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RESUMO GERAL

A modelagem molecular (MM) ¢é indispensavel no desenvolvimento de farmacos mais
eficientes, potentes e seguros. Nesta linha, para a realizacdo deste trabalho, foram
aplicados métodos de mecénica molecular e mecéanica quantica, a fim de interpretar o
mecanismo molecular envolvido na interacdo farmaco-receptor, responsavel pela
atividade bioldgica especifica. Como alvo terapéutico, foi escolhida a serina/treonina
fosfatase 5 (PP5) estando esta diretamente relacionada ao quadro patolégico do cancer.
Esta doenca, apesar de todos os avancos cientificos e tecnoldgicos, ainda est associada
a possibilidade de sofrimento fisico, emocional e exige de suas vitimas um tratamento
bem agressivo. Diante dessas circunstancias, torna-se necessario investigar o
mecanismo de inibicdo da PP5. Uma vez que esta enzima afeta diversas fungdes
celulares, tais como a proliferagdo, migracdo, diferenciacdo e reparacdo de danos no
DNA. Sendo assim, a PP5 pode ser considerada um alvo terapéutico inovador,
desafiador e promissor para o tratamento do cancer. Portanto, 0 emprego da MM sera
importante para avaliar as interaces que sdo mais favoraveis para a atividade inibitoria
da PP5, que auxiliem na proposta de novos compostos bioativos. Desse modo, 0s
métodos computacionais utilizados neste trabalho foram: simulacdo de dindmica
molecular classica, métodos QM/MM e célculos AIM. Os resultados mostraram que 0s
residuos de Arg275, Asn303, His304, His352, Arg400, His427, Val429, Tyr452 e
Phe446 contribuiram favoravelmente para uma boa acomodacéo do inibidor Cantaridina
e seus derivados no sitio da PP5, e a potencialidade dos compostos esta relacionada com
a coordenacéo que eles realizam com os metais Mg?*. Esses resultados trouxeram uma
melhor compreensdo de como ocorre 0 mecanismo de inibicdo na PP5, permitindo
potencialmente o planejamento de farmacos para o tratamento do cancer.

Palavras-chave: Modelagem Molecular. PP5. cancer. Cantaridina e seus derivados.
dinamica molecular classica. QM/MM. AIM



GENERAL ABSTRACT

Molecular modeling is indispensable in the development of more efficient, potent and
safe drugs. In this line, for the accomplishment of this work, diverse methods of
molecular mechanics and quantum mechanics were applied, in order to interpret the
molecular mechanism involved in the drug-receptor interaction, responsible for the
biological activity. As therapeutic target, PP5 was chosen, being this directly related to
the pathological frame of cancer. This disease, despite all scientific and technological
advances, is still associated with the possibility of physical and emotional suffering, and
requires of its victims a very aggressive treatment. In view of these circumstances, it is
necessary to investigate the mechanism of inhibition of PP5. Since this enzyme affects
several cellular functions, such as proliferation, migration, differentiation and repair of
DNA damage. Thus, PP5 can be considered an innovative, challenging and promising
therapeutic target for the treatment of cancer. Therefore, the use of MM will be
important to evaluate the interactions that are more favorable for the inhibitory activity
of PP5, which help in the proposal of new bioactive compounds. Thus, the
computational methods used in this work were: classical molecular dynamics
simulation, QM / MM methods and AIM calculations. The results showed that Arg275,
Asn303, His304, His352, Arg400, His427, Val429, Tyr4d52 and Phe446 contributed
favorably to a good accommodation of the Cantharidin-like inhibitors at the PP5 site,
and the potentiality of the compounds is related to the coordination that they perform
with the Mg®* metals. These results have brought an understanding of how the inhibition
mechanism in PP5 takes place, potentially allowing the planning of drugs for the
treatment of cancer.

Keywords: Molecular Modeling. PP5. cancer. Cantharidin-like inhibitors. Classical
molecular dynamics. QM / MM. AIM.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

A modelagem molecular (MM), por meio de simulagdes computacionais, € uma
poderosa ferramenta indispensavel no planejamento racional e na descoberta de novos
compostos bioativos. Esta abordagem permite a obtencdo de informacoes a respeito das
propriedades especificas de uma molécula, as quais podem influenciar em sua interacao
com o receptor. Além disto, possibilita a comparacdo estrutural entre diferentes
compostos, a fim de encontrar um indice de similaridade que pode estar correlacionado
com suas atividades farmacoldgicas. Outra caracteristica relevante da MM ¢é facilitar a
compreensdo, em nivel atbmico, a respeito dos principais requisitos que permitem uma
interacdo adequada do composto bioativo no seu sitio receptor (GUIDO;
ANDRICOPULO; OLIVA, 2010; SCOTTI et al., 2007).

Nesta perspectiva, 0 presente trabalho tem como foco abordar métodos de
modelagem de estruturas moleculares, que sdo fundamentais para a compreensao de
fendmenos quimicos presentes na interacdo de complexos ligante/receptor e no
desenvolvimento de varios modelos para o planejamento de compostos bioativos. Para
isto, a enzima serina/treonina fosfatase 5 (PP5-Mg®") foi selecionada como agente
terapéutico, pois configura-se como novo alvo para o tratamento de diversos tipos de
canceres, que atingem grande parte da populacdo mundial (LIU; CHEN; ZHANG,
2015; ONU_BR, 2018).

A enzima PP5-Mg®* é um membro da familia de genes de PPP fosfatases que
catalisa reacOes de desfosforilacdo. Estas reacGes atuam como mecanismo regulador nas
vias de transducdo de sinal que controlam diversos processos bioldgicos, como
quimiotaxia, diferenciagdo e crescimento celular (LIU; CHEN; ZHANG, 2015;
OBEROI et al., 2016).

Em particular, a PP5 esta envolvida na regulacdo de receptores que estdo
diretamente relacionados com a modulagéo da atividade do receptor de glicocorticoides,
crescimento celular e, mediada pela quinase ATM, na resposta a danos no DNA (LIU;
CHEN; ZHANG, 2015; OBEROI et al., 2016). Assim, a expressdo atipica da PP5 pode
ocasionar a proliferacdo descontrolada de células, o que leva a formacgédo de tecido
anormal, resultando no surgimento de cancer (WORLD HEALTH ORGANIZATION
(WHO), 2018). Portanto, a regulacdo desses receptores em que a PP5 interfere,
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compartilham de componentes comuns no desenvolvimento de farmacos para o
tratamento desta doenca (LI1U; CHEN; ZHANG, 2015).

Diante deste cenario, torna-se necessario investigar o mecanismo de inibicdo da
PP5. Para isso, foram escolhidos o inibidor Cantaridina e seus derivados. Pois essa
classe de toxinas, além de atuar em varios processos celulares, como danos no DNA,
parada do ciclo celular e apoptose, sdo usados na medicina chinesa para tratar canceres
humanos. Contudo, a aplicacdo clinica da Cantaridina é restrita, devido aos graves
efeitos colaterais no trato gastrointestinal, rim e uréter. Até 0 momento, existem poucos
estudos sobre a interacdo dessas toxinas e seus derivados no sitio catalitico da PP5,
logo, entender o mecanismo de reacdo entre estas biomoléculas, pode contribuir no
desenvolvimento de novos inibidores menos citotoxicos e especificos (BERTINI et al.,
2009; LIU; CHEN; ZHANG, 2015).

Assim, os métodos de modelagem molecular em sistemas biomoleculares,
aplicados nesse trabalho, podem fornecer informagGes microscopicas sobre as
interagcfes que ocorrem entre a enzima e o0s inibidores, e fornecer informagdes de
energia que controlam os processos quimicos ocorridos durante a reacdo de inibicdo da
enzima.

Portanto, este trabalho serd bastante promissor para pesquisas de novos
candidatos a antitumorais, uma vez que o cancer é uma doenca que prejudica milhares
de pessoas a cada ano, trazendo morbidade e até mesmo a mortalidade entre individuos
que possuem esta patologia (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2018).
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2 OBJETIVOS

O objetivo geral do presente estudo é obter informacgdes sobre 0 mecanismo de reacéo
envolvido no processo de inibicdo da enzima PP5, utilizando metodologias de célculos
baseados na mecanica molecular e quantica.

Os objetivos especificos podem ser sumarizados da seguinte forma:

1) Pretende-se investigar quais interacGes sdo mais favordveis para a atividade

inibitoria da PP5;

i) Estudar o mecanismo de inibi¢do de dez compostos derivados da Cantaridina

no sitio ativo da PP5;

iii)  Analisar se o carater das ligacdes quimicas formadas na geometria do estado

de transicdo sédo predominantemente iénicas ou covalentes.

Com base em todo este contexto, este trabalho estd dividido em duas partes: a
primeira estd centralizada em uma abordagem geral dos estudos ja descritos na

literatura; na segunda, uma descri¢édo dos resultados deste trabalho presente no artigo 1.
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3 REFERENCIAL TEORICO
3.1 Fosfatases de Serina/treonina

As células apresentam mecanismos distintos para modificar, reversivamente, as
funcBes de suas proteinas. Um destes € a fosforilagdo reversivel de aminoacidos, que
estd associado ao controle de uma grande variedade de processos intracelulares,
catalisado por proteinas quinases e fosfatases (Figura 1). Esse processo pode ocorrer nos
residuos de tirosina, serina, treonina, cisteina, lisina, histidina, arginina, aspartato e
glutamato. A fosforilacdo em residuos de serina e treonina é prevalente em organismos
eucaridticos e fundamental na regulacdo de uma série de funcdes bioldgicas, que
incluem a mitose, apoptose, transcrigdo e traducio (BECK-SICKINGER; MORL, 2006;
MOORHEAD et al., 2008; VIRSHUP; SHENOLIKAR, 2009).

Figura 1- Fosforilacdo e desfosforilacdo de proteinas.

ATP i
Kl (el
ADP Hzoo

Enzama -
—+0—P—0

\_ SesfThrfTyr
. _________/

L
Fonte: Do Autor (2018)

O genoma humano codifica apenas 40 serina/treonina fosfatases, um numero
bastante inferior em comparagdo aos 428 genes de serina/treonina quinases (LI1U; XU,
2011). Acredita-se que essa diferenca entre 0s genes das proteinas serina/treonina
quinases e serina/treonina fosfatases estd associada ao fato de que as quinases se
diversificaram por duplicacdo génica e imediata especiacdo, enquanto que as fosfatases
se diversificaram por meio da formacédo de diferentes complexos proteicos ao longo da
evolugdo (CEULEMANS; BOLLEN, 2004; CHEN; COHEN, 1997; HUBBARD;
COHEN, 1993).

Devido a essas circunstancias, durante décadas as proteinas fosfatases foram

tratadas como enzimas de manutencdo, cujo papel era somente de reverter a acdo das
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proteinas quinases. Em cenarios atuais, este conceito foi profundamente modificado, e
hoje, as proteinas fosfatases sdo reconhecidas como reguladores centrais de diversos
processos celulares que envolvem fosforilacdo reversivel de proteinas, com importancia
equivalente as proteinas quinases, tornando um alvo promissor e desafiador (LAJARIN-
CUESTA; ARRIBAS; DE LOS RiOS, 2016). Nesta perspectiva, daremos énfase nesse
trabalho as proteinas serina/treonina fosfatases (PSTPs).

Os diferentes tipos de PSTPs, com base na sua determinacdo da sequéncia
génica em varios organismos, puderam ser agrupados em trés familias principais: as
proteinas fosfatases dependentes de metal (PPMs), as fosfatases a base de aspartato
representadas pelo FCP / SCP e as fosfoproteinas fosfatases (PPPs) (CHEN; SHUMIN;
ZHANG, 2013).

A familia PPM compreende as proteinas fosfatases dependentes de ions
manganés / magnésio (Mn?*/Mg?*), como as PP2C e a piruvato desidrogenase fosfatase
mitocondrial. Diferente da familia da PPP, os membros da familia PPM ndo possuem
subunidades regulatorias, no entanto, possuem dominios adicionais e motivos de
sequéncia conservados que podem contribuir na determinacdo da especificidade do
substrato (SHI, 2009; ZHANG et al., 2013).

As fosfatases da familia FCP/SCP, como outros membros da superfamilia de
haloacido desidrogenases (HAD), necessitam da presenca de um fon metéalico (Mg? ™),
bem como a sequéncia DxDx(V/T) no sitio ativo para a catalise. Sua funcdo esta
relacionada com a desfosforilacdo das serinas do dominio carboxi terminal (CTD) da
RNA polimerase Il (CHEN; SHUMIN; ZHANG, 2013; COHEN, 2003; MARTINS,
2010; FAHS; LUJAN; KOHN, 2016).

As proteinas da familia PPP subdividem-se em: proteina fosfatase 1 (PP1),
PP2A, PP2B (ou calcineurina), PP4, PP5, PP6 e PP7. Estes membros da familia PPP
estdo entre as proteinas mais altamente conservadas e conhecidas, sendo definidas com
base na presenca de trés sequéncias (-GDXHG-, -GDXVDRG- e -GNHE-, sendo X
qualquer aminoacido) que estdo presentes em um dominio catalitico de 280 residuos.
Além disso, as enzimas da familia PPP formam complexos multiméricos por meio da
associacdo da subunidade catalitica com uma ou mais subunidades reguladoras, que
determinam a funcdo, localizacdo, e especificidade ao substrato da fosfatase (CHEN;
SHUMIN; ZHANG, 2013; COHEN, 2003; SHI, 2009).

Quanto a sua funcdo, as proteinas fosfatases da familia PPP catalisam uma

reacdo de fosforilagdo pela hidrdlise do grupo fosfato a partir de residuos fosforilados
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de serina e treonina. Para isso, dois fons metalicos (Mg?*, Mn®*ou Zn?*) sdo
coordenados no sitio ativo para mediar a transferéncia do fosfato sem formar um
intermediério, e um ion hidroxila se liga aos dois ions metalicos participando do ataque
nucleofilico no grupo fosfato do substrato. O mecanismo catalitico das fosfatases da
familia PPP estad representado na Figura 2 (CHEN; SHUMIN; ZHANG, 2013;
RIBEIRO et al., 2013).

Figura 2- Mecanismo catalitico da proteina fosfatase da familia PPP.

M1_',..o ..... M2 M1 _..\o.., M2
...... ®) OH'-""O'.'.:" L ) Q-
HO~y" % i HO—y" %
3 L o H HQ o
O oY o
JI~O—substrate \\ \
o 0 substrate

Fonte: ZHANG (2013)

Dentre as demais enzimas fosfatases da familia PPP, neste trabalho pretende-se
compreender melhor o0 mecanismo de acdo da PP5, visto que pode ser considerado um
modelo adequado para investigar a base estrutural da inibicdo dos membros da PPP
(BERTINI et al., 2009).

3.2 Serina/treonina fosfatase do tipo 5 (PP5)

A PP5 distingue das demais enzimas da familia PPP por apresentar as funcdes de
conhecimento catalitico, regulador e de segmentacdo subcelular em uma Unica cadeia
polipeptidica e, também, por conter trés sequéncias de repeticdes Tetratricopeptideo
(TPR) o que confere a enzima baixa atividade basal (CHINKERS, 2001; GOLDEN;
SWINGLE; HONKANEN, 2008; KANG etal., 2001; LIU; XU, 2011).

A PP5 é formada por uma Unica cadeia polipeptidica de 499 aminoéacidos, que
compreende trés regibes principais: Dominio catalitico, N-Terminal e C-terminal
(SWINGLE; HONKANEN; CISZAK, 2004).

O dominio catalitico compartilha cerca de 30 a 45% de identidade sequencial
com as subunidades cataliticas da PP1, PP2A e PP2B, e ¢ identificado pela presenca de
dois fons metalicos divalentes (Mg®" Mn®* ou Zn®"), e um total de dez residuos
cataliticos (Asp242, His244, Asp271, Asp274, Arg275, Asn303, His304, His352,
Arg400 e His427). Cada ion é coordenado por seis ligantes em uma geometria
octaédrica ligeiramente distorcida. Os residuos de Asn303, His427 e His352

coordenam um ion metélico, enquanto o Asp242, His244 e uma molécula de agua
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coordenam o outro ion metalico (CHATTOPADHYAY et al., 2016; SWINGLE;
HONKANEN; CISZAK, 2004).

O dominio N-terminal € constituido por trés repeticdes de Tetratricopeptideo
(TPR1, TPR2 e TPR3), formando trés conjuntos de alfa hélices anfipaticas
antiparalelas, que estdo envolvidas na mediacdo das interacdes proteina-proteina. E, por
fim, o subdominio C-terminal, que ajuda a manter uma conformacdo fechada,
estabilizando a posicdo do dominio N-terminal sobre o sitio catalitico. A Figura 3
representa esquematicamente os dominios estruturais da PP5 (GOLDEN; SWINGLE;
HONKANEN, 2008; HINDS; SANCHEZ, 2008; OBEROI et al., 2016; RIBEIRO et al.,
2013).

Figura 3- Uma representacdo da estrutura tridimensional completa da PP5 (c6digo do
PDB: 1WAO).

N-Terminal

TPR2 .. TIPR3

\"

®
»

f

Dominio catalitico

Legenda: Os ions metélicos do sitio ativo estdo representados por esferas cinza.
Fonte: Golden (2008)
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Os genes para a PP5 ja foram descobertos em varios organismos distintos,
incluindo mamiferos, plantas e fungos, sendo codificada por apenas um gene entre 0s
eucariotos (BROWN et al., 2000; CHEN; PETERSON; SCHREIBER, 1998; VAN
BENTEM et al., 2003). Em mamiferos, a PP5 € identificada em varios tecidos, com
niveis particularmente elevados no cérebro e nos neurénios, com localizacdo
intracelular tanto no ntcleo como no citoplasma (HINDS; SANCHEZ, 2008).

As funcbes celulares afetadas pela PP5 incluem proliferagdo, migracéo,
diferenciacéo, equilibrio de eletrdlitos, apoptose, sobrevivéncia e reparacdo de danos no
DNA. Especificamente, ela desempenha um papel importante na regulacdo da
fosforilagdo dindmica de muitos componentes de sinalizagdo, como o heterocomplexo
receptor de glicocorticoide (GR-Hsp90), complexo promotor da anafase com as
subunidades do ciclo de divisdo celular Cdc16/Cdc27, a quinase sinal de regulacdo da
apoptose 1 (ASK1), proteinas serina/treonina quinases dependentes de DNA (DNA-
PKcs), quinase mutada da ataxia-telangiectasia (ATM), quinase relacionada a ATM e
Rad 3 (ATR), subunidade A da PP2A, quinase ativada por mitégeno (MAPK), dentre
outros (GOLDEN; SWINGLE; HONKANEN, 2008; LIU; CHEN; ZHANG, 2015).

Como exemplo, tem-se o0 caso da interacdo da PP5 com o complexo receptor de
glicocorticoide (GR-Hsp90), no qual a PP5 liga-se diretamente a proteina de choque
térmico 90 (Hsp90), conhecida como a chaperona molecular que, entre outras funcdes,
regula os estagios iniciais da atividade do receptor de esterdides. A interacdo da
sequéncia TPR da PP5 com a Hsp90 resulta na ativacdo dessa enzima através da
desestabilizacdo da interacdo do dominio N-terminal com o subdominio C-terminal,
permitindo assim, 0 acesso do substrato ao sitio catalitico (KANG et al., 2001; YANG
et al., 2005). Uma vez ocorrida a desfosforilacdo, os receptores de esterdides sdo
liberados do complexo Hsp90 apos a ligacdo hormonal, e 0 complexo do receptor
hormonal entdo dimeriza, e liga-se ao DNA para modular a transcri¢cdo dos genes alvo
(CHEN; COHEN, 1997; CHER et al., 2010; RAMSEY; CHINKERS, 2002).

As pesquisas a respeito das fungdes bioldgicas da PP5 mostram que muitos dos
caminhos que a PP5 interfere, compartilham de componentes comuns para o
desenvolvimento de farmacos contra o cancer, como por exemplo, ASK-1, GR-Hsp90,
ATR, ATM, DNA-PKcs (GOLDEN; SWINGLE; HONKANEN, 2008; LIU; CHEN;
ZHANG, 2015). Portanto, estudos sobre as acdes da PP5 ndo s6 devem fornecer uma
visdo sobre o comportamento celular, mas também devem ajudar no desenvolvimento

de novas terapias anticancer.
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3.3 PP5 e cancer

O céncer é um conjunto de doencas caracterizadas pelo crescimento de células
anormais, que tem o potencial de invadir partes adjacentes do corpo e / ou espalhar-se
para outros 6rgdos, formando tumores malignos. Estes tumores podem afetar quase
qualquer parte do corpo e tém muitos subtipos anatdmicos e moleculares, sendo que
cada um exige estratégias de manejo especificas. Nesta linha, o tratamento do cancer
poder ser através de cirurgia, radioterapia, quimioterapia, ou ainda, com a combinacgao
dessas técnicas (DE ALMEIDA et al., 2005; WORLD HEALTH ORGANIZATION
(WHO), 2018).

Apesar de varios estudos sobre esta doenca, 0 cancer € a segunda principal causa
de morte em todo o mundo, e representou 8,8 milhdes de mortes em 2015. O cancer de
pulmdo, préstata, colorretal, estomacal e hepatico sdo os tipos mais comuns de cancer
nos homens, enquanto os canceres mamarios, colorretais, pulmonares e estomacais sao
0s mais comuns entre as mulheres (WORLD HEALTH ORGANIZATION (WHO),
2018).

Até 0 momento, relata-se varios estudos que implicam diretamente a enzima PP5
no desenvolvimento do cancer. O primeiro que envolve a PP5, com crescimento celular,
partiu de estudo sem leveduras, no qual o homélogo da PP5 (PPT1) foi expresso em
niveis elevados em células em proliferacio (GOLDEN; SWINGLE; HONKANEN,
2008; JEONG et al., 2003). Enquanto que estudos em ratos mostraram niveis de RNA
mensageiro (MRNA) da PP5 significativamente elevados em hepatomasasciticos
(relacionado a cancer de pancreas) altamente malignos (GOLDEN; SWINGLE;
HONKANEN, 2008; SHIRATO et al., 2000).

Outros estudos revelaram uma correlacdo positiva entre niveis elevados de PP5
e cancer de mama humano, e o gene PP5 foi associado a uma regido de amplificacdo
cromossOmica em amostras de osteossarcoma de pacientes (ATIYE et al., 2005). Além
disso, foi identificado um nivel elevado de PP5 na insuficiéncia renal celular, com
deficiéncia de VHL em linhagens celulares de carcinoma celular (ccRCC) e em tumores
de pacientes (DUSHUKYAN et al., 2017). Considerado as observagdes acima
mencionadas, ha certamente evidéncias circunstanciais sugerindo que a expressao
anormal da PP5 pode auxiliar no desenvolvimento ou na progressao de varios canceres

humanos.
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Assim, torna-se necessario compreender melhor o mecanismo de reacdo da PP5
e seus inibidores, a fim de permitir a concepcdo de novos medicamentos contra o
cancer. Uma vez que esta doenca é atualmente responsadvel por causar milhdes de
mortes. Nesta linha, os avangos na busca por novos alvos terapéuticos e novas classes

de inibidores sdo essenciais para auxiliar os métodos de remediacéo.
3.4 Inibidores da PP5

Cantaridina foi isolada pela primeira vez em 1810 por Robiquet, um quimico
francés. Esse composto é uma toxina natural oriunda dos besouros de bolhas para
preservar seus ovos de predadores, sendo considerado um forte inibidor das fosfatases, a
qual possui uma acdo bastante citotoxica. Ela ja tem sido usada, por muitos anos, na
tradicional medicina chinesa, contra lesdes cutaneas cancerosas, e também como um
afrodisiaco, abortivo, e para tratar Glceras (BERTINI et al., 2009; CHATTOPADHYAY
et al., 2016; PUERTO GALVIS; VARGAS MENDEZ; KOUZNETSOV, 2013;
YOUNG, 1984).

Cantaridina é um anidrido ciclico, so6lido inodoro e incolor nas condicdes
ambientes, sua nomenclatura de acordo com a Unido Internacional de Quimica Pura e
Aplicada (em inglés, International Union of Pure and Applied Chemistry, IUPAC), é
(3ar, 4s, 7r, 7as ) - 3a,7a-dimetilexahidro-4,7-epoxi-2-benzofuran-1,3-diona. Sua
férmula quimica é C1oH1,04 € sua estrutura esta representada na Figura 3 (BERTINI et
al., 2009; CHATTOPADHYAY et al., 2016; PUERTO GALVIS; VARGAS MENDEZ;
KOUZNETSOV, 2013; YOUNG, 1984).

O LB100 é um agente candidato derivado da Cantaridina, que ja se encontra em
testes clinicos na fase I, que se refere ao estudo de toxicidade em individuos saudaveis
(LIU; CHEN; ZHANG, 2015). Este composto é um inibidor farmacol6gico da PP2A. A
inibicdo farmacoldgica da PP2A produz atividade anti-tumoral contra muitos tipos de
canceres em humanos (Figura 3) (WElI et al., 2013).

A Cantaridina ndo € a uUnica toxina natural que apresenta inibi¢cdo contra as
proteinas fosfatases, por exemplo, o &cido ocadaico, microcisteina, caliculina A,
tautomicina e fosfotriecina estdo entre os inibidores mais investigados, as estruturas
estdo dispostas na Figura 4 (BERTINI et al., 2009; CHATTOPADHYAY et al., 2016).


https://pt.wikipedia.org/wiki/L%C3%ADngua_inglesa
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Figura 4 - Estruturas dos inibidores da PP5.
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Fonte: Do Autor (2018)

De acordo com a Figura 4, a maioria dessas toxinas possui pesos moleculares
relativamente elevados, aproximadamente de 500-1000 kDa, portanto apresentam
dificuldade de fazer coordenacdo com os ions metalicos presentes no sitio ativo da PP5,
isso é importante, pois € a forma de inibicdo desta. Em contradicdo com estas
moléculas, a Cantaridina pode ser capaz de se ligar com facilidade ao sitio com o metal,
e por este motivo, este inibidor e seus derivados foram escolhidos para dar
desenvolvimento a este projeto (BERTINI et al., 2009; CHATTOPADHYAY et al.,
2016).

Acredita-se que os inibidores andlogos da Cantaridina irdo fazer coordenagdo com o
metal mais facilmente, em relacdo as demais classes mencionadas, e possivelmente
terdo um potencial inibitorio bem significativo contra a PP5. E também, o principal
motivo de suas excelentes propriedades farmacoféricas ainda ndo estad bem esclarecido,

bem como um entendimento mais fundamental da ac&o desses compostos (ou seja, sua
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elevada atividade anti-fosfatase) de interesse para o tratamento do cancer. Dessa forma,
esse assunto representa um campo aberto para investigacao.

Neste contexto, o0 emprego de ferramentas de simulacdo computacional representa
um robusto modelo “in silicio” para o rapido desenvolvimento de novos farmacos com
novas e atrativas propriedades farmacoforicas, proporcionando assim, um completo
entendimento que possibilita racionalizar a reatividade em tempo real, bem como,
caracterizar de maneira mais adequada a estrutura destes compostos a nivel molecular.

Além disso, fornece pistas muito Uteis no desenvolvimento e descobertas de novos
farmacos, promissores para o tratamento de inUmeras doencas graves, COmo Varios tipos
de cénceres (DA CUNHA et al., 2010; MATOS et al., 2011; SANTOS-GARCIA et al.,
2016).

3.5 Métodos Computacionais empregados na area de Quimica Medicinal

A concepcéo e desenvolvimento de novos candidatos a farmacos € um processo
desafiador, demorado e caro. Presuma-se que 0 custo para trazer um farmaco ao
mercado fica em torno de $2,6 bilhGes de ddlares. Geralmente estes gastos estdo
vinculados a 75% das falhas que acontecem ao longo da descoberta do farmaco e, além
disso, 90% dos farmacos que entram em testes clinicos ndo obtém aprovacdo da pela
agéncia que regulamenta medicamentos nos Estados Unidos (em inglés, U. S. Food and
Drug Administration, FDA) (LEELANANDA, S. P.; LINDERT, S., 2016; TOLLMAN,
2001).

Nesta perspectiva, a quimica computacional é uma ferramenta eficaz e
indispensavel que pode ser usada em Vvérios projetos no desenvolvimento de novas
drogas, pois possibilita a proposta de compostos com propriedades bem definidas,
diminuindo consideravelmente a sintese experimental exploratoria de uma quantidade
enorme de substancias (MARTINS et al., 2009). Além de possuir uma ampla atuacdo
aplicada a problemas quimicos especificos, que trata desde a nanotecnologia até a
simulacdo de processos industriais, resolvendo os problemas de modo eficiente, e
encontrando uma solucdo apropriada para cada situacdo que se apresenta (SIEGBAHN;
BLOMBERG, 2000).

De um modo detalhado, a aplicacdo de metodos computacionais no estudo e no
planejamento de compostos bioativos é orientado por uma hipdtese racional sobre o

mecanismo de acdo destes compostos, que tém seus efeitos associados a interagdes ou
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reacOes quimicas com estruturas macromoleculares presentes no sistema vivo, como as
proteinas. Ou seja, para ocorrer tais interacfes ou reacfes quimicas entre a
biomacromolécula e o composto ativo, é necessario que haja complementaridade
estrutural entre ambas. E esta complementaridade é importante, pois permite o
estabelecimento de interacGes especificas (como as ligacdes de Hidrogénio, as
interacOes hidrofobicas, entre outras) que contribuem para a associagdo de ambas as
moléculas (SANT’ANNA, 2009).

E, principalmente por causa desses fatores, a modelagem molecular pode dar sua
contribuicdo para o desenvolvimento de compostos bioativos, pois atraves desse estudo,
é possivel ter uma descri¢do detalhada da estrutura, das interagdes intermoleculares e
das reacbes quimicas existentes entre o composto ativo e a biomacromolécula
(SANT’ANNA, 2009).

Em estudos de modelagem molecular, existem duas abordagens que sdo bastante
utilizadas, a abordagem classica, que abrange os métodos da mecénica molecular e a
abordagem quéntica, que abrange os métodos ab initio e semi-empiricos. Geralmente,
para escolher entre essas duas aproximacdes, é preciso saber quais propriedades se
deseja avaliar no estudo, e também a capacidade computacional disponivel para a
realizacdo dos calculos (SANT’ANNA, 2009).

3.5.1 Métodos Classicos- mecanica molecular

A mecénica molecular (MM) é fundamentada na aproximagdo de Born-
Oppenheimer (COELHO et al., 1999). Esta aproximacao descreve que 0s movimentos
dos nucleos e dos elétrons podem ser tratados separadamente, pois a velocidade do
nucleo, em relacdo aos elétrons, é muito pequena. Didaticamente pode-se dizer que na
mecanica molecular, as moléculas sdo descritas como um conjunto de ‘“atomos
conectados”, em que cada atomo ¢ considerado como uma massa pontual que ¢
conectada por molas, que sdo as ligagdes quimicas (Figura 5). O movimento de cada
atomo é determinado pelas forgcas que agem sobre ele por todos os outros &tomos (JR,
2011). Essas forcas que atuam em cada particula s@o calculadas a cada passo usando
campos de forca (SANT’ANNA, 2009).
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Figura 5 - Representacdo de uma molécula em modelagem molecular (massa pontual:

atomos e as molas: Liga¢Oes quimicas).

Fonte: NASCIMENTO (2013)

O campo de forca (Equacdo 1) € um conjunto completo dos potenciais de
interacBes entre os atomos, que incluem termos potenciais ligados (comprimentos e
angulos de ligacdo, angulos diedros) e ndo ligados (interacfes de van der Waals e de
Coulomb); um tipico campo de forca pode ser descrito pela equagdo 1 (DUBEY; OJHA,
2013; NAMBA,; DA SILVA; DA SILVA, 2008):

o= T K on e ¥ 8060+ Zvn[1+cos(nw—y)]&i[&te{[“

ligacdes angulos torgdes i=l j=1

: i 6 0;q;
] [] L} W

Onde, v(r") é a energia potencial total, que é uma funcéo das posicées (r) de N

i
f

particulas (normalmente 4&tomos). O primeiro termo modela as interacfes entre pares de
atomos ligados, modelados aqui pelo potencial harmdnico que da o aumento na energia
quando o seu comprimento ri desvia do valor de referéncia ri,o. O segundo termo é uma
soma sobre todos os angulos de valéncia (&ngulos A-B-C) na molécula, novamente
modelada usando um potencial harmonico. O terceiro termo é o potencial torcional, que
modela como a energia varia quando as liga¢bes giram. A quarta contribuicdo é o termo
ndo ligado, este € calculado entre todos os pares de atomos (i e j) que estdo em
diferentes moléculas ou na mesma molécula, mas separados por no minimo trés

ligacGes. Na figura 6, tem-se uma representacao esquematica de um campo de forca.
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Figura 6 - A) Deformacdo no comprimento de ligacdo; B) Deformacdo no angulo de

ligagdo; C) Angulo de torsio e D) Interacdes de van der Waals.

A

Fonte: NASCIMENTO (2013)

Alguns campos de forga incluem outros termos, com o intuito de se obter uma
melhor concordancia com espectros vibracionais, como por exemplo, termos que
especificam melhor o acoplamento de oscilacGes entre angulos ou comprimentos de
ligacdo. A escolha do campo de forca depende, geralmente, das propriedades que seréo
estudadas no sistema, sendo uma etapa bem importante, pois influencia diretamente na
confiabilidade dos resultados (NAMBA; DA SILVA; DA SILVA, 2008).

Os campos de forca mais utilizados, em sistemas biomoleculares, s&o:
CHARMM (BROOKS et al., 1983), GROMOS (SCOTT et al., 1999), AMBER
(WEINER; KOLLMAN, 1981), OPLS (JORGENSEN; MAXWELL; TIRADO-RIVES,
1996), entre outros. Dentre as diversas metodologias empregadas na MM, simulacdo de
dindmica molecular foi o método escolhido para este trabalho, por possibilitar a resposta

das hipoteses levantadas.
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3.5.1.1 Dinamica molecular classica

Dentre 0os métodos computacionais, a simulacdo de dindmica molecular cléssica
(DM) é um dos métodos mais versateis para o estudo de proteinas, &cidos nucléicos e
bicamadas lipidicas (FATTEBERT et al., 2015; NAMBA; DA SILVA; DA SILVA,
2008; RAMALHO et al, 2016). E uma técnica que proporciona informagoes
microscopicas sobre as forcas envolvidas na interagdo enzima-ligante como uma funcgéo
do tempo e também fornece uma compreensdo sobre o efeito do solvente na dindmica
de proteinas (JR, 2011; NAMBA,; DA SILVA; DA SILVA, 2008; RAMALHO et al.,
2016).

A metodologia de DM ¢é utilizada predominantemente para investigar a estrutura,
dindmica e termodindmica de biomacromoléculas e seus complexos. Além de fornecer
informacBes detalhadas sobre as flutuacdes e mudancas conformacionais de tais
compostos (HAILE, 1992; RAPAPORT, 2004).

Os calculos de DM se fundamentam na solugcdo numérica, gradativamente, da
equacdo de movimento de Newton (DUBEY; OJHA, 2013; NAMBA,; DA SILVA; DA
SILVA, 2008), na qual cada atomo i do sistema molecular é representado pelas

equacdes 2 e 3:

Onde Fi é a forca que atua sobre cada atomo do sistema e a; € a aceleracdo do 4&tomo i
de massa mi. O tratamento analitico tradicional somente calcula a resolucdo dessas
equacdes para sistemas com no maximo duas particulas independentes. Assim, para
sistemas maiores € necessario o uso de métodos numéricos e aproximacdes adicionais
para minimizar a complexidade das avaliagcdes de forca globais. Se a posi¢do no tempo t
¢ r (), a posigdo apds um curto intervalo de tempo At pode ser obtida seguindo a série

de Taylor (Equagdo 4), como se segue:

(t+40) = () + Sar+ o, (4)
r =T de dtz 2
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A solucdo da equacdo depende da posicao r (t), da velocidade dr / dt e da
aceleracdo d?r / dt? para cada particula. O intervalo de tempo (At) deve ser bem pequeno
para que a aceleragdo possa ser considerada como constante nesse intervalo, permitindo
assim, simular os movimentos de maior frequéncia do sistema, que muitas vezes sao as
vibrac6es das ligagdes (DURRANT; MCCAMMON, 2011; RAMALHO et al., 2016).

Geralmente, os algoritmos confiaveis utilizados em dindmica molecular para
integrar as equagdes de movimento sdo: o algoritmo de Verlet (VERLET, 1967), o
algoritmo de Beeman (SCHUMANN; SWEET, 1976) e o método leap-frog
(HOCKNEY, 1970).

Ap06s a definicdo do campo de forga, pode-se obter as velocidades, que ao sofrer
integracdo, permitem a mudanca de coordenada de cada particula. Com as novas
velocidades e coordenadas de cada atomo, obtém-se as energias potenciais e cinéticas
do sistema. Resumindo, essas equacbes (2 e 3) descritas acima sdo resolvidas
sucessivamente, em um espaco de tempo bem pequeno gerando a “trajetoria”, que nada
mais € do que o conjunto de posicGes e velocidades de cada particula ao longo do tempo
(NAMBA; DA SILVA; DA SILVA, 2008).

Para realizar um calculo de DM é necessario inicialmente identificar as posi¢oes
iniciais de cada particula do sistema, que em geral, serdo colocadas nas posi¢des de uma
rede cristalina (caixa), de modo a evitar sobreposi¢do indesejada. Assim, o sistema de
interesse serd montado dentro de uma caixa que pode assumir varias geometrias.
Posteriormente, sdo adicionadas moléculas de agua na caixa em casos de sistemas
biomoleculares, sendo aplicado o modelo de condicdes periddicas de contorno, evitando
que as particulas que estdo dentro da rede cristalina escapem pelo meio (NAMBA; DA
SILVA; DA SILVA, 2008).

Apos a preparagdo do complexo inicial, ocorrerd a minimizacao de energia, que tem por
finalidade encontrar um conjunto de coordenadas que minimizam a energia potencial do
sistema. Esse procedimento € importante, pois relaxa as distor¢des nas ligacdes
quimicas, nos angulos entre ligacGes e nos contatos de van der Waals, de modo a obter
uma energia proxima ao minimo local (NAMBA; DA SILVA; DA SILVA, 2008). Os
algoritmos de minimizagdo mais utilizados sdo: o0 método steepest descent que usa a
derivada primeira para determinar a direcdo para o0 minimo (ARFKEN, 1985; MORSE;
FESHBACH, 1953); o método dos gradientes conjugados que utiliza informacéo das

prévias derivadas primeiras para determinar uma direcdo 6tima da busca (HESTENES;
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STIEFEL, 1952); e por fim, o método de Newton-Raphson, usa tanto as derivadas
primeiras quanto as segundas da fun¢cdo (GROSSMANN, 1981).

Em seguida, o sistema é gradualmente aquecido para a temperatura de interesse,
e também ¢é ajustada a pressdo, conhecida como etapa de equilibracdo, que se da por
finalizada quando se alcanca o equilibrio termodinamico. Os termostatos usados com
frequéncia séo: termostato de Berendsen (BERENDSEN et al., 1984), os termostatos de
Nosé-Hoover (HOOVER, 1985; NOSE, 1984) e Nosé-Poincaré (HOOVER, 1985). Para
o0 controle da pressédo, 0s barostatos mais utilizados sdo os de Berendsen (BERENDSEN
et al., 1984) e Parrinello-Rahaman (PARRINELLO; RAHMAN, 1981).

Uma vez atingido a etapa de equilibracéo, pode-se entdo obter as trajetorias da
DM (NAMBA,; DA SILVA; DA SILVA, 2008). Por meio dos célculos de Dindmica
Molecular, é possivel analisar as mudancas de conformacéo sofridas pelas enzimas, e
também investigar e compreender o comportamento de uma molécula quimicamente
ativa no sitio ativo de um receptor, entre outros processos (KARPLUS; MCCAMMON,
2002).

3.5.2 Métodos Quanticos

De modo diferente do processo de mecéanica molecular, a mecanica quantica
leva em consideracdo as interacdes entre 0s seus elétrons e nucleos (CARVALHO et al.,
2003; SANT’ANNA, 2009), calculando as propriedades energéticas de uma molécula
por meio da equacdo de Schrodinger. Esta equacdo € a base dos calculos das energias de
atomos e moléculas (ALCACER, 2007). A equacdo 5 representa a equacdo de
Schradinger, independente do tempo :

[—%(% + % + %) +V(x,y, Z)] Y(x,y,z) = E¥Y(x,y,2)
Onde: ¥ representa a funcdo de onda, (X, y, z) representa o0 conjunto das trés
coordenadas de espaco, h constante de Planck e m corresponde & massa.

A equacdo 5 significa que, ao se aplicar os operadores de energias cinética e
potencial na funcdo de onda, é adquirida como resposta a prépria funcdo de onda
multiplicada pela energia total do sistema. A equacdo de Schrodinger € especialmente
importante nos célculos de quimica quantica, abrangendo diversos métodos
computacionais (HOUSE, 2003; SANT’ANNA, 2009).

(5)
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Em casos de sistemas biomoleculares, ndo € comum o emprego da mecanica
quantica sozinha, devido a presenca de milhares de atomos. Entretanto, a combinacao
das duas técnicas (mecanica molecular e mecéanica quantica) em sistemas grandes
fornecem informagdes cruciais sobre o sistema de interesse. Nessa perspectiva,
podemos citar os calculos quanto-mecénicos e mecanica molecular (QM/MM), que é

uma técnica amplamente utilizada na quimica computacional.

3.5.2.1 Associacdo de calculos quanto-mecanicos e mecanica molecular (QM/MM)

Nas ultimas décadas, os calculos quanto-mecéanicos (QM) combinados com 0s
calculos de mecanica molecular (MM) tornaram-se 0 método de escolha para reacdes
que envolvem sistemas biomoleculares, sistemas de estado sélido e processos quimicos
que ocorrem em solventes explicitos. Tais técnicas acopladas (QM e MM) representam
um método computacional que permite modelar as reacbes dentro das enzimas,
associando a poténcia e a exatiddo de um calculo quantico com a simplicidade da
mecanica molecular (RYDE, 2016; ZHENG; WALLER, 2016).

Os métodos de QM permitem a modelagem dos processos eletrdnicos
envolvidos na quebra ou na formacéo de ligacGes quimicas, na transferéncia de carga e
excitacdo de elétrons. Além disso, possui a vantagem de proporcionar informacdes
energeéticas que controlam todos os processos quimicos (RYDE, 2016; SENN; THIEL,
2009). Entretanto, os calculos de QM incluem somente sistemas de até algumas
centenas de atomos; portanto, o tamanho e a complexidade conformacional das
estruturas moleculares grandes sdo um problema para este tipo de calculo, ja que estas
biomoléculas necessitam de métodos capazes de analisar até cem mil &tomos e permitir
simulacdes ao longo de escalas de dezenas de nanosegundos (SENN; THIEL, 2009).
Uma maneira de resolver esta questdo é utilizar métodos de MM (RYDE, 2016; SENN;
THIEL, 2009; VAN DER KAMP; MULHOLLAND, 2013).

Portanto, associando as duas técnicas QM e MM, é possivel estudar
biomoléculas grandes e investigar uma pequena por¢cdo do sistema, usando céalculos
QM, e o restante do sistema por métodos de MM (RYDE, 2016). Por exemplo, em se
tratando de enzimas, a regido do sitio ativo seria analisada por célculos de QM,
utilizando um nivel ab initio, semi-empirico, ou teoria do funcional da densidade

(DFT). A regido da enzima, que néo esta diretamente envolvida na reacéo, seria tratada
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por calculos de mecanica molecular, que sdo baseados nos campos de forca
(RAMALHO et al., 2016; VAN DER KAMP; MULHOLLAND, 2013).

Uma das principais caracteristicas entre os métodos de QM/MM esta em como
sdo tratadas as interacdes existentes entre as fronteiras dos sistemas QM e MM, ou seja,
0 acoplamento das duas regides. A estratégia mais simples consiste no uso de cargas
pontuais na regido QM interagindo com o resto da regido MM (RAMALHO et al.,
2016; SENN; THIEL, 2009).

Assim, neste tipo de célculo, a energia QM/MM de todo o sistema é
representada pela Equacdo 6, que indica que todas as interacdes entre os sistemas
QM/MM sdo mantidas ao nivel MM. Isto é adequado para as interacfes de van der
Waals, pois célculos de QM descrevem com pouca precisdo interacdes deste tipo,
entretanto, &€ mais discutido para interacGes eletrostaticas, pois geralmente fornecem o
efeito catalitico dominante (RYDE, 2016).

QM /M MM

M _ MM QM
EtoTaL = Erora + EqMregizo © — EqQM regido

onde Eqgra, "™, o primeiro termo da equacdo representa a energia MM de todo o
sistema, 0 segundo termo Eqgy regi 4o M representa a energia QM da regido quantica, e o

(Itimo termo Equ regizo € € a energia MM da regido QM.

Em grande parte dos métodos QM/MM, considera-se o efeito de polarizacdo na
regido QM pelo ambiente MM. Esses tipos de métodos estdo associados com interacoes
eletrostaticas presentes nas regides QM e MM (RAMALHO et al., 2016).

A energia total de todo o sistema né&o pode ser escrita somente como a soma das
energias dos subsistemas, pois dependendo do tipo de esquema do QM/MM, pode
abranger atomos adicionais que fazem parte do subsistema QM e ndo fazem parte do
sistema inteiro, ou podem conter atomos com caracteristicas especiais que aparecem
tanto no célculo QM como no MM (RAMALHO et al.,, 2016). Assim, € muito
importante levar em consideracdo os métodos de acoplamento das duas regides na
fronteira entre os subsistemas.

O metodo QM/MM também pode ser aplicado ao sistema de uma forma
sequencial. O QM/MM sequencial (S-QM/MM) é uma variante da abordagem QM/MM

convencional, que busca por valores estatisticamente convergidos para a propriedade de
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interesse, reduzindo o numero de calculos QM necessarios para obter esses valores.
Inicialmente no S-QM/MM, s&o aplicadas a técnica de docking molecular ou DM a fim
de gerar as conformacBes dos compostos que compdem o sistema, nesta etapa, é
aplicada a abordagem MM para o sistema todo. Em seguida, uma parte desse sistema é
cortada e célculos QM sédo executados sobre essas conformacdes. Canuto e Coutinho
propuseram a metodologia S-QM/MM para estudar os efeitos do solvente sobre as
propriedades eletronicas e estruturais de solutos (CANUTO; COUTINHO, 2000;
COUTINHO; CANUTO, 1997; DA SILVA GONCALVES et al., 2014).

Além desta metodologia, outra técnica que envolve a abordagem mecanico-
quantico aplicada neste trabalho foi a Teoria de Atomos em Moléculas, com o objetivo
de caracterizar as ligacGes quimicas formadas no estado de transicdo que foram
identificadas no QM/MM.

3.5.2.2 Teoria de Atomos em Moléculas

A Teoria Quantica de Atomos em Moléculas (em inglés, Quantum Theory in
Molecules, QTAIM) foi desenvolvida por Bader e colaboradores (BADER, 1985). Esta
teoria mecanico- quantico proporciona uma descricdo quéantica sobre a localizacéo e o
comportamento dos a4tomos em uma ligacdo quimica (BADER, 1994; POPELIER,
2000). E uma teoria amplamente aplicada para desvendar as interagdes atomo-atomo em
interacdes covalentes e ndo covalentes em moléculas, moléculas pequenas, proteinas e
empilhamento da base de DNA (OLIVEIRA; ARAUJO; RAMOS, 2010).

Na abordagem do QTAIM, as propriedades observaveis de um sistema quimico
estdo contidas em sua densidade eletronica molecular, p (r; X), em que a densidade é
usada como observavel mecanico-quantico para execucdo de integracdes numéricas, no
qual o vetor gradiente Vp(r) € a condicdo basica para se determinar a topologia
molecular (BADER, 1994; OLIVEIRA; ARAUJO; RAMOS, 2010).

As propriedades topoldgicas de densidade eletrdnica e seus derivados sdo Uteis
na delimitacdo do conceito de ligacdo por meio de pontos criticos de ligacdo (BCPs). A
densidade eletronica juntamente com seus derivados nos BCPs fornece uma descrigédo
precisa da ligacdo dentro de uma molécula ou cristal (KUMAR, P. S. V.
RAGHAVENDRA, V.; SUBRAMANIAN, V., 2016).

Atraves da densidade eletronica p (r; X), do laplaciano Vzp, muitos estudos tém

sido realizados a fim de elucidar fenbmenos quimicos fundamentais, como, por
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exemplo, o comportamento acido/base segundo a teoria de Lewis. Em resumo, o
formalismo da QTAIM foi desenvolvido para ser utilizado no estudo da ligacdo quimica
e na interpretacdo de fendmenos moleculares (OLIVEIRA; ARAUJO; RAMOS, 2010;
KUMAR, P. S. V.; RAGHAVENDRA, V.; SUBRAMANIAN, 2016).

4 CONSIDERACOES GERAIS

O presente trabalho consiste na investigacdo da inibicdo da enzima PP5. Niveis
elevados desta enzima na célula podem promover a progressdo de varios tipos de
canceres. Com base nos resultados obtidos, as anélises de dinamica molecular indicam
que a maioria dos compostos se acomodou bem no sitio ativo da PP5. Além disso, nas
analises do mecanismo de inibi¢do e os calculos AIM, mostraram que a forca de ligacdo
quimica entre os inibidores e o metal Mg®* interfere significativamente na atividade
inibitdria dessa enzima. De uma forma geral, este trabalho contribui para as pesquisas
de novos candidatos antitumorais. Visto que, o cancer, € uma doenca grave, que exige
de suas vitimas um tratamento bem agressivo, e ainda trazem morbidade e até mesmo a

mortalidade.
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Abstract:

The serine/threonine protein phosphatase type 5 (PP5) is a promising target for designing new
antitumor drugs. This enzyme is a member of the gene family of PPP phosphatases, which
catalyze a dephosphorylation reaction: a regulatory process in the signal transduction pathway
that controls various biological processes. The aim of this work is to study the inhibition of PP5
by ten Cantharidin-like inhibitors, in order to bring about contributions which are relevant for
the better comprehension of their inhibitory activity. In this theoretical investigation we used
molecular dynamics techniques to understand the role of key interactions that occour in the
protein active site; QM/MM calculations were employed to study the interaction mechanism of
these inhibitors in the enzyme. In addition, we carried out Atoms in Molecules (AIM)
calculations to characterize the chemical bonds among the atoms involved and investigate the
orbital interactions with their respective energy values. The obtained results suggest that the
Arg275, Asn303, His304, His352, Arg400, His427, Glu428, Val429, Tyr451 and Phed46
residues contribute favorably to the interactions between inhibitors and PP5. However, the
Asp271 and Asp244 amino acid residues do not favor such interactions for some inhibitors.
Through the QM/MM calculations, we can suggest that the reactional energy of the
coordination mechanism of these inhibitors in the PP5 active site is quite important and is
responsible for the inhibitory activity. The AIM technique employed in this work was essential
to get a better comprehension of the transition states acquired from the mechanism simulation.
This work offers insights of how the Cantharin-like inhibitors interact with the human PP5,
allowing potentially the design of more specific and even less cytotoxic drugs for cancer’s

treatment.

Keywords: Serine/threonine phosphatase 5, Cantharidin-like inhibitors, molecular dynamics,

QM/MM, AIM.
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1. Introduction

Reversible phosphorylation of proteins catalyzed by kinases and phosphatases is an
important process in the regulation of numerous biological events, including cell growth,
differentiation, senescence, and cell death [1,2]. The amount of catalytic subunits of protein
phosphatases is nearly an order of magnitude lower than protein kinases, so there is a belief that
phosphatases are very nonspecific enzymes. However, a recent evidence proves otherwise and
presents us with phosphatases as a challenging and promising therapeutic target [3,4]. The
phosphatases proteins revert the phosphorylation reaction through the hydrolysis of the
phosphate group of phosphorylated residues of the protein [5]. The most frequent
phosphorylated residues are tyrosine, serine and threonine, where in serine is the predominant
target [6].

The serine/threonine phosphatase-5 protein (PP5) is a member of the protein
phosphatases (PPP) family which also includes PP1, PP2A, PP2B (or calcineurin), PP4, PP6
and PP7 enzymes [3,7]. PP5 has many important biological roles, like the activation of steroid
hormone receptors and the regulation of the dynamic phosphorylation of many signaling
components, such as apoptosis signal-regulating kinase 1 (ASK-1) and mitogen-activated kinase
protein (MAPK) [8,9]. PP5 is expressed in almost all mammalian tissues, particularly with high
levels in brain and neurons, and it is highly conserved among eukaryotes [7,10]. For these
reasons, aberrant PP5 activity has been associated with diverseillnesses, including Alzheimer’s
and cancer diseases [4].

Cantharidin is a strong inhibitor of PPP-family ser/thr protein phosphatases. This
natural toxin is an active compound found in the blister beetles and it is employed in traditional
Chinese medicine to treat human cancers. Cantharidin and its derivatives act in multiple cellular
effects such as DNA damage, cell cycle arrest, and apoptosis [11,12]. However, the clinical
application of this toxin is limited and was not approved by the Food and Drug Administration,
due to the severe effects on the gastrointestinal tract, kidney, and ureter [8,11]. Therefore, it is
necessary the development of less cytotoxic compounds than the Cantharidin for cancers

treatment. Recent researches indicate [8] that the LB100 (a potent inhibitor of PP2A) is in Phase
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I clinical trials as a novel antitumor agent (Phase | trials refer to the toxicity study in healthy
individuals) [8].

All PPP family phosphatases, including PP5, share a catalytic site with high homology
on the amino acids sequence. Therefore, PP5 can be considered a representative model to
investigate the structural basis of PPP inhibition by Cantharidin and its analogues [11]. The PP5
active site is identified from the positions of two metal ions (which can be Mn?*, Zn* or Mg?),
essential to the catalytic hydrolysis of the phosphate ester bond of protein residues [2,4,5,13].

There are currently few studies [8,12] on the major interactions between Cantharidin
and its derivatives at the PP5 catalytic site. Thus, in order to provide insights into the
development of novel less cytotoxic inhibitors, it becomes necessary a better understanding of
the interactions and reaction mechanisms between these toxins and the human phosphatase
protein, allowing the design of new anti-cancer drugs. This illness is currently responsible for
causing millions dead. In this line, advances in new therapeutic targets are essential for assisting
the remediation methods. Thus, our findings show themselves significant for the medicinal
chemistry domain.

In this context, computational chemistry is an efficient and indispensable tool that can
be employed in several projects in the development of new drugs, since it allows the proposal of
compounds with well defined properties, considerably reducing the experimental exploratory
synthesis of a huge amount of substances [14].

Among the methods of computational chemistry, we employed the molecular dynamics
(MD) simulation and quantum mechanics (QM) calculations combined with molecular
mechanics (QM/MM). The MD is one of the most versatile methods for the study of
biomolecules, as it provides microscopic information on the forces involved in the enzyme-
ligand interaction as a function of time [15,16]. On the other hand, the hybrid QM/MM
technique represents a computational method that allows to model reactions inside enzymes,
associating the power and flexibility of a quantum calculation (QM) with the simplicity of
classic molecular mechanics (MM). In other words, the association of QM and MM techniques

allows the study of biomolecules, which provides reactional parameters that control all
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chemical processes, such as electronic properties involved in the breaking and formation of
chemical bonds, charge transfer and electrons excitation [17,18].

Thus, the goal of this work is to study the inhibition of human PP5 (hssPP5) by ten
Cantharidin-like inhibitors, using molecular dynamics simulation methods to understand the key
interactions between inhibitors and hssPP5 enzyme. This work is also focused in the
investigation of the coordination mechanism between these toxins and hssPP5, using the
QM/MM approach. Interesting data are expected from the transition state analysis by employing

the AIM technique.

2. Methodology

2.1 The serine/threonine phosphatase-5 human protein (hssPP5) and Cantharidin-like
inhibitors

The three-dimensional structure of hssPP5 was obtained from the Protein Data Bank
(PDB entrance 3H63) [19]. The crystallographic structure was determined by x-ray diffraction
method, with a high resolution: 1.3A. This enzyme was chosen because it contains the co-
crystallized Cantharidin ligand in its catalytic site. Thus, this co-crystallized compound was
used as a template for the construction of the other structures studied in this work (Figure 1).

For this purpose, it was employed the Discovery Studio Software [20].
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MOLG6 MOLY7 MOLS MOL9 MOL10

*MOL2 (Norcantharidin) and MOL3 (Cantharidin) are the only inhibitors that presented ICs,
values, 1.0uM and 0.2uM respectively [12]

Figure 1.Cantharidin and its analogues used in this study.

Figure 2 shows a close-up view of the Cantharidin ligand position within hssPP5
catalytic site, containing one Mg** binuclear metal center and their near amino acid residues.
Cantharidin is situated in the active site in a hydrolyzed form, known as Cantharic Acid. The
metal M1 is coordinated by three Cantharidin oxygens, two from carboxylate functional groups
and one from the furan ring, while the metal M2 is coordinated by only one carboxylate oxygen

[11,13].
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Figure 2.Active site structure of the Mg* PP5 catalytic domain complexed with Cantharidin.

2.2 Molecular dynamics simulation

Each complex (Inhibitor/hssPP5) formed was submitted to Molecular Dynamics (MD)
simulations, using the GROMACS 5.1 package [21], with the all-atom force-field
GROMOS54A7 [22]. The parameterizations of the studied ligands were carried out in the
Automated Topology Builder (ATB) server and Repository version 2.2, available on website

(https://atb.ug.edu.au/index.py).

The complexes were assembled into a cubic box of 9.908 A and an appropriate
number of Na* and CI" ions were added to neutralize the global charge of the entire systems.
Furthermore, explicit SPC (Simple Point Charge) water molecules were employed to fill the
simulation box.

Then, all the systems were minimized using the Steepest Descent algorithm for
unconstrained position. The minimization was performed with 50000 steps in order to reduce
unwanted contact among the atoms, thereby minimizing the potential energy of the system [23].
The 1 ns equilibration was done in the NVT ensemble slowly increasing the temperature from
50 to 300 K. In order to maintain the pressure of 1 atm, we have employed the Parrinello-

Rahman barostat [24]. The 300K temperature was controlled by Parrinello-Rahman barostat


https://atb.uq.edu.au/index.py

52

[24]. After the equilibration of the box, the systems were submitted to a MD production step
with 50 ns of simulation and a 2fs integration time. The bonding lengths were restricted with the
LINCS algorithm. A cutoff of 1.4 nm was used and the electrostatic interactions were calculated
using the PME (Particle Mesh Ewald) algorithm [25]. Periodic boundary conditions were
employed in all the simulations steps.

The MD trajectory was analysed with the VMD (Visual Molecular Dynamics)
program [26]. The plots of the total energy variation, the variation of the temporal RMSD (root
mean square deviation) and hydrogen bonds formed along the MD were generated with Origin
Pro 8.0 program [27]. Some frames from the ten different trajectories were selected for the

QM/MM analysis, according to the frame of higher stability.

2.3 QM/MM Methodology

For small systems, Quantum Mechanics (QM) can provide reliable physicochemical
properties, such as molecular structure, reactional energies and spectroscopic characteristics
[28]. In turn, the QM/MM approach allows the treatment of larger systems, like reaction
mechanism simulations within enzymes active site. In this line, QM/MM techniques were
employed in this work to simulate the coordination reaction pathway of different inhibitors with
the metal ions (Mg?*) [12].

To perform the calculations, the QM part was carried out at the density functional
theory (DFT) level by the Gaussian 09 package, with B3LYP density functional and 6-31G (d,
p) basis set [29]. Currently, DFT methods have been intensively employed, showing good
performance for bulky systems, such as biomolecules [30,31]. The calculations were based on
the generalized gradient approximation functional proposed by Gustin et al [32].

All transition states, intermediates and precursors involved were characterized by the
identification of imaginary frequencies [33]. The QM system considered peptide bonds, link
atoms, cofactors (Mg?") and ligands inside a sphere with a radius of 5A centered in the ligand.

The acidic/basic residue side chains were properly protonated/deprotonated for pH 7. The MM
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system was treated with methods based on the classic mechanics, by using the GROMOS54A7

[22].

2.4 AIM calculations

Atoms in Molecules (AIM) calculations [34] are quite important as an attempt to
comprehend the nature of chemical bonds (for example, if the bond is found covalent, partially
covalent or non-covalent). These calculations allow us to characterize hydrogen bonds and to
investigate the orbitals that are participating in these interaction with their respective energy
values [35]. In the present work, AIM calculations were carried out for the coordination
complex formed between MOL2/MOL3 and metals in the hssPP5 active site [11]. Important
information that should be highlighted here is that the AIM procedure was performed taking
into account the transition state geometry obtained through the reaction mechanism simulation.
These calculations were also performed at the DFT level, with B3LYP density functional and 6-
31G (d, p) basis set.

3. Results and discussion
3.1 Molecular dynamics simulations

3.1.1 Root-Mean-Square Deviation (RMSD)

The ten complexes were simulated in order to study their dynamic behavior inside the
hssPP5, considering in vivo conditions like temperature, pressure and environment.

The RMSD calculations were performed on all the atoms of each ligand studied along
the 50 ns of simulation, with the objective of analyzing whether there was a significant change
in the initial structure throughout the simulation. Figure 3 illustrates the RMSD results for
MOL2 and MOLZ3 inhibitors. The graphs generated for the other inhibitors are available in the

supplementary material.
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Figure 3. RMSD values of (A) MOL2/hssPP5 and (B) MOL3/hssPP5 monitored along 50 ns
production phase in MD simulations.

Analyzing the results of the RMSD graphs, it was observed that the mean deviations
of the ligands structures were very small, almost never exceeding 1.0 A; in other words, the
ligands were well-accommodated in the hssPP5 active site. Figure 2A shows that MOL2, known
as norcantharidin, in the first nanoseconds of the simulation has undergone constant
conformational changes, which allowed rapid and simultaneous interactions with several
residues that are part of the active site, and only after 20ns of simulation, the structure of that
inhibitor was able to remain in a stable conformation within hssPP5.

The MOL3 inhibitor, known as Cantharidin, remained more stable than the other
inhibitors (low RMSD variation) throughout the simulation, below 0.5A according to Figure 2B.
This happened because MOL3 performed several strong interactions with the main residues in
the active site.

The MOL1 and MOLS inhibitors showed RMSD values around 1.0 A. Analyzing the
MOL1 behavior, it was observed that the ligand structure adopted an unfavorable conformation
that prevented it from interacting with some residues of the active site, and for these reasons, it
performed few interactions in thehssPP5 active site (Figure S1). On the other hand, the MOL9
structure remained in a stable conformation within the hssPP5 active site after the first 5 ns of
simulation. This occurred because after this simulation time, the methyl group performed

interactions which were not previously observed, with the His304 residue throughout the
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dynamics; in addition, there were some effective hydrogen interactions with important residues
of the active site, such as: Asn303, His427 and His244. These interactions are indicative of a
good accommodation of MOL9 in the site. On the other hand, expected hydrophobic
interactions with some active site residues were not observed (Figure S9).

MOL4, MOL5, MOL8 and MOL10 had RMSD values around 0.5A, which suggest
that these inhibitors remained stable throughout the simulation. MOL4 showed a peak in
approximately 22 ns, and this fact occurred due to a change in the structural conformation of
this inhibitor, causing a lost of interaction with Cys452. However, after 22 ns, the compound
returned to its prevailing conformation adopted in the beginning of the simulation and remained
stable until the end of the simulation (Figure S4).

The MOLS5 ligand structure remained balanced during most of the 50ns of simulation;
however, in the last nanoseconds, there was a considerable change in the ligand conformation,
which resulted in the undock of the ligand from the hssPP5 site, breaking some essential
interactions for its stabilization (Figure S5). MOLS8, on the other hand, reached structural
stability around the 30 ns of simulation (Figure S8), and MOL10 did not vary much throughout
the simulation, while maintaining a mean distribution of interactions with the residues Asp271,
Arg275, His304 and Asn303 (Figure S10).

In turn, MOLG6 presented a different behavior in relation to the other inhibitors of the
series, since it presented two conformations throughout the simulation, and it was not known
which conformation is prevalent. Through the results, it is estimated as being 50% of each
conformation. This may have occurred due to the disruption of interactions with Asp271 and
Asn303. In one conformation, the MOLG6 carried out hydrogen bonds with Asn303 and an
unfavorable interaction with Asp271, while in the other conformation this fact inverted, i.e.,
MOLG6 carried out hydrogen bond with Asp271 and unfavorable interaction with the Asn303
amino acid residue. The other changes that took place throughout the simulation were
maintained. It is important to notice that this fact did not influence an increase in RMSD, on the
contrary, the deviation for MOL6 within the hssPP5 active site remained around 0.5 A (Figure

s7).
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The MOLY inhibitor presented high RMSD value, and by observing the graph shown
in the supplementary material (Figure S7), it is concluded that every 10 ns, the ligand structure
has acquired a different behavior. Thus, this compound did not remain stable in the enzyme
active site during the 50ns of the simulation.

3.1.2 RMSF (Root Mean Square Fluctuation)

To confirm the structural stabilization in the simulation environment, RMSF was
calculated from the average position of each amino acid residue of PP5.The graphs of the
RMSF MOL2/hssPP5 andMOL3/hssPP5 systems are shown in Figure 4.
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Figure 4. RMSF values of (A) MOL2/hssPP5 and (B) MOL3/hssPP5 obtained by average
residual fluctuations over 50 ns MD simulation, analysis performed for the Backbone.

According to Figure 3, the higher values of RMSF indicate the residues that showed the
greatest oscillation with respect to their initial position. It is observed that the residues that
presented larger movement correspond to Glul82, Gly258, Asp307, Gly360, Glu432, Cys452
for MOL2 system and Gly187, Thr234, Leu259, Asp359, Arg400, Gly433 and Ala490 for
MOL3 system. This was due to the fact that these residues were located in a protein loop, a
region of considerable flexibility. Futhermore, it is possible to observe that although both

systems are constituted by the same protein and present exactly the same simulations criteria,
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one can notice that there were fluctuations in different amino acids. This is likely due to
interactions with distinct inhibitors.

Moreover, the residues that make up alpha helices and beta sheets presented a lower
RMSF value, thus revealing the greater stability of these regions. Another fact to be mentioned
is that all systems had a similar behavior in the analysis of the protein buoyancy deviation, the
results of which are set forth the supplemental material.

3.1.3 Analysis of inhibitor interactions in the hssPP5 active site

For the analysis of the interactions that took place during the simulation, we employed
the pharmacophoric map (Figure 5) which presents the distribution of the mean of the
interactions in the simulated time.The residues that contributed to the stabilization of the
PP5/MOL2 system were: Asp242, His244, Asp271 Arg275, Asn303, His304, Arg400, His427,
Glu428, Val429, Phe446 and Tyrd51. Among them, we especially highlight the H-bond
interactions involving His304 and Arg400 residues that are in great agreement with the

literature data [8,11].
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Figure 5. Interactions performed during 50ns in the MD simulation with the MOL2/hssPP5

complex.
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Regarding MOL3/hssPP5 complex (Figure 6), the residues that help in the inhibitory
protein interactions are His244, Arg275, His304, Arg400, His427, Val429 and Tyr451. Among
them, the side chains of the Arg275 and His304 residues are responsible for the hydrogen bond
interaction with MOL3. Thus, according to the results obtained by the simulation, it is suggested
that other intermolecular interactions have a greater contribution for the MOL3 stabilization in
the hssPP5 active site. They are: electrostatic interactions formed by the Arg275 and Arg400
residues, and hydrophobic interactions formed by His244, Asp271, Asn303, His352, His427,

Val429, Glu428, Tyr451 and Phe446 residues.
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Figure 6.Interactions performed during 50ns in the DM simulation with the MOL3 / hssPP5

complex.

In general, it was observed that the residues which are important for the ligands
stabilization within hssPP5 correspond to Arg275, His304 and Arg400, due to the fact that the
association of these three conserved residues along with the two metal ions present in the
hssPP5 active site form a positive charge and surface binding site which assist in the favorable

interaction with the ionic part of the carboxyl groups present in all ligands [12]. On the other
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hand,Val429, Phe446, Tyr451 and especially Glu428, together act as a "claw" in the
hydrophobic pocket contributing to the increase of the ligands interactions [8]. In addition, other
residues like Asp271, His244, Asn303, His427 and His352 also contributed favorably to the
formation of the inhibitors/hssPP5 complex. In some specific cases, it was observed that
Asp242 and Asp271 impaired the interaction of the ligands with hssPP5, since the side chains of
these residues are negatively charged. The pharmacophoric maps of all systems are available in
the supplementary material.

3.1.4 Interaction Energy for each complex

In the table below, it is possible to observe that MOL5 was the inhibitor that presented
the most favorable interaction energy with respect to the other compounds. This fact happened
because, among the simulated molecules, MOL5 was the one that performed the strongest
interactions described in the literature, as observed in our work [11], such as hydrogen bond
with Arg400, His304 and Arg275 residues; hydrophobic interactions with Asp271, Asp242,
His244, Asn303, Met309, His352, Val429, Phe446, Glu428, and Tyr451 residues, and
electrostatic interactions with Arg400. This interactions set contributes favorably to the increase
of the Inhibitor/hssPP5 interaction, which is responsible for stabilizing the ligand within the site.
MOL1 showed few interactions with these residues, obtaining high interaction energy. The

interaction energy graphs are arranged in the supplementary material.
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Table 1. Interaction energy along the MD simulation

Inhibitors Interaction Energy

(kJ.mol™
MOL1 -34.40
MOL2 -65.08
MOL3 -69.25
MOL4 -66.47
MOL5 -89.75
MOL6 -84.23
MOL7 -75.18
MOLS8 -76.06
MOL9 -67.05
MOL10 -85.48

Through the results obtained by the MD, we conclude that groups, such as methyl or
apolar cyclic carbon chains in a carbon, are important for the increase of the biological activity,
because they perform interactions with important residues that contribute to the stabilization of
the ligand within the active site. Modifications to the furan ring, such as polar groups (MOL4),
should be avoided due to the hydrophobic nature of the site, because the coordination with the
two Mg* metals are important in inhibiting hssPP5.

3.2 Q M/MM studies in the hssPP5 active site

It is quite relevant to keep in mind that to design new hssPP5 inhibitors, it is necessary
the comprehension of the coordenation reaction mechanism of these ligands [36], as well as
considering steric and electronic effects which govern the reaction pathway. In this sense, the
QM/MM approach can be used in order to get a better understanding of the interaction and
reactional modes between these ligands and hssPP5. The QM cluster models were treated at
DFT level. This work brings about significant data regarding the coordination modes, given that
the compounds with better reactional energies could lead to the enzyme inhibition. The

theoretical results of this simulation are presented in Table 2.
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Table 2. Relative reactional energy of different ligands in the coordenation reaction with the

hssPP5enzyme metal ions:

Relative Reactional

Inhibitors Energy
AAE” (kcal.mol™)

MOL1 16.72
MOL2 17.46
MOL3 10.32
MOL4 26.08
MOL5 15.17
MOLG6 10.39
MOL7 Unknown*
MOLS 0.97
MOLS9 0.00
MOL10 17.51

*MOLY7 did not keep stable inside the hssPP5 active site during the 50ns
of the dynamics simulation.

To carry out these calculations, the reaction mechanism was looked into according to

the QM system shown in Figure 7. By observing the QM system, it is possible to realize that the

metal ions have a key role in the inhibition process, due to the formation of chemical bonds

between the inhibitors and Mg®* ions. According to the literature, this chemical reaction is

important to give rise to the inhibition activity [8].
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Figure 7: QM reaction system for the coordenation reaction of the inhibitors within a catalytic
radius of 5A.

Table 2 displays the relative activation energy values, AAE”, for each inhibitor. With
respect to the compounds investigated, just MOL2 and MOL3 present experimental values of
biological activity [8,12]. Experimental and theoretical studies are found in the literature,
showing the importance of this field, which is expanding and can bring about remarkable
contribuition to the medicinal chemistry [8,11,12].

The experimental investigation performed by Chattopadhyay and co-workers [12]
evaluated the biological activity (ICsy) for MOL2 and MOL3 ligands. According to their results,
MOL3 presents the highest inhibitory activity in relation to MOL2, with a value of 1Cs, equals
t00.2uM (Table 1). On the other hand, MOL2 exhibits a value of 1Cs, equals to 1.0uM (Figure
1).

According to the reaction mechanism data shown in Table 2, it is possible to observe
that the theoretical results of activation energy for inhibitor/hssPP5 complexes are in a good
agreement with the experimental results from Chattopadhyay et al., for the MOL2 and MOL3

compounds. MOL3 presented a lower energetic barrier for the coordenation process, with a
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relative energy value of 10.32 kcal.mol™, which corroborates with the low value of I1Cs,. In turn,
MOL2 has shown a superior activation energy (17.46 kcal.mol™), with an energy difference of
7.14 kcal.mol™ in relation to MOL3. According to these findings, it is observed that the reaction
performed by MOL3 in the hssPP5 site presents a good stabilization of the transition state, i.e.,
the reaction intermediates are better stabilized, decreasing the oveall energy for the whole
process.

By observing Figure 1, one can realize that the only difference regarding MOL2 and
MOLZ3 structures consists in the addition of a methyl group in a carbon, and this alkyl
substituint may contribute to the increase of the electronic density on carboxilate group,
bringing about a stronger bond formation with the metals in the coordenation pathway. Other
factors are likely to be influencing in the reaction mechanism results, for instance, we can cite
the conformation adopted by the inhibitors in the hssPP5 active site along the molecular
dynamics simulation, the steric hindrance and electronic effects as well.

In this context, it is found the MOLJ9 inhibitor, which displayed the lowest energetic
barrier in the reaction studied. This is probably due to diverse factors described previously.
Furthermore, MOL4 was the ligand that presented the highest energy value for the process, with
anenergy difference of 26.08 kcal.mol™, in relation to MOL9. According to the MOLA4 structure
displayed in Figure 1, we can notice the presence of an epoxide group. Through the dynamics
simulation, it was possible to observe that the epoxide group did not allow the displacement and
approximation of this compound throughout the metals, due to the performing of hydrogen bond
with the Cys452 amino acid residue in the active site, exhibiting a bond lenght of 2.96 A
(supplementary material). The theoretical results obtained for the other compounds are showed
in Table 2.

The experimental data cannot be rationalized just with interaction energy values. In this
line, the theoretical reaction mechanism was performed in order to have a good approach with
respect to the inhibitory potential of the compounds investigated. Based on our results, it can be

concluded that not always the interaction energy dictates the acting mode of those compounds,
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and as observed in this work, the reactional energy is quite important and is responsable for the
inhibitory activity.

3.3 AIM analysis

The computed data by employing the AIM technique is presented in Table 3. It is
important to notice that for ionic character: Vp(r)> 0; -G/V > 1; G+V > 0 and for covalent
character: V?p(r)< 0; -G/V < 1; G+V < 0 [35]. Our purpose here was to evaluate the chemical
bonds formed between the inhibitors MOL2 and MOL3 and the metal ions (Mg®") in the
coordination pathway, considering the transition state geometry acquired for each inhibitor.

Table 3. The AIM B3LYP/6-31G (d, p) parameters, electron density (p(r)), Laplacian (V°p(r)),
kinetic electron energy density (G(r)), and potential electron energy density (V (r)) for bond
critical point (bcp) of the inhibitor/metal ionscomplex in the transition state**

Inhibitors Bond p(r) (au)  V%(r) (a.u) G(n) (a.u) V (r) (a.u) -G/V G+V
03-Mg1l +0.0562 +0.5328 +0.1118 -0.0904 +1.237 +0.0214
MoL2 05-Mg2 +0.0532 +0.4486 +0.0963 -0.0804 +1.198 +0.0159
016-Mg2 +0.0468 +0.3557 +0.0765 -0.0641 +1.193 +0.0124
020-Mg2 +0.0432 +0.3103 +0.0670 -0.0564 +1.188 +0.0106
05-Mg2 +0.0315 +0.1784 +0.0403 -0.0360 +1.119  +0.0043
021-Mg2 +0.0411 +0.2811 +0.0611 -0.0520 +1.175 +0.0091
MOL3 028-Mg2 +0.0381 +0.2544 +0.0554 -0.0473 +1.171 +0.0081
028-Mgl  +0.0364 +0.2226 +0.0496 -0.0436 +1.138  +0.0060

**Computed results were performed by using the AIM program.

Right after the optimization and formation of the transition state geometries, the AIM

procedure was performed, and by employing these calculations, it was possible to evaluate the
chemical bond character between the inhibitors and metal ions, keeping in mind that the less the
ionic character of the bond, the more strongly the coordination process takes place. In this line,
according to the previous table, it is easy to observe that MOL3 presents the least ionic chemical
bonds with the metals, fact that leads us to believe that this inhibitor could have a more stable

transition state throughout the coordination reaction, decreasing the activation energy, and
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consequently the process could take place more efficiently. These values are also in a good
agreement with the experimental results already mentioned above.

According to the data shown in Table 3, MOL2 has revealed a more ionic character in
its bonds with the cofactors, according to the larger values of V°p(r), -G/V and G+V. Other
factors could influence a lot in the transition state stability, for example, the substituent attached
to the o carbons in this case. MOL3 presents methyl substituents, which seem to be important in
conducting these results. The bond critical points (bcps) for MOL2 and MOLS3 are represented

in Figure 8.

Figure 8. Bond critical points (bcps) for each transition state geometry acquired from MOL2
and MOL3, respectively.

4.Conclusion

This work was conducted by MD simulations, QM/MM and AIM calculations, offering
a relevant and detailed understanding about the key interactions, which occur to hssPP5 with
Cantharidin-like inhibitors. MD analyzes showed that the Arg275, Asn303, His304, His352,
Arg400, His427, Val429, Glu428, Tyrd51 and Phe446 residues contribute to the inhibition
against hssPP5.Through the QM/MM and AIM calculations, we can observe that the
coordination reaction between metal ions and inhibitors is significant to exert an inhibitory
activity against hssPP5.Thus, this current study provides in detail how Cantharidin and its
analogs bind to PP5,contributing to the development of novel Cantharidin-derived inhibitors for

anticancer therapies.
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Molecular Dynamics and QM/MM simulations of the Cantharidin-like inhibitors

interaction with human protein phosphatase-5 in a Mg®* system
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Table 1S: Hydrogen bonding distances performed between the inhibitors and hssPP5,
corresponding to the heavy atoms.

Inhibitors Residues H-Bond Lenght (A)
His304 3.00
MOL1 Asn303 2.08
His304 2.79
MOL2 Arg400 2.74
His304 2.84
MOL3 Arg275 3.01
MOL4 Cys452 2.96
Arg400 3.04
. 2.03
MOL5 His304 oo
Arg275 2.97
Asp271 2.79
MOL6-A His304 3.16
Asn303 2.82
MOL6-B His304 3.08
Tyrasi 253
MOL7 Ser426 2.66
ASn303 2.43
MOL8 His304 271
ASn303 2.66
MOLS Tyrasi 258
His304 g'%
MOL10 Asn303 3.15

Arg400 3.06




INTERACTION ENERGY THROUGHOUT DYNAMICS
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Figure S32. Interaction energy of MOL1 compound, during 50ns in the DM simulation.
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Figure S33. Interaction energy of MOL2 compound, during 50ns in the DM simulation.
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Figure S34. Interaction energy of MOL3 compound, during 50ns in the DM simulation.
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Figure S35. Interaction energy of MOL4 compound, during 50ns in the DM simulation.

88



MOL5
20
-40

-60 4

w] MMMM

M - Wi inlg) r‘,. O o ‘v | VH’HT’

Energy (kJ/mol)

-100

-120

Time (ns)
Figure S36. Interaction energy of MOLS5 compound, during 50ns in the DM simulation.
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Figure S37. Interaction energy of MOL6 compound, during 50ns in the DM simulation.
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Figure S38. Interaction energy of MOL7 compound, during 50ns in the DM simulation.
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Figure S39. Interaction energy of MOLS8 compound, during 50ns in the DM simulation.
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Figure S40. Interaction energy of MOL9 compound, during 50ns in the DM simulation.
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. Interaction energy of MOL10 compound, during 50ns in the DM simulation.
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