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RESUMO

PLANEJAMENTO DE INIBIDORES DA CRUZAINA BASEADO EM
FRAGMENTOS - A Doenca de Chagas, descrita em 1909 pelo médico
sanitarista brasileiro Dr. Carlos Chagas, é causada pelo parasito
tripanossomatideo Trypanosoma cruzi. Os tratamentos atuais consistem no uso
dos farmacos benzonidazol e nifurtimox que séo eficazes apenas no estagio
inicial da doenga (fase aguda), mas possuem efeitos colaterais severos. A
enzima cruzaina constitui um alvo validado contra a doenga de Chagas e sua
inibicdo vem sendo estudada para o planejamento de farmacos. Neste trabalho
a estratégia adotada foi o planejamento baseado em fragmentos moleculares,
através de uma abordagem computacional para a selegdo dos mesmos.
Utilizando a técnica GRID/CPCA, foram identificados residuos importantes,
como Ser207 e Asp69, em uma regido adjacente ao sub-sitio S2 da enzima.
Estes residuos sédo capazes de realizar interagdes do tipo ligagado de hidrogénio
e ainda ndo foram explorados na busca de inibidores para esse alvo. Além
disso, foram identificados padrées de reconhecimento molecular da enzima,
baseado nas estruturas depositadas no Protein Data Bank com inibidores co-
cristalizados no sitio da enzima, que foram utilizados para fazer uma busca
guiada com a utilizagdo de padrdo SMARTS para constru¢gdo de um banco de
fragmentos. As técnicas de docagem e dindmica molecular foram usadas para
selecionar os fragmentos, os quais foram adquiridos para os ensaios in vitro.
Varios fragmentos foram testados contra a enzima cruzaina utilizando a técnica
de fluorimetria, sendo que um deles (Nequimed147) mostrou-se capaz de inibir
a enzima com ICspigual a 2,39 mM, resultando em uma eficiéncia do ligante de
0,23 kcal mol™ atomo pesado™”. Baseado nesse fragmento, novos inibidores
foram identificados com poténcia entre 1,25 e 4,29 mM e eficiéncia do ligante
entre 0,21 e 0,26 kcal mol™ atomo pesado™, com caracteristicas apropriadas
para o reconhecimento molecular pela enzima cruzaina na regido do sub-sitio
S2.
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ABSTRACT

FRAGMENT BASED DRUG DESIGN OF CRUZAIN INHIBITORS - The Chagas
disease, described in 1909 by the Brazilian sanitary physician, scientist and
bacteriologist Dr. Carlos Chagas, is caused by the Trypanosomatid parasite
Trypanosoma cruzi. Current treatments involve the use of drugs benznidazole
and nifurtimox, which are effective only in the early stage of the disease (acute
phase), but have severe side effects. The enzyme cruzain is a validated target
for searching small molecules to act against Chagas disease. Cruzain inhibition
has been studied for the discovery and development of new drugs. In this work,
the planning strategy was based on molecular fragments, using a computational
approach for selecting them. Using GRID/CPCA, important residues such as
Ser207 and Asp69 were identified in an adjacent cavity to the S2 sub-site of the
enzyme. These residues can take part on hydrogen-bond interactions and have
not been explored in the search for inhibitors for this target. In addition, we
identified patterns of molecular recognition of the enzyme, based on the
structures deposited in the Protein Data Bank, which are co-crystallized with
inhibitors at the site of the enzyme. These inhibitors were used to guide the
search via SMARTS pattern to build a fragment database. Docking and
molecular dynamics were used to select the fragments for an in vitro assay.
Many fragments were acquired and tested against cruzain using the technique
of fluorescence spectroscopy. One fragment (Nequimed147) showed activity,
inhibiting the enzyme with 1Csy equal to 2.39 mM, resulting in a ligand efficiency
of 0.23 kcal mol” weight atom™. Based on this fragment, new inhibitors were
identified with ICso between 1.25 and 4.29 mM. Their ligand efficiencies were in
the range of 0.21 and 0.26 kcal mol”’ weight atom” whose molecular
recognition features are suitable for the search of new enzyme inhibitors likely

to bind the cavity near the S2 sub-site that has not been explored yet.
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CAPITULO 1

Introducao

Neste capitulo é apresentada uma breve introdugcdo sobre a doenca de
Chagas, seu panorama atual, ocorréncia geografica, manifestagdes clinicas e o
tratamento usado. Também sao abordados aspectos importantes da enzima

cruzaina, que é o alvo enzimatico utilizado nesse trabalho.



1 -Introducao

No inicio de 1909, um jovem e desconhecido médico brasileiro, Carlos
Ribeiro Justiniano das Chagas, foi enviado para investigar um surto de malaria que
interrompeu a construcdo de uma ferrovia importante no estado de Minas Gerais. La
ele se deparou com uma doencga nova e estranha, conhecida pelos habitantes locais
como ‘baticum’, uma palavra onomatopeica para as palpitacbes decorrentes da
condi¢cdo cardiaca caracteristica da doenga. Um dos engenheiros da ferrovia
chamou a atengdo de Chagas para o grande numero de triatomineos na area. Estes
eram conhecidos localmente como barbeiro devido ao seu habito de morder os
seres humanos na face. Quando Chagas examinou o intestino dos insetos, ele
encontrou as formas tripomastigotas de Trypanosoma, agente causador da
tripanossomiase americana. Poucas semanas apos a descoberta do Trypanosoma,
ele examinou uma menina que tinha apresentado com um estranho inchago de uma
palpebra, febre e mal estar. Uma gota de seu sangue revelou 0s mesmos
tripanossomos encontrados nos insetos. Com este primeiro caso humano
identificado, Chagas completou um ciclo de trabalho extraordinario, sem
precedentes na histéria da medicina até agora: ele descobriu uma nova doencga,
identificada pelo seu agente e seu mecanismo de transmissao dentro do espago de
poucas semanas.” Pouco mais de cem anos depois da descoberta, a doenca de
Chagas continua essencialmente incuravel.? Ainda assim, as doencas tropicais como
a malaria, a doenca de Chagas, a doenga do sono, entre outras, continuam sendo
uma das principais causas de morbidade e mortalidade em todo mundo, sendo um
problema global de saude publica. Essas doencgas, juntamente com a tuberculose,
incapacitam ou matam milhdes de pessoas e, apesar disso, do total de 1.556
medicamentos registrados entre 1975 e 2004, apenas 21 foram desenvolvidos para
elas.>*

Estudo recente sobre o financiamento mundial de inovagdo para
doencas negligenciadas mostrou que menos de 5% foram investidos nas doencgas
extremamente negligenciadas, mesmo que 500 milhdes de pessoas estejam
ameacadas por elas em todo o mundo.>* A indUstria farmacéutica teve pouco
interesse no desenvolvimento de novos farmacos antichagasicos, devido
principalmente a falta de incentivos comerciais.? O desinteresse na producdo desse

tipo de medicamento, considerados como “medicamentos sociais”, esta ligado a sua



baixa demanda, restrita principalmente a populagdo de baixa renda de alguns paises
na América Latina, portanto, com pequena margem de lucro para a industria.> Como
resposta a essa necessidade, metodologias baseadas em modelagem molecular,
capazes de manipular grandes quantidades de informagdes utilizando ferramentas
em bio- e quiminformatica, tém sido desenvolvidas para auxiliar na busca de

potenciais novos farmacos.

1.1 - Doeng¢a de Chagas

A doenga de Chagas € um dos principais problemas socioecondmicos
enfrentados na América Latina. Estima-se que 16 a 18 milhdes de pessoas do sul
dos Estados Unidos até a Patagbnia estejam infectadas, causando
aproximadamente 50.000 mortes por ano, sendo que outros 100 milhdes de
individuos vivem em dreas de risco de contaminacdo.? ® ( Dados da Organizacéo
Mundial da Satde de 2007 citado por Man et al., 2008* °) O protozoario flagelado T.
cruzi, da ordem cinetoplastida, familia Trypanosomatidae e género Trypanosoma € o
agente causador desta doenga. O parasita possui um complexo ciclo biolégico, o
qual envolve um hospedeiro invertebrado e outro vertebrado, e apresenta trés
formas distintas: (i) epimastigota, forma presente no vetor e em cultura axénica; (ii)
tripomastigota, forma sanguinea circulante e infectante; e (iii) amastigota, forma de
replicacdo intracelular. A contaminagdo se da principalmente pelo contato com as
fezes do inseto vetor (barbeiro), podendo também ocorrer por transfusdo de sangue,
transplante de érgéo, ingestdo de alimentos contaminados e transmissdo congénita.
O vetor pertence a uma familia com aproximadamente 130 espécies, sendo que
cerca de doze podem transmitir o Trypanosoma."” Endémica na América Latina, ha
a ocorréncia da doenga, devido aos processos migratorios, em locais como: Estados
Unidos (300.000 pessoas infectadas), Australia (1.500 pessoas infectadas), Japao
(3.000 pessoas infectadas), Europa (80.000 pessoas infectadas), Canada (5.500
pessoas infectadas) — FIGURA 1.1.®



FIGURA 1.1 - Rotas de migragdo da América Latina e estimativa do numero total de
pessoas infectadas em paises ndo endémicos®

A doencga de Chagas apresenta dois estagios clinicos: agudo (que dura
em média dois meses) e crénico (que se prolonga por toda a vida do hospedeiro)" >°
A fase aguda é geralmente uma doenga das criancas, podendo também ocorrer em
qualquer idade, e levar a morte devido a complicagdes decorrentes de insuficiéncia
cardiaca e processos inflamatérios que envolvem o cérebro, como a
meningoencefalite.*® Esse estagio se inicia apés um inseto infectado picar uma
pessoa e defecar no local. Algumas horas depois, o local da picada produz um
inchago caracteristico chamado de "chagoma". Ocorre também febre e taquicardia.
A fase de infecgdo aguda normalmente ndo é fatal e, muitas vezes, passa
despercebida.’®

O estagio cronico se divide em dois: sintomatico e assintomatico. Cerca
de 60 % dos pacientes chagasicos crénicos permanecem assintomaticos por longos
periodos, sendo que 30% destes desenvolvem complicagdes cardiacas, que podem
levar a cardiopatia chagasica crbnica. A doenga de Chagas crénica causa
deficiéncias significativas, tendo alto impacto social e econbmico, incluindo
desemprego e diminuicdo da capacidade produtiva. No Brasil, mais de US$ 1,3
bilhdes em salarios e produtividade industrial foram perdidos devido a trabalhadores
contaminados.®

A prevencao da doenca tem sido feita combatendo seu vetor com
inseticidas e através de medidas preventivas pessoais, como o0 uso de

mosqueteiros, boas praticas de higiene na preparagao, estocagem e consumo de



alimentos, controle do sangue e de 6rgaos usados para transfusao e transplantes,

respectivamente.® Os tratamentos atuais sdo eficientes apenas no inicio da infecgao
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e nao apresentam doses pediatricas. Surgidos na década de 1970, os dois

farmacos disponiveis sao: nifurtimox (Lampit®, da Bayer) e benzonidazol
(Rochagan®, da Roche) — FIGURA 1.2. Estes medicamentos sao eficazes somente
na fase aguda, devem ser administrados por um longo periodo e tém sua agao

afetada diretamente por condicdes como a idade do paciente. Além disso,

2, 5-6,

apresentam significativos efeitos colaterais. 1012 Nao ha tratamento para o

estagio cronico.'®"
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FIGURA 1.2 — Representagao das estruturas moleculares do a) Nifurtimox e b)
Benzonidazol

O

O Benzonidazol pode causar edema, febre, erupcdo cutanea, dores
articulares e musculares, neuropatia periférica e linfadenopatia. Da mesma forma, o
Nifurtimox pode provocar a perda de peso, erupcdo cutanea, psicose, nauseas
evomitos, leucopenia, neurotoxicidade, neuropatia periférica e anormalidades do
tecido (das glandulas supra-renais € mamarias, do colon, esbéfago, testiculos,
ovarios). Estudos retrospectivos na América Latina revelaram que, embora ambos
farmacos apresentem boa atividade, durante o tratamento de casos recentes de
infecgdo aguda e crénica, atinge um indice médio de cura parasitolégica em torno de
60%. Na fase cronica (pacientes com mais de 10 anos de infec¢do), a cura
parasitoldgica é obtida somente em 10-20% dos pacientes.” Assim, se fazem
necessarios estudos para obtencdo de uma formula acessivel financeiramente,
eficiente para tratar pacientes no inicio da infecgdo; e medicamentos novos para
tratamento seguro da fase cronica.’

Dentre as estratégias adotadas para o tratamento de varias doencgas
estd a inibicdo de alvos enzimaticos. Além dos avangos significativos nos aspectos
biologicos, genéticos e evolucionarios do parasito, 0 sequenciamento de seu
genoma contribuiu com a identificagdo de diferentes alvos biolégicos promissores,
sendo a maior parte de enzimas. Na TABELA 1.1 sdo apresentados alguns desses

alvos e suas funcdes bioldgicas.®



TABELA 1.1 - Fungdes biolégicas de alguns alvos estudados na busca de novos farmacos

para a doenga de Chagas

Enzima

Cisteino proteases, Serino proteases,

metaloproteinas, Treonino proteases

Via ou classe metabodlica
Proteases — Multiplas fungdes que
envolvem desde invasao celular até o

escape do parasita do sistema imune.

Esterol 14-demetilase, Lanoesterol
sintase, Esqualeno epoxidase,

Esqualeno sintase

Biossintese de esterdis — Essencial para
a composicao estrutural de membranas,

mitocdndrias e plasma.

Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, o .
. . Via glicolitica — Produgdo de energia
Hexoquinase, Fosfofrutoquinase

. . . . Metabolismo dependente de grupos tidis
Tripanotiona redutase, Tripanotiona .
. — Mecanismo de defesa contra estresse
sintase o
oxidativo

Metabolismo de pentose fosfato —
6-Fosfogluconato desidrogenase Mecanismo de defesa contra estresse

oxidativo

1.2 - Alvo Enzimatico: Cruzaina

Inibidores da protease provaram ser medicamentos eficazes para o
diabetes, osteoporose, certos tipos de cancer e doengas infecciosas.'? As cisteino
proteases sao enzimas proteoliticas que dependem do grupo tiol nucleofilico de um
residuo de cisteina para a sua atividade enzimatica.™

A Cruzaina, uma cisteino protease chave, € a principal protease do
Trypanosoma cruzi, sendo essencial para a sobrevivéncia do parasita. Essa enzima
esta envolvida em todas as fases do ciclo de vida do T. Cruzi, e pertence a
superfamilia papaina de cisteino proteases, com estrutura e funcbes similares as
enzimas humanas catepsina B, L, K, S, F e V."> " Ela esta envolvida na replicacao,
diferenciagcdo celular do parasita e nutricaio com a hidrdlise de proteinas do
hospedeiro. Ela é essencial para a infecgao das células hospedeiras, metabolismo e
imunoevasao (evasdo da resposta imune).” >

A cruzaina catalisa reagdes de hidrélise de ligagdes peptidicas
(FIGURA 1.3), e seu numero de classificagdo segundo a comissdo de nomenclatura

de enzimas (Enzyme Commission) é EC 3.4.22.51. Os numeros 3, 4 e 22



correspondem respectivamente a classe de hidrolases, a sua atuagcdo em ligagcéo
peptidica e ao grupo de cisteino endopeptidases enquanto que 51 é o numero
especifico da cruzaina.
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FIGURA 1.3 - Reacéo de clivagem de ligacao peptidica por proteases

A estrutura cristalografica da cruzaina revela que ela é composta por
uma cadeia polipeptidica de 215 residuos de aminoacidos, dobrado em dois
dominios (FIGURA 1.4). Um dominio € principalmente helicoidal (dominio L), € o
outro é composto por folhas  antiparalelas (dominio R). Como esperado para as
enzimas da familia da papaina, entre os dois dominios existe uma extensa fenda,
onde esta localizado o sitio ativo, sendo a triade catalitica composta pelos residuos
Cys25, His159 e Asn175.

HIS159

Dominio L — a-hélice [—_>

Sitio de ligagao mwwmie

I Dominio R - folhas B l

PDB: 2AIM
E.C.3.4.22.51

FIGURA 1.4 — Estrutura cristalografica da cruzaina (PDB: 2AIM). Em destaque os residuos
que participam do mecanismo catalitico

O mecanismo de hidrdlise de peptideos desempenhado pelas cisteino
proteases envolve quatro etapas (FIGURA 1.5). A primeira € a desprotonagédo do
grupo tiol da cisteina catalitica pela histidina. No proximo passo o enxofre aniénico
nucleofilico se liga ao carbono carbonilico do substrato formando um intermediario
tetraédrico, o qual é estabilizado pela cavidade do oxianion. Tal cavidade é

caracterizada pela presencga do residuo GIn19, que ajuda na catélise estabilizando o



intermediario oxianion. Em seguida o fragmento N-terminal do substrato ¢é liberado e
a histidina é restituida na sua forma desprotonada. Na sequéncia o intermediario
acil-enzima ¢é hidrolisado e um segundo intermediario tetraédrico é formado,
novamente sendo estabilizado pela cavidade do oxianion. Em seguida, ocorre a

liberac&o do substituinte N-terminal, restituindo a enzima no estado inicial.?*%
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FIGURA 1.5 - Mecanismo de catélise de enzimas cisteino proteases

A terminologia descrita para proteases foi adotada para a cruzaina,
denominando sub-regides do sitio ativo de S1 a S4%, os sub-sitios estdo localizados

conforme mostradas na FIGURA 1.6.

FIGURA 1.6 — Sitio da cruzaina representado por superficie de van der Waals — em amarelo
esta representada a posicao da cisteina catalitica (PDB: 1ME4)



O sub-sitio S1 € onde se localiza a triade catalitica da enzima, o sub-
sitio S2 possui uma caracteristica hidrofébica localizado em uma regido mais
profunda, os sub-sitios S3 e S4 sido mais superficiais e possuem também
caracteristica hidrofébica. Apenas o centro do sitio possui caracteristica hidrofilica,
onde ha o reconhecimento da ligagcdo amidica.

A cruzaina possui excelentes provas de validagao pré-clinica como um
alvo de farmacos viavel. Varios inibidores dessa protease, com diferentes esqueletos
moleculares e mecanismos cataliticos, mostraram ser capazes de curar a infeccao
chagasica em modelos celulares, caninos e em ratos.'® ' 2832 |nibidores seletivos
desta enzima bloqueiam a proliferagdo do parasito epimastigota extracelular e
amastigota intracelular, e suspendem a metaciclogénese (transformagédo de
epimastigotas para tripomastigotas metaciclicos).” ' 33

Portanto, a cruzaina representa um alvo interessante e potencial para
busca de novos farmacos antichagasicos. As estruturas de inibidores existentes para
a cruzaina sao diversas, incluindo uma série de vinil-sulfonas, a-hidroxicetonas,
tiossemicarbazona e derivados de 2-hidroxi-aril-N-acilhidrazona, entre outros.™

Dentre esses destaca-se o K11777 (FIGURA 1.7), uma vinil-sulfona.

FIGURA 1.7 — Estrutura do K11777

O K11777, (2R)-N-[(1E,3R)-1-(benzenosulfonil)-5-fenilpent-1-en-3-il]-2-
[(4-metilpiperazin-1-il)carbonilamino]-3-fenilpropanamida, foi eficaz na cura ou alivio
da infecgéo por T. Cruzi em estudos pré-clinicos de prova de conceito e entrou nas
investigagbes de desenvolvimento pré-clinico de farmaco. Em estudos, o K11777
demonstrou ser eficaz o suficiente para curar a doenga em modelos agudos da

infecgdo em camundongos e também reverter o dano cardiaco em céaes. Estes
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estudos demonstraram pela primeira vez que a inibicdo da enzima cruzaina
efetivamente interfere na infeccao pelo parasito T. cruzi e os inibidores peptidicos
vinil sulfébnicos ndo sado téxicos em doses terapéuticas, colocando sob
questionamento a falta de seletividade deste inibidor em relagdo as catepsinas
humanas.'® 3

Como dito anteriormente, a cruzaina pertence a familia de enzimas
proteases e possui um alto grau de identidade principalmente com a catepsina L (EC
3.4.22.15) e a catepsina B (EC 3.4.22.1).* As catepsinas estdo envolvidas em
muitos processos fisiolégicos como na reabsorgéao 6ssea, liberagdo de horménios da
tireoide e possuem um papel fundamental no sistema imunolégico. Elas também
estdo envolvidas em um numero de processos degenerativos que incluem a
osteoporose, artrite reumatoide, enfisema e distrofia muscular. Ha também forte
evidéncia da participacado das catepsinas no cancer por atuacédo sobre os processos
de invasao de tumores e metastases. As catepsinas, em especial a catepsina L, sao

alvos atrativos para o desenvolvimento de agentes anticancer.>®



CAPITULO 2
A Quimica Medicinal e o Planejamento

de Farmacos

Neste capitulo € apresentado o papel da Quimica Medicinal e as ferramentas da

quiminformatica utilizadas no planejamento de farmacos.
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2 -Quimica Medicinal e o Planejamento de Farmacos

2.1 - Planejamento de farmacos

A quimica medicinal € uma disciplina baseada na quimica, envolvendo
também aspectos das ciéncias bioldgicas, médicas e farmacéuticas. Ela esta
preocupada, dentre outros fatores, com o planejamento, identificagdo e preparacao
de compostos biologicamente ativos, além da interpretagdo do seu modo de agao a
nivel molecular. *” Os quimicos medicinais que estdo engajados na descoberta de
farmacos fazem parte de equipes interdisciplinares, e devem, portanto, compreender
nao sé o campo da quimica organica, mas também uma série de outras disciplinas
para ajudar a levar o planejamento adiante.

No inicio da descoberta de medicamentos (de 1950 a cerca de 1980),
0s quimicos medicinais se baseavam principalmente em dados obtidos em ensaios
in vivo. No periodo mais recente (cerca de 1980 até o presente), o desenvolvimento
de novas tecnologias, tais como ensaios em massa in vitro, bibliotecas de
compostos de grande porte, alvos moleculares definidos e planejamento de
farmacos baseado na estrutura do alvo, mudou esse panorama anterior
relativamente simples. Embora estas novas tecnologias apresentem muitas
oportunidades para o quimico medicinal, a grande quantidade de novos requisitos de
seguranca que surgiu dificultam a tarefa de levar a atividade in vitro para a atividade
in vivo.®

Na FIGURA 2.1 é demonstrado o processo de descoberta de
farmacos, que comeca com a identificacdo de uma necessidade médica, incluindo
um juizo sobre a adequacao das terapias existentes (se houver). A partir dessa
analise, juntamente com uma avaliagdo do conhecimento atual sobre a doenga-alvo,
serdo construidas hipéteses sobre como, possivelmente, melhorar a terapia. Etapas
subsequentes do processo incluem a detecgdo de relevante atividade biologica in
vitro para um composto estruturalmente novo, e em seguida, a verificagcdo da
atividade in vivo em um modelo animal adequado do composto da fase anterior,
seguido da maximizacdo desta atividade através da preparacdo de analogos
estruturais e, finalmente, selecdo de um composto como o candidato para

desenvolvimento do farmaco. O candidato a farmaco é entdo submetido a testes
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toxicolégicos em animais, como exigidos por lei. Se a substancia passa em todos os
testes, todos os dados da pesquisa acumulados sao reunidos e apresentados aos
orgaos reguladores do governo (por exemplo, a ANVISA), antes que os ensaios
clinicos sejam iniciados. Na fase clinica, ocorre a avaliagdo sequencial de tolerancia
em voluntarios humanos saudaveis (Fase 1), eficacia e o intervalo da dose em
pacientes (Fase Il), seguido por ensaios difundidos em milhares de pacientes
apropriados para desenvolver um amplo banco de dados de eficacia e seguranga
(Fase lll). Para os poucos candidatos a farmacos que sobreviverem até a fase lll,
um novo relatério que contém todos os dados da pesquisa acumulada é
apresentado para a revisdo aprofundada por parte dos especialistas do 6rgéao
regulador. Somente com a aprovagdo, o novo farmaco pode ser oferecido aos
médicos e seus pacientes para tratar a doenga para a qual foi planejado. Na fase
clinica IV, s&do realizados os monitoramentos pds-comercializagdo dos novos

farmacos.>®

e
4 (_ Y
| Fase Pra-clinica |

¢ 1.7 _ 00 o4
/ Vi ti d
- — }\( )
s LY
= Sintese em largs
Avaliaghes da eficica e Paterte da escala, formulacao e
Conrencéin do nrojeto Propnsta nu sintese sequranga em anlmals e In molérula nova au testes de estahllldade
Aburdagen dv problema de wing moléwla vilre, Resullados wdo modilcada, dos compueslos lideres.,
Esludus i silice e in vilio nova ou modil cada usados come reler@ncia Submissdo du Swaliagdo dos gleilos 4
para escola do candidato padidc de IND lcngo prazo em

animais

li/ Fase Clinica _ﬂ'

n A A ﬁ A Y a f
_A:_"- ~ A — % N : %ﬁ 1 ¥
. I Fase II: Estudos de
Fase 1V: peﬁigﬁ'{:gfggﬁg\{gu Fase 111: Avaliagdes de ADME eficacia € seguranca tase 1: cstudes de loxidez
Farmaccyigllanca ovag S (numerc maior de pacientes) (namero reduzido de (humanos saudaveis)
= farmaco (MDA) 4 v i v
4 nacientes)
\ J

FIGURA 2.1 - Etapas do processo de descoberta de farmacos

Planejar e desenvolver um novo medicamento sdo processos longos,
complexos, caros e muito arriscados. Na fase de pesquisa, somente uma pequena
fracdo dos compostos sdo selecionados como candidatos a farmacos para o
desenvolvimento. Experiéncias demonstraram que aproximadamente um de 15-25

candidatos a farmacos sobrevive aos rigorosos testes de segurangca e eficacia.
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Apesar dos elevados riscos, os potenciais beneficios para os milhdes de pacientes
com doencas graves representam uma motivagdo crescente.*

A taxa de sucesso no planejamento de farmacos é de apenas 10%
apesar de todos os avancgos obtidos nos ultimos anos, sendo que cerca de 30% dos
compostos que chegam aos estagios finais de desenvolvimento clinico é
abandonado em decorréncia da auséncia de eficacia e insuficiente segurancga clinica
e toxicoldgica.>®*°

Um dos obstaculos encontrados com certeza ¢ o amplo espacgo
quimico utilizado para a realizagdo da busca. Atualmente o numero de compostos
existentes no Chemical Abstracts ja ultrapassa 60 milhdes.*’ Com sua magnitude, o
espaco quimico pode ser visto como sendo analogo ao universo, com 0os compostos
quimicos ocupando o lugar das estrelas.*’ Dada a vastiddo do espaco quimico, o
desafio para os quimicos medicinais € identificar as regides que podem conter
compostos biologicamente ativos, isto €, o espago quimico de interesse biologico.
Os limites desse espaco sao definidos pela interagdo especifica de ligagdes entre as
pequenas moléculas e os alvos macromoleculares, tais como proteinas, DNA e
RNA. Medido em termos de propriedades fisico-quimicas e descritores topoldgicos,
compostos terapéuticos parecem se agrupar em “galaxias”. Um século de quimica
medicinal e o avango dos programas HTS sugerem que compostos que se ligam as
certas "classes de alvos” (proteinas da mesma superfamilia, como o receptor
acoplado a proteina G; GPCRs) sdo agrupados em regides distintas do espaco

quimico, como demonstrado na FIGURA 2.2.%

Proteases& GPCRs
' aminérgicas

FIGURA 2.2 - Demonstragao do espago quimico e do espago quimico-bioldgico
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Para navegar pelo vasto espago quimico-biolégico, os quimicos
medicinais utilizam de métodos em quiminformatica. A realidade é que atualmente o
uso de computadores e métodos computacionais permeia todos os aspectos da
descoberta de farmacos. Aqueles que sdo mais habeis com as ferramentas
computacionais tém a vantagem de oferecer novos candidatos a farmacos mais
rapidamente e com custos mais baixos. Baseando-se na premissa de que o
conhecimento da estrutura e das propriedades dos ligantes ativos contra o alvo
biologico de interesse e daqueles sem atividade biolégica é valioso para o
enriquecimento, identificacdo e otimizagcdo dos candidatos, a quimica medicinal
emprega os métodos em quiminformatica desde a etapa de identificagdo do ligante
até a fase pré-clinica (FIGURA 2.3).#°

identificacdodo  otimizagao
ligantes " do ligante

matriz

Quiminformatica §

FIGURA 2.3 - Estagios do processo de desenvolvimento de um farmaco onde os métodos
em quiminformatica sdo aplicados

Métodos estdo sendo desenvolvidos atualmente para uma varredura
mais eficaz do espago quimico pela selecdo de um numero relativamente pequeno
de "fragmentos" de baixo peso molecular. Embora, em teoria, um numero
incrivelmente grande de compostos farmacos-similares possa ser sintetizado, o
espaco quimico cresce em fungdo do numero de atomos do composto (isto €, seu
peso molecular). Logo, como aumenta o numero de atomos, também aumenta o
numero de permutagdes possiveis. Assim, a restricdo do peso molecular pela
triagem apenas de fragmentos permite explorar uma area muito maior do espago
quimico possivel utilizando um numero bem menor de compostos (para um
determinado numero de atomos). Com baixo peso molecular, fragmentos possuem
em geral baixa atividade bioldgica in vitro, devido ao pouco numero de interagdes
com o alvo. Estes entdo sdo crescidos para formar ligantes com alta afinidade e
maior peso molecular. Diversas abordagens baseadas nesta ideia tém sido

desenvolvidas, sendo este o tema discutido a seguir.*?
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2.2 - Planejamento de farmacos baseado em fragmentos

O planejamento de farmacos baseado em fragmentos (FBDD, do inglés
fragment-based drug discovery) emergiu nas ultimas décadas e provou ser um novo
paradigma para o planejamento de farmacos. Esforgos significativos das industrias
farmacéuticas e companhias biotecnologicas aplicando esta abordagem nos anos
1990 e inicio dos anos 2000 resultaram no desenvolvimento de mais de dez
candidatos clinicos. Como consequéncia, FBDD tem sido usado como principal
alternativa para métodos tradicionais usados no planejamento de farmacos, como
HTS e ensaios virtuais.

Existem duas diferencas basicas entre FBDD e HTS. A primeira é o
tamanho do espago quimico. O numero de composto farmacos-similares esta
estimado em 10%, indicando que o espaco quimico de compostos para HTS é muito
grande para ser amostrado com uma biblioteca de tamanho realistico. O numero de
compostos em bibliotecas de fragmentos é tipicamente relatado como alguns
milhares de compostos, os quais cobrem a maior parte do espago quimico de
compostos fragmentos-similares comercialmente disponiveis.**

Os principios fundamentais de reconhecimento molecular, que
desempenharam um papel fundamental no desenvolvimento do planejamento de
farmacos baseado em fragmentos (FBDD), comegaram a mais de duas décadas. Em
1981, Jencks introduziu a ideia de que moléculas grandes podem ser consideradas
como a combinagdo de dois ou mais "fragmentos" que contém todas as
caracteristicas necessarias para a ligagdo com a proteina-alvo. Em 1985, Goodford
desenvolveu um programa de computador chamado GRID, onde pequenos
fragmentos ou ‘sondas’ foram usados para inspecionar um suposto site de ligagéo, a
fim de destacar os pontos importantes de interacdo. Analise do GRID, aplicada a
alguns sitios de interagcdo de proteinas, indicou que algumas das posi¢des
favoraveis encontradas para fragmentos moleculares individuais estavam presentes
em inibidores conhecidos. Fragmentos e moléculas grandes tém que obedecer ao
mesmo conjunto de regras de reconhecimento molecular quando se ligam a uma
proteina-alvo. Durante um evento de interacdo, os fragmentos e as macromoléculas
tém de superar uma barreira entrépica associada a perda de entropia do corpo rigido
sobre a ligagao para o alvo. Esta barreira tem apenas uma pequena dependéncia do

tamanho molecular. Fragmentos podem arcar com o custo entropico de ligagao
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somente usando uma alta propor¢cdo de seus atomos para formar interacoes e,
portanto, fragmentos sdo assim considerados ligantes eficientes (altas energias de
interagdo por unidade de massa molecular).*>*

O final dos anos 1990 e inicio de 2000 foi marcado pela publicagao de
uma série de artigos importantes que se mostraram influentes na formagdo do
caminho que o FBDD desenvolveu. Em 1996, cientistas da Abbott relataram o uso
de "SAR por RMN". Esta técnica faz uso de alteragdes nos espectros de RMN de
proteina devido a interagdo do ligante e foi utilizada para identificar fragmentos de
baixa afinidade de interagdo em sitios adjacentes da proteina FK506. Foi possivel
utilizar informag¢des derivadas do RMN para vincular esses fragmentos com um
‘linker’ curto e flexivel, resultando em um inibidor nanomolar.*>#°

Iniumeros critérios para sele¢cdo de fragmentos para ensaios tém sido
sugeridos. Tipicamente, eles envolvem restricdes de peso molecular, numero de
atomos diferentes de hidrogénio, lipofilicidade, doadores e aceitadores de ligagao de
hidrogénio, area superficial polar, dentre outros. Pesquisadores da Astex
propuseram a regra dos trés (Ro3): MW < 300, clogP < 3, doadores de ligagdes de
hidrogénio < 3, aceitadores de ligacdo de hidrogénio <3.*” Contudo, eles nao
apresentaram analises que dessem suporte a esses parametros e outros grupos
acabam por ndo utiliza-los, adotando parametros diferentes.***°

Fornecedores de compostos foram rapidos em responder ao aumento
da demanda por bibliotecas de fragmentos. As primeiras bibliotecas de fragmentos
disponiveis comercialmente foram para o mercado em 2003, com Asinex e
Maybridge fornecendo as primeiras cole¢des que seguiam a ‘regra dos trés’ (Ro3).
Atualmente, muitos fornecedores vendem bibliotecas de fragmentos comerciais. *>*°

Apesar de fragmentos apresentarem baixa afinidade, devido a
presencga de poucos sitios de interagéo, eles podem interagir preferencialmente com
‘hot spots’ da superficie da proteina alvo com modo de interagdo otimizado devido
sua estrutura simples. Compostos orgénicos pequenos interagem quase
exclusivamente com regides bem-definidas e localizadas na proteina, sendo ligantes
altamente eficientes.** *® Uma vez que estes pontos chave de interagdo sdo
identificados, interacbes com regides adjacentes da superficie da proteina podem
ser posteriormente exploradas para aumentar a seletividade e melhorar a

atividade.*®
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Um conceito valioso e bastante usado para comparar a atividade
biolégica de fragmentos moleculares € a eficiéncia do ligante (LE). Este conceito é
util para comparar fragmentos em séries diferentes e para estabelecer fragmentos
prioritarios. Este termo é definido como sendo a energia livre de interagcdo de um
composto para uma proteina especifica dividida por cada atomo diferente de
hidrogénio (HAC) presente nesse composto (equagao 1). Em geral, um fragmento é
considerado promissor se sua eficiéncia (LE) é maior ou igual a 0,30 kcal mol”
atomo pesado™ e este mesmo nimero é usado para comparar ligantes em uma série

e para guiar a otimizacdo de um fragmento em ligantes maiores.*>*® %152

—RTIn(ICsp)
HAC

LE = -AG/HAC = equacao 1

Uma vez identificados fragmentos ativos, estes sdo otimizados
utilizando técnicas como: crescimento do fragmento ou a combinagao de diferentes
fragmentos (FIGURA 2.4). O primeiro caso consiste em adicionar funcionalidade a
um fragmento inicial que explora uma regido especifica do sitio de interagdo para
encontrar interagdes favoraveis que aumentem a afinidade de ligagao. Isso tem sido
usado com sucesso para desenvolver inibidores para uma série de alvos, incluindo
inibidores da p38 MAP quinase (Astex), DNA girase (Hoffman-La Roche), ERM metil

transferase (Abbott), e uroquinase (Abbott).

o HO Eme»

a)

FIGURA 2.4 - Otimizacao do fragmento. a) Crescimento do fragmento, pedacgo a pedaco. b)
Combinacao de diferentes fragmentos

Compostos de alta afinidade também podem ser criados através da

ligacdo de fragmentos de baixa afinidade. Isso requer varios fragmentos que se
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liguem a sitios de interagdo adjacentes, o conhecimento de seus modos de ligagao e
orientacdes e, finalmente, um ‘linker apropriado que possa unir os fragmentos,
mantendo as interagdes de ligacdo dos fragmentos individuais.>®

O conhecimento sobre onde fragmentos quimicos especificos se ligam
em uma proteina pode ser utilizado em uma grande variedade de técnicas
computacionais, tais como buscas farmacoféricas de bibliotecas quimicas
disponiveis. Estas pesquisas permitem aos pesquisadores encontrar ou sintetizar
compostos que validem a hipotese de ligacdo e estendam o fragmento em outras
partes do sitio.>®

Fragmentos apresentam baixa afinidade, o que implica em dizer que é
necessario um sistema robusto, capaz de detectar e quantificar interacdes fracas da
pequena molécula com a macromolécula. A disponibilidade de um ensaio de alta
qualidade pode permitir a exploracdo de um composto com baixo peso molecular e
baixa complexidade. Dentre as técnicas pode-se destacar o uso de calorimetria,
ressonancia magnética nuclear, cristalografia de raios-X e espectrometria de
massas.*® *° Varios trabalhos na literatura relatam metodologias de ensaios virtuais
e modelagem molecular para a identificagéo e selecao de fragmentos com potencial
para inibir alvos enzimaticos. Na FIGURA 2.5 esta representado um esquema da

estratégia em geral abordada.>

o &)f ¥3

™
sitio de interagao métodos biblioteca de
l computacionais fragmentos
. M
- W < -

selegéo, ensaio experimental

- UUUUU et 2

inibidores de baixa afinidade falso positivo
A [_] inibidores de alta afinidade

FIGURA 2.5 — Estratégia adotada pra planejamento baseado em fragmentos™
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Colegdes virtuais de fragmentos sado submetidas a ensaios virtuais, e.g.
docagem molecular e simulagdes de dindmica molecular, onde sdo pontuados, e
entdo selecionados pelo quimico medicinal para os ensaios experimentais.
Inibidores de baixa afinidade, porém com elevada eficiéncia de ligante, sdo entédo
identificados e posteriormente otimizados para se obter inibidores de elevada
afinidade.>

O primeiro composto derivado do planejamento baseado em
fragmentos a entrar nos testes clinicos foi o LY-517717, um inibidor altamente
seletivo do fator Xa descoberto em 2002. Esta molécula € administrada via oral e
possui MW de 459 Da. Em contraste com inibidores indiretos de FXa (por exemplo,
Fondaparinux), LY-517717 inibe diretamente FXa, ndo necessitando de antitrombina
como cofator. Este inibidor mostrou propriedades antitrombdticas em animais
experimentais e um perfil farmacocinético favoravel em estudos de fase I. Em
voluntarios saudaveis, LY-517717 mostrou uma atividade anticoagulante que atingiu
seu pico dentro de 0,5-4 horas apds a administracdo oral. Estas caracteristicas
farmacolégicas conferem ao farmaco um potencial para seguranga e eficacia na

dose diaria. Atualmente, esse composto se encontra em fase clinica 11.%°

>
o
: ¥ H
Y Y
H‘,,N i véé.?\ M

N LY-517717

K; = 2004 K= 0,016 M K, = 0,005 M

FIGURA 2.6 — Planejamento do LY-517717*

Um conhecido aglutinante, a benzamidina, foi usado como um
‘fragmento-modelo’ para o sub-sitio S1 da enzima Fator Xa por apresentar o modo
de interacdo bem definido por estrutura cristalografica. Planejamento baseado na
estrutura do alvo foi usado para atingir sub-sitios adjacentes da enzima e dirigir as
etapas de sintese quimica. Foram identificados compostos com poténcia na ordem
de nM, tal como mostrado na FIGURA 2.6. Esse composto, apesar de potente,
apresentou baixa biodisponibilidade oral, que foi atribuida ao grupo benzamidina
altamente basico, o qual é relatado por impedir a absorcdo. Otimizacdes
subsequentes usando uma combinagdo entre quimica medicinal e planejamento

baseado na estrutura do alvo levou a substituicdo de grupos como a benzamidina
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por grupos que mantivessem as interagdes favoraveis antes observadas para o
grupo benzamidina. As etapas de otimizagcédo levaram a descoberta do candidato

biodisponivel por via oral, LY517717.%°



CAPITULO 3
Objetivos

Os obijetivos desta dissertagdo de mestrado sdo apresentados neste capitulo.
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3 -Objetivos

|dentificar novos fragmentos moleculares com interag&o no sub-sitio S2
da cruzaina.

Estratégias especificas usadas para atingir o objetivo geral:

v Selecionar fragmentos moleculares por métodos computacionais;
= Construir uma colec¢ao de fragmentos;
= |dentificar pontos de seletividade (cruzaina-catepsina L) no sitio da
enzima-alvo (cruzaina);
= |dentificar a conformagdo e a energia de interacdo de fragmentos
utilizando métodos de docagem e dinamica molecular;
v' Realizar ensaios bioquimicos para verificar a inibicdo da atividade da enzima;

» Realizar estudos de relagdo estrutura-atividade para fragmentos que

apresentarem atividade inibitéria.



CAPITULO 4
Inspecao do Sitio: Identificacao de

Pontos de Seletividade

Neste capitulo é feita uma breve introdu¢cdo sobre os métodos, as estratégias e
critérios usados na inspecao do sitio da cruzaina. Também sao apresentados os

resultados obtidos e a discussdo dos mesmos.
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4 -Inspecgao do sitio usando campos de interagao molecular

No programa GRID®, uma grade tridimensional é construida sobre
uma regidao molecular de interesse ou dentro de alguma cavidade da proteina.
Sondas (grupos funcionais que representam diferentes propriedades fisico-quimicas)
sdo movidas ponto-a-ponto, e para cada ponto, a energia de interagdo entre a sonda
e o sistema é computada usando um campo de for¢ca. No GRID, o campo de forca é
baseado no potencial de Lennard-Jones, uma funcéo eletrostatica dependente da
distancia, e um termo para ligacdo de hidrogénio. Para cada ponto na grade, a
energia de interagdo € obtida, o que em conjunto forma um campo de interagéo
molecular (MIF — Molecular Interaction Field), que representa o potencial de
interagdo do composto/proteina com certo grupo quimico (sonda).®’

MIFs podem ser calculados em biomoléculas tais como receptores ou
enzimas, para sugerir pontos de interagao importantes entre a proteina e o ligante,
ou diretamente dos ligantes para sugerir posigdes onde um possivel receptor

poderia interagir com o ligante.”’

4.1 - Materiais e Métodos

Os estudos de inspecdo do sitio da cruzaina foram realizados no
Laboratério de Quiminformatica e Modelagem Molecular do Grupo de Estudos em
Quimica Medicinal de Produtos Naturais — NEQUIMED-PN, do Instituto de Quimica
de S&o Carlos (IQSC/USP). Os trabalhos foram desenvolvidos em uma estacao de
trabalho operando Linux Fedora 10.

A abordagem original (GRID/PCA) é baseada na analise dos campos
de interacdo molecular gerados pelo GRID usando analise de componentes
principais (PCA) para destacar as diferengcas mais relevantes entre os alvos
enzimaticos dados. Mas este método permite analise de pares de alvos e a analise
de mais de dois alvos é complexa.”’

GRID/CPCA ¢é baseada no GRID/PCA, mas apresenta solugdes a esse
problema descrito. Iniciando de uma ou mais estruturas 3D de muitos alvos, uma
descricdo multivariada do sitio de interagao é feita usando o GRID. Entdo campos de
interagdo molecular (MIF) sao analisados por PCA consensual (CPCA). Os

diferentes MIFs obtidos para as diferentes sondas sao adicionados, lado-a-lado,
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adicionando novas variaveis para o mesmo alvo. Como resultado se obtém graficos
de contorno destacando as regides e o tipo de interagdes nessas regides que podem
ser usados para introduzir seletividade em um ligante potencial dessas proteinas-
alvo.

A matriz descrevendo o sistema tem uma linha para cada estrutura 3D
estudada e n X k colunas, correspondendo a n sondas multiplicado pelas k variaveis
presentes em um unico MIF (FIGURA 4.1). O PCA de cada matriz produz uma
parcela de pontuacdo onde cada estrutura 3D é representada por um unico ponto.
Quando diversas estruturas diferentes sdo usadas para representar cada alvo, as
parcelas de pontuagdo devem mostra-las agrupadas, o que significa que diferengas
entre as estruturas 3D do mesmo alvo sdo menos importantes do que diferencas

entre proteinas distintas.
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Sondal Sonda2 Sonda3 Sondan
n blocas (um para cada sanda)
Sondal Sonda2 Sonda3 Sondan
Alvo 1
Alvo 2
Alvo 3
. n x k variaveis
Matriz X

FIGURA 4.1 — Procedimento usado para construir a matriz X. Iniciando pelos calculos do
GRID para uma sonda, é construido um vetor contendo todas as energias de interagéo nos
k pontos do grid; depois, os vetores para n sondas sao compilados em um Unico vetor n x k.

‘Empilhando’ os vetores, cada alvo correspondera a uma linha na matriz X final.

Além disso, nesta metodologia as sondas diferentes sdo organizadas
em diferentes blocos de variaveis. Portanto, € possivel aplicar um procedimento de
escalonamento, que normaliza a sua importancia no modelo. O processo de
ponderagdo € chamado Block Unscaled Weights (BUW) e serve para cumprir o

objetivo delineado. A operagdo escalona cada bloco variavel separadamente,
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enquanto que as escalas relativas de variaveis dentro de cada bloco permanecem
inalteradas.

Os calculos foram feitos no programa GRID v22¢®® e os campos de
interagdo moleculares gerados analisados no programa GOLPE v4.6°. O seguinte
pré-tratamento dos dados foi feito: (a) o valor de maximo cutoff foi considerado igual
a zero para considerar somente interagbées positivas; (b) BUW foi utilizado para
normalizar os dados; (c) varidveis com valores menores que 0,01 kcal mol™ e com
desvio padrdo abaixo de 0,02 kcal mol” foram removidos para eliminar ruidos no
sistema.

Visando construir um modelo para busca de ligantes seletivos a
cruzaina, realizou-se uma busca por estruturas com elevada identidade com este
alvo utilizando o programa BLAST. As estruturas selecionadas foram extraidas do
Protein Data Bank™ e alinhadas utilizando o programa Sybyl v8.0%°, onde também
foram separados os ligantes cristalizados com as enzimas. Para o alinhamento foi
utilizada a estrutura da cruzaina de codigo PDB 1ME4 como referéncia.

Para os calculos de campo de interagdo molecular (MIF) foi utilizada
uma grade tridimensional de 10A x 17A x 11A, com espacamento entre os planos de

grade igual a 1A. As sondas aplicadas foram: C3, NM3 e OH.

4.2 - Resultados e Discussao

As estruturas selecionadas para o estudo GRID/CPCA, bem como os
dados referentes aos seus parametros estruturais, sdo apresentadas na TABELA
4.2. Na busca por estrutura com elevada identidade com a cruzaina, foram
destacadas duas estruturas para a catepsina L (EC 3.4.22.15) e duas para a
catepsina B (EC 3.4.22.1), j@ que estas apresentam elevada identidade de
sequéncia de aminoacidos com relagao a cruzaina, sendo aumentada quando se
compara apenas o sitio de interagdo. Um importante parametro nos estudos
cristalograficos é a resolucdo dos dados, que é expressa em A, onde numeros
menores indicam resolugbes mais altas. Em altas resolugdes (< 1,5 A) o modelo é
provavelmente mais que 95% uma consequéncia dos dados observados. Contudo,
em baixas resolugdes (> 2,5 A), a modelagem dos detalhes nas estruturas das

proteinas é muito mais subjetiva do que baseada em informacdes experimentais.®’
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TABELA 4.2 - Codigo PDB das estruturas estudadas, parametros estruturais e grau de

identidade
Codigo Resolugao (&) Ricer Rise  (ReswRis) e ldontidace
(%)* sitio (%)°
Cruzaina
1EWL 2,00 0,171 0,233 0,062 - -
1EWM 2,00 0,173 0,206 0,033 - -
1EWO 2,10 0,221 0,262 0,041 - -
1EWP 1,75 0,183 0,206 0,023 - -
1F29 2,15 0,185 0,208 0,023 - -
1F2A 1,60 0,184 0,219 0,035 - -
1F2B 1,80 0,173 0,203 0,030 - -
1ME3 1,20 0,103 0,135 0,032 - -
1ME4 1,20 0,091 0,124 0,033 - -
1U9Q 2,30 0,136 0,218 0,082 - -
Catepsina B
1GMY 1,90 0,161 0,199 0,038 31.2 541
1CSB 2,00 0,194 n/a n/a 30.7 52,5
Catepsina L
3BC3 2,20 0,183 0,234 0,051 45,7 65,6
3HWN 2,33 0,252 0,347 0,095 46,1 57 4

*Identidade calculada usando como estrutura de referéncia no alinhamento: a) estrutura
PDB: 1ME4; b) sitio de interacdo da cruzaina, tomando uma regido de 10 A em torno do
inibidor T10 (obtido no co-cristal PDB: 1ME4)

A habilidade do modelo em explicar os dados experimentais é
usualmente identificada por meio do parametro chamado Rgistor, pOrém, esse
parametro esta sujeito ao ajuste forcado (over-fitting) dos dados. Assim, foi
introduzido o conceito de validagdo cruzada no refinamento cristalografico, com a
introdugdo do parametro Rsee, cuja definicdo € idéntica a do Reactor, €XCet0 que 0 Riree
€ calculado para um pequeno conjunto de reflexdes que nunca sdo usadas no
refinamento do modelo. O parametro Rse. mede a capacidade do modelo em prever
observagdes experimentais que ndo sao usadas para ajustar o modelo. Os valores
desejaveis sdo < 0,25 para 0 Riior € < 0,40 para Rgee. A diferengca entre os
parametros Rfee © Rractor € Uma medida parcial da extensdo na qual o modelo
superestima os dados. Esta diferenga (Rfree — Rractor) deve ser baixa para o modelo

final, idealmente <0,05.°2 Baseado nesses fatores, varias estruturas tém
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caracteristicas apropriadas para os ensaios virtuais. As estruturas TME4 e 1ME3 séo
as que apresentam melhor resolucdo, sendo a primeira escolhida como estrutura
referéncia nos alinhamentos com as estruturas cristalograficas das catepsinas.

A caixa de grade, criada para os calculos de campo de interagcéo
molecular, foi feita visando delinear a area adjacente ao sub-sitio S2 do sitio ativo,
conforme destacado na FIGURA 4.2. As sondas aplicadas foram escolhidas para
tentar descrever caracteristicas relevantes: C3 — estérea e hidrofébica, NM3 —
estérea e carregada positivamente e OH — doadora e aceitadora de ligagdo de
hidrogénio.

Por inspecédo visual do sitio de interacdo da cruzaina a partir das
estruturas cristalograficas depositadas no PDB, foi possivel observar a existéncia de
residuos flexiveis no sub-sitio S2 (FIGURA 4.3), como Glu205, Leu67 e Asn69. Isso
é corroborado pelos resultados obtidos por Durrant e colaboradores®, onde estudos
de dindmica molecular na presencga de ligante proximo ao S2 foram feitos e se
observou que a area adjacente ao sub-sitio S2 ficou mais exposta, sendo um ponto
interessante para o planejamento de inibidores dessa enzima. Além disso, dos
ligantes co-cristalizados na cruzaina, disponiveis no PDB, nenhum explora essa

regiao, como pode ser visto na FIGURA 4.4.

FIGURA 4.2 - Sitio Ativo da Cruzaina

De modo paralelo, na analise do alinhamento da estrutura da cruzaina
com as estruturas das catepsinas L e B foi interessante perceber a estrutura
cristalografica PDB 3HWN, da catepsina L, onde o sub-sitio S2 é explorado para

obtencdo de um ligante seletivo em relagdo a outras catepsinas®. Assim esse sub-
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sitio foi utilizado neste estudo na tentativa de buscar pontos de seletividade em

relacao a cruzaina.

oL |
(e,

IJ G205
> A |l ASNG9
(1F2C" | | Leuver

FIGURA 4.3 - Sub-sitio S2 da cruzaina em diferentes estruturas cristalograficas depositadas
no PDB

FIGURA 4.4 — Sobreposigao dos ligantes co-cristalizados com a cruzaina. Em amarelo,
destaque para o sub-sitioS2

Foram geradas quatro componentes principais. Usualmente, a primeira
representa a discriminagao entre os grupos de enzimas e a segunda pode ser usada
para classificar as sondas de acordo com a forga de interagcédo. A analise do grafico
de scores de PCA para o modelo gerado indica uma boa distribuicdo dos grupos de
enzimas em relacdo a PC1 e PC2, como verificado na FIGURA 4.5. A primeira
componente discrimina entre o grupo 3 (representando as estruturas da Cruzaina) e

os grupos 1 (Catepsina B) e 2 (Catepsina L).
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FIGURA 4.5 - CPCA score: 1)Catepsina B; 2)Catepsina L; 3)Cruzaina

PCA scores (PC2)

A FIGURA 4.6 mostra a contribuicdo de cada sonda para a pontuacao
total. Como se pode perceber, todas as trés sondas empregadas neste estudo

apresentaram contribuicdo similar para a primeira e segunda componentes.
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FIGURA 4.6 - Contribuicdo de cada sonda para o modelo gerado: A) C3; B) NM3 e C)OH

As figuras 4.7 e 4.8 mostram a distribuicdo dos pseudo-campos
gerados pelo GRID/CPCA para a cruzaina em relagdo a catepsina L e catepsina B,
respectivamente. Como observado, a seletividade da cruzaina em relagao aos alvos
€ estudada através da selegcdo de pontos relevantes no grafico da diferenca dos
pseudo-campos de interagdo gerados para a cruzaina em relagdo a cada uma das

catepsinas.
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FIGURA 4.7 - Diferenga nos pseudo-campos gerados, mostrando as regides de
favorecimento para cada alvo. Sondas: A) C3, B) NM3 e C) OH. (Ciano=Cruzaina e
Amarelo=Catepsina L)

FIGURA 4.8 - Diferenga nos pseudo-campos gerados, mostrando as regides de
favorecimento para cada alvo. Sondas: A)C3, B) NM3 e C) OH. (Ciano=Cruzaina e
Amarelo=Catepsina B)

A partir da analise das estruturas PDB dos alvos e os campos
gerados,foi possivel determinar diferengas quimicas importantes entre as estruturas
das catepsinas e a cruzaina. Além disso, foi feita a identificacdo dos residuos de
aminoacidos correspondentes a essas diferencas, que estido listados na TABELA
4.3.
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TABELA 4.3 - Relagao dos aminoacidos correspondentes aos pontos relevantes para a
seletividade na cruzaina e os aminoacidos correspondentes nas Catepsinas L e B.
(Em negrito sdo apontados os residuos com propriedades diferentes)

Sonda Cruzaina Catepsina L Catepsina B

Met68 Met Tyr
c3 Leu67 Leu Gly
Leu157 Met
Ala131 Ser Glu
Leu67 Leu Gly
NM3 Glu205 Ala Glu
Glu112 Asp Tyr
Ser207 Ser Val

oH GIn156 Asp Pro/Ala

Asn69 Asp Pro/Ala
Glu205 Ala Glu

Na FIGURA 4.9 é apresentada a sobreposicdo das trés enzimas e
destacados os residuos de aminoacido considerados importantes para a interagao.
Para um melhor entendimento, os resultados serdo discutidos separados por tipo de
sonda.

C3 (FIGURA 4.7A e 4.8A): Esta sonda foi escolhida por apresentar
carater hidrofébico e também pelo fator estéreo. Como podemos observar, o modelo
apresentou um ponto de seletividade em relagdo a ambas as catepsinas, na regido
do sitio da cruzaina proximo aos aminoacidos Leu157, Leu67, Met68 e Ala131, que
apresentam cadeia lateral apolar e pertencem ao sub-sitio S2. Nessas mesmas
posigdes, ocorre a presenga de aminoacidos como tirosina e glutamato na catepsina
B; e serina na catepsina L — que s&o caracterizados por apresentarem cadeia lateral
polar ndo carregada ou carregada negativamente (Glu). Isso torna entdo o sub-sitio
S2 (e a cavidade proxima a ele), relevante para a seletividade em relagdo a
interagdes hidrofébicas do tipo van der Waals.

NM3 (FIGURA 4.7B e 4.8B): Esta sonda foi escolhida por apresentar
grupos hidrofébicos e ter uma carga positiva. Foi observada uma pequena variagéo
entre os campos gerados por esta sonda e pela sonda C3. Podemos observar um
campo de interagdo gerado proximo ao Glu205 e Glu112 que séo aminoacidos que

apresentam cadeia lateral polar, porém carregada negativamente. Assim, é possivel
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determinar um possivel ponto de interagdo do tipo ligagdo idnica proximo ao sitio
ativo.

OH (FIGURA 4.7C e 4.8C): Esta sonda se caracteriza por realizar
ligacdo de hidrogénio tanto aceitadora quanto doadora. E possivel determinar pontos
importantes de interagdo proximos aos aminoacidos Ser207, GIn156, Asn69 e
Glu205. Estes aminoacidos apresentam cadeia lateral polar ndo carregada ou
carregada negativamente com a presenga de grupo carboxilico, amida e hidroxila,
que sao capazes de realizar interagdes do tipo ligacdo de hidrogénio. Nas mesmas
posicdes, ocorre a presenca de aminoacidos como valina, prolina e alanina, que
possuem cadeia lateral apolar, sendo entdo estes pontos importantes para a

seletividade.

FIGURA 4.9 - Sobreposicao das cisteino-proteases na extensao do sub-sitio S2: Cruzaina
(azul/negrito), Catepsina L (branco/italico) e Catepsina B (ciano/sublinhado).




CAPITULO 5
Identificagcao e Selecao dos

Fragmentos

Neste capitulo é feita uma breve introdu¢cdo sobre os métodos em
quiminformatica, as estratégias e critérios usados na sele¢ao dos fragmentos. Além

disso, também sao apresentados os resultados obtidos e a discussao dos mesmos.
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5 -ldentificagao e Selegao dos Fragmentos

Métodos e ferramentas computacionais tém-se tornado importantes
para a exploracédo sistematica do espago quimico-biolégico durante as etapas de
identificagédo e otimizacéo de ligantes. A quiminformatica possibilitou a introdugcao de
tecnologias avangadas na busca por novos farmacos, evitando assim a sintese de

compostos triviais que dificilmente se tornariam novos medicamentos.

5.1 - Métodos Computacionais

51.1- Docagem Molecular

A compreensdo dos mecanismos de reconhecimento molecular
enzima-ligante € um dos principais desafios da biologia molecular e um dos
aspectos centrais para o sucesso na descoberta e planejamento de novos farmacos
dentro da area de quimica medicinal. O uso de metodologias computacionais para
obter uma descricdo acurada e automatizada do processo de reconhecimento
molecular enzima-ligante € motivado principalmente pela redugédo no tempo.

A docagem molecular (do inglés molecular docking) € um método
baseado na estrutura do receptor (TBVS) e pode ser definida como uma tentativa de
predizer a presenca, a conformagdo e a orientacdo da estrutura do complexo
formado entre um ligante (uma pequena molécula ou até mesmo uma proteina) e um
receptor (enzima, DNA, canais idnicos, receptores, dentre outros).®* Desta forma, um
pré-requisito € a informacao tridimensional detalhada da biomacromolécula em
estudo, a qual é geralmente conseguida através da anadlise de estruturas obtidas
pela resolucao de estruturas de proteinas por raios-X dentre outros como os estudos
de espectroscopia de ressonancia magnética ou através de modelagem por
homologia.®*®

Métodos de docagem sdo amplamente utilizados no planejamento de
farmacos baseado na estrutura do alvo, tanto para a descoberta de novas
substancias bioativas, através de técnicas conhecidas como triagem virtual, quanto
para o refinamento e otimizacdo de compostos protétipos previamente identificados.

O objetivo desse método € encontrar e quantificar o modo de interagao/ligagéao
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correto de uma molécula ligante no sitio de interagdo de uma macromolécula, de
maneira que a fungdo da mesma possa ser regulada (inibida ou ativada). Além
disso, é possivel também identificar novos ligantes usando o ensaio virtual e
predizer a afinidade de ligagdo de compostos relacionados a partir de uma série de
ligantes ativos.

O reconhecimento  molecular enzima-ligante  depende da
complementaridade de caracteristicas estruturais e fisico-quimicas da
macromolécula com o ligante, visando a identificacdo do arranjo conformacional
preferencial, correspondente a melhor energia livre de interagdo. As caracteristicas
estruturais determinam os arranjos espaciais moleculares, dado por variagbes na
orientagcdo, posicdo espacial e rotagcdes de ligagdes covalentes de ambas as
moléculas. As caracteristicas fisico-quimicas definem o grau de afinidade e
especificidade entre o ligante e o sistema molecular em estudo, dados por
interacdes intermoleculares, que compreendem forcas eletrostaticas, de disperséo,
interagdes hidrofdbicas, ligacdes de hidrogénio e ligagdes covalentes. *

Ha trés caracteristicas principais na docagem molecular: i)
representacdo do sistema; ii) busca conformacional no espaco; iii) pontuagdo de
potenciais candidatos. A docagem simula a interagdo do ligante na superficie da
proteina. Portanto, a primeira questdo € como definir a superficie da proteina.Elas
podem ser descritas por modelos matematicos como, por exemplo, descritores de
formas geométricas ou grades. Alternativamente, a descrigdo pode envolver um
tratamento estatico ou dindmico das cadeias proteicas.

A docagem envolve a andlise de duas moléculas separadas, comecga
pelo enovelamento da proteina e as conformagdes dos ligantes. Esse processo
exige um procedimento eficiente de busca e uma funcdo de pontuacdo. Os dois
elementos criticos para este fim sdo a velocidade e a eficiéncia em cobrir um espacgo
conformacional relevante; é essencial que a fungdo de pontuagdo seja rapida o
suficiente para permitir a obtengdo de um grande numero de potenciais solugdes, e
em principio, discriminar entre as conformagdes docadas de forma efetiva e néo
efetiva. A funcdo de pontuagdo deve incluir um peso apropriado para todos os
componentes energéticos da interagdo. Desta forma, uma solugdo apresentada por
um programa de docagem em particular, ndo deve ser vista como uma
representacdo completa, mas sim uma peca dentro de um vasto espaco

conformacional.
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A predigcdo correta da estrutura do complexo (posigdo) nado requer
informacdes a respeito da constante de afinidade. Entretanto, a predicdo da
constante de afinidade (pontuagéo) requer a informagéo sobre a posigéo relativa do
ligante na macromolécula. A fungcdo de pontuacdo deve considerar os seguintes
fatores: estéreo, eletrostatico, ligacdo de hidrogénio, restricido conformacional do
ligante (se flexivel) e enzima. Considerando o equilibrio de formacado do complexo,
ha também os fatores de dessolvatacéo, entropia rotacional e entropia translacional
para se levar em conta.

Colegdes extensas de compostos podem ser “docadas’
computacionalmente na estrutura da macromolécula. Cada composto € testado em
milhares de possiveis poses. Como resultado, as moléculas sdo pontuadas com
base na sua complementaridade com a macromolécula e as mais bem pontuadas

podem ser subsequentemente avaliadas em um ensaio experimental, FIGURA 5.1.%"

Y

Ensaio experimental -I!“Ii!l,gl
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FIGURA 5.1 - Ensaio virtual para identificacdo de novos ligantes

No processo de reconhecimento molecular, o receptor e o ligante
passam por mudancas conformacionais e a consideracado da flexibilidade molecular
destes implica no tratamento de centenas de milhares de graus de liberdade, por

parte dos algoritmos de docagem. Além disso, o reconhecimento molecular € um
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processo dindmico e altamente complexo, envolvendo um grande numero de
interagdes intermoleculares entre o ligante, a molécula receptora e o solvente.®

Devido a essa complexidade, os protocolos de docagem geralmente
séo divididos em dois componentes: um algoritmo de busca dos graus de liberdade
configuracional e conformacional e uma fungdo de pontuagdo ou avaliagdo. O
algoritmo de busca deve elucidar todos os possiveis modos de ligagao entre o
ligante e o receptor, explorando os graus de liberdade translacional e rotacional dos
ligantes e do receptor. Usualmente, as fungdes de pontuagcdo indicam a
complementaridade estérea e quimica entre o ligante e o receptor.®* %%%°

As funcdes de pontuagido possuem duas fungdes, direcionar a posicéo
durante o procedimento de docagem e predizer a afinidade de interagdo da posigéao
final. A maioria dos programas de docagem utiliza modelos simples de fun¢des de
energia potencial, geralmente baseados em campos de forga da mecanica molecular
classica. Alguns programas utilizam essas fun¢des mais simples durante a fase de
execugdo e posteriormente avaliam as conformagdes obtidas com fungbes de
pontuagcdo mais sofisticadas, com a inclusdo de termos entrépicos. Entretanto,
apesar do grande custo computacional, alguns programas também utilizam essas
funcdes de pontuagdo na fase de busca conformacional, como tentativa de obter
predicbes mais acuradas.

De uma forma geral a predicdo da afinidade é utilizada para listar de
maneira ordenada as moléculas com maiores chances de apresentar atividade
biologica. As fungbes de pontuagdo séo classificadas em fungdes baseadas no
campo de forga, no conhecimento e empirica e conforme descritas na préxima

secao.

5.1.1.1 - Funcoes de pontuacao

5.1.1.1.1 - As funcdes baseadas em campo de forca

Um campo de forgca é uma representacao fisica de um sistema em
simulagdées computacionais que consiste de uma forma funcional e de um conjunto
de parametros de ajuste as suas respectivas fungdes. Os campos de forga
moleculares atualmente mais utilizados sdo GROMOS™®, AMBER'e CHARMM™. A

maioria dos campos de forga divide a fungdo de energia potencial em termos de
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contribuicdes entre atomos ligados e entre atomos né&o-ligados. Nos métodos de
simulagao envolvendo macromoléculas biologicas, a fungdo avaliagao € geralmente
um campo de forga molecular classico. Entretanto, os programas de docagem, na
maioria dos casos, fazem uso apenas de um termo descrevendo a rotagcdo de uma
ligagdo quimica no ligante e de termos descrevendo as intera¢gdes nao-ligadas para

calculo da interagao entre receptor e a molécula ligante.

5.1.1.1.2 - As fungées empiricas

Os métodos semi-empiricos e empiricos para calculo de energia livre
de ligagao utilizam uma fungao cujos coeficientes foram pré-otimizados tomando-se
como base resultados experimentais de estruturas receptor-ligante e suas
respectivas constantes de inibicdo. Estas funcdes reproduzem dados experimentais
associados a energia livre de interagdo, assumindo que esta pode ser decomposta
como uma soma de diversas fungdes basicas que dependem das coordenadas do
ligante e do receptor. Dentre as fungdes de pontuagdo empiricas, a mais comumente
utilizada € ChemScore, presente em varios programas de docagem, como por
exemplo GOLD e FRED. As fungdes de pontuagcdo empiricas incluem contribuicoes
nao entalpicas assim como termos de rotagdo, as quais incluem penalidades
entrépicas para a interacao através da atribuicdo de pesos na soma do numero de

ligagdes rotacionaveis nos ligantes.®* "

5.1.1.1.3 - As fungdes baseadas no conhecimento

As funcdes de pontuacido baseadas no conhecimento procuram utilizar
as informagdes derivadas do numero cada vez maior de estruturas de complexos
determinados experimentalmente. Nessa analise, um conjunto de ligantes e
fragmentos de proteinas identificados € utilizado para listar as distédncias entre os
fragmentos de todas as estruturas e compila-los. Assim como nos métodos
empiricos, essas fungdes tentam obter implicitamente efeitos da ligagdo que séo
dificeis de modelar explicitamente. DrugScore™ e SMoG’® sdo exemplos de
implementagdes de fungdes baseadas em conhecimento. A maior vantagem dessas
funcbes de pontuacdo € sua simplicidade computacional, o que permite testar

grandes colegbes de compostos de maneira eficiente. Por outro lado, possui a
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desvantagem de sua derivagdo ser essencialmente baseada em informagdes
implicitas, extraidas de conjuntos limitados de estruturas experimentais de

complexos proteina-ligante.

5.1.1.2 - Algoritmos de busca e flexibilidade molecular

Durante o reconhecimento molecular receptor-ligante as moléculas
podem sofrer mudangas conformacionais, ou seja, podem alterar a forma para
melhor se adequarem umas as outras. Embora a consideracdo da flexibilidade
molecular seja uma caracteristica importante para a representagdo da realidade em
um algoritmo de docagem, muitas vezes isto se torna inviavel devido principalmente
ao grande numero de graus de liberdade da molécula receptora. Os primeiros
algoritmos de docagem tratavam tanto receptor quanto ligante como moléculas
rigidas, considerando apenas os graus de liberdade translacionais e rotacionais da
molécula ligante. Atualmente, a maioria dos programas de docagem inclui a
flexibilidade do ligante considerando, além dos graus de liberdade translacionais e
rotacionais, os graus de liberdade conformacionais (angulos diedros associados as
ligagbes covalentes simples conforme demonstrado na FIGURA 5.2). Os algoritmos

mais amplamente usados s&o os de busca sistematica e os de busca estocasticos.®*

FIGURA 5.2 - Graus de liberdade conformacionais (setas) de um ligante

5.1.1.21 - Algoritmo de busca sistematica ou construgao

incremental

Estes algoritmos exploram todos os graus de liberdade de uma

molécula, mas enfrentam o problema da “explosdo combinatéria”. Para evitar uma
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busca exaustiva, muitos algoritmos de busca usam um método de construgao
incremental, crescendo o ligante no sitio ativo, que consiste basicamente de trés
passos: selegcdo do fragmento principal, ajuste posicional do fragmento principal e
crescimento incremental do ligante. No primeiro passo, o ligante € dividido em um
fragmento rigido com cadeias laterais flexiveis; subsequentemente, essas cadeias
laterais sdo divididas em cada nova ligacdo rotacional, no segundo e terceiro
passos, o fragmento é colocado e as cadeias laterais séo ligadas incrementalmente,
considerando-se o0s graus de liberdade rotacionais possiveis. O crescimento
incremental pode ser realizado de diferentes modos. Um método é docar varios
fragmentos moleculares na regido do sitio de interagdo da enzima e em seguida
conecta-los covalentemente (método de novo) ou, alternativamente, dividir os
ligantes docados em partes rigidas e flexiveis. Neste caso, uma vez que o fragmento
rigido é definido, ele € docado do sitio ativo, em seguida as regides flexiveis sao
adicionadas incrementalmente. Exemplos de programas que utilizam este algoritmo
sdo DOCK, FlexX, FLOG, Hammerhead e Surflex.”

5.1.1.2.2 - Algoritmos estocasticos

O algoritmo estocastico faz uma busca aleatéria para um ligante ou
mesmo para uma populagdo de ligantes. Cada novo complexo de interagdo entre
proteina e ligante obtido € avaliado baseado numa fungdo de probabilidade pré-
definida. Os dois métodos mais amplamente utilizados sdo Monte Carlo e algoritmo
genético.”

O algoritmo de Monte Carlo possui basicamente a seguinte forma:
geragado da conformagao inicial do ligante no sitio ativo consistindo de uma forma
aleatéria de conformagdo, e, em seguida, tomando essa conformagdo como
referéncia, geragdo de uma nova conformagdo. Se a conformagdo gerada possuir
energia menor que a conformagdo de referéncia, a nova conformagdo é
imediatamente aceita e tomada como referéncia para a proxima iteragdo. Se a
conformagdo gerada possuir energia maior que a conformagédo de referéncia, o
critério Metropolis é usado para definir se a nova conformacgao é aceita ou ndo. Esse
processo € repetido até que o numero desejado de conformagdes seja obtido. O
critério de Metropolis consiste em gerar um numero randdémico entre 0 e 1 e

compara-lo com o fator de Boltzmann, e2V/k8T_ Se o fator de Boltzmann for maior
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que o numero randdmico gerado, entdo, a nova conformagdo € aceita, caso
contrario é rejeitada. Exemplos de programas que utilizam este algoritmo sé&o
DockVision, ICM, MCDOCK, ProDOCK e SLIDE.”®"®

Os algoritmos genéticos sdo baseados na teoria da evolugdo de
Darwin. A pose do ligante é representada por um cromossomo constituido de genes.
Os genes codificam cada angulo torsional, rotacional e translacional do ligante. As
poses envolvem transmissdo da informagdo dos genes (reproducgdo), alterada por
operagdes genéticas como cruzamento e mutagdo. Existem varios métodos de
selegdo da proxima geragcdo, mas, a mais utilizada € a sobrevivéncia da pose de
melhor complementaridade, onde duas conformag¢ées com melhor energia passam
para a proxima geracdo. O algoritmo possui basicamente os seguintes passos: faz
pequenas mudancas aleatdrias na conformacdo inicial, pontua cada mudanca de
acordo com o valor da funcdo de pontuagcdo, determina quais mudancas sao
favoraveis a interagdo. Se a melhor modificagdo tem um valor menor de energia é
aceita, e cada nova conformacgao é reportada com sua pontuacdo. Exemplos de
programas sdo AutoDock, DARWIN, DIVALI, GOLD, EADock, FITTED e PSI-
DOCK.™

51.2 - Simulagao de Dinamica Molecular

Dinamica Molecular (DM) é um método de simulacdo muito utilizado
para o entendimento dos mais diversos fenémenos fisicos. E uma técnica utilizada
para computar propriedades de equilibrio e transporte de um sistema classico de
muitos corpos, simulando os movimentos de particulas de um sistema atémico-
molecular ao longo do tempo. Na DM, o comportamento dindmico de um sistema
biomolecular é obtido através das equacg¢des de movimento de Newton para cada
atomo do sistema. Dada a energia como fungdo das coordenadas atdmicas, as
forgcas que atuam sobre cada atomo sdo calculadas através do gradiente da energia
potencial em relacdo a posicdo dos atomos. Em cada passo de tempo da dindmica,
as equagoes de movimento sdo integradas numericamente, num processo iterativo,
obtendo-se as energias e trajetérias para todas as particulas (dtomos) e para o
sistema como um todo. O resultado € a trajetoria que especifica como as posigdes e

velocidades das particulas no sistema variam com o tempo.°



44

Uma caracteristica marcante do método DM é o estabelecimento de
forte sinergia com estudos experimentais. Os resultados das investigagbes
experimentais, geralmente motivam e guiam os estudos de DM. Os resultados
obtidos pela dindmica, por sua vez, fornecem explicacbes detalhadas a nivel
microscopico dos fenbmenos observados experimentalmente.

Um dos maiores desafios para a realizacdo de simulacdes de dindmica
molecular é a parametrizagdo dos campos de forca. Nem sempre o ajuste de curvas
de energia potencial obtidas por calculos de estrutura eletrdbnica de pequenos grupos
de moléculas é satisfatério. No caso de moléculas como as proteinas, a
parametrizacao é ainda mais complexa.

A qualidade do campo de forgca depende, evidentemente, da
complexidade do sistema estudado. Desta forma, a precisado dos resultados obtidos
usando um destes campos de forca também depende desta complexidade. Porém,
uma propriedade destes sistemas de grande complexidade € que grande parte da
dindmica é dominada por fatores coletivos, como o empacotamento das moléculas,
e desta forma os erros associados aos pares de atomos acabam sendo
minimizados.

A escolha dos potenciais de interacdo intra- e intermolecular constitui
uma etapa essencial para a descricdo correta do sistema em estudo, ja que sdo
estes potenciais que determinam as forcas atuantes em cada particula e,
consequentemente, determinardo como o sistema ira evoluir no tempo, para gerar
as trajetdrias para analise. De um modo geral, assume-se que o potencial entre duas
moléculas pode ser descrito como uma soma de interacdes entre cada par de
atomos ou sitios de interacdo. No caso de movimentos internos na molécula serem
importantes, deve-se somar também os potenciais de interagdes intramoleculares,
relacionadas a deformagao da geometria molecular.

Assim, o campo de forgca € definido como o conjunto de parametros
necessarios para descrever todas essas interagdes. Existem muitos tipos de campos
de forca desenvolvidos por diferentes grupos como ja comentado anteriormente.
Entre os mais conhecidos destacam-se o OPLS (Optimized Potentials for Liquid
Simulations), com parametros apropriados para proteinas, lipideos, sacarideos,
entre outros. Outros campos de forca bem estabelecidos e usados para
biomoléculas em geral sdo AMBER, o GROMOS e o CHARMM.
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Para simular um sistema de particulas através de DM sdo necessarias
algumas técnicas especificas, para cada etapa do processo de descricdo das
posicoes e velocidades das particulas a cada instante. Dentre estas etapas estdo:
geragao da configuracdo inicial das moléculas; calculo das forgas exercidas sobre
cada particula; movimento das particulas e analise das trajetorias.

Embora os métodos de dindmica molecular permitam que todos os
graus de liberdade do complexo receptor-ligante sejam explorados, esses métodos
frequentemente ficam presos em minimos locais de energia, devido a
impossibilidade de atravessarem altas barreiras de energia em um tempo de
simulagao viavel computacionalmente na temperatura de simulagéo. Para lidar com
essa limitagdo, algumas estratégias tém sido desenvolvidas, como, por exemplo,
aumentar a temperatura da simulacdo®, suavizar a superficie de energia potencial®’,
simular diferentes partes do sistema receptor-ligante com diferentes temperaturas®,
além de iniciar os calculos de dinamica com diferentes posicdes iniciais da molécula

ligante.

5.2 - Ensaios de inibigao

O ensaio cinético padrao utilizado para a determinagao da atividade
das enzimas cruzaina e catepsina L € a fluorescéncia. O mecanismo fundamental de
fluorescéncia é a emissédo de fétons quando a molécula excitada no estado singleto
retorna ao estado fundamental. O processo de emissao e excitacdo no fendbmeno de
fluorescéncia € muito rapido com tempo de vida na ordem de nanossegundos. Desta
forma, €& possivel observar facilmente fluorescéncia a temperatura ambiente e
diretamente em solucdo, o que torna este procedimento experimental bastante
simples.

O método de fluorescéncia tem sido amplamente utilizado para a
determinacado da cinética das enzimas do tipo cisteino-proteases. Zimmerman e
colaboradores sintetizaram a primeira classe de substratos fluorogénicos para as
proteases tripsina, elastase e quimotripsina. Esses substratos eram amidas de acil
aminoacidos ou peptideos com o substituinte 7-amino-4-metilcumarina (MCA). A
FIGURA 5.3 ilustra a estratégia utilizada para a determinacdo da formagdo de

produto catalisada pelas enzimas.®®
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FIGURA 5.3 - Estratégia utilizada para gerar o sinal de fluorescéncia em reagbes catalisadas
por cisteino-proteases

Aos grupos terminais carboxi e amino de um dipeptideo séo ligados a
um grupo fluorescente e supressor, respectivamente. Apds a quebra da ligagéo
peptidica pela enzima, o grupo fluorescente é liberado em solugdo permitindo a
deteccao da formacgao do produto e determinacédo da cinética de reagcao catalisada
pela enzima."’

Diversos substratos fluorogénicos foram utilizados como substratos
para a enzima cruzaina. O substrato estabelecido como padrdo para as analises
cinéticas de novos inibidores da enzima foi o N-benzéxicarbonil-L-fenilalanina-L-
arginina-7-amido-metil-cumarina (Z-Phe-Arg-MCA ou ZFRMCA), FIGURA 5.4.
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FIGURA 5.4 - Estrutura do ZFRMCA (substrato sintético para a cruzaina)

Os valores das constantes cinéticas da enzima cruzaina reportadas na
literatura para este substrato sdo: Ky entre 0,96 e 1,4 UM, k..: entre 3,9 e 11,6 s e

koadKy entre 4677 e 9667 mM™ s™'. Os valores das constantes cinéticas para a
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enzima catepsina L sd0: Ky entre 1,2 € 2,4 uM, kea: entre 10 € 25,8 s e kead/Ky entre
4166 e 11700 mM " 71 840

5.3 - Materiais e métodos

A estratégia adotada para a selegdo dos fragmentos consistiu,
inicialmente, na aplicacao de filtros de selegdo molecular. Um filtro para selecionar
compostos fragmentos-similares (que seguem a “regra dos trés”) e outro contendo
grupos reconhecidos pela cruzaina, utilizando padrées SMARTS®".

Com o banco montado, os fragmentos foram entdo submetidos a
docagem. Os programas de docagem molecular diferem na maneira de lidar com a
flexibilidade da enzima e do ligante, seu algoritmo e funcdo de pontuacdo.”” Neste
trabalho, o programa de docagem escolhido foi o Glide v5.5.%® O Glide busca por
interagdes favoraveis entre uma ou mais moléculas ligantes tipicamente pequenas e
uma molécula alvo tipicamente maior, geralmente uma proteina. Cada ligante deve
ser uma unica molécula, enquanto o receptor pode incluir mais de uma molécula, por
exemplo, uma proteina e um cofator.

O programa pode ser executado nos modos de docagem rigido ou
flexivel, este ultimo gera automaticamente conformag¢des para cada ligante de
entrada. A combinagdo de posicdo e orientacdo de um ligante em relagdo ao
receptor, juntamente com sua conformagdo na docagem flexivel, é referido como
uma posigdo do ligante. Nele, uma série hierarquica de filtros para a busca de
possiveis posi¢des do ligante na regido do sitio de interacdo da macromolécula é
usada. A forma e as propriedades do receptor sdo representadas em uma grade por
diferentes conjuntos de campos que fornecem progressivamente cada vez mais
precisa pontuacdo da posicdo do ligante %

Os filtros iniciais testam o ajuste espacial do ligante no sitio de
interagdo definido, e examina a complementaridade das interagées enzima-ligante
através de um método padronizado baseado em grid apdés a fungdo empirica
ChemScore.* Posigdes que passam por esses testes iniciais entram na fase final do
algoritmo, que envolve avaliagdo e minimizagcdo do ligante usando uma fungéo de
padrao de energia mecanica molecular, neste caso, o campo de forca OPLS-AA (AA
= all atom, ou seja, inclui todos os atomos explicitamente) em conjunto com um

modelo dependente da distancia. Um pequeno numero dos ligantes melhores
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pontuados é entdo submetido a um procedimento de Monte Carlo, no qual minimos
locais nas proximidades conformacionais sdo examinados. Finalmente, as posicoes
minimizadas sao repontuadas usando a fung¢ao de pontuacido GlideScore, que é
baseada na ChemScore. Essa funcdo possui um moédulo de precisdo extra, o qual
possui penalidades para poses que violam principios fisico-quimicos bem
estabelecidos como grupos polares ou com carga serem expostos ao solvente. Os
objetivos principais do método XP sao eliminar falsos positivos e proporcionar uma
melhor correlagdo entre as posicdes e as pontuacdes.®

Uma importante facilidade implementada no Glide é a possibilidade da
selecdo de restricdes para aplicar na macromolécula. O Glide incorpora a satisfacao
dessas limitacbes em varios dos seus filtros hierarquicos, permitindo uma rapida
rejeicdo das estruturas docadas que ndo cumpram os requisitos.**

A docagem foi feita seguindo as seguintes etapas: 1?) preparagao da
estrutura da enzima; 22) geragdo dos multiconférmeros, utilizando o programa
Omega v2.4.2 %; 32) docagem utilizando o médulo XP do programa Glide v5.5 %,
Para obtengdo de uma estrutura relaxada no sub-sitio S2, foi extraida do PDB a
estrutura cristalografica da cruzaina sob coédigo 1ME4 e alinhada no programa
Sybyl8.0 *’com a estrutura da catepsina L sob cédigo 3HWN. A catepsina L e o
ligante T10 da cruzaina foram excluidos, permanecendo entdo apenas a estrutura
da cruzaina com o ligante BD3 - (2S)-2-[(3-tert-butil-1-metil-1H-pirazol-5-
ilYformamido]-3-[3-(5-carboximidoil-1,3,4-oxadiazol-2-il)phenil]-N-(2-iminoetil)
propanamida. O BD3 foi entdo minimizado no sitio da cruzaina. Esse ligante foi
escolhido, pois, como dito no capitulo anterior, na catepsina L ele ocupa a regido
adjacente ao sub-sitio S2, onde estéo localizados os residuos flexiveis da cruzaina.

A estrutura 1ME4 minimizada foi entdo preparada no Receptor Grid
Generation do programa Glide: foram removidas as moléculas de agua, ajustada a
ordem de ligagcdo e a carga formal do ligante. O sitio foi definido tendo como
referéncia a estrutura do ligante BD3, no sub-sitio S2 da enzima. Foram
configuradas também restricbes de ligagdo de hidrogénio e de interagdes
hidrofébicas. Paralelamente, o banco refinado de fragmentos foi submetido ao
programa Omega v2.4.2%. Ele foi utilizado para a construcdo da colegdo
multiconformacional, partindo de uma colegéo de fragmentos padréao incorporada ao

programa.
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Os parametros utilizados para gerar a colegao multiconformacional
foram os padroes do OMEGA2, onde os parametros de constru¢cdo 3D foram: o
campo de forga utilizado foi o mmff94s_NoEstat (Merck Molecular Force Field - inclui
todos os termos do mmff94s, exceto interacbes couldbmbicas); parametros de
“torsd0” das ligacdes: janela de energia utilizada 10 kcal mol™”, desvio quadratico
médio 0,5, numero maximo de conférmeros 200. Os multiconférmeros foram entéo
docados no médulo XP do programa Glide v5.5 %.

As moléculas com maior pontuagao foram analisadas pela inspecéo
visual da docagem, sendo que as selecionadas foram submetidas a estudos de
dinamica molecular, utilizando o programa Amberv11%, campo de forca mmff99sb.
Como estrutura de inicio da dinamica foi utilizado o complexo enzima-fragmento
extraido da docagem.

Como o complexo possui moléculas que sao diferentes de residuos de
aminoacidos, o primeiro passo foi parametrizar o ligante. Para isso, foi calculada
computacionalmente a carga parcial dos atomos do fragmento ja na conformagao
em que se encontra no complexo com a cruzaina. O programa utilizado para essa
etapa foi o Gaussian®, com o método/funcdo de base HF/6-31G* para o calculo de
cargas.

Apods isso, toda uma etapa foi feita de modo a colocar os valores de
carga, posicdo e tipo dos atomos dessa molécula de um modo que o programa
AMBER fosse capaz de ler. Para isso, foram utilizados os programas Antechamber e
tLeap. Os arquivos de parametros para os fragmentos foram salvos para o programa
reconhecer tal molécula quando computar o complexo enzima-fragmento.

Com o fragmento devidamente parametrizado, de modo que o tornasse
possivel de ser reconhecido, foi feita a preparacao da estrutura do complexo. Para
isso, a estrutura saida da docagem teve os hidrogénios retirados (para evitar conflito
na nomenclatura de atomos de hidrogénio) e o estado de protonagédo das histidinas
corrigido (manualmente). Com o tLeap, o complexo foi carregado, e antes de colocar
agua e ions, teve seus parametros salvos. Apos isso, o sistema foi neutralizado
adicionando ions de sodio, e entdo foi adicionada uma caixa octaédrica truncada de
agua, do tipo TIP3, de 10 A em volta do sistema.

O processo de dinamica foi dividido em basicamente duas etapas: a
pré-dindmica, consistindo de uma minimizagdo, aquecimento do sistema,

equilibragao pdés-aquecimento; e a dindmica propriamente dita.
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Na primeira etapa, inicialmente foi feita uma minimizagdo para
reacomodar os atomos do sistema de forma que os mesmos ndao assumissem alta
energia cinética durante o aquecimento, devido a repulsdes eletrostaticas e contatos
estéreos. O segundo passo foi aquecer o sistema de 0 K (os atomos inicialmente
estdo com velocidade nula) a 310 K durante 50 ps, temperatura em que a dindmica
ocorreu. Entado, o sistema foi deixado a volume constante por 300 ps, para que a
densidade do complexo e das aguas pudessem se estabilizar. Apds isso, foi feita a
equilibragao, durante 300 ps, na verdade uma pré-dindmica, para verificar se o
sistema estava estavel para se iniciar a dindmica propriamente dita.

Na segunda etapa, a dinamica, o sistema foi submetido ao processo
NpT, a pressao constante, 310 K de temperatura, durante um periodo de 8 ns. Esse
tempo € possivelmente suficiente para que o sistema se estabilize ou que o
fragmento saia do sitio ativo. Apds isso, o sistema foi submetido a um estudo de
anelamento por 170 ps (FIGURA 5.5).
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FIGURA 5.5 — a) Variagdo da temperatura durante a DM. b) Etapas de aquecimento e
resfriamento durante o anelamento.

O anelamento seguiu o seguinte procedimento: aquecimento até 500K
em 20 ps, equilibracdo a temperatura constante por 50 ps, resfriamento a 200K em
30ps, equilibracéo por 50 ps, e aquecimento até a temperatura inicial, em 20 ps. Em
seguida, o sistema foi novamente submetido ao sistema NpT, a pressao constante,
310 K de temperatura, durante um periodo de 4 ns. Caso ao fim desses 4 ns o
sistema estivesse passando por alguma transformagdo, ou tivesse acabado de
passar por uma, esse tempo era estendido, de modo a acompanhar essa mudanca.

A DM foi utilizada para obter informagdes sobre a estabilidade do
fragmento no sitio e a manutengdo das ligacbes de hidrogénio definidas como

obrigatérias no processo de docagem. Os fragmentos selecionados pela DM foram
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entdo submetidos a ensaios de inibicdo. Os ensaios foram realizados no Laboratério
de Biotermodinadmica de Farmacos do Grupo de Estudos em Quimica Medicinal de
Produtos Naturais — NEQUIMED-PN, do Instituto de Quimica de S&o Carlos
(IQSC/USP). O equipamento utilizado € da empresa Biotek, modelo Synergy HT

Microplate Render. As condi¢cdes experimentais para as enzimas foram:

e Cruzaina - tampao fosfato de sédio 100 mM em pH 6,3, 100 mM de NaCl, 10
mM EDTA, 5,0 % v/v de DMSO, 5,0 mM de DTT e Triton X-100 0,01 % v/v.

e Catepsina L - tampdo acetato de sdédio 100 mM em pH 5,5, 100 mM de NacCl,
10 mM EDTA, 5,0 % v/v de DMSO, 5,0 mM de DTT e Triton X-100 0,01 % v/v.

As concentragdes das enzimas utilizadas foram 2,0 nM e do substrato
ZFRMCA 2,0 uyM. Os valores de concentracdo para inibir 50% da atividade
enzimatica (ICsy) foram determinados através da curva dose-resposta. As
concentragdes dos fragmentos nos ensaios variaram de 4,0mM a 4,0uM. Estas
concentragbes, do mais concentrado para o0 menos concentrado, foram obtidas
segundo um esquema de diluicdo serial na propor¢cdo de diluigdo 2 vezes. O
procedimento utilizado para ambas as enzimas foi incubar as mesmas na solugao
tampéo contento DTT por 5 minutos. Em seguida, o inibidor foi incubado também por
5 minutos antes de adicionar o substrato. A hidrélise do substrato foi acompanhada
por fluorescéncia com a excitagdo em 355 nm e emissdo 460 nm. A velocidade
maxima foi determinada considerando a velocidade inicial da hidrélise. Todos os
experimentos foram feitos em ftriplicata para avaliagdo do erro experimental. O valor
do ICs foi calculado através de curva dose-resposta.

Os reagentes fosfatos de sodio monobasico e dibasico, acido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA), dimetilsulfoxido (DMSO), Triton-x100, acetato
de sédio, ZFRMCA, enzima catepsina L de figado humano foram adquiridos da
empresa Sigma-Aldrich. O reagente Ditiotreitol (DDT) foi adquirido da empresa USB
Corporation com grau de pureza “ultra-puro”.

As substancias obtidas para os ensaios de inibicao foram adquiridas das
empresas Otava e Enamine. Todos os reagentes tém certificacdo do fabricante de

pureza > 99 %. Nenhuma purificagdo/avaliagao de integridade adicional foi realizada.
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A enzima cruzaina utilizada neste trabalho foi expressa e purificada pelo Dr.
Helton José Wiggers, no Laboratorio de Biologia Molecular do NEQUIMED do
Instituto de Quimica de S&o Carlos (IQSC), Universidade de S&o Paulo (USP).

5.4 - Resultados e Discussao

O banco de dados utilizado para iniciar o estudo foi obtido no banco
virtual de moléculas comerciais ZINC'®, contendo 2.240.335 estruturas quimicas.
Esse valor representa cerca de 4 % de todas as moléculas registradas no Chemical
Abstracts*’, que corresponde a aproximadamente 60 milhdes de compostos. Em
seguida foram aplicados filtros de sele¢do no banco utilizando o programa FILTER
2.0.2"%". Esse programa ¢ utilizado para remover compostos indesejaveis utilizando
uma combinacdo de calculos de propriedades fisicas e conhecimento de grupos
funcionais.

Um filtro para selecionar compostos fragmentos-similares foi utilizado.
Esse filtro foi criado baseado na regra dos trés (MW < 300, clogP < 3, doadores de
ligagdes de hidrogénio < 3, aceitadores de ligagdo de hidrogénio <3, area superficial
polar < 60 A#*’). Contudo, foi permitida uma flexibilizagdo na regra, podendo ser
violados até trés parametros, no intuito de permitir que esqueletos privilegiados
presentes em varios farmacos da terapéutica pudessem constar do banco de
fragmentos final. Isso se fez necessario, pois varios desses esqueletos moleculares
apresentam um ou mais atomos capazes de realizar interacdo como ligagdo de
hidrogénio.*®*° Assim, esses heteroatomos presentes no heterociclos diminuiriam a
possibilidade de substituintes com caracteristica hidrofilica estarem incluidos no
banco final. Apos essa etapa, o banco de fragmentos-similares ficou com 76.800
moléculas. Buscando refinar o banco gerado, uma inspeg¢do nos inibidores co-
cristalizados no sitio de interagdo da cruzaina foi realizada para se retirar
informagdes acerca de grupos de reconhecimento pela enzima nesses ligantes.

Na FIGURA 5.6 estdo representados os grupos que se repetiram nas
estruturas da cruzaina analisadas. Das 19 estruturas, 11 apresentaram o grupo
fenila no sub-sitio S2, 16 apresentam a amida realizando interagdes do tipo ligagao
de hidrogénio com os residuos Gly66 ou Asp158. Esses grupos foram entéo
adotados como ancoras, ou seja, grupos que sao reconhecidos pela enzima para a

montagem de filtros moleculares utilizando padrées SMARTS.
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11

TMES - P10

FIGURA 5.6 — Representacgao do ligante P10, extraido do PDB: 1ME3. Em destaque os
grupos reconhecidos pela enzima cruzaina

Em trabalhos anteriores, ja havia sido utilizada a mesma hipotese de
que ciclos aromaticos ou alifaticos poderiam atuar como grupo de reconhecimento
no sub-sitio S2, além de se perceber a importancia da amida préximo a Gly66. '®'®:
23, 102

A SMARTS (SMiles ARbitrary Target Specification) € uma linguagem
que permite especificar subestruturas usando regras que sao simples extensdes do
SMILES. Na linguagem SMARTS s&o incluidos operadores logicos e descritores
moleculares adicionais. ¥’

O programa FILTER 2.0.2"°' determina se uma estrutura satisfaz uma
série de requisitos subestruturais definidos por notagdo SMARTS. Cada requisito
deve ser respeitado e os ganhos de desempenho podem ser alcangados garantindo-
se que os mais facilmente testados e mais restritivos requerimentos sejam testados
primeiro. A especificacdo de requisitos subestruturais € mais bem ilustrada com
exemplo (FIGURA 5.7). O filtro pode ser usado para pesquisar a ocorréncia de um

determinado padrao subestrutural em um banco de dados de estruturas. *®

* Aceitador de Ligacdo de Hidrogénio NH, \
[#6,#7;R0]=[#8]
* Doador de Ligagio de Hidrogénio \ \}\I SMARTS: [#7]C1=NNC=C1
[1$(#6,HO,-,-2,-3])] NH SMILES: NC1=NNC=C1

\ J

FIGURA 5.7 — Exemplo de padrées SMARTS
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Os filtros com padrdes SMARTS foram utilizados para fazer a busca
mais focada no banco fragmento-similar, resultando em 227 (duzentos e vinte e
sete) fragmentos que foram entdo docados. A representacdo em SMILES do banco
esta no Apéndice.

A docagem foi feita seguindo as seguintes etapas: 1?) preparagao da
estrutura da enzima; 2%) geragdo dos multiconférmeros, utilizando o programa
Omegav2.4.2 %; 32) docagem utilizando o médulo XP do programa Glide v5.5 %,
Inicialmente o ligante BD3 foi minimizado no sitio da cruzaina, o que resultou na
abertura do sub-sitio S2 conforme a FIGURA 5.8.

FIGURA 5.8 — Sub-sitioS2 da cruzaina: a) sobreposto com o ligante BD3 da catepsina L
(PDB 3HWN); b) apés a minimizagdo com o mesmo ligante

A estrutura 1ME4 minimizada foi entdo preparada no Receptor Grid
Generation do programa Glide. O banco contendo 227 moléculas foi submetido ao
programa Omega v2.4.2% para geracdo de multiconférmeros e entdo docado no
modulo XP do programa Glide v5.5%, usando as restricdes de ligacdo de hidrogénio
nos residuos Glu205 e Ser207; e restricdes de interagdes hidrofdbicas préximas aos
residuos Met68, Leu67, Leu157 e Ala131. Estes residuos foram identificados nos
estudos de mapeamento do receptor, descrito no capitulo anterior. Para serem
aprovados, os fragmentos deveriam cumprir a0 menos um requisito na restricdo
relacionada a ligagao de hidrogénio, e cumprir o requisito da interagao hidrofébica.

Apos a docagem, os fragmentos mais bem pontuados foram
submetidos a analise visual. Esta € uma das etapas mais importantes durante o
processo, ja que é nela que se faz a selegdo dos compostos que prosseguirdo no
planejamento. Nesta etapa exige-se do quimico medicinal o uso da intuicdo quimica
e conhecimento do sistema para decidir quais fragmentos apresentam as

caracteristicas mais adequadas e que justifiquem a sua selegdo. Sdo avaliados,
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entre outros fatores, a complementaridade quimica pelo sitio, interagdes e energia
de interacdo. Apos esta etapa, foram selecionados 12 fragmentos para estudos de
dindmica molecular. Na FIGURA 5.9 sdo apresentadas as posi¢cdes de menor
energia obtidas para os fragmentos selecionados, e na TABELA 5.1 s&o
apresentados os valores de pontuagédo obtidos (nesse caso, quanto menor o valor,
melhor € a energia de interagao).

Para exemplificar o modo de interacdo obtido, na FIGURA 5.10 é
apresentado um dos fragmentos que seguiu os critérios adotados na inspegéao
visual. Como se pode observar, o fragmento manteve as interagbes hidrofébicas,
previstas pela restricdo e, além disso, predisse interagbes do tipo ligacdo de
hidrogénio dentro do sub-sitio S2, com os residuos de aminoacido Met68 e Asn69
(cadeia principal e lateral destes residuos, respectivamente). Apesar de alguns
destes fragmentos apresentarem baixa pontuagdo (~ -3 kcal mol™), a boa
complementaridade destes com a macromolécula na posi¢ao predita pela docagem
levou a sua selecdo para a etapa de dindmica molecular. Nessa etapa, foi verificado
o comportamento do fragmento no sitio, quando a proteina é tratada de forma

flexivel.

FIGURA 5.9 — Posi¢des ocupadas pelos fragmentos selecionados obtidas pela docagem
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TABELA 5.1 - Pontuagao obtida na docagem molecular (kcal mol'1)
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FIGURA 5.10 — Modo de interagao observado para o fragmento 10

Os 12 fragmentos foram entdo submetidos a simulagées de DM. Uma
das etapas seguidas na DM é o simulated annealing (SA), um artificio usado para
fornecer energia ao sistema para que o mesmo tenha chance de ultrapassar
barreiras energéticas que o limitam a um minimo local. Isso possibilita uma maior
varredura no espaco conformacional do sistema, em busca de uma posigao
energeticamente mais favoravel.

Em altas temperaturas, o sistema € capaz de ocupar regides de alta

energia do espago conformacional e passar por grandes barreiras de energia. Com a
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diminuicdo de temperatura, os estados de menor energia tornam-se mais provaveis
de acordo com a distribuicdo de Boltzmann. No zero absoluto, o sistema deve
ocupar o estado de menor energia (por exemplo, conformacéo de energia minima
global). 1%

Nos estudos de DM, os resultados sugerem uma posigdo para o0s
fragmentos 3, 5 e 10 (Nequimed147, 182 e 183, respectivamente) no sitio de
interagdo da enzima, consistente com os resultados obtidos na docagem molecular,
ja que esses trés fragmentos permaneceram no sub-sitio S2, apresentando RMSD
médio por volta de 1,5 A (FIGURA 5.11). Os demais fragmentos ndo mantiveram o
modo de interacdo durante a simulagao, deslocando-se para outros sub-sitios dentro
do sitio ativo da enzima. Apesar de a docagem predizer uma boa afinidade dos
compostos pelo alvo, quando se considera a flexibilidade da proteina essas
interacdes nao sao suficientes para manter os compostos na mesma posicao. Diante
deste quadro, somente aqueles que mantiveram as posi¢coes foram selecionados

para os testes de inibigao.
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FIGURA 5.11 — RMSD dos fragmentos analisados
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FIGURA 5.12 — Modo de interagao predito na posi¢cao de menor energia durante a dindmica
molecular a) Nequimed147, b) Nequimed182
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Na FIGURA 5.12 esta representado o modo de interacdo de dois dos
compostos que foram adquiridos para os testes de inibicdo. Todos eles mantiveram
as mesmas caracteristicas consideradas durante a inspec¢ao visual da docagem,
como por exemplo: ligagbes de hidrogénio com os residuos Glu205, Asn69 e
interagao hidrofébica com os residuos Met68, Leu67.

Os fragmentos Nequimed147, 182 e 183 foram adquiridos e ensaiados
contra a cruzaina. Para isso, um sistema robusto & requerido, pois, quando se fala
em fragmentos implica em dizer que serdo quantificadas interagdes fracas. Se essas
interacbes podem ser detectadas, compostos com baixa massa molecular e baixa
complexidade podem ser ensaiados. A disponibilidade de um ensaio de alta
qualidade pode permitir a exploracdo de um composto de interacbes fracas que
teoricamente ndo seriam um ponto de partida viavel.

A solubilidade € uma questao que necessita ser previamente tratada
com cuidado na selecdo dos compostos para ensaios em alta concentracdo, para
permitir que essas interagdes sejam detectadas. Quando exibe alta solubilidade e
baixo ClogP, fragmentos tendem a ser menos propensos a agregarem. Porém nao
se pode esquecer que se ele for excessivamente hidrofilico, corre-se o risco de nao
interagir no sitio do alvo em estudo, entdo certo grau de carater hidrofébico é
necessario para que interaja no alvo.

Dos trés compostos testados, apenas o Nequimed147 inibiu a cruzaina
apresentando um ICsp de 2,391£0,21 mM e a catepsina L com ICsy 2,74+0,04mM.
Essa pequena diferenga na interagdo nao resultou em uma diferenga significativa em
termos de eficiéncia do ligante, que foi de 0,23 kcal mol™' atomo pesado™ para
ambas as enzimas. Assim, este composto foi utilizado como guia para a etapa
seguinte deste trabalho, na tentativa de otimizar a eficiéncia do ligante, como

descrito na préxima segéo.

5.5 - Otimizagao do fragmento

Uma vez que o fragmento Nequimed147 foi identificado como inibidor
da cruzaina, novos fragmentos foram selecionados para otimizagédo da eficiéncia do
ligante. Para isso, uma nova estratégia foi adotada, seguindo quatro etapas: 1)

obtencdo de um banco de moléculas disponiveis comercialmente no ZINC'®, com



59

aproximadamente 18 milhdes de compostos; 2) refino do banco realizando busca
utilizando SMARTS baseado no esqueleto do Nequimed147; 3) Docagem e selecéo
dos compostos por inspecgao visual; e 4) testes de inibi¢ao.

A etapa de refino do banco foi realizada no programa FILTER 2.0.2"
utilizando o padrao SMARTS conforme descricdo da FIGURA 5.13. A estrutura
proposta deveria ser formada por um anel ligado a um heterociclo de 5 membros.
Esse heterociclo de 5 membros deveria ter um substituinte que contemplasse grupos

capazes de realizar ligagao de hidrogénio.
R

(%),[e,ﬂ,C,N]

[c,n,&s,C,N,O.ﬂ,ﬂ' "’_[kn,a,s,an,Q,SJ

A e A: (X3),[e.n,C.N]

[e.n,0,5,C.N,0,8] \$
&CH2}},$(EC]=O},$([C]'-'N),$([C]=[NH2+])]

(A),INH2,NH3+,0H1,0-,CH3]
FIGURA 5.13 — Padroes SMARTS utilizados para a busca

A docagem molecular seguiu 0 mesmo protocolo utilizado na etapa de
selecdo e identificacdo anterior, utilizando o médulo XP do programa Glide v5.5 %°.
Os residuos Glu205 e Ser207 foram utilizados como restricdo, bem como uma
regido hidrofébica proxima aos residuos Leu67 e Ala131. Na TABELA 5.2 séo
apresentadas as pontuacdes obtidas para as moléculas selecionadas apds a
inspecao visual.

Os fragmentos foram entdo ensaiados utilizando o protocolo descrito
na sec¢ao 5.3, sendo que oito destes apresentaram atividade inibitéria frente a
cruzaina. A curva dose-resposta contra essa enzima e o ensaio contra a catepsina L
foram feitos somente para aqueles que inibiram a cruzaina em percentual maior ou
igual a 50% a uma concentragao de 3,76mM do fragmento (FIGURA 5.14 e 5.15).
Alguns compostos ndo apresentaram solubilidade em agua suficiente para a

realizacdo dos ensaios ou para realizar o experimento da curva dose-resposta.



TABELA 5.2 - Pontuagao obtida por docagem molecular das moléculas selecionadas
Molécula Pontuacio (kcal mol™) Molécula Pontuagao(kcal mol™)

Nequimed 194 -5,63 Nequimed 223 -5,45
Nequimed 200 -6,03 Nequimed 224 -5,13
Nequimed 205 -6,28 Nequimed 225 4,77
Nequimed 209 -5,09 Nequimed 226 -6,17
Nequimed 218 -6,06 Nequimed227 -6,28
Nequimed 219 -6,07 Nequimed228 -5,55
Nequimed 220 -6,08 Nequimed229 -5,32
Nequimed 221 -7,08 Nequimed230 -5,32
Nequimed 222 -5,63 Nequimed231 -5,88
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FIGURA 5.14 — Estruturas das moléculas analogas ao Nequimed 147 testadas contra a
enzima cruzaina. LE = eficiéncia do ligante kcal mol™ atomo pesado™
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FIGURA 5.15 — Estruturas dos novos esqueletos moleculares testados contra a enzima
cruzaina. LE = eficiéncia do ligante kcal mol™ atomo pesado™

Dos cinco fragmentos ensaiados contra a catepsina L, trés inibiram a
enzima em uma concentracdo de 3,76 mM do inibidor, sendo os percentuais de
inibicdo: Nequimed205 - 34+0,86%, Nequimed219 — 15,49+1,52% e Nequimed221 —
53,61£1,89%. O ICs para o Nequimed221 contra a catepsina L foi 3,34+0,22 mM
com LE de 0,22 kcal mol™ atomo pesado™.

Na selecdo da série de compostos analogos ao Nequimed147
(FIGURA 5.14) foram variados os substituintes no anel fenila, a distancia acido
carboxilico-oxadiazol e a natureza do substituinte nesse heterociclo
(doador/aceitador de ligagao de hidrogénio e hidrofébico). A alteragéo na posigao do
halogénio ou a substituicdo dele por hidrogénio no anel levou a uma diminuigéo na
poténcia (Nequimed218 e 219). Quando este atomo foi substituido pelo grupo
metdxi, a poténcia aumentou significativamente, levando a um discreto aumento na
eficiéncia do ligante (Nequimed220), de 0,23 para 0,24.

Com a manutengdo na estrutura do grupo 2-(3-metoxifenil)-1,3,4-
oxadiazol foi avaliado o acido carboxilico. Quando este foi substituido por um grupo
hidrofébico como a fenila, o fragmento ndo foi capaz de inibir a enzima
(Nequimed194). Por outro lado, quando o acido foi substituido por um grupo doador
de ligacdo de hidrogénio, a poténcia diminui assim como a massa molar do

fragmento, porém a eficiéncia do ligante aumenta para 0,26 (Nequimed205).
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Além dos analogos do Nequimed147, fragmentos com forma proxima a
ele, mas grupos constituintes diferentes também foram selecionados, conforme a
série de tetrazdis e triazois apresentada na FIGURA 5.15. O composto
Nequimed223 difere do Nequimed218 apenas pela substituicdo do oxadiazol pelo
tetrazol; porém nao apresentou percentual de inibicdo para a enzima cruzaina. Isso
demonstra que o oxadiazol tem contribuicdo efetiva para a atividade, que é perdida
quando da substituicdo pelo tetrazol. A presenga dos grupos 2,3-diidro-1,4-
benzodioxano e naftaleno no lugar da fenila parece ser um fator positivo para a
interacdo, o que é suportado pelo fato de o sub-sitio S2 ser bastante hidrofébico.

Assim esses grupos apresentariam boa complementaridade pelo sitio.
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6 -Conclusoes e Perspectivas

6.1 - Conclusoes

A busca por fragmentos capazes de inibir a enzima cruzaina foi
realizada utilizando métodos virtuais baseados na estrutura do receptor, com o
mapeamento do sitio de interacdo utilizando campos de interagdo molecular,
docagem e dindmica molecular. A inspe¢ao do sitio possibilitou a determinacao de
residuos importantes para a interacao e seletividade, em relacédo a catepsina L, em
uma regiao ainda n&o explorada no sitio da cruzaina. Esses residuos s&o Glu205,
Ser207 e Asn69.

Partindo de um banco de moléculas comerciais (ZINC) contendo cerca
de 2 milhdes de estruturas, o uso de filtros de selecdo molecular, baseados em
propriedades fragmentos-similares descritos na literatura, levou a obtengdo de um
banco focado de fragmentos, com 227 substancias. Associando estudos de
docagem, inspecdo visual e dindmica molecular, trés fragmentos foram
selecionados. Inicialmente esses fragmentos foram ensaiados para a determinagéo
do 1Csp utilizando fluorimetria e foi identificado um fragmento (Nequimed147) com
poténcia de 2,39 mM para a cruzaina e 2,74 mM para a catepsina L.

Baseado nesse fragmento, novos inibidores foram identificados com
poténcia entre 1,25 e 4,29 mM e eficiéncia do ligante entre 0,21 e 0,26 kcal mol”
atomo pesado™, com caracteristicas apropriadas para o reconhecimento molecular
pela enzima cruzaina em uma regido do sub-sitio S2 ainda n&o explorada na
literatura. Os resultados dos ensaios in vitro serviram de validagdo da estratégia

adotada pelos métodos computacionais.
6.2 - Perspectivas

Neste trabalho, o uso de métodos computacionais possibilitou a
selegao de fragmentos capazes de inibir a enzima cruzaina. Além disso, uma regiao
ainda nao explorada para planejamentos de inibidores desta enzima foi
caracterizada por campos moleculares de interagdo. A validagao ortogonal sera feita
pela realizagdo de estudos de cristalizagdo com a enzima cruzaina. De acordo com
o modo de interagdo predito pela dindmica molecular, os fragmentos identificados

podem crescer na diregado do sub-sitio S1, para regido da cisteina catalitica.
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A confirmacdo do modo de interacao através da obtencao da estrutura
tridimensional fornecera informagdes importantes que possibilitardo o crescimento
do fragmento visando a ocupagdo de outros sub-sitios no alvo. Além disso,
substituintes poderdao ser introduzidos para melhorar as interagdbes com o alvo,
resultando no aumento da poténcia.

Desse modo, novos esqueletos moleculares baseados nesses
fragmentos poderdo ser modelados pelos métodos computacionais e sintetizados

para serem avaliados quanto a atividade tripanosomicida.
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Apéndice

Banco de fragmentos final (227 estruturas)

1. CCclc (C)nc (N)nclN1[NH+]=C1SCC#N

2. CCclc (C)nc (N)nclN1 [NH+]=C1SCC (N)=0

3. CCCCclc (C)nc (N)nclN1[NH+]=C1lS

4. CCclc (C)nc (N)nclN1 [NH+]=C1SCC (N)=0

5. Nclnnc (ol)-clcccc(cl) [N+] ([0-])=0

6. Cnlc (NCCO)nc2n (C)c (=0) [nH]c (=0)cl2

7. CC(C)Cnlc2c([nH]cl=NN)n(C)c (=0) [nH]c2=0
8. NC (=[NH2+])NN=C1C (=0)Nc2ccc (Br)ccl2

9. [O=]C(=0)CNS (=0) (=0)clccc2NC (=0)Cc2cl
10. 0=C1Nc2ccccc2Cl=C (C#N) C#N

11. NC (=[NH2+])NN=C1C (=0)Nc2cccccl?2

12. NC (=0) NN=C1C (=0) Nc2cccccl?2

13. NC (=0) C (=0) C1C (=0)Nc2ccceecl?2

14. NC (=0) NN=C1C (=0) Nc2cccccl?2

15. Cclsc2nc (CC(=0)NN) [nH]c (=0) c2clC

16. CC1C (=0)Nc2ccc(ccl2)-clcsc(NC(N)=N)nl
17. O=C1N (CCC#N) c2ccccc2Cl=0

18. Oclcncc (cl)C (=0)NCCCC([0O-]1)=

19. COC (=0) clcc (C(=0)NN)c (O)nclC

20 OCCNC (=0) clccc (C=NO)ncl

21. O=C1 [N+] (CC#N)=NN=[N+]1lclcccccl

22. O=C1CC (=NN1CCC#N) clcccccl

23. O=C (CC1l=NC (=0)CS1l)clcccccl

24. OclccceclCl=NN=C (Cl)C([O-])=

25. [O=]C(=0)C (=0)CC(=0)clcccc(cl) [N+] ([0-])=0
26 OCN=CC1l=C ([0-])c2ccccc2Cl=0

27 OCCN=CC1Nc2ccccc2Cl=0

28 COclccc(ccl)NIC (=0)CSCl=S

29 [O=]C(=0)CN1C (=S) SC (=Cc2cccs2)C1l=0

30 Cclccc (C=C2SC (=S) [N=]C2=0)ccl [N+] ([0-])=
31 COclccc (C=C2SC (=S) [N=-]C2=0)ccl

32. [O-]C(=0)clccc (cc )NlC( 0) CSC1=S

33. Oclccecce (C=C2SC (=S)N(CC([0-]1)=0)C2=0)cl1
34 Cclccc (C=C2SC (=S)N (CC [0-])=0)C2=0)sl
35 O0=C1l[N-]C(=S)SC1l=C1l0OC (=0)c2cccccl?

36 Oclccc (C=C2SC (=S) [N-]C2=0) ccl

37 Oclccecce (C=C2SC (=S)N(CC([0-]1)=0)C2=0)cl1
38 O0=C1CSC (=S)NIN1C (=0)c2ccccc2Cl=0

39. [O=]C(=0)clcn2nc (NCCC[NH+]3CCOCC3)ccc2[nH+]1
40. 0=C1Nc2ccccc2ClINN=C (CC#N) Ol

41. 0=C1Nc2ccccc2Cl1INN=C (CC#N) Ol

42, Cclccc2N (CCCc2cl)C(=0)CC[n+]lcnc[n-]1
43. [O-]C(=0)C=CC (=0)N1CCCc2cccccl?2

44 Cclccec2N(CCCc2cl)C(=0)C[n+]lcnc[n-]1
45, O=C (Nclccc (ccl)C#N)C1lCC (=0)Nc2ccececl?2
46. Cclcce2N (CC (=0) NCCC#N) CCCc2cl

47 . [O=]C(=0)ClCC (=0)Nc2cc (F)cccl?2

48. [O=]C(=0)clccc (COc2ccce3NC (=0)CCc3c2) ol
49, [0-]C(=0)clnc2cccce2nclC([0-])=

50 Clclnc2ccecece2nclC (C#N) CH#N

51. Oclnc2ccc (cc2nclO)C([0-])=

52. clccc?2 [n+] 3N=NN=c3c3=NN=N[n+]3c2cl

53. Oclnc2ccc (cc2nclO) [N+] ([0-]) =

54. Oclnc2ccc3nsnc3c2nclO

55. N=[N+]=Nclnc2ccccc2[n+]2nn[n-]cl2

56 N=[N]=Nclnc2ccccc2[n+]2nn[n-]cl2



57.
58.
59.
60.
61.
62.
63.
64.
65.
66.
67.
68.
69.
70.
71.
72.
73.
74.
75.
76.
77.
78.
79.
80.
81.
82.
83.
84.
85.
86.
87.
88.
89.
90.
91.
92.
93.
94.
95.
96.
97.
98.
99.

100.
101.
102.
103.
104.
105.
106.
107.
108.
1009.
110.
111.
112.
113.
114.
115.
116.
117.
118.
119.

NNC (=0) Cclnc2ccccec2 [nH]cl=0
Cnlc2ccc3nsnc3c2n(C)c (=0)cl=0

NC (=0)Nclnc2cc (Cl)cc(Cl)c2[nH]cl=0
Nclc (C#N)n (O) c2cc (Cl)c(Cl)cc2[n+]1=0
NC (=0)Nclnc2cc (Cl)cc(Cl)c2[nH]cl=0
Cclccec2nc (O) c(nc2cl) [NH+]=C(N) S
Ocl[nH]c2cccece2n2-clnnc2=0
[S=]clnnc(ol) -clnc2cccec2[nH]cl=0
NC (=0) Nclnc2cc (Br)ccc2 [nH]cl=0

Nclc (C#N) [n+] (=0) c2ccececec2nlO

NC (S)=[NH+]clnc2ccccc2nclO
Cnlc2cccecc2ne (-c2nnc (N)o2) cl=0
Nclnnc (ol)-clnc2ccccc2 [nH]cl=0
O=cloc (nnlCCC#N)-clnccc2ccececl?

CN (CC (N)=0)S (=0) (=0)clcccc2cnececl?2
NC (=0) CSclnccc2ccccecl?

COclccecc2c (SCC(N)=0)ncccl2
COclccecc2clecen (CC(N)=0) c2=0
CCOCCnlccc2c (OCC (N)=0) cccc2cl=0

COC (=0) COclcccec2cecleen (CC (N)=0) c2=0
COclcc2cenc (CCC[NH3+])c2ccloC

NC (=0) CCclccccclFE
[O-]C(=0)CSclnnc([nH]1l)-clccc(Cl)cclCl
Fclccecececl-clnnc (SCC#N) [nH] 1
CC(Sclnnc(ol)-clccceclF)C(N)=0
Fclccececel-clnne (SCC#N) ol

NC (=0) CSclnnc (ol) -clccccclFE
Fclcceceecl-clnne (SCC#N) [nH] 1

NC (=0)CScln[nH]c(nl)-clccccclF
Clclccececcel-clnne (C[NH+]2CCOCC2) o0l
[0-]C(=0)CSclnnc (ol)-clcccecclCl
[O-]C(=0)CScln[nH]c(nl)-clccc(Cl)cclCl
CC(=N)C(C#N)C (=0)C[n+]1lnc(n[n-]1)-clccccclCl
[O-]C(=0)CCnlnnc(nl)-clccccclFE
[O-]C(=0)CSclnnc (ol)-clccceccelF
[O-]C(=0)CSclnnc (ol)-clccc(Cl)cclCl
NC (=0) CSclnnc (ol)-clcccecclCl

NNC (=0) Cnlnnc (nl)-clccccclCl
[0-]C(=0)Cnlnnc(nl)-clccccclF

Nnlc ([S-])nncl-clccc(Cl)cclCl
Fclccececel-clnnn (CCCH#N)nl

NC (=0)Cnlnnc (nl)-clccccclF
Fclcceceel-clnnn (CCCH#N)nl
[0-]C(=0)Cnlnnc(nl)-clccccclF
Fclccececel-clnnn (CCH#N)nl

CC(C)nlc (SCC(N)=0)nncl-clccccclF
[0-]C(=0)Cnlnnc(nl)-clccccclCl

NNC (=0) Cnlnnc (nl)-clccccclCl

NC (=[NH2+]) [NH+]=C1INC (=0) C (Cc2ccccc2Cl) sl
NC (=0)Nclcccec (cl)C(=0)NCCclccesl
CC(C)CCNC (=0)clcccc (NC(N)=0)cl

CN (C)C (=0)CNC (=0)clcccc (NC(N)=0)cl
CCCNC (=0)C(C)NC (=0) clcccc (NC (N)=0)cl
NC (=0)Nclccecec (cl) C (=0)NCCCl=CCCCC1l
CCOC (=0) CNC (=0)Nclccece (cl) C#N

CN (Cclccesl)C(=0)clccce (NC(N)=0)cl
CCC (C)NC (=0)Nclcccec (cl)C#N

CCCCNC (=0)Nclcccec(cl)C([0-1)=0
Cclnnc (COC (=0) c2ccecc (NC (N)=0)c2) ol
NC (=0)Nclcccec (cl)C(=0)NCCclccesl

CN (Cclccscl)C(=0)clccce (NC(N)=0)cl
CC(C)CCNC (=0)clcccc (NC(N)=0)cl
CCI1CCN(CCl)C(=0)clcccc (NC(N)=0)cl
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120.
121.
122.
123.
124.
125.
126.
127.
128.
129.
130.
131.
132.
133.
134.
135.
136.
137.
138.
139.
140.
141.
142.
143.
144.
145.
146.
147.
148.
149.
150.
151.
152.
153.
154.
155.
156.
157.
158.
159.
160.
161.
162.
163.
164.
165.
166.
167.
168.
169.
170.
171.
172.
173.
174.
175.
176.
177.
178.
179.
180.
181.
182.

CN (C)C (=0)CNC (=0)clcccc (NC (N)=0)cl
NC (=0)Nclccece (cl) C (=0)NCCCl=CCCCC1l
CCOC (=0) CNC (=0)Nclccece (cl) C#N

CN (Cclccesl)C(=0)clccce (NC(N)=0)cl
CCC (C)NC (=0)Nclccecec (cl)C#N
CCCCNC (=0)Nclcccec(cl)C([0-1)=

Cclnnc (COC (=0) c2ccecc (NC (N)=0)c2) ol
NC (=0)Nclcccec (cl)C(=0)NCCclcecesl
CN (Cclcecscl)C(=0)clccce (NC(N)=0)cl

CC(C)CCNC (=0)clcccc (NC(N)=0)cl
CCI1CCN(CCl)C(=0)clcccc (NC(N)=0)cl
CN (C)C (=0)CNC (=0)clcccc (NC (N)=0)cl
NC (=0)Nclcccec (cl)C(=0)NCCclccesl
CC(C)CCNC (=0)clcccc (NC(N)=0)cl
CN (C) C (=0) CNC (=0) clcccce (NC (N) =0)
CCCNC (=0) C(C)NC (=0) clccce (NC (N
[
[

I Q

(
[O=-]C (=0) ( (=0) clccencl) C(
[O=-]C (=0) ( (=0) clccencl) C(
[O=]C(=0)CCNC (=0)clcncc (Br)cl
OCC (NC (=0) clcncc (Br)cl)C([0-]
OCC (NC (=0) clcncc (B )cl)C([O ]
Oclcncc(cl)C (=0)NCCC([0-])=
[O-] [N+] (=0) OCCNC (=0 )clcccncl
Brclcncc (cl)C(=0)0C1CCOC1=0
[O-] [N+] (=0)clccc(sl)C(=0)Nclccencl
CC1=NC (=[NH2+]) SC1=NNclcccncl
CN(CC([0-])=0)S(=0) (=0)clcccncl
O=C (NclsccclC#N)clcecenel
[O-]C(=0)CCNS (=0) (=0)clcccnecl
[O=]C(=0)CC(NC (=0)clcccncl)C([0-])=0
Cclccc[[n+] (cl)-clnc (0)sclC=0
Cnlnc (nclOclccencl) [N+] ([0O=])=
NC (=0) CSclnnc (ol)-clccecncl
[O=]C(=0)CCNC (=0)clcncc (Br)cl
NC (=0) clnnn (c1N)-clcccncl
OCC (NC (=0)clcncc (Br)cl)C([0-1)=
[O-] [N+] (=0)clccc(ol)C (=0)Nclccencl

cl

)=0)cl

CC (NC 0-1)=0

CC (NC 0-1)=0
)_

)

(=
(
(
[

[0O-]C(=0)C=CC (=0)NCclcccncl
Oclcncc (cl)C (=0)NCCC([0-])=
[O ]C(=0)CCclnc (nol)-clcccncl

c(c

lccceccel)Nelnceesl

[n+]
[O ]C(=0)CCSclnnc (ol)-clcccncl
[0-]C(=0)Cclcsc(nl)-clccecnel
[0-]C(=0)Cnlnnc(nl)-clcccncl
[0-]C(=0)C=CC (=0)NCclcccncl
O=C (NN=Cclcccncl)clcc[nH]nl
C

C([0-])=ClC(NC(=0)C1l=0)clcccncl
0=C1CSC (NN=Cc2cccnc2)=[NH+]1
O=C (NN=Cclcccncl)clccn[nH] 1
COC (=0)clcc (nol)-clccencl
O[NH+]=CINC (=0)C(S1l)=Cclcccncl
O[NH+]=CINC (=0)C(S1l)=Cclcccncl
Cnlnc (nclOclccencl) [N+] ([0O=])=
N#CCSclnnnnl-clcccncl
[O-] [N+] (=0) OCCNC (=0) clcccncl
NC (=0) CSclnnc (ol)-clccecncl
NC (=0) clnnn (c1N)-clcccncl
NclnonclC (=0)NCclccecncl
[O-] [N+] (=0) OCCOC (=0) clcccnecl
O=C (NN=Cclcccncl)clcc[nH]nl
[0-]C(=0)Cnlnnc(nl)-clcccncl
OCclnnn (clCO) -clccencl
[0-]C(=0)Cclnc(n[nH]1l)-clcccnecl
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183.
184.
185.
186.
187.
188.
189.
190.
191.
192.
193.
194.
195.
196.
197.
198.
199.
200.
201.
202.
203.
204.
205.
206.
207.
208.
209.
210.
211.
212.
213.
214.
215.
216.
217.
218.
219.
220.
221.
222.
223.
224.
225.
226.
227.

[O-] [N+] (=0)clccc(ol)C(=0)Nclccencl
COC (=0) clconcl-clccencl
[0-]C(=0)Ccln[nH]c (nl)-clcccncl

CC (=0)Nclnnc (ol)-clccecncl

Cclnc (sclC([0-]1)=0)-clcccncl

O=C (NCnlcncnl)clccencl

NNC (=0) clcsc (nl)-clccecncl
O[NH+]=CNclnoncl-clcccncl

ONC (=0) clcsc (nl)-clccecncl
[O=]C(=0)COCC (=0)Nclcccncel
NclnonclC (=0)NCclccecncl

[O-] [N+] (=0)clccsclC[n+]1lccccecl

NC (=[NH2+]) [NH+]=C1NC (=0) C (Cc2ccccc2Cl) sl
[O-]C(=0)CSclnnc([nH]1l)-clccc(Cl)cclCl
Fclcceceecl-clnne (SCC#N) [nH] 1
CC(Sclnnc(ol)-clccceclF)C(N)=0
Fclccececel-clnne (SCC#N) ol

NC (=0) CSclnnc (ol)-clcccecclFE
Fclccecececl-clnne (SCC#N) [nH] 1

NC (=0)CScln[nH]c(nl)-clccccclF
Clclccececcel-clnne (C[NH+]2CCOCC2) o0l
[0-]C(=0)CSclnnc (ol)-clcccecclCl
[O-]C(=0)CScln[nH]c(nl)-clccc(Cl)cclCl
CC(=N)C(C#N)C (=0)C[n+]1lnc(n[n-]1)-clccccclCl
[O-]C(=0)CCnlnnc (nl)-clccccclFE
[O-]C(=0)CSclnnc (ol)-clcccecclFE

OC (=0) Cclnnc (ol)-clccceclCl

NC (=0) CSclnnc (ol)-clcccecclCl

NNC (=0) Cnlnnc (nl)-clccccclCl
[0-]C(=0)Cnlnnc(nl)-clccccclF

Nnlc ([S-])nncl-clccc(Cl)cclCl
Fclccececel-clnnn (CCCH#N)nl

NC (=0)Cnlnnc (nl)-clccccclF
Fclccececel-clnnn (CCCH#N)nl
[0-]C(=0)Cnlnnc(nl)-clccccclF
Fclccececel-clnnn (CCH#N)nl

NC (N) =Nclnc (CSCCC#N) csl
[0-]C(=0)Cnlnnc(nl)-clccccclCl

NNC (=0) Cnlnnc (nl)-clccccclCl

Nclnc (csl)-clccencl

N#CCCNCclccencl

OCC[NH2+]Cclccecncel
N#Cclcsc(nl)-clccencl

NC (=0) CCclccccclFE
Cclcccec(cl)-clnnc (N)sl
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