), com todos os aomos livres. Esta etapa da otimizacdo teve como objetivo
reduzir repulsdes estéricas e buscar conformacBes de melhor energia para modelo
inicial

Ambos os modelos de sitio ativo foram usados para o atracamento de 20E e dos
agonistas sintéticos do receptor de 20E.

4,3. As Interacbedo Ligante Natural (20E) na Cavidade de hiteracdo com o

Ligante (CIL)

Embora os modelos dos EcRs-DIL tenham sido desenvolvidos para estudos do
modo de interacdo das DBHs com os EcRs, decidimos primeiramente avaliar como o
modelo interagiria com 20E. para depois analisarmos a interagdo com os ligantes
sintéticos, menores e mais flexiveis O caminho adotado é justificado pelo fato de ser o
agonista natural uma molécula volumosa e com uma baixa flexibilidade conformacional
na parte central de sua estrutura, caracterizando-o como um teste critico para o modelo

Durante: o procedimento de atracamento manual, observamos que eram possiveis
duas orientagdes na insercdo do agonista ao sitio de interagdo com o ligante (SIL)
definido para D. melanogaster e M. sexta uma com o anel A do ecdisteréide préximo a
entrada da cavidade de interacdo com o ligante (orientagdo 1) e a outra com a cadeia
lateral a0 anel D proxima a esta entrada (orientagdo Il), Depois de um refinamento,
utilizando o método de mecanica molecular, o modelo de SIL dos EcRs foram
simplificados para que pudéssemos aplicar o método de calculo semi-empirico.
Mantivemos apenas o0s aminodcidos que poderiam fazer interagdes significativas com o
ligante. Os residuos escolhidos para D. melanogaster foram: 11€323, Thr324, 11€326,
Thr327 Thr330, leu333, Ser361 Met364, Met365, Arg367, Met368, Arg370, Arg371,
Phe381 Tyr392 e Met397, para M. Sexta, os aminoacidos foram Thr324, Met326,
Thr327, Leu329, Thr330. Leu333, He334, Ser36l, Met364 Met365, Arg367, Val368,
Arg370. Arg371, Phe381 e Ala382.

Os modelos de sitio ativo simplificados passam, a ser definidos como cavidade
de interacdo com o ligante (CIL). Sendo assim, resolvemos denominar como msEcR-
CILI e dmEcR-CILI a cavidade de interacdo para o0 agonista natural (20E) para M.
sexta e D. melanogaster, respectivamente (composta por um maior nimero de residuos),
e msEcR-CIL2 e msEcR-CIL2 a cavidade de interagdo para 0s agonistas sintéticos
(DB Hs) para M. sexta e D. melanogaster. respectivamente.

Nenhum dos residuos selecionados caem em regides desfavoraveis do grafico de
Ramachandran, ver Figuras 20 (pag.45) e 25 (pag. 44).

Para avaliar o conjunto das forcas de interagdes presentes nos complexos

modelados, determinamos a entalpia de interacdo entre o ligante e a CIL usando a
formula

DH'[ =DHy (CIL+L)-{DHy (CIL)*+DH(L)*] ©

onde DH¢(ClLeL) representa o calor de formacdo para o complexo CIL/20E otimizado, e
a soma DHg(CIL)* + DHf(L)*, se refere a soma dos calores, de formagdo de CIL e 20E,
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respectivamente, com a mesma conformagdo complexo, isto €&, este calor de
formacdo foi determinado por um calculo SCF simples componentes separados dos
complexos otimizados. O valor de DHifnt nao representa a entalpia de interacdo
completa, pois esta deveria também incluir termos associados com a variagdo
conformacional e aqueles que acompaham a liberagdo das moléculas de agua. No
interacdo estabelecidas entre ligante e receptor. A Tabela 3 mostra que, para ambos o0s
modelos, a entalpia de interacdo mais favoravel esta associada a orientagdo | do ligante
na CIL. Entretanto, a preferéncia para esta orientacdo € menos expressiva para 0 caso de
msEcR-CIL1, comparando-se aos valores de AHIfnt para dmEcR-CIL1.

Deve-se destacar que no modelo de EcR para o diptero Chironomus tetans
(ctEcR-DIL). definido através de modelagem por humologia, utilizando como  molde o
receptor da vitamina D, WURTZ e colaboradores (2000) também observaram uma
orientacdo similar, com o anel A de 20E préoximo as cadeias laterais de Arg367 e
Arg371 estabelecendo interagdes do ligagcdo hidrogénio

Tabela 3. Entalpias de interacdo calculadas para os complexos entre o ligante (20E) e
O modelos da cavidade de interacdo ao ligante (CIL) para Manduca sexta e Drosophila
melanogaster.

AHy! AHM P
Modelo Ligante” CIL+L CIL* ¢ L* ¢
msticR-CIL1 20E-1 -St412 -135,60 -333.42 4510
20E-11 -525,44 -153.10 -330,29 -4, 04
dmbcR-CIL1 20E-1 -490,33 -108,99 -327.84 -53,50
20E-11 -487.00 -107.02 -336.75 -43.29
" keal/mol _
b caculado pela féormula AH'fnt = AHjf(ClILeL)_[AHf(CIL)*+AH¢(L*)]

c orientagdo do ligante na cavidade do dominio de ligacdo ao ligante
d AHf determinado a partir da mesma conformagdo do complexo.

A Tabela 4 apresenta a distancia da ligacdo hidrogénio entre o ligante e os
residuos nos modelos da CIL, para os complexos calculados. Os resultados aparecem em
concordancia com os resultados do entalpia Quando o ligante é introduzido com a
orientagdo |, ligagbes hidrogénio adicionais sd formadas em comparagdo com a
orientacdo Il: uma para a msEcR-CIL1 e duas para UmECR-CIL1. Além das ligacdes
hidrogénio, forcas de dipersdo entre 20E e grupos apolares dos aminoécidos devem
contribuir para a formacdo do complexo receptor ligante, Foi observado que grupos
metilas do ligante estdo em contato com grupos apolares das cadeias laterais dos
aminodcidos. No caso de msEcR-CIL, estes aminoacidos sdo Thr324. Thr330. Val368,
Phe381 e Ala382; para dmEcR-CIL 1, 11323 Arg367, Met368 e Tyr392.
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Tabela 4. Disténcias das ligagdes hidrogénio entre os grupos de 20E e os aminoécidos
dos modelos de Ec.R-CIL 1 de M. sexta e D. melanogaster (ligacBes entre o hidrogénio e
0 heteroatomo).

Modelo de msEcR-CILI

Residuos Thr327 Thr330 Arg367 Arg37!1
' OH OH NH2 NH2

e oo e T

Distancia (A) 2,49 1.80 1,78

20H11* 14-OH 25-0OH

Distancia (A) 2,68 2,42

Modelo de dmEcR-CIL, | -

Residuos Thr327 Thr330 Arg367 Arg3T71

Ot ot CNIEZ N2

201 22-0OH 14-OH 2-OH 6-C=0

Distancia (A) 2,67 2,03 2,36 2,49

20E11* 14-OH 25-0OH

Distancia (A) 2.65 2.54

* orientagdo do ligante dentro CIL (veja texto para detalhes)

44. As Interacbes das DBHs RH-2485 e RH-5849 na Cavidade de Interagdo ao
Ligante (CIL)

Tal como para 0 agonista natural, duas orientaces de baixa energia puderam ser
encontradas para as DBHs dentro dos modelos de EcR-DIL, as orientacdes | e Il. Estas
orientacbes foram definidas através de um procedimento de atracamento manual, onde o
anel aromético da DBH anel B ou anel A, respectivamente. esta localizado préximo a
entrada da cavidade do SIL.

As DBHs, diferente do agonista natural, sdo moléculas muito flexiveis que
podem adotar vérias conformacBes dentro das CILs. A conformacdo mais estavel obtida
para as DBHs foi inicialmente utilizada para a sua insercdo na CIL ApGs inspecédo
visual, os angulos diedros dos ligantes foram girados manualmente para permitir a
formacdo de ligagdes hidrogénio adicionais com as cadeias laterais dos aminoacidos.
Para o0 estudo semi-empirico de interacdo das DBHs, o modelo simplificado do EcR-
DIL, foi novamente redefinido, através da remocdo dos aminoacidos que estavam muito
distantes do ligante para estabelecer interacbes significativas. O novo modelo para M.
sexta com as DBHs (msEcR-CIL2) teve a retirada dos aminoacidos [1€334, Ser361
Met365, enquanto que o novo modelo para Drosophila melanogaster (dmEcR-CIL2)
teve a retirada de 11€323, Thr324 e Ler, 333.



A Tabela 5 traz a descricdo das entalpias de interagdo dos complexos calculados
Para ambos modelos de EcR, a entalpia de interacdo e mais negativa quando a
orientacdo | é adotada pelas DBHs para interacdo com a cavidade do receptor, o que
sugere que esta orientacdo permite um maior ndmero interacdes intermoleculares
favoraveis. Embora a interagdo de um ligante com o receptor seja determinada por uma
série de termos entdlpicos e entrépicos IANDREWS et al., 1985], é interessante
observar que a entalpia de interacdo calculada correlaciona-se com a atividade toxica e a
seletividade das DBHs. RH-2485 ¢é mais ativa do que RH-5849 [DADHIALI,A E
CARLSON, 1998: ISHAAYA et a. 1995 e, de fato, a entalpia de interagdo calculada
com ambos modelos revela que a primeira DBH tem uma interacdo mais favoravel.
Além disso, RH-2485, seletivamente toxico para lepiddpteros, tem entalpia de interacéo
com a CIL de M. sexta 11,81 Kcal/mol mais estavel do que com a CIL de I).
melanogaster. No caso da orientacdo 1, as entalpias de interacdo de RH-5849 em ambos
0s receptores sdo muito proximas (1,0lkcal/mol mais estavel para CIL de M. sexta), o
que esta de acordo com a auséncia de seletividade deste composto.

Tabela 5. Entalpias de: interacdo calculadas para os complexos entre os ligantes L (RH-
2485 e RH-5849) e o modelos da cavidade de interagcdo ao ligante (CIL) para M. sexta e
D. melanogaster.

/\Hr“ /\Hfim a.b

Modelo Ligante" CIL-L CrLx 9 L+

RH-24850  -208.23 155,73 64,03 -48,47
msECR-CIL2 RH-248511 -233,88 131,06 64,71 -37,51
Lepidoptero RH-58491  -196,89 165,69 -6,07 25,13

RH-584011  -177,68 -151,36 -6,93 11939

RH-24851  -207.40 106,89 -63.85 -36.60
dmECR-CIL2 RH-248511 201,34 -117.40 64,19 -19.76
Diptero RII-58491  -144.03 115,68 -4,26 2412

RH-584911  -1106,29 102,28 2,38 102

" keal/mol

* calculado pela formula: AH™ = AH(CIL-L) — [AH{CIL)" + AH(1.)]
“ orientagao do ligante na cavidade do dominio de ligagdo ao ligante.
! AH;determinado a partir da mesma conformagio do complexo.

Uma possivel razdo para a orientagdo | ser energeticamente mais favoravel pode
ser observada na Tabela 6, onde as distancias das ligagbes hidrogénio para os
complexos sdo apresentadas. Um grande numero de fortes ligagbes hidrogénio e
observado para os ligantes nas CILs quando adotam aquela orientagdo. E interessante
observar que o presente modelo sugere que a metoxila de RH-2485 como um grupo
importante para a atividade, porque ela age como um ponto de interacdo adicional em
ambos o0s receptores, por meio de uma ligagdo hidrogénio com o grupo guanidina de
Arg370. Para a orientagdo |l ndo se observa interagdo por ligacdo hidrogénio da
metoxila de RH-2485 em qualquer dos modelos.

Uma comparagdo das estruturas dos complexos de RH-2485 em ambas CILs
mostra que o0 agonista em dmEcR-CIL estd localizado na parte mais profunda do
modelo, onde ele interage por um menor nimero de ligacBes hidrogénio com o receptor,
e de caracteristica menos efetiva, ou seja, mais fracas (Tabela 6). E interessante
observar que o grupo t-butii de RH-2485 esta envolvido por um maior nimero de
grupos apolares em msECR-CiL2 do que em dmEcR-CiL2. A cavidade hidrofébica onde
0 grupo t-butil estd acomodado € definida por Met326, Leu329, o grupo metila de
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por lle326 e pelos grupos metilenos de Thr327, Thr330 e Phei38!. Comparando os
modelos de msEcR-CIL com 20E e com RH-2485, ¢ possivel verificar uma regiao que
acomoda o grupo (-butil da DBH, que deve envolver interagdes tavoraveis. do tipo
forcas de dispersdo. No modelo com 20E, esta regido € parcialmente ocupada pela
metila 18 do ligante natural (Figs. 29 e 30). Entretanto, é dificil avahiar a quantidade de
entalpia que cada interagdo apolar-apolar contribui para o AH™ ¢ uma possivel
participa¢do do grupo /-butil na scletividade de RH-2485 para lepidopicros deve ser
considerada com cauteia.

P A
9 O

Tabela 6. Distancias das ligagdes hidrogénio entre os grupos dos agonistas sintéticos ¢
os aminocacidos dos modelos de EcR-CIL de M. sexta e D. melanogaster (hgagdes entre
o drogémo e o heteroatomo).

mstcR-CIL2  Lepidoptero

Residuos Arg367 Arg370 Arg371 Thr330
CNH T UNH2 T UNH2  hiNe OH

RH-24851% 07 08 06 06

Distancia (A) 1,79 2.62 2.68 245

RH-248511* 006 H(N2) O7

Distancia (A) 280 2835 182

RH-58491* 07

Distancia (A) 2,64

RI1-584911* T(N2) 07

Disténcia(&.) N 284 3,24

dmEcR-CIL2 Diptero B

Residuos Arg367 Arg370 Arg371  Met364

NHI NH2 NH2  HNe S CO

RH-24851* )7 08

Distancia (A) 2.51 3.0

RH-248511* 00 H(N2)

Distancia (A) 2.80 3,14

RH-58491* Q7 07 H(N2)

Distancia (A) 23R 2,64 320

RH-584911* HHNZ)

Distancia (A) 2,86

*orientagao do ligante dentro CIL (veja texto para detalhes)



Figura 29. Modelo da msEcR-CIL com 20E (azul), otimizado com o método PM3
(orientagdo I). Codigo de cores dos atomos: verde = C, vermelho = O, azul escuro = N,
amarelo = S ¢ branco = H.



Ala3g2

Figura 30. Modelo da msEcR-CIL com RH-2485 (azul), otimizado com o método PM3
(orientagio I). Codigo de cores dos atomos representados na Figura: verde = C
vermelho = O, azul escuro = N, amarelo = S e branco = H.

2

Uma possivel explicagdo para as diferentes posicoes de RH-2485 nas cavidades
de ambos os modelos de EcR é sugerida através da comparagdo das estruturas
otimizadas dos complexos agonista/receptor (Fig. 31). Verifica-se que em msEcR-
CIL2, o anel 3,5-dimetil substituido do ligante esta localizado proximo a cavidade
hidrofobica definida pelas cadeias laterais de Met326, Phe381 e Val368, mas, em
dmEcR-CTL.2, o anel é deslocado para dentro desta cavidade. Este deslocamento ¢
provocado pelo fato de que, em D. melanogaster, Met326 é substituida por 1le326 e
Val368 ¢ substituida por Met368. Wurtz e colaboradores (2000) sugeriram que a
presenga de um residuo de isoleucina ou valina na posigdo 326 em Diptera e Coleoptera
gera contatos estéricos entre estes residuos em um dos anéis de RH-5992, o que justifica
a baixa atividade nestas espécies. Analogamente, propomos que RH-2485 ndo ocupa a
mesma posigdo dentro de msEcR-CIL2 porque a cavidade hidrofobica definida pela
cadeia lateral de 1le326, Phe381 e Met368 ¢ também muito pequena para aceitar o anel
3,5-dimetil substituido do ligante (Fig. 31). Comparando os volumes de van der Waals
dos residuos 326 e 368 em ambas as cavidades de CILs, € possivel observar que a
Met368 em dmEcR-CIL.2 impede a acomodagdo do anel 3,5-dimetil substituido na
cavidade de interagdo com o ligante.

2



Drosophila melanogaster

Phe381

Met368

Figura 31. Representagio dos complexos otimizados com o método semi-empirico PM3
para dmRcR-CIL e msEcR-CIL com RH-2485 (orientagdo I). Os dtomos de hidrogénio
foram omitidos. Os ligantes estdo representados na forma de bolas € bastdo e os residuos
326 e 368 pelos seus raios de van der Waals.
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4.5. Andlise estrutural e diferencas energéticas para a interacdo de um grupo de
DBHs utilizando o modelo de EcR de lepiddptero.

O estudo da interacdo cavidade/ligante envolvendo diferentes DBHSs, através da
correlacdo entre as diferencas energéticas no modelo de msEcR-CIL e os valores de
pLDsgy, foi desenvolvido com RH-2485, RH-5992, RH-5849 e a série das 1-t-butii-I-(2-
cloro-henzail)-2-(benzoil suhstituido)hidrazinas (Fig, 32)

- ~. ~
g ” i & h
A H L\ ” - \/’I =~ A
. v / = /Q/ ~ci

07

R11-5844 RI1-3902 RI1-2485 DB Y
Rifl-i 4-C'N
RIT-2 2-NO,
RIVA 21
Rit-4 20w
RH-5 3-OMe
RH-6 2-F
RI-7 2-C
2119 11

RI-O 30

Figura. 32. Estruturas das DBHs utilizadas no estudo da correlacdo entre as diferencas
energéticas no modelo de mstEcR-CIL e os lespectivos valores de pLDgy frente a
Spodoptera exigua.

No estudo realizado por SMAGGHE e colaboradores (1999), a toxidez destas
substancias frente ao lepidoptero da espécie Spodoptera exigua, no estagio larval,
mostrou-se muito semelhante ao comportamento para o lepidéptero da espécie Chilo
supressalis [OIKAWA et a., 1994], apresentando correlagdo linear igual a 0,92 entre os
valores de pLDsy para as duas espécies [SMMAGHF. et al., 1999]. Esies resultados sio
justificados pelo fato destas espécies fazerem parte da mesma linha evolutiva
guardando consigo caracteristicas genéticas muito proximas, o que pode ser identificado
na elevada conservacdo de aminoécidos dos EcRs, que é de de 84% entre os lepiddpteros.
Desta forma e provavel que o mecanismo de agdo destes compostos seja similar entre
as diferentes espécies de lepidopteros e que as diferencas energéticas e estruturais
calculadas pelo modelo de mseEcR-CIL, possam permitir correlagdes com os valores de
pLDsgy das DBHSs.

A escolha dos ligantes envolveu exclusivamente a variagdo na atividade,
conforme os valores de pLDsgp, pois os efeitos eletronicos dos substituintes ndo sdo
predominantes para a atividade do aganista, prevalecendo efeitos de carater estético.
Esta observacdo sugere a limitacdo da andlise do problema pela consideracdo apenas das
estruturas  isoladas dos ligantes, indicando a necessidade da avaliacdo do processo com
um modelo que inclua a interacdo do receptor com os ligantes.

Conforme descrito na Introducdo, muitos termos entalpicos e entOpicos estdo
envolvidos no fendmeno do reconhecimento entre o receptor e o ligante (veja Fig. 15)
A avaliagdo tedrica do conjunto destes termos envolveria um investimento.
computacional proibitivo no ambito do plangjamento de molécula bioativas. Nossa
proposta, entdo é reduzir a0 maximo o conjunto de termos a ser avaliado, mas ainda
assim obter informacBGes significativas com relacdo ao mecanismo de acdo das DBHS,



que possam ser Uteis no planejamento de novos ligantes. Do ponto de vista da entalpia,
o termo que deve ter uma contribuigdo mais significativa é o AH, (Fig. 15), a entalpia
de intera¢do entre o ligante e o receptor. Conceitualmente, podemos considerar este
termo como constituido por dois outros termos, o custo entalpico para as mudangas
conformacionais que acontecem durante o ajuste induzido das estruturas do receptor ¢
do ligante (AHF™) e a entalpia associada com o estabelecimento de interagdes
intermoleculares entre as estruturas (AH;™) como, por exemplo, ligagdes hidrogénio,
interagdes dipolo-dipolo e forgas de dispersdo (Fig. 33).

\Hf

AH¢ (CIL) AH; (CIL) AH¢ (L)

AH¢ (L)

\H

Figura 33. Representagdo esquematica de etapas hipotéticas do processo de intera¢do
CIL/ligante, com os termos de variagio de entalpia associados. Veja texto para detalhes.

Neste trabalho, utilizamos a modelagem pelo método semi-empirico para avaliar
teoricamente esses dois termos entalpicos, no caso da interagdo entre o EcR e seus
agonistas. Pela Figura 33,

AH'™ = AH [ (CIL « L) ~[AH ,(CIL)* +AH | (1)*] (5)

AH ! =|AH (CILY* +AH (1) *|~[AH , (CIL) + AH ,(L)] (6)
onde
AH{CIL") é o calor de formagdo de CIL na conformacio adotada apos a insergdo do
ligante (calculo de 1SCF da CIL ap6s retirada do ligante do complexo otimizado);,
AHK(L)" é o calor de formagio do ligante na conformag¢io adotada apos a inser¢iio na
CIL (calculo de 1SCF do ligante apos a retirada do ligante do complexo otimizado,
AH{CIL) é o calor de formagdo da CIL otimizada.;
AH((L) ¢é o calor de formacio do ligante otimizado,
AH{(CIL-L) ¢ o calor de formacdo do complexo otimizado entre a CIL e ligante.



A Tabela 7 traz a descricdo das entalpias de interagdo e da mudanca
conformacional dos complexos calculados com o método semi-empirico PM3, para as
duas orientacbes na cavidade do ligante Com excecdo da DBH que tem um grupo ciano
(CN) na posicdo 4 do anel B, todas as demais entalpias de interacdo sdo mais negativas
guando a orientacdo | é adotada pelas DBHs, para a interagdo com a cavidade do
receptor. Estes dados confirmam a sugestdo apresentada anteriormente, de que a
orientacdo | permite um maior ndmero de interacdes intermoleculares favordveis Da
mesma forma, a entalpia de conformacdo também revelou valores de AH?on menos
positivos para a orientagdo |. Desta forma, a associagdo receptor/ligante quando esta
orientacdo € adotada, além de estabelecer mais interagcbes favordveis, tem um menor
custo conformacional.

E interessante observar que a entalpia de interacio apresenta correlagdo
significativa com os valores de pLDgy das DBHs, com R igual a -0,82 para a orientacéo
| e -0,79 para a orientacdo Il, quando os célculos envolvem o método PM3 (Tabela 8).
Entretanto, o valor de 5,82 para o desvio padrdo quando a orientacdo | é adotada, sugere
que o modelo tem dificuldades em diferenciar, através dos calculos de entalpia
agonistas com pequenas variagdes estruturais e de toxidez muito proximas. Este é um
resultado esperado, uma vez que a interacdo do ligante com o receptor e também
determinada por outros termos entalpicos e entropicos [ANDREW et al., 1985], que ndo
sdo avaliados através da metodologia desenvolvida neste trabalho
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Tabela 7. Entaipias de formacéo calculadas pelo método semi-empirico PM3 para os complexos entre o modelo de mskEcR-CIL
os ligantes (L) e os respectivos valores de pLDss.

AHS AH™  AHF
Orientagao Ligante’ pLDsy CILeL  CIL*® L** CIL L
RH-1 Y =4CN 482  -163,15 -168,78 22,12 20,31 -16.49 7,62
RH-2 Y =2N0;, 486  -195.73  -156,24  -13,19 17,45 2635 2261
RH-5849 491 -19689 -165,69  -6,07 9,90 225,13 12,73
I RH-3 Y =2] 497 -15840 -161,93 21,08 16,74 -17.55 17,00
RH-4 Y = 2Br 498  -184.48  -160,54 1,18 -3,26 -25,12 18,49
RH-5 Y =30Me 536 -236,06 -160,08  -46,86 8221 -29.12 19.86
RH-6 Y =2F 5,62 -23644  -160,58  -50,38  -174.59 5568 2548 19,31
RH-7 Y =2l 6,05  -197.83  -160,69  -12,99 18,46 -24.15 19,35
RH-8 Y =H 537  -186,61 -15434  -9.44 14,47 -22.85 25,28
RH-9 Y = 3F 6,43 -238,78  -160,3&  -52.35 57,18 -26,05 19,04
RH-5992 7,07 -239.80 -156,15  -3832 42,81 -4533 22.93
RH-2485 8,27  -26823 -15573  -64,03 72,92 4847 2795
RH-1 Y =4CN 482 -14094 -14546 2895 20,31 -24.43 37.77
RH-2 Y =2N0, 486 -173,00 -141,80  -12.95 1745 <1825 37,29
RH-5849 491  -177.68 -151.36  -6.93 -9,90 1939 26.20
RH-3 Y =21 497  -14670  -151,20 21,34 16,74 16,84 27,99
RH-4 Y =2Br 498  -162.81 -14459  -024 -3,26 1798 33.02
RH-5 Y =30Me 536 -21520 -143.69  -47.8] 5221 -23.70 33.30
1 RH-6 Y =2F 562 -215,89  -144.04  -52,09  -174.59 55,68  -19,76 34,14
RH-7 Y =2Cl 6,05 -179.86  -144.13  -14,71 18,46 221,02 3421
RH-8 Y =H 637 -17673  -14533  -10,98 14,47 -2042 32,85
RH-9 Y =3F 6,43 -216,60 -144.16  -53.11 57,18 -19.33 34,50
RH-5992 7.07  -20694 -136,57  -33,92 42,81 -36.45 4691
RH-2485 8,27 -23388 -131,66  -6471 72,92 -37.51 51,14

“ keal/mol: " orientacdio do ligante na cavidade do dominio de ligagdo ao ligante; © AH;

complexo.

determinaco a partir da mesma conformagdo do



int int
Tabela 8. Correlagbes entre os valores de DHf e DHf com pLDsg para 0s complexos
estudados pelo método PM3.

Orientacio R SD
AHM I -0,82 5,82
H -0,79 4,18

AH | 0,72 3,95
] 0,77 473

E possivel observar que apesar de 1-t-butil-I-(2-cloro-benzoil)-2-benzoil hidrazina
(Y = H) ser, aproximadamente, 4 vezes mais ativa do que RH-5849, o valor da entalpia de
interacdo para o complexo com RH-5849 é 2,30 kcal/mol mais favordavel quando a
orientacdo | é adotada. No entanto, para a orientacdo Il, os valores de DH]lnt mostram-se em
acordo com os valores de pLDsgg, sugerindo, neste caso, que possivelmente, a orientacdo 11 é
mais favorecida do que a orientagdo | (Tabela 7).

Outras observagbes merecem destaque, como por exemplo, o ato valor de DHf
para 0 complexo com RH-1 e RH-3 na orientagdo |. Diferente das demais DBHs. na
conformagdo adotada por RH-1 na CIL, os anéis aromaticos do ligante se dispdem na forma
aproximadamente ortogonal. Nesta disposicdo, o grupo t-butila é parcialmente deslocado,
tornando as interagbes com Met326, Leu329, o grupo metila de Thr330, Leu333 e Ala382
pouco efetivas. Para RH-3, provavelmente, pelo fato do iodo ser um &omo volumoso, as
interagdes promovidas na CIL devem ser pouco favoraveis. E também interessante observar
que para a orientagdo |, a ligacdo hidrogénio entre O7 de RH-5849 e HNe (Arg371) de
msEcR-CIL2 difere muito pouco do valor encontrado em RH-8 (Tabela 11). Este fato
justifica a pequena diferenca de entalpia de interacdo para estas DBHs, mostrando-se
discordantes com a atividade toxica

Por outro Iadoma variacdo da posicdo do substituinte revelou correlacbes bastantes
significativas entre DHf e a aIIV{dade toxica das DBHs. Por exemplo, para a orientagdo |,
RH-6 e RH-9 apresentaram DHf igual a -25,48 e -26,05 Kcal/mol, respectivamente, e
valores de pLDsy 5,62 e 6,43, respectivamente (Tabela 7). Este resultado pode ser
justificado pelo fato de que o fldor na posicio 3 do anel B promove uma interacdo
adicional, através de uma Ilgagao hidrogénio com o grupo guanidinio de Arg367. E
interessante observar que a DHfIn da DBH equivalente, sem substituinte no anel B, é menos
favoravel do que a RH-9 (com o fllor na posicdo 3 do anel B), correlacionando-se com a
atividade toxica destes agonistas e sustentando a sugestdo apresentada anteriormente, de
gue no presente modelo, a posicdo 3 do anel B age como um ponto de interacdo adicional
entre o ligante e receptor.

No entanto, R||F|15 que apresenta atividade téxica maior do que RH-5849 e menor do
que RH-6, possui DHf = igual a -29, 12 kcal/mol, que é apenas menos favoravel do que RH-
5992 e RH-2485. Estes resultados expressam que outros fatores podem ser mais
significativos para a atividade tdéxica dessas DBHs.

Para o método PM3, a correlacdo entre os valores de pLDsy e a entalpia de
conformacdo € menos significativa do que a correlagdo com a entalpia de interacdo,
revelando melhor correlacdo para a orientacdo Il (Tabela 8). Isto sugere que a energia
fornecida nas interagdes é o fator mais importante na diferenciacdo das DBHs.



Analisando os valores das entalpias para o método AM! (Tabelas 9 e 10), podemos
observar que todos os valores de entalpia de interagdo sdo mais negativos quando a
orientagdo | € adotada pelas DBHs, para a interagdo com a cavidade do receptor. Da mesma
torma, a entalpia de conformacio revelou valores menos positivos para a orientacao 1, com
excecdo de RH-5992 e RH-2485.
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Tabela 9. Entalpias de formagao calculadas pelo método semi-empirico AMI1 para os complexos entre o modelo de msEcR-CIL
e os ligantes (L) e os respectivos valores de pLDso.

AHfa AHfim AH{uonf
Orientacio Ligante’ pLDsy  CIL.L  CIL** L* ¢ CIL L
RH-1 Y =4CN 4.82 -175,59 -214,43 47 80 42776 -8,96 14,66
RH-2 Y =2NO, 4,86 -199.66 -211,05 2876 19,47 1737 222
RH-5849 491  -20559 -21531  21.55 17,86 -11,83 12,43
I RH-3 Y =21 4,97  -178,13 -20829 42,08 34,30 11,92 23,54
RH-4 Y = 2Br 4,98  -191,11 -20840 29,43 19,71 -12,14 25,37
RH-5 Y =30Me 5,36 -244 88  -208,51 -16,83 224.05 -23,68 -19.54 20,39
RH-6 Y =2F 562 -24558  -20937  -22,14 31,88 -1407 24,42
RH-7 Y =2Cl 6,05 -204,60  -208,88 16,23 6,79 -11,95 24,61
RH-8 Y=H 6,37 -19926 -206,82 18,68 11,03 211,12 24,88
RH-9 Y =3F 6,43 -249.56  -208.34 -25,14 -33,39 -16,08 23,96
RH-5992 7.07  -23838 -201.27  -8,39 -10,92 2872 32,13
RH-2485 827 -26555 -19935  -28,79 40,65  -37,41 38,26
RH-1 Y =4CN 482 -14721 -193.81  49.26 42,76 -2.66 36,74
RH-2 Y =2NO, 4,8 -166,15 -190,53 27,03 19,47 2,65 41,08
RH-5849 4,91 -185,11 -199,52 21,17 17,86 -6,76 27.84
RH-3 Y =21 4,97  -161,13  -196,60 39,42 34,30 -3.95 32,57
RH-4 Y =2Br 4.98 -174,90  -196,69 26,67 1971 -4,88 34 32
RH-5 Y=30Me 5,36 -22519 -19694 -1997  224.05  -2368 -8,28 30,82
11 RH-6 Y =2F 562 -22887 -197.01  -25,70 31,88 -6,16 33,22
RH-7 Y =2Cl 6,05 -189,03 -196,78  13.44 6.79 -3.69 33,92
RH-8 Y=H 6,37 -17885 -18961  17.15 11,03 -6.39 40,56
RH-9 Y =3F 6,43 -229.10  -197.03 -27.31 -33.39 -4.76 33,10
RH-5992 7,07 -212,51  -19569  -7.47 -10,92 -9.35 31,81
RH-2485 8,27 242,43 -196,34 -36,14 -40,65 -9,95 3222

: . b . - R . T . N R N : :
¢ kcal/mol; ° orientacdo do ligante na cavidade do dominio de ligagio ao ligante; © AH¢ determinado a partir da mesma
conformagio do complexc.
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int conf
Tabela 10. CorrelagBes entre os valores de AHf e AHgf com pLDgy para os complexos
estudados pelo método AML.

Orienfagio R SD
AH™ I -0,81 5,18
i 0,74 1.8
Al Il.coul‘ I 0.84 382
11 Nao houve correlagio
significativa

Os resultados com o método AMI s8o bem semelhantes aos obtidos com o PM3. As
diferencas mais significativas envolvem, por exemplo, os valores de entalpia de interacéo
do complexo com RH-1, mais favoravel para a orientagdo |. No entanto, épossivei observar
que a molécula também deixa de realizar interagbes entre O7 e HNe (Arg371) (Tabela 12).
A andlise das estruturas revelou 0 mesmo comportamento quando o método PM3 foi
empregado.

Também merece destaque os resultados de entalpia de interagdo para 0 complexo
com o ligante RH-2, cujo valor é bem mais negativo do que o complexo com o ligante RH-
8. A diferenca de entalpia entre os complexos é deq,n25 kcal/mol com o método AMI e de
-3,52 kcal/mol com PM3. O baixo vaor de AHf pode ser justificado pela ligagéo
hidrogénio que o grupo nitro estabelece com HNe (Arg371). Contudo, a ligacdo hidrogénio
entre 07 e HNe (Arg371) mostra-se menos efetiva na CIL (Tabelas 11 e 13), pois o0s efeitos
provocados pelo grupo nitro na posicdo 2 do anel B, deslocam o ligante para uma outra
posicdo na CIL A maior diferenca de entalpia entre os complexos para os valores
calculados pelo método de AM1, deve-se ao fato de que a ligacdo hidrogénio entre o grupo
nitro (NO,) do ligante e HNe, (Arg371) € mais efetiva.

Os cdlculos com o semi-empirico AMI também revelaram correlagdes significativas
entre a entalpia de interacdo dos complexos e os valores de pLDsy das DBHs, com R igua a
-0,81 para a orientagdo 1 e -0,74 para a orientagdo Il.

No entanto, o resultado da correlagdo entre entalpia de conformagdo calculada com
0 método AMI dos complexos estudados e os valores de pLDg, para os ligantes revelou
valor de R igua a 0,84 para orientacdo | e auséncia de correlacdo para a orientagdo Il.



Tabela 11. Distincias das ligagdes hidrogénio XII™Y entre os grupos dos agonistas
sintéticos e os aminoacidos do modelo msEcR-CIL para os calculos com PM3, na
orientagao 1.

Ligante XH Y Distancia XH Y
RH-1 NHT (Arg367) 4CN (B) 3,39
RH-2 HNe (Arg371) 2NO:(B) 3.04
RH-5849 HNe (Arg371 07 2.64
RH-3 HNe (Arg371) 21 (B) 3,76
HNe (Arg371) 07 2,90
RH-4 HNe (Arg371) 2Br (B) 3.44
HNe (Arg371) 07 2.6
RH-5 NHI (Arg367) OMe (B) 2,08
HNe (Arg371) 07 2,57
HNe (Arg371) 07 2.0l
RH-7 HNe (Arg371) 07 2.60
RH-8 [INe (Arg371) 07 2,59
RH-9 NHI (Arg367) 3F 178
HNe (Arg371) 07 2,60
RH-5992 NH1 (Arg367) 07 2,54
NH2 (Arg371) 06 2,67
HNe (Arg371) 06 1,85
RH-2485 NH1 (Arg367) 07 1.79
NH2 (Arg370) 08 2,62
NH2 (Arg371) 06 2,68
HNe (Arg371) 06 2.45
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Tabela 12. Distancias das ligagdes hidrogénio XHY entre os grupos dos agonistas
sintéticos e os aminoacidos do modelo msEcR-CIL para os calculos com PM3, na
orientacdo 1.

Ligante ~  XH Y ~ Dustancia XH™Y
RH-1 OH (Thr330) H(N2) 2.45
NH2 (Arg371) 2C1 (A) 2.96
HNe (Arg371) 06 3.08
RH-2 OH (Thr330) H(NZ2) 2.84
RI-5849 OH (Thr330) H(N2) 2,84
OH (Thr330) 07 3,24
RH-3 OH (Thr330) H(N2) 2,58
OH (Thr330) 07 3,57
RH-4 OH (Thr330) H(N2) 2.82
OH (Thr330) 07 3,57
RH-5 OH (Thr330) H(N2) 2,69
O (Thr330) o7 3,44
HNe (Arg371) 06 3.48
RH-0 OH (Thr330) H(N2) 2,46
HNe (Arg371) 06 3,08
RH-7 OH (Thr330) H(N2) 2,46
OH (Thr330) 07 3,54
HNe (Arg371) 06 3.47
RH-8 OH (Thr330) H(N2) 2.80
RH-9 OH (Thr330) H(N2) 2,13
OH (Thr330) 07 3,17
RH-5992 OH (Thr330) H(N2) 3,18
OH (Thr330) 07 1.80
HNe (Arg371) 06 2,83
RH-2485 OH (Thr330) H(N2) 2,85
OH (Thr330) 07 1.82
HNe (Arg371) 06 2,80




Tabela 13. Distancias das ligagdes hidrogénio entre XH Y os grupos dos agonistas
sintéticos e 0s aminoacidos do modelo msEcR-CIL para os calculos com AMI, na
orientagao 1.

Ligante XH Y Distincia XH Y
RH-1 NHI (Arg367) 4CN (B) 3,28
RH-2 HNe (Arg371) 2NO:(B) 2,76
RH-5849 HNe (Arg371) 07 2,33
RH-3 HNe (Arg371) 21 (B) 3.33
HNe (Arg371) Q7 2,90
RH-4 HNe (Arg371) 2Br (B) 3,34
HNe (Arg371) o7 2.38
RH-5 NHT (Arg367) OMe (B) 2,08
HNe (Arg371) o7 2206
RH-6 HNe (Arg371) 07 2.26
RH-7 HNz (Arg371) 07 2.32
HNe (Arg371) ClH{A) 3,28
RH-8 HNe (Arg371) 07 2.39
RH-9 NHI (Arg367) 3F 2,08
HNe (Arg371) a7 2,30
RH-5992 NHT1 (Arg367) 07 1,99
NH2 (Arg371) 06 2,08
HNe (Arg371) 06 211
RH-2485 NHI (Arg367) 07 2,14
NH2 (Arg370) 08 2,18
NH2 (Arg371) 06 2,25
HNe (Arg371) 06 2,07




Tabela 14 Distancias das ligagdes hidrogénio XH Y entre os grupos dos agonistas
sintéticos e os aminoacidos do modelo msEcR-CIL para os calculos com AMI. na

orientacdo 11

Ligante XH o Yy Distancia XHY
RH-1 OH (Thr330) H(N2) 2.14
RH-2 OH (Thr330) H(N2) 221
OH (Thr330) 07 3,48
RH-5849 OH (Thr330) H(N2) 215
OH (Thr330) 07 3.19
HNe (Arg371) 06 353
RH-3 OH (Thr330) H(N2) 2,24
OH (Thr330) 07 3,48
RH-4 OH (Thr330) H(N2) 2.20
OH (Thr330) 07 3,43
RI-5 OH (Thr330) H(N2) 2,14
OH (Thr330) 07 3,18
RH-6 OH (Thr330) H(N2) 2.21
OH (Thr330) 07 3,25
RH-7 OH (Thr330) H(N2) 2,18
OH (Thr330) o7 3,35
RH-8 OH (Thr330) H(N2) 221
OH (Thr330) 07 327
RH-9 OH (Thr330) H(N2) 2,69
OH (Thr330) 07 3,17
RH-5992 OH (Thr330) H(N2) 2,13
OH (Thr330) 07 3,49
RH-2485 OH (Thr330) H(N2) 2,23
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4.6. Comparacdo das conformacdes das DBHs no modelo da CIL do EcR de
lepidoptero

Ao andisar a conformacdo das DBHs na CIL constatamos que as DBHs estudadas
podem apresentar duas conformacgfes do tipo "torcida’, uma com valor do angulo diedro
(¢) CO-N-N-CO entre 115° e 135° a outra com valor de ¢ entre - 120° e - 135° (Tabela 15).

Tabela 15. Valores dos angulos diedro (¢) entre as ligagdes Cq{NoN3C4 das DBHs no
modelo msEcR-CIL para os célculos com PM3, orientagdes | e II.

Ligantes S | ¢-11
RH-1 08,5 130,4
RH-2 1269 1154
RH-5349 116,1 12777
RI-3 122.0 22,6
RH-4 129,1 122,0
RH-5 [18,7 1273
RH-6 1271 127.6
RH-7 250 128,7
RH-8 130,3 124.3
RH-9 1290 128,0
RH-5992 -124.4 1326
RH-2485 -130,4 26,4

A andlise conformacional da estrutura cristalina de RH-5849 e RH-5992 revelaram
uma forma ortogonal "torcida', tomando como referéncia a hidrazina central que esta
ligada aos grupos cis amida e t-butil (Fig. 34) [CHAN et al., 1990; HSU et a., 1887].
WURTZ e colaboradores (2000), ao estudarem a barreira rotacional entre a ligagdo N-N de
RI-1-5849 pelo método computacional RI-DFT [Brode et a., 1993], verificaram duas classes
conformacionais com minimos de energia, a primeira formada por estruturas com valores
de ¢ entre 35 e 135° e a outra com valores de ¢ entre -35 e -135° (Fig. 34). No estudo, o
angulo diedro (¢) CO-N-N-CO foi girado através de incrementos de 15°, com variacdo de
0° a 360°, mantendo-se 0 angulo ¢ fixado durante cada otimizacdo estrutural. Os resultados
revelaram barreiras rotacionais que variaram de 10 a 18 kcal/mol. As conformagbes com
angulos negativos correspondem a estrutura cristalina. A outra conformacdo, designada por
"torcida’, pode ser obtida através de uma rotacdo de aproximadamente 180° da amida trans
substituida [WURTZ et al., 2000].
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Figura 34. Diagrama de energia relativa das conformagdes obtidas para depois da rotagio e
fixacdo da ligacdo N-N central e minimizacdo do restante da molécula de RH-5849. O

minimo da esquerda corresponde a conformacdo da estrutura cristalina € 0 minimo a direita
corresponde a conformacdo "torcida® [WURTZ et al., 2000].

Ao estudarmos a barreira rotacional para RH-2485 utilizando o método semi-
empirico PM3, onde também giramos o angulo diedro (¢) CO-N-N-CO através de
incrementos de 15°, com variacdo de 0° a 360°, mantendo-se o éangulo ¢ fixado,

constatamos 0 mesmo tipo de comportamento observado por WURTZ e colaboradores (Fig.
35).
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Figura 35. Diagrama de energia relativa das conformacfes obtidas para RH-2485 depois da
rotacdo e fixacdo da ligacdo N-N central e minimizacdo do restante da molécula (método
PM3).
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Estes resultados concordam com o0s estudos realizados por REYNOLDS &
HORMANN (1996), onde, através de célculos teoricos, utilizando o método ab initio
MP2/6-31+G**, o0s autores determinaram a energia minima para as estruturas de N,N-
diformilidrazina, ~ N-metil-N,N'-diformilidrazina e N,  N'-dimetil-N,N'-diformilidrazina
Estes célculos mostraram que a energia minima é conferida a uma estrutura ndo planar em
que o par de elétrons livre do nitrogénio é essenciamente perpendicular ao outro.
Entretanto, a energia requerida para (Z,Z)-diformilidrazina adorar a conformagdo planar,
identificada na estrutura cristalina, € menor do que 1 kca/mol. Tal fato foi justificado pela
ligacdo hidrogénio intramolecular entre o grupo HN e o oxigénio da carbonila na estrutura
planar.

Quando uma ou ambas configuragdes da amida sdo invertidas (Z,E; E,E), ou quando
0s nitrogénios sdo substituidos, estas ligagcBes hidrogénio sdo perdidas e a estrutura planar
torna-se menos estavel em relagdo ao rotdmero “torcido". Com excecdo de N,N'-
diformilidrazina, as barreiras rotacionais sdo grandes. Por exemplo, a barreira rotacional
para metil-N,N'-diformilidrazina é de 5 kca/mol enquanto para N, N'-dimetil-N,N'-
diformilidrazina é de 19 kcal/mol.

A tendéncia das diacilidrazinas substituidas assumirem estruturas do tipo "torcida' tem
importantes implicacbes nas propriedades dindmicas e estruturais para 0s agonias ndo
esteroidais de 20E [REYNOLDS & HORMANN, 1996]. Desta forma, a fungdo do grupo -
butil seria a de promover mudangas conformacionais nas estruturas das DBHs para que
possam permitir interacbes significativas na CIL. Apesar de nenhuma parte em 20E
mostrar-se "corresponder" ao grupo t-butii das DBHs que estd localizado na mesma
cavidade hidrofébica, foi possivel perceber que a cavidade ocupada por este grupamento
manteve-se constante na maioria dos complexos estudados, diferenciando quanto aos tipos
de orientagdo do ligante. No entanto, nos complexos formados por RH-5992 e RH-2485, o
grupo t-butil parece estai envolvido por uni nidmero maior de grupamentos hidrofébicos,
permitindo interagdes favoréveis do tipo van der Waals.

No estudo realizado, observa-se que apenas as DBHs RH-2485 e RII-5992 sdo capazes
de adorar no modelo de CIL para M. sexta, a conformacdo equivalente a estrutura
cristalina, as demais apresentam comportamentos préoximos ao de RH-5849 (veja Tabela 15
e Fig. 36).

Comparando os complexos formados por RH-5849 e RH-2485 e RH5992 com
orientagdo 1 na CIL, verificamos que, no caso de RH-5849, a carbonila ligada ao anel B
(CO7) interage com o residuo de Arg371 (distancia C=0 - HN=2,65 A) (Tabelas 11 e 13).
No caso de RH-2485, essa carbonila gira e interage com Arg367, do lado oposto na CIL
(distancia. C=Q - HN=1,79A). Aparentemente, esse giro acontece para permitir que
também o oxigénio (08) interaja com Arg370 (distancia C=0 HN=2,63 A).
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Figura 36. Conformagdes adotadas por RH-5849 e RH-2485 na CIL. Codigo de cores
dos atomos representados na figura: verde = C, vermelho = O, azul escuro = N, amarelo
= S e branco = H.

A interacio da carbonila ligada ao anel B com Arg371, no caso do complexo com
RH-5849, também parece estar relacionada com a posigio mais interna do ligante
dentro da CIL. Mesmo que o Angulo ¢ de RH-2485 fosse girado para um valor proximo
ao encontrado para RH-5849, na orientagdo I, a distdncia entre a carbonila (CO7) e
Arg371 ficaria muito maior, além de se perder a interagdo entre O oxigénio (O8) e
Arg370.

No caso do complexo formado por RH-5992, a carbonila ligada ao anel B também
interage com Arg367 (distancia. C=0""HN = 2,55 A).

O conjunto desses resultados mostra que a influéncia do grupo t-butil na
interacio das DBHs RH-2485 ¢ RH-5992 com EcR vai além de interagbes diretas,
fixando a conformagdo dos agonistas no interior da CIL e permitindo o estabelecimento
de outras interagdes.
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4.7. Proposta, analise estrutural e diferencas energéticas para a interacdo das novas
DBHs utilizando o modelo de EcR de lepiddptero.

A andlise dos resultados das interagdes no modelo da CIL do EcR de M. sexta nos
levou a proposicdo das estruturas RURAL-I, RURAL-2 e RURAL-3 como possiveis
candidatos a novos pesticidas com agdo reguladora de crescimento de inseto mimetizando
acdo de 20E. A proposicdo destas estruturas foi baseada em critérios de interacGes
provaveis entre as mesmas e 0s aminoacidos constituintes de msEcR-CIL. Desta maneira,
RURAL-1 foi proposto com base no argumento que para o anel A, a substituicdo 3, 5 é de
grande importéncia para as interagbes na CIL e que o anel B deve apresentar na posicdo 3
um grupo que estabeleca interagbes do tipo ligagdo hidrogénio com Arg370. A proposta de
um grupamento metilenodioxi é somada a possibilidade do produto poder ser derivado do
piperonal, um produto natural e com razoavel acesso. RURAL-2, que também pode ter o
outro grupamento benzoila (anel A) derivado do piperonal, foi proposto no sentido de
verificar se o grupamento metilenodioxi seria capaz de conferir a molécula orientagdo na
CIL préxima a observada para os compostos com os substituinte nas posicoes 3, 5 do anel
A, apesar do metilenodioxi ocupar as posicdes 3, 4. Para RURAL-3 a proposta foi de
adicionar a um dos substituintes do anel A, posicdo 3 ou 5, um grupo que pudesse
estabelecer interagdes com outros residuos, no caso com Thr330.

9 O”\
010
<o N7 o
N ~
o ~ 02 ~H (3;
0 0
RURAL-] RURAL-2 RURAL-3

Figura 37. Estruturas das novas DBHs propostas, com promissor potencial inseticida,

mimetizando a agdo de 20E

Para andlise estrutural e das diferencas energéticas para a interacdo de novas DBHSs
utilizando o modelo de EcR do lepidéptero, realizamos 0s mesmos procedimentos
desenvolvidos no item 4.5.

A tabela 16 traz a descricdo das entalpias de interacdo e de conformagdo dos
complexos calculados com o0 método semi-empirico PM3, para as duas orientacdes dos
ligantes (novas DBHs) na CIL. Na tabela 17 foram destacadas as ligagbes hidrogénio entre
os ligantes e os residuos dos aminoacidos da CIL para as orientagdes | e Il.
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Tabela 16. Entalpias de interacdo calculadas pelo método semi-empirico PM3 para os
complexos entre os ligantes (L) e o modelo da cavidade de interacdo com o ligante (CIL)
para M. sexta.

AHy AIT™ AL
Orientagdo  Ligante® CILsL. CIL*® L*¢ L
RURAL-1 283,15 -155,79 -82.62 91,38 4494
1 RURAL-2 -30891 -156,09 -113,16 -116,25 -39.6

RURAL-3  -303,41 -156,84 -94,77  -103,47 -51.8

RURAL-1  -25296 -13643  -82,92 -91,38 -33.59
11 RURAL-2 274,70 -134,63 -108,80 -116,25 -31,27

RURAL-3 271,15 -131,04 96,06 -103,47 -44,05

Os complexos formados por RURAL-1 e RURAL-3 apresentaram valores de AHIfnt
(entalpia de interacdo), apesar de RURAL-2 possuir um maior nimero de pontos adicionais
de interagdo. Analisando as interacBes formadas nos complexos com as novas DBHs para a
orientacdo |, foi possivel confirmar que a substituicdo 3, 5 no anel B é de grande
importéncia, pois ao comparar o complexo formado por RURAL-2 com os demais
complexos, verificou-se que o grupo t-butil foi parcialmente deslocado na CIL, perdendo as
interacbes com os grupamentos hidrofébicos desta. Este deslocamento é justificado pela
possibilidade do ligante estabelecer interagbes do tipo ligacdo hidrogénio entre o 010 do
grupamento metilenodioxi com Arg371 (Tabela 17 e Fig.39).

As entalpias de interacdo sdo mais negativas quando a orientacdo | é adotada pelas
novas DBHs, para a interacdo com a cavidade do receptor. Por outro lado, os valores da
entalpia de conformagdo sdo menos positivos para a orientacdo 1. Estes dados estdo de
acordo com os observados anteriormente e confirmam o fato da orientagdo 1 permitir o
maior nimero de interagdes intermoleculares favoraveis e menores custos conformacionais.

RURAL-1 e RURAL-3 apresentaram valores de entalpia de interacdo com msECR-
CIL bastante proximos a RH-2485, destacando-se RURAL-3, que apresenta valores mais
Favoraveis para AH™ e AHCOM (Tabela 16), sugerindo que estas estruturas sio potenciais
novos bioligantes do msEcR,), apesar da interacdo prevista entre a carbonila do
grupamento cetona na posicdo 3 do anel A e a hidroxila de Thr330 ndo ter sido observada.
As interacBes do tipo ligagdo hidrogénio envolvidas nos complexos com as novas DBHs
foram também equivalentes as observadas com RH-2485, variando muito pouco as
distancias das ligacOes hidrogénio entre os ligantes e os residuos dos aminoédcidos (Tabela
17 e Figs. 38, 39, 40 e 41).
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Tabela 17. Distancias das liga¢des hidrogénio entre os grupos dos agonistas sintéticos e os

aminoacidos dos modelos de EcR-CIL de M. sexta para os calculos com PM3.

ORIENTACAO |
Ligante XH Y Distancia XH
RURAL-1 NHI (Arg367) 07 1,79
NH2 (Arg370) 08 (metilenodioxi) 2,67
HNe (Arg371) 06 2,38
NH2 (Arg371) 06 2,67
RURAL-2 NHT1 (Arg367) 07 1,77
NH2 (Arg370) 08 2,89
NH2 (Arg371) 06 2,45
HNe (Arg371) 010 (metilenodioxi) 3,24
RURAL-3 NHI (Arg367) 07 1,81
NH2 (Arg370) 08 2,74
NH2 (Arg371) 06 2,70
HNe (Arg371) 06 2,49
ORIENTACAO 11
Ligante XH Y Distancia XH
RURAL-1 OH (Thr330) H(N2) 2,70
OH (Thr330) 07 1,82
HNe (Arg371) 06 2,86
RURAL-2 OH (Thr330) H(N2) 2,74
OH (Thr330) 07 3,13
HNe (Arg371) 06 2,54
NH1 (Arg367) 010 2,99
RURAL-3 OH (Thr330) H(N2) 2,74
OH (Thr330) o7 1,82
HN2 (Arg371) 09 1,79
NHe (Arg371) 06 2,95
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Figura 38. Modelo da msEcR-CIL com RURAL-1 (em azul) para orientagdo , otimizado
com o método PM3. Em destaque, algumas das principais ligagdes hidrogénio do

complexo.
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Figura 39. Modelo da msEcR-CIL com RURAL-1 (em azul) para onientagio II, otimizado
com o método PM3. Em destaque, algumas das principais ligagdes hidrogénio do
complexo. Cédigo de cores dos atomos: verde = C, vermelho = O, azul escuro = N, amarelo

=S e branco =H.
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Figura 40. Modelo da msEcR-CIL com RURAL-2 (em azul) para orientagio I, otimizado
com o método PM3. Em destaque, algumas das principais ligagdes hidrogénio do
complexo. Codigo de cores dos atomos: verde = C, vermelho = O, azul escuro = N,

amarelo = S e branco = H.
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Figura 41. Modelo da msEcR-CIL com RURAL-3 (em azul) para orienta¢do I, otimizado
com o método PM3. Em destaque, algumas das principais ligagdes hidrogénio do
complexo. Codigo de cores dos atomos: verde = C, vermelho = O, azul escuro = N,

amarelo = S e branco = H.
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5. CONCLUSOES

A comparagdo entre agonistas natural e sintéticos, através da sobreposicdo das
estruturas otimizadas, utilizando a modelagem molecular, revelou que partes significativas
das estruturas ndo apresentaram correspondéncia, sugerindo limitacbes nos estudos
baseados exclusivamente na estrutura dos ligantes.

O uso de caculos semi-empirico, em modelos de homologia de EcCR-CILs de M.
sexta e D. Melanogaster, mostrou-se bastante adequado, em termos das informacbes e
velocidade de célculo, ao estudo da interacdo dos bioligantes com o receptor.

Os valores de entalpias, avaliados pelo método semi-empirico para a interacdo dos
agonistas natural e sintéticos revelaram-se favoraveis em ambos o0s receptores.

O agonista natural (20E) pode ser acomodado na cavidade do receptor com duas
orientacdes, mas energeticamente mais favoravel quando o complexo é formado com o
anel-A do ecdister6ide préximo a cavidade de entrada do receptor. No caso dos agonitas
sintéticos, duas orientacdes também foram encontradas, mas energeticamente mais
favoravel quando o complexo é formado com o anel-B das dibenzoilidrazinas préximo a
cavidade de entrada do receptor.

Andlises de caracteristicas estruturais dos complexos com RH-2485 e RH-5849
sugerem que o anel 3,5-dimetil substituido € essencial para a seletividade contra
lepidopteros, porque, no receptor do diptero (D. Melanogaster), estes substituintes
promovem interacbes estéticas com a cadeia lateral dos aminodcidos ndo comuns com O
receptor de lepidoptero (M. sexta). Esta interacdo estérica obriga, aparentemente, 0 agonista
a adotar uma posicdo na CIL, onde ele interage com o receptor através de forcas
intermoleculares mais tracas do que aquelas que podem ser estabelecidas no receptor de
lepidoptero.

A correlagdo entre a entalpia de interacdo calculada dos complexos formados pela
CIL do msEcR com os ligantes (DBHSs) e os respectivos valores de pLDsy [SMAGGHE et
al., 1999] foi bastante significativa. Sendo assim, podemos considerar que 0 modelo
representa de forma satisfatéria os dados empiricos.

Nos resultados de entalpia de interagdo dos complexos estudados nenhum
substituinte em qualquer posicdo do anel B pareceu reamente interferir na atividade das
DBHs. Destaca-se apenas a DBH com flUor na posicdo meta, que é a mais ativa da série. O
fldor em meta realiza ligacdo hidrogénio com Arg367. O mesmo ndo é observado para a
posicdo orto, sustentando a sugestdo de que, no presente modelo, a posicdo 3 do anel B, age
como um ponto de interacdo adicional entre o ligante e receptor.

Como observado no modelo de EcR-DIL de C. tetans proposto por Wurtz e
colaboradores, nenhuma parte em 20E mostrou-se "corresponder” ao grupo t-buril das
DBHs que estd localizado na mesma cavidade hidrofébica [WURTZ et al., 2000]. No
entanto, este grupamento apresenta importante papel para as conformagdes adotadas pelas
dibenzoilidrazinas, que vé&o implicar nas propriedades dindmicas e estruturais para o
agonistas ndo esteroidais de 20E.

Novos ligantes propostos (RURAL-1 e RURAL-3) apresentaram valores de entalpia
de interagdo com msECR-CIL bastante proximos a RH-2485 e superiores a RH-5992,
destacando-se RURAL-3, que apresentou valores mais favoraveis para AHIM e AHCON A
interacbes do tipo ligagdo hidrogénio envolvidas nos complexos com as novas DBHs foram
também equivalentes as observadas com RH-2485, variando muito pouco as disténcias das
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ligagdes. O valor menos favoravel da entalpia de interagdo para RURAL-2 deve-se,
provavelmente, & auséncia das metilas na posi¢do 3, 5 do anel B.
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