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Resumo: Neste trabalho foram utilizadas técnicas de docagem molecular (molecular docking) para
simular, in silico, a interacdo entre inibidores alternativos e a glicogénio sintase quinase 3 beta (GSK-
3pB), enzima associada ao transtorno bipolar do humor. Os resultados permitiram a analise da energia
desprendida no processo de inibi¢do entre a enzima e os inibidores, além do estudo das principais
interacOes realizadas nos complexos receptor-ligante formados.

Palavras-chave: docagem molecular; transtorno bipolar; farmacos; GSK-38.

Abstract: In this work, molecular docking techniques were used to simulate, in silico, the interaction
between alternative inhibitors and glycogen synthase kinase 3 beta (GSK-3p), an enzyme associated to
mood bipolar disorder. The results allowed the analysis of the energy released in the process of inhibition
between the enzyme and the inhibitors, in addition to the study the main interactions carried out on the
receptor-ligand complexes formed.

Keywords: molecular docking; bipolar disorder; drugs; GSK-38.



1 INTRODUCAO

O transtorno bipolar do humor
(TBH) é wuma condigdo cronica
caracterizada por episodios alternados de
humor que abrangem principalmente
episddios de mania e depressao maior, e
que podem causar um grande nimero de
consequéncias  psicossociais  como
problemas nos relacionamentos
interpessoais e envolvimento em
situacBes de risco, incluindo suicidio,
homicidio e acidentes (DEL PORTO e
VERSIANI, 2005).

Dentre 0S principais
medicamentos utilizados para o controle
dessa enfermidade, estdo 0S

medicamentos & base de litio, como o
carbonato de litio, que foi o primeiro
estabilizador de humor utilizado no
TBH, tendo sua comercializacéo iniciada
a partir da década de 70 e tornando-se o
medicamento de escolha utilizado no
tratamento do transtorno (ROSA et al,
2006).

Entre as principais funcdes do
litio, destacam-se suas propriedades
antisuicidas e o fato de impedir que um
paciente eutimico entre em novos
episddios afetivos (NEWMAN et al,
2006). Apesar da sua eficiéncia, a
dificuldade de adesdo terapéutica ao litio
chega a ser um problema no tratamento
do transtorno, apresentando taxas de até
50% de ndo adesdo, devido
principalmente a fatores
sociodemograficos, e a  fatores
relacionados a postura perante a
enfermidade. (CASTRO-COSTA e
SILVA, 2011)

Além da adeséo ao litio, existem
preocupacdes relacionadas com a
propria prescricdo do medicamento, tais
como o fato de o litio ter uma janela
terapéutica estreita, a exigéncia de
coletas frequentes para verificacdo dos
niveis séricos, a toxicidade renal causada
pelas medicacbes com base em litio —
particularmente com o uso a longo prazo,
que incluem prejuizos a funcdo tabular e
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doenga renal cronica progressiva — e
diabetes insipidus nefrogénico, distarbio
no qual os rins ndo conseguem reter a
agua filtrada adequadamente, e acomete
até 40% dos pacientes nas primeiras
semanas do tratamento. (OLIVEIRA et
al, 2010; APHRAMIAN, 2013).

Figura 1 - Microcistos nas regides
cortical e medular de ambos rins de um
paciente de 68 anos, mostrados em
ressonancia  magnética (TIMMER,
1999).

Uma possivel razdo para tais efeitos
encontra-se na capacidade do litio em
substituir o s6dio ou 0 potassio em
proteinas de transporte, proporcionando
um caminho para a entrada de litio nas
células e o consequente um actmulo
intracelular, j& que as vias para o
transporte de litio para fora das células
sdo mais limitadas (TIMMER, 1999).
Atualmente, sabe-se que a
resposta ao tratamento do transtorno
bipolar com sais de litio é influenciada
pela inibicdo da isoenzima glicogénio
sintase kinase 3B (GSK-3B) promovida
por este cation, e apesar de sua eficiéncia
terapéutica, €  necessario  uma
concentracdo relativamente alta de litio
para inibicdo da GSK-3fB, ja que seu
IC50 (concentracdo necessaria para
inibir cinquenta por cento da populacéo
enzimatica) esta na faixa entre 1 a 2
milimolar, sugerindo uma concentragéo
elevada desse cation para inibicdo da
isoenzima (KLEIN e MELTON, 1996;
ELDAR-FINKELMAN, 2002).



Com base no que foi explicitado
acima, neste trabalho foram empregadas
técnicas de docagem molecular (do
inglés: molecular docking) para se ter
uma nocdo mais precisa dos tipos de
interacdo receptor-ligante entre a enzima
GSK-3p e diferentes tipos de inibidores
emergentes, assim como a tendéncia
desses compostos quimicos em inibir a
GSK-3p, possibilitando o planejamento

2 MATERIAS E METODOS

A docagem molecular, técnica
utilizada neste trabalho, € um método in
silico no qual prediz a orientagcdo de uma
molécula em relacdo a uma segunda,
quando ligadas uma a outra para formar
um complexo receptor-ligante estavel
(MUKESH; RAKESH, 2011).

A Figura 2 representa de forma
simplificada o processo de docagem
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de farmacos mais promissores para o
tratamento do TBH.

molecular, onde a figura maior, de cor
azul-claro, representa um receptor e as
figuras menores sdo os ligantes que nele
se complexam. No final da docagem,
tem-se 0s complexos receptor-ligante
formados e a energia desprendida no
processo.
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Figura 2 - Representacdo simplificada da docagem molecular (PIETRALONGA et al,

2015).

Atualmente, muitos grupos de
compostos quimicos de origens diversas
emergiram como potenciais inibidores
da GSK-3B. Neste trabalho foram
utilizados, para docagem molecular com
a GSK-3f, inibidores ja testados em
sistemas biologicos. Abaixo estdo o

conjunto de moléculas utilizadas, que
diferem quanto a sua origem (grupo A:
isoladas de organismos marinhos e grupo
B: sintéticas) (ELDAR-FINKELMAN e
MARTINEZ, 2011).
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Figura 3 - Conjunto de moléculas utilizadas neste trabalho (Adaptado de ELDAR-

FINKELMAN e MARTINEZ, 2011).

Para o preparo da docagem, tais
moléculas foram primeiramente
desenhadas e analisadas em pH
bioldgico (7,4), utilizando o software
MARVIN, a fim de se conhecer os
estados de protonacdo das mesmas. Apos
a determinagdo dos estados de
protonacdo, as moléculas foram
redesenhadas, com seus devidos estados
de protonacéo, e otimizadas (coloca-las
geometricamente  estaveis, com 0s
valores dos comprimentos das ligaces e
os angulos entre os atomos proximos dos

valores experimentais) utilizando o
GHEMICAL, que é um programa
gratuito e facil de utilizar (HASSINEN e
PERAKYLA, 2001).

As moléculas entdo foram
otimizadas semi-empiricamente usando
0 método PM7, com o programa
MOPAC e suas cargas foram
adicionadas pelo software CHIMERA,
utilizando o método AM1-BCC
(STEWART, 2007).

Ap0s essas etapas, as moléculas
foram salvas em formato .mol2, que



contém informacbes  sobre  as
coordenadas de cada atomo, além dos
valores das cargas atomicas,
informacdes Uteis para o calculo de
docagem molecular (PIETRALONGA et
al, 2015).

A estrutura cristalografica da
GSK-3p, de cédigo 1gng, utilizado para

GED .

lIESCIeNCIA

a docagem foi descarregado, em formado
PDB, da database www.rcsb.org, onde
foi obtido através de cristalografia e
difracio de raio x (ELDAR-
FINKELMAN e MARTINEZ, 2011).

Como a GSK-3B ¢ um dimero,
constituido por duas grandes regiGes
idénticas, foi selecionada apenas uma
cadeia para simulacdo devido a simetria
entre elas. Os ligantes testados nesse
trabalho sdo competitivos com o sitio
ativo no qual a enzima se complexa com
0 ATP. Essa regido compreende o0s
aminoacidos Phe67, Lys85, Glu97,

Argl4l, GIn185, Asp200 e Arg220.
Porém, nesse trabalho optou-se em
definir uma regido no espaco (grid) que
abrangesse todo mondémero selecionado,
devido a possibilidade de complexacao
dos ligantes em um outro possivel sitio
ativo da GSK-3p (ELDAR-
FINKELMAN e MARTINEZ, 2011).
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Figura 5 - Aminoéacidos de interacdo entre a GSK-3p e os inibidores em estudo -
Phe67 (Vermelho), Lys85 (Ciano), Glu97 (Magenta), Argl41 (Verde), GIn185 (Laranja),

Asp200 (Azul) e Arg220 (Amarelo).

ApoOs o preparo das moléculas
(ligantes) e da enzima (receptor), é entéo
realizado a docagem molecular. A
abordagem mais comumente utilizada na
docagem, e também a utilizada neste
trabalho, é a flexible-ligand docking,
onde os ligantes séo flexiveis enquanto o
receptor é rigido (DHANIK e
KAVRAKI, 2012).

Em relacéo a energia de docagem
(Edocking), que prediz informacGes
sobre a afinidade de ligagdo, quanto
menor, melhor serd& a docagem
molecular, sendo tal energia definida
pela equacéo:

Edocking = Einter T Eintra (1)

Onde o primeiro termo dessa equagdo
(Einter) se refere a energia de interagao
entre o receptor e o ligante, e ¢ baseada
nas interagoes de van Der Waals ¢
interagdes eletrostaticas, e o segundo
termo da equagdo (Einra) se relaciona

principalmente com os graus de
liberdade do ligante (PIETRALONGA et
al, 2015).

No final da docagem molecular tem-se o
complexo receptor-ligante  formado,
assim como as principais interagdes
entre o ligante e o receptor e a energia de
docking envolvida no processo, que se
correlaciona com a constante de inibigao,
a partir da seguinte dedugao:

O equilibrio do complexo receptor-
ligante pode ser expressado como:

E+I<El (1)

Onde E (enzima) se refere ao receptor e |
(inibidor) ao ligante. A expressdo para a
constante de associacao (Ka) do ligante
ao receptor ¢ dada por:

_
Ka = g ®)

A constante de dissociagdo (Kd) ¢



definida como o inverso de Ka, medindo
a propensao do ligante em se dissociar do
receptor, assim como a constante de
inibi¢do (Ki):
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InKi = 6(9)

E ao aplicar a exponencial em ambos
lados, tem-se:

_[En _ 1 _ 1
Ka = = ka = ) Ki = o binding,
Entéo:
= Wl gy Equacido 10 - Relagdo de Ki com a
[ET] energia livre de ligacao.
. 1
Ki =20 Quanto menor Ki (ou Kd), maior

Ao aplicar o logaritmo neperiano,
InKa = —InKi(6)
E da termodinamica, tem-se que:
AG = —RT x InKa(7)
AG = RT x InKi(8)
Como a constante de associacdo e a
constante de inibigdo ocorrem em
sentidos opostos, remove-se o sinal
negativo, assim:
3 RESULTADOS E DISCUSSAO
ApOs a etapa de atracamento
molecular, a constante de inibi¢cdo dos
complexos receptor-ligante foi

determinada através da energia de
docking utilizando a equagdo (1), a

a afinidade de ligagdo e menor a
concentragdo do fAirmaco necessaria para
inibir a atividade da enzima. A partir dai,
a energia livre de ligacdo, que se
correlaciona com a constante de inibigao,
através da equacgdo 1, foi determinada
neste trabalho, além do estudo das
principais interagdes, que também foram
determinadas e visualizadas, em nivel
molecular.

tabela abaixo resume os valores de Ki
para cada ligante, assim como a energia
de ligacéo e o ICso dos mesmos, que
expressa a metade da concentracao
inibitéria maxima.

Tabela 1 - Energia de ligagao, constante de inibi¢ao e ICso dos ligantes.

Ligante Energia de ligacao (kcal/mol) | KI (uM) ICs0 ( pM)
Meridianine-A (a) -6,3 36,2 -
Debrohymendialsine(b) -7.9 2,7 -
SB415286 (c) -7.2 8,4 -
Alsterpaullone(d) -8,3 1,4 4x1073-0,08
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Kenpaullone (e) -8,3 1,4 4x1073-0,08
Cazpaullone (f) -8,2 1,7 4x1073-0,08
CHIR98014 (g) -1,7 3,7 6x107° —7x1073
CHIR98023 (h) N 3,7 6x107°—7x1073
CHIR99021 (i) -7,3 7,1 6x107° —7x1073
TWSI119 (j) -8,0 2,3 6x107°—7x1073
6-BIO (1) -8,2 1,7 1,5
SB216763 (m) -8,6 0,9 0,34
Hymedialsine (0) -6,3 36.2 0,01
AR A014418 (p) -6,9 13,7 0,14

Fonte: Adaptado de ELDAR-FINKELMAN ¢ MARTINEZ, 2011.

A constante de inibicdo (Ki),
assim como a energia de docagem, prediz
informagdes sobre a establidade do
complexo receptor-ligante formado,
quanto menor Ki, maior a estabilidade do
complexo e consequentemente, maior a
eficicia do ligante em inibir o receptor. A
tabela 1 mostra que os trés ligantes que
apresentaram menor energia de docagem
e Ki foram as moléculas Alsterpaullone,
Kenpaullone e SB216763. Na tabela 1
também ¢ mostrado que o ICso dos

ligantes em questdo, sdo inferiores ao do
litio. No gréfico de barras, Grafico 1, sdo
analisadas e comparadas, de forma mais
ampla, as energias de docagem molecular
de todos os ligantes na GSK-3B. Este
resultado mostra que, quanto menor a
energia de docagem molecular, mais
forte e o processo de inibi¢cdo da enzima,
ou seja, os ligantes que apresentaram
energia entre -8 kcal/mol e -9 kcal/mol,
foram os melhores.
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Gréfico 1 - Gréafico de barras da energia de ligacdo dos ligantes

Para uma maior andlise das modelo cristalografico da GSK-3B e
interacOes realizadas entre a enzima e 0s todas as interagdes realizadas entre os
ligantes no processo de docagem ligantes:

molecular, a tabela abaixo traz a
sequéncia de aminoacidos (A.A) do

Tabela 2 - Mapeamento da Interagdo dos ligantes com os aminoacidos da GSK-3p.

Ligante

@ ® © @@E®OME M O @G O m @ (0 (p)
I X X X X X X X X X X X
Gly63 X
Phe67 X X X X X X X X X X
Wzl X X X X X X X X X X X X X
Ala83 D¢ X X X X X
IS X X X X X X X X X X X
Glu97 X
Vall10 X X

X X X X X X X X X

X X X X X X X X*

X X X X X X X X X
Vall35 X* X* X X* X X*
Prol36 X X X* X
Thr138 X X X
Tyr140 X
Argl4l X X
Alal70 X X

His173 X X




Ser174
Glyl76
GIn185
Asnl86
Leul88

Cys199

Asp200
Leu207
Val208
Arg209
Tyr234
Thr235
Ser236
NSVAY
Asp239
Val240
Pro325
Thr326
Thr330
Pro331
Leu332
Ser369

X X X X*

REVISTA I
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X X X X

oA K K K
TR A A A

X* X*

X* X*
X X

Fonte: O proprio autor

Na tabela 2, os ligantes estdo
representados por letras do alfabeto, da
letra 'a' a '0o' de acordo com a tabela 1.
Ainda natabela 2, 0 X' com um asterisco
representa uma interacdo eletrostatica
entre o aminoacido e o ligante, e 0s

demais representam interacbes mais
fracas, de van Der Waals. O gréafico 2
mostra a frequéncia em que um
determinado aminoacido da GSK-3p
interage com algum dos ligante.
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Gréfico 2 - Frequéncia de interagdo dos ligantes com os aminoacidos da GSK-3p.

Os demais ligantes realizam pelo
menos uma interacdo com algum
aminoacido da GSK-3B. Alguns dos
aminoacidos mostram-se mais propensos
a interagirem com os ligantes como
mostra o grafico de frequéncia abaixo:

O ligante AR AO014418 (o),
apesar de ndo apresentar um valor de
energia de docagem tdo satisfatorio tanto
quanto outros ligantes, realiza duas
interacbes  eletrostaticas entre oS
aminoacidos Leu332 e Ser336 da

enzima. Essas interagcdes sao interagdes
mais fortes (estaveis) que as interacbes
de apolares (interacbes de van Der
Waals).

O ligante de melhor desempenho,
SB216763 (m), também realiza duas
interacBes  eletrostaticas, com 0s
aminoacidos Asp133 e Vall35, além de
dez interacOes de van Der Waals, como
mostra a Figura 6:
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Figura 6 - Representacao do ligante SB216763 e os aminoacidos em gque 0 mesmo

interage.

Assim como na tabela 2, os
aminoacidos de interacdo da enzima
estdo sequenciados no Grafico 2. Os
picos do grafico mostram a frequéncia de
interacdo entre determinado aminoécido
e 0s demais ligantes. Os cinco maiores
picos, sd0  respetivamente,  0S
aminoacidos (lle62), (Phe67), (Val70),
(Lys85) e (Asp200). Destes aminoacidos
mencionados, trés deles fazem parte do
grupo dos sete aminoacidos (Phe67,
Lys85, Glu97, Argl4l, GIn185, Asp200
e Arg220) que compde a regido da GSK-
38 que interagem com os ligantes
competitivos com ATP, segundo a
literatura.

Dos ligantes testados na
simulagdo computacional, sete deles
realizaram uma interacdo eletrostatica

com a enzima, e dois deles (SB216763 e
SB415286), duas interacfes. Os
aminoacidos que mais aparecem nessas
interacdes sdo Asp200, Leu85, Aspl33,
Vall35. De todos os ligantes, os que
apresentaram melhor energia de ligacao
em relacéo a GSK-3p, e
consequentemente menor valor de Ki
foram SB216763, com Ki e energia de
ligacdo respectivamente 0,9 e -8,6
kcal/mol, e os ligantes Alsterpaullone e
Kenpaullone, ambos com Ki igual a 1,4
e energia de ligacdo igual a -8,3
kcal/mol.



4 CONCLUSOES

Através da docagem molecular, foi
possivel analisar quais dos ligantes em
estudos apresentou uma melhor afinidade
pelo receptor, mostrando quais deles
apresenta uma maior eficiéncia em inibir in
silico a GSK-3B, além do estudo das
principais  interacbes realizadas no
complexo receptor-ligante formado. Apesar
de o sitio catalitico descrito na literatura ndo
incidir perfeitamente com a simulagéo,
pode-se dizer que os ligantes em estudo

CONSIDERAGCOES FINAIS (apenas
guando houver)

As andlises de energia de docking e
de interacdo receptor-ligantes efetuadas
podem, com o refinamento da pesquisa,
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