UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS
Centro de Ciéncias Exatas e de Tecnologia
Departamento de Quimica

Programa de Pos-graduacao

Integracdo de Métodos in silico e in vitro para o Planejamento de

Inibidores da Enzima Cruzaina

HELTON JOSE WIGGERS*

Tese apresentada ao Programa de POs-
Graduacdo em Quimica para a obtencao
do titulo de doutor em Ciéncias com &rea
de concentracdo em Quimica Organica

Orientador: Prof. Dr. Carlos Alberto Montanari
*Bolsista FAPESP

Sao Carlos
2011



Ficha catalografica elaborada pelo DePT da
Biblioteca Comunitaria/lUFSCar

W655im

Wiggers, Helton José.

Integracao de métodos in silico e in vitro para o
planejamento de inibidores da enzima cruzaina / Helton
José Wiggers. -- Sao Carlos : UFSCar, 2011.

150 f.

Tese (Doutorado) -- Universidade Federal de Sdo Carlos,
2011.

1. Quimica orgéanica. 2. Chagas, Doenca de. 3. Quimica

medicinal. 4. Trypanosoma cruzi. 5. Planejamento de
substancias bioativas. I. Titulo.

CDD: 547 (20%)




UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAQ CARLOS
Centro de Ciéncias Exatas e de Tecnologia
Departamento de Quimica
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA
Curso de Doutorado

Assinaturas dos membros da banca examinadora que avaliaram e

aprovaram a defesa de tese de doutorado do candidato Hélton José Wiggers,
realizada em 30 de junho de 2011:

o dnhe

Prof. Dr. Carlos Alberto Montanari

el
Profa. Dra. Dulce Helena Ferreira de Souza

At e

Prof. Dr. Otavio Henrique Thiemann

oo P Yn 5ol

fyifa, Dra. Chung Man Chin

Q%ww /. F c{u\ Q;Zm

Prof. Dr. Albérico Borges Ferreira da Silva




DEDICATORIA

Aos meus pais Arni José e Santina da Silva Wiggers, aos meus irmaos e suas
esposas lvonei e Cleuni Fretta Wiggers; Helder lvan e Thatiany Goularth Carneiro
Wiggers; Heliton Augusto Wiggers e meus sobrinhos lara Fretta Wiggers, luri Fretta

Wiggers e Heloise Caroline Wiggers.



AGRADECIMENTOS

A Deus pela vida.

A minha familia pela educacéo, incentivo aos estudos, oracdes, suporte em
todos os momentos da vida e amor.

A Juliana Cheleski por aceitar trilharmos juntos os caminhos da vida.

Ao Prof. Dr. Carlos Montanari pela orientagéo, desafios propostos e confianga
para o desenvolvimento do trabalho e sua esposa Dr. Maria Luiza Montanari (Malu)
pela amizade e dividir suas experiéncias.

Aos amigos e colegas de grupo pela amizade, alegrias e descontragcbes
durante o periodo de desenvolvimento da tese, discussdes construtivas,
colaboragBes nos artigos cientificos, ajuda no planejamento e execucdo de
experimentos, companhia nos congressos e inumeras atividades alegres realizadas
conjuntamente: Dr. Josmar Rocha e Adriane Pauluk; Geraldo Sartori; Renato e
Mabia Freitas; Raphael Montanari; Dr. Peter W. Kenny; Vinicius Sciuti; Alessandra
Figueiredo; Renato Bauab; Prof. Dr. Fabio e Patricia Molfetta; Prof. Dr. Roberto
Haiduke e Dr. Claudia Fileto (Guiga); Prof. Dr. Andrei e Patricia Leitdo, Igor
Prokopczyck e Aline; Jean Francisco; Ricardo Goulart; Fabyana Soares; Emanuella
Fonseca, Dr. Aderson Zottis; Juliane Sempionato; Prof. Dr. Maria Gotetti
Vasconcelos Silva e Fabiana Rossini.

A todos meus amigos de Laranjeiras do Sul e de Guarapuava onde cursei a
graduacédo (UNICENTRO).

Ao grupo de Enzimologia da Universidade Federal de Sdo Paulo (UNIFESP)
por fornecer o plasmideo e orientacdes para a producdo e purificacdo da enzima

cruzaina. Prof. Dr. Luiz Juliano Neto e Dra. Maria Helena.



Ao grupo de Biologia Molecular e Bioquimica (IQSC) pela producéo da enzima
cruzaina e principalmente pela amizade. Prof. Dr. Julio Borges, Sabrina Mattos,
Natalia Rodrigues e Francisco Edvan.

Ao grupo de Biofisica Molecular Sérgio Mascarenhas: Andressa e Bel por
sempre estarem dispostas a ajudar a resolver os problemas técnicos.

Ao Instituto de Quimica de Sao Carlos (IQSC) da Universidade de Sao Paulo
(USP) pela autorizacéo para o desenvolvimento do trabalho em suas dependéncias.

Aos funcionarios da Universidade Federal de Sdo Carlos pelo profissionalismo
e competéncia.

Ao Grupo de Bioquimica de Proteinas, Fisiologia do Exercicio (UFSCar) por
estar de portas abertas para o uso dos equipamentos. Prof. Dra. Heloisa S. S.
Araujo.

Grupo de Parasitologia, Faculdade de Medicina, USP, Ribeirdo Preto pela
oportunidade dos testes das substancias contra o T. cruzi. Prof. Dr. Jodo Santana e
Dr. Renata Sesti.

As agéncias de fomento pelo financiamento dos projetos do NEQUIMED-PN
e pela bolsa Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico
(CNPQ) e a Fundacdo de Amparo a pesquisa do Estado de Séao Paulo (FAPESP —

Processo 2006/06291-3).






EPIGRAFE
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Brihadaranyaka Upanishad 1V, 4.5.






RESUMO

A doenca de Chagas, causada pelo parasito tripanossomatideo Trypanosoma
cruzi, € uma doenca endémica distribuida por toda América Latina. Os farmacos
disponiveis sdo ineficientes e apresentam sérios efeitos colaterais. Portanto, sao
necessarios novos farmacos para a quimioterapia da doenca de Chagas. A enzima
cruzaina (EC 3.4.22.51) de T. cruzi é expressa durante todo o ciclo de vida e
representa um alvo validado contra a doenca da Chagas. A busca de novos
inibidores da enzima cruzaina foi realizada pelo desenvolvimento de uma estratégia
integrada utilizando métodos in silico baseados na estrutura do ligante e do receptor
e métodos in vitro. O consenso dos diferentes métodos de ensaios virtuais permitiu a
selecdo de 23 moléculas para os ensaios in vitro, a partir de uma colecéo virtual com
cerca de 8,5 milhdes de estruturas provenientes do banco de moléculas comerciais
ZINC e 12 apresentaram atividade inibitoria frente a enzima cruzaina e sua
homologa catepsina-L de humanos. Os valores de ICsg variaram entre 5,6 e 73,9 uM
para cruzaina e 8,6 a 89,1 para catepsina-L. As constantes de inibicdo aparentes
(K®P) da série de compostos identificados variaram entre 3,7 e 64,5 pM para a
cruzaina e 3,8 a 87,1 pM para a catepsina-L e apresentaram mecanismos
competitivos de inibicdo. Novas classes moleculares inéditas de inibidores né&o
covalentes da enzima cruzaina foram identificadas. Duas substancias foram
validadas como inibidores através de avaliagdo de analogos para o estabelecimento
de relagBes entre a estrutura molecular e atividade biolégica, uma substancia com
eficiéncia do ligante de 0,33 kcal mol* NA™? foi identificada. Dois inibidores
enzimaticos apresentaram atividade tripanossomicida frente a cepa Y do T. cruzi em
sua forma tripomastigota com poténcia comparavel ao Benzonidazol®. A inibicdo da
enzima cruzaina com atividade confirmada frente ao T. cruzi oferece a oportunidade
de otimizacdo da estrutura molecular da substancia matriz e valoriza a
racionalizacédo do processo de identificacdo de substancias bioativas com modo de

acao conhecido.



ABSTRACT

Chagas disease, caused by the flagellate protozoan of the family
Trypanosomatidae Trypanosoma cruzi, is endemic in Latin America. The available
drugs are ineffective and cause severe side effects. Therefore, it is necessary the
discovery and development of new drugs for Chagas disease chemotherapy. The
cruzain enzyme (EC 3.4.22.51) is expressed in all T. cruzi life cycle and represents a
valid target against Chagas disease. The search for new cruzain enzyme inhibitors
was carried out through the development of a new strategy using in silico methods,
based on integrated ligand and target virtual screening. The consensus of different
virtual screenings allowed the selection of 23 molecules for in vitro assays, from a
virtual library containing approximately 8.5 million structures collected from the
commercial database ZINC. The compounds were assayed against the cruzain and
human homologous cathepsin-L and 12 presented inhibitory activity. The 1Cso values
ranged from 5.6 to 73.9 uM for cruzain and 8.6 to 89.1 uM for cathepsin-L. The
apparent inhibition constant (K{") of the identified compounds ranged from 3.7 and
64.5 pM for cruzainain and 3.8 to 87.1 uM for the cathepsin-L and showed
competitive inhibition mechanisms. New molecular classes of non-covalent inhibitors
of the enzyme cruzain were identified. Two substances were validated as inhibitors
by evaluating compound analogs to establishing relationships between molecular
structure and biological activity; a substance with the ligand efficiency of 0.33 kcal
mol™ NA™ was identified. Two enzyme inhibitors showed trypanocidal activity against
the Y strain of T. cruzi trypomastigotes with potency comparable to the drug
benznidazole®. The micromolar activity of the compounds against the cruzain
enzyme and the confirmed activity against the parasite provide the opportunity for
molecular optimization and improve the bioactive compounds design with known

mode of action.
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CAPITULO 1 — INTRODUCAO

O Capitulo 1 apresenta uma revisdo acerca

da doenca de Chagas, o alvo bioldgico

estudado a enzima cruzaina e a contribuicdo
da quimica medicinal como ferramenta para

a descoberta de candidatos a farmacos.




1.1 Doenca de Chagas

A doenca de Chagas, também conhecida como tripanossomiase americana,
juntamente com o seu agente causador Trypanosoma (Schizotrypanum) cruzi, ja
existia nas Américas como uma doencga enzootica (isto €, uma doenca de animais
silvestres) por milhnes de anos. Vetores, principalmente dos géneros Triatoma,
Panstrongylus e Rhodnius (Hemiptera, Reduviidae), mas também de outros géneros,
transmitiram a doenca entre os animais por quase 10 milhées de anos. Mais de 150
espécies de triatomineos (vetores da doenca) e mais de 100 espécies de mamiferos,
principalmente as espécies selvagens, mantém a infeccdo por T. cruzi na
natureza[l]. A distribuicdo dos vetores e reservatorios silvestres de T. cruzi nas
Ameéricas se estende desde os Estados Unidos a Argentina e ao Chile. No total, 22
paises sdo endémicos para a doenca enzootica nas Americas. [2]

Estima-se que os seres humanos chegaram & América entre 26.000 e 12.000
anos atras. As atividades agricolas e domesticacéo de animais cerca de 10 mil anos
atrds pode ter incentivado a infeccdo, apesar de ha milhares de anos ser
principalmente uma antropozoonose (uma infec¢do acidental do homem). No
entanto, o acido desoxirribonucléico (DNA) de T. cruzi foi encontrado em mumias do
norte do Chile e sul do Peru, que tém cerca de 9.000 anos, e ha evidéncias de
Triatoma infestans nos domicilios em tempos pré-colombianos, nomeadamente Inca
e das culturas Chinchorro, indicando a introducédo gradual de transmisséo
doméstica. Nos ultimos 200-300 anos, com o0 desmatamento para a criagdo de
agricultura e pecuaria, e a abertura de rotas terrestres de transporte (ferrovias e
rodovias), os triatomineos perderam gradualmente sua fonte primaria de alimento de
sangue animal selvagem e, a0 mesmo tempo tiveram mais oportunidades para se
espalhar. Eles se adaptaram para as zonas circundantes das habitacdes humanas,
alimentando-se do sangue de animais domeésticos e seres humanos. Desta forma,
um novo ciclo de infeccao foi estabelecida, e a doenca de Chagas tornou-se uma
zoonose (uma doenga que transmite entre animais e seres humanos
endemicamente). [1]

A doenca de Chagas recebeu esse nome como homenagem ao pesquisador
brasileiro e médico sanitarista Doutor Carlos Chagas, que em 1909 descreveu toda
sua etiologia. Apesar dos esfor¢os ao longo do século de descoberta da doenca e da
reducdo da transmissdo do parasito, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estima
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gue haja cerca de 10 milhdes de pessoas infectadas na América Latina e 25 milhdes
em risco de adoecer, apenas em 2008 ocorreram mais de 10 mil mortes por
complicagOes desta doenca. [3-4]

A doenca de Chagas é endémica na América Latina, entretanto € também
encontrada no Canada, Estados Unidos, Europa (principalmente Espanha e
Portugal), Japdo e Australia, FIGURA 1.1. A presenca do parasito nestas regides

tem sido atribuida aos imigrantes de regides endémicas. [1]

FIGURA 1.1: Distribuicdo Geogréfica da Doenca de Chagas [1]

O T. cruzi apresenta um complexo ciclo de vida do tipo heteroxénico,
passando o parasito por uma fase de multiplicacdo intracelular no hospedeiro
vertebrado (homem e mamiferos) e extracelular no inseto vetor (triatomineos),
FIGURA 1.2. O T. cruzi se apresenta em trés principais estagios de
desenvolvimento, distinguiveis morfologicamente: tripomastigota (eliminado pelo
vetor invertebrado) ou sanguineo (forma transmissivel ao homem) e formas
replicativas, amastigota e epimastigota. [5]

Considerando o mecanismo natural de infeccdo pelo T. cruzi, os
tripomastigotas eliminados nas fezes e urina do vetor, durante ou logo apos o
hematofagismo, penetram pelo local da picada e causam a contaminacdo. Em
seguida, ocorre a transformacéo dos tripomastigotas em amastigotas, que ai se
multiplicam por divisdo binaria simples. A seguir ocorre a diferenciacdo dos
amastigotas em tripomastigotas que sao liberados da célula. Estes tripomastigotas
seguem para a corrente circulatoria, atingem outras células de qualquer tecido ou

o6rgdo para cumprir novo ciclo celular ou sao destruidos por mecanismos
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imunologicos do hospedeiro. Podem ainda ser ingeridos por triatomineos, onde

cumprirdo seu ciclo extracelular, FIGURA 1.2. [6]

&

Amastigota

fl‘npomasn'gota

FIGURA 1.2: Ciclo de Vida do Trypanosoma cruzi [7]

No estbmago do inseto eles se transformam na forma epimastigotas. No
intestino médio, os epimastigotas se multiplicam por divisdo binaria simples, sendo,
portanto, responsaveis pela manutencdo da infeccdo no vetor. No reto, porcao
terminal do tubo digestivo, os epimastigotas se diferenciam em tripomastigotas
(infectantes para os vertebrados), sendo eliminados nas fezes ou urina. Esta é a
descricao classica adotada para o ciclo do T. cruzi. [6]

A doenca de Chagas apresenta uma fase aguda e uma fase cronica. A fase
aguda pode ser sintomatica ou assintomatica (mais freqiiente). Ambas estéo
relacionadas com o estado imunoldgico do hospedeiro. H4 predominio da forma
aguda sintomatica na primeira infancia, levando a morte em alguns casos devido a
meningoencefalite e mais raramente a faléncia cardiaca. A fase aguda inicia-se
através das manifestacdes locais, quando o T. cruzi penetra na conjuntiva (sinal de
Romanda) ou na pele (chagoma de inoculagéo). Estas lesdes aparecem em casos
agudos dentro de 4-10 dias ap0Os a picada do barbeiro, regredindo em um ou dois
meses. As manifestacdes gerais ndo sdo exclusivas para a doenca e sao
representadas por febre, edema localizado e generalizado, fadiga, dores no corpo,
dor de cabeca, erupcdo cuténea, perda de apetite, diarréia, vémito e, as vezes,

insuficiéncia cardiaca e perturbacdes neurologicas. O o6bito, quando acontece, €

4



devido a menigoencefalite aguda ou devido a insuficiéncia cardiaca consequente a
miocardite aguda difusa, uma das mais violentas de que se tem noticia. [8-10]

ApoOs a fase aguda, os pacientes passam por um longo periodo assintomatico
(10 a 30 anos), ao fim do qual aparecem as primeiras manifestacdes clinicas
relacionadas a fase crbnica. O periodo assintomético, onde o paciente esti
contaminado mas ndo apresenta manifestacdes clinicas, é chamado de forma
indeterminada da doenca (latente) e caracterizada por exames sorologicos e
parasitologicos, auséncia de sintomas da doenca, eletrocardiograma convencional
normal e coragdo, es6fago e coélon radiologicamente normais. Cerca de 50 % dos
pacientes chagasicos que tiveram a fase aguda pertencem a esta forma. [11]

Certos pacientes chagéasicos ap0s permanecerem assintomaticos por anos,
com o correr do tempo apresentam sintomatologia relacionada com o sistema
cardiocirculatério, digestivo, ou ambos. Isto devido ao fato de mudar inteiramente a
fisionomia anatbmica do miocardio e do tubo digestivo (eséfago e cdélon,
principalmente). Observa-se reativagcdo do processo inflamatério, com dano destes
orgaos, nem sempre relacionada com o parasito, que se encontra extremamente
escasso nesta fase.

Na cardiopatia chagasica crbénica sintomatica, a principal manifestacdo € a
insuficiéncia cardiaca e isto se deve a diminuicdo da massa muscular que se
encontra muito destruida. Além da insuficiéncia cardiaca séo frequentes os
fendbmenos tromboembdlicos. Os trombos cardiacos sao freqientes (76 % dos casos
desenvolvem insuficiéncia cardiaca), mas também podem se formar nas veias dos
membros inferiores. A partir destes trombos, desprendem-se émbolos que podem
originar infartos no coracao, pulmdes, rins, baco e encéfalo. [12-13]

As manifestacdes digestivas sdo representadas principalmente no Brasil e na
Argentina pelas megas dilatacfes dos 6rgdos do sistema digestério, megaesodfago,
megacoélon, megaduodeno, megabexiga etc. Os principais sintomas sao disfagia,
odinofagia, dor retroesternal, regurgitacdo, pirose, soluco, tosse e sialose. [14]

Os mecanismos de transmisséo do parasito sao:

Transmisséao pelo vetor

Transfusao sanguinea

Transmissao congénita

Acidentes de laboratorio

Transmissao oral



Transplante de érgaos

O tratamento contra a doenca de Chagas ainda é ineficaz. Existem dois
medicamentos na terapéutica atual: o Nifurtimox (Lampit®) e o Benzonidazol
(Rochagan®), FIGURA 1.3, os quais sdo eficazes para a cura da infeccdo na fase
aguda, com sucesso em até 80% dos casos agudos e nos casos crénicos até 20 %.
Ambos os medicamentos exibem fortes efeitos colaterais, tais como anorexia, perda
de peso, mudancas psicologicas, excitabilidade, tremores musculares, sonoléncia,
alucinacdes, nausea, vomito, dor abdominal, diarreia e convulsbes [15-16]. O
Nifurtimox ndo é mais utilizado no Brasil devido a baixa suscetibilidade das cepas do
parasito presente nos pacientes chagéasicos brasileiros. A doenca de Chagas é
considerada uma das doencas “super-negligenciadas” segundo a organizacao
mundial de salde, estas sdo doencas tropicais infecciosas, as quais ndo possuem
tratamentos especificos adequados. A busca de novos farmacos mais seguros e
eficazes é de extrema necessidade. [16-17]

CH, o NO,
/_< //4<\j/ | NO,
NV an”&w

o =/

Nifurtimox Benzonidazol

N
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FIGURA 1.3: Representacao das estruturas quimicas do nifurtimox e benzonidazol

Devido a natureza empirica da descoberta e desenvolvimento do nifurtimox e
do Benzonidazol, estes farmacos foram registrados e utilizados clinicamente por
varios anos sem um entendimento claro dos seus mecanismos de acao. Hoje, se
sabe que a acdo antiparasitaria do nifurtimox estd associada com a producéo de
grandes quantidades de espécies reativas toxicas de oxigénio (tais como anions
superoxidos e peroxido de hidrogénio), resultantes da reacdo do oxigénio com
metabdlitos nitro-anions instaveis produzidos a partir grupo nitro presente na
molécula. Entretanto, a citotoxicidade do benzonidazol ndo estd associada com a
geracdo de niveis significantes de espécies reativas toxicas de oxigénio; ao inves,
estad provavelmente associada ao estresse redutivo, o qual envolve modificacdes
covalentes de macromoléculas por intermediérios de nitro-reducéo. [18-19]

A busca de novos farmacos mais seguros e eficazes € de extrema

necessidade, ha varios mecanismos de acao sendo estudados para a identificacdo



de alvos biomacromoleculares capazes de eliminar o T. cruzi. A seguir alguns
exemplos:

Metabolismo de ester6is: Compostos que contém azdis sdo a maior
descoberta na terapia anti-fungica. Foi demonstrado que os imidazois e triazois
interferem na biossintese de esterol e quando os compostos possuem algum
heterociclo contendo nitrogénio pertencem a classe de inibidores da biossintese de
ergosterol [20]. O T. cruzi contém ergosterol e por esta razao os anti-fungicos foram
testados contra o parasito, 0s compostos miconazol e econazol apresentaram uma
alta poténcia contra o crescimento do parasito, ao passo que diminuiu a quantidade
0 5,7-dieno esterol [21]. Estudos posteriores demonstraram que o cetoconazol e
outros potentes azois antimicoticos foram também ativos na protecdo de infeccéo
letal de camundongos com T. cruzi, inibindo a multiplicacdo intra-celular do parasito
e bloqueando a biossintese de esterol. Os imidazéis, como cetoconazol e
itraconazol, sao inibidores da citocromo P450 dependente lanosterol 14a-
demetilase, a inibicdo desta enzima resulta no acumulo do 14a-metilesterol e
diminuicao na disponibilidade do ergosterol. Embora esta enzima esteja presente em
células de mamiferos, é menos sensivel a acdo destes compostos
comparativamente aos fungos e tripanosomatideos. [22]

Os compostos que atuam nesta via sd8o0 0s mais avancados no
desenvolvimento de um novo farmaco anti-chagasico. O anti-fungico posaconazol
(Merck) estd anunciado entrar em fase clinica 2 na Espanha, o composto E12-24
(Esai, Japao) terminou a fase clinica 1 e esta planejado a fase clinica 2 na Bolivia
com potencial extensdo para a Espanha. O composto Tak-187 (Takeda, Japao) foi
avaliado em fase clinica 1. [23]

Prenilacdo de proteinas: foi demonstrada a ocorréncia de prenilagdo de
proteinas nos parasitos T. cruzi e T. brucei [24]. A prenilagcdo de proteinas em
mamiferos envolve a inser¢cdo de substituintes farnesil ou geranilgeranil em residuos
de aminoacidos cisteinas C-terminais uma série de proteinas celulares. Muitas
destas proteinas sdo pequenas GTPases, que participam na sinalizacdo celular de
transducdo e trafego intracelular de vesiculas [25-26]. Trés enzimas foram
identificadas em células eucariéticas incluindo as de mamiferos, plantas e leveduras
que inserem substituintes prenil a proteinas, farnesil transferase (PFT),
geranilgeranil transferase do tipo | (PGGT-I) e Il (PGGT-II) [27]. Varios inibidores
potentes da PFT foram descobertos com o objetivo inicial de desenvolver farmacos

7



para o tratamento de cancer. Alguns destes compostos inibiram uma PFT
recombinante de T. brucei e T. cruzi, e sdo potenciais agentes tripanosomicidas [25,
28]. Uma etapa preliminar para a prenilacdo de proteinas é a reacao catalisada pela
enzima farnesil pirofosfato sintase, foi demonstrado que pode ser inibida por
compostos bisfosfonatados analogos do pirofosfato [29]. Vérios bisfosfonatos séo
potentes inibidores da reabsorcéo 0ssea e estdo em uso clinico para o tratamento e
prevencdo da osteoporose, doenca de Paget e hipercalcemia [30]. Bisfosfonatos
apresentaram atividade in vitro e in vivo contra o T. cruzi, sem toxidez as células do
hospedeiro [31]. Foi postulado que a atividade tripanosomicida preferencial é devida
a acumulacao dos bisfosfonatos na organela acidocalcisomos do parasito, a qual
pode ser equivalente ao osso mineral. Acidocalcisomos sdo compartimentos acidos
ricos em calcio, magnésio, sddio, zinco e polifosfatos de cadeias curtas e longas e
estdo presentes em varios tripanosomatideos [32-33]. Milhdes de pessoas séo
tratadas com medicamentos bisfosfonatados aprovados pelas agéncias reguladoras
e por este motivo sdo atraentes para o uso do desenvolvimento de agentes
tripanosomicidas.

Via glicolitica: Foi demonstrado que a forma intracelular amastigota do
parasito T. cruzi € dependente da via glicolitica para a producao de energia na forma
de adenosina trifosfato (ATP), desta forma a enzima gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase (GAPDH) foi apontada como um alvo potencial [34]. A GAPDH
catalisa a fosforilacdo oxidativa do gliceraldeido-3-fosfato em 1,3-difosfoglicerato
(DPG) na presenca de fosfato inorganico e NAD® como coenzima. Varios produtos
naturais foram identificados como inibidores da GAPDH, dentre eles flavondides,
cumarinas, acidos anacardicos, xantonas e biantronas. [35-36]

Via de salvacéo de purinas: tripanossomatideos dependem exclusivamente
da via de salvacdo de purinas, ao passo que mamiferos, além desta via, utilizam
também a biossintese de novo de bases purinicas. A enzima hipoxantina guanina
fosforibosiltransferase (HGPRT) é responsavel pela conversdo das bases purinicas
a ribonucleotideos no T. cruzi, esta enzima pode também iniciar o metabolismo de
alguns analogos das bases purinicas como o Allopurinol. Andlogos de purinas foram
testados contra HGPRT de T. cruzi e humanos e algumas mostraram afinidade pela
enzima do parasito. [37]

Via de sintese da Tripanotiona: esta via é importante para a reducédo da

guantidade de radicais livres e consequentemente para a manutencédo do ambiente
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intracelular do parasito. Duas enzimas S&do essenciais nesta via, a tripanotiona
oxidase (TO) e redutase (TR). A tripanotiona redutase é uma flavoproteina
dependente de NADPH responsavel pela reducédo da tripanotiona, esta enzima é
alvo de estudos para o desenvolvimento racional de compostos contra o T. cruzi e
leishmanioses, uma vez que foi demonstrado que a enzima de mamiferos difere da
parasitaria através de um estudo de especificidade pelo substrato [38]. Diferentes
classes de compostos foram identificadas como inibidores da TR, como nitrofuranos,
compostos triciclos derivados de tioridazina e clomipramina (antidepressivos),
difenilsulfetos, poliaminas, alcaldides bis-benzil quinolinicos e complexos de platina
1. [39-41]

DNA Topoisomerases: enzimas que alteram a topologia do DNA séo
denominadas DNA Topoisomerases. O gene codificante da DNA Topoisomerase do
tipo Il em T. cruzi foi isolado e a comparacdo da sequéncia de aminoacidos com as
enzimas correspondentes em T. brucei e Crithidia fasciculata mostraram um alto
grau de conservacao [42]. Varios inibidores da DNA Topoisomrase Il de bactérias
foram ativos contra a enzima do T. cruzi, inibindo a forma proliferativa e do processo
de diferenciacdo, causando danos ao Cinetoplasto e o Nucleo da forma epimastigota
e sugerindo que ambas as organelas podem ser alvos para o desenvolvimento de
farmacos. [43-44]

Via de sintese de novo de pirimidinas: A sintese de nucleotideos é
essencial para o desenvolvimento de todos e quaisquer organismos. Além de
participarem como unidades fundamentais dos acidos nucléicos, DNA e RNA, os
nucleotideos atuam também como ativadores e inibidores de varias vias do
metabolismo intermediario das células.

Nos ultimos anos a enzima diidroorotato desidrogenase (DHODH), que
catalisa a quarta etapa da sintese de novo de nucleotideos de pirimidina, vem sendo
estudada como um alvo promissor para o desenvolvimento de novos agentes
terapéuticos contra parasitoses causadas por tripanossomatideos. Experimentos
recentes visando a validagdo da DHODH do T. cruzi mostraram que as
epimastigotas, forma replicativa do parasito no inseto vetor, sdo totalmente
dependentes da sintese de novo de pirimidinas para sobrevivéncia. [45-46]

Apesar do potencial da enzima DHODH como alvo terapéutico, apenas a
enzima de Plasmodium falciparum (PfDHODH) e de T. cruzi (TcDHODH) tém sido

objeto de estudos para o planejamento de inibidores capazes intervirem na via
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metabdlica de sintese de novo de nucleotideos de pirimidinas e atuarem como
agentes quimioterapicos contra a Malaria e doenca de Chagas

Via de digestdo proteolitica: O T. cruzi possui uma enzima cisteino protease
responsavel pela maior parte a atividade proteolitica, responsavel pela nutricdo do
parasito, presente em todos os estagios do ciclo de vida do parasito chamada
cruzipaina (cruzaina) [47-48]. Esta enzima foi 0 alvo de estudo deste projeto e sera
discutida com mais detalhes na secéo 1.2.

Apesar dos esforcos na erradicacdo da ploriferacao do T. cruzi e dos esforgos
para a identificacéo de vias esséncias para a sobrevivéncia do parasito e descoberta
de agentes tripanossomicidas, esta doenca ainda assola milhdes de pessoas na
Ameérica Latina e grande parte da populacdo deste continente estd em areas
consideradas de risco de contaminacdo. Apesar de alguns compostos estarem
atualmente fase clinica, ndo ha registro de nenhum farmaco novo desde a
introducdo do Benzonidazol e Nifurtimox para o tratamento da doenga. Diante deste
cenario, este trabalho visou contribuir para a quimioterapia da doenca de Chagas
através da busca de compostos bioativos capazes de inibir a enzima cruzaina e

erradicar o parasito T. cruzi.

1.2 Enzima Cruzaina

Proteases sdo enzimas chaves na patogenicidade de muitas doencas
parasitarias, sdo alvos atraentes porque estdo envolvidas na sobrevivéncia e
replicacdo dos parasitos, elas induzem o dano no tecido do hospedeiro e facilitam a
invasdo do parasito ou auxiliam na utilizacdo dos metabdlitos de proteinas do
hospedeiro. A elucidacdo do comportamento biologico das proteases e aquisicdo do
conhecimento completo da bioquimica e estrutura sao requisitos para o designio de
farmacos antiparasitarios que bloqueiem especificamente a acao proteolitica. [49]

Varios grupos de pesquisas independentes convergiram em uma protease tiol-
dependente, no T. cruzi, como uma enzima metabdlica chave [50-51] e alvo de
resposta imune do hospedeiro [52]. A protease foi purificada inicialmente por e foi
imunologicamente identificada nas trés formas de vida do T. cruzi, epimastigotas,

tripomastigotas e amastigotas. [53-54]
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Andlise da sequéncia de aminoacidos da proteina purificada revelou que o
provavel sitio ativo é correspondente ao da papaina (Cys25) [55]. Posteriormente,
descobriu-se que a glicoproteina GP57/51 que tinha sido descrita previamente como
0 principal antigeno de T. cruzi em humanos infectados [56], era 0 mesmo da
cisteina protease [52]. Foi sugerida a participacéo direta da protease no dano do
tecido hospedeiro através de secrecdo da enzima dos parasitos que podem facilitar
a ruptura de células ou incidentemente por vazamento da protease apoés a lise e
morte do parasito, desta forma hé o estimulo a resposta imune do hospedeiro. [52]

A sequéncia completa do gene desta cisteino protease de T. cruzi organiza-se
em tandem, repedindo seis vezes no genoma do parasito. A expressao heterdloga
da enzima codificada por este gene em bactéria, caracterizacao cinética da cisteino
protease purificada e sequéncia de aminoédcidos classificou-a como membro da
superfamilia da papaina e o0 nome cruzipaina foi sugerido. [52, 55, 57].

A cruzipaina catalisa reac0es de hidrolise de ligagdes peptidicas, FIGURA 1.4,
e seu numero de classificacdo segundo a comissdo de nomenclatura de enzimas
(Enzyme Comission) € EC 3.4.22.51. Os numeros correspondem a: 3 - classe das
hidrolases, 4 - atua em ligacdo peptidica, 22 - cisteino endopeptidase e 51 seu
numero especifico.

O
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FIGURA 1.4: Esquema de reacao de clivagem de ligacdo peptidica por proteases

As proteases tém um papel importante em varios processos patolégicos, pois
estdo implicadas em doengcas tais como artrite reumatdide, doencas
cardiovasculares, infeccbes bacterianas e virais, cancer e doenca de Alzheimer. [58]

Todas as cisteino proteases tém em comum um sitio ativo que consiste dos
residuos de aminoacidos cisteina, histidina e glutamina. A cisteiana e a histidina
formam um par i6nico que € estabilizado pela glutamina, h4 uma cavidade nesta
regido das cisteino proteases capaz de estabilizar intermediarios anidnicos préximos
ao residuo de glutamina e por este motivo € chamado de cavidade do oxianion (do

inglés oxyanion hole).
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FIGURA 1.5: A cisteina doa o proton para a histidina formando um par i6nico
correspondente a enzima ativada [59-60]

O mecanismo de hidrolise de peptideos desempenhado pelas cisteino
proteases envolve quatro etapas. A primeira € a desprotonacdo do grupo tiol da
cisteina catalitica pela histidina adjacente. No proximo passo o0 enxofre anibnico
nucleofilico se liga ao carbono cabonilico do substrato formando um intermediéario
tetraédrico, o qual é estabilizado pela cavidade do oxianion. Em seguida o
fragmento amino terminal do substrato € liberado e a histidina € restituida na sua
forma desprotonada. Na sequéncia o intermediario acil-enzima € hidrolisado e um
segundo intermediario tetraédrico é formado, novamente ha a estabilizacdo pela
cavidade do oxianion. Por fim ocorre o substituinte N-terminal € liberado restituindo a
enzima no estado inicial. [59-61]

Um esquema representativo da sequéncia das etapas do mecanismo da
reacdo é mostrado na FIGURA 1.6.
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FIGURA 1.6: Mecanismo de catalise de enzimas cisteino proteases [59-60]

A enzima cruzipaina expressa no sistema de expressdo das bactérias passa
por eventos proteoliticos e por isso foi desenvolvido uma enzima recombinante com
a exclusdo do dominio C-terminal com aproximadamente 130 residuos de
aminoacidos, cerca de 25 % da cruzipaina. A enzima recombinante foi denominada
cruzaina e corresponde ao dominio catalitico (enzima “madura”) [57]. Foi
desenvolvido um protocolo de cristalizacdo da enzima [62], a resolucdo da estrutura
da enzima revelou a cadeia polipeptidica com 215 residuos de aminoacidos
enovelados em dois dominios, um a-helicoidal e outro consistindo de extensivas
interacOes de folhas-B. Os residuos da triade catalitica foram identificados Cys25,
His159 e GInl19 (similar a papaina) e um extenso sitio de ligacdo do substrato foi
encontrado em uma cavidade entre os dois dominios [63]. Uma representacdo da
estrutura cristalografica é mostrada na FIGURA 1.7.
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FIGURA 1.7: Estrutura tridimensional da cruzaina (cédigo PDB 2AIM)

A cruzaina pertence a familia de enzimas proteases e possui um alto grau de
identidade com as enzimas humanas catepsina-L (EC 3.4.22.15) e B (EC 3.4.22.1)
[64]. As catepsinas estdo envolvidas em muitos processos fisiologicos como na
reabsorcéo Ossea, liberacdo de horménios da tireoide e um papel fundamental no
sistema imunoldgico. Elas também estdo implicadas em um nimero de processos
degenerativos que incluem a osteoporose, artrite reumatoéide, enfisema e distrofia
muscular. H4 também forte evidéncia da participacdo das catepsinas no cancer por
atuacdo sobre os processos de invasdo de tumores e metastases. As catepsinas,
em especial a catepsina-L, sdo alvos atrativos para o desenvolvimento de agentes
anticanceres. [65]

A terminologia descrita por Schechter & Berger [66] para proteases foi
adotada para a cruzaina, denominando sub-regifes do sitio ativo de S1 a S4, as

posicdes dos sub-sitios estdo mostradas na FIGURA 1.8.

FIGURA 1.8: Estrutura do sitio ativo representada com a superficie de Van der Waals, com
a identificacao das posi¢c6es dos sub-sitios S1 a S4 (cédigo PDB 3HD3).
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O sub-sitio S1 é 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 sao mais superficiais e possuem também caracteristica
hidrofébica. Apenas o centro do sitio possui caracteristica hidrofilica, onde ha o
reconhecimento da ligacado amidica.

Utilizando a estrutura tridimensional da enzima foram planejados os primeiros
ligantes através do planejamento baseado na estrutura do receptor (TBVS). O
programa de docagem molecular DOCK identificou uma classe de bis-
arilacilhidrazidas, um derivado do ligante identificado apresentou alta poténcia contra
a cruzaina (ICsp ~600 nM) [67], FIGURA 1.9. Antes deste trabalho os inibidores de
cruzaina identificados eram os mesmos descritos previamente em outras proteases

pertencentes a superfamilia da papaina.
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FIGURA 1.9. Estruturas das bis-arilacil-hidrazidas identificadas por docagem molecular
utilizando DOCK e derivado com alta poténcia frente a cruzaina

A partir do protocolo de cristalizagcdo da cruzaina foram obtidas estruturas
cristalograficas demonstrando os substituintes determinantes para a especificidade
da interacdo. O residuo Glu205 se ajusta para reestruturar parte do sitio ativo,
denominado sitio S2, conferindo uma interagdo forte com inibidores béasicos ou
hidrofébicos neste mesmo sitio de interacdo. A FIGURA 1.10 mostra a mudanca
conformacional no residuo Glu205 que confere a especificidade de interacdo do sitio
S2. [68]
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FIGURA 1.10: Estruturas (a) bidimensional e (b) tridimensional da cruzaina complexada com
os inibidores Bz-Arg-Ala-CH2F e Bz-Tyr-Ala- CH2F

As funcbes da enzima cruzaina implicam em varios processos celulares como
invasdo da célula do hospedeiro e nutricdo do parasito [69]. E também reconhecida
como um antigeno imunodominante durante a infeccdo em humanos com uma
possivel participacdo da defesa do parasito durante a infec¢cdo. A enzima possui
participacdo no processo de diferenciacdo entre os estagios de vida do parasito no
ciclo de vida [56, 70]. Estudos demonstraram que a cruzaina € capaz de iniciar o
programa de morte celular pela ativacdo direta de caspases [71]. A inibicdo seletiva
desta enzima bloqueia a ploriferacdo das formas extracelular epimastigotas e
intracelular amastigotas, indicando um papel fundamental na sobrevivéncia,
diferenciacéo e crescimento do parasito. [72-73]

A enzima cruzaina transita na via de Golgi endosomal, localizada nos
lisossomos (ou reservosomos) [74]. Tratamento destas culturas com inibidores de
cruzaina alteram a estrutura e funcdo do complexo de Golgi do parasito, resultando
em sua morte. [75]

Um modelo animal da doenca de Chagas em camundongos infectados foi
tratado com inibidores projetados para inativar a enzima cruzaina. Os inibidores
peptidios miméticos fluorometil cetonas evitaram a infeccdo letal dos animais. A
melhor estrutura molecular continha a fenilalanina e homofenilalanina no esqueleto.
Para obter a cura da infecgcdo, foi inserido no esqueleto peptidico mimético um
substituinte vinil sulfénico menos toxico, resultando no N-metil piperazina-Phe-
homoPhe-vinil sulfona (K777 ou K11777) [72]. A estrutura € mostrada na FIGURA
1.11(a).
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FIGURA 1.11: Representacao da estrutura molecular do composto a) K11777 e seu analogo
b) WRR-483

O K11777 apresentou boa eficacia no modelo animal da doenca de Chagas
em camundongos tanto em fase aguda como crénica com minima toxidez. Estes
estudos demonstraram pela primeira vez que a inibicdo da enzima cruzaina
efetivamente interfere na infeccdo pelo parasito T. cruzi e os inibidores peptidicos
vinil sulfénicos ndo sao téxicos em doses terapéuticas, colocando em questao a falta
de seletividade deste inibidor em relagéo as catepsinas humanas. [76]

Um estudo sucessivo foi realizado em modelo animal da doenca de Chagas
em caninos, embora o tratamento com o K11777 n&o foi capaz de curar totalmente
0os animais infectados, houve uma reducéo significativa da infec¢do, reduzindo os
danos no coracgao [77]. Posteriormente, este composto foi utilizado para o tratamento
de um modelo animal imunodeficiente, uma vez que transplantes de coracdo séo
necessarios em pacientes com doenca de Chagas na fase cronica avancada que
apresentam problemas cardiacos, demonstrando que o K11777 é capaz de curar a
doenca de camundongos imunodeficientes infectados [78]. Estes estudos
contribuiram para a classe dos compostos vinil-sulfénicos emergirem como
potenciais agentes para o tratamento de doencas parasitarias. [79]

Recentemente foi sintetizado um analogo do K11777 denominado WRR-483,
FIGURA 1.11(b) o substituinte fenilalanina responsavel pela interacdo no sub-sitio
S2 foi trocado por um substituinte arginina baseado no trabalho de Guilmor ET AL.
Apesar de 0 composto ser menos potente no ensaio enzimatico em relacdo ao
K11777 foi superior em ensaios celulares in vitro em culturas do T. cruzi e in vivo nos
camundongos. [80]

Desde a validacdo da principal protease do T. cruzi [81] como um alvo

promissor para o desenvolvimento de agentes tripanosomicidas houve intensificacao
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nos trabalhos que buscaram por novas classes de compostos e contribuiram para o
descobrimento de varios inibidores da enzima cruzaina.

Uma entre as primeiras classes descobertas como inibidor da cruzaina foi a
1,3-epoxi cetona, 0 grupo epOxi age como grupo reativo a cisteina. Os compostos
foram projetados a partir de um inibidor epoxido conhecido de proteases (E-64) e
cetonas peptidicas (Cbz-Phe-Ala-FMK) [82]. Utilizando uma estratégia semelhante e
guiada por métodos de modelagem molecular baseado na estrutura do receptor, as
classes epoxisucinil e a,B-epdxiesteres dipeptidicos foram projetadas, as estruturas

guimicas dos compostos mais potentes sdo mostradas na FIGURA 1.12. [83]

a) b)
IC50 =10 NnM IC50 =2 NM

FIGURA 1.12: Estrutura quimica de dois potentes inibidores da cruzaina das classes a) 1,3-
epoxi cetonas e b) epdxisucinil como grupos reativos a cisteina

Inibidores ndo covalentes de proteases utilizados na terapéutica para o
tratamento da hipertensdo e AIDS, atuando nas enzimas conversoras de
angiotensina e HIV protease, respectivamente, inspiraram a busca por inibidores néo
covalentes para a cruzaina [84-85]. Baseado na relacéo bioisostérica entre ligacdes
peptidicas e uréia, os primeiros inibidores nao peptidicos reversiveis foram
identificados como aril uréias e tiouréias, apresentando moderada poténcia contra a

cruzaina e as formas amastigotas em culturas de T. cruzi. [86]

oL, A
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FIGURA 1.13: Estruturas quimicas dos primeiros inibidores de cruzaina néo peptidicos
identificados, classes a) aril tiouréia e b) aril uréia

Inibidores mais potentes da enzima cruzaina foram obtidos através de uma
colecdo de compostos baseados em cetonas, a qual foi testada e otimizada contra a
enzima e potentes inibidores, K; entre 0,9 a 10 nM, foram identificados. Um
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composto apresentou seletividade de 1000 e 100 vezes frente as catepsinas B e L,
respectivamente, FIGURA 1.14.

-

a) b)
ICs50 =0,90 NnM ICs0 = 146 NM

FIGURA 1.14: Estruturas quimicas dos compostos baseados em cetonas a) estrutura do
composto com melhor seletividade frente as catepsinas B e L e b) composto co-cristalilzado
com a cruzaina (codigo PDB 1ME4)

Dois compostos baseados em cetonas foram co-cristalizados com a cruzaina
e estruturas de alta resolucédo foram obtidas, 0 modo de interacdo destes inibidores
foram determinados e identificaram-se interacbes fundamentais para o0
reconhecimento molecular em regides especificas no sitio da enzima. [87]

A partir destas informacdes, novas seéries de ceto amidas, ceto acidos, ceto
ester e aldeidos foram desenvolvidos. Utilizando métodos de planejamento baseado
na estrutura da enzima estes compostos foram otimizados e um total de 20
compostos exibiu poténcia picomolar nos ensaios de inibicAo enzimatica, as

estruturas representativas destas classes sédo apresentadas na FIGURA 1.15.
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FIGURA 1.15: Estruturas quimicas representativas das classes a) Ceto amida, b) aldeido, c)
ceto Ester e d) ceto 4cido, potentes inibidores na cruzaina
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Os trés inibidores mais potentes representando diferentes esqueletos
moleculares foram testados em cultura de células de macrofagos infectados com T.
cruzi. Os compostos apresentaram uma inibicdo dose-dependente da atividade
tripanosomicida. O composto ceto amida apresentou melhor atividade que cetoéster
e cetoacido, mas todos moderadamente potentes. A baixa poténcia no teste em
macrofagagos comparativamente aos ensaios enzimaticos foi atribuida a pobre
permeabilidade a membrana do macréfago. Além disso, foi observado que a ligacdo
éster de um composto cetoéster é rapidamente metabolizada in vivo. Portanto,
apesar da alta poténcia apresentada por estes compostos, as pobres caracteristicas
fisicas impediram os compostos avangcarem nos estudos pré-clinicos. [88]

A estratégia utilizada para o desenvolvimento de inibidores da cruzaina
baseado em peptideos resultou na descoberta de varios compostos potentes contra
a cruzaina, mas devido a suscetibilidade a hidrolise, metabolismo e baixa
biodisponibilidade da maioria dos compostos ha necessidade da busca de novos
compostos nao peptidicos.

A sintese e avaliacdo de isatinas e derivados de tiosemicarbazona
demonstrou o potencial destas classes em inibir a cruzaina apesar de apresentarem

somente afinidade moderada contra a enzima. [89]
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FIGURA 1.16: Estruturas quimicas representativas das classes a) isatinas e b)
tiosemicarbazonas

A sintese de uma série de tiosemicarbazonas e a determinacao de relacfes
estrutura atividade resultou na otimizagcdo da poténcia desta classe, os compostos
identificados foram eficazes contra a cruzaina, apresentaram atividade
tripanosomicida com poténcia moderada e baixa toxicidade em camundongos.
Alguns compostos inativos frente a enzima apresentaram atividade nos ensaios
tripanosomicidas e também outros protozoarios, sugerindo a interacdo com alvos

distintos das cisteino proteases. [90-92]
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Os trabalhos mais recentes na literatura com estruturas ndo peptidicas séo
vinilsulfonas néo peptidicas [93], chalconas e hidrazonas [94], tiazol-hidrazonas [95],
nitrofurazona e hidroximetilfurazona [96]. Algumas estruturas representativas destas

classes sao apresentadas na FIGURA 1.17.
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FIGURA 1.17: Estruturas quimicas representativas das classes a) vinilsulfonas néo
peptidicas, b) chalcona, c) tiosemicarbazonas, d) hidrazida e €) hidroximetilfurazona

Os compostos mais potentes e promissores nao peptidicos descobertos foram
derivados de substratos triazéis, um potente inibidor irreversivel 2,3,5,6-
tetrafluorofendximetil cetona foi identificado, o qual foi eficiente na eliminacdo de
infec¢des do T. cruzi em culturas de células e mostrou estabilidade em plasma [97].
Os ensaios em camundongos foram promissores, foi observada baixa toxicidade e
boa eficacia na eliminacdo da infeccéo pelo T. cruzi, doses diarias de 20 mg kg™
foram necessarias duas vezes ao dia para obter resultados semelhantes ao
composto vinil sulfénico K11777 com doses de 50 mg kg™. Entretanto, todos os
camundongos tratados apresentaram inflamac&o no muasculo cardiaco sugerindo a
necessidade do desenvolvimento de inibidores mais potentes. Um trabalho de
otimizacao foi realizado e obteu-se uma série de compostos promissores que estdo
sob investigacdo de propriedades farmacocinéticas em modelos animais [98]. As
estruturas dos 2,3,5,6-tetrafluorofendximetil cetona e do esqueleto molecular mais
promissor para o desenvolvimento de um agente tripanosomicida desta classe séo

apresentados na FIGURA 1.18.
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FIGURA 1.18: Estruturas quimicas representativas do composto a) 2,3,5,6-
tetrafluorofenoximetil cetona e b) esqueleto molecular utilizado para SAR

A enzima cruzaina é um excelente alvo promissor para o desenvolvimento de
uma agente tripanosomicida, a validacao desta enzima estimulou o desenvolvimento
de varios inibidores ao longo dos ultimos vinte anos. A descoberta de novos
compostos, provenientes de classes quimicas distintas, mais seguros e eficazes
representa uma importante contribuicdo para o desenvolvimento da quimioterapia da

doenca de Chagas.

1.3 A Quimica Medicinal e a génese planejada de far macos

A definicdo oficial de Quimica Medicinal dada por uma comissdo
especializada da IUPAC é: [99]

"A Quimica Medicinal envolve a descoberta, o desenvolvimento e a
identificacéo e interpretacdo do modo de acdo de compostos biologicamente ativos
ao nivel molecular. A énfase é colocada em farmacos, mas o interesse da Quimica
Medicinal também esta voltado para o estudo, identificacdo e sintese de seus
produtos metabdlicos bem como dos compostos relacionados.”

Montanari & Pili deram uma definicdo mais ampla: “A Quimica Medicinal &
uma ciéncia baseada na Quimica que engloba inovacdo; descoberta e
desenvolvimento de novas substancias quimicas bioativas (NCEs); sintese ou
modificacdo molecular; extracdo, isolamento, identificacao e elucidacéo estrutural de
principios ativos naturais de plantas, animais ou minerais; descricdo das moléculas
desde a sua constituicdo atdbmica (passando por relagbes entre a estrutura e
propriedades) até suas caracteristicas estruturais quando da(s) interacdo(6es) com
alvos biolégicos de interesse terapéutico; compreensdo, a hivel molecular, de
processos bioguimicos/farmacolégicos, toxicologicos e farmacocinéticos e a criacao

de relacdes entre estrutura quimica e atividade farmacolégica (SARs)”. [100]
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Desta forma, a Quimica Medicinal possui uma caracteristica interdisciplinar e
cobre um amplo dominio situado na interface da quimica organica com as ciéncias
da vida, tais como a bioquimica, farmacologia, biologia molecular, imunologia,
farmacocinética e a toxicologia, e também disciplinas baseadas na fisioquimica,
como cristalografia, calorimetria, espectroscopia e meétodos de modelagem
molecular computacional. [101]

O processo de descoberta e desenvolvimento de novos farmacos é dividido
em duas fases principais, como mostrado na FIGURA 1.19:: Fase pré-clinica
(descoberta) e Fase clinica (desenvolvimento).
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FIGURA 1.19: Etapas do processo de descoberta e desenvolvimento de novos farmacos
[102]

A Fase pré-clinica inicia com identificacdo da necessidade de uma nova
terapia e o julgamento sobre a adequacéo dos tratamentos existentes. Em seguida é
necessario identificar e validar o alvo terapéutico, os mais importantes e estudados
sdo enzimas, DNA, receptores hormonais, receptores nucleares e células. O nimero
de alvos na terapéutica é 348 [103], a FIGURA 1.20 mostra uma distribuicdo dos
alvos com medicamento aprovado na terapia [104], estabelecer modelos para estes

alvos é essencial para o desenvolvimento do projeto.
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FIGURA 1.20: Alvos dos farmacos na terapéutica distribuidos por classes bioquimicas [104]

Os passos posteriores incluem a identificagdo de substancias quimicas que
apresentam atividade bioldgica in vitro, chamados de ligantes, os quais precisam ser
validados e otimizados para os testes nos modelos in vivo apropriados. Em seguida,
é feita a sintese de estruturas analogas para a maximizacdo das atividades e
finalmente a sele¢cdo de um ou mais compostos, chamados compostos lideres, como
candidatos para o desenvolvimento do farmaco. Estes candidatos passam por
avaliacdes toxicolégicas em animais e se forem aprovados em todos os testes
podem ser submetidos & avaliacdo em uma agéncia reguladora que autorizara (ou
ndo) os estudos em fases clinicas. Os testes clinicos necessitam de grandes
quantidades da substancia e normalmente ha a necessidade da sintese em larga
escala dos candidatos a farmacos para possibilitar os estudos de formulagdes,
avaliacdes sobre o uso em longo prazo em animais e os estudos das fases clinicas.
[102, 105]

Na fase clinica, a proposta é o aperfeicoamento das propriedades
farmacocinéticas e o0 ajuste fino das propriedades farmacéuticas (formulacéo
quimica) das substancias selecionadas para que estas se tornem aptas ao uso
clinico. Para que isto seja possivel sédo feitas avaliacdes sequenciais da tolerancia
em voluntarios humanos saudaveis (Fase |), da eficicia e seguranca em pacientes
(Fase Il) seguidas de uma ampla avaliacgdo em milhares de pacientes para a
compilacdo de dados acerca da eficacia e de propriedades ADME (Fase Ill). Para os
poucos candidatos a farmacos que sobrevivem esta série de testes, todos os dados

acumulados durante a pesquisa sao submetidos a agéncia reguladora para na forma
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de um pedido de Registro do novo Farmaco ou de Aplicagdo como novo Farmaco.
Todos os dados sao revisados por especialistas das proprias agéncias e somente
apos a aprovacao o farmaco pode ser prescrito pelos médicos aos pacientes para
tratar a doenca para a qual foi designado. Na fase clinica IV, sdo realizados o0s
monitoramentos pds-comercializacdo dos novos farmacos. [102, 105]

A acdo de um dado farmaco depende de uma sequéncia de eventos fisico-
quimicos que comeca quando a molécula bioativa penetra no organismo vivo e
termina quando a mesma € eliminada apoés ter alcancado seu alvo e provocado a
resposta bioldégica apropriada. Classicamente ¢é admitido que trés fases
caracteristicas governam a atividade biologica de um farmaco dentro de um
organismo vivo: as fases farmacéutica, farmacocinética e farmacodinamica.

A fase farmacéutica é constituida pelo conjunto de fenbmenos compreendidos
entre a administracdo do medicamento e a absor¢cdo propriamente dita, que
determinam a intensidade e a velocidade com que ocorre a entrada da substancia
ativa no organismo. Estes fenbmenos compreendem basicamente a liberacédo e
dissolucdo do farmaco contido no medicamento. Algumas possiveis rotas de
administracdo sdo a oral, intravenosa, nasal, transdermal, etc. Na formulagédo é
decidido se o composto ira ser administrado na forma de comprimidos, capsulas,
liquido, etc. Quando a formulacdo farmacéutica de um composto ndo € efetiva,
modificacdes quimicas sutis ou a formacéo de derivados bioreversiveis, ou seja, que
podem ser facilmente convertidos pelo organismo aos compostos ativos (e.g.
ésteres ou amidas), podem melhorar propriedades fisico-quimicas tais como lipofilia,
pka, polaridade, e otimizar a taxa de dissolucdo nos fluidos biologicos e a passagem
pelas primeiras membranas encontradas ap0s sua administracdo (e.g. cutanea,
intestinal, etc.). Deste modo, o resultado global € uma melhor absorcéo pelo
organismo.

A fase farmacocinética corresponde ao estudo da evolugdo temporal do
movimento do farmaco e seu destino in vivo apdés adminstrado em um organismo.
Em ordem cronoldgica os eventos da fase farmacocinética ocorrem como segue:
absorcdo, distribuicdo, metabolismo e excrecdo do farmaco, conhecidos
simplesmente por ADME. Durante a absorcao ele atravessa membranas bioldgicas e
organelas. Esse processo € fortemente dependente das caracteristicas fisico-
quimicas do farmaco (ionizado, ndo ionizado, tamanho, coeficiente de particéo, etc.)

e pode ocorrer através de difusdo passiva ou mecanismos fisiologicos mais
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sofisticados. A corrente sanguinea se encarrega de distribui-lo pelo organismo. A
funcdo do metabolismo é transformar quimicamente os farmacos ou qualquer outra
substancia estranha ao organismo (xenobioticos) em derivados solUveis em agua
para facilitar a sua eliminacdo através da urina. Esta mudanca geralmente produz
uma supressdao da atividade farmacoldgica e da eventual toxidez. Entretanto,
também pode acontecer de o metabolismo ativar um determinado composto ou
mesmo produzir intermediarios altamente reativos (a maioria eletréfilos) que induzem
mecanismos de toxidez. Se for possivel a ativacdo metabdlica, farmacos inativos in
vitro podem se mostrar ativos in vivo e este € o principio de funcionamento dos
chamados pro-farmacos. Uma vez que o efeito farmacolégico € produzido, o
farmaco e seus metabolitos devem ser eliminados do organismo com cinética
apropriada. As principais rotas de eliminacdo séo a renal (urina) e retal (fezes), mas
ocasionalmente também pode ocorrer por outras vias (e.g. pulmonar, salivar,
cutanea).

Os quatro processos de ADME estao relacionados com a biodisponibilidade
dos farmacos. Como a biodisponibilidade é expressa como a porcentagem do
composto que alcanga a corrente sanguinea em um determinado tempo, a
administracdo intravenosa representa entdo, por definicdo, 100% de
biodisponibilidade. Depois de uma dosagem oral, por exemplo, uma
biodisponibilidade de 100 % implicaria na completa absor¢céo e nenhum metabolismo
de primeira passagem.

A fase farmacodinamica é a fase de maior interesse para o quimico medicinal
e trata diretamente da natureza e da qualidade das intera¢Ges entre o farmaco e seu
alvo biomacromolecular. Partindo de um composto pouco potente e ndo seletivo, o
desafio € maximizar a poténcia e minimizar os efeitos adversos causados pelo
composto. A resposta biolégica é maxima quando o principio ativo exibe uma
perfeita complementaridade estereoquimica e eletrbnica com a estrutura do alvo.
Idealmente, o quimico medicinal, baseado nos conhecimentos das caracteristicas do
alvo, tenta planejar compostos que possuam tamanho, forma, propriedades
hidrofébicas e hidrofilicas e a disposi¢cdo dos grupos funcionais apropriadas. Quanto
maior é o ajuste do composto com o sitio do alvo, mais seletivo sera o farmaco em
promover apenas a resposta biolégica desejada. Por isso, a procura exaustiva
dentro do universo infinito de combinagdes entre os atomos por aqueles compostos

capazes de interagir eficientemente com as biomacromoléculas envolvidas em
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processos importantes dentro do organismo € o ponto central do planejamento de
farmacos. [101]

A Quimica Medicinal desempenha um importante papel na fase pré-clinica e
as contribuigdes se concentram na sequéncia de passos ilustrados na FIGURA 1.21,
gue sao: identificacdo, selecdo e validacdo do alvo; identificacdo de ligantes;

otimizacdo dos ligantes a compostos-lideres otimizacdo dos compostos-lideres.

moléculas bioativas: €Ompostos- 1ldLrCS NCEs: poténcia,
modulagio do alvo poténcia e seletividad: seletividade e ADME
Identificagao selecao Identificagio de Identificagdo de Otimizagao dos Avaliacao > ‘] )
e validagio do alvo | moléculas bioativas «  Compostos-lideres Compostos-lideres Clinica Nl
\ X g . g
— Fase Pré-clinica [--- == -—= Fase Clinica

FIGURA 1.21: Etapas de identificacdo, selecdo e otimizacdo de substancias bioativas
durante o processo de descoberta de novos farmacos (fase pré-clinica) [106]

O conhecimento de alvos moleculares (e.g. enzimas, receptores, acidos
nucléicos) tem se beneficiado do progresso feito na biologia molecular, engenharia
genética e na biologia estrutural. E crescente o nimero de alvos para os quais se
conhece a estrutura 3D e a localizacao precisa do sitio ativo. Como consequéncia o
planejamento de novas substancias quimicas bioativas € cada vez mais e realizado
com base nos resultados obtidos de estudos de modelagem receptor-ligante. Além
da identificacdo do alvo molecular, a validacdo também é fundamental, pois
estabelece a sua relevancia no processo fisiopatolégico em estudo e evidencia se a
sua modulacdo seletiva é capaz de gerar a resposta farmacoldgica esperada no

controle da doenca ou desordem metabodlica em humanos. [106-107]

Os ligantes tém sua origem a partir de produtos naturais ou através de sintese
organica e cole¢cbes combinatérias. Estas moléculas podem ser identificadas
através de ensaios reais, virtuais (in silico) ou ainda através de planejamento
racional, mas em todos 0s casos as suas propriedades biolégicas devem ser
determinadas experimentalmente para verificar suas capacidades de modulagcéo do
alvo de interesse. Nesta fase inicial geralmente séo identificadas moléculas com

baixa afinidade (e.g. 0,1-100 pM) que necessitam serem otimizadas em relagcédo a
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uma série de propriedades (e.g., poténcia, afinidade, seletividade, biodisponibilidade,
toxidez) até se tornarem compostos-lideres promissores. [108]

Nem todos os ligantes possuem propriedades quimicas e biologicas
adequadas para serem considerados compostos-lideres. Primariamente, possuir
alguma afinidade pelo alvo macromolecular confirmada é essencial, entretanto,
desde a identificacdo dos ligantes pode-se priorizar compostos com caracteristicas
moleculares mais apropriadas do ponto de vista de acessibilidade sintética de
analogos ou que possuam caracteristicas fisico-quimicas compativeis com o que ja
se conhece sobre o perfil necessario para aumentar a probabilidade de sucesso nas
fases subsequentes da génese do farmaco. Os ligantes com caracteristicas
adequadas sdo selecionados como compostos-lideres e otimizados até que
possuam poténcia maior, em geral em concentracdes inferiores 100 nM contra o
alvo macromolecular e abaixo de 100 uM contra o modelo in vivo. [107]

Na ultima etapa da Fase Pré-clinica os compostos-lideres aperfeicoados em
relacdo as propriedades farmacocinéticas, e também é realizado um ajuste fino das
propriedades farmacéuticas (formulacdo quimica) para torna-los novas entidades
guimicas aceitaveis ao uso na fase de desenvolvimento clinico até que alcancem a
terapia.

Todas essas etapas demandam o conhecimento multidisciplinar englobado
pela Quimica Medicinal juntamente com a integracdo de diversas tecnologias para a
investigacdo e o entendimento dos efeitos das propriedades moleculares nas
diferentes fases de acdo de pequenas moléculas dentro e fora do organismo

humano.

1.3.1 O espaco quimico-bioldgico

O processo de descoberta de uma substéancia bioativa € o ponto central da
guimica medicinal. Tradicionalmente, isto era feito através de sintese organica
sistematica (ou isolamento de produtos naturais) e ensaios biologicos de varios
compostos. Todo este processo depende da exploragdo adequada do espaco
guimico para que seja possivel selecionar aquelas moléculas com potencial para se

tornarem bons compostos-matrizes.
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Com a evolucdo da quimica medicinal, tornou-se claro que mesmo 0s
métodos mais eficientes de quimica combinatéria sédo capazes de gerar apenas uma
fracdo diminuta da diversidade quimica que define o espac¢o quimico a ser varrido na
busca por substancias quimica bioativas [109]. Hoje, estima-se que esse conjunto
exceda 10?° compostos organicos, mesmo quando nos limitamos a aqueles com MM
menores que 500 Da e que contém os elementos tipicamente encontrados em
farmacos, ou seja, C, O, H, N, P, S, F, CI, Br, I. Devido a imensiddao de moléculas
contidas no espaco quimico, o desafio na descoberta de farmacos é localizar as
substancias com atividade biologica desejada, contidas em uma regido do espaco
quimico definida como espaco quimico-biolégico. [108, 110]

Com base nisso, os estudos focados em planejamento de substancias
bioativas tem como um de seus objetivos especificos a utilizacdo de métodos
computacionais ou experimentais que permitam “navegar’ no espaco-quimico e
localizar aquelas regibes de espaco quimico-biolégico especificas para o alvo de

interesse.

1.3.2 A Quiminformatica na identificacdo e otimizac&o de ligantes

A exploracao sistematica do espaco quimico e o delineamento das regifes
estabelecidas pelo espaco quimico-biolégico s6 sdo possiveis através da criacdo de
bancos de dados in silico para o armazenamento adequado das informacdes sobre
as pequenas moléculas e os alvos macromoleculares. Como consequéncia disso, 0s
métodos e ferramentas computacionais tem se tornando parte integral durante as
etapas de identificacdo e otimizacdo de ligantes para 0 armazenamento,
gerenciamento, analise de dados e modelagem molecular de compostos, tanto
dentro das industrias farmacéuticas quanto na academia. O desenvolvimento de
estratégias e a aplicacdo de métodos computacionais para a solucdo dos problemas
associados a selecdo e otimizacdo de candidatos a farmacos fazem parte do escopo
de uma disciplina da quimica medicinal que se chama Quiminformatica.

O termo “quiminformatica” foi definido pela primeira vez por Brown (1998)
[111] como “uma combinac&o de recursos para transformar dados em informacao e
informac&o em conhecimento, com o propoésito de se tomar melhores decisées mais

rapidamente dentro do processo de planejamento de farmacos”. Uma definicdo mais

29



ampla foi dada por Gasteiger: “A Quiminformatica consiste do uso dos métodos de
informatica para resolver problemas quimicos”. [112]

Nos ultimos anos, a Quiminformatica tem emergido como um avancgo
tecnolégico guiado pelas inovacbes na area de informatica para alavancar as
pesquisas pré-clinicas, uma vez que ela une todas as frentes de pesquisa, dos
ensaios virtuais a toxicologia animal, por via de um Unico elemento central: a
estrutura quimica. Os seguintes protocolos de quimica computacional fazem parte
das atividades da Quiminformatica no contexto da descoberta de farmacos:
descricdo, manipulacdo e analise de bancos de dados de estruturas quimicas
(virtuais ou reais); SAR (qualitativos ou quantitativos) para a identificacdo de séries
de compostos-lideres; pos-processamento de dados obtidos em ensaios (reais ou
virtuais) contra os alvos; planejamento de novo para geracdo e otimizacdo de
compostos-lideres; ensaios in silico para a predicdo de propriedades ADME,
predicdo do metabolismo e toxicologia; mineracao e visualizacdo de dados; ensaios
virtuais. [113]
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CAPITULO 2 - OBJETIVOS

2.1 Objetivos Gerais

O objetivo geral deste trabalho foi identificar inibidores da enzima cruzaina
com atividade tripanosomicida através da integracdo de meétodos em

quiminformatica e bioquimicos.

2.2 Objetivos Especificos

(i) Selecionar uma colecdo de compostos virtuais com grande diversidade
quimica para a busca de novos ligantes da enzima cruzaina

(i) Aplicar métodos de docagem molecular na sub-cole¢cdo de compostos para
a identificagdo de novos ligantes da enzima cruzaina

(iif) Aplicar métodos de busca, baseados em similaridade quimica na sub-
colecdo de compostos para identificacdo de novos ligantes com caracteristicas
estruturais similares com inibidores da enzima cruzaina

(iv) Construir modelo de relagbes quantitativas estrutura atividade (HQSAR)
baseado em hologramas moleculares utilizando inibidores conhecidos da cruzaina

(v) Estabelecer uma estratégia de uso consensual dos diferentes métodos
computacionais para a selecdo das moléculas a serem testadas nos ensaios de
bioquimicos

(vi) Determinar a atividade inibitdria dos compostos selecionados pelos
ensaios virtuais através de ensaios de inibicAo enzimatica contra as enzimas
cruzaina de T. cruzi e catepsina-L de humanos para verificar seletividade

(vii) Determinar o mecanismo de inibigéo dos inibidores identificados

(viii) Determinar a atividade tripanosomicida dos inibidores da enzima cruzaina

(ix) Estabelecer relagGes estrutura atividade para novas classes de compostos
identificados para a validacdo da atividade inibitéria através de ensaios de

substancias com estruturas analogas
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CAPITULO 3 — ENSAIOS VIRTUAIS
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3.1 Coleg0es Virtuais de Moléculas e Filtros de sel  ecéo

A selecdo da colecdo virtual de moléculas para 0s ensaios virtuais € uma
etapa fundamental na identificacdo de um ligante. A colecdo deve conter a maior
diversidade quimica disponivel para haver a investigacdo em uma ampla regido do
espaco quimico. A maior colecdo de moléculas disponiveis comercialmente de
dominio publico é encontrada no banco de dados do ZINC (http://zinc.docking.orq).
[114]

O primeiro ensaio virtual a ser realizado € aplicacdo de filtros de selecao de
moléculas com caracteristicas moleculares desejaveis para o desenvolvimento de
um novo farmaco. Para se tornar um farmaco, um composto necessita além de uma
alta afinidade pelo alvo a incorporacdo de propriedades farmacocinéticas
apropriadas [115]. As propriedades ADME derivam de uma vasta faixa de
mecanismos in vivo, muitos dos quais sao desconhecidos ou sdo multicomponentes.
Durante a década de 90 as industrias farmacéuticas comegaram a notar que muitos
compostos ndo passavam pela fase clinica em virtude de apresentar propriedades
farmacocinéticas indesejaveis.

O desenvolvimento de cole¢des originadas de ensaios em larga escala (HTS),
colecdes combinatdrias, assim como colegbes virtuais, tem-se focado muito no
conceito de farmaco-similar (drug-likeness) dos compostos. Lipinski define farmacos-
similares como “aqueles compostos que apresentam propriedades ADME e toxidez
suficientemente aceitdveis para sobreviverem até o final dos testes clinicos da fase
”. [116]

O conjunto dos parametros que € comumente utilizado é chamado de regra
dos cinco de Lipinski [117], que leva em consideracdo a importancia da lipofilia
(coeficiente de particdo 6leo-agua), expresso por log P, massa molecular (MM) e o
namero de doadores e receptores de ligacBes de hidrogénio. Este primeiro filtro
farmaco-similar prevé que a baixa absor¢do ou permeacgdo € mais provavel quando
0 composto apresenta mais de 5 doadores em ligacdes de hidrogénio, 10 receptores
de ligacdes de hidrogénio, massa molecular de 500 Da e o coeficiente de particdo 5
(log P).

Outro conceito importante utilizado em filtros de sele¢cdo € o da molécula
matriz-similar. Foi estabelecida a diferenca entre farmaco e substancia matriz e

podem ser pontuados dois significados gerais para a substancia matriz. Em uma
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definicAo as substancias tém dimensfes reduzidas em relacdo ao intervalo das
propriedades do farmaco (menor massa molecular, log P, aceitadores e doadores de
ligacdo hidrogénio etc). Em outra definicdo, a descoberta de matriz similar se refere
a analise das cole¢cdes de moléculas com baixa massa molecular, com deteccéo de
afinidades na faixa de micromolar alto milimolar. Essas cole¢cdes sdo muitas vezes
referidas como cole¢des de fragmentos moleculares. Baseado na regra dos cinco de
Lipinski, uma regra de trés foi cunhada para essas pequenas moléculas para a
triagem de fragmentos; MM <300; log P < 3; doadores e aceitadores de ligacédo de
hidrogéncio < 3 e ligacdes livres < 3. O delineamento experimental em comparacao
com a diversidade molecular, teoricamente realizavel € muito maior em uma
biblioteca de fragmentos com baixa MM comparativamente a colecdo convencional
com MM maior. Matrizes possuem estrutura molecular menos complexa que
farmacos e o processo de otimizag&o a farmaco quase invariavelmente aumenta MM
e log P. [118-119]

3.2 Docagem Molecular

A docagem molecular (do inglés molecular docking) € um método baseado na
estrutura do receptor (TBVS), pode ser definida como uma tentativa de prever
conformacao e orientacdo da estrutura do complexo formado entre um ligante (uma
pequena molécula ou até mesmo uma proteina) e um receptor (enzima, DNA, canais
ibnicos, receptores, etc.) [120]. Desta forma, um pré-requisito € a informacao
tridimensional detalhada da biomacromolécula em estudo, a qual é geralmente
conseguida através da analise de estruturas obtidas pela resolucéo de estruturas de
proteinas por raios-X, estudos de espectroscopia de ressonancia magnética ou
através de modelagem por homologia. [121]

Programas de docagem molecular permitem a busca automatizada de
maneira mais objetiva, 0 modo de interacdo entre duas moléculas. O numero de
conformacdes que duas moléculas podem interagir € grande e, almejando uma
busca eficiente, o problema da docagem molecular é simplificado permitindo-se
apenas certos graus de liberdade a serem explorados. Em meados da década de 80
surgiu o primeiro programa de docagem molecular, as moléculas eram descritas
como uma série de pontos espalhadas sobre a superficie de van der Waals; neste

meétodo a superficie molecular € descrita desde um ponto distante até a superficie de
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van der Waals, onde uma esfera de hidratacdo € adicionada ao raio de van der
Waals. O limite de superposi¢cdo da superficie molecular ligante/receptor pode ser
obtido sem problemas através desta abordagem. Um meétodo analitico para a
descricao tridimensional do contorno molecular foi desenvolvido por Connolly. Este
programa foi crucial para o desenvolvimento dos algoritmos de docagem, bem como
a deposicdo de um grande numero de proteinas disponiveis no banco de dados de
proteinas (PDB). Os primeiros algoritmos foram baseados principalmente em
critérios geométricos, embora alguns poucos contivessem informacdes de energia.

O programa pioneiro de docagem molecular foi o DOCK, desenvolvido por
Kuntz e colaboradores[122]. Este programa e seu modo atrativo da descricao da
interacdo, pela intersecdo de esferas, inspirou 0 campo molecular de interacao
(GRID) que foi integrado em muitos algoritmos.

Ha trés principais caracteristicas na docagem molecular:

- representacédo do sistema,;

- busca conformacional no espaco;

- pontuacéo de potenciais candidatos;

A docagem simula a interagdo na superficie da proteina. Portanto, a primeira
guestdao € como definir a superficie da proteina. Elas podem ser descritas por
modelos matematicos como, por exemplo, descritores de formas geométricas ou
grades. Alternativamente, a descricdo pode envolver um tratamento, estatico ou
dindmico, das cadeias protéicas, como por exemplo, rigido vs flexivel. A docagem
envolve duas moléculas separadas, comeca pelo enovelamento da proteina e as
conformacdes dos ligantes. Entretanto, a predicdo computacional de estruturas
complexas é relativamente limitada e € um problema enfrentado pelos programas de
docagem. Uma abordagem é determinar a complementaridade entre fragmentos que
provém um estudo do enovelamento protéico consistente com a organizagdo da
interacdo intermolecular e mudangas conformacionais intramoleculares da proteina
[123]. O processo de docagem 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 espaco conformacional relevante; é essencial que a funcéo
de pontuacdo seja rapida o suficiente para permitir a obtencdo de um grande
numero de potenciais solu¢des, e em principio, discriminar entre as conformacdes
docadas efetivamente e néo efetivas. A funcdo de pontuacdo deve incluir um peso

apropriado para todos os componentes energéticos da interacdo. Desta forma, uma
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solucéo apresentada por um programa de docagem em particular, ndo deve ser vista
como uma representacao completa, mas sim uma peca dentro de um vasto espaco
conformacional. Desta forma, uma abordagem ideal, € combinar os melhores
algoritmos e funcdes de pontuacdo de diferentes programas de docagem, de
maneira a obter uma visdo mais ampla do espaco conformacional do processo de
interacao. [124]

Para inibidor e enzima o objetivo da docagem é predizer corretamente a
estrutura do complexo [E] + [I] — [EI] sob condi¢des de equilibrio.

FIGURA 3.1: llustracdo do processo de interacdo entre enzima e inibidor [125]

A FIGURA 3.1 ilustra a interacdo do inibidor Dmp323 com a enzima HIV
protease e € baseado em solu¢des das estruturas (cédigo PDB: 1BVE). Mdltiplas
estruturas do complexo enzima-inibidor revelaram variagdes estruturais limitadas. A
energia livre de interag@o (AGineracao) € relacionada com a afinidade de interagéo

pelas equacdes:

o LEn

AG e
[E] + [I] (3.1)

interacdo —RTIn Ka K,

onde R é a constante dos gases, K, constante de afinidade, K; constante de
inibicdo, [El] concentracdo do complexo enzima-inibidor, [E] concentracédo da enzima
e [I] concentragéo do inibidor

A predicao correta da estrutura do complexo (pose) néo requer informagdes a
respeito da constante de afinidade. Entretanto, a predicdo da afinidade (pontuacéo)
requer esta informacédo; a funcdo de pontuacdo deve considerar 0s seguintes
fatores: estéreo, eletrostatico, ligacdo de hidrogénio, restricdo conformacional do
ligante (se flexivel) e enzima. Considerando o equilibrio de formacdo do complexo,
ha outros fatores importantes: dessolvatacdo, entropia rotacional e entropia

translacional.
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Esta técnica vem sendo empregada como um método de triagem inicial, onde
bases de dados contendo de milhares a milhdes de compostos reais ou virtuais sao
utilizados para identificar e classificar substancias bioativas, inclusive propor uma
possivel conformagéo bioativa.

Essa técnica é aplicada em diferentes estagios no processo de
desenvolvimento de farmacos com o objetivo de cumprir trés propostas principais:
predizer o modo de ligacdo de uma molécula conhecida, identificar novos ligantes
usando o ensaio virtual e predizer a afinidade de ligacdo de compostos relacionados
a partir de uma série de ligantes ativos. [126]

Colecdes extensas de compostos podem ser “docadas”, em um programa
computacional, com um grande numero de conformacgdes, na estrutura do receptor.
Em seguida, como resultado, as moléculas sdo pontuadas com base na sua
complementaridade com o receptor e as mais bem pontuadas podem ser

subsequentemente avaliadas em um ensaio experimental, FIGURA 3.2.

Test predictions I! l! l! [1"

rew'w

FIGURA 3.2: Ensaio virtual para identificacdo de novos ligantes

Grandes colecdes sdo docadas na estrutura do receptor utilizando um
programa computacional. Cada composto € testado milhares de possiveis
configuragcbes e pontuados com base na complementaridade com o receptor. Os
compostos melhores pontuados séo testados experimentalmente contra o alvo para
avaliacao da atividade biologica [126]

Os protocolos de docagem podem ser descritos como a combinacdo de duas
componentes: um algoritmo de busca dos graus de liberdade configuracional e
conformacional e uma funcao de pontuacédo ou avaliagéo. O algoritmo de busca deve
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elucidar todos os possiveis modos de ligacdo entre o ligante e o receptor,
explorados os graus de liberdade translacional e rotacional dos ligantes e do
receptor. Usualmente, as funcdes de pontuacdo indicam a complementaridade

estérea e quimica entre o ligante e o receptor. [125]

3.2.1 Algoritmos de busca e flexibilidade molecular

7

A flexibilidade do ligante € explorada por diferentes métodos e pode ser
dividida basicamente em trés categorias: algoritmos de biblioteca
multiconformacional, algoritmos de construcdo incremental e algoritmos

estocasticos.

3.2.1.1 Algoritmo de biblioteca multiconformacional

Este método realiza a docagem de corpos rigidos, a flexibilidade é
considerada através da biblioteca multiconformacional de cada ligante. Os
programas de docagem que utilizam este algoritmo utilizam complementaridade de
forma ou interacdo, alguns exemplos de programas sdo FRED, FTDock, LIGIN e
SANDOCK. No método de complementaridade de interagcdo um farmacoéforo inicial,
0 qual representa a proteina, é desenvolvido e utilizado para guiar a docagem. Uma
conformacao inicial do ligante é gerada e um farmacoéforo do ligante € derivado
desta conformac&o. As matrizes das distancias (lista de todas as distancias entre
cada ponto farmacoférico) do ligante e a proteina sdo examinadas e vetores de
posicdo sao calculados para avaliar rotacdo e translacado no sitio de interacdo da
proteina. A velocidade € a maior vantagem deste método, ao passo que, sua
acuracia na predicdo da pose do complexo ligante proteina € baixa e reflete na
pontuacdo da energia de interacdo. Esta classe de programa de docagem é util em
colecdes de compostos de médio a grande escala para o enriquecimento de

moléculas ativas.

3.2.1.2 Algoritmo de busca sistematica ou crescimento incremental

Estes algoritmos exploram todos os graus de liberdade de uma molécula, mas

enfrentam o problema da “explosdo combinatéria”. Para evitar uma busca exaustiva,
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muitos algoritmos de busca usam um método de construcdo incremental, crescendo
o ligante no sitio ativo, que consiste basicamente de trés passos: selecao do
fragmento principal, ajuste posicional do fragmento principal e crescimento
incremental do ligante. No primeiro passo, o ligante é dividido em um fragmento
rigido com cadeias laterais flexiveis; subsequentemente, essas cadeias laterais sao
divididas em cada nova ligagdo rotacionavel, no segundo e terceiro passos, 0
fragmento é colocado e as cadeias laterais sdo 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 regidao do sitio ativo 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 é docado do sitio ativo, em seguida as regides flexiveis sdo adicionadas
incrementalmente. Exemplos de programas que utilizam este algoritmo sédo DOCK,
FlexX, FLOG, Hammerhead e Surflex). [127]

3.2.1.3 Algoritmos estocasticos

O algoritmo estocéstico faz uma busca aleatdria para um ligante, ou mesmo
para uma populacéo de ligantes, cada novo complexo de interacdo entre proteina e
ligante obtido é avaliado baseado numa funcdo 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: geragéo da
conformacao inicial do ligante no sitio ativo consistindo de uma forma aleatoria de
conformacdao, translacao, rotacdo e pontuacdo da configuracéo inicial. Geracao da
segunda conformacdo e sua pontuacdo, uso do critério de Metropolis* para
determinar se a nova configuragdo é mantida e repeticdo de varios passos até um

namero desejado de configuragdes a serem obtidas. Exemplos de programas que

! Critério de Metrépolis: se uma nova solucdo é melhor que a prévia é imediatamente aceita - se a
configuracao ndo representa um novo minimo de energia, uma funcédo de probabilidade de Boltzman
€ aplicada; se a solucéo passa pelo teste da funcdo de probabilidade é aceita, se ndo a configuracéao

¢é descartada.
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utilizam este algoritmo séo DockVision, ICM, MCDOCK, ProDOCK e SLIDE.
Configuracao

Os algoritmos genéticos sdo baseados na teoria da evolucdo de Darwin. A
pose do ligante é representada por um cromossomo constituido de genes. Os genes
codificam cada angulo torsional, rotacédo do ligante e translagéo. As poses envolvem
transmissdo da informacdo dos genes (reproducdo), alterada por operacoes
genéticas como cruzamento e mutacdo. Existem varios métodos de selecdo da
proxima geracdo, mas, a mais utilizada € a sobrevivéncia da pose de melhor
complementaridade, onde duas conformac¢cdes com melhor energia passam para a
proxima geracdo. O algoritmo possui basicamente 0s seguintes passos: fazem
pequenas mudancas aleatdrias na conformacéo inicial, pontua cada mudanca de
acordo com o valor da funcdo de pontuacdo, determina quais mudancas sao
favoraveis a interacdo. Se a melhor modificagdo tem um valor menor de energia €
aceita, e cada nova conformacdo € reportada com sua pontuacdo. Exemplos de
programas sao AutoDock, DARWIN, DIVALI, GOLD, EADock, FITTED e PSI-DOCK.

[128]

3.2.2 Funcdes de pontuacéo

As funcdes de pontuacao possuem duas funcgdes, direcionar a pose durante o
procedimento de docagem e predizer a afinidade de interacéo da pose final. De uma
forma geral a predicdo da afinidade é utilizada para listar de maneira ordenada as
moléculas com maiores chances de apresentar atividade biolégica. As funcdes de
pontuacdo sao classificadas em funcdes baseadas no campo de forca, no
conhecimento e empirica. As funcdes de pontuacdo tém limitacdes, muitas
decorrentes de simplificacbes e exclusdo de contribuicbes importantes para a
energia de interacdo como solvatagcdo e entropia. Para superar este obstaculo, uma
alternativa tem sido utilizar mais de uma funcdo de pontuacdo para selecionar a
pose de melhor energia de interacdo nos programas de docagem. Como por
exemplo, as fungbes ChemScore, ScreenScore e PLP implementadas no programa
FRED. Além do consenso na docagem, a pontuacdo combina varias funcdes de
pontuacdo, mostrando-se superior ao uso de uma uUnica funcdo em alguns casos.
[129-130]
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3.2.2.1 Funcgdes de pontuacédo baseadas em campos de forca

Funcdes de pontuacdo baseadas em campos de forca sao tipicamente faceis
e rapidas, e por esta razdo sao recomendadas nos primeiros estagios do
planejamento molecular para docagem em larga escala. Em geral, consistem de
termos de campos de forca de mecanica molecular (AMBER, CHARMm), onde se
considera ligante e proteina ndo ligados e avaliacdo em fase gasosa das suas
interacdes. [131]

A funcdo de escore do DOCK utiliza parametros eletrostéticos e de van der
Waals para o calculo do potencial de AMBER:

Einteragéo: Z(% _%} + (33m—(Q;Q)j—J

i \Tij i e\l Ny (32)

O primeiro termo da equacéo € o potencial de Lennard-Jones para interacéo
de van der Waals, A e B sé@o os diametros de colisdo para 0s respectivos atomos i e
j. O termo exponencial 12 é responsavel pela repulsdo em pequenas distancias, o
termo exponencial 6 representa o termo de atracdo que se aproxima de zero a
medida que a distancia entre dois atomos aumenta.

O segundo termo da equacéao representa a energia potencial eletrostatica pela
soma da interagdo de Coulomb de dois atomos, onde Q € a carga, r a distancia entre
0s atomos e ¢ constante dielétrica de Coulomb. [127]

Funcdes de pontuacgéo padrdes tém grandes limitacdes, principalmente devido
a consideracdo do modelo entalpico em fase-gasosa que nao inclui termos
entropicos e de solvatacdo. Extensfes mais recentes introduziram entropia torcional
e inclusdo explicita de ligacbes de hidrogénio entre o receptor e o ligante, em

programas como GOLD e AutoDock.

3.2.2.2 Funcgdes de pontuacédo empiricas

As funcbes de pontuacdo empiricas tém o objetivo de reproduzir resultados

experimentais. A afinidade de interacdo entre ligante e proteina € decomposta em
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uma série de termos relevantes para a energia livre de interagdo e cada termo é
multiplicado por um fator de peso determinado por uma funcdo matemética derivada
de dados experimentais. A primeira funcdo de pontuacdo empirica foi proposta por

Bohm, e neste caso é dada por:

AGlnteraéo = AGO +AGH -bond z f (AR’ Aa) +AG|0nicaz f (AR’ AO’) +AG\ipo Aﬁpo +AGr0t Nrot

H-bond ionica (3 . 3)

onde AGineracao € @ energia livre de intera¢do, AGu.pond @ contribuicdo de uma
interacdo de hidrogénio ideal AGijonica @ contribuicdo de uma interacdo ibnica e
f(AR,Aq) uma funcéo de penalidade que considera os desvios das interacdes ideais.
Esta funcao foi originalmente calibrada pelo ajuste da constante de afinidade
de 45 complexos ligante-proteina e foi capaz de reproduzir as constantes de
afinidade deste conjunto de moléculas com um desvio padrdo de 1,9 kcal mol™. [132]
Uma importante extensao da funcdo de Bohm foi a implementacgéo feita no

programa FlexX. O termo da interacao lipofilica foi substituido por:

AC-:'Iipo

= AC-:'aromatic Z f (AR! Aa) +AGIipoZ f (AR)
aromatic lipo (34)

Aipo

onde a distincdo € feita entre contatos arométicos da proteina e do ligante e
todos os contatos lipofilicos; as funcdes f(AR,Aaq) e f(AR) sdo fun¢bes de penalidade
como citado anteriormente, entretanto, a determinacao de ligacdes ideais e angulos
sdo modificados de maneira a refletir interac6es arométicas e lipofilicas (a distancia
considerada ideal nestes contatos é o raio de van der Waals). Os coeficientes desta
funcdo foram originalmente calibrados utilizando 19 complexos proteina-ligante e
este conjunto foi reproduzido com um desvio quadratico médio (RMSD) entre 0,5 e
1,2 A quando utilizado o programa FlexX.

Dentre as funcdes de pontuacdo empiricas, a mais comumente utilizada é
ChemScore, ela é utilizada por varios programas de docagem, como por exemplo
GOLD e FRED. As fungbes de pontuacdo empiricas incluem contribuicdes nao
entalpicas assim como termos de rotacdo, as quais incluem penalidades entropicas
para a interacdo atraveés da atribuicdo de pesos na soma do numero de ligacbes

rotacionaveis nos ligantes. [133]
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3.2.2.3 Fung0des de pontuagao baseadas no conhecimento

As funcdes de pontuacdo baseadas no conhecimento sdo derivadas pela
analise de estrutura de complexos determinados experimentalmente. Nessa analise,
um conjunto de ligantes e fragmentos de proteinas identificados € utilizado para
listar as distancias entre os fragmentos de todas as estruturas e compila-los. A
probabilidade de um determinado inter-fragmento ocorrer para cada par é calculada,

entdo a distancia dependente de dois fragmentos potenciais € descrita pra cada par:

AW, (R) = -In(MJ

ag(R) (3.5)

onde gj(R) € a probabilidade de distribuicdo de um par de fragmentos i,j, R a
distancia e g(R) é a distribuicéo de referéncia selecionada; a medida que AW;(R) se
aproxima de zero a distancia R tende a infinito. Através da soma de todos os

fragmentos potenciais obtém-se a energia livre total de interacéo;

A(Binteragao = Z AVVI]
i (3.6)

Klebe et al. construiram a funcdo DrugScore que foi derivada de dados
provenientes de estruturas de 1376 complexos proteina-ligante depositados no
banco de proteinas. A funcéo foi usada com sucesso para reposicionar a estrutura
de 158 complexos docados pelo programa FlexX. [134]

A maior vantagem das funcdes de pontuacdo baseadas no conhecimento é
sua simplicidade computacional, isso permite de maneira eficiente testar grandes
colecdes de compostos, uma desvantagem € sua derivacdo ser essencialmente
baseada em informagfes implicitas determinadas por um conjunto limitado de

estruturas de complexos proteina-ligante.

3.2.2.4 Funcdes de pontuacdo Consensuais

Visto as limitacdes de cada funcdo de pontuacdo, uma tendéncia tem sido
introduzir esquemas de pontuacdo consensual. Este método combina informacdes
de diferentes funcdes e balanceia em uma fungéo Unica aumentando a probabilidade
de encontrar um ligante. Um exemplo de implementacédo foi a funcdo X-CSCORE
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que combinam as fungbes GOLD-like, DOCK-like, ChemScore, PMF e FlexX.
Entretanto o valor potencial da pontuacdo consensual pode ser limitado, em termos
de diferentes funcbes de pontuacéo correlacionadas que podem amplificar erros de
calculos ao invés de balancea-los. [135]

Tanja Schulz-Gasch e Martin Stahl [136] compararam programas de docagem
com seus respectivos algoritmos de busca e suas fungbes de pontuagéo. Para isto,
avaliaram sete complexos proteinas-ligantes com caracteristicas de polaridade e
tamanho da cavidade do sitio ativo distinta. O desempenho dos algoritmos é
altamente dependente das caracteristicas da estrutura do receptor, e como um guia
geral tem-se:

Sitios lipofilicos onde ajustes estereoquimicos sdo de grande importancia, o
método recomendado é a docagem multiconformacional em combinacdo com uma
funcdo de pontuacdo que considera a orientacdo da ligagdo (ChemScore por
exemplo).

Sitios predominantemente lipofilicos, mas com importantes grupos polares séo
melhores descritos por algoritmos de construcao incremental.

Sitios polares onde os ligantes tém uma rede de interagBes dirigidas, um
método de escolha é o de construcdo incremental, mas com uma funcdo de
pontuacao que considera a orientacdo da ligacao.

De um modo geral, a funcdo ChemScore mostrou-se mais aplicavel em
combinagao com um algoritmo multiconformacional.

A busca virtual de inibidores é mais consistente quando foca-se a busca com
a insercao de restricbes previamente definidas. Consequentemente, alguns detalhes
como a definicdo das ligacGes no sitio ativo séo criticas.

Os programas que correspondem satisfatoriamente a estes requisitos sao o
FRED e o FlexX. O programa FRED apresenta como restricdo do sitio ativo
coordenadas em uma caixa, ao passo que no FlexX pode-se definir um conjunto de
atomos. A inclusdo de restricdes farmacoforicas em ambos 0s programas pode ser
feita. Isto é essencial para incorporar informacfes prévias baseadas em ligantes
posicionados em complexos como guia para a busca de novos ligantes. O sitio da
enzima cruzaina possui caracteristica lipofilica com interacdes de hidrogénio
especifica, por isso os algoritmos multiconformacionais e de construcao incremental

em combinacdo com as funcdes de pontuacdo Shapegauss, PLP, Chemgauss2,
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Chemgauss3, CGO, CGT, Chemscore, OEChemscore e Screenscore disponiveis
nestes dois programas foram empregadas neste trabalho.

3.3 Similaridade quimica

Os métodos de similaridade para a busca em bancos de dados foi introduzido
cerca de vinte anos atras. Estes métodos sdo normalmente aplicados nos estagios
iniciais do processo de desenvolvimento de novos farmacos, quando ha pouca
informacéo acerca de um determinado alvo biolégico de interesse. Uma vez que um
composto matriz é identificado, métodos mais sofisticados podem ser usados para
melhorar as propriedades do composto matriz inicial. [137]

O primeiro método de busca por similaridade quimica foi baseado em
propriedades bidimensionais. Apesar de este método prover estruturas com alto
grau de similaridade estrutural, a relacdo entre a estrutura e a atividade bioldgica é
complexa, o que levou ao desenvolvimento de um vasto conjunto de métodos de
similaridade. O primeiro método 2D foi baseado na descricdo das moléculas ao nivel
atdbmico e das ligacOes quimicas. Trabalhos subsequentes focaram a descricdo das
propriedades atbmicas ao invés da descricdo atbmica elementar, 0 que levou ao
desenvolvimento de diversos descritores moleculares.

Ha também um consideravel interesse em métodos de representacao
tridimensional (3D) da estrutura quimica. Os métodos 3D podem ser divididos em
alinhamento independente, onde as moléculas sao tipicamente representadas por
vetores que usam técnicas similares aos métodos 2D, como o coeficiente de
Tanimoto. Os métodos que requer maior demanda computacional sdo os que
exigem um alinhamento prévio antes do calculo da similaridade. A aplicacdo de
analises de similaridade quimica no processo de desenvolvimento de farmacos é
uma técnica amplamente difundida. Existem varios métodos de topologia bi e
tridimensional (2D e 3D) para a determinacdo da similaridade quimica. Métodos que
utilizam superposicdo 3D sdo normalmente mais lentos que o 2D. Isto € devido em
grande parte ao fato de métodos 3D requererem um acesso as energias
conformacionais do arranjo molecular, ao passo que os métodos 2D somente
utilizam uma estrutura Unica. Métodos 3D, entretanto, tém a vantagem de encontrar

guimicamente estruturas que tém a mesma forma e propriedades quimicas. [138]
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A busca por similaridade inicia com uma estrutura que tenha atividade
conhecida ou o proprio substrato de uma enzima, a qual € usualmente denominada
como estrutura de referéncia. Uma representacdo desta estrutura (2D ou 3D) é
utilizada para comparar contra um banco de dados por meio de um coeficiente de
similaridade. O banco de dados analisado é posicionado em ordem decrescente em
relacdo aos valores do coeficiente de similaridade, o composto com maior

similaridade ficara em primeiro lugar na lista.

3.4 Relagbes Quantitativas Estrutura Atividade

As pesquisas na area de Relacdes Quantitativas Estrutura Atividade (QSAR -
Quantitative Structure-Activity Relationships) tém como principal objetivo a
construcdo de modelos matematicos que relacionem a estrutura quimica e a
atividade biologica de uma série de compostos analogos. A acdo terapéutica de
farmacos resulta de interacfes destes com sistemas biolégicos e é dependente de
fatores relacionados com sua estrutura quimica e, consequentemente, de suas
propriedades fisico-quimicas. Estes fatores sejam carater eletrdnico, hidrofébico ou
estérico, influenciam a interacdo do farmaco com a biofase e a sua distribuicdo nos
compartimentos que compdem o0 sistema bioldgico. Assim, dois farmacos
estruturalmente semelhantes, diferenciando-se apenas por um atomo ou posicao
que este ocupa na molécula, podem apresentar diferencas quanto as suas
propriedades fisico-quimicas e, consequentemente, quanto a atividade bioldgica,
tanto do ponto de vista quantitativo como qualitativo. [139]

Métodos de QSAR tém sido amplamente aplicados na indastria farmacéutica
para a descoberta de substancias biativas, otimizacéo, e a previsao de toxicidade.
O desafio é selecionar o grupo de descritores que descrevem as caracteristicas
estruturais e fisico-quimicas mais criticas associadas com a atividade. Descritores
apropriados ou correta selecdo de variaveis é parte integrante do processo de
modelagem de QSAR. Obtencdo de um modelo de QSAR de boa qualidade
depende de muitos fatores, tais como a qualidade dos dados biolégicos, a escolha
de descritores e os métodos estatisticos adotados. [139-140]

O processo de desenvolvimento de modelos QSAR pode ser geralmente

dividido em trés etapas: preparacdo de dados, andlise de dados e validacdo do
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modelo. A primeira fase inclui a selecdo de um conjunto de dados moleculares para
estudos de QSAR, célculo de descritores moleculares e selecdo de um método de
QSAR (andlise estatistica e correlacdo). Estes passos representam uma pratica
normal de qualquer modelagem de QSAR, e seus detalhes especificos sao
geralmente determinados pelos interesses dos pesquisadores e disponibilidade de
software.

Uma etapa fundamental do desenvolvimento de um modelo QSAR € a
validac&do. A maioria dos métodos de modelagem de QSAR aplica o0 método “deixe
um de fora” (leave-one-out) como procedimento de validagcdo cruzada. Neste
procedimento, cada composto é sistematicamente excluido uma vez do conjunto, e
em seguida a resposta biologica € predita com o restante dos compostos. Com as
atividades preditas dos compostos “de fora” € possivel obter o valor do coeficiente
de correcdo da validagdo cruzada (g°), utilizado para avaliar a capacidade de
predicdo dos modelos.

Muitos autores consideram de alto g (por exemplo, g°> > 0,5) como um
indicador ou mesmo como a prova definitiva de que o modelo é altamente preditivo.
Uma abordagem amplamente utilizada para estabelecer a robustez do modelo é o
chamado aleatorizacdo. Trata-se de repetir o procedimento de calculo com
atividades aleatorizadas e posterior avaliacdo de probabilidade das estatisticas
resultantes. Muitas vezes, € utilizado juntamente com a validacdo cruzada.

Além dos parametros estatisticos do modelo a validacdo da capacidade de
predicdo € necessario utilizar estruturas com atividade conhecida que ndo foram
utilizadas para construir o modelo para avaliar a capacidade de prever com precisao

a atividade biologica. [141-142]

3.5 Materiais

Os ensaios virtuais e os estudos de modelagem molecular foram realizados no
Laboratério de Quiminformética e Modelagem Molecular do Grupo de Estudos em
Quimica Medicinal de Produtos Naturais — NEQUIMED-PN. Os trabalhos foram
desenvolvidos em uma estacao de trabalho Linux Fedora 10 utilizando os programas

listados abaixo:
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- FILTER2.0.2, MAKEFRAGLIB2.0.2, OMEGAZ2.0.2, FRED2.2.5, ROCS2.4.1
da empresa Openeye Scientific Software;
- FlexX2.0.2, HQSAR da empresa Trypos operando na plataforma Sybyl8.0;

- Glide4.5 da empresa Schrédinger operando na plataforma Maestro6.0

3.6 Métodos
3.6.1 Filtros moleculares

O filtro farmaco-similar utilizado com modificacbes para incluir também
moléculas matrizes similares. Os parametros utilizados foram: massa molecular
entre 200 e 600 Daltons, nimero de atomos pesados 15 a 35, nimero de anéis 0 a
5, niumero de atomos conectados em atomos nao-ciclicos 0 a 15, numero de grupos
funcionais 0 a 18, atomos de carbono 7 a 35, atomos n&o ramificados 0 a 6,
heretoatomos 2 a 20, percentagem de halogénios 0,5%, graus de liberdade da
molécula 0 a 4, ligacdes rotacionais 0 a 20, liga¢gbes rigidas 0 a 35, numero de
doacbes de ligacdo de hidrogénio 0 a 6, numero de receptores de ligacdo de
hidrogénio 0 a 8, regra de Lipinski para ligacdo hidrogénio, carga formal -2 a +3,
namero de centro quirais 0 a 4, coeficiente de particdo calculado (XlogP) O a 6,
compostos solluveis e altamente sollveis, filtros de eliminacdo de compostos que
formam agregados (conhecidos e preditos), eliminacdo de metais pesados e grupos

funcionais indesejados como quinonas, alquil fosfatos, corantes etc. [143]

3.6.2 Docagem Molecular

A estrutura 3D da enzima utilizada para a docagem molecular foi preparada
utiizando o modulo Preparacdo das Estruturas de Biopolimeros do programa
Sybyl8. 0. O ligante e as moléculas de agua foram extraidos e todos os hidrogénios
foram adicionados a estrutura da enzima, considerando-se 0s estados de
protonacdo dos residuos de aminoacidos apropriados. Os residuos Cys25 e His159,
pertencentes a triade catalitica, foram mantidos neutros e o hidrogénio azo foi
posicionado no nitrogénio delta da histidina, uma vez que a analise estrutural
demonstra uma ligacdo de hidrogénio entre este residuo hidroxila do ligante a-

hidréxi-cetona cristalizado. [144]
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Com o intuito de explorar diversos algoritmos de busca, os programas de
docagem molecular FRED (v2.2.5 — algoritmo de busca multiconformacional), FlexX
(v2.0.2 - algoritmo de construcao incremental), e Glide (v4.5 — algoritmo de busca
estocastica com Monte Carlo) foram utilizados. Inicialmente foram realizadas etapas
de redocagem e docagem cruzada para avaliar a capacidade de reproducdo das
estruturas cristalograficas dos complexos 1ME4 e 1ME3 com os diferentes
programas. Os parametros com melhores resultados para cada programa sao
descritos a segquir:

FlexX: O procedimento de docagem foi o padrdo do programa com algumas
modificacdes; o sitio ativo definiu-se uma regido esférica da proteina englobando
todos os residuos em um raio de 6,5 A a partir das coordenadas do ligante. Trés
restricdes farmacoforicas foram necessarias para obter um RMSD inferior a 2 A,
hidrofébica no residuo Leu67, aceitador de ligacdo de hidrogénio na Gly66 e doador
de ligacdo hidrogénio em His159. Estas restricdes foram inseridas apds uma analise
de todos os co-complexos presentes do PDB revelar que séo interagdes presentes
na maioria dos mesmos, e desta forma essenciais para o reconhecimento molecular.
Somente a primeira molécula da lista e sua respectiva pose foram mantidas nesta
analise. [145]

FRED: Os parametros padrdes foram utilizados com as seguintes
modificacdes; os mapas de contorno interno e externo foram desabilitados, desta
forma o raio de van der Waals dos atomos do sitio ativo e a caixa foram os limites
espaciais para a docagem. A caixa foi adicionada para cobrir todos os residuos de
aminoacidos a uma distancia de 5 A a partir das coordenadas do ligante de maneira
a incluir todos os residuos do sitio ativo da enzima. A selecdo das poses realizou-se
através de pontuacdo consensual utilizando as fungdes PLP, chemgauss3 e
oechemscore. A pontuagédo final para a predicdo da afinidade de interacdo do
complexo entre a enzima e as moléculas do banco de dados foi utilizada todas as
funcdes disponiveis no programa (PLP, chemgauss3, oechemscore shapegauss,
chemgauss2, chemscore, screenscore e zapbind). As mesmas restricées incluidas
no programa FlexX foram utilizadas neste programa para obter RMSD < 2 A na
redocagem.

Os programas FlexX e FRED s&o mais rapidos em relacéo ao programa Glide,
desta forma foram utilizados na sub-colecao proveniente da saida do filtro molecular

contendo cerca de 3,5 milhdes de estruturas quimicas.
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Glide: Os parametros utilizados foram os padrbes de precisdo extra (Glide
XP), a caixa do receptor foi gerada com dimensdes de 30x30x30 A®, centrada nas
coordenadas do ligante complexado. As mesmas restricbes incluidas no programa
FlexX foram utilizadas neste programa para obter RMSD < 2 A na redocagem. O
programa Glide foi aplicado somente na subcolecdo da sele¢cdo consensual devido

ao seu alto custo computacional.

3.6.3 Similaridade quimica

Uma das mais importantes decisdes em busca por similaridade € a escolha da
molécula de referéncia. Normalmente um composto conhecido de alta poténcia é
utilizado para a busca, outra escolha é uma molécula seletiva entre alvos ortogonais
ou ainda o proprio substrato da enzima quando ndo ha ligantes identificados. Neste
trabalho foram utilizadas trés estruturas de potentes inibidores da enzima cruzaina
como estruturas de referéncia para a busca nos bancos de dados. O primeiro deles
foi o K11777 - um inibidor que se encontra na fase pré-clinica em estagio mais
avancado na génese; é um inibidor irreversivel da cruzaina com baixa toxidez in vivo
[77]. Um complexo deste inibidor com a enzima cruzaina esta disponivel no banco
de dados de proteinas (cédigo PDB 20Z2), de onde a estrutura foi extraida com a
conformacdo que a molécula assume no sitio ativo da enzima (assumida como
conformacéao “ativa”).

O segundo inibidor escolhido como molécula de referéncia foi o inibidor a-
hidroxi-cetona, e vai ser referido aqui como inibidor_1ME4, que possui disponivel um
complexo da enzima com este composto (codigo PDB 1ME4) [87]. Este inibidor é
reversivel, o mecanismo de inibicdo desejavel para obter substancias com menor
toxidez quando comparado com inibidores irreversiveis.

A terceira estrutura de referéncia escolhida € de um inibidor com poténcia
picomolar (chamado aqui de 92260) e o mais seletivo em relagdo a catepsina-L,
cerca de 100 vezes. [146]

Os trés inibidores utilizados como referéncia foram testados contra este
banco, onde a colecdo multiconformacional foi gerada com o programa OMEGAZ2,
como descrito na secdo 3.6.4. Este teste foi utilizado para definir os valores das
métricas de similaridade utilizadas pelo programa ROCS que definem um composto

ativo contra a enzima utilizando como padréo a poténcia de inibidores conhecidos.
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3.6.4 Construcao da Colecdo Multiconformacional

Os programas da Openeye ROCS (similaridade) e FRED (docagem)
necessitam de uma biblioteca conformacional das moléculas provenientes do banco
de dados. Os programas MAKEFRAGLIB e OMEGA sao utilizados para a
construcdo da Biblioteca Multiconformacional, o primeiro fragmenta a molécula em
ligacdes livres (onde ha rotacdo) e o segundo constréi a molécula em diferentes
conformacdes.

Os parametros utilizados para gerar a colegcdo multiconformacional foram os
padroes do OMEGAZ2, exceto os parametros de construgdo 3D: onde o campo de
forca utilizado foi o mmff94s (Merck Molecular Force Field); parametros de “tor¢ao”
das ligacBes: janela de energia utilizada 25 kcal mol™, desvio quadratico médio 0,6,

namero maximo de conférmeros 500. [147]

3.6.5 Relagdes Quantitativas Estrutura Atividade Baseada em Hologramamas
Moleculares

A série de moléculas utilizadas para a construgdo do modelo foi retirada da
literatura e contém 41 inibidores, os quais foram divididos em conjunto de
treinamento (32 moléculas) e teste (9 moléculas). Os valores da constante de
afinidade K; foram convertidos em pK; (-log K;) antes de serem utilizados como
varidveis dependentes na analise de HQSAR. Adicionalmente, uma série de 10
moléculas retiradas do trabalho de Huang et al. Foram utilizadas para a validacao
externa dos modelos.

Os hologramas moleculares foram gerados utilizando varias combinacdes
de fragmentos e distingcdes de fragmentos, incluindo atomos (A), ligacdes (B),
conectividade (C), hidrogénio (H), quiralidade (Ch) e doador e aceitador de ligacéo
hidrogénio (DA). O tamanho dos fragmentos, foi utilizado o padrao (4-7) para gerar
0s modelos iniciais, os melhores modelos foram submetidos a variacdo do tamanho
do fragmento (2-5, 3-6, 5-8, 6-9 e 7-10). Os comprimentos dos hologramas variaram
entre 53 a 401 blocos. Todos os modelos foram produzidos usando a andlise de
regressdo multivariada por minimos quadrados parciais (PLS) correspondendo ao
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menor erro padréo da predi¢do (SEP) foram determinados usando procedimento de

validacéo cruzada ,“deixe um de fora”.

3.6.6 Avaliagdo dos modelos computacionais

Os meétodos computacionais foram avaliados através da capacidade de
classificacdo de inibidores conhecidos de cruzaina em uma colegdo de moléculas.
Para isto, selecionou-se 27 inibidores com poténcia elevada e 326 moléculas
retiradas do banco de dados ZINC com propriedades moleculares 1D semelhantes
aos inibidores (massa molecular, nimero de liga¢des rotacionaveis, log P calculado,
namero de doadores e aceitadores de ligagédo hidrogénio, etc), utilizando o programa
FILTER. Estas moléculas foram definidas como inativas, apesar de, nunca serem
testadas contra a enzima. A colecao teste totalizou 353 estruturas.

Os programas de docagem molecular, similaridade quimica e o modelo de
HQSAR foram utilizados para discriminar os inibidores da cruzaina dentro da
colecdo de teste. Foi definido de valores limites e quais métricas de cada programa
possuem melhor desempenho para a selecéo de moléculas proveniente do banco de

dados do ZINC a serem testadas nos ensaios bioquimicos.

3.6.7 Método de avaliacdo dos modelos computacionais

A analise utilizada para avaliacdo dos métodos foi a curva ROC (Receiver
Operating Characteristcs). Ela € utilizada para organizar e classificar de forma a
visualizar o desempenho do método. As curvas ROC séo tradicionalmente utilizadas
em decisdes meédicas, e nos ultimos anos tem sido aplicada no descobrimento de
novos farmacos, principalmente em ensaios virtuais de larga escala. Esta anélise &
realizada dividindo a colecdo de compostos em quatro classes: compostos ativos
recuperados pelo método (verdadeiros positivos), compostos inativos recuperados
pelo método (falsos negativos), compostos ativos nao recuperados (falsos
negativos) e compostos inativos ndo recuperados (verdadeiros negativos). [148-149]

A taxa de verdadeiros positivos recuperados (TPae) pelo método é definida
por:

TP _ Nverdadeiros_ positivos
rate — N
ativos_total (3 . 7)
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A taxa de falsos positivos recuperados (FP:ae) pelo método € definida por:

_ N falsos_ positivos
|:I:)rate -
N
inativos_t otal (3 . 8)

A sensibilidade do método é definida como a taxa de verdadeiros positivos
recuperados, e a especificidade séo definidas por:

Verdadeircs_negative

Especificdade= — - .
falsos_pogtivos + verdadeircss_negative (3.9)

A curva ROC é a sensibilidade em funcédo da especificidade do método, e
pode ser expressa como a taxa de verdadeiros positivos encontrados em funcéo da
taxa de falso positivos. A area sob a curva ROC (AUC) € uma medida quantitativa
gue relaciona a métrica utilizada para a determinacéo do coeficiente de similaridade

com a taxa de recuperacao dos verdadeiros positivos.

3.7 Resultados e Discussodes

A pesquisa de informacdes disponiveis na literatura possibilitou definir uma
estratégia para a selecdo de moléculas para os testes bioquimicos. Uma vez que a
estrutura tridimensional da enzima e inibidores sdao conhecidas, foram utilizados
métodos de ensaios virtuais baseados na estrutura do ligante (LBVS) e do alvo
(TBVS). Um esquema geral das etapas envolvidas para a selecdo das moléculas &
apresentada na FIGURA 3.3.
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Selecao de 23 substancias
para os ensaios bioquimicos

FIGURA 3.3: Fluxograma das etapas envolvidas no processo de selecdo de moléculas para
0s ensaios bioquimicos

Resumidamente, as etapas desenvolvidas para a sele¢cdo de moléculas, como
ilustrada na FIGURA 3.3, foram: estruturar uma colecédo virtual de compostos
disponiveis comercialmente (ZINC),a qual continha cerca de 8,5 milhGes de
estruturas. Em seguida foi aplicado um filtro molecular com caracteristicas farmaco-
similar, e a colecao decresceu para uma sub-colecéao 3,5 milhdes de estruturas. Esta
sub-colec¢éo foi submetida a docagem molecular com os programas FRED e FlexX e
similaridade quimica com o programa ROCS; em seguida uma escolha consensual
destes métodos foi utilizada para definir a sub-colecao final com 8 635 moléculas, o
critério utilizado foi o composto ter sido recuperado nos trés programas ROCS,
FRED e FlexX.

A sub-colecéo final foi listada através de pontuagdo consensual das métricas
de similaridade do ROCS, funcdes de pontuacdo dos programas de docagem e
valores de pK; calculados por um modelo de HQSAR construido com inibidores
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conhecidos da enzima cruzaina. As primeiras 400 estruturas foram inspecionadas
visualmente para selecdo dos compostos a serem testados nos ensaios

bioquimicos. Os detalhes de cada etapa serao discutidos ao longo deste capitulo.

3.8 Filtros Moleculares

O programa utilizado para aplicar os filtros de selecdo neste trabalho foi o
FILTER da Openeye [143]. Este programa tem disponivel um filtro padrdo que
envolve muito dos principios de filtragem tradicionais, tais como remover
substituintes toxicos e reativos. Os critérios usados pelo FILTER para que uma dada
molécula seja selecionada ou descartada dividem-se em trés categorias:
propriedades fisicas, conteudo atémico, grupos funcionais e propriedades
topologicas.

As propriedades fisicas simples incluem massa molecular, area superficial, log
P e solubilidade em agua. Os filtros também incluem o conteudo relativo e absoluto
de heteroatomos, assim como, os limites do niumero de uma ampla variedade de
grupos funcionais. Os filtros topolégicos apontam questfes a respeito do numero e
tamanho dos anéis, a flexibilidade da molécula, o tamanho e a forma de cadeias
alifaticas. [40]

O filtro farmaco-similar foi utilizado para filtrar a colecdo de moléculas, pois
contempla as substancias que se adéquam as caracteristicas moleculares definidas
por Lipinski e Veber e possuem maior chance de apresentarem caracteristicas
farmacocinéticas apropriadas. Além disto, foram incluidas caracteristicas 1D de
inibidores conhecidos da enzima cruzaina, como o aumento das ligacbes com
rotacao livre. A solubilidade € outro fator critico, principalmente nos ensaios iniciais e
por isso o filtro para moléculas com alta solubilidade predita foi selecionado.

O ndmero de compostos remanescentes apdés a aplicacdo do FILTER
decresceu de 8,5 para 3,5 milhdes de estruturas moleculares. Esta sub-colegao foi
submetida aos méetodos de busca de similaridade quimica e docagem molecular

para selecdo das moléculas para os ensaios bioquimicos.
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3.9 Docagem Molecular

Inicialmente buscou-se no banco de dados de proteinas (PDB) por estruturas

da enzima cruzaina complexadas com inibidores, um total de 15 estruturas

depositadas foi
apresentados na TABELA 3.1. [150]

encontrado e os dados da qualidade da resolugdo estao

TABELA 3.1. Cédigo PDB e parametros de resolucéo das estruturas da cruzaina

_ Resolucao _ o
Cdédigo PDB ( A) Riactor Riree | (Rfree - Reactor) Ligante co-cristalisado
1IME3 1,2 0,1 0,14 0,032
1ME4 1,2 0,09 0,12 0,033
2EFM 1,5 0,15 0,19 0,042
1F2A 1,6 0,18 0,22 0,035
1EWP 1,8 0,18 0,21 0,023
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1F2B 1,8 0,17 0,2 0,030
2022 2 0,16 | 0,21 0,048
1EWM 2 0,17 | 0,21 0,033
1EWL 2 0,17 | 0,23 0,062
1AIM 2 0,19 | 0,25 0,059
1F2C 2 0,18 | 0,23 0,050
1IWEO 2,1 0,22 | 0,26 0,041
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1F29 2,2 0,19 | 0,21 0,023

2AIM 2,2 0,19 | 0,25 0,063

1U9Q 2,3 0,14 | 0,22 0,082

Um importante parametro nos estudos cristalograficos € a resolucdo dos
dados, que é expressa em A, onde nimeros menores indicam resolucdes mais altas.
Em altas resolucdes (< 1,5 A) o modelo é provavelmente mais que 95% uma
consequéncia dos dados observados. Contudo, em baixas resolucdes (> 2,5 A), a
modelagem dos detalhes nas estruturas das proteinas € muito mais subjetiva do que
baseada em informacdes experimentais. [151]

A habilidade do modelo em explicar os dados experimentais é usualmente
identificada por meio do parametro chamado Riacor. CONtudo, como esse parametro
esta sujeito ao ajuste forcado (over-fitting) dos dados, Bringer introduziu o conceito
de validacdo cruzada no refinamento cristalografico com a introducdo do parametro
Riree, CUja definicdo é idéntica a do Riactor, €XCEIO quUe 0 Ryee € calculado para um
pequeno conjunto de reflexdes que nunca sdo usadas no refinamento do modelo.
Portanto, o parametro Rpee Mede a capacidade do modelo em prever observacoes
experimentais que ndo sdo usadas para ajustar o modelo. Os valores desejaveis séo
< 0,25 para 0 Riactor € < 0,40 para Ryee. A diferenca entre os parametros Riee € Riactor
€ uma medida parcial da extensdo na qual o modelo superestima os dados. Esta

diferenca (Ree — Riactor) deve ser baixa para o modelo final, idealmente < 0,05. [152]
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Baseado nesses fatores, varias estruturas tém caracteristicas apropriadas
para 0s ensaios virtuais. As estruturas com melhor resolucdo sédo as PDB 1MES3 e
1ME4. Outra caracteristica a ser ressaltada é que os inibidores co-cristalizados
destas estruturas sao reversiveis, contrariamente a todas outras estruturas que
apresentam inibidores irreversiveis. A superposicdo das 15 estruturas
cristalograficas permitiu identificar interacdes intermoleculares essenciais para o

reconhecimento molecular e sdo mostrados na FIGURA 3.4.

a) b)

FIGURA 3.4: a) Superposicdo das estruturas cristalograficas dos 15 co-complexos
provenientes do PDB e b) restricbes farmacoféricas utilizadas demonstrando a
complementaridade com os ligantes das estruturas 1IME3 e 1MEA4.

Os sub-sitios S2 e S3 possuem caracteristica hidrofobica e a Leu67 na
interface entre eles, este aminoacido possui complementaridade com todos os
ligantes co-cristalizados com a enzima cruzaina. Na regidao central do sitio ocorre o
reconhecimento da amida dos ligantes, e a Gly66 interage via ligagdo de hidrogénio
da cadeia principal com o oxigénio da amida dos ligantes. No sitio S1 estdo
localizados os aminoacidos da triade catalitica e fazem importantes ligacdes de
hidrogénio. Desta forma, os aminoacidos Leu67, Gly66 e His159 foram selecionados
como restricbes farmacoforicas nos programas de docagem, a redocagem e
docagem cruzada apresentaram melhores resultados com as restricdes e, além
disso, as informacdes disponiveis de ligantes conhecidos podem ser utilizadas para
a selecéo de novos ligantes.

Além disso, uma analise comparativa da identidade da cadeia principal de
aminoacidos foi realizada com enzimas pertencentes a familia das proteases de
diferentes organismos utilizando o servidor BLASTp. As cinco enzimas com maior
identidade séo apresentadas na FIGURA 3.5.
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FIGURA 3.5. Alinhamento das estruturas primarias de enzimas proteases de diferentes
organismos com a cruzaina. As letras em branco com fundo vermelho representam
conservacdo dos aminodcidos em todas as estruturas; as letras vermelhas representam
conservacdo em pelo menos trés estruturas. O alinhamento foi feito no servidor MultiAlign.

A cruzaina apresenta as seguintes identidades com proteases: rodesaina
pertencente ao parasito Trypanosoma brucei 70 %, falcipaina pertencente ao
parasito Plasmodium falciparum 40 %, papaina pertencente a Carica papaya 39 % e
as enzimas de humanos catepsinas L e B 43 % em ambas.

O elevado grau de identidade entre estas estruturas sugere que inibidores da
enzima cruzaina potencialmente podem apresentar atividade nestas enzimas.
Hipoteticamente, um farmaco para a doenca de Chagas, atuando pelo mecanismo
de acdo da inibicdo da enzima cruzaina, poderia apresentar atividade biolégica
também para a doenca do sono, malaria, cancer ou osteoporose, uma vez que estas

proteases sdo alvos para estas doencas.

3.9.1 Docagem com o programa FlexX

O programa FlexX, trata o ligante flexivel e o receptor rigido. O programa
divide o ligante ao longo de suas ligacGes simples em fragmentos, ajusta primeiro

um fragmento base no sitio ativo e entdo conecta os outros fragmentos. Ao invés de
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identificar pontos no receptor onde o ligante pode se localizar, o programa FlexX
define os chamados pontos de interacdo para cada possivel grupo de interacdo do
ligante e do receptor. Tendo designado os sitios de interacdo, um tipo de interacao
(receptor de ligacdo de hidrogénio, doador de ligacdo de hidrogénio, etc.) é
modelado através de uma geometria de interacdo consistindo de um centro de
interacdo e uma superficie esférica. Uma interacdo entre dois grupos A e B ocorre
se: i) os tipos A e B sdo compativeis; ii) 0 centro de interagcdo de A se posiciona
sobre a superficie de interacdo de B, e vice versa. Desse modo o programa FlexX
distingue entre os seguintes tipos de interacdo: ponte salina, ligagdes de hidrogénio,
complexos metalicos, interagdes especificas entre o centro de anéis aromaticos com
alguns grupos e contatos hidrofébicos nao especificos. [153]

A primeira etapa foi redocar o inibidor da estrutura PDB 1ME4 na proteina
para avaliar a capacidade do programa reproduzir a estrutura cristalografica. Em
seguida fez-se uma docagem cruzada do inibidor da estrutura 1IME3 na enzima da
estrutura 1ME4, estas duas estruturas foram selecionadas por serem 0s Unicos
inibidores reversiveis, que ndo apresentam ligacdo covalente com a enzima. Ambos
os inibidores apresentam varios graus de liberdade na molécula. Isto representa a
principal limitacdo para o programa em gerar a conformacdo e o modo de interacao
correspondente a estrutura cristalografica: o numero de conférmeros aumenta
exponencialmente com o aumento do numero de rotagdes livres da molécula.

O programa FlexX foi capaz de reproduzir as estruturas cristalogréaficas
satisfatoriamente. O valor recomendado para desvio quadratico médio (RMSD) é
inferior a 2 A [154]. Este mede o desvio da posicdo dos atomos do inibidor da
estrutura cristalografica com relacdo a posicao predita pelo programa de docagem. A
redocagem apresentou um valor de RMSD de 1,247 A, FIGURA 3.6.
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FIGURA 3.6: Estrutura do ligante proveniente da estruturas 1ME4 docado pelo programa
FlexX na enzima cruzaina (codigo PDB 1ME4), verde representa a pose do co-cristal e cinza
a pose da docagem

A redocagem satisfatoria € o requisito minimo exigido de um programa de
docagem para que possa ser empregado nos ensaios virtuais. Adicionalmente foi
construida uma colecao de teste e o programa foi submetido a uma avaliacdo da
capacidade de discriminar inibidores conhecidos em um banco de moléculas, a
colegéo de teste foi construida com inibidores conhecidos e moléculas provenientes
do banco ZINC com propriedades 1D similares, como massa molecular, log P,
namero de ligacdes livres etc., que foram definidas como controle negativo. A
capacidade de discriminagdo entre as moléculas ativas e inativas foram avaliadas
com o uso da curva ROC. A FIGURA 3.7 mostra a avaliacdo da recuperacdo das
moléculas ativas pelo programa FlexX com as quatro funcdes de pontuacao
empregadas pelo programa e as frequéncias do numero de moléculas em funcao do

valor da pontuacdo com bom desempenho.
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FIGURA 3.7: a) Curva ROC das funcdes de pontuagdo do programa FlexX e frequiéncia de
moléculas em fungéo de b) D_SCORE, ¢) G_SCORE e d) CHEMSCORE

Através da curva ROC [155] foi possivel identificar as funcdes de pontuacao
que tiveram uma boa taxa de recuperacdo, quando as moléculas ativas séo
recuperadas nas primeiras posi¢cdes a curva possui formato vertical e area sob a
curva com valor igual a 1 significa recuperacao de todas as moléculas ativas, valores
igual ou menor que 0,5 significa que ndo ha recuperacdo das moléculas ativas.
Analisando a FIGURA 3.7(a) € possivel identificar que somente a funcdo PMF néo é
capaz de pontuar corretamente os inibidores da cruzaina, pois possui area sob a
curva ROC 0,24, e por esta razao foi excluida da anéalise consensual.

Esta analise permitiu estabelecer os valores das funcdes de pontuacdes para
aqueles inibidores conhecidos da cruzaina, e estabelecer os limites minimos para
gue as moléculas provenientes do banco ZINC tivessem a possibilidade de serem
testadas in vitro no ensaio enzimatico. Os valores limite para as funcdes de
docagem foram definidos como a menor energia (interacdo mais favoravel)

determinada para o conjunto de inibidores conhecidos.
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A sub-colecéo de 3,5 milhGes de moléculas foi docada utilizando o programa
FlexX e somente as moléculas com energia de interacdo calculada pela docagem
superior aos limites estabelecidos foram mantidas para a analise consensual
posterior. A TABELA 3.2 sumariza a capacidade de recuperacédo e moléculas ativas
no banco conhecido, o valor de energia estabelecido como corte e o numero de
moléculas remanescentes apos a docagem da sub-colecdo do ZINC proveniente da
saida do FILTER.

TABELA 3.2: Valores da area sob a curva ROC, limites de energia estabelecidos para as
funcbes de pontuacdo e numero de moléculas encontradas no ZINC acima dos limites

Funcéo de Area sob a Valor limite N°de moléculas do ZINC
Pontuagéo curva ROC estabelecido acima do limite
D_SCORE 0,86 - 200 3359
G_SCORE 0,91 - 300 1642
CHEMSCORE 0,83 - 042 4286
PMF 0,24 ND ND

As funcdes de pontuacdo do programa FlexX apresentaram uma capacidade
de recuperacdo das moléculas ativas superior a 80 % no banco construido com
moléculas ativas e inativas utilizadas para a calibragcdo do método. Os valores de
energia estabelecidos foram elevados e a docagem de uma colecdo contendo cerca
de 3,5 milhdes de estruturas docadas na enzima cruzaina resultaram em um namero
extremamente reduzido de compostos com valores de energia da docagem
melhores que os limites estabelecidos. Entretanto, as estruturas mantidas possuem,
segundo o programa FlexX, uma alta complementaridade com o sitio da enzima
cruzaina com promissor potencial de apresentar atividade bioldgica nos ensaios in
vitro. Algumas estruturas selecionadas pelo programa FlexX sdo apresentadas na
FIGURA 3.8.

FIGURA 3.8: a) sobreposicdo de um ligante docado sobre a estrutura do inibidor da
estrutura cristalogréafica 1ME4 (em vermelho) e b) vérios inibidores no sitio da enzima
cruzaina
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Pode ser observado na FIGURA 3.8(b) que os ligantes bem pontuados pelo
programa FlexX ocuparam parcialmente a mesma posi¢ao do inibidor da estrutura
cristalografica em que foram docados. Os sub-sitios S1 e S2 foram ocupados pelos
ligantes docados de maneira satisfatoria, entretanto os sub-sitios S3 e S4 nao
mostram ocupacgéao pelos ligantes com melhor energia de interacdo predita. Apesar
da ocupacdo do sitio ser parcial a energia de docagem predita foi superior aos
ligantes conhecidos, além disso, as classes moleculares selecionadas séo distintas
das previamente identificadas como inibidores contribuindo para aumentar a

diversidade molecular de inibidores de cruzaina.

3.9.2 Docagem com o programa FRED

FRED (Fast Rigid Exhaustive Docking) é um programa de docagem rigida de
pequenas moléculas em proteinas. A avaliagdo da flexibilidade do ligante requer
uma colecdo multiconformacional de cada molécula como arquivo de entrada. O
processo de docagem do programa FRED é constituido de duas etapas: ajuste da
forma e otimizac&do. Na primeira etapa o ligante é colocado em uma caixa com uma
resolucdo de 0.5 A que engloba todos os atomos do sitio ativo utilizando um
potencial Gaussiano. Em seguida uma série de trés otimizacfes é processada: (1)
refinamento da posicdo de atomos de hidrogénios de hidroxilas do ligante, (2)
otimizacdo do corpo rigido e (3) otimizacdo da pose do ligante com relacdo ao
angulo diedro no espaco. Para a etapa de otimizagao, quatro funcdes de pontuacéo
sdo disponiveis: forma de Gaussian, ChemScore, PLP e ChemScore para os trés
filtros de otimizacéo. [156]

Os conférmeros da cada molécula sdo gerados através do programa
OMEGA2 (OpenEye Scientific Software). Esse programa €& composto de dois
componentes principais: modelo de construgdo e torgdo dirigida. Os componentes
sdo independentes e podem ser usados dessa forma. O OMEGA2 constr6i modelos
iniciais das estruturas com base em padrdes de ligacdes sigma. As conformacdes
para cada fragmento molecular sdo pré-gerados usando o programa Makefraglib
(OpenEye Scientific Software). A constru¢do das moléculas € acompanhada por um
vetor simples de alinhamento, uma vez que todos os fragmentos sao conectados ao

longo das ligacdes sigma. A partir do modelo inicial o OMEGA2 gera modelos
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adicionais enumerando conformacdes de anéis e atomos de nitrogénio. O programa
define todos os substituintes exociclicos, alinha-os e os conecta com relacéo a cada
conformacdo do ciclo. O OMEGA2 tenta gerar cada combinacdo possivel de
conformacdes provaveis para uma dada estrutura [147]. A FIGURA 3.9 ilustra um
exemplo da conformacédo do inibidor hidroximetil cetona gerada pelo OMEGAZ2
superposta a conformacdao cristalografica extraida do complexo da enzima cruzaina
1MEA4.

FIGURA 3.9: Superposicdo da conformacdo do inibidor hidroximetil cetona gerada pelo
programa OMEGAZ2 (cinza) e a conformacdo cristalografica extraida da estrutura da
cruzaina (cédigo PDB 1ME4) (verde)

O programa OMEGAZ2 foi capaz de reproduzir conformacao correspondente a
estrutura cristalografica com um desvio quadrado médio dos atomos igual a 0,903. O
inibidor hidroximetil cetona possui 13 ligagdes rotacionaveis e o niumero de possiveis
conformacdes é extremamente elevado, mesmo assim, o programa OMEGAZ2 gerou
uma conformagdo muito préxima da conformacgdo cristalogréfica, atestando a
capacidade de reproduzir a possivel conformacdo reconhecida pela enzima
cruzaina. Desta forma, foi construida a biblioteca multiconformacional da sub-
colecao de 3,5 milh6es de moléculas para a docagem com o programa FRED.

O resultado para a redocagem do inibidor da estrutura cristalografica 1ME4 na

cruzaina é apresentado na FIGURA 3.10.
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FIGURA 3.10: Estrutura do ligante proveniente da estruturas 1IME4 docado pelo programa
FRED na enzima cruzaina (cédigo PDB 1ME4), verde representa a pose do co-cristal e
cinza a pose da docagem

O programa FRED foi capaz de reproduzir a estrutura cristalografica
satisfatoriamente com o de RMSD igual a 0,798 A. A colecéo de teste construida
com inibidores conhecidos foi utilizada para avaliar a capacidade de recuperacéo
das moléculas ativas e as fun¢bes de pontuacdo do programa FRED. A curva ROC
€ mostrada na FIGURA 3.11.
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FIGURA 3.11: a) Curva ROC das fun¢bes de pontuacéo do programa FRED e frequiéncia de
moléculas em funcao de b) Shapegauss

As fungbes de pontuacdo do programa FRED ndo apresentaram um bom

desempenho, somente a funcdo Shapegauss foi utilizada na busca por moléculas
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bioativas na sub-colecdo de 3,5 milhdes de moléculas provenientes do ZINC. A
curva de frequéncia de moléculas em funcdo de Shapegauss mostra uma ampla
distribuicdo de valores de energia calculada de interagdo, a TABELA 3.3 mostra o0s
valores das areas sob a curva ROC de todas as func¢des de pontuacgdo o limite de
energia estabelecido para a funcdo Shapegauss e o0 numero de moléculas
encontradas com energia de interacdo calculada superior ao limite estabelecido.

TABELA 3.3. Valores da area sob a curva ROC, limites de energia estabelecidos para as
funcdes de pontuacdo e numero de moléculas encontradas no ZINC acima dos limites

Funcéo de Area sob a Valor limite N°de moléculas do ZINC
Pontuacao curva ROC estabelecido acima do limite
SHAPEGAUSS 0,67 -470 16151
PLP 0,33 ND ND
Chemgauss3 0,25 ND ND
Chemscore 0,29 ND ND
OEChemscore 0,48 ND ND
Screenscore 0,31 ND ND
Zapbind 0,59 ND ND

ND — ndo determinado

A FIGURA 3.12 mostra alguns exemplos de ligantes bem pontuados docados

na estrutura da enzima cruzaina para analise da ocupacao do sitio.

FIGURA 3.12: a) Estrutura tridimensional de um ligante bem pontuado pelo programa FRED
superposto a estrutura cristalografica (cédigo PDB 1ME4) e b) varios ligantes bem
pontuados pelo programa FRED demonstrando a ocupacao do sitio ativo

As posicbes de docagem obtidas com o programa FRED foram similares
aquelas obtidas com o programa FlexX, onde ndo houve ocupacédo dos sub-sitios S3
e S4 na estrutura da enzima, entretanto, alguns ligantes como mostrado na FIGURA
3.12(a) ocuparam uma pequena cavidade ndo explorada localizada em S2. Os

programas FlexX e FRED foram aplicadas a sub-cole¢éo 3,5 milhdes de moléculas
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para gerar uma nova sub-cole¢do reduzida com estruturas capazes de serem
reconhecidas pelo sitio da enzima cruzaina e obedecerem as restricdes

farmacofdricas impostas para a selecao.

3.10 Similaridade Quimica

O método de similaridade empregado neste trabalho foi o 3D, através do uso
do programa ROCS (Rapid Overlay of Chemical Structures). O ROCS é utilizado
para identificar similaridade quimica entre moléculas baseado na sua forma
tridimensional, e o recobrimento do volume.

Esta abordagem foi introduzida originalmente por Masek et al. que definiu o
volume da molécula considerando-a como esfera fundida onde o raio era o atdmico
[157]. Na pratica, o procedimento era lento e insuficiente para a determinacao do
minimo global de energia devido ao uso de fun¢des descontinuas para a descri¢cao
do volume molecular. Um passo crucial foi a introducdo da descricdo da forma
molecular através de fungbes Gaussianas continuas, centralizadas nos atomos. Isto
foi utilizado para definir uma funcdo com um comportamento muito similar a uma
funcdo de volume de uma esfera rigida, com uma predicdo total do volume de
peguenas moléculas com erro inferior a 1%. [158]

Uma meétrica bastante difundida para o calculo da similaridade molecular é o

coeficiente de Tanimoto, definido por:

OAB
OA +OB _OA,B

Tanimotg, =
(3.10)

O coeficiente de Tanimoto tem reconhecidamente valor igual a um, se as
duas formas séo iguais, e zero se forem completamente diferentes. Duas moléculas
nunca sdo completamente diferentes, entretanto podem apresentar formas iguais
para duas moléculas diferentes.

Uma forma alternativa de medir a similaridade molecular é através do

coeficiente de Tversky, ele é similar ao coeficiente de Tanimoto e definido por:

O
TverSkXB = ﬁ
A B
(3.11)
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A principal diferenca entre Tanimoto e Tversky é que o primeiro mede a
diferenca de similaridade considerando a unidade (# 1), o segundo ndo assume uma
simples transformacéo, se A difere de B, e A e B sdo ambos diferente de zero,
Tversky mede a representacéo da similaridade parcial da forma molecular. [159]

Normalmente a + 3 = 1, e para o programa ROCS é assumido o valor 0,95;
isto introduz uma assimetria. O coeficiente de Tversky depende de como a molécula
se auto-recobre para definir um pré-valor de a. O ROCS calcula um pré-valor de a
para a molécula de referéncia e um segundo valor para a molécula proveniente do
banco de dados.

Outra métrica utilizada pelo programa ROCS € o campo de for¢ca Color. Cada
composto assume um valor calculado pelo campo de forca Color relacionado a
natureza das ligacdes e atomos constituintes. A cada atomo diferente de carbono e
hidrogénio é calculado um valor para a interacdo complementar entre 0s compostos,
e ocorre um refinamento na superposi¢cédo baseado na similaridade quimica.

Existe ainda uma métrica da juncdo de Tanimoto e Color, denominada
Combo, pode assumir valores entre 0 e 2, sendo a métrica padrdo para a listagem
por similaridade.

O ROCS é um programa utilizado para a busca em grande escala de
estruturas 3D em bancos de dados. Primeiramente € feito um alinhamento; as
funcdes Gaussianas que simulam as moléculas como esferas rigidas séo utilizadas
para maximizar o recobrimento do volume molecular. O ROCS usa somente atomos
pesados do ligante; os hidrogénios sdo ignorados. Uma vez que forma e volume
molecular sdo relacionados, a maximizagdo do recobrimento do volume €& um
excelente método para obter a similaridade da forma. Este programa tem uma taxa
de recobrimento de 600-800 conférmeros por segundo, este rapido desempenho do
programa torna-o atrativo para a busca de novas substancias bioativas para a
enzima cruzaina. [160]

O programa ROCS [161] também foi submetido a analise da curva ROC, a
mesma colecdo de teste construida para a analise dos programas de docagem
molecular foi empregada. As trés estruturas de referéncia foram avaliadas, bem
como as métricas de similaridade e a determinagdo dos valores limites de
similaridade, FIGURA 3.13.
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FIGURA 3.13: (A) Curva ROC das métricas de pontuagdo do programa ROCS e frequéncia
de moléculas em funcdo da métrica Tversky; (a) inibidor_1ME4, (b) 92260 e (c) K11777
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A métrica que apresentou a melhor taxa de recuperac¢do das moléculas ativas
foi a de Tversky para as trés estruturas de referéncias. Tradicionalmente a métrica
utilizada pra medir a similaridade é a de Tanimoto, a principal diferenca entre
Tanimoto e Tversky é que o primeiro mede a diferenca de similaridade total da
molécula considerando a unidade, enquanto Tversky mede a representacdo da
similaridade parcial da forma molecular, sendo mais eficiente na busca por
subestrutura. [162]

Os limites impostos para as trés estruturas de referéncia foram definidos como
o valor da métrica Tversky em que apenas os inibidores da cruzaina apareceram
nas primeiras posi¢cfes da lista de saida do programa ROCS. Os valores foram:
inibidor_1ME4 = 0,81, 92260 = 0,66 e K11777 = 0,68. Na sequéncia a sub-colecao
proveniente do ZINC foi submetida a busca por similaridade, a frequéncia de

moléculas em funcdo da métrica de Tverski € mostrada na FIGURA 3.14.
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FIGURA 3.14: Frequéncia do numero de estruturas em funcdo da métrica Tversky para as
estruturas dos inibidores de referéncia (a) inibidor_1ME4, (b) 92260 e (c) K11777

Pode ser observado que o numero de compostos acima do limite estabelecido
€ extremamente pequeno quando comparado ao numero total de estruturas na sub-
colegéo, areas vermelha e azul das curvas, respectivamente. Os valores das areas
sob a curva ROC, similaridade de Tverski estabelecido como limite e nimero de
moléculas acima do limite estabelecido na colecdo do ZINC para as estrutura de

referéncia sdo mostradas na TABELA 3.4

TABELA 3.4. Valores da area sob a curva ROC, limites de energia estabelecidos para as
funcbes de pontuacdo e numero de moléculas encontradas no ZINC acima dos limites

Estrutura de Area sob a Limite N°de moléculas do
referéncia curva ROC estabelecido ZINC acima do limite
1ME4 0,90 0,81 1490
92260 0,87 0,66 12303
K11777 0,71 0,68 3159
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Forma molecular € uma caracteristica fundamental para o reconhecimento
molecular entre ligantes e alvos biolégicos. Freitas et al. utilizando o programa
ROCS foi capaz de demonstrar seletividade entre inibidores de cruzaina e
catepsina-L, este programa apresentou uma excelente performance na classificagéo
correta de 37 ligantes de cruzaina nas primeiras posi¢cdes de um banco contendo
inibidores de catepsina-L e cruzaina misturados. A estrutura da cruzaina possui uma
forma caracteristica, com seus sub-sitios (S1-S4, capitulo 1) presentes em varias
estruturas cristalograficas com diferentes ligantes, os quais poderiam induzir
mudangas conformacionais na enzima. A conservacdo da estrutura do sitio € uma
demonstracdo de que a forma molecular atua de maneira fundamental no

reconhecimento de ligantes pela enzima cruzaina.

3.11 Escolha Consensual

Os programas de docagem molecular e similaridade quimica empregados de
forma paralela para selecdo de compostos identificaram moléculas com informacoes
baseadas na estrutura dos ligantes conhecidos e da estrutura tridimensional da
enzima cruzaina. A colecdo utilizada para esta analise continham cerca de 3,5
milhdes de estruturas provenientes da saida do programa FILTER, ap0s esta etapa
de anélises os compostos acima dos valores limite estabelecidos para os programas
FlexX, FRED e ROCS totalizaram cerca de 30 000 (trinta mil) estruturas. Esta foi
uma das etapas cruciais na selecdo das moléculas onde houve uma grande reducao
no namero de estruturas, as moléculas remanescentes foram selecionadas por pelo
menos uma funcdo de pontuacdo ou métrica de similaridade acima dos limites
estabelecidos. Uma observacéao foi haver moléculas selecionadas por um programa
serem reprovadas por outro, a falta de concordancia entre os programas foi utilizada
como um critério de exclusdo das estruturas. Somente aqueles compostos que
foram recuperados por todos os programas e tiveram pelo menos um valor de
energia de docagem ou similaridade acima dos limites estabelecidos foram
selecionados para compor uma sub-colecao final com 8635 (oito mil e seiscentos)
estruturas. A FIGURA 3.15 mostra a frequéncia de compostos remanescentes em

funcao das funcdes de pontuacao dos programas ou valores de similaridade.
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FIGURA 3.15: Frequéncia do numero de estruturas em funcédo da métrica Tversky para as
estruturas dos inibidores de referéncia (a) inibidor_1ME4, (b) 92260 e (c) K11777; e das
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A andlise mostrada na FIGURA 3.15 mostra que os critérios utilizados para a
selecdo dos compostos resultaram em um enriqguecimento da colecdo com
estruturas que continham valores acima dos limites estabelecidos em todos os
programas. A integracdo de meétodos baseados na estrutura do ligante e do alvo
resultaram na selecdo de uma série de compostos com alto potencial de inibir a
enzima cruzaina e com grande diversidade quimica, caracteristicas fundamentais
para a identificacdo de novas classes quimicas para este alvo enzimatico.

A sub-colecdo de 8635 estruturas foi submetida a analise consensual dos
valores das métricas, nesta etapa foram inclusos o célculo da afinidade utilizando o
modelo de HQSAR e também o programa de docagem GLIDE com precisao extra, o

qual ndo foi utilizado anteriormente devido ao seu alto custo computacional.
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3.12 Programa Glide

O programa Glide faz a busca do espaco conformacional do ligante mantendo
a estrutura do receptor rigido. Glide usa uma série de filtros hierarquicos para
procurar possiveis localizagbes do ligante na regido do sitio ativo do receptor e
produz um conjunto de conformacbes iniciais dos ligantes. Dados estas
conformacdes do ligante, as buscas iniciais sado realizadas em todo o espaco
disponivel para o ligante para localizar poses promissoras. Esta busca prévia reduz
drasticamente a fase de busca da regido do espacgo e calculo de energia, a qual
possui um alto custo computacional.

A partir das poses selecionadas pela triagem inicial, o ligante € minimizado no
dominio do receptor usando uma funcéo de padrdo de energia mecanica molecular
(neste caso, o campo de forca OPLS-AA) em conjunto com um modelo dependente
da distancia dielétrica. Finalmente, de trés a seis poses de menor energia S&o
submetidos a um procedimento de Monte Carlo, que examina 0sS minimos nas
proximidades conformacional. Este procedimento é necessario em alguns casos
para orientar adequadamente os grupos periféricos e, ocasionalmente, altera
angulos de torcdo interna. O programa Glide utiliza uma funcdo empirica de
pontuacdo chamada GlideScore e possui um modulo de precisédo extra. Este médulo
possui penalidades para poses que violam principios fisico-quimicos estabelecidos
como grupos polares ou com carga ser expostos ao solvente. Esta versdo com
precisdo extra minimiza a taxa de falsos positivos e é recomendada principalmente
na fase de otimizacdo de um ligante ou outros estudos onde uma colecdo pequena
de moléculas deve ser investigada com alta precisdo, pois possui um alto custo
computacional [163-164]. Por esta razao, utilizou-se o programa Glide com o modo
de preciséo extra somente na colecéo final de compostos com 8 635 estruturas.

O resultado para a redocagem e a analise da curva ROC para verificar o
desempenho do programa Glide em discriminar as moléculas ativas na colecdo de
teste € mostrada na FIGURA 3.16.
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FIGURA 3.16: a) Estrutura do ligante proveniente da estruturas 1ME4 docado pelo programa
Glide na enzima cruzaina (cédigo PDB 1ME4), verde representa a pose do co-cristal e cinza
a pose da docagem e b) curva ROC da fungdo de pontuacdo GlideScore utilizada pelo
programa Glide

O programa Glide foi capaz de reproduzir a estrutura cristalografica
satisfatoriamente com o de RMSD igual a 1,335 A e apresentou um excelente
desempenho, com uma éarea sob a curva ROC de 0,85 com as moléculas ativas
recuperadas nas primeiras posicoes da lista de energia. A colecdo final foi
submetida a docagem com o programa Glide e nenhuma molécula foi descartada
pelo programa. Isto significa uma concordancia entre os programas de docagem
guanto ao tamanho e forma molecular dos ligantes identificados, apesar de suas
funcdes de pontuacédo atribuir diferentes valores de energia e poses para 0S
complexos identificados. Por isso a necessidade de uma analise consensual entre
0s programas para a selecdo dos compostos a serem ensaiados nos testes
bioguimicos. A FIGURA 3.17 mostra a pose de uma série de ligantes bem

pontuados pelo programa Glide.

FIGURA 3.17: a) sobreposicdo de um ligante docado sobre a estrutura do inibidor da
estrutura cristalografica 1ME4 (em vermelho) e b) vérios inibidores no sitio da enzima
cruzaina
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Pode ser observado na FIGURA 3.17 que alguns dos ligantes bem pontuados
pelo programa Glide ocuparam totalmente o sitio da enzima, inclusive 0s sub-sitios
S3 e S4, diferentemente dos outros programas utilizados previamente. A
complementaridade dos ligantes pela enzima foi analisada através destas estruturas
de docagem na andlise visual e selecdo dos compostos, apdés a analise de

pontuacao consensual.

3.13 Rela¢bes Quantitativas Estrutura Atividade Bas eado em Hologramas

Moleculares

A relacdo quantitativa estrutura atividade (QSAR) € um modelo matemético
gue relaciona a estrutura quimica com um processo bem definido, como a atividade
biologica ou reatividade quimica. Na quimica medicinal ela é empregada em varias
etapas da génese, durante os processos de identificacdo e otimizagdo de
substancias bioativas. [163]

O holograma QSAR (HQSAR - hologram quantitavive structure-activity
relationships) € um método de QSAR bidimensional baseado no conceito de
impressdo digital molecular. Os hologramas moleculares s&o origindrios da
fragmentacdo molecular bidimensional, cada molécula do conjunto de dados é
dividida em fragmentos estruturais que séo identificados e colocados nos blocos de
um vetor com comprimento fixo para formar o holograma molecular. Os blocos do
holograma molecular sdo ocupados pelos descritores estruturais (variaveis
independentes), com a variacdo na resposta bioldgica é obtida usando o método de
regressao linear PLS. Ao contrario de outros métodos baseados em fragmentos, o
meétodo de HQSAR considera e codifica todos os possiveis fragmentos (linear,
ramificado, sobrepostos, etc.) no holograma. Opcionalmente, informacdes acerca
das propriedades tridimensionais, como a hibridizacdo e a quiralidade também
podem ser consideradas na constru¢ao do holograma, FIGURA 3.18. [164]
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Os parametros importantes para o desenvolvimento do modelo sdo: (i)
comprimento do holograma, (ii) tamanho dos fragmentos e (iii) distincdo dos
fragmentos. O comprimento do holograma define o numero de posicées no
holograma disponivel para que diferentes fragmentos sejam incorporados. O
tamanho de fragmentos é definido pelo nUumero maximo e minimo de atomos que é
imposto aos fragmentos a serem gerados, enquanto a distincdo de fragmentos
definem as caracteristicas moleculares que distinguem um fragmento do outro. Os
parametros utilizados para distinguirem os fragmentos sdo variaveis ajustaveis e
define o tipo de informagdo bidimensional que sera incluida na criacdo dos
descritores moleculares, estes s&o definidos por: (i) Atomos (A), Ligacdes (B),
Conectividade (C), Hidrogénio (H), Quiralidade (Ch) e Doador e Aceitador (DA); A
combinacao destes parametros é utilizada para determinar a melhor correlacéo entre
as estruturas e atividade.

A geracdo dos hologramas moleculares foi realizada utilizando-se varias
combinacdes de distincdo de fragmentos, comprimento dos blocos dos hologramas
e tamanhos dos fragmentos moleculares [144]. Os parametros estatisticos dos
melhores modelos sé&o apresentados na TABELA 3.5.
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TABELA 3.5. Resultados estatisticos para os modelos de HQSAR gerados para um conjunto
de inibidores de cruzaina

2 2

Modelo Distintin¢cdo dos fragmentos HL N Tamanho dos Fragmentos r q SEE SEP RMSE
1 A/B 53 6 4-7 0,935 0,722 0,162 0,334 0,537
2 A/B/IC 151 6 4-7 0,960 0,809 0,128 0,277 0,519
3 A/B/H 307 6 4-7 0,875 0,582 0,224 0,410 0,531
4 A/B/Ch 353 6 4-7 0,941 0,661 0,154 0,369 0,597
5 A/B/D 71 6 4-7 0,934 0,662 0,163 0,369 0,505
6 A/B/C/H 307 6 4-7 0,912 0,703 0,188 0,345 0,430
7 A/B/C/Ch 151 6 4-7 0,954 0,794 0,135 0,288 0,394
8 A/B/C/D 401 6 4-7 0,911 0,717 0,189 0,337 0,572
9 A/B/H/Ch 59 6 4-7 0,884 0,634 0,216 0,384 0,654
10 A/B/H/D 307 6 4-7 0,892 0,628 0,208 0,387 0,580
11 A/B/Ch/D 307 6 4-7 0,889 0,573 0,211 0,414 0,710
12 A/B/C/H/Ch 307 6 4-7 0,952 0,661 0,139 0,369 0,434
13 A/B/C/HID 353 6 4-7 0,901 0,647 0,200 0,377 0,426
14 A/B/C/Ch/D 257 6 4-7 0,900 0,639 0,200 0,381 0,545
15 A/B/C/HICh/D 53 6 4-7 0,889 0,589 0,211 0,406 0,776

A — atomos, B — ligagdes, C — conectividade, H — hidrogénios, Ch — chiralidade, D — doador e
aceitador de ligagdo de hidrogénio, HL — comprimentos dos blocos dos hologramas, N — namero de
componentes, I ajuste linear do modelo, g° preditividade do modelo por validacdo cruzada, SEE —
desvio do ajuste linear, SEP — desvio da preditividade do modelo e RMSE - raiz quadrada do
desvio quadratico médio do erro da predicdo das séries de teste e validacdo externa

Os parametros estatisticos a serem observados sao a preditividade do modelo
indicada pelo valor de ¢?, juntamente com o parametro r* que indica a linearidade do
modelo. Os valores de g® variaram entre 0,573 e 0,809 (TABELA 3.5) e os dois
melhores modelos obtidos foram 2 e 7, a variacdo no tamanho dos fragmentos nao
melhorou os modelos. Embora um baixo valor de g° para o conjunto de treinamento
seja um indicativo de baixa preditividade do modelo, alto valor de g? ndo significa
necessariamente em alta preditividade. Isto quer dizer que, alto valor de g° é
necessario, mas nao suficiente para modelos com alta capacidade de predicao.
Portanto, a validacdo do modelo precisa ser feita através de séries de teste. Neste
trabalho o conjunto de moléculas retirado da literatura continha 41 estruturas
divididas em dois conjuntos, um para o treinamento do modelo (32) e outro para
testar a preditividade (9 moléculas). Uma analise para avaliar a preditividade do

modelo é o ajuste linear dos valores de pK; calculados pelos modelos de HQSAR em
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funcdo dos valores experimentais (rzpred) A FIGURA 3.19 mostra esta analise para

os dos melhores modelos de HQSAR obtidos.
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FIGURA 3.19: Analise de correlacdo dos valores de pK; calculados pelos modelos de
HQSAR em funcéo dos valores experimentais; (a) modelo 2 (r> = 0,958) e (b) modelo 7 (r* =
0,954).

Os resultados mostram que apesar do modelo 7 apresentar menor valor de g?
em relacdo ao modelo 2 é mais preditivo para a série de teste. Os valores de er,ed
foram 0,970 para o modelo 7 e 0,942 para o modelo 2, além disso o valor de RMSE
para o modelo 7 € menor, a FIGURA 3.19 mostra que em baixos valores de pK; 0os
valores calculados possuem um maior desvio em relagéo aos experimentais.

Adicionalmente, a capacidade de predicdo do modelo 7 foi avaliada frente a
um conjunto [165] extra para o teste que nao foi utilizado para a construcdo do

modelo de HQSAR (validacdo externa), FIGURA 3.20.
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FIGURA 3.20: Validacao externa do modelo 7 de HQSAR (rzp,ed =0,970).

O modelo 7 apresentou também uma Otima preditividade frente a este
conjunto de teste. A Unica diferenca entre 0 modelo 2 e 7 é a utilizagdo da
quiralidade como distincdo de fragmento no melhor modelo. Este € um indicativo da

robustez e da capacidade de predicdo do modelo 7, uma vez que os inibidores
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utilizados para a construcdo e validacdo do modelo sdo peptidios miméticos e
possuem atomos de carbono quirais.

O método de HQSAR permite identificar os &tomos que contribuem
positivamente ou negativamente para a atividade bioldgica segundo o modelo
construido. Um esquema de cores chamado mapa das contribui¢cdes indicam quais
fragmentos moleculares sdo o0s principais responsaveis para 0 reconhecimento
molecular. A andlise das estruturas cristalograficas dos inibidores co-cristalizados
com a enzima cruzaina permitiu identificar fragmentos moleculares frequentes nas
moléculas, a analise do mapa das contribuicdes dos fragmentos permitiu avaliar a
capacidade de identificacdo dos atomos importantes para 0 reconhecimento
molecular. Os ligantes das estruturas 1ME4 e 1ME4 foram submetidos a esta
analise e os mapas das contribuicbes dos fragmentos para a atividade biologica sdo
mostrados na FIGURA 3.21.

1T Contribuigéo
positiva

Neutro

Contribuigéo
negativa

a) b)

FIGURA 3.21: Mapa das contribuicdes dos fragmentos moleculares para a poténcia dos
inibidores da enzima cruzaina: a) ligante da estrutura 1ME4 e b) 1IME3. O esquema de cores
representa as contribuicdes dos fragmentos para a poténcia calculada pelo o modelo de
HQSAR

Os ligantes das estruturas 1IME4 e 1ME3 ocupam a mesma posi¢ado no sitio
da enzima e os mapas de contribuicdes para atividade biologica sdo semelhantes.
Trés regides das estruturas moleculares foram indicadas como importantes para a
atividade biolégica pelo modelo de HQSAR e correspondem as interacdes com a
estrutura da enzima cruzaina nos residuos de aminoacidos Leu67, Gly66 e em dois
aminoacidos da triade catalitica His159 e Aspl9. Desta forma, € possivel atestar
uma concordancia entre o modelo de HQSAR e as restricbes farmacoforicas
utilizadas nos programas de docagem, apesar de serem modelos totalmente
distintos onde HQSAR ¢é baseado apenas na estrutura de ligantes conhecidos, ao

passo que, a docagem molecular na estrutura tridimensional da enzima. A
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integracdo dos meétodos baseados na estrutura do ligante e do alvo é o ponto central
para prover uma taxa de acerto significativa de inibidores da enzima no processo de
selecdo de moléculas a serem ensaiadas nos testes bioquimicos.

O modelo de HQSAR ¢é consistente e de acordo com resultados publicados
pelo grupo NEQUIMED-PN previamente [166] e a principal vantagem do método de
HQSAR em relacdo a métodos de QSAR 3D, como campos moleculares de
interacdo, € a necessidade de apenas estruturas 2D como entrada do programa,
isso elimina a necessidade do alinhamento molecular e predicdo da conformacéo de
interacdo. Como resultado o método de HQSAR é mais rdpido que métodos de
QSAR 3D e pode ser utilizado em grandes colec¢des virtuais no procedimento de
ensaio virtual. Apesar do método ser 2D, opcionalmente, informacdes 3D como
hibridacao e quiralidade podem ser codificadas nos hologramas moleculares.

A sub colecéo final com 8 635 estruturas moleculares foi submetida ao calculo
de pK; utilizando o modelo de HQSAR construido e foi utilizado na analise

consensual para a selecdo dos compostos para 0s ensaios bioquimicos.

3.14 Andlise consensual

A andlise consensual foi proposta originalmente para os programas de
docagem (consensus docking), a utilizacdo de diferentes fungbes de pontuacdo
poderiam balancear os erros de apenas uma funcéo e aperfeicoar a probabilidade
de identificar ligantes conhecidos, reduzindo a taxa de falsos positivos [167-168]. O
sucesso da pontuagdo consensual tem sido descrito em varios trabalhos, onde o seu
uso é geralmente superior ao método da funcéo de pontuacdo unica. Neste trabalho
fizemos uma extensao deste conceito incluindo na analise consensual ndo apenas
dos métodos de docagem, mas também os valores de similaridade e afinidade
calculados.

Os programas apresentam distintas maneiras de pontuagao, por isso, efetuou-
se um autoescalonamento dos valores para que se tornassem comparaveis [169].
Nesse método os valores de pontuacdo sao autoescalonados para um namero entre

0 e 1 usando a Equagéo 3.12:

Xscaleda = (x - xmin)/(xmax - xmin)
(3.12)
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Onde Xqcaleq € 0 Valor escalonado, x € a pontuacao atribuida por um programa,
Xmin O PIOr € X,q O melhor valor calculado para uma série de moléculas. Este
procedimento foi aplicado porque cada programa pontua 0S cOompostos com
diferentes parametros, por exemplo, energia de docagem ou pK; calculado pelo
HQSAR, que ndo podem ser comparados diretamente. Quando se escalonam o0s
valores, independentemente do programa e parametro utilizado, ficam
compreendidos em um intervalo que vai de 0 (para o composto pior pontuado) a 1
(para o composto melhor pontuado). Deste modo os valores podem ser somados e
dar origem a uma pontuacao e classificacdo consensual, denominada “listagem pelo
namero escalonado” (scaled rank-by-number). A FIGURA 3.22 ilustra este

procedimento.

Energiadocagem

Método 1
(kcalmol)

Pontuacdo escalonada
Método 1

Substancia 1 -84 0,65
anci —_—
Substancia 2 -10,9 1,00
Substancia 3 -7,5 0,53 i
anct g —_ Listafinal Listagem pelo
Substancia 4 -5.9 0,31 Istafina nuimero escalonado
Substancia 5 3,7 Escalonamento 0,00 i
Somadas  Substanciai 1,65
- tuagées  Substancia 3 1,01
) HQSAR _ ) - . :
Método 2 pK; calculado Kcaed (Emax %)  Pontuacéo escalonada Substancia 2 1,00
i Método 2 _— Substancia 5 0,72
Substzi\nc!a 1 9.1 1,00 Substancia 4 0,55
Substancia 2 6,2 _— 0,00
Substancia 3 7.6 0,48
Substancia4 6,9 0,24
Substancia 5 8,3 0,72

FIGURA 3.22: Processo de autoescalonamento das pontuacdes dos diferentes programas
utilizados e analise consensual

Apesar de haver varios exemplos de enriquecimento de colecbes por
pontuacdo consensual, a utilizacdo deste meétodo para docagem gera opinides
divergentes. Um problema comum é a utilizacéo de varias fun¢des de pontuacdo em
apenas um método de docagem, se a pose do complexo é predita erroneamente, as
varias funcgdes irdo pontuar este complexo e inevitavelmente irdo falhar. Além disso,
ainda nao existem métodos de docagem e pontuacdo que demonstrem um
desempenho consistente e acurado em varios alvos distintos [170]. Por isso, neste
trabalho utilizaram-se trés métodos de docagem distintos para a docagem, e as
funcdes de pontuacdo foram avaliadas previamente para a identificacdo de quais
poderiam efetivamente selecionar moléculas com potencial inibitério da enzima
cruzaina.

Alguns trabalhos na literatura apontam os fatores que podem contribuir para o

desempenho superior de métodos de andlises consensuais. Os fatores incluem (i)

84



melhora estatistica devido a média da repeticdo de amostras serem mais proximas
do valor real em relagdo as medidas individuais, (ii) moléculas ativas sao
acumuladas de forma mais efetiva que as inativas e, portanto, repeticdo de
amostragem enriquece mais o conjunto de ativas em relacdo as inativas, (iii)) a
concordancia na classificacdo de ativas € maior que inativas quando diferentes
métodos séo utilizados. [171-172]

A sub-colecéo final contendo 8635 compostos foi submetida a pontuacéo de
cinco diferentes programas: FlexX, FRED, GLIDE, ROCS e HQSAR. A combinacéo
destas andlises de forma consensual permitiram a classificacdo desta sub-colecao,
as 400 (quatrocentas) moléculas melhores classificadas na analise consensual
foram submetidas a uma inspecéo visual e busca em bancos de dados como o
SciFinder, Colaborative Drug Discorery, PubChem e ZINC, para assegurar 0
ineditismo das moléculas selecionadas como inibidores da cruzaina. Os compostos
selecionados nunca foram testados contra as enzimas cruzaina e catepsina-L. Um
dos 23 compostos selecionados foi predito ser ativo contra a catepsina-L no site do
ZINC (SEA predictions), esta observacao legitima a estratégia dos ensaios virtuais
empregados para a selecdo das moléculas para ensaios bioquimicos.

Os critérios utilizados para selecdo dos compostos baseados na analise visual
foram: a ocupacéao do sitio, principalmente nos sub-sitios S1, S2 e S3, e ligacdes de
hidrogénio, com énfase no aminoacido Gly66 inserido como restricado farmacoférica
na docagem molecular, e diversidade quimica onde foram selecionados compostos
similares aos inibidores conhecidos e também novas classes moleculares. A
FIGURAS 3.23(a) mostra a estrutura cristalografica do inibidor K11777, utilizado
como referéncia no método de similaridade quimica, as FIGURAS 3.23(b-d) sdo as

posi¢coes da docagem de inibidores selecionados para os testes in vitro.
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FIGURA 3.23: Estrutura do inibidor da cruzaina K11777 co-cristalizado com a enzima a),
estruturas de complexos preditos por docagem molecular com modo de interacédo
semelhante ao inibidor cristalizado identificados na analise visual b), c) e d)

Os sub-sitios S1, S2, S3 e S4 possuem caracteristicas hidrofébicas, a
ocupacdo por substituintes com interacbes complementares nos compostos
analisados foi considerada como aspecto positivo na inspegéo visual. A Gly66 faz
uma ligacdo de hidrogénio importante no reconhecimento molecular, e esta na
regido central do sitio em uma porcdo hidrofilica do mesmo [173], substituintes
capazes de receber ligacdo de hidrogénio nesta posicao foram priorizados para os
ensaios in vitro. Além disso, foram selecionadas substancias pertencentes a
diferentes classes quimicas, algumas semelhantes aos inibidores conhecidos para
avaliar a capacidade de identificacdo de inibidores pelos modelos computacionais
desenvolvidos e outras pertencentes a classes inéditas.

Outro aspecto importante a ressaltar € que o modo de interagdo predito pelas
poses da docagem dos compostos selecionados na inspecao visual foi semelhante
as poses das estruturas cristalograficas de varios inibidores. Entretanto, os
compostos das estruturas cristalograficas se ligam covalentemente a enzima ao
passo que 0s compostos selecionados para 0s ensaios ndo possuem caracteristicas
de aceitadores de adigcdo eletrofilica, 0 que em teoria seria o perfil ideal de inibidores
enzimaticos: reversiveis e competitivos. Uma representacdo das estruturas das

substancias selecionadas para os ensaios bioquimicos € mostrada na FIGURA 3.24.
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FIGURA 3.24. Representagdo das estruturas das substancias selecionadas para 0s ensaios
bioquimicos
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CAPITULO 4 — ENSAIOS IN VITRO
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enzima

O capitulo 4 apresenta 0s métodos
experimentais utilizados para obtencdo da
enzima cruzaina por expressao heterologa e
avaliacdo da atividade biologica das
substancias selecionadas pelos ensaios

virtuais frente as enzimas cruzaina e

catepsina-L e ao parasito Tripanosoma cruzi

na forma tripomastigota
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4.1 Receptores Enziméticos

Os receptores podem ser proteinas de membrana, receptores hormonais,
acido desoxirribonucléico (DNA), enzimas, etc. As enzimas sao um tipo especial de
receptor; sdo proteinas especializadas em catalisar rea¢cdes quimicas. Elas estao
associadas a biomoléculas, devido a sua extraordinaria especificidade e poder
catalitico.

Muitas enzimas sdo compostas de uma cadeia polipeptidica simples. Este é o
caso de enzimas como a ribonuclease, lisozima, tripsina, pepsina e algumas alfas-
amilase. Por outro lado, existe um grande niumero de enzimas compostas por mais
de uma cadeia peptidica. A enzima cruzaina de Trypanosoma cruzi € composta por
uma cadeia polipeptidica. A repeticdo das cadeias polipeptidicas na construcdo de
uma macromolécula de proteina caracteriza a estruturacdo que esta pode assumir.
[174-175]

Para a realizagdo de uma andlise quantitativa com o sistema enziméatico é
importante conhecer: a estequiometria da reacdo catalitica, se a enzima requer
adicdo de cofatores; a dependéncia da enzima sob a concentracdo do cofator ou
substrato; pH 6timo de catélise e a temperatura pela qual a enzima € estavel e

apresenta uma elevada atividade. [176]

4.2 Mecanismos Cinéticos de Catalise Enzimatica

Em 1894 Emil Fischer propés o modelo chave — fechadura para explicar a
acdo enzimatica, um modelo em que a estrutura da enzima e do substrato séo
rigidas [177]. Ja no modelo proposto por Koshland em 1958, tanto a enzima quanto
0 substrato passam por mudancas de conformacé&o para propiciar o encaixe [178]. A
enzima nao aceita simplesmente o substrato, o substrato € distorcido para
conformacao exata do estado de transi¢do, denominado encaixe flexivel.

Ao completar a reagdo catalitica a enzima libera o produto e retorna a forma

original. O processo (em sua forma simplificada) ocorre em duas etapas, a primeira

reversivel e a outra irreversivel, a formacdo do produto (P) a partir de um unico



substrato (S)na presenca da enzima (E) forma o complexo de enzima-substrato
(ES):

Ky Ky
ES

E+ S

E+P

k-l
Os termos k;, k, e k,sdo as constantes, para a associacdo da enzima com o

substrato, sua dissociacéo e a formacéo do produto.

Este estudo € muito Gtil para a compreensdo do mecanismo da atividade
catalitica que cada enzima segue no processo metabdlico, de como sua atividade é
controlada na célula e a atuacdo dos medicamentos moduladores da atividade

enzimatica.

A velocidade da reacédo (V) é limitada pela etapa de conversdo do complexo

[Eﬂ em P, e esta dependera da concentragdo da enzima que interage com o

substrato. Assim:
v=k,[EY (4.1)

onde, k, é denominado ke quando a enzima encontra-se saturada, sob condi¢Ges
de estado estacionario e a reacédo atinge a velocidade maxima (Vmax)-

Com excesso de substrato, tem-se [S] >> [E] estando o sistema no estado
estacionario. O complexo [Eﬂ esta em equilibrio com [E] e [S] assim a [Eﬁ é
constante. A formacdo do complexo [Eﬁ dependera da constante k, e da
disponibilidade da enzima e do substrato.

A dissociacdo do complexo [Eﬁ pode ocorrer de duas maneiras, seja pela

formacdo do produto ou pela néo reatividade do substrato pela enzima. Assim, o

estado estacionario pode ser escrito:
l[E][S] = (k, +k,JES (4.2)

Dividindo ambos os lados por (k_, +k,):

o lES (43
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A partir da Equacéao 4.4 obtém-se a constante de Michaelis Mentem (Ky), que
pode ser usada para descrever a afinidade da enzima pelo substrato. Quanto menor
o valor de Ky, maior a afinidade da enzima pelo substrato.

=K 4.4
P (4.4

Sendo: v, =k,|[E,]
[E.]=[E]+[ES]

onde [EO] € a concentracéo total de enzima, [E] a concentracéo de enzima livre,

[Eﬁ a enzima na forma complexada e a velocidade maxima (v, ).

Rearranjando as equacdes 1, 2, 3 e 4 chega-se na Equacéo de Michaelis-Menten:

_ ValS]

V= <, +[S] (4.5)

Na determinagcdo da velocidade méxima da catélise enzimética, a
concentragdo do substrato tende a aumentar segundo uma cinética de primeira
ordem, até se atingir uma taxa constante da velocidade (ordem zero). [179]

A velocidade maxima de atividade da enzima é obtida quando seu sitio ativo
esta saturado pelo substrato. Ha outros fatores que influenciam na velocidade da
reacdo, como por exemplo, o pH e a temperatura. [180]

4.3 Inibicdes Enzimaticas

7

Quando uma enzima é inibida, o substrato é acumulado, e os produtos
metabdlicos ndo sédo gerados (a menos que haja outra enzima capaz de catalisar a
mesma reagcdo, ou que haja outras rotas metabdlicas para os mesmos produtos).
Qualquer composto que diminua ou bloqueie a catalise de uma enzima é chamado
de inibidor enzimatico. Se uma célula tem deficiéncia de um substrato para a enzima
alvo, e essa deficiéncia resulta em um estado doentio para a célula, entdo, a inibicdo
dessa enzima pode impedir a degradacdo desse substrato aumentando sua

concentracgao.
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Um exemplo € a inibicdo da enzima xantina oxidase, que catalisa a conversao
de xantina em &cido Urico. A inibicdo dessa enzima diminui a concentracédo de acido
arico no organismo resultando em um efeito anti-hiperuricémico. [181-182]

Além disso, um inibidor enzimético pode possuir uma estrutura quimica similar
a estrutura do substrato ou do produto da enzima alvo; desta forma, a escolha da
enzima alvo prontamente disponibiliza um direcionamento na busca dos inibidores.
[183]

4.3.1 Tipos de Inibidores

Muitos tipos de moléculas inibem as enzimas e interagem de forma diferente
com o alvo biomacromolecular. A principal distincdo entre os inibidores é o
mecanismo de inibicao, reversivel e irreversivel.

A forma de interacdo entre alvo e ligante que envolve interacdes nao-
covalentes é dita reversivel e pode ser classificada como inibicdo reversivel
competitiva, ndo competitiva e incompetitiva. Na inibicédo irreversivel h a formacéo
de ligacdes quimicas entre o alvo e o ligante (ligacBes covalentes) e inativacdo do

alvo biologico. [184]

4.3.2 Inibicao reversivel competitiva

Na inibicdo reversivel competitiva a molécula de inibidor pode apresentar
estrutura semelhante ao substrato da enzima. Neste caso, o inibidor compete com o
substrato pelo mesmo sitio ativo. Se 0 sitio ativo estiver ocupado pelo inibidor, o
substrato deixa de interagir nesta regido e entdo o processo catalitico de converséo
em produto ndo se realiza. Portanto, na inibicdo reversivel competitiva, o inibidor

compete pelo mesmo sitio catalitico do substrato, como no esquema abaixo:

@ E+S =—=ES — E+P
.

SR
FIGURA 4.1. Esquema ilustrativo do mecanismo de inibi¢cao reversivel competitiva

o/ e

e
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Sendo E (enzima), | (inibidor), (S) substrato, (EI) complexo enzimal/inibidor,
(ES) enzima/substrato e (P) produto. A equacdo de Michaelis-Menten, na presenca

de inibidor competitivo torna-se:

VinalS]

Ky (1+|[i]j+[s]

V=

(4.6)

O efeito do inibidor competitivo modifica o valor da constante de Michaelis-

Menten, mas nao altera a velocidade maxima da reacéo. [185]

4.3.3 Inibicao reversivel ndo competitiva

A inibicdo reversivel ndo competitiva ocorre quando uma molécula pode

ligar-se com o complexo enzima/substrato formando o complexo

enzima/substrato/inibidor [ESI] ou interagir com a enzima livre formando o

complexo enzima/inibidor [EI]. Neste processo ha modificagdo da conformacédo da

enzima e tornando o processo catalitico ineficiente: [186]

D 2
| E — (
& —C

_“ “1 E+S =—=ES — E+P
A\

'
(e = (e 5 S

D o El =— ESI
FIGURA 4.2: Esquema ilustrativo do mecanismo de inibi¢cao reversivel ndo competitiva

O inibidor ndo competitivo apresenta uma grande afinidade pela enzima,
seja similar ou ndo com a estrutura do substrato. A equagédo de Michaelis-Menten

fica:

Vs 5]

Gl
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O efeito desse inibidor € a diminuicdo da velocidade maxima da reacao,

enquanto Ky permanece constante. [187]

4.3.4 Inibicao reversivel incompetitiva

A inibicdo reversivel incompetitiva se diferencia da inibicdo reversivel néo

competitiva pelo fato do inibidor ter afinidade apenas pelo complexo
enzima/substrato[Eﬂ, formando o complexo inativo enzima/substrato/inibidor[ESI] e

n&o interage com a enzima livre. E raro este comportamento de inibicdo. O esquema

abaixo demonstra o processo de inibi¢ao:

@@

> E E+S =——=ES — E+P
lo f
19

E ESI

FIGURA 4.3: Esquema ilustrativo do mecanismo de inibi¢céo reversivel incompetitiva

A reducao efetiva da concentracdo do complexo[Eﬂ aumenta a afinidade
aparente da enzima pelo substrato, devido ao principio de Le Chatelier, ha o
deslocamento do equilibrio para a formacdo do complexo [Eﬂ A equacao de

Michaelis-Menten na presenca de inibidor incompetitivo fica:

Vi ]

(1+[%ij

v=— 1/ (4.8)
S+l

-
O efeito desse inibidor modifica a velocidade da reacdo, diminuindo o valor
de v, e ovalorde K,,.[188]
A eficacia de um inibidor enziméatico como agente terapéutico dependera da
(i) poténcia do inibidor, (ii) sua seletividade ao alvo enzimatico, (iii) a escolha da rota

biossintética na qual a enzima alvo esta inserida e (iv) as caracteristicas

farmacocinéticas apropriadas do inibidor ou seus derivados. Maior poténcia implica
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no uso de menor quantidade do farmaco e, portanto, reducdo de efeitos colaterais,
para obter-se a resposta farmacolégica desejada. [189-191]

4.2 Obtencao de enzima por expressao heteréloga

A obtencdo das enzimas de interesse pode ser realizada através da técnica
de DNA recombinante. Para isto, um fragmento de DNA de qualquer origem é
incorporado em um plasmideo pequeno, com o qual o hospedeiro (geralmente a
bactéria Escherichia coli) é transformado. Este plasmideo, incluindo o fragmento de
DNA nele incorporado, se reproduz no hospedeiro, originando cépias do DNA
“estranho”. [192]

A fragmentacdo do DNA é feita com o uso de enzimas de restricdo. Com elas
o preparado de DNA em questéo é cortado em fragmentos precisamente definidos.
Quando junta-se um pedaco qualgquer de DNA a um plasmideo, mantendo a
possibilidade de se propagar indefinidamente este DNA, da-se o nome de “clone”
(cDNA). Assim, ap0s a etapa de purificacdo da enzima, € possivel obter esta em
grande quantidade, para que se possam realizar os estudos in vitro. [193]

A producdo de uma proteina in vivo € um processo extremamente complexo,
o qual envolve modificacbes poOs-transducionais, necessdarias para estabilidade e
atividade bioldgica, glicolisacdo, fosforilacéo e correto enovelamento, sdo exemplos.
A producéo de uma proteina fora de seu hospedeiro natural é chamada de producao
de proteinas heterélogas, e a proteina expressa € chamada de proteina heterdloga
[194]. O desenvolvimento de ferramentas em biologia molecular permitiu a
expressdo de varias proteinas heterdlogas de interesse terapéutico em espécies
simples como bactérias. As ferramentas esséncias para a producdo de uma
determinada proteina sdo o cDNA que codifica a proteina desejada, um vetor e um
sistema bioldgico capaz de transcrever e traduzir a proteina codificada pelo cDNA
(sistema de expressao). O sistema de expressao deve ser capaz de produzir a
proteina na conformacéo correta, ter boa reprodutibilidade, ser de facil manipulacao
e manutencéo, ser seguro, econémico e possuir um sistema simples de producéo.
Entretanto, ndo ha um unico sistema biolégico que atenda este amplo nimero de

critérios.
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Ao longo do tempo varios sistemas de expresséo foram desenvolvidos, e sao
ilustrados na TABELA 4.1.

TABELA 4.1: Comparacdo dos sistemas disponiveis para a producdo de proteinas
heterélogas

Sistema Custo de Tempo de Producao em Nivel de Risco de
producéo producao larga escala expressao contaminacao
Bactéria Baixo Curto Alto Alto Endotoxinas
Levedura Médio Médio Alto Baixo-alto Baixo risco
Célula de inseto Alto Médio Médio Baixo-alto Alto
Célula de . . Baixo- . .
. Alto Longo Muito baixo Virus e prions
mamiferos moderado
Animal . . . .
A Alto Muito Longo Baixo Moderado-alto Virus e prions
transgénico
Célula de . o
Baixo Curto Alto Moderado-alto Baixo risco
plantas
Plantas . . . .
Muito baixo Longo Muito alto Moderado-alto Baixo risco

transgénicas

A bactéria Escherichia coli (E. coli) foi o sistema de expressao pioneiro o qual
produziu a primeira proteina, a somatostatina. A insulina foi a primeira proteina
aprovada para a farmacoterapia pela agéncia reguladora FDA, produzida em um
sistema de E. coli [195]. Gradualmente, varias modificacdes foram introduzidas nas
bactérias de maneira que pudessem produzir proteinas cada vez mais complexas
[196]. Da mesma forma, outros sistemas de expressdes foram desenvolvidos para
producdo heterdloga de proteinas, como células de mamiferos [197], leveduras
[198], insetos [199], plantas transgénicas [200] e animais transgénicos. [201]

Apesar de haverem varios sistemas de expressdo disponiveis nos dias de
hoje, o principal ainda ¢é sistema bacteriolégico utilizando a E. coli
Comparativamente aos outros sistemas, listados na TABELA 4.1, o sistema de
expressdo em bactéria possui baixo custo e tempo de producdo, possui altos niveis

de expresséo e possibilidade de producdo em larga escala.
4.3 Ensaio Cinético por Fluorimetria

O ensaio cinético padrao utilizado para a determinacdo da atividade das
enzimas cruzaina e catepsina-L é fluorescéncia [202]. O fenbmeno de fluorescéncia
é definido pela capacidade de uma molécula emitir radiacdo eletromagnética na
regido do ultravioleta préximo ao visivel, quando excitado por uma fonte de luz. Os
estados eletrénicos da maior parte das moléculas organicas podem agrupar-se em

dois tipos principais: singleto e tripleto. No estado singleto, todos os elétrons da
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molécula tém os spins emparelhados, enquanto, no estado tripleto, ha um conjunto
de spins eletrénicos ndo emparelhados. [203]

O mecanismo fundamental de fluorescéncia é a emisséo de fétons quando a
molécula é excitada no estado singleto, onde o spin do elétron no orbital excitado
mantém sua orientacdo original. O processo de emissdo e excitacdo no fendmeno
de fluorescéncia é muito rapido com tempo de vida na ordem de nano segundo.
Desta forma, é possivel observar facilmente fluorescéncia a temperatura ambiente e
diretamente em solugdo, 0 que torna o procedimento experimental fluorimétrico
bastante simples.

A FIGURA 4.4 representa o um diagrama de Jablonski [204] e mostra as

transicOes eletronicas permitidas para uma molécula.

Estado Singleto Estado Tripleto
Mivel de energia Vibracional
A SI’I —_— ﬂ MNivel de nergia rotacional
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FIGURA 4.4: Diagrama de Jablonski modificado. (A) absor¢cdo de um foton, (Sp)
estado fundamental, (S,) estado excitado singleto, (S;) primeiro estado excitado
singleto, (Ry) relaxamento vibracional, (Cl) cruzamento interno, (CIS) cruzamento
intersistemas, (T,) estado excitado tripleto [204]

Nesse esquema o0 eixo das ordenadas representa a energia, ao passo que, 0
eixo das abscissas 0s niveis energéticos ocupados. O estado Sy representa o estado
fundamental, S; e Sn estados excitados. A partir de S;, ela pode seguir dois
caminhos para retornar ao estado fundamental. Primeiro, se a diferenca de energia
entre S; e Sy for pequena e existir possibilidade de sobreposicdo de niveis
vibracionais, a molécula pode ser levada ao mais baixo nivel vibracional de S; por
relaxamento vibracional sem emissdo de radiacdo eletromagnética, ou seja, ocorre
um cruzamento interno de niveis de energia. Se, no entanto, a diferenca energética

entre S; e Sy for relativamente grande, a desativacdo para o estado fundamental da-
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se com emissdo de radiacdo na forma de fluorescéncia. Pode ocorrer ainda um
cruzamento intersistemas e os elétrons ocuparar um estado tripleto possibilitando o
fendmeno de fosforescéncia. [204]

O método de fluorescéncia tem sido amplamente utilizado para a
determinacao da cinética das enzimas do tipo cisteino-proteases. Zimmerman et al.
sintetizaram a primeira classe de substratos fluorogénicos para as proteases
tripsina, elastase e quimotripsina [205]. Esses substratos eram amidas de acil
aminoacidos ou peptideos com o substituinte 7-amino-4-metilcumarina (MCA). A
FIGURA 4.5 ilustra a estratégia utilizada para a determinacdo da formacéo de

produto catalisada pelas enzimas.

supressor o fluoréforo
/\N _—
H
enzima
N
o
I =
/\O H H,N

FIGURA 4.5: Estratégia utilizada para gerar o sinal de fluorescéncia em reagfes catalisadas
por cisteinos proteases

Aos grupos terminais carboxi e amino de um dipeptideo sao ligados um grupo
fluorescente e supressor, respectivamente. Apds a quebra da ligagdo peptidica pela
enzima, o grupo fluorescente € liberado em solucdo permitindo a deteccdo da
formacao do produto e determinacdo da cinética de reacao catalisada pela enzima.

Diversos substratos fluorogénicos foram utilizados como substratos para a
enzima cruzaina [206-207]. O substrato estabelecido como padrdo para as anélises
cinéticas de novos inibidores da enzima foi o N-benzoxicarbonil-L-fenilalanila-L-
arginina-7-amido-metil-cumarina (Z-Phe-Arg-MCA ou ZFRMCA), FIGURA 4.6.
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FIGURA 4.6: Estrutura do ZFRMCA (substrato sintético para a cruzaina)
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Os valores das constantes cinéticas da enzima cruzaina reportadas na
literatura para este substrato sdo: Ky entre 0,96 e 1,4 M, ko entre 39 e 116 st e
kea/Km entre 4677 e 9667 mM™* st [57, 206-207] Os valores das constantes
cinéticas para a enzima catepsina-L sdo: Ky entre 1,2 e 2,4 uM, k.4 entre 10 e 25,8
s e kea/Ky entre 4166 e 11700 mM™ s™. [208-210]

4.1 Materiais

Os reagentes fosfatos de s6dio monobasico e dibasico, acido etilenodiamino
tetra-acético (EDTA), dimetilsulféxido (DMSO), Triton-x100, acetato de sodio,
glicerol, cloreto de sédio, azul de bromofenol, isopropanol, ZFRMCA, Isopropil -D-1-
tiogalactopiranosideo (IPTG), enzima catepsina-L de figado humano, ampicilina,
Tris-HCI, uréia, Lisozima, Dnase e fluoreto de fenilmetilsulfoxido (PMSF) foram
adquiridos da empresa Sigma-Aldrich.

Os reagentes comassie brilliant blue, acrilamida bis-acrilamida, temed e
persulfato de amonia foram adquiridos da empresa Bio-Rad.

O reagente Ditiotreitol (DDT) foi adquirido da empresa USB Corporation com
grau de pureza “ultra-puro”. O kit de extracdo de DNA plasmidial, QlAprep Spin
Miniprep Kit foi utilizado da empresa Qiagen. O meio de cultura Luria Broth (LB) foi
adquirido da empresa Fermentas.

As substancias adquiridas para os ensaios de inibicdo foram adquiridas das
empresas Enamine, Chemdiv e Interbioscreen.

Todos os reagentes tém certificacdo do fabricante de pureza > 99 %.
Nenhuma purificagéo/avaliacdo da integridade adicional foi realizada.

A expressao da enzima foi realizada no Laboratério de Quimica Medicinal de
Produtos Naturais (NEQUIMED-PN) do Instituto de Quimica de Sao Carlos (IQSC),
Universidade de Sdo Paulo (USP), equipado com Shaker da Marconi, Centrifuga
Eppendorf e Desmembrador Fischer. A purificagdo foi feita no Laboratorio de
Bioquimica e Biologia Molecular (BMB) do IQSC utilizando o sistema FPLC Akta da
GE e colunas da Bio-Rad.

Os experimentos fluorimétricos foram conduzidos no Laboratério de
Farmacologia/Bioguimica no departamento de ciéncias fisiologicas da Universidade
Federal de Sao Carlos com um fluorimetro da empresa Molecular-Devices
(SpectraMax Gemini XPS). [211]
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4.2 Métodos
4.2.1 Extragdo de DNA plasmidial

A obtencdo do DNA plasmidial contendo o gene da cruzaina foi realizada
através do método de lise alcalina em pequena escala, centrifugaram-se as células
durante 5 minutos em 10 mL de cultura a 13,2 rpm. Em seguida o precipitado foi
solubilizado e lisado com solugcéao tampéo alcalina, precipitando as demais proteinas
presente no meio celular, restando apenas o DNA plasmidial em solugédo aquosa.
Purificou-se e armazenou-se a -20 C. Para esta eta pa utilizou-se o Kit Miniprep
promega (Wizard Plus SV Miniprep DNA purification System).

4.2.2 Transformacao da Escherichia coli para expressao da proteina

O plasmideo utilizado para expressao da enzima foi o pUC18 com o gene da
cruzaina [57]. Foram adicionados 20 ng do plasmideo as bactérias competentes E.
coli BL21-DE3 e E. coli BL21-pLysS e mantido em gelo por 5 minutos seguido de
choque térmico a 42 °C por 120 segundos e incubadas em gelo por mais 5 minutos.
As bactérias foram fixadas em placas contento o meio de cultura LB Agar,
esterilizadas previamente com o antibiético ampicilina 100 mg L™ e mantidas em

estufa a 37 C por 16 horas.

4.2.3 Pré-In6culo

Uma colbnia da bactéria transformada em células de expressao E. Coli BL21
DE3 e pLysS foi selecionada e adicionada em 5 mL do meio de cultura LB em
solucdo aquosa, previamente esterilizado com ampicilina 100 mg L™. Deixou-se 16 h
a 37C, 250 rpm.
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4.2.4 Inéculo e Inducéo

Preparou-se 500 mL do meio de cultura LB com ampicilina 100 mg L™
Adicionaram-se 0os 5 mL do pré-inéculo nesta solucdo e levou-se ao misturador
(shaker). Deixou-se por aproximadamente 2:30 h & 37 C, 250 rpm e mediu-se a
densidade Optica da solucdo a 600 nm, quando atingiu-se um valor entre 0,5 — 0,6
adicionou-se o agente indutor IPTG 1,0 mM. Deixou-se 16 h a 37 C, 250 rpm.
Retirou-se uma amostra do induzido de cada linhagem de bactéria BL21 DE3 e

pLysS para verificar qual possui melhor nivel de expresséo.

4.2.5 Lise das Células

Colocou-se as células nos tubos adequados pra centrifugacédo a 5.000 rpm, 4
C, por 10 minutos . O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi estocado a -
20 T (etapa de estocagem podendo ficar por até um més se ndo for prosseguir no
mesmo dia).

A lise das bactérias foi realizada descongelando-se o precipitado (sem
aguecimento) em seguida suspendeu-o em 20 mL do tamp&o Tris (50 mM Tris- HCI,
1,0 mM EDTA, 50 mM NaCl pH 8) . Manteve-se sempre resfriado em banho de gelo
moido. Adicionou-se ao tampao Tris:

e 10 uL de PMSF (0,5 M em isopropanol — solucdo estoque) para dar uma
concentracao final de 100 uM da solucéo;

e Lisozima 0,2 mg mL™ (Concentracao final).

eTriton-X100, a uma concentracao de 2,0 % v/v.

e 5 pL de Dnase (10 unidades pL™Y).

Deixou-se incubando em banho de gelo moido, mexendo de vez em quando,
durante 1 hora. ApoOs este periodo sonicou-se a suspensédo através de 10 ciclos de
30 segundos com intervalos de 60 s.

A suspensao foi centrifugada e o sobrenadante foi descartado, a proteina é
expressa em corpos de inclusao e fica no precipitado. O precipitado foi lavado com o
tampéao Tris contendo TritonX-100 (50 mM Tris.HCI, 1,0 mM EDTA, 50 mM NaCl pH

8 e Triton-X100 2,0 % v/v) atraves de trés ciclos de ressuspensao e centrifugacao.
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4.2.6 Dissolucao dos corpos de incluséo e renovelamento da enzima

Uma solucdo de tampé&o Tris com 8,0 M de uréia foi preparada (50 mM Tris-
HCI, 1,0 mM EDTA, 50 mM NaCl pH 10,7 e 8,0 M de uréia). Suspendeu-se 0
precipitado contendo a enzima com 40 mL desta solucdo e deixou agitando-a com
um agitador magnético por 4 horas, a solucdo foi mantida resfriada em banho de
gelo moido.

Esta solucéo foi dialisada em tampéao Tris (50 mM Tris-HCI, 1,0 mM EDTA, 50
mM NaCl pH 8,0). A solucdo da proteina em solucdo com uréia foi colocada em
membrana de dialise com poros de 10 kDa e imersa em um béquer contendo o
tampao de didlise, sem a uréia. A solucdo do béquer foi trocada a cada 2 horas por 4
vezes.

ApoOs a dialise a solugcédo contendo a proteina foi centrifugada a 12000 rpm, 4
°C, durante 15 minutos. Nesta etapa manteve-se 0 sobrenadante e descartou-se o
precipitado. Em seguida a solucao foi filtrada; primeiro em papel pregueado duplo e
depois usando membrana de poro 0,22 — 0,45 micrometros utilizando-se bomba de

vacuo. O filtrado foi coletado e mantido a 4 °C.

4.2.7 Purificacéo

A purificacdo foi realizada em um sistema Akta da GE Healthcare utilizando
uma coluna de troca-idnica (High Q, Bio-Rad). Tampdes: A) 50 mM Tris-HCI, 50 mM
NaCl, 1,0 mM EDTA pH 8 e B) 50 mM Tris-HCI, 1,0 M NaCl, 1,0 mM EDTA pH 8,0.

Procedeu-se a purificacdo atravées de gradiente salino 50 mM a 1,0 M de
NaCl, com um passo na concentracdo de 0,3 M. A proteina foi monitorada com
detector de UV em um comprimento de onda a 280 nM. As fracbes que
apresentaram absorbancia em 280 nM foram coletadas e realizaram-se testes de
atividade catalitica com o substrato ZFRMCA.

As fracbes contendo atividade foram concentradas por centrifugacdo em
membranas do tipo Amicon para um volume de 2 mL e uma nova etapa de
purificacdo por cromatografia por excluséo de tamanho foi utilizada com uma coluna
Sephadex-200 (Bio-Rad). O tampéo utilizado foi 50 mM Tris-HCI, 150 mM NacCl, 1,0
mM EDTA pH 8,0. A proteina foi monitorada com detector de UV em um

comprimento de onda a 280 nM. As fracbes que apresentaram absorbancia em 280
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nM foram coletadas e realizaram-se testes de atividade catalitica com o substrato
ZFRMCA.

4.2.8 Gel de eletroforese (SDS-page)

As amostras coletadas em cada etapa dos processos de expressao e
purificacéo foram diluidas em tampao de amostra para eletroforese (Tris-HCI 50 mM,
pH 6,8, DTT 100 mM, SDS 2,0 % m/v, azul de bromofenol 0,1% e glicerol 10 %),
fervidas durante 5 minutos e centrifugadas por 2 minutos em uma microcentrifuga
Eppendorff em temperatura ambiente. Os géis de empilhamento e resolucdo foram

preparados como descrito na TABELA 4.2.

TABELA 4.2. Preparo do gel SDS-PAGE 15% para monitoramento da enzima.

Gel de empilhamento Tris-HCI| 2,0 M pH 6,8 125 pL
SDS 10% m/v 20 pL
Acrilamida bis-acrilamida (30%) 300 pL
Agua ultra pura (Mili-Q) 1,52 mL
Temed (PA) 5,0 uL
Persulfato de aménia (PA) 18,7 uL

Gel de resolucéo Tris-HCI 2,0 M pH 8,8 1.5mL
SDS 10% m/v 80 pL
Acrilamida bis-acrilamida (30%) 4,0 mL
Agua ultra pura 2,3mL
Temed (PA) 10 pL
Persulfato de ammonia (PA) 50 pL

O experimento foi realizado em voltagem constante de 175 Volts por
aproximadamente 45 minutos. O gel foi corado por 20 minutos em etanol: acido
acético: agua 5:1:15 (v:v:v) e Comassie Brilliant Blue R 0,25 % v/v e descorado em

acido acético:etanol:dgua 3:2:35 (v:v:v).

4.2.9 Ativacao e estocagem

A enzima purificada foi ativada utilizando o tampé&o 100 mM fosfato de sodio,
0,9 M de NaCl, 10 mM de DTT, 10 mM de EDTA e pH 6,3. Deixou a solu¢cdo em

temperatura de 37 € por 16 h. Em seguida adicionou-se 20 % v/v de glicerol e

104



congelou-se a proteina gradativamente, passando por 4 C, -6 T e -20 T. E enzima
foi mantida em estoque congelada a -20 .

4.2.10 Determinacéo da curva de Michaelis-Menten para a enzima cruzaina

O tampao utilizado foi fosfato de sédio 100 mM em pH 6,3, com 100 mM de
NaCl, 10 mM EDTA, 5,0 % v/v de DMSO, 5,0 mM de DTT. A concentracdo da
enzima cruzaina foi 2,0 nM e de substrato entre 0,1 a 10 uM.

A enzima foi incubada com a solu¢cdo tampédo contento DTT por 5 minutos
antes de adicionar o substrato, a hidrélise do substrato foi acompanhada por
fluorescéncia com a excitacdo em 355 nm e emissdo 460 nm durante 6 minutos. A
velocidade foi determinada pela lei da velocidade inicial. Todos 0s experimentos

foram realizados no minimo em triplicatas para avaliacdo do erro experimental.

4.2.5 Ensaios de inibicdo das enzimas cruzaina e catepsina-L para

determinacao de ICsg

As condicdes experimentais para as enzimas foram:

Cruzaina - tampao fosfato de sédio 100 mM em pH 6,3, 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.

Catepsina-L - tampé&o acetato de s6dio 100 mM em pH 5,5, 100 mM de Nacl,
10 mM EDTA, 5,0 % v/v de DMSO, 5,0 mM de DTT e triton X-100 0,01 % vi/v.

As concentragbes das enzimas utilizadas foram 2,0 nM e do substrato
ZFRMCA 2,0 pM.

Os valores de concentracdo para inibir 50% da atividade enzimatica (ICsp)
foram determinados através da curva dose-resposta. As concentracdes dos
inibidores nos ensaios variaram de 0,1 a 150 uM. Estas concentra¢des, do mais
concentrado para o menos concentrado, foram realizadas segundo um esquema de
diluicdo serial na proporcao de diluicdo 2 vezes, partindo da concentragdo mais alta
de 150 uM [188]. O procedimento utilizado para ambas as enzimas foi incubar as
enzimas na solucdo tampao contento DTT por 5 minutos, em seguida o inibidor foi
incubado também por 5 minutos antes de adicionar o substrato, a hidrolise do

substrato foi acompanhada por fluorescéncia com a excitacdo em 355 nm e emisséo
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460 nm durante 6 minutos. A velocidade foi determinada pela lei da velocidade
inicial. Todos os experimentos foram feitos no minimo em duplicata para avaliacao
do erro experimental. As curvas de percentual de inibicdo em funcdo da
concentracdo das substancias testadas foram ajustadas na curva dose-resposta

utilizando o programa Origin 7.0. [212]

4.3 Determinac&o da constante de inibicdo aparente  (K;*P)

As curvas de Michaelis-Menten para a enzima cruzaina foram determinadas
utilizado o 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. A concentracdo da enzima cruzaina foi
2 nM e de substrato variou entre 0,1 a 10 uM.

As curvas de Michaelis-Menten para a enzima catepsina-L de humanos foram
determinadas utilizado o tampao acetato de sddio 100 mM em pH 5,5, 100 mM de
NaCl, 10 mM EDTA, 5,0 % v/v de DMSO, 5,0 mM de DTT. A concentragdo da
enzima catepsina-L foi 2,0 nM e de substrato variou entre 0,1 a 10 puM. O
procedimento utilizado para ambas as enzimas foi incubar as enzimas na solucao
tampéao 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 excitacdo em 355 nm e emissao 460 nm durante 6 minutos.
A velocidade foi determinada pela lei da velocidade inicial. Todos os experimentos
foram realizados no minimo em triplicatas para avaliacdo do erro experimental.

Os inibidores foram testados nas concentracoes de 30, 50 e 70 uM. As curvas
foram ajustadas nos modelos de inibicdo competitivo, incompetitivo e ndao-

competitivo utilizando o programa SigmaPlot 10.0, mdédulo cinético. [213]

4.4 Ensaio in vitro contra T. cruzi na forma Tripomastigota

O ensaio foi realizado misturando-se 90 pL de sangue de camundongo swiss
fémea infectado com T. cruzi e 10 pL da solugao da substancia a ser testada.

Inicialmente dissolveu-se a substancia em DMSO puro em uma concentracao
igual a 50 mM, para o estoque inicial. Em seguida diluiu-se esta solugdo em um
tampéao fosfato salino (PBS) NaCl 137 mM, Fosfato 10 mM, KCI 2,7 mM, e um pH
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de 7,4, a concentracdo da substancia foi igual a 5 mM em uma solugdo PBS
contendo DMSO 10 %. Esta solugdo estoque foi utilizada para a mistura com o
sangue, de modo que a concentracdo de DMSO no ensaio foi de 1%. A substancia
teve sua concentracdo superior em 500 uM e foi diluida serialmente (2X) por cinco
vezes até a concentragao inferior de 15,6 pM.

As substancias foram incubadas com o sangue do parasito em uma estufa
com temperatura em 37° C por 24 horas. O resultado foi obtido através da contagem
do nimero de parasitos, adicionando-se 5 pL do sangue incubado com a substancia
em uma laminula e contando-se o niumero de parasitos em 20 campos. O controle
negativo foi PBS com DMSO 1,0 % v/v e controle positivo Benzonidazol® nas

mesmas concentracdes das substancias.

4.6 Resultados e Discussfes

A obtencdo do alvo macromolecular para ensaios in vitro € uma etapa
fundamental no processo de descoberta de substancias bioativas. Este projeto foi
desenvolvido em colaboracdo com o laboratério de Biofisica da Universidade
Federal de Sdo Paulo (UNIFESP) coordenado pelo Prof. Dr. Luiz Juliano Neto,
forneceu o DNA plasmidial estocado em bactéria E. coli linhagem DH5a. O
plasmideo foi originalmente construido utilizando o vetor pUC18 de forma que e
expressao fosse realizada nesta linhagem de bactéria [57]. Entretanto, visando um
aumento do rendimento da enzima, foram utilizadas novas linhagens de E. coli, para
que altos niveis de expressao pudessem ser alcancados. [214]

As linhagens de E. coli BL21-DE3 e BL21-pLysS sédo apropriadas para a
expressdo da cruzaina. Elas possuem a vantagem de serem deficientes das
proteases lon e ompT, além da compatibilidade com o promotor operon Lac T7. O
antibiotico utilizado para a selecdo das colbnias transformadas € ampicilina, o
mesmo utilizado na construgdo do plasmideo da cruzaina. [215]

O plasmideo, mantido intacto durante o processo, foi extraido da bactéria E.
coli DH5a utilizando o método padrdo de extracdo em meio alcalino. O DNA
plasmidial é soltvel na solucéo alcalina ao passo que o material celular da bactéria é
precipitado nesta solucdo, em seguida com uma Unica etapa de purificacdo por

exclusdo de tamanho em coluna aberta (gravidade) é obtido o plasmideo puro. Este
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plasmideo contendo o gene da cruzaina foi utilizado para transformar as bactérias
de E. coli BL21-DE3 e BL21-pLysS, uma das grandes vantagens da utilizacdo das
bactérias é a facilidade de transformacéo através de choque térmico. Em seguida foi
realizado um teste de inducdo para verificar qual linhagem de bactéria produz o
melhor nivel de expresséo, aliquotas dos meios de cultura induzidos de ambas as
linhagens de bactérias foram utilizados para analise em SDS-PAGE 15%, FIGURA
4.7.

As aliquotas utilizadas para a analise continham as mesmas quantidades de
meio de cultura para permitir a analise comparativa; a enzima tem massa molecular
de 27 kDa.

wmw DE3 PlysS

FIGURA 4.7: Gel de Eletroforese da cruzaina. Banda 1) Marcador de peso molecular (MM),
2) amostra induzida com IPTG e 3) amostra nao induzida da bactéria E. coli BL21-DE3; 4)
Amostra induzida com IPTG e 5) Amostra ndo induzida da bactéria E. coli BL21-pLysS

Apés a inducgéo é observada uma banda pronunciada entre 15 kDa e 30 kDa,
a qual corresponde a enzima cruzaina em ambas as linhagens de bactérias.
Entretanto, pode ser observada uma banda mais larga no meio induzido contendo a
bactéria E. coli BL21-DES3, isto indica que ha um maior nivel de expressdo neste
sistema.

Apbs o sucesso da troca do sistema de expressédo, substituicdo da E. coli
DH5a pela E. coli BL21-DES3 foi adaptado o protocolo de expresséo e purificacdo da

cruzaina baseado no descrito na literatura Eakin et al [57].
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Inicialmente, utilizou-se o meio comercial chamado de Luria broth ou LB
(Triptona, Extrato de Levedura e NaCl) para o meio de cultura de crescimento das
bactérias E. coli BL21-DE3 contendo o DNA plasmidial com o gene da cruzaina. O
antibiotico ampicilina foi utilizado para selecionar somente as bactérias
transformadas, as quais possuem resisténcia a este antibiético quando ocorre
insercdo do plasmideo. O agente indutor deste sistema de expresséo € o isopropil
beta-D-galactosideo (IPTG), sua fungéo ligar-se ao centro alostérico da proteina
repressora, inativando-a; isto permite a transcricdo dos genes do operon da lactose
e, consequentemente, a producdo das enzimas codificada no DNA plasmidial. Como
o IPTG néo é degradado pelas proteinas presentes na bactéria, a enzima vai sendo
continuamente produzida e conseqlentemente a sua concentracdo aumenta na
célula.

As bactérias induzidas super expressam a enzima de interesse, e apds esta
etapa sao submetidas ao processo de lise celular para extracdo e purificacdo da
enzima. Para a lise é utilizado lisozima que atua no rompimento da parede celular,
PMSF é um inibidor de protease, o qual garante a integridade da enzima de
interesse, Dnase hidrolisa DNA para facilitar o processo de purificagdo da enzima
por troca-ibnica e TritonX-100 é utilizado para solubilizar as proteinas da bactéria
separando-as do material insoltuvel. A principal limitagcdo da producdo da enzima € o
fato dela ser expressa em corpos de inclusdo, os quais sdo depositados no
precipitado apoés a lise celular. A etapa de lavagem do precipitado com TritonX-100 é
utiizada para a separacdo de proteinas sollveis o que facilita a purificacdo da
cruzaina.

Para a cruzaina ser solubilizada € necessario a dissolucdo dos corpos de
incluséo, isto exige uma solucédo de guanidina ou uréia 8,0 M e um pH alcalino de
10,7, esta alta concentracdo de uréia resulta no desenovelamento da proteina.
Originalmente o renovelamento era realizado através de uma etapa de diluicdo 10
vezes da solucédo de enzima contendo a uréia e em seguida uma diminuicao lenta do
pH de 10,7 para 8,0. O protocolo foi modificado e o renovelamento foi realizado
atraves de dialise, desta forma a uréia ao invés de ter sua concentracao reduzida em
10 vezes, passou a ter 10 vezes, pois foi trocado a solucéo de diélise quatro vezes.
Além disso, € essencial a reducdo lenta do pH para permitir as interacdes
intramoleculares durante o processo de renovelamento, a dialise demora cerca de

pelo menos 8 h ao passo que anteriormente era feito através de um gotejamento

109



lento de cerca de 1 h. Essa modificacdo do protocolo além de visar uma melhora no
renovelamento melhora também o aspecto técnico. Ao final desta etapa a solucao
dialisada possui um volume de cerca de 40 mL que pode ser colocada em um
sistema de super-alca de 50 mL e purificada em uma Unica etapa, anteriormente o
volume era de 400 mL e exigia pelo menos 8 etapas de preenchimento do super-
alca.

A enzima cruzaina possui ponto isoeletronico de 5,5, em pH béasico adquire
cargas negativas, pois doa prétons para o tampédo e adquire afinidade pela coluna
de troca anibnica. Desta forma a enzima € purificada por cromatografia de troca
anibnica com gradiente salino, o cromatograma da FIGURA 4.8 ilustra o perfil de

eluicdo da enzima.
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FIGURA 4.8: Cromatograma da purificagcdo por troca-ibnica. A linha azul representa a
absorbancia em 280, a linha vermelha a razao de NacCl, e os nimeros em vermelho os tubos
coletados para analise em SDS-page

A presenca de dois picos e uma banda larga no cromatograma indica que a
enzima nao eluiu totalmente pura, foi utilizado SDS-page para verificagdo da pureza

das fracOes que apresentaram absorbancia em 280 nM, FIGURA 4.9.
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FIGURA 4.9: Gel de Eletroforese das fracGes coletadas na cromatografia de troca-ibnica. Os
nameros representam o numero dos tubos onde se coletou as fragbes que apresentaram
absorbancia em 280 nm

A analise do gel da FIGURA 4.9 revela que a enzima cruzaina esta presente
em todas as fracdes, entretanto ha também impurezas, demonstradas pelas bandas
mais fracas em regides de maior massa molecular. Adicionalmente foi realizada uma
etapa de cromatografia por exclusdo de tamanho (gel filtracdo), visando uma maior
pureza da amostra da enzima. As fracbes que apresentaram absorbancia em 280
nm foram analisadas utilizando SDS-page, FIGURA 4.10.

30 kDa
25 kDa

MM 1 2 3 4 5 6 7

FIGURA 4.10: Gel de Eletroforese das fracdes coletadas na cromatografia de exclusao por
tamanho. Banda (MM) Marcador de peso molecular, 1 ao 7 fracbes que apresentaram
absorbancia em 280 nm

As fracOes 3 a 6 apresentaram bandas limpas e correspondem a enzima com
um alto grau de pureza. Estas fracdes foram utilizadas nos ensaios cinéticos, apés a
verificacdo da atividade catalitica da hidrélise do substrato ZFRMCA e determinagéo
dos parametros cinéticos de Michaelis-Menten.
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4.7 Determinagdo da curva de Michaelis-Menten para  as enzimas cruzaina e

catepsina-L

Previamente aos ensaios de inibicdo enzimatica os parametros de Michaelis-
Menten das enzimas cruzaina e catepsina-L foram determinados pelo método
padrao da fluorimetria para a verificagdo do funcionamento apropriado das
condi¢cBes experimentais e dos lotes de enzima utilizados neste trabalho.

O substrato ZFRMCA possui uma baixa solubilidade em agua e foi necessario
utilizar DMSO 5,0 % v/v nos ensaios. As curvas cinéticas das enzimas cruzaina e

catepsina-L sédo apresentadas na FIGURA 4.11
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FIGURA 4.11: Curvas da velocidade em fungdo da concentragdo de substrato ZFRMCA
ajustadas na Equacao de Michaelis-Menten a) cruzaina e b) catepsina-L

Os valores das constantes cinéticas da cruzaina, juntamente com os dados

do ajuste, sdo apresentados na Tabela 4.3.

TABELA 4.3. Valores das constantes cinéticas e dados do ajuste na equacdo de Michaelis-
Menten da reacdo catalisada pela enzima cruzaina

Cruzaina Catepsina -L
Parametros Valor com 95% Intervalo Valor com 95% Intervalo
desvio padréo | de Confianca | desvio padréo | de Confianca
Vinax (MM ™) 0,42 +0,02 0,38 a 0,46 1,67 £0,09 1,47 a 1,89
Km 1,18 +0,20 0,76 a 1,60 2,32 +0,28 1,74 a2,90
(LM)
Keat (S™) 6,87+123 | 524a798 | 10,1+121 | 9,58a127
Keat/Km 5,82 4,35
(x 10° st M?)
R? 0,96 0,97
Sy.x* 0,05 0,01

Sy.x. Desvio padrao dos residuos
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Os valores obtidos das constantes cinéticas corroboraram com os valores da
literatura para ambas as enzimas. A enzima catepsina-L, de origem comercial,
possui maiores valores de Ky e kg, entretanto a eficiéncia catalitica € muito
proxima. A reproducéo dos valores cinéticas da cruzaina atesta a atividade cinética
da enzima, e conseqguentemente pode-se inferir que a enzima possui sua
conformacdo e estado de enovalemento corretos, o que significa sucesso no
protocolo de expressdo e purificacdo da cruzaina no sistema de expressdo da
bactéria E. coli BL21-DE3.

Além da atividade da enzima outro fator importante a ser mencionado é o
rendimento da proteina, o qual foi quantificado pelo método do coeficiente de
extincdo molar. O protocolo da literatura relata o rendimento de 1,0 mg de proteina
para 1,0 litro de inducédo, no protocolo deste trabalho 0,5 L de induc&o rendeu esta
mesma quantia. A enzima cruzaina obtida foi utilizada para os estudos de inibi¢cao
da enzima. Paralelamente, os mesmos estudos foram realizados com a enzima
catepsina-L de humanos para verificacdo da seletividade dos inibidores

identificados.

4.8 Ensaios de inibicdo das enzimas cruzaina e cate  psina-L

A determinacédo da inibicdo das enzimas pelos compostos selecionados pelos
métodos computacionais foi realizada por curvas dose-resposta para medir a
concentracdo do composto que inibe 50 % da atividade enzimatica (ICsp). O 1Cs €
uma medida de poténcia entre o0s inibidores ensaiados na mesma condicao
experimental. Fatores como pH, forca idnica e temperatura podem causar mudancas
no valor de ICsp, € por isso devem ser mantidos constantes a fim de gerar dados
comparaveis para uma série de compostos. Outro fator importante que influencia o
valor de ICs € a concentragdo do substrato, a FIGURA 4.12 ilustra a influéncia da
concentracdo do substrato em inibidores que apresentam distintos mecanismos de

inibic&o.
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FIGURA 4.12: Efeito da razéo [S]/Ky no valor de I1Csq em distintos mecanismos de inibicdo
[216]

Este exemplo é uma simulacdo do efeito da razdo [S]/Ky no valor de ICs para
um inibidor que possui alta afinidade pela enzima (K4 = 50 nM) [216]. A
concentracdo de substrato que fornece a analise mais abrangente e o valor mais
proximo do Ky é a de Ky ([S] = Ku), por esta razdo a concentracdo de ZFRMCA
utilizada para os ensaios foi 2,0 uM. Para que a enzima opere em estado
estacionario € necesséario que a concentracdo de substrato seja pelo menos 1000
vezes maior que a de enzima, consequentemente a concentracdo das enzimas
utilizadas nos ensaios foi 2,0 nM.

A qualquer concentracdo de inibidor, a concentracdo total de enzima é a
soma da enzima livre e o0 complexo enzima-inibidor. A atividade fracional da enzima
vilvp (vi atividade sem inibidor e v, com inibidor) esta diretamente relacionada com a
razao entre a concentracdo de enzima livre e a concentracao total de enzima. A
fracdo ocupada pelo inibidor, segundo o balanco de massas, sera 1 - vi/lvp a uma
concentragéo fixa de enzima e substrato; a velocidade da reagdo diminui com o
aumento da concentracdo do inibidor até ndo haver atividade residual (exceto em
caso de inibicdo parcial). Uma curva da fracdo da velocidade (ou percentual de
inibicdo da enzima) em fungdo da concentragdo do inibidor tera um formato
sigmoidal (perfil de curva dose-resposta); o ponto médio da curva, onde a fracdo da
velocidade é igual a 0,5 corresponde a 50 % de inibicdo da enzima (ICsp).

As curvas do percentual de inibicdo em funcdo da concentracdo dos

inibidores foram determinadas para todos os compostos selecionados para os testes
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contra as enzimas cruzaina e catepsina-L. O percentual de inibicdo em cada ponto

de concentragéo foi calculado utilizando-se a Equacgéao 4.9. [217]
% inibicio = 100( - —') (4.9)

7z

onde v; é a velocidade na presenca de inibidor e v, a velocidade do
experimento controle. A FIGURA 4.13 mostra o perfil das curvas com o ajuste
matematico da equacdo da curva dose-resposta dos pontos determinados
experimentalmente para as substancias que apresentaram atividade inibitoria frente

a enzima cruzaina.
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FIGURA 4.13: Curva da inibicio da enzima cruzaina (ajuste R* = 0,99; Q*DoF = 0,71)

Os valores do percentual de inibicdo das enzimas foram considerados, a
variavel dependente (eixo Y) enquanto os valores da concentracdo dos inibidores
foram calculados os logaritmos e considerados as variaveis independentes (eixo X).

Os valores de ICso foram calculados utilizando a Equacéao 4.10, o método de
ajuste foi ndo-linear dos minimos quadrados.

(A1—4p)

1+10LogICs0)h (4.10)

%inibicao = A, +

onde A, é o patamar inferior da curva, A; € o patamar superior, LogICs, é 0

logaritmo da concentracédo de ICso € h o coeficiente de Hill. Os valores de 4, e A4,
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representam a resposta méaxima e auséncia de resposta, respectivamente, da
enzima na presenca do inibidor. O coeficiente de Hill esta relacionado a
estequiometria da interacdo, a cooperatividade entre mondomeros de enzimas
alostéricas (no caso de enzimas multiméricas) e também ao grau da relacdo dose-
resposta: coeficiente igual a 1 indica interagdo completamente independente entre
mondmeros, maior que 1 cooperatividade positiva e menor que um negativa. A
enzima cruzaina € monomérica e, portanto ndo € esperado o fendbmeno de
cooperatividade, idealmente o perfil de inibicdo dos compostos deve apresentar o
coeficiente de Hill proximo a 1. Além do grau de cooperatividade o coeficiente de Hill
pode ser um diagnéstico de comportamento de inibicdo ndo-ideal. Compostos que
causem uma variagdo abrupta (h >> 1), usualmente refletem um mecanismo n&o
especifico de inibicdo, como agregacao por exemplo. [216]

Além da poténcia existe outro parametro amplamente difundido para
comparacado de ligantes provenientes de diferentes séries e classes de compostos
nas etapas de identificacdo e otimizacdo do ligante chamada Eficiéncia do Ligante
(LE). A definicdo de Eficiéncia do Ligante € a energia livre de interacdo entre um
ligante e o alvo por cada atomo diferente de hidrogénio (comumente chamados de

atomos pesados). LE pode ser calculada por:
—AG _ -RTInK; _ —RTInICs,

LE=—= ~ (4.11)
NA NA NA

onde NA € o numero de atomos diferente de hidrogénio, R a constante dos
gases, T a temperatura em Kelvin, K; a constante de inibigdo e ICsy a concentragéo
necessaria para inibir 50 % da atividade enzimética. A unidade de LE é kcal mol™
NA™. Se consideramos um farmaco com alta poténcia ICso < 10 nM e massa molar
de 500 Daltons (para satisfazer a regra de Lipinski) o valor minimo a ser atingido de
LE é 0,3 kcal mol™* NA™.[218-219]

Os resultados da inibicdo das substancias selecionadas para 0s ensaios,
estruturas, parametros de Lipinski e LE sdo apresentados na TABELA 4.4. As
substancias adquiridas comercialmente, provenientes de produtos naturais ou
sintetizadas pelo NEQUIMED-PN séao catalogadas na forma de um banco de dados,
os codigos utilizados para se referir as substancias nesse trabalho sé&o

correspondentes a este banco.
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TABELA 4.4: Estruturas, valores de ICso LE e parametros de Lipinski das substancias
testadas frente as enzimas cruzaina e catepsina-L

Cédigos ICs0 (UM) ICs0 (UM)
Estrutura . ) NA LE MM clogP | HA | HD
Nequimed cruzaina catepsina-L
P () Nequimed21 Inativa Inativa 36 - 480,6 4,2 7 2
\Ni °
(\N/\/\N N
o A © \O Nequimed22 Inativa Inativa 40 - 5477 4,8 7 3
\
P \ I Nequimed23 Inativa Inativa 39 - 531,6 | 25 | 9 | 2
N SGRY
QV O
Y\/\“ “/Y\© )
9\@ : Nequimed24 94+12 86+1,1 36 | 020 | 5049 | 33 | 8 | 2
:§%V Nequimed25 40,5+1,3 51,0+3,8 38 0,16 517,6 3,3 9 4
Nequimed26 63,2+1,1 50,9+2,2 33 0,18 483,9 3,2 7 3
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i O 'N!’\\o Nequimed27 Inativa Inativa 36 - 506,6 0,5 10 2
LT
Hy/g\\G
U\ i . . .
L Nequimed28 Inativa Inativa 36 - 503,6 3,5 7 3
. [j Nequimed29 17,4 +6,6 6,6 +1,1 36 0,19 507,6 3,2 8 3
SRR
I
3 [j Nequimed30 75+£23 99+1,3 37 0,20 523,7 31 8 3
@?%{ LTy
Nequimed31 Inativa Inativa 36 - 514,6 3,3 10 3
[ j Nequimed32 58,7 +8,3 51,8+9,8 34 0,18 460,5 1,9 8 3
A
L, U
o’% Nequimed33 73,9+6,3 81,3+8,8 34 0,17 503,6 2,1 8 3
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Lj%J\O YO Nequimed34 Inativa Inativa 34 . 4636 | 25 3
\CV%)KO \,p Nequimed35 Inativa Inativa 35 - 477,6 2,6 3
gv )k/\( Nequimed36 48,3+9,2 20,4 £4,9 36 | 0,17 | 4815 1,7 3
_ " @/
CV%‘J\O L Nequimed37 73,9+32 81,5+9,3 37 | 0,16 | 509,7 41 5
QVY‘%WQ Nequimed38 56+1,1 31,111 | 35 | 021 | 4765 | 3,5 2
o/
)géﬂhmi;@ Nequimed39 Inativa Inativa 36 - 486,5 3,0 4
CL...
O?NQN I O\\s\{) N\© Nequimed40 Inativa Inativa 34 - 479,5 2,6 1
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Nequimed41 63,1 +14 89,1+21 35 0,17 473,5 1,9 9 4

©) Nequimed42 216+54 351+11 32 0,21 471,6 3,3 8 3

(\)‘\5\ Nequimed43 Inativa Inativa 35 - 495,6 3,0 7 1
RN )

NA — nimero de atomos diferentes de hidrogénio

LE — eficiéncia do ligante para a enzima cruzaina, unidade kcal mol™ NA™

MM — massa molecular, unidade g mol™

clog P — coeficiente de particdo calculado

HA — nimero de aceitadores de ligacado hidrogénio

HD — nimero de doadores de ligagdo hidrogénio

A poténcia das substancias inibidoras da enzima cruzaina variou entre 5,6 +
1,1 uM e 73,9 £ 3,2 uM. As substancias inibiram a enzima catepsina-L com poténcia
muito préxima a cruzaina, a substancia Nequimed38 foi 6 vezes mais potente frente
a cruzaina em relacdo a catepsina-L, um indice baixo para definir seletividade. A
eficiéncia média do ligante para as substancias ativas foi 0,18 kcal mol™ NA™?, este
parametro é um indicativo das intera¢g@es intermoleculares efetivas entre os atomos
do ligante e a enzima, um valor baixo como foi observado mostra que ha atomos que
nao contribuem positivamente para a interacdo. Uma vez que a massa molecular
das substancias é de aproximadamente 500 Da a otimizacdo da poténcia ndo pode
ser feita adicionando-se novos grupos para a interacdo, a melhor estratégia é
identificar os &tomos que ndo contribuem positivamente para a interacdo e substitui-
los por atomos com interagdes favoraveis.

Trabalhos recentes mostram a busca de inibidores da cruzaina no banco

ZINC utilizando métodos virtuais. Ferreira et al. através de docagem molecular
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encontraram um composto ativo dentre 17 testados com poténcia ICso = 77 uM [220]
e Malvezzi et al. encontraram um composto com poténcia baixo micromolar dentre
19 selecionados utilizando um modelo farmacoforico. [221]

Comparativamente, o numero de inibidores encontrados neste trabalho
empregando os métodos in silico € superior. Isto pode ser atribuido a estratégia de
utilizar o consenso entre diferentes métodos baseados na estrutura do receptor e do
ligante. O espaco quimico disponivel para a busca de inibidores da cruzaina
consistiu de um banco com cerca de 8,5 milhdes de estruturas, a busca por
compostos com atividade biolégica, que podem ser definidos como moléculas que
pertencem ao espaco quimico-biolégico ndo € uma tarefa trivial. Os modelos
desenvolvidos computacionalmente permitiram encontrar 12 ligantes em apenas 23
testados e desta maneira pode-se concluir que o espaco quimico-biolégico dos
compostos capazes de inibir a cruzaina foram descritos eficientemente. Esta etapa
de identificacdo do ligante foi realizada com sucesso, pois o resultado € muito
superior ao ensaio aleatorio.

Um aspecto importante a ressaltar € que 0s compostos ativos contra a
cruzaina possuem caracteristicas estruturais que satisfazem as regras de Lipinski, A
area superficial polar dos compostos também foi calculada com os valores variando
entre 98 e 137 A? e estéo dentro dos valores desejados para que um composto seja

passivel de atravessar a membrana biolégica (<140 A?). [222]

4.9 Determinagao da constante de inibigéo

Uma das etapas cruciais para a identificacdo do ligante é a determinacéao do
mecanismo de inibicdo de constante de inibicho. O mecanismo de inibicdo € um
indicio do modo de interacdo do ligante com a enzima e a constante de inibicdo &
um parametro relacionado com a constante de associacdo dos complexos enzima-
inibidor e independente da concentragdo da substancia. Desta forma, € o parametro
mais apropriado para estudos de estrutura atividade, onde € necessaria a
comparacao da atividade entre diferentes substancias.

As constantes de inibicdo foram determinadas através da curva de Michaelis-
Menten na auséncia de inibidor, e em seguida nas concentracdes de 30, 50 e 70 uM,

valores de concentracao proximos ao ICso. A FIGURA 4.14 ilustra o perfil das curvas

121



cinéticas obtidas ajustadas no gréfico de Lineweaver-Burk para melhor visualizacdo
do mecanismo de inibigdo, entretanto para os calculos foram utilizados o método

nao-linear.
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FIGURA 4.14: Curvas da velocidade em fungcéo da concentracdo de substrato ajustadas nas
equacbes de mecanismo competitivo, ndo-competitivo e incompetitivo, o ensaio foi realizado
na auséncia dos inibidores e nas concentra¢des de 30, 50 e 70 pM.

O mecanismo de inibicdo e K*P foram determinados ajustando os valores
experimentais das velocidades em diferentes concentracdes do substrato ZFRMCA
nas equacgdes para inibicdo reversivel competitiva, ndo-competitiva e incompetitiva,
analisaram-se os ajustes através dos parametros estatisticos, como exemplificado
na TABELA 4.5.

TABELA 4.5: Valores dos parametros estatisticos dos ajustes das velocidades
experimentais em funcdo da concentragcdo de substrato nas equacgOes para inibidores
competitivo, ndo-competitivo e incompetitivo

R2 Equacéao R2 AlCc Sy.x Teste

1 Competitivo 0.982 -172 0.00838 Aprovado

2 N&o-competitivo 0.979 -168 0.00888 Reprovado
3 Incompetitivo 0.958 -143 0.12575 Reprovado

O mecanismo de inibicdo observado para todos os inibidores testados foi o
competitivo, as constantes de inibicdo foram determinadas para as enzimas cruzaina
e catepsina-L, as estruturas dos compostos e seus valores estdo listados na
TABELA 4.6.
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TABELA 4.6. Estrutura e valores de K; dos compostos testados contra as enzimas cruzaina
e catepsina-L de humanos, o mecanismo observado para as moléculas ativas foi o

competitivo
Cadigos KPP (uM) LE KPP (uM) LE
Estrutura ) 3 . ) )
Nequimed Cruzaina Cruzaina Catepsina-L Catepsina-L
N C‘C)H
[ j Nequimed30 37+14 0,21 16,7 + 3,4 0,18
@?% LT
: T “WQ Nequimed38 | 58+0,6 0,21 31,1+1,1 0,18
o
§ Nequimed25 6,92 +0,8 0,19 52,8 + 14 0,16
e
QVY\/\J\/Y .
g Nequimed24 16,5+1,7 0,19 3,8+0,7 0,21
N i N—N
g\f A MQ
RS Nequimed42 185+5,5 0,21 35,6 +8,2 0,20
@V@%ko Nequimed37 | 26,331 0,18 41,1+ 14 0,17
N
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HNg\/gP/HLN/Yo Nequimed36 30,2+3,7 0,18 191+11 0,19

[ j Nequimed29 34,3+34 0,18 15,1+4,3 0,19

Cl(o Nequimed41l 388+4,1 0,18 87,1+30 0,16
=

Nequimed33 40,1+1,2 0,18 67,6 £6,6 0,17

[ j Nequimed32 50,6 +8,3 0,18 444 +1.8 0,18

@C Nequimed26 | 64,514 0,18 63,4 + 14 0,18

NH

o

Os valores de K*" para as moléculas ativas variaram entre 3,7 e 64,5 uM
para a enzima cruzaina, os trés compostos mais potentes apresentaram uma
afinidade pela cruzaina um pouco maior que em relacdo a catepsina-L, cerca de 6
vezes.

Um dos objetivos deste projeto foi encontrar novos esqueletos moleculares
ativos contra a enzima cruzaina, o que foi alcancado com as substancias
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Nequimed30, Nequimed25, Nequimed24 e Nequimed42. Foi realizada uma pesquisa
por subestruturas no banco de dados de farmacos, que os compostos Nequimed30,
Nequimed29 e Nequimed32 contém a diamida comum ao farmaco Ambenénio,
utilizado para o tratamento de miasténia gravis atuando como um inibidor da

colinesterase, as estruturas sdo apresentadas na FIGURA 4.15.
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FIGURA 4.15: Estruturas dos compostos ativos contra a cruzaina que contém a eltildiamida,
Ambedbnio € o farmaco comercial e ao lado a subestrutura comum as trés substancias
ativas, os compostos estdo dispostos por ordem de afinidade pela cruzaina

Os compostos apresentados na FIGURA 4.15 possuem uma subestrutura
comum e indicam a primeira relacdo entre a estrutura e atividade entre eles, a
substituicdo do grupo tiofeno pela pirimidina resultou no composto menos potente.
Os grupos fenila com metoxilas nas posi¢cbes orto (Nequimed30) resultaram em
melhor poténcia em relacéo ao grupo 1,3-benzodioxolano em R2 (Nequimed?29).

A maioria dos inibidores reportados na literatura sdo compostos que se ligam
covalentemente a enzima, entretanto € conhecido que compostos irreversiveis
possuem maiores chances de apresentarem efeitos indesejados devido a problemas
farmacocinéticos. Um dos compostos identificados pela estratégia de ensaios
virtuais aplicados neste trabalho possui uma grande similaridade com substancias
identificadas anteriormente, porém, com uma importante modificacdo, a substituicao
dos grupos reativos com o grupo tiol da cisteina catalitica por um grupo incapaz de

ligar-se covalentemente, FIGURA 4.16.
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FIGURA 4.16: Comparacdo entre estruturas e valores de ICsy entre compostos da literatura
e o inibidor encontrado neste trabalho Nequimed38

As duas principais diferencas entre os inibidores da literatura [87] e o
composto Nequimed38 sdo, a auséncia de um grupo metil fenila e a insercédo do
grupo 1,3-benzodioxolano. A variacdo no valor de K" dentro da série da literatura
entre 4 nM e > 10 uM indica que a variagcao do grupo reativo possui uma influéncia
mais pronunciada que o grupo metil-fenila, uma vez que este faz apenas interagdes
hidrofébicas com a enzima no sitio denominado como S4. Os compostos 1 e 4
possuem como diferenca de um oxigénio cetdnico na posicao  em relacédo ao grupo
tiol, que resulta em uma diferenca na afinidade do composto pela enzima de cerca
de mil vezes devido a uma interagdo de hidrogénio com histidina da triade catalitica
(His159). O oxigénio cetbnico € mantido na mesma posiCAo No composto
Nequimed38, mesmo assim, a poténcia é a ordem de micro molar. Estas
observacgdes indicam que a ligagdo covalente com a cisteina € imprescindivel para

maior poténcia nesta classe de compostos.

4.10 Relagdes Estrutura Atividade

Uma etapa imprescindivel no processo de descoberta de substancias
bioativas s8o a confirmagdo da atividade inibitéria de ligantes identificados e o
estabelecimento de rela¢des entre a estrutura quimica e a atividade bioldgica.
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O mecanismo de inibicdo competitivo e a constante de inibicdo de
substancias pertencentes a varias classes moleculares foram identificadas, através
dos métodos in silico e confirmag¢do nos ensaios bioguimicos via fluorimetria. Este
importante resultado motiva a confirmacéo e validacdo da atividade inibitoria através
do uso de substancias similares aos compostos identificados previamente. Foi
realizado uma busca por analogos das substancias pertencentes as novas classes
identificadas neste trabalho Nequimed24, Nequimed25, Nequimed30 e Nequimed42
nos bancos de moléculas comerciais ZINC e eMolecules. Foram encontradas
analogos das substancias Nequimed24 e Nequimed42. Os modelos computacionais
desenvolvidos previamente foram utilizados novamente para a selegdo das novas
séries de moléculas.

Os parametros utilizados para avaliar a atividade das substancias foram
poténcia (ICso) e eficiéncia do ligante (LE) e revelaram que existem atomos que nao
contribuem efetivamente para a atividade biolégica, desta forma, as novas séries de
substancias testadas possuiam estruturas simplificadas com remocao de grupos em
diferentes posicfes e variagcdes de substituintes de forma a examinar o modo de
interacdo e o esqueleto responsavel pelo reconhecimento molecular.

Uma vez que, o0 mecanismo de inibicdo das substancias ativas foi identificado
como competitivo e had somente o sitio catalitico da enzima disponivel para
interacdo, assumiu-se que seus analogos possuem 0 mesmo mecanismo de
inibicdo, desconsiderando possiveis efeitos alostéricos.

Foram adquiridas e testadas dez substancias analogas ao Nequimed24. O
anel dipirimidinona com a amida na posi¢ao 3 do nitrogénio 2, circulado com a elipse
em azul na FIGURA 4.17, foi o esqueleto mantido na série, uma vez que o modo de
interacdo predito por docagem molecular indicam que este esqueleto interage na
regido da triade catalitica com a amida sendo reconhecida pela Gly66, como é
observado nos complexos co-cristalizados. Dentre as dez substancias testadas,
cinco foram ativas; no entanto, menos potentes que a substancia de partida. Por
outro lado, a eficiéncia do ligante apresentada por estas novas substancias foi
mantida. Isto significa que os atomos preservados no esqueleto podem contribuir

efetivamente no processo de reconhecimento molecular.
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FIGURA 4.17: Estruturas das moléculas analogas ao Nequimed24 testadas contra a enzima
cruzaina, as unidades sdo ICs, em pM, LE em kcal mol™* NA™ e MW g mol™

Uma hipétese abordada € o anel dipirimidinbnico ocupar o sub-sitio S1 da
enzima, segundo o modo de interacdo predito por docagem molecular, FIGURA
4.18. Assumindo este modo de interacdo a amida ligada ao anel dipirimidindnico
interage na por¢ao central do sitio, onde ha uma caracteristica hidrofilica e o grupo

onde houve as variagdes estruturais podem ocupar o sub-sitio S2 da proteina, onde
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h& o maior interesse por ser o sitio com maior chance de apresentar seletividade
frente a enzima catepsina-L de humanos.

Os grupos selecionados para o estudo de SAR variaram a distancia do anel
subsequente a amida, a polaridade e tamanho dos grupos ligados a estes anéis.
Existe um pequeno bolsdo na proteina em uma regido préxima ao sub-sitio S2
(proximo a Glu205) que foi identificada recentemente por métodos de dinamica
molecular [223], estes substituintes permitem sondar a orientacdo e tamanho dos
grupos passiveis de serem acomodados nesta regido da proteina.

A principal caracteristica estrutural observada que diferencia as substancias
inativas das ativas foram a distancia de ligacdes entre o nitrogénio da amida e o anel
subsequente, com excecédo da substancia Nequimed159, todos os outros compostos
possuem pelo menos um CH2 alongando a cadeia. Uma hipétese € o alongamento
causar impedimento estérico e ndo permitir a acomodacao no sub-sitio S2.

A substancia Nequimed159 difere dos demais compostos pela presenca do
triazol ligado ao nitrogénio da amida, conferindo uma maior polaridade ao grupo, o
que pode ser detrimental para atividade nesta posi¢cdo, uma vez que o sitio S2 tem
caracteristica hidrofébica. O composto Nequimedl52 ndo mantém a amida e é
inativo, evidenciando que este grupo é fundamental para atividade.

Entre as substancias ativas, a que apresentou melhor potencia foi a
Nequimed162, com o anel fenila ligado ao nitrogénio da amida e com o grupo
oxadiazol na posicdo meta. A melhor eficiéncia do ligante foi Nequimed161 com o
grupo tiadiazol ligado diretamente ao nitrogénio da amida. As substituiches em
posicdes orto e para do anel fenila, nos compostos Nequimed150 e Nequimed158
apresentaram poténcia e eficiéncia dos ligantes mais baixas, demonstrando assim,
que a melhor posicdo para os substituintes aumentarem a poténcia € a meta. O
modo de interacdo proposto por docagem molecular é apresentado na FIGURA
4.18.
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Nequimed162
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FIGURA 4.18: Estruturas dos compostos Nequimed162 e Nequimed161 docadas no sitio da
cruzaina utilizando-se o programa Glide_XP. Estrutura cristalografica demonstrando a
posicdo de ligacdo do grupo oxadiazol na catepsina-L de Humanos [224]. Os subsitios da
enzima estdo enumerados como S1, S2 e S3

O substituinte dipirimidinona fica alocado no sub-sitio S1, onde esta a triade
catalitica. O sub-sitio S2 € hidrofébico e acomoda a fenila ou a isobutila, nas
substancias Nequimed162 e Nequimedl161, respectivamente. Observando-se o
complexo com a substancia Nequimedl162 fica claro que o oxadiazol na posicéo
meta do anel fenila fica direcionado na posi¢cdo do pequeno bolsdo da extensao do
sub-sitio S2, em uma pose semelhante aos inibidores da catepsina-L cristalizados
com a enzima, o que demonstra uma possivel razdo para as menores poténcias das
substituicdes em orto e para. O sub-sitio S3, mais superficial que os demais, sdo
inexplorados por estas substancias e oferece a oportunidade de insercdo de
substituintes nesta posi¢cao para o aumento de poténcia.

A outra série de substancias adquiridas foi analoga a Nequimed42, a
estratégia de simplificacdo molecular foi abordada devido as substancias
identificadas possuirem massa molecular proximo de 500 Da e poténcia na faixa de
baixo micromolar, 0 aumento da poténcia é obtido com a insercdo de novos grupos
capazes de realizarem interacdes especificas, 0 que normalmente resulta em um
crescimento molecular. Os aumentos da massa das substancias identificadas neste
projeto resultariam em moléculas que violariam as regras de Lipinski, diminuindo as
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chances de um bom perfil farmacocinético. Desta forma, a identificacdo das por¢cdes
moleculares conferem atividade para estas moléculas é essencial para iniciar a
etapa de otimizac&o de poténcia.

A complexidade molecular de Nequimed42 desta molécula gerou a
proposicao de dois esqueletos moleculares distintos, um com o grupo tiofeno com as
duas amidas, e outro com o triazol substituido com nas posi¢fes 1 e 2 com a fenila e
piperazina. Foram adquiridas oito substancias a FIGURA 4.19 apresenta os valores
de poténcia, eficiéncia do ligante e estruturas quimicas.

Quando o grupo tiofeno com as duas amidas foi mantido, a variacdo da
estrutura foi remover os grupos fenila e piperazina para avaliar sua contribuicdo para
poténcia. Por outro lado, quando o grupo triazol foi mantido foram testadas trés
substancias, uma com grupo fenila com caracteristicas hidrofébicas, uma nitrila que
poderia ligar-se a cisteina catalitica covalentemente e uma sulfona ciclica com

caracteristicas hidrofilicas.
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FIGURA 4.19: Estruturas das moléculas analogas ao Nequimed42 testadas contra a enzima
cruzaina, as unidades sdo ICs, em pM, LE em kcal mol™* NA™* e MW g mol™

Através desta série foi identificado que o grupo responsavel pela atividade é o
tiofeno com as amidas, pois foram as substancias que apresentaram atividade,
guando este grupo foi removido as substancias foram inativas. Comparando-se as
estruturas das moléculas Nequimed165 e Nequimed177 com a molécula de partida,
observa-se que a poténcia mantém-se praticamente inalterada, entretanto a massa
molecular das novas substancias é menor, o que resulta em um aumento da

eficiéncia do ligante e a demonstragdo que o grupo piperazina nao contribui para a
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atividade. A remocédo da fenila e piperazina (Nequimedl76) resultou em uma
pequena diminuicdo da atividade, entretanto a eficiéncia do ligante aumentou
significativamente, alcangando niveis de substancia matriz (LE > 0,30). A substancia
Nequimed172 é uma hibridacdo entre Nequimed42 e Nequimed38, apesar de inibir a
enzima esta substéncia apresentou poténcia e LE menores que 0S respectivos

precursores. Uma proposta para o modo de interacdo destas substancias é
apresentada na FIGURA 4.20.

Nequimedl165 Nequimedl176

FIGURA 4.20: Estruturas dos compostos Nequimed165 e Nequimed176 docadas no sitio da
cruzaina utilizando-se o programa Glide_XP. Os sub-sitios da enzima estdo enumerados
como S1, S2 e S3

O grupo amido-tiofeno € posicionado no sub-sitio S1, e possui boa
complementaridade com a triade catalitica. Uma caracteristica extremamente
importante a ressaltar nestas substancias € a inibicdo ser reversivel e ndo covalente,
uma vez que ndo ha grupos capazes de reagir covalentemente com a cisteina
catalitica. A validacdo destes ligantes, juntamente com a classe inovadora para esta
enzima qualificam estas substancias como promissoras para o desenvolvimento de
novas substancias, que podem ser obtidas através da otimizacédo da poténcia destas

substancias explorando o sub-sitio S3.

4.11 Ensaio in vitro contra T. cruzi na forma Tripomastigota

As seis substancias mais potentes encontradas frente a enzima cruzaina
foram submetidas ao ensaio in vitro contra a forma tripomastigota do parasito T.
cruzi em sangue infectado de camundongo. Este ensaio foi realizado na Escola de
Medicina da USP de Ribeirdo Preto, sob supervisdo do professor doutor Joao
Santana. O resultado é apresentado na FIGURA 4.21.
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FIGURA 4.21: Contagem do numero de parasitos em sangue infectado de camundongo em

diferentes concentragfes das substancias avaliadas que apresentaram atividade

Este ensaio semi-quantitativo permite a triagem das substancias a serem
avaliadas posteriormente nos ensaios de toxidez e quantitativos contra o T. cruzi. O
controle negativo utilizado nos ensaios foi PBS com DMSO e controle positivo foi o
farmaco comercial Benzonidazol. Dentre as seis substancias testadas, as
substancias Nequimed42 e Nequimed37 apresentaram atividade tripanossomicida
em niveis comparaveis ao benzonidazol. As duas substancias pertencem a classes
moleculares inéditas de inibidores da cruzaina, sendo que a classe tiofeno diamida
(Nequimed42) foi validada como inibidor da enzima através do estudo de relacao
estrutura atividade.

Estes resultados provém uma oOtima validagdo das estratégias abordadas
neste projeto que integram tecnologias, iniciando-se com ensaios virtuais aliados
com biologia molecular e ensaios bioquimicos para a descoberta de novas
substancias bioativas promissoras no desenvolvimento de novos agentes

quimioterapicos para o tratamento da doenca de Chagas.
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CAPITULO 5 - CONCLUSOES

A busca de novos inibidores da enzima cruzaina foi realizada utilizando
métodos virtuais baseados na estrutura do ligante e do receptor, foram construidos
modelos de QSAR, busca por similaridade quimica utilizando descritores
moleculares 3D e docagem molecular com distintos programas que contém
algoritmos de busca conformacional e funcfes de pontuacao diferentes.

A integracdo dos distintos métodos in silico foi abordada através do
desenvolvimento de uma estratégia de busca por moléculas em banco de dados que
iniciou no emprego de filtros moleculares no banco de moléculas comerciais ZINC
com cerca de 8,5 milhdes de estruturas, utilizacdo de programas de docagem de alto
desempenho que permitiu a avaliacdo de cerca de 3,5 milhdes de moléculas com
concomitante busca por similaridade quimica para gerar uma sub-colecao focada em
moléculas com caracteristicas apropriadas para o reconhecimento molecular pela
enzima cruzaina que contém 8 635 estruturas.

A integracdo dos métodos in silico, juntamente com a inspecao visual das
moléculas melhores listadas pela pontuagdo consensual permitiu a selecdo de 23
moléculas pertencentes a diferentes classes quimicas para serem avaliados nos
ensaios bioquimicos. Inicialmente as substancias foram testadas para a
determinacao de ICsy via fluorimetria e identificaram-se 12 substancias ativas com
poténcia entre 5,6 e 73,9 uM para cruzaina e 8,6 e 89,1 uM para a catepsina-L,
validando a estratégia de busca e os modelos virtuais estabelecidos previamente.
Os compostos ativos possuem os valores calculados das propriedades de Lipinski
satisfatorios, o0 que os capacitam a ter boas propriedades farmacocinéticas.

O mecanismo e a constante de inibicAo das substancias ativas foram
determinados e obteve-se K" entre 3,7 e 64,5 uM para a cruzaina e 3,8 e 87,1 uM
para a catepsina-L. O mecanismo de inibicdo observado para todos os compostos
foi o reversivel competitivo e substancias pertencentes a novas classes de inibidores
com afinidade baixo-micromolar foram identificadas: Nequimed24, Nequimed?25,
Nequimed30 e Nequimed42. Os processos integrados de descoberta de novos
ligantes ativos contra a cruzaina levaram a identificacdo de inibidores em
concentracbes micromolar sem que houvesse clara identificacdo de seletividade

frente & catepsina-L.
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A obtencédo do alvo biomacromolecular para estudos in vitro é essencial para
a identificacdo de substancias bioativas, desta forma foi implementado o protocolo
de expressdo e purificacdo da enzima cruzaina no grupo de Quimica Medicinal
NEQUIMED-PN. O sistema de expressao foi modificado, o DNA plasmidial contendo
0 gene da cruzaina foi retirado da bactéria E. coli DH5a e inserido em E. coli BL21-
DE3, para a etapa de renovelamento da proteina foi utilizado o método de dilise em
substituicdo ao método da diluicdo, os parametros cinéticos da enzima foram
determinados e corroboraram com os valores descritos na literatura confirmando o
sucesso na obtencdo da enzima ativa.

Uma etapa fundamental na descoberta de uma substancia bioativa é a
validacdo do ligante, realizada através de teste de compostos analogos com o
objetivo de estabelecer uma relagdo entre a estrutura quimica e a atividade
biologica. Foram testados analogos de duas substancias identificadas previamente
por métodos computacionais e com o0 mecanismo e afinidade pela enzima cruzaina
elucidados. As duas substancias de partida foram simplificadas e tiveram suas
massas moleculares diminuidas, os analogos ativos analogos a Nequimed24
apresentaram coeficientes de eficiéncia do ligante semelhantes a substancia de
partida e os analogos a Nequimed42 apresentaram um aumento da eficiéncia do
ligante, sendo que um deles (Nequimed176) atingiu o valor 0,33 kcal mol* NA™
superior ao limite inferior de uma substancia matriz. O estudo de relagdes estrutura
atividade, proveu informacfes a respeito de grupos potencias para interacdo na
cavidade localizada na extensdo do sub-sitio S2 identificado recentemente, o grupo
oxadiazol na posicdo meta da fenila apresentou um aumento da poténcia através de
uma possivel interacdo nesta extensao do sub-sitio S2.

A avaliacdo dos seis inibidores da enzima cruzaina identificados com maior
afinidade contra o T. cruzi cepa Y resultou na descoberta de duas substancias
tripanossomicidas com poténcia comparavel ao farmaco utilizado na terapéutica, o
Benzonidazol®, com alto valor agregado de informacées. Isto porque foi proposto um
projeto com alvo biolégico promissor, descobertos os inibidores deste alvo,
demonstrado a atividade nos ensaios bioquimicos cinéticos enzimaticos e ensaios
contra a forma infectiva do parasito. A integracdo das tecnologias em quimica
medicinal permitiu uma significativa contribuicdo através da identificacdo de
substancias promissoras para a génese de um novo farmaco contra a doenca de

Chagas.
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PERSPECTIVAS

O desenvolvimento de uma estratégia integrada de métodos de ensaios
virtuais baseados na estrutura do receptor e do ligante resultou na descoberta de
uma nova classe molecular com atividade frente a enzima cruzaina e ao parasito T.
cruzi. Desta forma, a utilizacdo dos modelos computacionais desenvolvidos e
validados sera util nas etapas de otimizacdo molecular, através da retro-alimentacéo
dos modelos; propondo novas estruturas, aplicando nos modelos, realizando os
testes in vitro e adicionando as novas informacdes para torna-los mais abrangentes
e preditivos, principalmente no desenvolvimento de novos modelos de relagdes
quantitativas entre as estruturas e a atividade biologica.

Em relacdo a nova classe molecular, os analogos do composto Nequimed42
ativos contra a enzima serdo submetidos aos ensaios in vitro contra o parasito e
também de toxidez em linhas celulares de mamiferos. Uma vez que 0s compostos
se mostrem seguros, deverdo ser submetidos a otimizacdo da poténcia contra a
enzima cruzaina. Para isto, o modo de interacdo devera ser confirmado por um
método experimental como cristalografia de proteinas para resolucdo da estrutura
tridimensional. De acordo com o modo de interacdo predito por docagem molecular
as substancias ocupam os sub-sitios S1 e S2, a insercdo de substituintes capazes
de ocuparem os sub-sitios S3 e S4 sdo a oportunidade de explorar novas relacdes
estrutura atividade desta classe molecular.

Por fim, as informagfes dos testes de atividade contra o parasito é uma
oportunidade do desenvolvimento de modelos para a predicdo da atividade
tripanossomicida de novas substancias. Baseado na estrutura dos inibidores
enzimaticos ativos contra o parasito € possivel a construcdo de um banco de dados
com as informagfes fisico-quimicas e estruturais das substancias e também da
atividade biologica. Alguns exemplos de modelos a serem desenvolvidos séo
métodos quimiomeétricos, para discriminar entre ativos e inativos, métodos de

similaridade quimica e rela¢des estrutura atividade.
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