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CORREA, D. S. Docking de compostos da familia das ariloxazinas em enzimas
relacionadas com a malaria. 2010. 155f. Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia) —
Universidade Federal de Sao Carlos, Sdo Carlos, 2010.

RESUMO

A maléria, causada principalmente pelo Plasmodium falciparum, atinge cerca de 500 milhGes
de pessoas e causa aproximadamente um milhdo de mortes todos os anos. Para o
desenvolvimento de novos farmacos contra esta doenca, uma das abordagens possivel é
identificar uma enzima que desempenhe papel vital no desenvolvimento do P. falciparum e
apresente propriedades significantemente diferentes das enzimas humanas correspondentes,
de modo que tais diferencas possam ser exploradas no design de inibidores especificos a
proteina do parasita. Existem evidéncias sugerindo que aumentar o estresse oxidativo pode
inibir eficientemente o crescimento do parasita causador da maléria e, portanto, a enzima
Glutationa Redutase do P. falciparum (GRPf), responsavel por sua defesa antioxidante,
tornou-se um alvo em potencial para o desenvolvimento de inibidores. Também, o bloqueio
da acdo da Diidrofolato Redutase-Timidilato Sintase do P. falciparum (DHFR-TSPY)
interrompe a produgdo de dTMP e a sintese de DNA no parasita. Ainda, espera-se que a
inibicdo da Lactato Desidrogenase do P. falciparum (LDHPf) interrompa a producdo de ATP
no parasita e, consequentemente, cause sua morte. Portanto, estudou-se o comportamento de
compostos da familia das ariloxazinas, da cloroquina e do azul de metileno nos sitios de
ligacdo destas enzimas, além das enzimas humanas correspondentes para fins de comparacéo,
por meio de calculos de docking. As estruturas tridimensionais das enzimas foram obtidas no
Protein Data Bank (PDB). As estruturas dos inibidores da familia das ariloxazinas, por sua
vez, foram obtidas por meio de modelagem molecular, utilizando os programas HyperChem
6.01 e MOPAC2009, a partir de estruturas cristalograficas semelhantes obtidas no Cambridge
Structural Database; ja as estruturas da cloroquina e do azul de metileno foram obtidas
também no PDB. Os célculos de docking destes compostos nos sitios de ligacdo das enzimas
estudadas foram realizados utilizando o programa GOLD 4.0.1. Com base nos resultados de
docking, sugere-se que as enzimas GRPf e DHFR-TSPf ndo sdo alvos preferenciais da
cloroquina. Também, pdde-se elucidar o possivel modo de ligacdo do azul de metileno nas
enzimas GRh e GRPf. No geral, foi possivel sugerir ainda que as ariloxazinas devam
apresentar maior afinidade pela GRh, seguida por GRPf, DHFRh, DHFR-TSPf, LDHPf e
LDHh, nesta ordem. Nas GRs, o sitio da interface foi o sitio preferencial de ligacdo. Para se
buscar inibidores da familia das ariloxazinas com maior afinidade pela GRPf, sugere-se
considerar um pentafluorfenil como substituinte na posicdo N10, como no composto 2e.
Ainda, na busca por ariloxazinas com maior afinidade pela LDHPf, sugere-se considerar um
carboximetil na posicdo N3 (como o de 5b) e um pentafluorfenil na posicdo N10 (como em
2¢). Por fim, foi obtido que as ariloxazinas estudadas possivelmente apresentardo, em geral,
uma maior afinidade pela DHFRh do que pela DHFR-TSPf. Estes dados podem ser tomados
como ponto de partida para o design de novos compostos da familia das ariloxazinas, a fim de
gue possam atuar como compostos lideres na busca por novos farmacos contra a malaria.

Palavras-chave: Docking. Ariloxazinas. Glutationa Redutase. Diidrofolato Redutase-
Timidilato Sintase. Lactato Desidrogenase. Plasmodium falciparum. Maléria.



CORREA, D. S. Docking of arilloxazines in enzymes related to malaria. 2010. 155f.
Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia) — Universidade Federal de Sdo Carlos, Sdo Carlos,
2010.

ABSTRACT

Malaria disease, caused mainly by Plasmodium falciparum parasite, afflicts about 500 million
people and causes nearly one million deaths every year. For the development of new drugs
against this disease, one possible approach is to identify an enzyme that plays a key role in P.
falciparum development and presents significantly different properties from the
corresponding human one. These differences can be exploited in the design of specific
inhibitors of the parasite’s protein, thus, three different enzymes were selected as possible
targets. As there are evidences suggesting that increasing oxidative stress can effectively
inhibit the growth of the malarial parasite the enzyme Glutathione Reductase of P. falciparum
(PfGR), responsible for the parasite’s antioxidant defense, has become a potential target for
the design and development of inhibitors. The second target was the P. falciparum
Dihydrofolate Reductase-Thymidylate Synthase (PfDHFR-TS), and in this case blocking its
action stops the dTMP production and DNA synthesis in the parasite. The third chosen target
was the P. falciparum Lactate Dehydrogenase (PfLDH), whose inhibition interrupts the ATP
formation and thus causing the death of the parasite. So that a family of arilloxazines
compounds, together with chloroguine and methylene blue, were studied by means of docking
simulations in the binding sites of these enzymes and also in the corresponding human
enzymes for comparison. The three-dimensional structures of the enzymes and of chloroquine
and methylene blue were obtained from the Protein Data Bank (PDB). The structures of the
arilloxazines compounds, in turn, were obtained by molecular modeling with HyperChem
6.01 and MOPAC2009 programs, using as starting models similar crystallographic structures
deposited in the Cambridge Structural Database. Docking simulations were performed using
GOLD 4.0.1. The docking results showed that the enzymes PfGR and PfDHFR-TS are not the
preferential targets of chloroquine. For the methylene blue it was possible to elucidate its
binding mode in hGR and PfGR. Regarding the arilloxazines it was possible to show that they
present their higher affinity for hGR, followed by PfGR, hDHFR, PIDHFR-TS, PfLDH and
hLDH. In the case of GRs, the interface site was the preferred binding site. The results
suggest that if arilloxazines compounds with higher affinity for PfGR are desirable then a
pentafluorophenyl should be attached at the N10 position, as in the 2e compound. When
searching for arilloxazines with higher affinity for PfLDH, it seems to be desirable a
carboxymethyl group at the N3 position (as in 5b) and a pentafluorophenyl group at N10 (as
in 2e). Finally, the results suggest that in general the studied arilloxazines probably will
present a higher affinity for hDHFR than PfDHFR-TS. All these results are an important
starting point for the design of new arilloxazines ligands so that they can be used as lead
compounds in the search for new drugs against malaria.

Keywords: Docking. Arilloxazines. Glutathione Reductase. Dihydrofolate Reductase-
Thymidylate Synthase. Lactate Dehydrogenase. Plasmodium falciparum. Malaria.
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1 REVISAO BIBLIOGRAFICA E INTRODUCAO AO PROBLEMA

1.1 A Maléaria

A maléria tropical representa uma ameaga crescente a salde humana,
afetando anualmente de 200 a 500 milhdes de pessoas ao redor do mundo e causando a morte
de aproximadamente um milhdo de individuos, na grande maioria criangas (FIOCRUZ —
www.fiocruz.br; BREMAN, 2001; BRAGA e FONTES, 2002; GREENWOOD e
MUTABINGWA, 2002; SACHS e MALANEY, 2002). Esta doenca aparece em mais de 100
paises, apesar de estar confinada principalmente em areas tropicais pobres da Africa, Asia e
América Latina; cerca de 40% da populacdo mundial convivem sob o risco de contagio. Na
América Latina, 0 maior numero de casos é verificado na Amazonia brasileira, com registro
de cerca de 500 mil casos/ano (BRAGA e FONTES, 2002). A Figura 1 apresenta a
distribuicdo desta moleéstia no mundo nas ultimas décadas (SACHS e MALANEY, 2002);
apesar de muito antiga, a malaria continua sendo um dos principais problemas de saude
publica no mundo (BRAGA e FONTES, 2002). Esta é, de longe, a doenca tropical e
parasitaria que mais causa problemas sociais e econdmicos no mundo, sendo superada em

niamero de mortes apenas pela AIDS (FIOCRUZ - www.fiocruz.br; WHO -

www.who.int/en).

Tropico de Capricornio

Alto risco de malaria if % v o

B 1994 5 ' e R b
1966 B ¥ v

1946

Figura 1 — Distribuicdo global da malaria nas dltimas décadas. Adaptado de Sachs e Malaney (2002).


http://www.fiocruz.br/ccs/glossario/aids.htm
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Os parasitas causadores da maléria pertencem ao filo Apicomplexa, familia
Plasmodiidae e género Plasmodium (BRAGA e FONTES, 2002). A infeccdo malérica inicia-
se quando esporozoitos infectantes dos parasitas sdo inoculados no tecido subcutaneo ou,
menos frequentemente, diretamente na corrente sanguinea do homem por meio da picada de
seu inseto vetor, os mosquitos do género Anopheles. Estas formas saem da circulagédo
sanguinea do individuo infectado dentro de 30 a 60 minutos e alcangam os hepatécitos, onde
evoluem. Evidéncias mostram que 0s esporozoitos atravessam diversos hepatdcitos antes de
continuarem seu desenvolvimento normal (MILLER et al., 2002). Uma vez invadido o
hepatdcito, os esporozoitos se diferenciam em trofozoitos pré-eritrociticos, os quais se
multiplicam por reproducdo assexuada (esquizogonia) e originam 0s esquizontes teciduais e,
posteriormente, se desenvolvem em milhares de merozoitos, os quais invadirdo os eritrocitos
ao sairem do figado. Esta primeira fase do ciclo & denominada exo-eritrocitica, pre-eritrocitica
ou tissular e, portanto, precede o ciclo sanguineo do parasita. A malaria so se inicia uma vez
que os parasitas assexuados se multipliguem nos eritrocitos humanos (BRAGA e FONTES,
2002; MILLER et al.,, 2002). Um esquema do ciclo de vida do parasita Plasmodium
falciparum causador da malaria aparece na Figura 2.

O chamado ciclo eritrocitico inicia-se quando 0s merozoitos tissulares
invadem os glébulos vermelhos do individuo infectado. Inicialmente, o desenvolvimento
intra-eritrocitico do parasita se d& por reproducdo assexuada, com consequente formacéo de
novos merozoitos que invadirdo outros eritrocitos. O parasita P. falciparum se desenvolve em
48 horas produzindo cerca de 20 novos merozoitos por parasita maduro, capazes de invadir
novos eritrocitos. Depois de algumas geracdes de merozoitos sanguineos, uma pequena
proporcao destes parasitas assexuados se diferencia em gametdcitos, que sdo estagios
sexuados de desenvolvimento e que ndo mais se dividem. Estes gametocitos sdo importantes
na transmissdo da doenca, uma vez que seguem seu desenvolvimento somente no mosquito
vetor, dando origem novamente aos esporozoitos (Fig. 2). O ciclo sanguineo se repete
sucessivas vezes, a cada 48 horas, nas infeccdes pelo P. falciparum, o principal causador da
malaria no homem (BRAGA e FONTES, 2002; MILLER et al., 2002).
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Figura 2 — Ciclo de vida do parasita P. falciparum. Adaptado de Miller et al. (2002).

Os trofozoitos e esquizontes sanguineos se nutrem da hemoglobina do
individuo parasitado. A digestdo desta molécula ocorre dentro de um vacuolo digestivo,
formando-se o pigmento malarico ou hemozoina, que consiste em mondmeros ou dimeros de
ferriprotoporfirina IX (grupo heme), metemoglobina e proteinas plasmodiais. Apos o término
da reproducdo assexuada e consequente rompimento da membrana celular dos eritrocitos
parasitados, esta hemozoina que se acumulou no citoplasma do eritrocito € entdo liberada no
plasma e, posteriormente, fagocitada pelas células de Kupffer no figado ou pelos macréfagos
do baco e outros 6rgdos (BRAGA e FONTES, 2002).

Enquanto se alimenta do sangue do individuo infectado, a fémea do
mosquito anofelino ingere as formas sanguineas do parasita (Fig. 2). Entretanto, somente os
gametdcitos serdo capazes de evoluir no interior do inseto, dando origem ao ciclo sexuado ou
esporogonico. Os esporozoitos, que sdo liberados apds a ruptura da parede do oocisto, se
disseminam por todo o corpo do inseto, por meio da hemolinfa, até atingir as células das
glandulas salivares, onde podem, entdo, atingir o canal central destas e, assim, ingressarem no
ducto salivar para serem injetados no hospedeiro vertebrado, juntamente com a saliva, durante
0 repasto sanguineo infectante (BRAGA e FONTES, 2002; MILLER et al., 2002).

Assim, a transmissdo natural e mais comum da maléria a0 homem se da

quando fémeas de mosquitos do género Anopheles, parasitadas com esporozoitos em suas
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glandulas salivares, inoculam estas formas infectantes durante a picada (BRAGA e FONTES,
2002; WHO — www.who.int/en). Apesar de menos comum, a infeccdo malérica pode ser
transmitida de outras maneiras, acidentalmente, como resultado de transfusdo sanguinea,
compartilhamento de seringas contaminadas e acidentes em laboratorio. A infeccdo congénita
tem sido raramente descrita (BRAGA e FONTES, 2002).

Apenas o ciclo eritrocitico assexuado é responsavel pelas manifestacdes
clinicas e patoldgicas da maléria. A destruicdo dos eritrocitos e consequente liberacdo dos
parasitas e de seus metab6litos na circulagdo provocam uma resposta do hospedeiro,
determinando alteracfes morfoldgicas e funcionais observadas no individuo com maléria.
Embora a malaria seja uma doenca complexa e que provavelmente 0s mecanismos
determinantes das diferentes formas clinicas da doenga ndo possam ser representados por um
Unico esquema, 0s conhecimentos atuais de como 0S muitos processos patogénicos se
combinam para provocar a doenca nos levam as interacdes entre os seguintes fenémenos:
rapida expansdo da massa de eritrocitos infectados, destruicdo tanto de hemécias parasitadas
qguanto nao-parasitadas, toxicidade resultante da liberacdo de citocinas no processo
inflamatdrio e sequestro dos eritrécitos parasitados na rede capilar com consequente obstrucao
microvascular (no caso especifico do P. falciparum), fendmenos estes que se combinam e
levam a uma reducdo da irrigacdo sanguinea e da oxigenacdo dos tecidos (BRAGA e
FONTES, 2002; MILLER et al., 2002). Uma das caracteristicas principais da biologia do P.
falciparum € sua capacidade de causar a aderéncia dos eritrocitos infectados ao revestimento
interno de pequenos vasos sanguineos (Fig. 2), o que leva a consideravel obstrucdo da
irrigacdo de tecidos. A destruicdo de eritrocitos é também inevitavel na malaria e, desta
maneira, a anemia causada compromete o transporte de oxigénio. Estes processos gerais, que
afetam muitos tecidos, podem também se concentrarem em 0Orgdos especificos em algumas
situacbes, como, por exemplo, na placenta durante a gravidez, uma vez que as hemécias
infectadas podem se aderir a placenta (MILLER et al., 2002) (Fig. 2).

Uma fase sintomatica inicial caracterizada por mal-estar, dores de cabeca,
cansaco e dores musculares geralmente precede a classica febre malarica. Esta febre coincide
com a ruptura das hemécias ao final da reproducdo assexuada dos parasitas e é geralmente
acompanhada de calafrio e sudorese; a temperatura corporea pode atingir 41°C ou mais. Apos
um periodo de duas a seis horas, a febre comeca a diminuir e o individuo passa a apresentar
sudorese profunda e fraqueza intensa. Passadas algumas horas, os sintomas desaparecem e 0
paciente sente-se melhor (BRAGA e FONTES, 2002).
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O tratamento adequado da doenca é hoje a necessidade fundamental para o
controle efetivo da maléria. Sabe-se que o principal causador das infec¢cGes mais severas e
mortes por maléria é o parasita P. falciparum e que o problema é agravado pelo surgimento de
resisténcia aos farmacos antimaléricos atualmente disponiveis (como a cloroquina, um
composto barato e amplamente utilizado, e a sulfadoxina/pirimetamina) e pelo aumento de
sua distribuicdo geogréfica, como consequéncia das mutacdes exibidas pelo protozoario
(MULLER et al., 1995; SAVVIDES e KARPLUS, 1996; BRAGA e FONTES, 2002;
MILLER et al., 2002; YUVANIYAMA et al., 2003; KRAUTH-SIEGEL, SCHIRMER e
BAUER, 2005). Isto enfatiza a necessidade do desenvolvimento de novos agentes
quimioterapicos, com novos mecanismos de acdo (SARMA et al., 2003). Para isso, uma das
abordagens possivel € identificar uma enzima que desempenhe um papel vital no
desenvolvimento do P. falciparum e apresente propriedades significantemente diferentes das
enzimas que desempenhem papel semelhante no hospedeiro humano, de modo que tais
diferencas possam ser exploradas no design de inibidores especificos a proteina do parasita, a
fim de se desenvolver agentes terapéuticos seletivos contra a doenca (SESSIONS et al.,
1997).

1.2 Mudanca de Paradigma — Bioinformatica Estrutural

Nos ultimos anos, a pesquisa de novos farmacos vem sofrendo uma
mudanca radical. Inicialmente, a busca por novos compostos e alvos era desenvolvida através
da disponibilidade de obtencdo experimental de dados biol6gicos, sendo um processo
interdisciplinar, caro e demorado. Nesta nova era de descobrimento de farmacos, o impasse
ndo € mais a geracdo de dados, mas a sua interpretacdo. Os avancos cientificos alteraram o
modo como as pesquisas farmacéuticas produzem novas moléculas bioativas: atualmente,
ferramentas computacionais possibilitam métodos in silico, como screening virtual,
modelagem por homologia e docking molecular, aplicados tanto para facilitar as varias etapas
da pesquisa, aumentando a velocidade na identificacdo e otimizacdo de compostos lideres,
como para criar modelos para explicar dados experimentais; o docking molecular é uma
metodologia computacional que tem sido utilizada com sucesso para ambas as finalidades
(MOUSTAKAS et al., 2006; RESTER, 2006). O sucesso destes métodos in silico dependem

do entendimento a fundo do sistema estudado e do uso correto das ferramentas
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computacionais (RESTER, 2006). Assim, a modelagem molecular através da bioinformatica,
que utiliza dados das mais diversas &reas da ciéncia e as mais modernas e Uteis ferramentas
computacionais, € também uma arte e, quando utilizada por especialistas, tem alcangado
sucesso em detectar compostos que possam atuar como farmacos.

O reconhecimento molecular é uma questdo fundamental na biologia
estrutural. A interacdo entre moléculas € um pré-requisito para quase todos os eventos
bioldgicos, sendo o fator responsavel pela ligacdo seletiva de um composto de baixo peso
molecular a uma biomolécula especifica. Sendo assim, para termos um acesso mais rapido a
agentes terapéuticos devemos ndo s entender, mas, tambem, sermos capazes de prever 0S
detalhes estruturais de eventos de reconhecimento molecular (GSCHWEND, GOOD e
KUNTZ, 1996).

Com o advento da cristalografia de Raio X de alta resolucdo e NMR
(ressonéncia magnética nuclear), fisicos, quimicos e bidlogos estruturais puderam estudar
estas interacdes moleculares em detalhes atdmicos. Estas novas informagdes, combinadas
com ferramentas computacionais e de visualizagdo molecular, ajudaram a criar o campo do
planejamento racional de farmacos (EWING e KUNTZ, 1997). A simulacdo computacional,
utilizada no estudo do reconhecimento molecular, € um importante componente do
planejamento racional de farmacos (EWING et al., 2001). Neste tipo de planejamento, utiliza-
se a informacdo contida na estrutura tridimensional de uma macromolécula-alvo e dos
complexos ligante-macromolécula na tentativa de se otimizar a ligacdo de uma molécula ou
série de moléculas, a fim de se desenvolverem novos farmacos contra importantes doengas.
Os métodos computacionais sd80 necessarios para extrair todas as informacdes relevantes de
estruturas tridimensionais disponiveis e utiliza-las de maneira inteligente e eficiente no design
de potenciais ligantes para alvos determinados (McCARTHY, 1999; MOUSTAKAS et al.,
2006).

1.2.1 O Docking Molecular

Uma importante etapa no planejamento racional de farmacos é o processo
de docking molecular, o qual utiliza o conhecimento da estrutura tridimensional de um
receptor complexado com um composto lider para entender o mecanismo (ou modo) de

interacdo entre eles. Estes conhecimentos serdo entdo utilizados para propor novos ligantes de
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forma a otimizar a interacdo com o sitio estudado da macromolécula alvo (KONTOYIANNI,
MCcCLELLAN e SOKOL, 2004). Isto porque o docking permite predizer a(s) orientacdo(0es)
e/ou conformacdo (8es) de um ligante ou familia de ligantes no alvo (EWING e KUNTZ,
1997; EWING et al., 2001; MOUSTAKAS et al., 2006). Assim serd possivel planejar um
composto que interaja de forma mais eficaz, reduzindo a dosagem e entdo provavelmente com
menos efeitos colaterais; em suma, um farmaco melhor (EWING et al., 2001).

Por estes motivos, 0 método de docking tem sido largamente utilizado na
industria de desenvolvimento racional de novos farmacos. Docking é um termo utilizado para
métodos computacionais que tentam encontrar o melhor “encaixe” entre duas moléculas (um
receptor e um ligante): dadas as coordenadas atdmicas de duas moléculas, tenta-se prever a
associacdo entre elas (Fig. 3). Um dos principais objetivos deste método € predizer a
orientacdo e a conformacdo do ligante no sitio escolhido na macromolécula alvo (uma
enzima, proteina ou DNA, por exemplo), apontando residuos de amino&cidos cruciais para a
interacdo entre ambas (KUNTZ et al., 1982). Resumidamente, docking € a identificacdo do
modo de ligagdo de uma pequena molécula, ou ligante, em um sitio de ligacdo de uma
macromolécula, ou receptor, cuja estrutura € conhecida ou foi modelada (EWING et al.,
2001). A utilidade deste método, e em particular aquele que sera utilizado nesta dissertacéo,
pode ser apreciada pelo fato de permitir reconstruir complexos experimentais (JONES,
WILLETT e GLEN, 1995; JONES et al., 1997).

1.2.1.1 Algoritmos Geneticos Aplicados ao Docking Molecular

Os diversos programas computacionais de docking molecular atualmente
disponiveis utilizam em seus célculos diferentes algoritmos, os quais podem ser diferenciados
entre si pelo mecanismo de busca utilizado para se determinar as posi¢Ges dos ligantes no
interior dos sitios de ligacao e pela funcdo escore utilizada para se predizer o melhor modo de
ligacdo destas moléculas. Um destes algoritmos é o algoritmo genético (AG), que tem sido
aplicado no docking de ligantes flexiveis em sitios de ligacdo de proteinas (JONES e
WILLETT, 1995; WILLETT, 1995).
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\ / Macromoléculaalvo

Predicao do complexo

ligante-receptor

Figura 3 — Esquema mostrando o resultado do docking de um ligante com uma macromolécula. O
ligante € um inibidor da familia das ariloxazinas e esta representada a superficie do monémero A da
macromolécula glutationa redutase humana, que € o alvo.

AGs sdao uma classe de algoritmos que mimetizam algumas das
caracteristicas principais da evolucdo Darwiniana, utilizando ideias baseadas na linguagem da
genética natural e evolugdo bioldgica. E um procedimento de busca ndo-deterministico que
procura fornecer rapidamente boas, mas ndo necessariamente 6timas, solu¢@es para problemas
de otimizacdo combinatorial que demandam recursos computacionais pesados demais para
serem investigados utilizando algoritmos convencionais. Existe atualmente um grande
interesse no uso de AGs para aplicagdes no reconhecimento molecular e design de novas
moléculas, visto que estes sdo, por natureza, problemas inerentemente combinatoriais (JONES
e WILLETT, 1995; JONES, WILLETT e GLEN, 1995; WILLETT, 1995; MORRIS et al.,
1998).

Em AGs, um “cromossomo” ¢ o nome dado a uma estrutura de dados
computacionais que representa uma possivel solucdo ao problema sob investigacdo (no caso
do docking, uma possivel orientacdo e conformacdo do ligante no sitio de ligacdo da proteina)
e 0 AG manipula uma populagdo (grupo de solugfes) contendo, tipicamente, algumas dezenas
de tais cromossomos. Na execucdo de um AG, uma populacdo inicial € normalmente gerada

designando valores aleatorios para cada um dos elementos de cada cromossomo. Cada um dos
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cromossomos resultantes é, entdo, checado para verificar sua “aptidao” (fitness), que é uma
medida de 0 qudo “boa” € a solu¢do que determinado cromossomo representa. Assim, cada
cromossomo pode ser associado a um valor de aptidao, calculado a partir de uma “fungéo
fitness”, baseado no mérito relativo daquela solucdo. Estes valores de aptiddo sdo também
utilizados na selecdo de individuos para atuarem como cromossomos “parentais” na criagao
de geracOes subsequentes.

O cromossomo mais “apto” ¢ manipulado, por meio de operadores
genéticos, para formar novos cromossomos (criacdo de populacbes subsequentes) que sdo,
entdo, novamente avaliados. Alguns dos principais operadores genéticos sdo: “cruzamento”
(ou “crossover”), o qual combina partes dos cromossomos mais aptos da geracdo anterior para
produzir noOvos cromossomos, e “mutagao”, a qual introduz novas informagdes aleatoriamente
(introduz perturbacGes aleatdrias) em um cromossomo (Fig. 4). O operador cruzamento
necessita, portanto, de dois cromossomos parentais (“cruzados” aleatoriamente) e produz dois
cromossomos filhos (que herdam os “genes” dos pais), enquanto que a mutagdo necessita
apenas de um cromossomo pai e produz um filho (JONES, WILLETT e GLEN, 1995;
WILLETT, 1995; MORRIS et al., 1998).

Além disso, melhor do que manipular uma grande populacdo de
cromossomos, pode-se utilizar um ambiente distribuido conhecido como modelo de ilhas.
Este envolve muitas subpopulacdes e a migracdo de cromossomos individuais entre estas. Foi
observado que este modelo de ilhas melhora a eficiéncia do AG. Aparece aqui, entdo, mais
um operador genético: migracdo. Este operador migracdo copia um individuo de uma ilha
para uma ilha vizinha (JONES et al., 1997).

O AG aplica repetidamente 0s operadores genéticos, resultando em
Cromossomos que substituem os membros menos aptos da populacdo até que uma condi¢do
de término seja alcancada. Esta condicdo de término pode ser, por exemplo, a criacdo de
algum niimero maximo de populacdes (JONES, WILLETT e GLEN, 1995; WILLETT, 1995;
MORRIS et al., 1998).
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Figura 4 — Esquema de acdo dos operadores genéticos cruzamento e mutacdo. O operador cruzamento
combina partes de dois cromossomos parentais, produzindo dois cromossomos filhos, enquanto que o mutacéo
introduz uma nova informagéo no cromossomo parental, gerando um novo cromossomo filho.

Os cromossomos parentais sdo selecionados para o0 processamento por um
operador genético por meio de um método que da mais chance de reproducdo a membros da
atual populacdo que apresentem os valores de aptiddo maiores, isto é a membros que
representem uma melhor solugéo para o problema sob investigagdo. O modo mais comum de
selecdo é através do Metodo da Roleta, no qual a probabilidade de um cromossomo em
particular ser escolhido para atuar como “pai” € diretamente proporcional a sua aptiddo; este
processo é analogo ao giro de uma roleta, onde cada membro da populacdo representa uma
fatia da roleta que € proporcional a sua aptiddo (fitness), o que introduz uma pressao evolutiva
no algoritmo (Fig. 5). Esta énfase na sobrevivéncia do mais apto assegura que, ao longo do
tempo, a populacdo deve se mover em direcdo a uma solucdo 6tima, isto é, ao melhor modo
de ligacdo, desde que a funcdo fitness seja eficiente em predizer afinidades de ligacdo. Este
mesmo Método da Roleta é utilizado para escolher qual operador genético deve ser aplicado
durante a execucdo do algoritmo; aqui, a probabilidade de um operador em particular ser
selecionado é diretamente proporcional ao seu peso, definido pelo usuério, o qual reflete o
grau de importancia relativa que o usuario associa a cada um dos operadores disponiveis para
uma aplicacdo especifica (JONES, WILLETT e GLEN, 1995; WILLETT, 1995; MORRIS et
al., 1998).

A formacdo de nichos também é uma técnica comumente utilizada em AGs,
e cujo objetivo é preservar a diversidade da populacdo. Quando se adiciona um novo
individuo na populacdo, a técnica de nicho envolve comparar este individuo com todos o0s
membros da populacdo para determinar se algum membro habita 0 mesmo “nicho” que o

novo individuo. No docking, isto corresponde a examinar as solugdes e verificar se existem
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solugdes semelhantes: se 0o RMSD (root-mean-square deviation) entre as coordenadas
tridimensionais de seus &tomos forem menores do que um determinado valor — definido pelo
usuario —, pode-se dizer que os individuos (solugdes) compartilham o mesmo nicho. Assim, o
novo individuo substitui o membro menos apto do nicho, € ndo 0 membro menos apto da

populacdo total, preservando, desta maneira, a diversidade na populacdo (JONES et al., 1997).

E Individuo 1
¥ Individuo 2

B Individuo 4

/

Ponto de selegio

Figura 5 — Método da Roleta. Este método ¢ analogo ao giro de uma roleta. Observe que cada “fatia” é
proporcional a aptidao do individuo. Portanto, ao “girar” a roleta, quanto maior a aptidao do individuo, maior a
probabilidade de este parar no “ponto de sele¢do”. Neste exemplo, o individuo 1, com um fitness de 87, é o que
tem maior probabilidade de ser selecionado.

Deste modo, pode-se resumir a operacdao de um AG da seguinte maneira
(um esquema aparece na Figura 6):
1 —um grupo de operadores genéticos (cruzamento, mutacdo, migracéo, etc) é escolhido. Para
cada operador é assinalado um peso;
2 — uma populacdo inicial é criada aleatoriamente e a aptidao de seus membros € determinada;
3 — um operador genético é escolhido utilizando o Método da Roleta, baseado nos pesos
dados aos operadores;
4 — 0s cromossomos parentais solicitados pelos operadores séo escolhidos através do Método
da Roleta, baseado em suas aptiddes (sele¢do proporcional a aptidao dos individuos);
5 — o0 operador é aplicado, cromossomos filhos sdo produzidos e suas aptiddes sao avaliadas;
6 — se ainda nédo estiverem presentes na populagdo, os cromossomos filhos substituem os

membros menos aptos da populagdo (ou de seus nichos);
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7 — se uma solucdo aceitavel foi encontrada, o algoritmo para; se ndo, volta para o passo 3
(WILLETT, 1995; JONES et al., 1997).

OrientacBes e/ou contormacdes dos
Populacaoinicial (aleatoria) — ¢ . ¢
ﬂ, ligantes

Cilculo da aptidao —— Funcéio fifness

4

e Selecio dos individuos

J

Operadores geneticos —

1
J

Calculo da aptidéiio da nova populacao

—> Meétodo da Roleta

Mutagfio, cruzamento e migragio
(Método da Roleta)

Nie i Solucdo: orentagio e/ou conformacio
I — Solucio encontrada? — . L . -
_ do ligante no sitio de ligagio

Jl Sim

Figura 6 — Esquema da operagdo de um algoritmo genético em um calculo de docking. Adaptado de
Miranda, 2000.

Na operacdo de um AG, assim como na natureza, a Unica informacao
disponivel durante a execucdo do programa € aquela contida na atual populacdo de
cromossomos. As repetidas aplicacdes de operadores genéticos aos cromossomos mais aptos
resultam em um aumento na aptidao (fitness) média da populacdo ao longo do tempo e, desta
maneira, na identificacdo de solucbes cada vez melhores ao problema sob investigacdo;
portanto, solu¢cdes mais adaptadas ao seu meio “reproduzem”, enquanto as menos adaptadas
tendem a desaparecer. Em um caso ideal, a aptiddo dos cromossomos converge a um valor
constante que corresponde a solucdo 6tima do problema; entretanto, ndo é possivel garantir
que isto va acontecer, de modo que tal valor convergido geralmente corresponde a uma boa,
mas ndo Otima, solugdo. Os AGs tém mostrado serem capazes de descrever comportamentos

extremamente complexos em um grande espectro de aplicagBes, incluindo reconhecimento
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molecular e design de novos compostos (JONES, WILLETT e GLEN, 1995; WILLETT,
1995; MORRIS et al, 1998).

1.2.1.2 GOLD - Genetic Optimisation for Ligand Docking

Os estudos de estruturas cristalograficas por difracdo de raio X de proteinas
complexadas com ligantes de alta afinidade revelaram que estes parecem adequar-se a forma
da cavidade do receptor, de forma a maximizar a contribui¢do hidrofébica a ligagdo, além de
interagirem em diversos sitios onde é possivel formar ligacdes de hidrogénio. Desta maneira,
o0 principal requerimento para uma ligacdo de alta afinidade parece ser a complementaridade
da forma tridimensional do ligante e da proteina, além da habilidade do ligante em formar
ligacGes de hidrogénio em pontos chaves quando associado ao sitio de ligacdo. Para entender
como e por que os inibidores se ligam a uma enzima, por exemplo, este conceito de forma
complementar entre as superficies das moléculas é tratado como uma ferramenta de grande
utilidade. As contribuicdes mais significantes desta complementaridade de forma sé&o
provavelmente as interacGes dispersivas entre 0os atomos da proteina e do ligante, juntamente
com uma contribuicdo entrépica que surge a partir do deslocamento de aguas ordenadas do
sitio receptor para o solvente. Assim, uma simulacéo suficientemente precisa de muitas destas
interacdes pode ser o suficiente para explicar e predizer o modo de ligacdo da maioria dos
ligantes de alta afinidade (JONES, WILLETT e GLEN, 1995; JONES et al., 1997).

Por conta disto, o AG utiliza uma nova representacdo do processo de
docking. O algoritmo genético presente no programa GOLD (Genetic Optimisation for
Ligand Docking), por exemplo, leva em conta o mapeamento entre atomos doadores para
ligacGes de hidrogénio e pares de elétrons isolados no ligante e na proteina, além dos angulos
torcionais das moléculas (considera a variabilidade conformacional do ligante e da proteina);
em cada cromossomo estd codificada uma conformacdo interna das moléculas e inclui um
“mapa” dos aceptores e doadores de ligagdes de hidrogénio no ligante e na proteina. O
programa GOLD adota um AG que utiliza uma estratégia evolucionaria na exploracdo da
flexibilidade conformacional total do ligante, com uma flexibilidade parcial da proteina na
regido do sitio de ligacdo (JONES e WILLETT, 1995; JONES, WILLETT e GLEN, 1995;
JONES et al., 1997).
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Na execucdo de um calculo de docking no programa GOLD, primeiramente
uma populacdo de potenciais solugdes (possiveis orientacdes e conformagbes do ligante no
sitio estudado) é criada aleatoriamente. Cada membro da populacao esta codificado como um
cromossomo, o qual contém informagdes conformacionais e os angulos de tor¢do que podem
ser modificados (do ligante e de algumas cadeias laterais de aminoéacidos do sitio receptor),
além do mapeamento de pares de elétrons isolados (de potenciais atomos aceptores de ligacao
de hidrogénio) e hidrogénios (de potenciais atomos doadores para ligacdes de hidrogénio) no
ligante e na proteina — complementaridade entre doadores e aceptores de ligacdo de
hidrogénio. O cromossomo contém, ainda, informacfes sobre mapeamento dos pontos
hidrofébicos do ligante com pontos hidrofobicos da proteina.

Para posicionar o ligante no interior do sitio de ligacdo, na decodificacdo do
cromossomo o AG utiliza uma rotina de minimos quadrados, em uma tentativa de se formar
tantas ligacdes de hidrogénio quanto forem possiveis (sugeridas no mapeamento dos aceptores
e doadores de ligacdo de hidrogénio presente nos cromossomos), definindo, desta maneira,
uma orientacdo do ligante no sitio estudado. Assim, as conformacfes do ligante e do sitio
ativo resultantes da rotacdo torcional sdo examinadas para se determinar a extensdo do
encaixe entre atomos de hidrogénio e pares isolados e, portanto, a possibilidade de uma
ligacdo de hidrogénio ser formada entre cada possivel par doador-aceptor (JONES, WILLETT
e GLEN, 1995; WILLETT, 1995; JONES et al., 1997).

No docking molecular que utiliza AG, a aptiddo é representada pela energia
de interacdo total do ligante com a proteina e € avaliada utilizando-se uma funcao de energia
(MORRIS et al., 1998). Para cada cromossomo é assinalado um escore fitness baseado na
predicdo de sua afinidade de ligacao e esta fung¢do escore ¢ utilizada para ordenar (“ranquear”)
os modos de ligacdo gerados nos calculos de docking (JONES et al., 1997). A funcéo escore
do programa GOLD é uma combinacdo da energia de van der Waals para a interacéo ligante-
proteina (capaz de descrever uma contribuicdo significante da energia hidrofobica da ligacao),
a energia interna da conformacdo do ligante (descrita através de mecénica molecular) e a
energia de ligacdo de hidrogénio para o complexo (JONES e WILLETT, 1995; JONES,
WILLETT e GLEN, 1995; JONES et al., 1997).

A funcdo fitness, portanto, € avaliada em seis estagios: (1) uma conformacéo
do ligante e do sitio receptor da proteina é gerada; (2) o ligante é posicionado no interior deste
sitio utilizando um procedimento de minimos quadrados; (3) a energia de ligacdo de
hidrogénio é obtida para o complexo; (4) a energia de van der Waals é obtida para a interagdo

ligante-proteina; (5) expressdes de mecanica molecular sdo utilizadas para gerar uma medida



33

da energia interna do ligante; (6) a soma destes termos de energia (com seus respectivos
pesos) é realizada para dar um escore fitness final. Os diferentes pesos dos componentes de
energia da funcdo escore do programa GOLD foram determinados através de ajustes
empiricos para melhor reproduzir estruturas conhecidas de ligantes complexados a
macromoléculas (JONES, WILLETT e GLEN, 1995; JONES et al., 1997).

Apo6s a formacdo aleatdéria de uma populacgdo inicial e o calculo da aptiddo
de seus individuos, a populacdo de cromossomos €, entdo, otimizada iterativamente. A cada
passo sdo aplicados os operadores genéticos descritos acima: mutacdo pontual do
cromossomo, cruzamento de dois cromossomos e migracdo de um membro da populacdo de
uma ilha para outra. A selecdo dos cromossomos parentais é sempre tendenciosa no sentido
dos membros mais aptos da populacéo (solu¢cdes com melhores escores fitness), utilizando-se
0 Meétodo da Roleta para esta selecdo. Cada um dos operadores genéticos retira informagoes
dos cromossomos parentais e relne estas informacgdes nos cromossomos filhos. Os
cromossomos filhos entdo substituem os membros menos aptos de seu nicho (ou, se for o
caso, da populacdo total). Os pesos dados a estes operadores governam as frequéncias
relativas dos trés tipos de operacfes que podem ocorrer durante a otimizacdo geométrica
(mutacdo, cruzamento e migragdo). Assim, cada vez que o algoritmo genético seleciona um
operador, ele o faz de modo aleatdério, mas tendencioso, novamente utilizando o Método da
Roleta.

No GOLD as entradas para 0 AG sdo a localizacdo e o tamanho do sitio
receptor, indicados pelo usuério, além do ligante que serd complexado neste sitio. As saidas,
por sua vez, sdo as conformacBes do ligante e da proteina associadas ao cromossomo mais
apto na populacao final quando as condi¢6es de término do algoritmo sdo satisfeitas (embora
outros cromossomos, com escores fitness piores, possam ter melhores encaixes ao receptor).
Este programa tem se mostrado eficiente na predicdo dos modos de ligacdo de um grande
namero de ligantes flexiveis (JONES, WILLETT e GLEN, 1995; WILLETT, 1995; JONES et
al., 1997).

Apos a analise dos resultados dos célculos de docking em tela grafica, o
complexo receptor-ligante (ou os possiveis complexos) pode(m) entdo ser selecionado(s),
obtendo-se um possivel posicionamento para os ligantes no sitio de ligacdo dos receptores
alvo (KUNTZ et al., 1982; SHOICHET e KUNTZ, 1991; SHOICHET, BODIAN e KUNTZ,
1992).
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1.3 A Escolha das Macromoléculas Alvo

A identificacdo de novos alvos para o desenvolvimento de farmacos
antimalaricos mais eficientes foi um dos objetivos principais do projeto genoma dos parasitas
do género Plasmodium. Entretanto, decidir quais produtos dos genes s&o alvos ideais para o
desenvolvimento de quimioterdpicos continua ainda uma questéo dificil (YEH et al., 2004).

Nesta questdo, uma das possiveis abordagens € identificar uma enzima que
desempenhe um papel vital no desenvolvimento do parasita causador da maléria, o P.
falciparum, e, a0 mesmo tempo, apresente propriedades significantemente diferentes das
enzimas que desempenhem papel semelhante no hospedeiro humano. Desta forma, estas
diferencas podem ser exploradas no design de inibidores que sejam especificos a proteina do
parasita, sem causar grandes distarbios no metabolismo normal do hospedeiro, a fim de se

desenvolver agentes terapéuticos seletivos contra a doenga (SESSIONS et al., 1997).

1.3.1 A Glutationa Redutase

A vida aerObica requer a manutencdo de um meio redox intracelular
adequado, que minimize a geracdo de espécies reativas do metabolismo do oxigénio
(“ERMOs”), como 0s anions superdxidos (O;"), peréxido de hidrogénio (H,0,) e radicais
hidroxila (OH"), as quais afetam 4&cidos nucléicos, proteinas, lipidios e membranas,
prejudicando, desta maneira, fungdes metabdlicas essenciais. As ERMOSs, ou radicais livres,
referem-se, de maneira simples, a atomos ou moléculas altamente reativos que contém
namero impar de elétrons em sua Ultima camada eletrénica; é este ndo-emparelhamento de
elétrons da Ultima camada que confere alta reatividade a estes 4&tomos ou moléculas
(FERREIRA e MATSUBARA, 1997; ROVER JUNIOR et al., 2001).

Todos os componentes celulares sdo suscetiveis a acdo das ERMOs. Sendo
assim, em sistemas aerdbicos é essencial o equilibrio entre agentes 6xido-redutores (como 0s
radicais livres) e o sistema de defesa antioxidante (FERREIRA e MATSUBARA, 1997): em
condi¢des normais, a concentracdo destes agentes Oxido-redutores dentro das células é
extremamente baixa pelo fato de existirem moléculas antioxidantes que as removem ou

impedem sua formacdo (ROVER JUNIOR et al., 2001). A célula, entdo, possui um sistema de
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defesa antioxidante que pode atuar em duas linhas: uma ¢é a acdo detoxificadora do agente
antes que ele cause leséo, levada a cabo, por exemplo, pela glutationa reduzida (GSH),
superoxido-dismutase, glutationa peroxidase (GSH-Px) e vitamina E; a outra linha de defesa,
por sua vez, tem a funcdo de reparar a lesdo ocorrida, sendo constituida pela enzima
Glutationa Redutase, pelo &cido ascorbico, entre outros (FERREIRA e MATSUBARA,
1997).

A Glutationa Redutase (GR) é uma flavoenzima ubiqua cuja fungdo é
manter a alta concentracdo celular da forma reduzida do peptideo GSH (o agente
detoxificador) e a baixa concentracdo de sua forma oxidada (GSSG), sendo uma enzima
chave no mecanismo de defesa celular contra o estresse oxidativo de diversos organismos. A
GR é um dimero funcional, o que significa que residuos de aminoacido dos dois monémeros
participam do sitio ativo da enzima (PAIl e SCHULZ, 1983; SCHONLEBEN-JANAS et al.,
1996).

Uma das principais fungdes da GSH ¢ a de eliminar redutivamente o H,0, e
os hidroperoxidos organicos, os quais podem danificar irreversivelmente a hemoglobina e as
membranas celulares; o acumulo descontrolado de peroxidos resulta no rompimento
prematuro da célula. Estes peroxidos sdo eliminados por meio da reacdo com a GSH,
catalisada pela enzima GSH-Px. Apo0s a reacdo da GSH com os radicais livres esta se oxida,
formando GSSG (duas moléculas de GSH unidas por uma ligacdo dissulfeto entre seus grupos
sulfidrila — Figura 7 e Figura 8). Assim, a GSSG precisa voltar a forma reduzida GSH; isto
ocorre por meio da reducdo da GSSG pelo NADPH, catalisada pela enzima GR (Fig. 8), uma
etapa essencial para manter integro o sistema de protecdo celular. Esta enzima, portanto, ndo
age diretamente na remocéao de espécies radicalares, mas é responsavel pela regeneracdo da
glutationa a sua forma reduzida, tendo como objetivo impedir a paralisacdo do ciclo
metabolico da GSH. Existe uma importante correlacdo entre os niveis de glutationa em sua
forma reduzida e os mecanismos enzimaticos de defesa (FERREIRA e MATSUBARA, 1997;
VOET, VOET e PRATT, 2000; ROVER JUNIOR et al., 2001).

Pode-se descrever a atuacdo da enzima GR da seguinte forma
(SCHONLEBEN-JANAS et al., 1996):

Reducao da glutationa: GSSG + NADPH + H* —SR 2 GSH + NADP*
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Figura 7 — Estrutura tridimensional da glutationa. Em A, temos a glutationa reduzida (2 GSH); em B, a
glutationa oxidada (GSSG). Note que na GSSG ocorre uma ligacdo dissulfeto (seta) entre os grupos sulfidrila
dos residuos de cisteina. Figuras feitas com o programa DS Visualizer 2.0 (DS Visualizer 2.0, 2007).
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Figura 8 — Interconversdo da glutationa em suas formas reduzida e oxidada. Adaptado de Rover Jlnior
et al. (2001).

2

Um pronunciado distdrbio no equilibrio entre os agentes oxidantes presentes
no meio e a capacidade antioxidante do P. falciparum resulta em danos irreversiveis ao
parasita (MULLER et al., 1995). O P. falciparum é sensivel ao estresse oxidativo e, durante
seu estagio eritrocitico, fica exposto a esta condi¢do. A partir destas informacdes, o estudo do
aumento deste estresse se tornou uma via atrativa para o design de novos farmacos, com
diversas evidéncias sugerindo que este aumento pode inibir o crescimento do parasita
eficientemente (KRAUTH-SIEGEL et al., 1996; SARMA et al., 2003; MULLER, 2004).
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Também, sabe-se que uma elevagdo do conteldo de GSH, produto da
enzima GR, nos parasitas leva a um aumento na resisténcia a alguns farmacos, como a
cloroquina, enquanto que a deplecdo desta mesma GSH em linhagens de P. falciparum
resistentes pode devolver a sensibilidade a este farmaco tdo utilizado (OLLIARO, 2001;
GINSBURG, 2002). Assim, um modo de suprimir a tolerancia a cloroquina, por exemplo,
seria um tratamento contendo a prépria cloroquina em combinacdo com um composto
cloroquina-sensibilizador e, na busca por possiveis sensibilizadores a este farmaco,
importantes candidatos sdo os inibidores da enzima Glutationa Redutase do P. falciparum
(GRPf — Figura 9), pois desestabilizam o pool de GSH intra-parasitica (DAVIOUD-
CHARVET et al., 2001).

Figura 9 — Representacdo esquematica da estrutura tridimensional da enzima GRPf (obtida sob o cddigo
lonf no PDB). Em vermelho estéo as hélices-a e em verde as folhas-f. Em stick aparece o FAD (um em cada
mon6mero). As setas cheias apontam para a regido do sitio ativo, enquanto que a seta pontilhada aponta para a
regido do sitio da interface. Figura feita com o programa DS Visualizer 2.0 (DS Visualizer 2.0, 2007).

Desta maneira, a enzima antioxidante GRPf do parasita malarial pode ser
considerada um alvo importante para o desenvolvimento de inibidores que possam atuar como
farmacos contra a malaria (KRAUTH-SIEGEL et al., 1996; SARMA et al., 2003; MULLER,

2004) pois, além de ser essencial para a defesa antioxidante e mecanismos de reparos do
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parasita (MULLER et al., 1995), ainda esta envolvida no desenvolvimento de resisténcia aos
farmacos antimalaricos atuais (DAVIOUD-CHARVET et al.,, 2001; OLLIARO, 2001;
GINSBURG, 2002; SARMA et al., 2003). Além disso, a GR humana (GRh) e a GRPf
apresentam algumas diferencas fundamentais, o que pode ser desejavel para o caso de se
querer inibir seletivamente a enzima do parasita, sem causar um disttrbio no metabolismo do
hospedeiro (SARMA et al., 2003).

Os compostos candidatos a farmacos para atuarem na GRPf geralmente sdo
também estudados na GRh, observando as similaridades e diferengas nos complexos
formados, a fim de atuarem seletivamente na enzima do parasita. Foram descritos dois sitios
principais de ligagdo de inibidores nestas enzimas (Fig. 9): o sitio ativo, que inclui os residuos
envolvidos na ligacdo do substrato GSSG, e o sitio da interface, que se refere a uma cavidade
formada na regido da juncdo dos dois mondmeros que constituem estas GRs (SARMA et al.,
2003; KRAUTH-SIEGEL, SCHIRMER e BAUER, 2005).

Na GRPT, o sitio da interface é particularmente um sitio de interesse para o
design de inibidores, uma vez que somente nove, dos 21 residuos de aminoacidos, sao
conservados entre a enzima humana e a do parasita. Ainda, suas formas e caracteristicas
quimicas variam entre as duas enzimas: a parte “superior” da cavidade da enzima do parasita
(proxima ao par de residuos de aminoacidos Asn456/Asn456) € muito menor do que a
regido correspondente na GRh e, além disso, esta cavidade é neutra na GRPf e negativamente
carregada na GRh (SARMA et al., 2003). Sabe-se, também, que esta reentrancia é o sitio de
ligacdo de heteroarenos volumosos, como o acido 6-hidroxi-3-0xo0-3H-xantona-9-propiénico
(XAN) e compostos da familia das ariloxazinas (KRAUTH-SIEGEL, SCHIRMER e BAUER,
2005). Uma hipétese que explica como a ligacéo a este sitio interfere na atividade da enzima é
a de que os inibidores, quando ligados a este sitio, deslocam as hélices 37-62 e 37°-62’, as
quais fazem parte da parede desta cavidade mas também carregam consigo as cisteinas
cataliticas do sitio de ligacdo da GSSG das duas subunidades da enzima, alterando a
distribuicdo eletronica no sitio ativo, jA que estas hélices funcionam como um dipolo e
permitem o transporte de cargas entre os sitios (SAVVIDES e KARPLUS, 1996;
SCHONLEBEN-JANAS et al., 1996; VEGA-TENIDO, CARACELLI e ZUKERMAN-
SCHPECTOR, 2006).
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1.3.2 A Diidrofolato Redutase-Timidilato Sintase

Diferentemente do que ocorre em bactérias e eucariontes superiores, que
possuem enzimas Diidrofolato Redutase (DHFR) e Timidilato Sintase (TS) separadas, nos
protozoarios as enzimas correspondentes aparecem juntas, como uma proteina bifuncional — a
Diidrofolato Redutase-Timidilato Sintase (DHFR-TS) (IVANETICH e SANTI, 1990;
YUVANIYAMA et al., 2003). O dominio diidrofolato redutase da enzima DHFR-TS do P.
falciparum (DHFRPf) é um dos poucos alvos bem definidos para o design de farmacos
antimalaricos (RASTELLI et al., 2000). Antifolatos antimalaricos, tais como a pirimetamina e
0 proguanil, tém sido utilizados had muito tempo no tratamento da malaria, inibindo a
atividade diidrofolato redutase da enzima Diidrofolato Redutase-Timidilato Sintase do P.
falciparum (DHFR-TSPf). A eficacia dos inibidores desta enzima, entretanto, esta atualmente
comprometida devido as mutagdes ocorridas no sitio ativo da DHFRPf (YUVANIYAMA et
al., 2003).

A DHFR-TSPf catalisa reagfes sequenciais no ciclo do timidilato,
produzindo um importante cofator utilizado neste ciclo (FERONE, 1977; IVANETICH e
SANTI, 1990). O dominio timidilato sintase catalisa a conversdo de desoxiuridina
monofosfato (dUMP) e 5,10-metilenotetraidrofolato (CH;Hsfolato) a desoxitimidina
monofosfato (dTMP) e diidrofolato (H.folato). O dominio diidrofolato redutase, por sua vez,
catalisa a reducdo subsequente do diidrofolato, utilizando o NADPH como cofator, para
regenerar o tetraidrofolato (Hsfolato) necessario para transferéncia de carbonos. A enzima
serino transidroximetilase (STH) regenera, entdo, o CH,H,folato necessario para continuar a
sintese de dTMP (IVANETICH e SANTI, 1990) (Fig. 10). Deste modo, a interrup¢do do
funcionamento da DHFR por inibidores desta enzima leva a baixos niveis de tetraidrofolato
reduzido, um cofator necessario nas importantes reacdes de transferéncia de um carbono na
biossintese de purinas, pirimidinas e aminoacidos (GREGSON e PLOWE, 2005),
interrompendo, portanto, a producdo de dTMP e a sintese de DNA (FERONE, 1977,
IVANETICH e SANTI, 1990; YUVANIYAMA et al., 2003).

A fim de se desenvolver novos antifolatos mais eficientes, é importante
conhecer a estrutura molecular da DHFR-TSPf, como ela interage com seu substrato e
inibidores, bem como conhecer como as mutagdes afetam as interagdes com estes compostos.
O dominio DHFRPf apresenta similaridade sequencial e estrutural com enzimas DHFR de

outras espeécies, inclusive com a humana (DHFRh), mas com diferencas suficientes para uma
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inibicdo preferencial, o que faz desta um importante alvo para quimioterapicos (LEMCKE,
CHRISTENSEN e JORGENSEN, 1999; YUVANIYAMA et al, 2003). A reentrancia
hidrofdébica do sitio ativo da DHFRPf apresenta em uma extremidade a Ser108 e, na outra, 0
grupo carboxilico do Asp54 (Fig. 11) (WARHURST, 1998). O sistema aromaético
heterociclido do substrato e de muitos inibidores conhecidos se encaixa entre estes residuos de
aminoécidos (GREGSON e PLOWE, 2005).

dTMP NADPH

H,folato

dUMP NADP*

CH,H,folato H,folato

Gly Ser

Figura 10 — ReacGes sequenciais do ciclo da sintese de dTMP, com as respectivas enzimas envolvidas
(adaptado de IVANETICH e SANTI, 1990).

A base molecular do surgimento da resisténcia a antifolatos foi amplamente
elucidada recentemente: sabe-se que esta resisténcia surge a partir de mutacdes pontuais que
levam a mudancas nos aminoacidos de certas posi¢cdes da enzima; a primeira mudanca ocorre
no residuo da posicdo 108 (S108N) e subsequentemente em outros residuos, como 0s das
posicdes 16 (Al6V), 51 (N51I), 59 (C59R) e 164 (1164L) da DHFR-TSPf (Fig. 11)
(RASTELLI et al., 2000; YUVANIYAMA et al., 2003). Devido ao surgimento da resisténcia
a antifolatos como consequéncia destas mutagdes, torna-se importante o estudo de novos

compostos que possam atuar como inibidores da DHFR-TSPH.

1.3.3 A Lactato Desidrogenase

Durante seu ciclo assexuado intraeritrocitico, os parasitas malariais
dependem extensivamente do metabolismo anaerébio da glicose para a producdo de ATP,

pois necessitam de um alto nivel de producdo de energia para manter sua rapida taxa de
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multiplicacdo, de modo que a fermentacdo anaerdbia da glicose constitui a maior fonte
metabdlica de ATP nesta fase (SHERMAN, 1979; BROWN et al., 2004; CHOI et al., 2007).
Desta maneira, todas as enzimas participantes do metabolismo da glicose do P. falciparum
representam alvos em potencial para o design de novos farmacos na luta contra a maléria
(BROWN et al., 2004).

Figura 11 — Inibidor WR99210 no sitio ativo do dominio diidrofolato redutase da DHFR-TSPf. Os
residuos de aminoacido nas posi¢cfes onde surgiram mutacdes que conferiram resisténcia aos antifolatos
aparecem em destaque, com excecdo do Asp54 que aparece na figura por ser um residuo crucial para a catélise.

Uma destas enzimas € a L-lactato desidrogenase (LDH) do P. falciparum
(LDHPTf — Figura 12), essencial para 0 modo de vida anaerobio do parasita (SESSIONS et al.,
1997). A LDHPf é uma enzima chave do metabolismo da glicose do P. falciparum,
catalisando a etapa final da glicOlise durante seu estagio intraeritrocitico anaerobio, reduzindo
0 piruvato a L-lactato e, simultaneamente, convertendo NADH a NAD", regenerando o NAD”
para o uso continuo na glicolise (DECK et al., 1998; BROWN et al., 2004; CAMERON et al.,
2004; CHOI et al., 2007; SHOEMARK et al., 2007). Como esta enzima é fundamental para a
producdo de energia no parasita, espera-se que qualquer composto que bloqueie a acdo da
LDHPf pare a producdo de ATP, com subsequente morte do P. falciparum (CAMERON et
al., 2004; BROWN et al., 2004; CHOI et al., 2007).

A enzima LDHPf difere das isozimas humanas em muitas caracteristicas
estruturais e cinéticas importantes (SHOEMARK et al., 2007), sugerindo que uma

seletividade na inibicdo pode ser possivel (CHOI et al., 2007). Uma comparagdo entre as
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estruturas cristalograficas da LDH humana (LDHh) e do P. falciparum mostrou algumas
diferencas estruturais fundamentais entre ambas. Primeiramente, aparece um deslocamento
significativo do cofator NADH em relagéo a outras formas de LDH, sugerindo que a LDHPf
apresenta um modo Unico de associa¢do com este cofator e, portanto, uma cavidade de ligacdo
do NADH distinta (DUNN et al., 1996; READ et al., 1999). Além disso, existe, em relacdo as
outras LDHSs conhecidas, uma insercéo de cinco residuos de aminoécidos em um loop flexivel
na superficie da enzima, o qual confere especificidade ao substrato e define seu sitio de
ligagdo, criando uma cavidade distinta na superficie adjacente a regido catalitica (DUNN et
al., 1996; SESSIONS et al., 1997; BROWN et al., 2004). A combinagdo destas mudancas
produz um aumento no volume da reentrancia do sitio ativo na LDHPf comparado com a
enzima humana (CAMERON et al., 2004) e explica muitas das propriedades bioquimicas
Unicas da enzima LDHPf (DUNN et al., 1996), sugerindo que esta pode constituir um alvo
apropriado para o design de antimalaricos seletivos (READ et al., 1999). Além disso, 0s sitios
de ligacdo do cofator e do substrato da LDHPf apresentam muitos residuos de aminoacidos
unicos quando comparados a LDH humana, como a Lys102, Pro246, Pro250, Asn197 e
Leul63 (SESSIONS et al., 1997; DECK et al., 1998; CHOI et al., 2007), sugerindo que estes
sitios podem ser alvos para farmacos seletivos (DECK et al., 1998; BROWN et al., 2004;
CHOI et al., 2007; SHOEMARK et al., 2007).

Figura 12 — Representacdo esquematica da estrutura quaternéria do tetramero LDHPf (codigo 1cet no
PDB), onde cada mondmero aparece em uma cor diferente.
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1.4 Os Inibidores — Ariloxazinas, Cloroquina e Azul de Metileno

O surgimento da resisténcia dos parasitas causadores da malaria aos
farmacos antimalaricos mais baratos e tradicionais tornou estes ineficazes. Como a malaria
afeta paises, em sua maioria, com poucos recursos destinados a salde publica, as
caracteristicas de um tratamento ideal para esta doenca sdo diferentes daquelas para doencas
de paises mais desenvolvidos. Assim, um antimalérico ideal deve ser barato para sintetizar,
possuir boa biodisponibilidade oral, ser bem tolerado pelo paciente, entre outras
caracteristicas (PLOUFFE et al., 2008).

Os compostos da familia das ariloxazinas (Fig. 13) apresentam propriedades
favoraveis, tais como baixa toxicidade e baixos custos de producao, alem de terem mostrado
possuir atividade antimalarica contra o P. falciparum (SCHONLEBEN-JANAS et al., 1996),
sendo, por isso, recomendados como candidatos a farmacos contra a malaria
(SCHONLEBEN-JANAS et al., 1996; KRAUTH-SIEGEL, SCHIRMER e BAUER, 2005).

Q“’ "‘r‘°

Figura 13 — Estrutura geral dos compostos da familia das ariloxazinas. Adaptado de Sarma et al. (2003).

A fim de se entender a relacdo estrutura-atividade destes compostos, foram
feitos estudos cinéticos de uma série de ariloxazinas nas enzimas GRh e GRPf. Além disso,
com base em dados cristalograficos sabe-se que pelo menos dois derivados desta familia se
ligam ao sitio da interface da GRh (SCHONLEBEN-JANAS et al., 1996). Para a enzima do
P. falciparum, entretanto, ndo foram obtidos, ainda, cristais de complexos GRPf-ariloxazina
(SARMA et al., 2003). Desta maneira, 0 modo de ligacdo destes compostos a enzima GRPf
permanece incerto.

O composto cloroquina (Fig. 14), da classe quinolina, é um dos farmacos
mais comumente utilizados no tratamento contra a malaria. Este composto foi desenvolvido
como um farmaco antimalarico durante a Segunda Guerra Mundial e passou a ser a forma

mais barata e eficaz para a profilaxia e tratamento da malaria, até a resisténcia comegar a se
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espalhar ao redor do mundo no inicio da década de 60. Apesar do surgimento da resisténcia
do P. falciparum a este farmaco, ainda ha interesse no estudo dos compostos da classe
quinolina, pois, embora os compostos desta classe sejam utilizados h4 muitos anos, os
mecanismos de acdo e de surgimento de resisténcia estdo longe de serem totalmente
entendidos, sendo ainda hoje alvo de debates (FOLEY e TILLEY, 1998; DAVIOUD-
CHARVET et al., 2001; OLLIARO, 2001; GINSBURG, 2002).
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Figura 14 — Cloroquina. Adaptado de Ridley (2002).

A perda de eficacia da cloroquina levou a uma intensa pesquisa no modo de
acdo deste farmaco, sendo propostos varios mecanismos para sua atividade e para o
surgimento de resisténcia (FOLEY e TILLEY, 1998; DAVIOUD-CHARVET et al., 2001;
OLLIARO, 2001). A hipotese mais aceita é a de que a cloroquina interfere de algum modo no
processo de alimentacao do parasita, inibindo o processo de degradacdo da hemoglobina pelo
P. falciparum (FOLEY e TILLEY, 1998). Embora a cloroquina possa se ligar a lactato
desidrogenase do parasita, esta enzima parece ndo ser o alvo preferencial deste inibidor.
Assim, o alvo preferencial da cloroquina no parasita permanece incerto (READ et al., 1999).

Por fim, o composto antimalarico azul de metileno (Fig. 15) é conhecido por
interferir no metabolismo da glutationa de eritrocitos parasitados. Este foi o primeiro agente
quimioterapéutico a ser utilizado com sucesso em humanos e, comparado com muitos outros
agentes antiparasiticos, € um composto barato, além de ser um farmaco ja aprovado. A enzima
GR foi a primeira molécula identificada como alvo do azul de metileno no parasita. Sabe-se
que este composto atua como um inibidor ndo-competitivo da GRPf e que provavelmente se
liga ao sitio da interface da GRh, como é o caso da maioria dos inibidores triciclicos
conhecidos desta enzima (FARBER et al., 1998; KRAUTH-SIEGEL, SCHIRMER e BAUER,
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2005; BUCHHOLYZ, et al., 2008). Entretanto, os detalhes da interacdo entre o azul de metileno

e as enzimas GRh e GRPf, a nivel estrutural, ndo sdo conhecidos.

Figura 15 — Azul de metileno. Adaptado de Krauth-Siegel, Schirmer e Bauer (2005).
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2 OBJETIVOS

Os objetivos deste trabalho incluem produzir conhecimento sobre processos
bioldgicos relacionados com o metabolismo do parasita malarial, em nivel molecular e
utilizando a bioinformaética, para que seja possivel sugerir compostos que possam atuar como
potenciais farmacos. Ainda, pretende-se elucidar, por meio da formacdo de complexos
enzima-inibidor tedricos, 0 comportamento dos inibidores da familia das ariloxazinas e da
cloroquina nos sitios de ligacdo das enzimas Glutationa Redutase, Diidrofolato Redutase-
Timidilato Sintase e Lactato Desidrogenase do P. falciparum. Também serd analisada a
interacdo dos mesmos inibidores com as enzimas humanas correspondentes para fins de
comparagdo. Desta maneira, pretende-se criar modelos tedricos para explicar dados
experimentais, quando estes estiverem disponiveis na literatura, identificando os complexos
mais favoraveis e, ainda, sugerindo modificacGes nos inibidores para se otimizar a ligagdo das
moléculas as enzimas do parasita causador da malaria, a fim de que estes possam atuar como

farmacos contra esta moléstia.
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3 MATERIAIS E METODOS

O primeiro passo foi selecionar, em bancos de dados, as coordenadas
tridimensionais dos dtomos das enzimas que foram utilizadas como alvo neste projeto e
selecionar seus sitios de ligacdo. Em uma etapa seguinte, os ligantes foram modelados e
preparados para os célculos. Quando as duas classes de moléculas haviam sido selecionadas e
preparadas para os estudos de docking, foram realizados os célculos para simular a formagéo
dos complexos, 0s quais foram avaliados posteriormente com auxilio da visualizacdo gréfica e
avaliacdo dos parametros obtidos. Toda a metodologia seguiu 0 esquema mostrado na Figura
16.

PREPARACAO [ PREPARACAO DA
DO LIGANTE __  MACROMOLECULA
Coordenadas
Busca no CSD obtidas no PDB
Moc:[e!ag,}em Escolha dos
molecuiar sitios de ligacdo
Coordenadas do Iiganfé ’Coordenadas do receptor

DOCKING

Analise em tela
rafica
9 Complexo
Avaliacao de . receptor-ligante
parametros b
obtidos

Figura 16 — Esquema da metodologia utilizada no trabalho.
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3.1 Obtencéo das Estruturas Tridimensionais dos Receptores

As coordenadas atomicas estruturais das enzimas utilizadas no trabalho
foram obtidas de bancos de dados de macromoléculas biolégicas, como o Protein Data Bank
— PDB (PDB - www.rcsh.org/pdb) e PDBSum (PDBSum — www.ebi.ac.uk/thornton-
srv/databases/pdbsum/). Foram estudadas as enzimas: Glutationa Redutase humana, com
codigos PDB 1gra (KARPLUS e SCHULZ, 1989; PDB — www.rcsh.org/pdb) e 1xan
(SAVVIDES e KARPLUS, 1996; PDB — www.rcsh.org/pdb); Glutationa Redutase do P.
falciparum, codigo lonf (SARMA et al., 2003; PDB — www.rcsh.org/pdb); Diidrofolato
Redutase-Timidilato Sintase do P. falciparum, de codigos 1j3i, 1j3j e 1j3k (YUVANIYAMA
et al., 2003; PDB — www.rcsh.org/pdb); Diidrofolato Redutase humana, 1kms (KLON et al.,
2002; PDB — www.rcsh.org/pdb); Lactato Desidrogenase do P. falciparum, cddigo 1cet no
PDB (READ et al., 1999; PDB — www.rcsh.org/pdb); e, por fim, Lactato Desidrogenase
humana, codigos 1i10 e 1i0z (READ et al., 2001; PDB — www.rcsh.org/pdb). Os arquivos
formato PDB contendo as coordenadas tridimensionais das moléculas foram acessados a
partir do servidor Protein Quaternary Structure (PQS) do European Bioinformatics Institute
(EBI), um recurso que disponibiliza as coordenadas das estruturas quaternarias de proteinas
contidas no banco de dados (PDBSum — www.ebi.ac.uk/thornton-srv/databases/pdbsum/).

A enzima GRh sob o cdédigo 1gra (KARPLUS e SCHULZ, 1989) apresenta
0 substrato glutationa, em sua forma oxidada (GSSG), complexado no sitio ativo (Fig. 17A).
Esta estrutura foi utilizada para fazer as simulacGes de formacdo de complexos entre 0s
inibidores estudados e o sitio ativo da enzima GRh. Para as simulacdes no sitio da interface
desta mesma enzima, utilizou-se a GRh sob o codigo 1xan, a qual apresenta o inibidor acido
6-hidroxi-3-0xo0-3H-xantona-9-propionico (XAN) complexado neste sitio (Fig. 17B)
(SAVVIDES e KARPLUS, 1996). Ambas as estruturas foram resolvidas por difracdo de raio
X e possuem resolucéo de 2,00 A (KARPLUS e SCHULZ, 1989; SAVVIDES e KARPLUS,
1996).

A estrutura tridimensional da GRPf, sob o cddigo lonf, ndo apresenta
ligantes complexados e foi utilizada para a realizacdo do docking tanto no sitio ativo como no
sitio da interface. Esta estrutura foi resolvida por difracdo de raio X e apresenta resolucdo de
2,60 A (SARMA et al., 2003). Uma representacio da estrutura da GRPf mostrando a regi&o

dos sitios ativo e da interface pode ser vista na Figura 9.
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Figura 17 — A. Estrutura tridimensional da GRh (1gra), com destaque para o0 FAD (em laranja), o
NADPH (em azul) e o substrato GSSG complexado no sitio ativo (seta). B. Estrutura tridimensional também da
GRh (1xan), mas com o inibidor XAN complexado no sitio da interface (seta).

Para o docking na enzima DHFR-TSPf foram consideradas trés estruturas
diferentes: a enzima nativa sob o codigo 1j3i, que apresenta o inibidor 6,6-dimetil-1-[3-(2,4,5-
triclorofenoxi)propoxi]-1,6-diidro-1,3,5-triazina-2,4-diamina (WR99210) complexado no sitio
ativo de seu dominio diidrofolato redutase (Fig. 18); o duplo mutante (C59R + S108N) sob o
cddigo 1j3j, com a pirimetamina complexada neste mesmo sitio; e o quadruplo mutante (N511
+ C59R + S108N + 1164L) sob o codigo 1j3k, que também apresenta o inibidor WR99210
complexado no sitio receptor do dominio diidrofolato redutase. Todas estas estruturas foram
resolvidas por difracdo de raio X e possuem resolucdo de 2,33 A, 2,30 A e 2,10 A,
respectivamente (YUVANIYAMA et al.,, 2003). Na Figura 11 aparece, em destaque, a
posicdo dos residuos de aminoacido da DHFR-TSPf (1j3i) que sofrem estas mutacdes, em
relacdo ao inibidor WR99210.

Ja para o docking na DHFRh, considerou-se a estrutura sob o cédigo 1kms.
Esta estrutura foi resolvida por difracdo de raio X — apresenta uma resolucdo de 1,09 A — e
possui 0 6-([5-quinolilamino]metil)-2,4-diamino-5-metilpirido[2,3-d]pirimidina (SR1-9439),
um inibidor antifolato lipofilico, complexado em seu sitio ativo.

A enzima LDHPf, sob o codigo 1cet, possui o inibidor cloroquina
complexado no sitio de ligacdo do cofator nicotinamida adenina dinucleotideo (NADH) (Fig.
19), regido na qual foram realizadas as simula¢gdes computacionais. Sua estrutura também foi
resolvida por difracdo de raio X e possui resolucio de 2,05 A (READ et al., 1999).

Por fim, considerou-se para o docking na LDHh as estruturas sob os codigos
1i10 e 1i0z do PDB. A primeira corresponde a isoforma M (M-LDHh), encontrada, por

exemplo, no musculo estriado esquelético e no figado, enquanto que a segunda corresponde a
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isoforma H (H-LDHh), encontrada predominantemente em tecidos aerdbicos, como o

musculo estriado cardiaco (READ et al., 2001). Ambas foram resolvidas por difracéo de raio

X e apresentam 2,30 A e 2,10 A de resolucio, respectivamente.

Figura 18 — Em A, temos uma visdo geral da enzima DHFR-TSPf. Em verde e em dourado esta o
dominio diidrofolato redutase, enquanto que em roxo e em azul aparece o dominio timidilato sintase. Em
vermelho aparece o inibidor WR99210 (setas), em azul o cofator NADPH e em laranja o dUMP. Em B, aparece
em destaque o inibidor WR99210 no sitio de ligacdo do dominio diidrofolato redutase, com suas principais
interagGes com residuos de aminoacido da enzima (ao fundo, em laranja, 0 NADPH).

Figura 19 — A. Esquema geral do tetramero LDHPf (cada mondmero aparece com uma cor diferente),
com destaque para o inibidor cloroquina complexado no sitio de ligagdo do cofator NADH (seta). B. Orientagdo
da cloroquina no sitio do NADH, com destaque para a interagdo com o residuo Glu122.
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3.2 Obtencao das Estruturas Tridimensionais e Modelagem Molecular dos Ligantes

Durante os calculos de docking os ligantes foram considerados flexiveis, ou
seja, sua conformacdo poderia variar, variando os angulos de tor¢do. Entretanto, o programa
de docking utilizado neste trabalho n&o altera angulos ou comprimentos de ligagdo. Sendo
assim, estes parametros deveriam apresentar valores razoaveis, deixando o ligante préximo ao
seu minimo de energia potencial local (JONES, WILLETT e GLEN, 1995; JONES et al.,
1997). Por isso foi feita a modelagem molecular dos ligantes ou a obtencéo destes diretamente
de bancos de dados de estruturas cristalograficas.

A estrutura tridimensional dos ligantes da familia das ariloxazinas (Fig.
20A) foi obtida por modelagem molecular, uma vez que ndo estavam disponiveis estruturas
tridimensionais destes compostos em bancos de dados. Para isso, foi feita uma busca por
compostos estruturalmente semelhantes no banco de dados de pequenas moléculas Cambridge
Structural Database (CSD; licenga concedida ao Prof. Dr. Julio Zukerman Schpector),
utilizando a estrutura da isoaloxazina (Fig. 21A) para esta busca. A estrutura do composto 3-
metil-10-(2-hidroxifenil)isoaloxazina (Fig. 21B) — codigo SAKKOE no CSD (SHINKAI et
al., 1988) — foi selecionada como ponto de partida para a modelagem molecular dos
compostos desejados. A modelagem foi feita utilizando-se o programa de simulacdo e
modelagem molecular HyperChem 6.01 (HYPERCHEM, 2000). Depois de desenhados os
compostos, foram feitas otimizacdes geométricas também no HyperChem 6.01: método
MM+, Steepest Descent, gradiente RMS de 0,01 kcal/(A mol). A seguir, foram feitos calculos
PM6 semiempiricos adicionais utilizando o MOPAC2009 (STEWART, 2007; MOPAC2009,
2008), com as seguintes keywords no cabecalho do arquivo de entrada: PM6 GNORM=0.01
GEO-OK CHARGE=0.

A estrutura tridimensional da cloroquina (Fig. 20B), por sua vez, foi obtida
a partir do complexo desta com a enzima LDHPf, sob o cddigo 1cet no PDB (READ et al.,
1999; PDB — www.rcsh.org/pdb). Entretanto, como esta estrutura ndo continha atomos de
hidrogénio, estes foram adicionados utilizando o programa GOLD 4.0.1 (JONES, WILLETT
e GLEN, 1995; JONES et al., 1997).

A estrutura tridimensional do azul de metileno (Fig. 22) também foi obtida a
partir de um complexo com uma macromolécula, presente no PDB sob o cddigo 2yve (artigo

ndo publicado) (PDB — www.rcsb.org/pdb). Novamente, os atomos de hidrogénio foram
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adicionados a estrutura utilizando o programa GOLD 4.0.1 (JONES, WILLETT e GLEN,
1995; JONES et al., 1997).

Figura 20 — A. Estrutura basica geral dos inibidores da familia das ariloxazinas, obtida por modelagem
molecular. B. Estrutura tridimensional da cloroquina, obtida do PDB (1cet). Figuras feitas com o programa
Mercury 2.2 (MACRAE et al., 2006).

Figura 21 — A. Estrutura da isoaloxazina, utilizada para a busca por compostos semelhantes no CSD. B.
3-metil-10-(2-hidroxifenil)isoaloxazina (SHINKAI et al., 1988), estrutura obtida no CSD e escolhida para servir
como ponto de partida para a modelagem dos compostos desejados.
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Figura 22 — Estrutura tridimensional do azul de metileno, obtida a partir da estrutura 2yve.

3.3 Alinhamentos Sequenciais e Estruturais

Para a realizacdo dos céalculos de docking, € necessaria a escolha do sitio
receptor, ou seja, a regido da macromolécula onde serd efetuada a simulacdo. Como a
estrutura tridimensional da GRPf obtida no PDB ndo apresenta ligantes complexados
(substrato ou inibidores), a escolha dos sitios receptores depende, entdo, de uma comparagéo
desta estrutura com as estruturas das GRs humanas com ligantes complexados no sitio ativo e
no sitio da interface. Portanto, foram feitos alinhamentos sequenciais e estruturais entre a GRh
(1gra e 1xan) e a GRPf (1onf) com o objetivo de se escolher corretamente o sitio onde seriam
efetuados os calculos de docking na GRP.

Da mesma maneira, para se fazer o docking nas enzimas M-LDHh e H-
LDHh na mesma regido do sitio do NADH que a cloroquina ocupa na estrutura da LDHPT,
foram feitos os alinhamentos sequenciais e estruturais destas moléculas a fim de se escolher
corretamente o sitio onde seria feito o docking nas isoformas humanas da enzima.

Os alinhamentos sequenciais pairwise foram feitos entre a sequéncia
primaria de aminoacidos (sequéncia em formato FASTA) das enzimas GRs humana (1gra) e
do parasita (1onf) e também entre a LDHPf (1cet) e as LDHhs (1i10 e 1i0z), a fim de se
analisar as diferencas entre as sequéncias de aminoacidos destas moléculas e os residuos que
sdo conservados entre elas. Estas sequéncias FASTA foram obtidas no National Center of
Biotechnology Information (NCBI — www.ncbi.nim.nih.gov). O alinhamento foi feito
utilizando o programa ClustalW on-line (LARKIN et al., 2007; CLUSTALW -
www.ebi.ac.uk/clustalw/), utilizando os parametros padrdes.

Além das diferengas na sequéncia de aminoacidos das proteinas, foi

necessaria também a analise das diferencas entre as estruturas tridimensionais destas
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macromoléculas. Para isto, foi feito o alinhamento estrutural (sobreposi¢do) das enzimas
estudadas (GRh com GRPf e LDHPf com M-LDHh/H-LDHh), utilizando o programa Swiss-
PDB Viewer (GUEX e PEITSCH, 1997; SwissPDB Viewer — http://www.expasy.org/spdbv/).

Para a sobreposicdo das enzimas GRh e GRPf, a GRPf (lonf) foi
selecionada para que ficasse fixa, enquanto as GRs humanas estudadas foram “rodadas” em
cima desta. A sobreposicédo foi feita com base em residuos sabidamente correspondentes entre
as diferentes enzimas; assim, foram selecionados os residuos cataliticos da 1gre (segundo
aparece no PDBSum: Cys58, Cys63, Lys66, Tyr197, Glu201, His467’ ¢ Glu472’) e seus
correspondentes nas 1xan e lonf. Os residuos cataliticos correspondentes na enzima do
parasita (lonf) foram obtidos através da analise do alinhamento sequencial feito
anteriormente. Para a sobreposicéo, utilizou-se a subrotina “Fit molecules (from selection)” do
programa. As matrizes de rotagcdo foram obtidas a partir do programa O (JONES et al., 1991;
JONES e KIELDGAARD, [199-]).

As matrizes de rotacao e os vetores de translacéo obtidos foram:

1gre.pdb-para-lonf.pdb

Matriz de rotagéo:
-0.04630000 -0.00800000 0.99890000
-0.99879998 0.01510000 -0.04610000 DET= 1
-0.01470000 -0.99989998 -0.00870000

Vetor de translacgédo:
60.8761 127.4984 130.2351

1xan.pdb-para-lonf.pdb

Matriz de rotacgéo:
0.05790000 -0.99800003 0.02710000
-0.99820000 -0.05760000 0.01400000 DET= 1
-0.01240000 -0.02790000 -0.99949998
Vetor de translacgédo:
50.6242 125.5514 129.5122

Na sobreposicdo das enzimas LDHPf e LDHhs, a LDHPf (1lcet) foi
selecionada para que ficasse fixa. Para a sobreposicdo, foram selecionados alguns residuos de
aminodcido localizados proximos a cloroquina na estrutura da LDHPf e seus correspondentes
nas enzimas humanas (identificados através do alinhamento sequencial feito anteriormente):
Asp53, 1le54, Tyr85, Alad8 e Ile119 na LDHPf e seus correspondentes Asp51, Val52, Tyr82,
Alads e lle115 na M-LDHh e Asp52, Val53, Tyr83, Ala96 e Val116 na H-LDHh.
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3.4 Docking Molecular

Tendo em mé&os as coordenadas tridimensionais dos atomos das enzimas e
dos ligantes, o préximo passo foi, entdo, o docking molecular. Para realizar a simulacdo da
formacdo dos complexos tedricos biomolécula-ligantes, foi utilizado o programa
computacional GOLD 4.0.1 (JONES, WILLETT e GLEN, 1995; JONES et al., 1997), o qual
faz uso de um algoritmo genético na busca por possiveis solugdes. O programa GOLD
(Genetic Optimisation for Ligand Docking) realiza o docking considerando uma flexibilidade
total de ligantes aciclicos, flexibilidade parcial de ligantes ciclicos e flexibilidade parcial da
proteina nos residuos de aminoacido proximos ao sitio de ligacdo considerado (JONES et al.,
1997).

A funcéo escore utilizada foi a GoldScore, a fim de se ordenar as diferentes
solugdes obtidas. GoldScore é uma funcéo baseada em mecénica molecular, que possui quatro

termos:

GOLD Fitness = Snh_ext + 1.375*Svaw_ext + Sho_int + Svaw_int

onde Shp_ext representa a contribuigdo da energia das ligacdes de hidrogénio entre a proteina e
0 ligante; Syaw ext @ cOntribuicdo da energia de van der Waals do complexo proteina-ligante;
Sho_int € @ contribuicdo da energia de ligagéo de hidrogénio intramolecular a fungéo; e Sygw int @
energia de van der Waals interna do ligante. A multiplicagéo do fator Sygw ext por 1.375 é uma
correcdo empirica para encorajar 0s contatos hidrofobicos proteina-ligante. Como o
GoldScore € tomado como sendo o0 negativo da soma dos termos de energia componentes,
quanto maior o valor do escore, melhor (JONES et al., 1997).

A partir dos valores de escore, dados pela funcdo GoldScore, foi possivel
obter a variacdo da energia livre de ligagdo, AGpinding, Segundo a equacédo descrita no trabalho
de Roumen et al. (2007):

AGinding = - 0,1075*GoldScore - 2,2665
expressa em kcal/mol.

O GOLD ignora tanto a carga formal quanto a carga parcial das moléculas.

O programa pode deduzir se um atomo esta carregado levando-se em conta a ordem de
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ligacdo deste e comparando com sua valéncia normal. Sendo assim, é essencial que os tipos
de atomos e ligagdes sejam configurados corretamente nos arquivos de entrada, tanto para a
proteina quanto para o ligante (JONES, WILLETT e GLEN, 1995; JONES et al., 1997). Os
tipos de 4tomos e de ligagdes utilizados nos arquivos de entrada sdo baseados no Sybyl e o
campo de forca utilizado pelo GOLD é o Tripos 5.2 (CLARK, CRAMER e VAN
OPDENBOSCH, 1989).

Como ja mencionado, foram consideradas para o docking as enzimas sob os
seguintes codigos PDB (PDB — www.rcsb.org/pdb):

1gra (KARPLUS e SCHULZ, 1989), para o sitio ativo da GRh;

e 1xan (SAVVIDES e KARPLUS, 1996), para o sitio da interface da GRh;

e lonf (SARMA et al., 2003), para os sitios ativo e da interface da GRPT;

e 1j3i, 1j3j e 1j3k (YUVANIYAMA et al., 2003), para o sitio ativo do dominio
diidrofolato redutase das enzimas DHFR-TSPf nativa, duplo e quadruplo mutante,
respectivamente;

e 1kms (KLON et al., 2002), para o sitio ativo da DHFRh;

e Icet (READ et al., 1999), para o sitio do NADH da LDHPT;

e 1i10 e 1i0z (READ et al., 2001), para o sitio do NADH da M-LDHh e H-LDHh,

respectivamente.

Além destas enzimas, também foram considerados para o docking 0s
ligantes da familia das ariloxazinas, obtidos por modelagem molecular, e a cloroquina e o azul
de metileno, obtidos do PDB.

Para o sitio ativo da enzima GRh foram considerados para os célculos
apenas os residuos de aminoacido presentes em um raio de 5 A ao redor do substrato GSSG
cristalografico. Para o sitio da interface, por sua vez, foram considerados os residuos dentro
de um raio de 10 A ao redor de um ponto médio entre os dtomos NE2 do par His82/His82’ e
OE2 de Glu442/Glud42’.

Com relacdo a GRPf, para o sitio ativo foram considerados para o docking
0s aminoacidos em um raio de 10 A ao redor dos atomos SG do par Cys39/Cys44, enquanto
que para o sitio da interface foi considerado 15 A ao redor de um ponto médio entre os
atomos OG do par Ser63/Ser63’ e OE2 de Glu459/Glu459°.
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Para a enzima DHFRPf, foram considerados apenas os residuos de
aminoécido presentes em um raio de 5 A ao redor do ligante cristalografico WR99210 de 1j3i
e 1j3k, e 5 A ao redor do inibidor pirimetamina de 1j3j. Para a DHFRh, por sua vez, 5 A ao
redor do inibidor antifolato lipofilico cristalografico SRI1-9439 de 1kms.

Finalmente, para a LDHPf considerou-se 5 A ao redor da cloroquina
cristalografica. J4, para o docking nas M-LDHh e H-LDHh, foram considerados os residuos
presentes dentro de um raio de 10 A ao redor do ponto médio entre os atomos CG1 da Val52
e CB da Ala95 na M-LDHbh e entre os &tomos CG1 da Val53 e CB da Ala96 na H-LDHh.

Depois de selecionado o sitio de ligacdo onde seria feita a simulacdo, foram
adicionados, utilizando-se o programa GOLD 4.0.1, pares de elétrons isolados aos atomos
aceptores de ligacdo de hidrogénio a uma distancia de 1,0 A levando-se em consideragio o
estado de hibridizacdo do &tomo. Também através do mesmo programa foram adicionados
atomos de hidrogénio a proteina; o nimero de hidrogénios adicionados a cada atomo foi o
suficiente para satisfazer as valéncias ndo preenchidas dos mesmos (0 comprimento da
ligagdo C—H foi de 1,083 A, 0 da N—H foi de 1,009 A e, por fim, da ligacido O—H foi de 0,983
A). Os residuos de histidina dos sitios de ligagdo foram considerados como protonados no
atomo NDL1 ap0s rodar os calculos com diferentes estados de protonacéo, testando todas as
possibilidades para este aminoacido. Por fim, as ligacGes simples que conectam um atomo
doador ou aceptor a proteina foram consideradas como rotacionaveis (flexibilidade parcial da
proteina), permitindo aos doadores e aceptores de ligagdo de hidrogénio no sitio receptor
rotacionarem seus pares de elétrons isolados e atomos de hidrogénios em posicdes mais
adequadas para formar estas ligacoes entre o ligante e a enzima (JONES, WILLETT e GLEN,
1995; JONES et al., 1997).

Sabe-se que as moléculas de agua geralmente desempenham papel
fundamental no reconhecimento proteina-ligante, ja que estas podem mediar ligacdes de
hidrogénio entre a macromolécula e o ligante ou ainda serem deslocadas pelo préprio ligante
na formacdo do complexo. Para o docking no sitio da interface das GRs humana e do P.
falciparum as aguas foram incluidas nos calculos, ja que este sitio encontrava-se preenchido
por estas moléculas e, ainda, algumas aguas interagiam com o inibidor XAN na enzima
humana. Durante os calculos utilizando o GOLD 4.0.1, permitiu-se que as aguas fossem
“ligadas” e “desligadas” (ou seja, considerando a dgua como presente ou deslocada pelo
ligante) e, ainda, que rotacionassem ao redor de seus trés eixos principais, a fim de se otimizar
a ocorréncia de ligagdes de hidrogénio. Para predizer se a molécula de &gua deve estar

presente ou deslocada pelo ligante, o GOLD estima a mudanga na energia livre, AGp,
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associada com a transferéncia desta molécula do solvente para o sitio de ligacdo no complexo

proteina-ligante. Este AG, para uma dada molécula de agua é definido como:

AGp(W) = AGp(W) + AG;(W)

onde AGp(W) é uma constante de penalidade associada a cada molécula de agua que é
“ligada”, representando a perda de entropia ao se ligar ao alvo (dando peso, desta maneira, ao
deslocamento das aguas); e AGi(W) representa, por sua vez, a afinidade de ligacdo intrinseca
de uma molécula de &dgua e contém as contribuicdes resultantes das interacdes que a dgua faz
com a proteina e com o ligante (as mudancas nas interacfes entre a proteina e o ligante
causadas pela introducdo da agua também sdo levadas em conta). Desta maneira, para que
uma molecula de agua fosse considerada como presente no complexo proteina-ligante, sua
afinidade de ligacdo intrinseca deveria superar a perda de entropia durante a ligacdo. Além
disso, nos calculos de docking todos os a&tomos doadores/aceptores de ligagdes de hidrogénio
foram considerados como acessiveis ao solvente (JONES, WILLETT e GLEN, 1995; JONES
et al., 1997).

Todos os experimentos de docking foram realizados utilizando a funcao
GoldScore e considerando o0s parametros evolucionarios automaticos baseados nas
caracteristicas dos ligantes. Neste ponto, o programa GOLD 4.0.1 (JONES, WILLETT e
GLEN, 1995; JONES et al., 1997) calcula automaticamente o nimero de operadores genéticos
a serem aplicados, dependendo das caracteristicas do ligante selecionado e do sitio receptor —
namero de ligacdes rotacionaveis do ligante, flexibilidade do ligante, volume do sitio receptor
e niumero de moléculas de agua consideradas. Desta maneira, 0os parametros evolucionarios

utilizados para cada simulacdo foram:

e NuUmero de operadores aplicados em cada célculo = entre 24000 e 150000;

e Tamanho da populacdo (nimero de cromossomos na populacédo) = 100;

e Pressdo de selecdo = 1.1;

e Numero de ilhas = entre 2 e 5;

e Tamanho do nicho = 2;

e Pesos dados aos operadores = 95, 95 e 10 para cruzamento, mutagdo e migracao,

respectivamente.
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Dependendo do ligante e do sitio receptor considerado, 0 GOLD otimizou
automaticamente o processo de docking variando o nimero de operadores genéticos aplicados
(entre 24000 e 150000) e o numero de ilhas (entre 2 e 5), baseado nas caracteristicas citadas
acima, a fim de se diminuir o tempo computacional gasto nos célculos. Quanto menor o
ligante e menos ligacGes rotaciondveis este apresenta, menos operadores sdo aplicados
durante a execucao do algoritmo genético (JONES et al., 1997).

Os ligantes foram considerados flexiveis e, ainda, foi configurado para que
0 programa gerasse 10 saidas (solucBes) em cada calculo. Cada célculo de docking de um
ligante em cada sitio estudado durou, em média, quatro minutos em um computador com
processador Intel® Core™ 2 Quad Q6600 2,4 GHz e 4 GB de memdria RAM. Este tempo,
entretanto, variou dependendo do tamanho e grau de flexibilidade do ligante, tamanho do sitio
receptor e se moléculas de agua eram consideradas no calculo.

A partir dos célculos de docking molecular, foram geradas orientagdes e
conformac6es (saidas ou soluc¢des) dos compostos da familia das ariloxazinas, da cloroquina e
do azul de metileno nos sitios de ligacdo das enzimas estudadas, com valores de escore (dados
pela funcéo fitness) associados a cada complexo formado. Estes complexos foram analisados
utilizando programas de visualizagdo molecular.

Nos casos em que foi necessario sobrepor os resultados, a sobreposicdo das
moléculas foi feita utilizando o programa Qmol 4.02 (GANS e SHALLOWAY, 2001).

Para se estabelecer os padrdes de ligacdo dos compostos nas enzimas
estudadas, uma série de parametros foi considerada: o padrédo de orientacdes obtido no calculo
de docking (saidas semelhantes em cada calculo), as interacdes que os &tomos dos inibidores
fazem com atomos de residuos de aminoacidos da enzima, 0s escores associados a cada
orientacdo gerada e, por fim, se o0 modo de ligacdo é representativo para uma série de
compostos de uma mesma familia estudada (VEGA-TENIDO, CARACELLI e
ZUKERMAN-SCHPECTOR, 2006).

Analisando todos estes parametros, foi possivel sugerir possiveis modos de
ligacdo das ariloxazinas e da cloroquina nas enzimas GRh, GRPf, DHFR-TSPf, DHFRNh,
LDHPf e LDHh (isoformas M e H), além do azul de metileno nas GRh e GRPf, destacar as
principais interacdes que ocorrem na formacao do complexo, além de se predizer quais destes

complexos sdo mais favoraveis.
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3.5 Visualizagdo Molecular — Analise em Tela Gréfica

Para a visualizagdo molecular das estruturas tridimensionais das enzimas
que foram utilizadas como alvos, dos ligantes e dos complexos enzima-ligante obtidos
(resultados de docking), foram utilizados os programas Hermes 1.0.1 (Hermes v.1.0.1, 2008),
DS Visualizer 2.0 (DS Visualizer 2.0, 2007), Swiss-PDBViewer (GUEX e PEITSCH, 1997;
SwissPDB Viewer — http://www.expasy.org/spdbv/), HyperChem 6.01 (HYPERCHEM,
2000) e Mercury 2.2 (MACRAE et al., 2006). A visualizacdo molecular também fez possivel
a identificacdo de ligagdes de hidrogénio ndo-convencionais, como as C—H...xw, e interagdes 7-

7 através de medidas de distancias e angulos.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Modelagem Molecular dos Compostos da Familia das Ariloxazinas

As ariloxazinas estudadas neste trabalho aparecem na Tabela 1 (SARMA et
al., 2003). Como as estruturas tridimensionais destes compostos ndo estdo disponiveis em
bancos de dados, foi necessario fazer a modelagem molecular destes inibidores.

Tabela 1 - Inibidores da familia das ariloxazinas (adaptado de SARMA et al., 2003).

Composto Substituinte no N3 Substituinte no N10
2e H Pentafluorfenil
2a H 4’-Clorofenil

4b  (Etoxicarbonil)metil 3’,5’-Diclorofenil
4c  (Etoxicarbonil)metil  3’-Trifluormetilfenil

5b Carboximetil 3’,5’-Diclorofenil
6 Metil Metilpiridinio-4°-il
6a Metil 4’-Piridil

12 3-Metil (e 8-azida)® 4°-Clorofenil
14  3-Metil (e 8-fltor)? 4’-Clorofenil
19 Metil 1’-Naftil

20 Metil 1’-Antril

#Compostos 12 e 14 possuem, ainda, um substituinte no 4tomo CS8.

Na busca por compostos semelhantes a isoaloxazina (Fig. 21A) no CSD,
foram obtidas as moléculas indicadas na Figura 23. Dentre estas moléculas, a 3-metil-10(2-
hidroxifenil)isoaloxazina (Fig. 21B e Fig. 23D) foi a escolhida para servir como molde por ser
a molécula mais parecida com as ariloxazinas a serem modeladas.

Apo6s a modelagem molecular e otimizagdes geométricas feitas com o
HyperChem 6.01 (HYPERCHEM, 2000), além de -céalculos semiempiricos com o
MOPAC2009 (STEWART, 2007; MOPAC2009, 2008), obteve-se a estrutura tridimensional
dos compostos da familia das ariloxazinas estudadas neste projeto — 2e, 2a, 4b, 4c, 5b, 6, 6a,
12, 14, 19 e 20 (Fig. 24). Esta nomenclatura (2e — 20) é de acordo com o trabalho de
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Schénleben-Janas et al. (1996). Também foram modeladas as ariloxazinas 2b, 2c, 2d, 3a, 3b,
3¢, 3d, 3e, 4a, 4d, 5a, 5¢, 5d, 7, 7a e 18 e feito o docking destas apenas na GRh e GRPf, j&
que estdo presentes na literatura dados experimentais destes compostos na GRh
(SCHONLEBEN-JANAS et al., 1996).

____________________________________

CHs
CH
\ / ’ Me2N N"/
Me:N N ‘
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(o]
HaC CHs

HaC COOH

Figura 23 — Resultado da busca no CSD. Em A, aparece a isoaloxazina utilizada para se fazer a busca.
Em B, C, D e E, temos os compostos semelhantes obtidos. O composto D (cédigo CSD SAKKOE) foi o
escolhido para servir como ponto de partida na modelagem molecular.
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Figura 24 — Estrutura tridimensional dos compostos da familia das ariloxazinas modelados segundo
indicado na Tabela 1. O cddigo de cores utilizado é: C = cinza; H = branco; O = vermelho; N = azul; CI = verde;
F =amarelo.

4.2 A Escolha dos Sitios de Ligacéo

A escolha do sitio de ligacdo é uma etapa crucial em estudos de docking, ja
que nestas simulacdes deve ser fornecido corretamente o tamanho e a localizacdo do sitio
receptor. Nos casos em que a estrutura tridimensional da enzima complexada com um ligante
no sitio a ser estudado estava disponivel, este sitio foi configurado para o docking como sendo
constituido por todos os residuos de aminoécido presentes em um raio de 5 A ao redor de
todos os atomos do ligante; este foi o caso do sitio ativo da GRh, sitio ativo do dominio
diidrofolato redutase da DHFR-TSPf nativa e mutantes, sitio ativo da DHFRh e sitio do
NADH da LDHPf. Este parametro foi suficiente, em todos estes casos, para considerar todos

os residuos que delineavam a cavidade onde seria feito o docking.
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A estrutura tridimensional da GRPf obtida no PDB (lonf), entretanto, ndo
apresenta ligantes complexados em nenhum dos sitios escolhidos como alvo (sitios ativo e da
interface). Desta maneira, a escolha destes sitios receptores dependia, entdo, de uma
comparagédo desta estrutura com as estruturas das GRs humanas com ligantes complexados
nestas cavidades. Para isto, foram feitos alinhamentos sequenciais e estruturais entre a GRh
(1gra e 1xan) e a GRPf (1onf) com o objetivo de se escolher corretamente a reentrancia onde
seriam efetuados os célculos de docking na GRPT.

O resultado do alinhamento sequencial entre a GRh (1gra) e a GRPf (1onf)
aparece na Figura 25. E possivel notar que os residuos cataliticos da GRh (segundo aparece
no PDBSum: Cys58, Cys63, Lys66, Tyr197, Glu201, His467” ¢ Glu472’) sdo conservados na
GRPf. Além disso, a regido que envolve as cisteinas cataliticas (Cys58 e Cys63) tambem
aparece bastante conservada, o que esta de acordo com outros trabalhos na literatura
(MULLER et al., 1995). Ja os residuos que compdem o sitio da interface da GRh néo séo
totalmente conservados na GRPf (Fig. 25), o que também ja havia sido descrito por outros
autores (SARMA et al., 2003).

Na Figura 26, por sua vez, esta representado o resultado do alinhamento
estrutural feito neste trabalho. As estruturas tridimensionais das enzimas GRh e GRPf sdo
bastante similares entre si, principalmente quando se consideram as hélices a e folhas 3
(SARMA et al., 2003).

A partir da analise em conjunto das informacdes obtidas no alinhamento
sequencial e na sobreposicdo destas enzimas, além de dados da literatura (MULLER et al.,
1995; SARMA et al., 2003), foi possivel identificar quais residuos de aminoacidos sdo
conservados entre as moléculas (aminoacidos da GRh correspondentes na GRPf) e em quais
regibes das enzimas ocorrem as substituicdes de aminoacidos. Assim, foi possivel sugerir 0s
sitios de ligacdo para o estudo de docking na GRPH.

Para o docking no sitio ativo da GRh, considerou-se 0s aminoacidos
presentes em um raio de 5 A ao redor do substrato GSSG cristalografico da enzima 1gra
(KARPLUS e SCHULZ, 1989). A partir da analise dos residuos que faziam parte desta
cavidade, escolheu-se, baseado nos alinhamentos sequenciais e estruturais da GRh e GRPf,
considerar para o docking no sitio ativo da GRPf os residuos em um raio de 10 A ao redor dos

atomos SG do par Cys39/Cys44 catalitico.
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H - W :i:ii‘.*:i H dr:dt: i‘_ﬁi::iiiiii
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EFLTLOQPWMK 500
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Figura 25 — Alinhamento sequencial pairwise entre as sequéncias primarias (FASTA) de aminoacidos
da GRh (1gra) e da GRPf (1onf). Em vermelho, aparecem os residuos cataliticos, conservados entre as enzimas;
note como a regido ao redor das cisteinas cataliticas é bastante conservada. Dentro das caixas, aparecem alguns
dos residuos que compdem o sitio da interface das enzimas.

Para o sitio da interface da GRh, foram considerados os residuos dentro de
um raio de 10 A ao redor de um ponto médio entre os dtomos NE2 do par His82/His82’ e
OE2 de Glu442/Glu442’, de modo a selecionar os aminoéacidos que delineavam a cavidade e
interagiam com o inibidor XAN na enzima 1xan (SAVVIDES e KARPLUS, 1996). De forma
analoga, para o sitio da interface da GRPf considerou-se 15 A ao redor de um ponto médio
entre os atomos OG do par Ser63/Ser63’ e OE2 de Glu459/Glu459’; estes residuos sdo
correspondentes aos pares His82/His82’ ¢ Glu442/Glu442’ da GRh, identificados por meio
dos alinhamentos. Para a GRPf considerou-se uma cavidade maior (15 A) para permitir que os
ligantes buscassem um modo de ligacdo diferente do XAN, pois sabe-se que a forma desta
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reentrancia difere entre as duas enzimas e alguns autores defendem que o modo de ligacdo de
inibidores no sitio da interface da enzima do parasita ndo pode ser deduzido diretamente a
partir da anélise de complexos formados nesta mesma cavidade da enzima humana (SARMA
et al., 2003). Uma comparagdo entre os sitios da interface da GRh e da GRPf aparece na
Figura 27.

Figura 26 — Sobreposicdo das estruturas tridimensionais das enzimas GRh (azul) e GRPf (dourado).
Note como até mesmo a posic¢do do FAD (setas; um em cada mondmero) é conservada entre elas.

Leud55

Figura 27 — Sitio da interface da GRh (linha grossa e azul) e da GRPf (linha fina e vermelha)
sobrepostos. Os nomes dos residuos de aminoécidos da enzima humana aparecem em negrito e da enzima do
parasita em italico (somente em um mondmero de cada enzima para facilitar a visualizagao).
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Da mesma forma, foram feitos alinhamentos sequenciais e estruturais entre
as enzimas LDHPf, M-LDHh e H-LDHh a fim de se escolher corretamente, por comparacao,
a regido do sitio do NADH onde seria feito o docking nas formas humanas da enzima. O
resultado do alinhamento sequencial aparece na Figura 28, enquanto que o resultado da
sobreposicao das estruturas aparece na Figura 29. A partir da analise dos resultados destes
alinhamentos, considerou-se para o docking nas LDHs humanas os residuos de aminoacido
presentes em um raio de 10 A ao redor do ponto médio entre os &tomos CG1 da Val52 e CB
da Ala95 (na M-LDHbh; na H-LDHh os residuos eram Val53 e Ala96), de modo a incluir nos
célculos todos os residuos correspondentes aos aminoécidos mais proximos da cloroquina

cristalografica na LDHPf (regido onde foi feito o docking na enzima plasmodial).
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Figura 28 — Alinhamento das sequéncias de aminoacidos da cadeia A de M-LDHh (1i10), H-LDHh
(1i0z) e LDHPf (1cet). Em vermelho aparecem os residuos que ficam proximos a cloroguina na estrutura da
LDHPf e seus correspondentes nas enzimas humanas.
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Ala97

Figura 29 — Resultado da sobreposicao das enzimas M-LDHh (linha grossa e azul) e LDHPf (linha fina
e vermelha). Estdo mostrados somente os residuos mais préximos a cloroquina (CQH — ligante cristalografico da
LDHPf). Os nomes dos residuos da enzima humana aparecem em negrito, enquanto os da enzima do P.
falciparum aparecem em italico.

4.3 Docking

Os calculos de docking dos compostos da familia das ariloxazinas (2e, 2a,
4b, 4c, 5b, 6, 6a, 12, 14, 19 e 20) e da cloroquina (CQH) nos sitios de ligacdo da GRh, GRPf,
DHFRPf, DHFRh, LDHPf e LDHh (na GRh e GRPf ainda foram testados os compostos 2b,
2c, 2d, 3a, 3b, 3c, 3d, 3e, 4a, 4d, 5a, 5¢, 5d, 7, 7a, 18 e azul de metileno) geraram 10
possiveis orientacdes e conformacdes de cada inibidor em cada sitio estudado, com seus
respectivos valores de escore associados. O primeiro parametro analisado foi o nimero de
orientacdes semelhantes obtidas em cada calculo, a fim de se identificar modos de ligacdo dos
inibidores com peso estatistico (VEGA-TENIDO, CARACELLI e ZUKERMAN-
SCHPECTOR, 2006). No caso de ndo haver um padrdo de orientacdes semelhantes
significante, considera-se que ndo é provavel a formacdo do complexo entre a enzima e 0
ligante. Esta primeira avaliacdo foi feita em tela grafica, utilizando-se os programas de
visualizacdo molecular Hermes 1.0.1 (Hermes v.1.0.1, 2008) e DS Visualizer 2.0 (DS
Visualizer 2.0, 2007). Também foram analisados 0s escores associados a cada complexo
formado, calculados por meio da fungdo GoldScore presente no programa GOLD 4.0.1
(JONES, WILLETT e GLEN, 1995; JONES et al., 1997), além das interagdes entre &tomos
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dos ligantes e das enzimas. Como uma familia de compostos estava sendo estudada, utilizou-
se também como pardmetro de andlise dos resultados a comparacdo entre as orientaces
obtidas para os diferentes compostos, verificando se o modo de ligacdo obtido é
representativo para diferentes inibidores da mesma familia (VEGA-TEIJIDO, CARACELLI e
ZUKERMAN-SCHPECTOR, 2006).

4.3.1 Redocking

O redocking consiste em se reproduzir um complexo cristalografico
proteina-ligante com um RMSD menor que 2 A (NISSINK et al., 2002; VERDONK et al.,
2003; KANG et al., 2009). Para isto o ligante € retirado da estrutura cristalografica e entdo o
calculo de docking é realizado para reposiciona-lo. Isto serve como validagdo dos resultados
que serdo obtidos, ja que as condicdes utilizadas nestes calculos serdo as usadas para o

docking com 0s compostos a serem testados.

4.3.1.1 Glutationa Redutase

Na enzima GRh, foi feito o redocking em dois sitios: o sitio ativo (SA) e 0
sitio da interface (SI). Para o SA da GRh, considerou-se a enzima sob o codigo 1gra no PDB
(KARPLUS e SCHULZ, 1989; PDB — www.rcsh.org/pdb), a qual apresenta o substrato
GSSG nesta cavidade. Para o SI da mesma enzima, utilizou-se a 1xan (SAVVIDES e
KARPLUS, 1996; PDB — www.rcsh.org/pdb), que possui o inibidor XAN complexado neste
sitio.

O resultado do redocking do substrato GSSG no SA da lgra aparece na
Figura 30A. Note como todas as orientacdes obtidas nos calculos de docking foram
semelhantes a orientacdo do substrato no complexo cristalografico, indicando que houve éxito
na tentativa de se recriar este complexo. Foram recriadas as ligacdes de hidrogénio entre o
inibidor e os residuos de aminoacido Arg37, Tyrl14, Asnl17, Arg347 e Glu472’. O RMSD
entre uma das solucbes obtidas e a orientagdo cristalogréfica, calculado com o Qmol 4.02
(GANS e SHALLOWAY, 2001), foi de 0,259 A.
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O redocking do inibidor XAN no Sl da 1xan, por sua vez, aparece na Figura
30B. O valor calculado de RMSD entre uma das solugdes e o XAN cristalografico foi de
0,508 A.

Figura 30 — A. Redocking do substrato GSSG cristalografico no SA da GRh. As linhas pontilhadas
indicam as ligacOes de hidrogénio (ndo sdo mostrados os a&tomos de hidrogénio). Note como as solucgdes obtidas
na simulacgdo (em line, azul) se sobrepuseram a orientacdo cristalografica (em stick, colorido). B. Em line e azul,
o redocking do XAN no Sl da GRh. Em stick e colorido, o ligante cristalogréfico.

4.3.1.2 Diidrofolato Redutase

O resultado do redocking do ligante cristalografico WR99210 no sitio de
ligacdo (dominio diidrofolato redutase) da DHFR-TSPf nativa (codigo 1j3i no PDB) aparece
na Figura 31A. Todas as orientacdes obtidas nos calculos de docking foram semelhantes a
orientacdo do WR99210 no complexo cristalografico, indicando mais uma vez que houve
éxito na tentativa de se recriar este complexo. Foram recriadas as ligacGes de hidrogénio entre
o inibidor e os residuos de aminoacido llel4, Asp54, 1le164 e Tyrl70, segundo aparecem no
trabalho de Yuvaniyama et al. (2003).

A média dos escores obtida nestes calculos, dada pela fungdo GoldScore
(JONES, WILLETT e GLEN, 1995; JONES et al., 1997), foi de 63,08. O RMSD entre a
melhor solugdo obtida e a orientacdo cristalografica (Fig. 31B), calculado com o Qmol 4.02
(GANS e SHALLOWAY, 2001), foi de 0,167 A.
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No redocking da pirimetamina cristalografica na DHFR-TSPf sob o cddigo
1j3j (duplo mutante) o RMSD foi de 0,157 A (Fig. 32A), enquanto que no redocking do
inibidor WR99210 cristalografico na 1j3k (quadruplo mutante) o RMSD foi de 0,537 A (Fig.
32B).

J4, para o redocking do inibidor antifolato lipofilico SR1-9439 na DHFRh
(1kms), foi obtido um valor de RMSD de 1,009 A.

Figura 31 — A. Redocking do ligante cristalografico WR99210 na DHFR-TSPf, indicando as ligagdes de
hidrogénio com a enzima (solugdes em line e WR99210 cristalografico em stick). B. Em azul, uma das solugdes
obtidas no redocking e, em colorido, o ligante cristalografico (RMSD de 0,167 A).

Figura 32 — A. Saidas obtidas no redocking da pirimetamina na DHFR-TSPf duplo mutante; em line
(azul) as saidas e em stick (colorido) o ligante cristalografico. B. Em azul, uma das solugBes obtidas no
redocking e, em colorido, o ligante cristalografico na DHFR-TSPf quadruplo mutante.
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4.3.1.3 Lactato Desidrogenase

No redocking da cloroquina cristalogréfica no sitio de ligagdo do NADH da
enzima LDHPf (cddigo 1cet no PDB), foram obtidas 9 solu¢des semelhantes a cristalografica
e apenas uma distinta. A regido dos anéis da cloroquina ficou mais bem sobreposta, enquanto
uma maior variacdo foi obtida para a porcao aciclica do composto (Fig. 33A). Isto ja era
esperado, uma vez que a por¢do terminal da cadeia alifatica do ligante orienta-se na superficie
da enzima, regido onde os compostos apresentam maior liberdade. Ainda assim, foi obtida
uma solucdo que se sobrepde a cristalografica, a qual apresentou RMSD de 0,328 A (Fig.
33B).

Foi possivel recriar a ligacdo de hidrogénio que a CQH faz com o residuo
Glul22 (Fig. 33A), além da interacdo pi-stacking perpendicular com a cadeia lateral da
Phel00, descritas por Read et al. (1999). A média dos escores obtida nestes calculos foi de
41,18. Por tudo isto, pode-se considerar bem sucedida a tentativa de se recriar o complexo

cristalogréafico.

A

Figura 33 — A. Redocking da CQH na LDHPf. Em line (azul) estdo as solucbes obtidas e em stick
(colorido) aparece a cloroquina cristalogréfica. B. Em azul, uma das solugbes obtidas no redocking e, em
colorido, o ligante cristalografico (RMSD de 0,328 A).

Por fim, no redocking do NADH cristalografico na M-LDHh (1i10) foi
obtido um RMSD de 0,186 A, enquanto que no redocking do mesmo NADH na H-LDHh
(1i0z) o RMSD foi de 0,321 A.
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4.3.2 Glutationa Redutase

Sabe-se que os inibidores da familia das ariloxazinas estudados neste
projeto atuam como inibidores tanto da Glutationa Redutase humana (GRh), quanto da
Glutationa Redutase do P. falciparum (GRPf). Segundo Sarma et al. (2003), na presenca de
concentragdes saturadas de substrato estes compostos atuam como inibidores né&o-
competitivos destas enzimas. Além disso, Schonleben-Janas et al. (1996) mostraram, em
estudos cristalograficos, que as ariloxazinas 5a e 5b se ligam ao sitio da interface da GRh
(embora a estrutura cristalografica do complexo ndo tenha sido publicada). Ainda, em
experimentos de marcacdo por fotoafinidade utilizando o composto 12, mais de 50% dos
marcadores ficaram proximos aos segmentos p(49-84) e p(410-430) da GRPf, ambos
peptideos marcados que contém residuos que delimitam a cavidade da interface desta enzima
(SARMA et al., 2003).

Sarma et al. (2003) fizeram estudos de inibicdo dos compostos da familia
das ariloxazinas 2a, 2e, 4b, 4c, 5b, 6, 6a, 12, 14, 19 e 20 nas enzimas GRh e GRPf, enquanto
que Schénleben-Janas et al. (1996) fizeram estudos de inibicdo das ariloxazinas 2a, 2b, 2c,
2d, 2e, 3a, 3b, 3c, 3d, 3e, 4a, 4b, 4c, 4d, 5a, 5b, 5¢, 5d, 6, 6a, 7, 7a, 12, 14, 18, 19 e 20
apenas na enzima GRh. Estes dados de atividade aparecem na Tabela 2.

Também € sabido que o composto antimalarico azul de metileno (Fig. 15)
atua como um inibidor ndo-competitivo da GRPf e que provavelmente se liga ao sitio da
interface da GRh (FARBER et al., 1998; KRAUTH-SIEGEL, SCHIRMER e BAUER, 2005;
BUCHHOLZ, et al., 2008).

Apesar da disponibilidade de todas estas informacdes, para a enzima do P.
falciparum nédo foram obtidos, ainda, cristais de complexos GRPf-ariloxazina (SARMA et al.,
2003) ou GRPf-azul de metileno, de maneira que o modo de ligacao destes compostos a GRPf
permanece incerto e os detalhes das interacdes destes ligantes com as enzimas GRh e GRPf
em nivel estrutural também ndo sdo conhecidos. Portanto, tornou-se oportuno fazer o estudo
de docking molecular dos inibidores da familia das ariloxazinas e do azul de metileno nos

sitios ativo e da interface das enzimas GRh e GRPf.
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Tabela 2 — Dados de atividade dos inibidores da familia das ariloxazinas nas enzimas GRh e GRPf (adaptado de
Sarma et al., 2003 e Schonleben-Janas et al., 1996).

Ar

SGEN
Z
N

5

se Ar = fenil:

o o Ki para GRPf K para GRh 1Cs para
Composto  Substituinte no N3 Substituinte no N10 (UM)? (LM)? GRh (UM)”
2a H 4°-Clorofenil 54 0,6 <10
2b H 3’,5’-Diclorofenil - - <10
2c H 3’-Trifluormetilfenil - - 1,0
2d H 3’,5°-Ditrifluormetilfenil - - 3,5
2e H Pentafluorfenil 1,9 2,5 35
3a Metil 4°-Clorofenil - - <1,0
3b Metil 3”,5’-Diclorofenil - - <1,0
3c Metil 3’-Trifluormetilfenil - - 1,0
3d Metil 3’ 5’-Ditrifluormetilfenil - - 5,0
3e Metil Pentafluorfenil - - <10
4a (Etoxicarbonil)metil 4’-Clorofenil - - 18,0
4b (Etoxicarbonil)metil 3”,5’-Diclorofenil 13 6,6 7,0
4c (Etoxicarbonil)metil  3’-Trifluormetilfenil > 1000 9,3 8,0
4d (Etoxicarbonil)metil 3°,5’-Ditrifluormetilfenil - - 100,0
5a Carboximetil 4’-Clorofenil - - 12,0
5b Carboximetil 3’,5’-Diclorofenil 14 7,2 14,0
5¢c Carboximetil 3’-Trifluormetilfenil - - 20,0
5d Carboximetil 3’ 5’-Ditrifluormetilfenil - - 25,0
6 Metil Metilpiridinio-4°-il > 1000 > 200 40,0
6a Metil 4’-Piridil 15 2,5 3,0
7 Metil Metilpiridinio-3’-il - - > 100
7a Metil 3’-Piridil - - 8,0
12 3-Metil (e 8-azida)* 4’-Clorofenil 6,2 1,4 2,5
14 3-Metil (e 8-fltior)® 4’-Clorofenil 5,9 0,4 1,0
18 Metil Fenil - - 2,0
19 Metil 1’-Naftil 11 0,5 2,0
20 Metil 1’-Antril > 200 2,5 4,0

®Dados de Sarma et al., 2003.
> Dados de Schénleben-Janas et al., 1996.
“Compostos 12 e 14 possuem, ainda, um substituinte no atomo C8.

4.3.2.1 Sitio da Interface da Glutationa Redutase Humana

Por meio de estudos de docking molecular, foi possivel sugerir o modo de

ligacdo dos compostos da familia das ariloxazinas, do azul de metileno (AM) e da cloroquina
(CQH) no sitio da interface (SI) da GRh.
Sabe-se que este é o sitio onde se ligam derivados da menadiona
(KARPLUS, PAI e SCHULZ, 1989), safranina (KARPLUS, PAI e SCHULZ, 1989), xantona
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(SAVVIDES e KARPLUS, 1996), além das préprias ariloxazinas (SCHONLEBEN-JANAS
et al., 1996) e do azul de metileno (BUCHHOLZ, et al., 2008), entre outros (SAVVIDES e
KARPLUS, 1996; BIOT et al., 2004); é o sitio de ligacdo da maioria dos inibidores triciclicos
conhecidos da GRh, que inibem esta enzima de forma ndo-competitiva (FARBER et al., 1998;
SARMA et al., 2003). Ainda, estudos cristalograficos mostraram densidade eletrdnica para as
ariloxazinas 5a e 5b exclusivamente nesta cavidade (SCHONLEBEN-JANAS et al., 1996).

Uma das explicacdes de como a ligacdo de um composto neste sitio pode
inibir a atividade da enzima é que os residuos His75 e Phe78, bem como o par redox-ativo
Cys58/Cys63 do sitio ativo da GRh, sdo constituintes de uma mesma hélice o (residuos 56-
80) (Fig. 34), de modo que a ligacdo de compostos aromaticos entre Phe78/Phe78’ pode
influenciar a catélise através da alteracdo da distribuicdo eletrdnica no sitio ativo
(SCHONLEBEN-JANAS et al., 1996; VEGA-TENIDO, CARACELLI ¢ ZUKERMAN-
SCHPECTOR, 2006).

His75/His75°
Phe78/Phe78’

Cys58/Cys63

Figura 34 — A. Representagdo de todos os &tomos (sem contar os hidrogénios) da GRh. B.
Representacdo das estruturas secundarias da GRh: hélices a em vermelho, folhas f em ciano e loops em verde.
C. Esquema mostrando as regides do sitio da interface, que contém os residuos His75/His75” e Phe78/Phe78’, e
do sitio ativo da GRh, préoximo a Cys58/Cys63, interligadas por meio de uma hélice a (em vermelho).
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Utilizando a funcdo GoldScore do programa GOLD 4.0.1 (JONES,
WILLETT e GLEN, 1995; JONES et al., 1997), calculou-se o escore de cada complexo
enzima-ligante formado nas simulagdes de docking. A média dos escores obtida no redocking
do XAN no Sl da GRh foi de 70,48, enquanto que a média dos escores obtidos para as
ariloxazinas neste sitio foi de 84,71, para o AM foi de 60,99 e, por fim, para a CQH foi de
81,63 (Tabela 3). Estes valores sugerem que a afinidade das ariloxazinas e da CQH pelo Sl da
GRh deve ser comparavel, ou ainda maior, do que a do préprio XAN cristalografico.
Entretanto, somente o valor de escore ndo é parametro suficiente para se estimar afinidade de
ligagdo; a fungdo fitness do GOLD foi otimizada mais no sentido de se predizer modos de
ligacdo dos compostos do que predizer afinidade de ligacdo, embora em alguns casos este
altimo também seja possivel (JONES, WILLETT e GLEN, 1995; JONES et al., 1997).
Portanto, além dos escores, foram analisadas as orientagcdes obtidas para os inibidores no Sl
da GRh.

Para os compostos da familia das ariloxazinas, foi obtido neste trabalho que,
no geral, estes se orientam com sua porcdo isoaloxazina entre o par de residuos de aminoacido
Phe78/Phe78’ (o sinal “linha” indica que o residuo pertence ao outro monomero da enzima) e
com o substituinte aromatico da posigdo N10 voltado para os pares His75/His75’ e
His82/His82’ (Fig. 35A). Uma vez que este sitio € simétrico, formado pelos mesmos residuos
dos dois monémeros da enzima, sempre eram obtidas duas possiveis solucdes equivalentes,
sendo uma orientacdo “espelho” da outra. Desta maneira, no modo de ligagdo padrdao obtido
para as ariloxazinas neste sitio o substituinte da posicdo N3 destes compostos fica voltado
para a Asn71 ou, na solu¢ao simétrica equivalente, para a Asn71’°. Os compostos 23, 2b, 2c,
2e, 3a, 3b, 3c, 3e, 4a, 4b, 4c, 4d, 5a, 5b, 5c¢, 5d, 6, 6a, 7, 7a, 12, 14 e 18 orientaram-se de
acordo com este padrdo; as excecOes ficaram por conta dos inibidores 2d, 3d, 19 e 20. A
Figura 35B mostra como existe uma boa complementaridade de forma entre este sitio e 0s
compostos da familia das ariloxazinas: os residuos Asn71/Asn71’, His75/His75’,
Phe78/Phe78’, His82/His82’ e Tyr407/Tyr407’° delimitam uma cavidade com uma forma
aproximada de um “T”, justamente semelhante a forma dos inibidores da familia estudada.

Neste padrdo de ligacdo, 0os compostos se orientam com a porcao
isoaloxazina entre o par Phe78/Phe78’, onde ocorrem interagdes do tipo n-t (ERMONDI ¢
CARON, 2006) entre os sistemas © do anel aromatico desta por¢do do inibidor e das cadeias
laterais aromaticas das fenilalaninas, além de ocorrer uma possivel interacdo do tipo C-H...n
entre 0 mesmo anel e um grupo metila da cadeia lateral da Val74 (ou Val74’ na solucao

simétrica equivalente) (Fig. 36A). Assim como foi obtido para as ariloxazinas neste estudo de
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docking, diversos outros inibidores da GRh sdo conhecidos por se ligarem entre as Phe78 e
Phe78’, formando um “sanduiche” com estas (SARMA et al., 2003); sabe-se, inclusive, que
estes residuos estabilizam a menadiona também através de interagdes n-nm (KARPLUS, PAI e
SCHULZ, 1989; BIOT et al., 2004) e que a porcdo triciclica do XAN se alinha entre estes
residuos a uma distancia aproximada de 4 A, fazendo este tipo de interagio “sanduiche”
(SAVVIDES e KARPLUS, 1996) — a isoaloxazina das ariloxazinas se sobrepds a esta por¢do
triciclica do XAN nos resultados de docking (Fig. 36B). Além disso, ja foi mostrado, em
estudos cristalograficos, que a porc¢do isoaloxazina de 5a e 5b orienta-se entre 0s residuos
Phe78 das duas subunidades (SCHONLEBEN-JANAS et al., 1996).

Tabela 3 — Escores e AGyinging Obtidos para os complexos formados entre o S| da GRh e GRPf e compostos da
familia das ariloxazinas, AM e CQH.

. AG’parao Escore®no  AGP parao
Escore® no

Composto Substituinte no N3 Substituinte no N10 Sl da GRh Sl da GRh Slda Sl da GRPf
(kcal/mol) GRPf (kcal/mol)
2a H 4°-Clorofenil 82,03 -11,08 73,86 -10,21
2b H 3’,5’-Diclorofenil 77,04 -10,55 77,31 -10,58
2c H 3’-Trifluormetilfenil 83,72 -11,27 75,32 -10,36
2d H 3’ 5’-Ditrifluormetilfenil 88,03 -11,73 78,56 -10,71
2e H Pentafluorfenil 87,37 -11,66 70,58 -9,85
3a Metil 4’-Clorofenil 87,53 -11,68 69,88 -9,78
3b Metil 3’,5’-Diclorofenil 73,68 -10,19 71,19 -9,92
3c Metil 3’-Trifluormetilfenil 88,25 -11,75 68,74 -9,66
3d Metil 3’ 5’-Ditrifluormetilfenil 86,37 -11,55 72,17 -10,02
3e Metil Pentafluorfenil 91,04 -12,05 63,68 -9,11
4a (Etoxicarbonil)metil 4’-Clorofenil 93,03 -12,27 78,39 -10,69
4b (Etoxicarbonil)metil 3°,5’-Diclorofenil 74,37 -10,26 74,45 -10,27
4c (Etoxicarbonil)metil ~ 3°-Trifluormetilfenil 95,78 -12,56 75,56 -10,39
4d (Etoxicarbonil)metil 3°,5’-Ditrifluormetilfenil 64,60 -9,21 76,96 -10,54
5a Carboximetil 4’-Clorofenil 92,96 -12,26 74,67 -10,29
5b Carboximetil 3”.5’-Diclorofenil 77,77 -10,63 75,83 -10,42
5¢c Carboximetil 3’-Trifluormetilfenil 90,27 -11,97 73,45 -10,16
5d Carboximetil 3’,5’-Ditrifluormetilfenil 60,70 -8,79 69,08 -9,69
6 Metil Metilpiridinio-4’-il 84,78 -11,38 70,10 -9,80
6a Metil 4’-Piridil 90,06 -11,95 66,28 -9,39
7 Metil Metilpiridinio-3’-il 93,80 -12,35 68,56 -9,64
7a Metil 3’-Piridil 89,80 -11,92 66,64 -9,43
12 3-Metil (e 8-azida) 4’-Clorofenil 89,11 -11,84 76,99 -10,54
14 3-Metil (e 8-fldor) 4’-Clorofenil 83,98 -11,29 69,58 -9,75
18 Metil Fenil 92,50 -12,21 66,90 -9,46
19 Metil 1’-Naftil 80,48 -10,92 69,78 -9,77
20 Metil 1’-Antril 87,88 -11,71 65,95 -9,36
AM - - 60,99 -8,82 50,71 -1,72
CQH - - 81,63 -11,04 63,41 -9,08
XAN® - - 70,48 -9,84 - -

 Média dos escores das soluc@es obtidas, calculados utilizando a funcdo GoldScore implementada no programa
GOLD 4.0.1 (JONES, WILLETT e GLEN, 1995; JONES et al., 1997).

® Média da variacdo da energia livre de ligacéo obtida a partir dos escores dados pela funcédo GoldScore.

¢ Redocking do inibidor XAN no Sl da GRh.
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Figura 35 — A. Modo de ligacdo padrdo das ariloxazinas no SI da GRh. Estdo representados os
compostos 2a, 2b, 2c, 2e, 3a, 3b, 3c, 3e, 4a, 4b, 4c, 4d, 5a, 5b, 5c¢, 5d, 6, 6a, 7, 7a, 12, 14 e 18 e alguns residuos
da GRh (ndo sdo mostrados os atomos de H). B. Representacdo da superficie de alguns dos residuos que
compdem o S| da GRh (mostrados em A), com destaque para a cavidade em forma de “T” que estes delimitam.

Figura 36 — A. Interacdes entre a por¢do isoaloxazina de 2a, 2b, 2c e 2e e alguns residuos da GRh. Os
atomos de carbono dos ligantes estdo representados em verde e os da proteina em cinza. As linhas continuas
representam as interagdes de van der Waals (ou n-n ¢ C—H...w) entre os ligantes e a enzima e as linhas tracejadas
representam ligages de H. S3o mostradas as distancias em angstroms (A). B. Sobreposicdo do XAN
cristalogréfico (em verde e em stick) e das solugBes obtidas para as ariloxazinas (em line) no Sl da GRh.

As interacbes hidrofobicas também ganham peso, j& que a regido
hidrofébica da porgédo isoaloxazina se orienta proxima e interage com residuos apolares do
sitio, como Phe78 e Val74. Também ocorrem ligacGes de hidrogénio entre o atomo O2 desta
por¢do dos inibidores e moléculas de &gua do sitio, além de uma potencial ligacdo de H do
tipo C-H...O entre o O1 dos ligantes ¢ um CH da cadeia lateral da Tyr407 (ou Tyr407’) (Fig.
36A). Estas interacfes hidrofobicas com as fenilalaninas e ligagdes de H entre atomos de
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oxigénio de um inibidor triciclico e moléculas de 4gua do SI da GRh ja haviam sido descritas
para o inibidor XAN neste sitio (SAVVIDES e KARPLUS, 1996). Por fim, esta porcéo
isoaloxazina faz, ainda, interacdes de van der Waals com Asn71/Asn71’, His75/His75’ ¢
Tyr407/Tyr407’, do mesmo modo que a porgao triciclica do XAN (SAVVIDES e KARPLUS,
1996).

Considerando a posi¢cdo N3 dos inibidores, quando o substituinte nesta
posi¢cdo é um atomo de hidrogénio ou um grupo metila — compostos 2a, 2b, 2c, 2d, 2e, 3a, 3b,
3c, 3d, 3¢, 6, 6a, 7, 7a, 12, 14, 18, 19 e 20 (Tabela 2) — ocorrem, segundo os resultados de
docking, apenas interacdes de van der Waals entre estes substituintes e os residuos Asn71 e
Tyrd407’ (ou Asn71’ e Tyr407, nas solugdes “espelho” equivalentes) (Fig. 36A e Fig. 37A),
com excecdo dos compostos 2d, 3d, 19 e 20 que se orientaram de maneira distinta do padrdo
obtido para esta familia de inibidores. Isto indica que a mudangca de um H por uma metila
nesta posicdo ndo deve afetar a atividade dos compostos, 0 que estd de acordo com dados
experimentais (Tabela 2) — Schonleben-Janas et al. (1996) demonstraram experimentalmente
que ndo ha diferenca consideravel de atividade entre compostos cuja Unica diferenca entre

eles seja a presenca de H ou metila nesta posicao N3.

Tyr407”

Figura 37 — A. InteragBes entre o substituinte metila da posi¢do N3 de 3a, 3b, 3c, 3e, 6, 6a, 7, 7a, 12, 14
e 18 e alguns residuos da GRh (além das ligacdes de H entre os compostos e a enzima). B. Interacfes entre os
substituintes azida de 12 e flGor de 14 e a enzima (ligagdo de H com o fldor).

Os compostos 12 e 14 apresentam, ainda, um substituinte na posicdo C8. A
azida de 12 faz apenas interagdes de van der Waals com Asn71, Val74, His75 e Tyr407’,
enquanto que o dtomo de fluor de 14 faz uma ligacdo de H do tipo C-H...F com a Tyr407’
(Fig. 37B). Este resultado também estd de acordo com dados experimentais (Tabela 2), que

mostram que estes ligantes inibem a GRh tdo efetivamente quanto 0s compostos
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correspondentes sem substituintes nesta posicdo e que 14 apresenta uma atividade
ligeiramente melhor do que 12 (SCHONLEBEN-JANAS et al., 1996; SARMA et al., 2003).
Schdnleben-Janas et al. (1996) defendem, ainda, que esta posicdo C8 possivelmente é mais
adequada para a introducéo de substituintes do que N3.

Substituintes mais volumosos no N3, como o (etoxicarbonil)metil de 4a, 4b,
4c e 4d ou o carboximetil de 5a, 5b, 5¢ e 5d, ocupam posi¢do semelhante no sitio em relacéo
aos compostos anteriores. O substituinte (etoxicarbonil)metil das ariloxazinas faz apenas
interagdes de van der Waals com Lys67, Trp70, Asn71, Phe78’, Tyr407" e Leud38’ (Fig.
38A), enquanto que o carboximetil, um pouco menor, faz este mesmo tipo de interagcdes com
Trp70, Asn71, Val74 e Tyrd07’ (Fig. 38B); esta orientacdo de 5a e 5b no SI da GRh obtida
por meio de calculos de docking neste trabalho ¢ a mesma que a obtida em estudos
cristalograficos de Schonleben-Janas et al. (1996), ou seja, com a isoaloxazina entre
Phe78/Phe78’, o substituinte aromatico no N10 voltado para as histidinas do sitio e com o
substituinte no N3 voltado para Asn71 (ou Asn71’). Além de nao fazer interagdes importantes
que os “prendam” nesta posicao (como ligacdes de H), estes substituintes mais volumosos
orientam-se em uma regido “apertada” do sitio, proximo aos residuos Asn71 ¢ Tyr407’ (Fig.
35A e Fig. 38), de modo que esta porcdo dos ligantes deve sofrer tor¢cdes, mudancas
conformacionais, para se encaixar no sitio sem que ocorram choques estéricos com residuos
da enzima (Fig. 39).

Assim, 0s compostos 4a, 4b, 4c, 4d, 5a, 5b, 5¢ e 5d se ligam ao Sl da GRh
em uma conformacdo diferente daquela de minima energia devido aos seus substituintes
volumosos na posicdo N3, o que possivelmente explica suas atividades inibitorias diminuidas
em relacdo a ariloxazinas com um H ou metila na mesma posicdo (Tabela 2) — sabe-se que
uma penalidade energética conformacional pode afetar significativamente a afinidade do
ligante pela enzima, onde a cada 1,4 kcal/mol de aumento na energia conformacional do
composto bioativo leva a uma diminuicdo na afinidade pela enzima por um fator de 10
(BOSTROM, NORRBY e LILJEFORS, 1998). Isto estd em concordancia com o trabalho de
Schonleben-Janas et al. (1996), que defende que a introducdo de um grupo
(etoxicarbonil)metil ou um carboximetil no N3 enfraquece a ligacdo do inibidor a esta enzima
devido unicamente ao tamanho do substituinte, e ndo devido a hidrofilicidade ou carga

negativa do mesmo (qualquer substituinte maior do que uma metila diminui a atividade).
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Leud38’

Figura 38 — A. Algumas das interacBes entre o (etoxicarbonil)metil da posicdo N3 de 4a, 4b, 4cedd e
o Sl da GRh. B. InteragBes de van der Waals entre o carboximetil de 5a, 5b, 5c e 5d e o Sl da GRh, além das
interagdes m-m com a Phe78, C-H...t com a Val74’ e ligagdes de H com a Tyr407” e com uma molécula de agua,
caracteristicas para toda a familia das ariloxazinas.

Figura 39 — Comparacdo das conformacgbes de minima energia (esquerda), obtidas por meio de
modelagem molecular, com as conformacdes geradas durante o docking (direita). Em A para o0 composto 4b e,
em B, para o 5b.

De acordo com os resultados da simulagdo computacional, o substituinte
aromatico da posicdo N10 das ariloxazinas orienta-se, por sua vez, entre o0 par de residuos
His75/His75° e apontando para His82/His82’ (Fig. 35A e Fig. 40), no modo de ligagcdo padrao
obtido para estes ligantes neste sitio. Foi obtido que todos os substituintes no N10 orientam-se

nesta mesma posicdo (com excecdo de 2d, 3d, 19 e 20 que se orientaram de maneira distinta
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do padrdo), fazendo interagdes de van der Waals com Val74/Val74’, His75/His75’,
Phe78/Phe78’ e His82/His82’ (Fig. 40); interagcdes desta natureza com estes residuos também
foram encontradas para 0 XAN neste sitio (SAVVIDES e KARPLUS, 1996) — esta por¢édo
das ariloxazinas se sobrepfe, nos resultados de docking, ao substituinte alifatico do XAN no
SI da GRh (Fig. 36B). Ainda, o atomo NDI das histidinas 75 e 75’ aponta para o centro dos
substituintes aromaticos destes ligantes, ocorrendo potenciais interacdes do tipo N-H...x (Fig.
40). As interacOes hidrofébicas que ocorrem entre alguns destes substituintes da posicdo N10
e a cadeia lateral de Phe78/Phe78’ e cadeia principal de His75/His75° também parecem
importantes para manter o ligante nesta posicao.

Figura 40 — Algumas das interacfes de van der Waals entre o substituinte fenila da posicdo N10 do
composto 18 e residuos da enzima. Também aparecem interagdes N-H...n com a His75 e His75’. Estas
interacdes foram obtidas para todos os substituintes arométicos desta posi¢ao nas ariloxazinas estudadas.

O substituinte 4’-clorofenil nesta posicdo N10 de 2a, 3a, 4a, 5a, 12 e 14,
além das interacBes descritas acima, apresenta um atomo de cloro que interage com o NE2
das histidinas 82 e 82’ (Fig. 41A); dependendo do estado de protonagdo destas histidinas,
podem ocorrer ligacdes de H entre estes atomos NE2 dos residuos e o atomo de cloro dos
inibidores. Quando o substituinte nesta mesma posi¢do N10 ¢ um 3°,5’-diclorofenil, como em
2b, 3b, 4b e 5b, ocorrem, ainda, potenciais ligagdes de H entre o ND1 das His75/His75’ e os
atomos de cloro do inibidor, além de interac6es de van der Waals adicionais entre os cloros e
o par Met79/Met79’ (Fig. 41B).
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Tyrd07 Tyr407

Tyr407°

Tyr407°

Figura 41 — A. Interagdes entre o 4’-clorofenil de 2a, 3a, 4a, 5a, 12 e 14 e 0 Sl da GRh. B. Interagdes
entre o 3°,5’-diclorofenil de 2b, 3b, 4b e 5b e a mesma enzima. Ocorrem duas liga¢des de H (linhas tracejadas).

Os compostos 2c, 3c, 4c e 5¢ apresentam, por sua vez, o substituinte 3’-
trifluormetilfenil na posicdo N10. Por meio deste, faz uma ligagdo N—H...F com o ND1 da
His75 (ou His75’ na solug¢do simétrica equivalente) e interagdes de van der Waals entre seus
atomos de fltior e a His75” e Met79’ (Fig. 42A). De acordo com estes resultados, estes trés
substituintes no N10 — 4’-clorofenil, 3°,5’-diclorofenil e 3’-trifluormetilfenil — parecem
igualmente favoraveis para a inibicdo desta enzima, o que esta de acordo com os dados
experimentais presentes na literatura (Tabela 2): o trabalho de Schénleben-Janas et al. (1996)
mostra que os derivados 4’-clorofenil, 3”,5’-diclorofenil e 3’-trifluormetilfenil sdo inibidores
altamente efetivos da GRh.

2e e 3e eram 0s Unicos compostos que apresentavam o pentafluorfenil como
substituinte na posicdo N10. Através de seus atomos de fldor, estes compostos fazem
interacdes C-H...F com His75/His75” e Phe78/Phe78’, além de interagdes de van der Waals
com a carbonila das cadeias principais de Val74/Val74’ e His75/His75° e com o NE2 de
His82/His82’ (Fig. 42B). Dados de atividade (Tabela 2) mostram que estes dois ligantes
também s&o bons inibidores da GRh.

Os compostos 6 e 7 apresentam os substituintes metilpiridinio-4’-il e
metilpiridinio-3’-il, respectivamente, na posicdo N10. As interacbes que estes dois
substituintes fazem com a enzima sdo basicamente as mesmas, limitando-se a contatos de van
der Waals com Val74/Val74’, His75/His75’, Phe78/Phe78’ e His82/His82’; a diferenca entre
eles, entretanto, é que 6 pode fazer interac6es do tipo C-H...N com o NE2 de His82/His82’,
enquanto 7 faz uma interagdo C—H...O com a carbonila da His75’ (Fig. 43A). Apesar dos bons
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resultados de docking obtidos para 6 e 7 (resultados comparaveis aos obtidos para as demais
ariloxazinas), estes compostos apresentaram baixa atividade na enzima GRh em estudos
experimentais descritos na literatura (Tabela 2). Schénleben-Janas et al. (1996) e Sarma et al.
(2003) mostraram que a presenca de uma carga positiva na cadeia lateral das ariloxazinas,
como em 6 e em 7, ndo € favoravel a inibicdo da enzima, interferindo na ligagdo do composto
a cavidade. Isto pode ser devido ao fato de que a cavidade da interface € acessivel via um
canal que liga este sitio ao sitio ativo da enzima, positivamente carregado, 0 que
possivelmente interfere na ligacdo de inibidores com cargas positivas (BIOT et al., 2004).

Figura 42 — A. Interagdes entre o 3’-trifluormetilfenil de 2c, 3c, 4c e 5¢ e o Sl da GRh. Ocorre uma
ligacdo de H entre um dos atomos de fltior e a His75’. B. Intera¢Bes entre o pentafluorfenil de 2e e 3e e a GRh.

Ja os substituintes 4’-piridil e 3’-piridil de 6a e 7a, respectivamente, fazem
apenas as interacdes gerais descritas anteriormente para 0s substituintes na posi¢cdo N10;
entretanto, 6a e 7a possuem um 4tomo de nitrogénio no substituinte (nas posicdes 4’ e 3°,
respectivamente) que faz interagdes de van der Waals com NE2 de His82/His82’ no caso de
6a ou com a carbonila da His75” no caso do 7a (Fig. 43B); isto também esta de acordo com
trabalhos que mostram que a inibicdo da GRh por 6a e 7a € comparavel a de um composto
com um anel fenila no N10, como 18 (SCHONLEBEN-JANAS et al., 1996). Suas atividades
inibitorias um pouco mais baixas em relacdo as ariloxazinas com outros substituintes no N10
(Tabela 2) podem ser devido ao menor volume de 4’-piridil e 3’-piridil, de modo que ocorrem

menos interacbes com as histidinas do sitio.
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Figura 43 — A. Interacdes entre o metilpiridinio-4’-il de 6 (verde) e metilpiridinio-3’-il de 7 (ciano) e o
Sl da GRh. B. Interagdes entre o 4’-piridil de 6a (verde) e 3’-piridil de 7a (ciano) e o SI da GRh.

O composto 18 apresenta um anel fenila como substituinte no N10, de modo
que as Unicas interacdes que este faz com a enzima sdo as mesmas descritas acima para todos
0s outros ligantes (Fig. 40): interacdes de van der Waals com Val74/Val74’, His75/His75’,
Phe78/Phe78’ e His82/His82’, N-H..m com o NDI1 das His75/His75’ e interacoes
hidrofobicas entre este substituinte aromatico ¢ a cadeia lateral de Phe78/Phe78’ e cadeia
principal de His75/His75’.

A presenga do substituinte 3’,5’-ditrifluormetilfenil volumoso na posicéo
N10 de 2d, 3d, 4d e 5d fez com que 2d e 3d se orientassem de maneira distinta do padréo
obtido para os compostos da familia das ariloxazinas neste sitio. Isto porque a regido do sitio
proxima aos pares His75/His75° e His82/His82’ parece ser muito “apertada” para receber um
substituinte deste volume. Assim, 2d e 3d se orientam ainda com a porc¢éo isoaloxazina entre
Phe78/Phe78’, mas apresentam agora o substituinte volumoso da posicdo N10 voltado para o
lado oposto do sitio, entre Leud38 e Leud438’ (Fig. 44). Nesta orientacdo, a porc¢ao
isoaloxazina de 2d e 3d ainda faz a interagdo m-m com Phe78/Phe78’, assim como obtido para
as outras ariloxazinas, e, além desta, uma ligacdo de H com uma molécula de &gua do sitio
através de seu Ol e interacdes de van der Waals com Asn71/Asn71’ e His75/His75’ (Fig. 44).
Os substituintes da posicdo N3 destes compostos (H ou metila) estdo envolvidos apenas em
interacdes de van der Waals com Asn71°, Val74’ e Tyr407 (ou Asn71, Val74 e Tyr407° em

solugdes equivalentes). O 3°,5’-ditrifluormetil fenil do N10 destes compostos esta envolvido
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em ligagdes de H entre seus atomos de flior e moléculas de agua do sitio, alem de interagdes
de van der Waals principalmente com Phe78/Phe78’ e Leud38/Leud38’ (Fig. 44).

Os compostos 4d e 5d também se orientam de acordo com o padrao obtido
para a familia das ariloxazinas neste sitio, mas com o substituinte 3’,5’-ditrifluormetil
volumoso muito proximo a cadeia principal de His75/His75” — um dos atomos de F esta a
apenas 1,22 A da carbonila da His75” —, 0 que ndo esta correto; possivelmente 4d e 5d néo se
orientaram como 2d e 3d devido ao volume de seus substituintes na posicdo N3, de modo que
ocorreriam choques estéricos com a Asn71’. Assim, 4d e 5d parecem ndo “caber”
adequadamente no sitio, dai terem apresentado baixas atividades nesta enzima, bastante
inferiores inclusive as atividades de 2d e 3d (Tabela 2); até mesmo os escores obtidos para 4d
e 5d foram muito inferiores aos obtidos para as demais ariloxazinas — da ordem de 64 e 61,
respectivamente, em comparacdo com a média das ariloxazinas que foi de 84,71 (Tabela 3).
Isto estd de acordo com dados experimentais, que mostram que a presenga do grupo 3°,5’-
ditrifluormetilfenil no N10, em conjunto com um (etoxicarbonil)metil ou carboximetil no N3,
sdo desfavoraveis para a inibicdo da GRh (SCHONLEBEN-JANAS et al., 1996; SARMA et
al., 2003).

Leu438
HOHS68

Figura 44 — Algumas das interacdes que ocorrem entre 2d (verde) e 3d (amarelo) e residuos do Sl da
GRh. Ligac@es de H estdo representadas como linhas tracejadas.

O composto 19, que apresenta um 1’-naftil no N10, se orienta de maneira

semelhante & 2d e 3d, também devido ao seu substituinte nesta posic¢ao ser volumosos demais
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para se orientar proximo as histidinas do sitio. Desta maneira, sua porgdo isoaloxazina
(inclusive o substituinte metila da posicdo N3) faz as mesmas interagcdes que as obtidas para
2d e 3d (Fig. 45A). Seu 1’-naftil da posicdo N10, por sua vez, faz interacdes de van der Waals
principalmente com Leu438, Gly439 e Phe78’, além de interagdes C—H...O com algumas
moléculas de agua do sitio (Fig. 45A).

Diferentemente, 20 se orienta com seu substituinte 1’-antril apolar
volumoso da posi¢cdo N10 entre o par Phe78/Phe78’, ocorrendo interacdes m-m com estes
residuos e interagcbes C—H...t com a metila das cadeias laterais de Val74/Val74’ (Fig. 45B).
As interacBes hidrofébicas parecem importantes para manter 0 composto nesta posi¢ao, uma
vez que o 1’-antril apolar orienta-se entre os residuos Val74/Val74’ e Phe78/Phe78’ apolares.
A porcdo isoaloxazina de 20, por sua vez, faz interacbes de van der Waals com Trp70,
Phe78/Phe78’, Tyrd07’, Leud38/Leud38’, Gly439, Pro376 e Asp44l, além de uma ligacdo de

H entre seu O2 e uma molécula de agua (Fig. 45B).

Gly439/

Figura 45 — A. InteragBes entre 19 e residuos do SI da GRh. B. Intera¢des entre 20 e a mesma enzima.

Assim, de acordo com os resultados de docking as ariloxazinas com
substituintes volumosos na posicdo N10, como 2d, 3d, 19 e 20, orientam-se de maneira
distinta, quase que “inversa”, em relacdo ao modo de ligagdo padrdo obtido para a familia de
compostos, a fim de se evitar choques estéricos com as histidinas do sitio, mas ainda se
mantém entre o par Phe78/Phe78’, onde ocorrem as importantes interacdes m-m. Isto parece ter

sido determinante para estes compostos manterem a boa atividade na enzima GRh, visto que
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apresentaram atividade semelhante aos seus correspondentes com substituintes menos
volumosos na mesma posicao (Tabela 2). Schonleben-Janas et al. (1996) e Sarma et al. (2003)
mostraram que mesmo derivados com substituintes volumosos no N10 séo bons inibidores da
GRh.

De acordo com os resultados obtidos nas simulagfes computacionais
realizadas, 0 AM também se orienta entre o par Phe78/Phe78’, assim como as ariloxazinas,
onde aparecem interagdes m-m entre estes residuos e seu anel aromatico (Fig. 46A). Em uma
das extremidades do composto, ocorrem interagdes de van der Waals principalmente com o0s
pares His75/His75° e His82/His82’, enquanto que na outra extremidade aparecem interagdes
de van der Waals com Lys67, Trp70, Asn71, Asp441 e Tyr407’, além de uma ligagdo de H
entre seu nitrogénio e uma molécula de agua do sitio (Fig. 46A). O fato de os escores obtidos
para 0 AM (60,99) serem piores do que os obtidos para as ariloxazinas (84,93 — Tabela 3) e,
além disso, o0 encaixe ao sitio e as interagdes com a enzima ndo serem muito bons, sugerem
que a formacdo de complexos no SI da GRh é mais favoravel para as ariloxazinas do que para
0 AM.

Ja para a CQH, foi obtido que esta se orienta no SI da GRh com sua porc¢éo
quinolina em uma posicdo muito proxima a obtida para a isoaloxazina de 2d, 3d e 19, entre as
Phe78/Phe78’, de modo que também ocorrem interagdes m-m com estes residuos. Esta por¢ao
quinolina também esta envolvida em interagdes de van der Waals com His75/His75°, Tyr407
e Val74’; seu atomo de cloro interage com a Tyr407 (Fig. 46B). Seu substituinte alifatico, por
sua vez, esta envolvido somente em contatos de van der Waals com Lys67, Asn71, Val74,
His75, Phe78/Phe78’, Tyr407° e Leu438’ em toda sua extensdo (Fig. 46B). Assim como foi
obtido para as ariloxazinas menos ativas, que apresentavam substituintes volumosos na
posicdo N3, a CQH também se ligou ao sitio em uma conformacdo distinta daquela de
minima energia, em uma conformacédo estendida, possivelmente a fim de se evitar choques
estéricos entre seu substituinte alifatico e residuos do sitio como Phe78’ e Leu438’. Assim,
apesar de ter sido obtido um bom escore para a CQH neste sitio — média de 81,63 —,
comparavel aos obtidos para as ariloxazinas — média de 84,93 (Tabela 3) —, este inibidor se
liga em uma conformacdo diferente da de minima energia (do mesmo modo que as
ariloxazinas menos ativas) e, além disso, ndo apresenta uma complementaridade de forma e
um encaixe ao sitio tdo bom quanto o obtido para as ariloxazinas, mais uma vez sugerindo que
a formagdo do complexo entre a CQH e o Sl da GRh néo é tdo favoravel quanto a formacéo

do complexo SI GRh-ariloxazinas.
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Lys67

Asp4dl

Figura 46 — A. Modo de ligacdo obtido para o AM no SI da GRh. S8o mostradas as principais
interacBes que faz com a enzima. B. InteracGes entre a CQH e o SI da GRh.

4.3.2.2 Sitio da Interface da Glutationa Redutase do P. falciparum

O SI da enzima GRPf tornou-se recentemente um alvo atrativo para o
design de farmacos seletivos a enzima do parasita devido a elucidacdo de sua estrutura
tridimensional e a constatacdo de que apenas 9, dos 21 residuos de aminoacidos que compdem
este sitio, sdo conservados entre a enzima humana e a do parasita. Apesar de estas cavidades
apresentarem volumes similares, a forma e as caracteristicas quimicas diferem entre ambas.
Primeiramente, notou-se que a parte superior da cavidade (em relacdo a orientacdo
apresentada na Fig. 27) na GRPf é menor do que na cavidade da enzima humana e que um
maior volume na parte inferior deste sitio na enzima do parasita compensa esta diferenca (Fig.
27). Além disso, as cargas elétricas na parede da cavidade também sdo diferentes, sendo
negativa na GRh e neutra na GRPf. A principal diferenca entre estes sitios, entretanto, é que o
par Phe78/Phe78’, importante por formar um “sanduiche” com inibidores da GRh (intera¢des
n-m entre a enzima e inibidores com anéis aromaticos), estd ausente na GRPf — aparece
11e59/11e59° nesta posigdo (Fig. 27). Estas diferencas implicam que o modo de ligagcdo de
inibidores na GRPf ndo pode ser inferido diretamente, de maneira confiavel, somente a partir
de complexos dos mesmos inibidores com a GRh (SARMA et al., 2003; KRAUTH-SIEGEL,
SCHIRMER e BAUER, 2005).
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Em experimentos de marcagdo por fotoafinidade descritos na literatura
utilizando o composto 12 da familia das ariloxazinas, mais de 50% dos marcadores ficaram
préximos aos segmentos p(49-84) e p(410-430) da GRPf — estes peptideos marcados contém
residuos que delimitam o Sl desta enzima, indicando que as ariloxazinas possivelmente se
ligam a este sitio (SARMA et al., 2003). Ainda, sabe-se que a GRPf é um alvo do AM, um
antimalérico que inibe eficientemente esta enzima, e evidéncias indiretas mostram que o Sl é
0 sitio de ligacdo deste inibidor na GRPf; a GR é a Unica proteina, até o momento,
identificada como alvo deste composto no parasita (FARBER et al., 1998; SARMA et al.,
2003). Dada a inexisténcia de estruturas cristalograficas de complexos GRPf-ariloxazinas ou
GRPf-azul de metileno, dai a importéncia de se elucidar o modo de ligacdo destes inibidores
através de docking molecular.

Novamente, a explicacdo de como a ligacdo de um composto nesta cavidade
pode inibir a atividade da enzima é que alguns dos residuos que compdem o Sl e o par redox-
ativo do sitio ativo da GRPf Cys39/Cys44 sao constituintes da mesma hélice a (residuos 37-
62). Assim como descrito para a GRh, a ligacdo de compostos no SI da GRPf também pode
influenciar a catalise através da alteracdo da distribuicdo eletronica no sitio ativo
(SCHONLEBEN-JANAS et al., 1996; VEGA-TENIDO, CARACELLI e ZUKERMAN-
SCHPECTOR, 2006).

A partir dos célculos de docking foi possivel sugerir o modo de ligagcdo dos
compostos da familia das ariloxazinas, do AM e da CQH no Sl da GRPH.

A média dos escores obtidos para as ariloxazinas neste sitio, calculada
utilizando a funcdo GoldScore do programa GOLD 4.0.1 (JONES, WILLETT e GLEN, 1995;
JONES et al., 1997), foi de 71,87, para o AM foi de 50,45 e para a CQH foi de 63,41 (Tabela
3). Como ja citado anteriormente, estes valores podem sugerir que a afinidade das
ariloxazinas pelo SI da GRPf ¢ maior do que a do azul de metileno e da cloroquina, mas
somente este valor de escore ndo é parametro suficiente para se estimar afinidade de ligagéo e,
portanto, foram analisadas também as orientac6es obtidas para os inibidores no SI da GRPH.

Foi obtido que todas as ariloxazinas estudadas orientam-se da mesma
maneira na cavidade da interface, indicando ser este 0 modo de ligacdo padrdo destes ligantes
neste sitio. Assim como foi obtido para o SI da GRh, aqui também foram encontradas sempre
duas solucBes simétricas equivalentes, uma vez que este sitio também é simétrico, formado
pelos mesmos residuos das duas subunidades da enzima. No padrédo de ligagdo obtido para as
ariloxazinas, a porcdo isoaloxazina destes inibidores encontra-se entre os residuos Ser55 e

Leu455 (ou Ser55’ e Leud55’ nas solugdes “espelho” equivalentes) e com o substituinte
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aromatico da posi¢do N10 voltado para o par 1le59/11e59° e entre Phe420/Phe420’ (Fig. 47).
Dependendo da natureza do substituinte da posicdo N3 destes inibidores, este substituinte
pode ficar ou voltado para o Asp458 (ou Asp458’) ou proximo ao Asp58 (ou Asp58’) (Fig.
47).

sg Asn4d56

AspS8 D59

Figura 47 — Modo de ligacao padrdo obtido para as ariloxazinas no Sl da GRPf.

De acordo com os resultados de docking, somente quando o substituinte na
posicdo N3 das ariloxazinas € um atomo de hidrogénio — compostos 2a, 2b, 2c, 2d e 2e — a
porcdo isoaloxazina se orienta de modo que este substituinte fica voltado para o Asp458 (ou
Asp458’). Nesta orientagdo, os inibidores 2a, 2b, 2c, 2d e 2e fazem uma ligacdo de H entre
seu atomo N3 e 0 OD1 do Asp458 (Fig. 48A). Além desta, ocorrem, ainda, ligacdes de H
entre 0 Ol da porcdo isoaloxazina e o0 ND2 da Asn456, entre 0 mesmo Ol e uma das
moléculas de agua do sitio e uma possivel ligacdo de H do tipo C-H...O entre seu O2 e a
cadeia lateral da Pro389 (Fig. 48A). Por fim, ocorrem interacGes de van der Waals entre a
por¢do isoaloxazina destes compostos e residuos do sitio, como Phe51, Ser55, Asp58, 11e59,
His387, Pro389, Leu455, Asn456 e Asp458. Pelos dados de atividade de Sarma et al. (2003),
0s compostos com um H na posi¢do N3 sdo os inibidores mais efetivos na GRPf (Tabela 2).

Os inibidores da familia das ariloxazinas que apresentam um grupo metila

na posicdo N3, como é o caso de 3a, 3b, 3c, 3d, 3e, 6, 6a, 7, 7a, 12, 14, 18, 19 e 20, orientam-
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se com este substituinte voltado para o lado oposto ao obtido para os que apresentam um H na
mesma posi¢do: voltado para Asp58 (ou Asp58’). A por¢ao isoaloxazina destes inibidores se
sobrepde ao obtido para 2a, 2b, 2c, 2d e 2e, mas fica com o substituinte do N3 voltado para o
lado oposto, em uma orientagdo “inversa” (Fig. 48B); isto parece ser devido a presenca da
metila na posicdo N3, a qual impede que ocorra a ligacdo de H com Asp458 obtida para os
inibidores com um &tomo de H nesta mesma posicao, fazendo com que seja mais favoravel
que estes ligantes se orientem de maneira “inversa” em relacdo aos anteriores. Nesta
orientacdo, o substituinte metila do N3 faz apenas interacfes de van der Waals com Asp58 e
Phe421 (ou Asp58’ e Phe421’ nas solugdes equivalentes obtidas). No geral, a porgéo
isoaloxazina destes inibidores faz ligacbes de H entre 0 O2 e uma molécula de agua do sitio e
entre 0 O1 e 0 OH da Tyr424 (Fig. 48B). Também aparece uma interagdo do tipo C-H...n
entre o anel aromatico da porcéo isoaloxazina dos inibidores e a metila da cadeia lateral de
Leud55. Além destas, ocorrem ainda as interacbes de van der Waals com Phe51, Ser55,
Asp58, 11e59, His387, Pro389, Leu455, Asn456 e Asp458.

Asn456 Asp458

Pro389

Tyr424

Figura 48 — A. Compostos 2a, 2b, 2c, 2d e 2e no Sl da GRPf. E dado destaque para as interacdes que a
porcdo isoaloxazina e o substituinte da posicdo N3 fazem com a enzima. As linhas tracejadas representam
ligacBes de H. B. Principais interacdes entre a porcao isoaloxazina e metila da posicdo N3 de 3a, 3b, 3c, 3d, 3e,
6, 6a, 7, 7a, 12, 14, 18, 19 e 20 e 0 S| da GRPT.

Os compostos 12 e 14 eram 0s Unicos da série que apresentavam

substituintes também na posicdo C8. 12 apresenta uma azida positivamente carregada nesta
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posicdo, a qual orienta-se proxima ao Asp458 negativamente carregado; através dos &tomos
de nitrogénio deste substituinte, o inibidor faz ligacbes de H com uma molécula de agua do
sitio e com o ND2 da Asn456 (Fig. 49). O inibidor 14, por sua vez, apresenta um atomo de
flior na mesma posicdo, através do qual possivelmente também faz ligacdes de H com a

mesma molécula de agua e com o ND2 da Asn456 (Fig. 49).

Figura 49 — Principais interacfes que a azida de 12 (verde) e o flGor de 14 (amarelo) fazem com a
enzima. Também sdo mostradas as liga¢des de H que a porcéo isoaloxazina destes inibidores faz.

Pela analise dos resultados de docking, das orientacGes obtidas para estes
inibidores e as interacBes que estes fazem com a enzima, é possivel sugerir que a presenca de
um atomo de H como substituinte na posicdo N3 € mais favoravel para a inibicdo da GRPf do
gue uma metila na mesma posicdo. Apesar disto, 0s compostos 12 e 14, que apresentam a
metila como substituinte no N3, possuem substituintes na posicdo C8 que fazem ligacdes de
H com a enzima e, por conta disto, sugere-se que sejam tdo bons inibidores quanto aqueles
com um H na posicdo N3; assim, a introducdo destes substituintes na posicdo C8 dos
dados de atividade (Tabela 2) presentes na literatura (SARMA et al., 2003).

Alguns ligantes possuiam substituintes mais volumosos na posicao N3,
como era o0 caso de 4a, 4b, 4c e 4d, que apresentam um (etoxicarbonil)metil nesta posicdo, e
5a, 5b, 5c e 5d, que apresentam, por sua vez, um carboximetil. Para estes compostos, foi

obtido que eles se orientam com sua porcéo isoaloxazina se sobrepondo ao obtido para os que
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apresentam uma metila no N3, fazendo, no geral, as mesmas interagcdes descritas acima para
3a, 3b, 3c, 3d, 3e, 6, 63, 7, 7a, 12, 14, 18, 19 e 20 (ligagcdes de H e interacdes de van der
Waals). Os substituintes da posicdo N3 destes compostos, entretanto, orientam-se voltados
para a Arg196 positivamente carregada, de modo a fazerem uma ligagéo de H entre um dos
atomos de oxigénio destes substituintes e uma molécula de agua do sitio, além de interacdes
de van der Waals com Asp58, Arg196, Glu432 e, algumas vezes, Asn229 (Fig. 50). Apesar
disto, os substituintes volumosos localizam-se em uma pequena cavidade delimitada por
Asp58, Argl96, Asn229 e Glu432 de modo que, a fim de se “encaixar” nesta cavidade
fazendo as interagBes citadas, os inibidores ndo se ligam a enzima em sua conformacgdo de
minima energia, 0 que parece ter sido responsavel por estes compostos terem apresentado, no
geral, atividades mais baixas do que inibidores com substituintes menos volumosos nesta
mesma posicdo (Tabela 2). Resultado semelhante foi obtido e descrito para estes mesmos
compostos no Sl da GRh.

Asn456 Asp4
Asp458 38
Pro389 Pro389 Asn456
o
A o ~

2.59_4%/

HoHe16 &

S
p~22

Asn229

Figura 50 — A. Principais interag@es entre o (etoxicarbonil)metil de 4a, 4b, 4c e 4d e o Sl da GRPf. B.
Principais interacOes entre o (etoxicarbonil)metil de 5a, 5b, 5¢c e 5d e 0 SI da mesma enzima.

Foi obtido também que o substituinte aromatico da posicdo N10 dos
inibidores da familia das ariloxazinas orienta-se entre o par Phe420/Phe420’, proximo a
11e59/11e59°, segundo os resultados de docking (Fig. 47 e Fig. 51). Nesta posicdo, estes
substituintes fazem principalmente interacdes de van der Waals com os pares de residuos
Ser55/Ser55°, 11e59/11e59° e Phe420/Phe420’; além disso, como o substituinte aromatico dos

inibidores fica quase que perpendicular as cadeias laterais aromaticas de Phe420/Phe420’,
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muitas vezes ocorrem interagdes com os elétrons m dos anéis deste par de aminoacidos (Fig.
51). As interacBes hidrofébicas também parecem importantes para manter alguns destes
substituintes aromaticos nesta posicdo, visto que se orientam em uma cavidade delimitada
pelos residuos apolares 11e59/11e59° e Phe420/Phe420°.

Asp438 Asnd56

Figura 51 — Principais interacdes entre o substituinte fenil da posicdo N10 de 18 e o SI da GRPf. Estas
interacBes foram encontradas para todos os substituintes aromaticos das ariloxazinas.

O 4’-clorofenil da posicdo N10 de 2a, 3a, 4a, 5a, 12 e 14, além das
interagoes de van der Waals com Ser55/Ser55°, 11e59/11e59° e Phe420/Phe420’ descritas
acima, apresenta um atomo de cloro que interage com Ser55 (ou Ser55’) e le59 (ou Ile59°)
(Fig. 52A). O 3°,5’-diclorofenil de 2b, 3b, 4b e 5b ocupa posi¢cdo semelhante no sitio;
entretanto, como 0s atomos de cloro agora estdo em posicoes diferentes no anel, desta vez
estes fazem interacdes de van der Waals principalmente com 11e59/11e59° e Phe420/Phe420°,
além de apontarem e interagirem com o sistema n da cadeia lateral destes residuos aromaticos
(Fig. 52B). Por conta disto, sugere-se que o 3°,5’-diclorofenil seja mais favoravel no N10 do

que o 4’-clorofenil.
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Asn4d56

Asnd5 Asn456
Asp4s8 ARIAI0 Phe421

Phed21

Phe420

Serss’

Phe420’ ==
Ile59

Figura 52 — Em A, temos as principais interacOes entre o 4’-clorofenil de 2a, 3a, 4a, 5a, 12 e 14 e 0 Sl
da GRPf. Em B, as interagdes entre o 3°,5’-diclorofenil de 2b, 3b, 4b e 5b e a mesma enzima.

Os ligantes 2c, 3c, 4c e 5¢ apresentam um 3’-trifluormetilfenil na posicéo
N10; os atomos de fluor deste substituinte fazem interagdes de van der Waals com Ser55,
Val56, 11e59° e Phe420’, além de uma ligagdo de H com uma molécula de agua do sitio (Fig.
53A). Ja os compostos 2d, 3d, 4d e 5d apresentam o 3’,5’-ditrifluormetilfenil ainda mais
volumoso nesta mesma posicdo N10; através deste, faz ligacGes de H entre seus atomos de
fldor e moléculas de agua, além de interacGes de van der Waals principalmente com
Val56/Val56°, 11e59/11e59° e Phe420/Phe420’ (Fig. 53B). Entretanto, estes substituintes
volumosos nesta posi¢do ndo parecem adequados para inibir a GRPf, principalmente quando o
inibidor também possui um substituinte volumoso na posicdo N3, visto que 4c apresentou
atividade muito baixa nesta enzima (Tabela 2), segundo dados presentes na literatura
(SARMA et al., 2003).

2e e 3e possuem um pentafluorfenil como substituinte na posicdo N10.
Através dos atomos de fllor deste substituinte, ocorre uma ligacdo de H com uma molécula
de &gua do sitio e interagdes de van der Waals principalmente com Ser55/Ser55°, 11e59/11e59’
e Phe420/Phe420’ (Fig. 54). Dois dos atomos de flior apontam para a face dos anéis do par
Phe420/Phe420’, possivelmente ocorrendo interagcdes com os sistemas 7 destes residuos (Fig.
54). Estas interacOes parecem ter sido determinantes para que 2e apresentasse boa atividade;

segundo dados (Tabela 2) presentes na literatura (SARMA et al., 2003), este substituinte
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pentafluorfenil no N10 é o mais efetivo para se inibir a GRPf — estes dados apontam,
inclusive, que 2e é mais efetivo na GRPf do que na GRh.

Asnd56
Asnd56

Agpds8 Phe421 Phe421

Phe420
His387

"HOH625

Val56

Serss’ Serss’

Val56

Figura 53 — A. Algumas das interaces entre o substituinte 3’-trifluormetilfenil de 2c, 3c, 4c e 5¢c e 0 Sl
da GRPf. B. Interagdes entre o 3°,5’-ditrifluormetilfenil de 2d, 3d, 4d e 5d e a GRPf.

Asnd56
Asp4s8

‘Q Phe421
His387 \"\:\
HOH625

Q

’
N

Phe420

Figura 54 — Principais interacdes entre o substituinte pentafluorfenil de 2e e 3e e 0 SI da GRPf.
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Os compostos 6 e 7 apresentam, respectivamente, 0s substituintes
metilpiridinio-4’-il e metilpiridinio-3’-il na posicdo N10. Estes substituintes fazem apenas as
interaces de van der Waals com os mesmos residuos ja descritos para outros compostos,
como Ser55/Ser55’, Val56/Val56°, 11e59/11e59° e Phe420/Phe420’ (Fig. 55A). Entretanto,
sabe-se que 6 € um inibidor fraco da GRPf (Tabela 2), segundo aparece na literatura (SARMA
et al., 2003). Sarma et al. (2003) mostraram que a presenca de uma carga positiva na cadeia
lateral das ariloxazinas, como em 6 e em 7, ndo é favoravel para a ligacdo do composto a
cavidade. Sugere-se, novamente, que isto seja devido ao fato de que o Sl é acessivel através
de um canal que liga esta cavidade ao sitio ativo da enzima, positivamente carregado, 0 que
provavelmente deve interferir na ligacdo de inibidores com cargas positivas (BIOT et al.,
2004), assim como também ocorreu para estes compostos no Sl da GRh.

As interagdes que os substituintes 4’-piridil e 3’-piridil de 6a e 7a,
respectivamente, fazem com a enzima também sdo apenas de van der Waals, com 0s mesmos
residuos ja citados anteriormente: Ser55/Ser55’, 11e59/11e59° e Phe420/Phe420’ (Fig. 55B). O
mesmo ocorre para 18 (Fig. 51), que apresenta um anel fenila na mesma posicdo; as
interacdes hidrofobicas ganham em importancia, ja que este substituinte apolar € rodeado por

aminoacidos também apolares, como os pares I[1e59/11e59” e Phe420/Phe420°.

456
Acpd38 AsndS6 Asnd56

Agpds8
Phe421 Phe421

His387

Phe420” I Phed

Val56’
. . Vals6
Val56
Ile59”

Figura 55 — A. Principais interacBes entre o metilpiridinio-4’-il e metilpiridinio-3’-il de 6 (verde) e 7
(amarelo), respectivamente, e o SI da GRPf. B. InteracBes entre o 4’-piridil de 6a (amarelo) e 3’-piridil de 7a
(amarelo) e 0 mesmo sitio.
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Um substituinte volumoso e apolar aparece na posi¢do N10 de 19 — o 1’-
naftil. Este também se orienta entre o par Phe420/Phe420’, ficando com seus anéis aromaticos
perpendiculares as cadeias laterais aromaticas destes residuos, formando um “sanduiche” com
estas e interagindo com os elétrons 7t dos anéis das fenilalaninas (Fig. 56A). Mais uma vez, as
interacOes hidrofdbicas entre esta regido apolar do ligante e os residuos apolares do sitio
(principalmente 11e59/11e59° e Phe420/Phe420’) parecem essenciais para manter o inibidor
nesta posi¢do. O substituinte 1’-antril de 20, por sua vez, € demasiadamente volumoso para se
orientar entre o par Phe420/Phe420’, de modo que orienta-se de maneira “inclinada” em
relagdo ao obtido para o 1’-naftil de 19, ndo ficando perpendicular em relacdo a cadeia lateral
aromatica das fenilalaninas do sitio e ndo interagindo com estas (Fig. 56B). Esta orientacdo
obtida para 20, onde o substituinte aromatico do N10 ndo fica entre o par Phe420/Phe420’ ¢
ndo interage com este, parece ndo ser adequada para inibir esta enzima, o que esta de acordo

com dados que mostram que 20 apresenta fraca inibicdo da GRPf (Tabela 2).

Asnd56

N
i3S . Phed2l

Phe420

Ser Serss®

A

Val56’

Val56° Val56
Val56 &

Ile59”

Figura 56 — A. Principais interagdes entre o substituinte 1°-naftil da posicdo N10 de 19 e o SI da GRPf.
B. Interacbes entre o 1’-antril de 20 e a mesma enzima. Note como este substituinte volumoso ndo mais se
orienta de forma perpendicular ao par Phe420/Phe420°.

Com base nestes resultados de docking, juntamente com dados de atividade
presentes na literatura (SARMA et al., 2003), é possivel sugerir que os substituintes mais
favoraveis na posicdo N10 para a inibicdo da GRPf sdo aqueles que apresentam atomos de

cloro ou flior nas posigdes 3’ ¢ 5 do anel, como o 3°,5’-diclorofenil e o pentafluorfenil, pois
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orientam-se de modo que estes &tomos apontam e interagem com os elétrons © do par
Phe420/Phe420’, formando um “sanduiche” com estes residuos. Ainda, sugere-se que 0
pentafluorfenil seja ainda mais favoravel do que o 3°,5’-diclorofenil nesta posi¢cdo pois, além
destas interacGes as fenilalaninas, faz uma ligagdo de H com uma molécula de agua do sitio
através de um de seus dtomos de fldor.

Por meio destes estudos de docking, foi possivel elucidar também o possivel
modo de ligacdo do azul de metileno (AM) ao SI da GRPf. Como foi citado anteriormente, ja
se sabe que a enzima GRPf é um alvo do AM e existem evidéncias indiretas sugerindo que
este inibidor se liga ao Sl desta enzima (FARBER et al., 1998; SARMA et al., 2003), embora
seu modo de ligacdo ainda ndo seja conhecido. Desta maneira, sugere-se, a partir dos
resultados obtidos, que o0 AM orienta-se em uma regido do sitio préxima ao obtido para a
porgdo isoaloxazina das ariloxazinas, de modo que seu atomo de enxofre interage com o
Glu432 (ou Glu432’) (Fig. 57). Seu anel aromatico fica perpendicular a cadeia lateral da
Phe421, ocorrendo uma interacdo do tipo C-H...nr. Também aparece uma ligagdo de H do tipo
C—H...O com a Asn62 (Fig. 57). Além destas, ainda ocorrem interacdes de van der Waals com
diversos residuos do sitio, como Phe51, Ser55, Asp58, 11e59, Asn62, Phed2l, Tyr424,
Glu432, Leud55 e Asn456.

Asn456

Asn62

Figura 57 — Modo de ligacéo obtido para o inibidor AM no Sl da GRPf.
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N&o foram obtidos bons resultados para a cloroquina (CQH) no Sl da
GRPf. As solucgdes (orientagdes + conformacbes) obtidas para este ligante neste sitio foram
aleatérias, ndo sendo possivel reconhecer um padrdo de orientagdes que se repetisse, 0 que
indica que a formacdo do complexo GRPf-CQH ndo é provavel e que este composto

possivelmente n&o inibe esta enzima.

4.3.2.3 Sitio Ativo da Glutationa Redutase humana e do P. falciparum

Apesar das diversas evidéncias apontando que as ariloxazinas inibem as
GRs humana e do P. falciparum de forma ndo-competitiva e que provavelmente se ligam ao
sitio da interface destas enzimas (SCHONLEBEN-JANAS et al., 1996; SARMA et al., 2003),
foi feito o estudo de docking destes inibidores também no sitio ativo (SA) destas enzimas, a
fim de se verificar a possibilidade de ser este sitio 0 alvo dos ligantes desta familia. Além
disso, também foi feita a simulacdo da CQH no SA das GRs, uma vez que 0 mecanismo
molecular pelo qual este composto exerce seu efeito sobre o P. falciparum ainda ndo esta
claro (FOLEY e TILLEY, 1998; READ et al., 1999; DAVIOUD-CHARVET et al., 2001,
OLLIARO, 2001; GINSBURG, 2002).

Com a elucidacédo da estrutura tridimensional da enzima GRPf, ficou claro
que o SA das enzimas GRh e GRPf sdo extremamente semelhantes, com residuos
conservados entre ambos. No sitio de ligacdo do substrato GSSG, apenas um residuo nao é
idéntico entre as enzimas: a Met406’ da GRh ¢ substituida por Leu419’ na GRPf (Fig. 58).
Em uma inspecdo da estrutura cristalografica das enzimas GRh e GRPf ndo foram
encontradas diferencas suficientes entre estes sitios que pudessem sugerir um modo de ligacdo
do substrato diferente entre estas enzimas (SARMA et al., 2003).

A estrutura tridimensional da GRPf depositada no PDB (PDB -
www.rcsb.org/pdb), sob o codigo lonf (SARMA et al., 2003), ndo possui 0 substrato
complexado ao SA. Os calculos de docking permitiram posicionar corretamente o substrato
GSSG, retirado do SA da GRh sob o cédigo 1gra no PDB (KARPLUS e SCHULZ, 1989), no
SA da enzima do parasita (Fig. 58). Foi verificado que este substrato orienta-se no SA da
GRPf na mesma posicdo em que se liga & enzima humana, fazendo as mesmas interagcbes com

residuos da enzima, o que ja era esperado dada a grande semelhanga entre os dois sitios. As



102

principais interagdes que a GSSG faz no SA da GRh foram recriadas no sitio da enzima do

parasita por meio de célculos de docking (Fig. 58).
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Figura 58 — A. Orientacdo cristalografica do substrato GSSG no SA da GRh (cédigo 1gra no PDB). B.
Orientagdo da GSSG no SA da GRPf, obtida por meio de docking. S80 destacadas algumas das principais
ligacBes de H (linhas tracejadas) recriadas no docking. Note como neste sitio somente o residuo Met406’ da GRh
ndo ¢é conservado na enzima do parasita (substituida por Leu419”).

Para os ligantes da familia das ariloxazinas, obteve-se que todos eles se
orientam da mesma maneira, tanto no SA da GRh quanto no SA da GRPf. Os escores obtidos
nas simulacfes nestes sitios aparecem na Tabela 4. Os resultados sugerem que estes ligantes
apresentam um mesmo modo de ligacdo no SA das enzimas humana e do P. falciparum,
fazendo as mesmas interacdes com residuos destas enzimas (Fig. 59). Isto pode ser facilmente
explicado pela grande semelhanca existente entre os dois sitios; o Unico residuo de
aminoacido que difere entre estes sitios — Leu419’ na GRPf no lugar da Met406’ da GRh
(Fig. 58) — fica distante e ndo interage com as ariloxazinas, conforme indicam os resultados de
docking, dai os compostos se orientarem da mesma maneira no SA das duas enzimas. Isto ndo
é desejado, pois o interessante € inibir apenas a enzima do parasita, sem interferir no
funcionamento normal da humana.

No modo de ligacdo padrdo obtido para as ariloxazinas no SA da GRh e da
GRPf, estes compostos se orientam com sua por¢do isoaloxazina proxima as Arg37 e Arg347
na GRh — equivalentes a Argl8 e Arg361 na GRPf — e com o substituinte aromatico da
posicdo N10 apontando para o par redox-ativo Cys58-Cys63 da enzima humana (Cys39-
Cys44 na GRPf) (Fig. 59). Neste padrdo, as principais interacbes que aparecem sdo as

ligacOes de H entre a cadeia lateral positivamente carregada da Arg347 da GRh (Arg361 na
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GRPf) e os atomos O2 e N3 da porcdo isoaloxazina dos ligantes; também podem ocorrer
ligacGes de H entre a hidroxila da Ser30 (Serll na GRPf) e 4&tomos de cloro ou flior dos
substituintes 3°,5’-diclorofenil e pentafluorfenil aromaticos da posicdo N10 de alguns
compostos e entre a hidroxila da Tyrll4 (Tyr94 na GRPf) e &omos de flior do
pentafluorfenil de 2e (Fig. 59). Além disso, ocorrem interagdes de van der Waals com
residuos reconhecidamente importantes para a catalise da enzima, como Arg37, Cys58,
Cys63, Tyrl14, Arg347, His467’, Glu472’ (Argl8, Cys39, Cysd4, Tyr94, Arg361, Hisd484 ¢
Glu489’ na GRPf), entre outros (PAlI e SCHULZ, 1983; JANES e SCHULZ, 1990;
SAVVIDES e KARPLUS, 1996; BOHME et al., 2000).

Tabela 4 — Escores e AGyinging Obtidos para os complexos formados entre o SA da GRh e GRPf e compostos da
familia das ariloxazinas e CQH.
Escore®no  AG°parao  Escore®no  AG’ parao

Composto Substituinte no N3 Substituinte no N10 SAda SA da GRh SAda SA da GRPf
GRh (kcal/mol) GRPf (kcal/mol)

2a H 4’-Clorofenil 49,70 -7,61 39,61 -6,52
2e H Pentafluorfenil 42,64 -6,85 33,15 -5,83
4b (Etoxicarbonil)metil 3°,5’-Diclorofenil 50,34 -7,68 40,94 -6,67
4c (Etoxicarbonil)metil ~ 3’-Trifluormetilfenil 51,23 -1,77 42,94 -6,88
5b Carboximetil 3”,5’-Diclorofenil 59,35 -8,65 48,24 -7,45
6 Metil Metilpiridinio-4°-il 43,12 -6,90 36,60 -6,20
6a Metil 4’-Piridil 44,14 -7,01 36,19 -6,16
12 3-Metil (e 8-azida) 4’-Clorofenil 46,39 -7,25 40,91 -6,66
14 3-Metil (e 8-fldor) 4’-Clorofenil 43,39 -6,93 38,66 -6,42
19 Metil 1’-Naftil 46,69 -7,28 38,95 -6,45
20 Metil 1’-Antril 52,25 -7,88 42,02 -6,78
CQH - - 38,48 -6,40 31,50 -5,65
GSSG* - - 60,29 -8,75 60,32 -8,75

 Média dos escores das solug@es obtidas, calculados utilizando a fungdo GoldScore implementada no programa
GOLD 4.0.1 (JONES, WILLETT e GLEN, 1995; JONES et al., 1997).

® Média da variacio da energia livre de ligacéo obtida a partir dos escores dados pela funcéo GoldScore.
“Redocking da GSSG no SA da GRh e docking no SA da GRPH.

Estes resultados também corroboram as evidéncias de que o SA ndo € o alvo
principal das ariloxazinas nas GRs, pois os dados experimentais de inibicdo mostraram que
estes ligantes apresentam diferentes atividades na GRh e na GRPf (Tabela 2), enquanto que os
resultados de docking indicam que, se o SA fosse o alvo principal destes compostos,
possivelmente a atividade das ariloxazinas seria a mesma nas duas enzimas, ja que 0s sitios
sdo praticamente idénticos (substituicdo de apenas um aminoéacido) e o0 modo de ligacdo e as

interacdes entre os inibidores e as enzimas sdo 0S Mesmos.
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Figura 59 — Modo de ligacdo obtido para as ariloxazinas no SA da GRh (A) e no SA da GRPf (B). As
interacBes que estes compostos fazem séo, basicamente, as mesmas para as duas enzimas. S80 mostradas
diversas saidas do docking das ariloxazinas neste sitio.

O SA das GRs também ndo parece ser o alvo principal da CQH, ja que os
calculos de docking neste sitio resultaram em diversas solugdes aleatdrias, sem um padréo
definido, o que sugere que a formagdo do complexo entre o SA das GRh e GRPf e a CQH

nao é favoravel.

4.3.3 Diidrofolato Redutase

O dominio diidrofolato redutase da enzima DHFR-TS do P. falciparum
(DHFRPf) é um dos poucos alvos bem definidos para o design de farmacos antimalaricos
(RASTELLI et al.,, 2000). Alguns antifolatos antimalaricos muito utilizados, como a
pirimetamina e o proguanil, se ligam ao sitio ativo deste dominio. Entretanto, a eficacia dos
inibidores desta enzima esta atualmente comprometida devido as mutacdes ocorridas no sitio
ativo da DHFRPf: primeiramente no residuo da posicdo 108 e subsequentemente em outros
residuos, como os das posigdes 16, 51, 59 e 164 da DHFR-TSPf (RASTELLI et al., 2000;
YUVANIYAMA et al., 2003).
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Atualmente estdo disponiveis no PDB as estruturas tridimensionais da
DHFR-TSPf nativa, duplo mutante (C59R + S108N) e quadruplo mutante (N511 + C59R +
S108N + 1164L) e neste trabalho foi realizado o docking dos compostos da familia das
ariloxazinas e da cloroquina nestas trés enzimas, verificando as semelhangas e diferengas nos
complexos formados. Na Figura 11 aparece a posicao dos residuos de aminoacido da DHFR-
TSPf que sofrem estas mutagdes, em relacdo ao inibidor WR99210. Também foi feito o
docking na DHFRh correspondente para fins de comparacao.

Os resultados de docking mostraram que ndo ha diferenca significativa entre
0 modo de ligacdo das ariloxazinas no dominio diidrofolato redutase da DHFR-TSPf nativa,
duplo ou quadruplo mutante (Fig. 60). Em todas estas trés formas da enzima, o padrdo de
orientacdo dos compostos foi, em geral, 0 mesmo — apenas para a enzima duplo mutante
foram encontradas algumas solugbes distintas do padrdo obtido para as nativa e quadruplo
mutante; isto porque esta encontra-se complexada com um inibidor diferente no sitio ativo (a
pirimetamina, enquanto as demais apresentavam o inibidor WR99210), de modo que as
cadeias laterais dos aminoacidos do sitio da enzima duplo mutante encontram-se em uma
conformacéo diferente das presentes nas enzimas nativa e quadruplo mutante. Além disso, foi
obtido que as ariloxazinas se posicionam distantes e ndo interagem com trés dos residuos que
sofrem mutacdo para conferir resisténcia ao parasita (Alal6é, Asn51 e Cys59 na enzima
nativa) e poucos compostos interagem com a Ser108 (substituida por Asn108 nas enzimas
mutantes). Por fim, as interaces que os ligantes fazem com a 1le164 (substituida por Leul64
na enzima quadruplo mutante) sdo com a cadeia principal e com um pedaco da cadeia lateral
da isoleucina — regido idéntica a da leucina presente na enzima quadruplo mutante (Fig. 60).
Assim, a natureza das interacGes entre as ariloxazinas e as enzimas nativa e mutantes é
praticamente a mesma. Por tudo isto, sugere-se que ndo deve existir, no geral, uma diferenca
significativa entre a inibi¢do da enzima nativa e dos mutantes pelos compostos da familia das
ariloxazinas.

Por meio de calculos de docking, pdde-se identificar um modo de ligacao
padrdo dos compostos da familia das ariloxazinas no sitio ativo da DHFRPf. Foi obtido que
compostos com substituintes volumosos na posi¢cdo N3, como 4b, 4c e 5b, orientam-se de
maneira distinta dos demais ligantes — este resultado também foi obtido no docking na
DHFRNh.
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Figura 60 — Modo de ligagdo obtido para as ariloxazinas no sitio ativo do dominio diidrofolato redutase
das enzimas DHFR-TSPf nativa (A), duplo (B) e quadruplo (C) mutantes. Os residuos que sofreram mutagédo
aparecem em destaque.

Na Tabela 5 aparece a média dos escores obtidos para cada composto em
cada forma da enzima DHFRPf estudada e na DHFRh, além dos escores obtidos no
redocking. Pode-se observar que ndo ha uma diferenca significativa entre os escores obtidos
para a enzima nativa do parasita, para as enzimas mutantes e para a forma humana. A seguir,
sdo descritos os modos de ligagdo obtidos para as ariloxazinas e para a cloroquina no sitio
estudado das diferentes formas da DHFRPf e da DHFRh. Este sitio é onde se ligam dois dos
mais importantes antifolatos utilizados no tratamento da maléaria — a pirimetamina e o
cicloguanil (WARHURST, 1998; GREGSON e PLOWE, 2005; FRANCA, SANTOS e
FIGUEROA-VILLAR, 2008).
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Tabela 5 — Escores ¢ AGyinging Obtidos para os complexos formados entre o dominio diidrofolato redutase da
DHFR-TSPf nativa, mutantes e DHFRh e compostos da familia das ariloxazinas/ CQH.

a AG paraa . AGP - . AG" -
c Escore na SHIF;RPf Escore” - dl(J}pIo Espore - quéc(i;ruplo Escore® na AG’paraa
omposto DHF_RPf nativa duplo mutante quédruplo mutante DHERh DHFRh
nativa (kcal/mol) mutante (kcal/mol) mutante (kcal/mol) (kcal/mol)
2a 44,43 -7,04 41,04 -6,68 44,13 -7,01 45,26 -7,13
2e 37,95 -6,35 36,76 -6,22 40,85 -6,66 42,24 -6,81
4b 53,88 -8,06 53,08 -7,97 56,21 -8,31 55,15 -8,19
4c 54,59 -8,13 52,48 -7,91 55,03 -8,18 54,66 -8,14
5b 51,83 -7,84 49,04 -7,54 51,88 -7,84 53,10 -7,97
6 45,23 -7,13 44,17 -7,01 43,61 -6,95 45,67 -7,18
6a 43,75 -6,97 42,94 -6,88 43,76 -6,97 43,57 -6,95
12 52,34 -7,89 46,74 -7,29 53,04 -7,97 53,12 -7,98
14 46,63 -7,28 41,43 -6,72 44,26 -7,02 47,32 -7,35
19 52,08 -7,86 46,00 -7,21 51,24 -1,77 52,05 -7,86
20 57,92 -8,49 51,68 -7,82 54,06 -8,08 48,70 -7,50
CQH 46,59 -7,27 44,40 -7,04 44,26 -7,02 47,57 -7,38
Redocking® 63,08 -9,05 48,16 -7,44 58,94 -8,60 46,64 -7,28

# Média dos escores das solucdes obtidas, calculados utilizando a fungdo GoldScore implementada no programa
GOLD 4.0.1 (JONES, WILLETT e GLEN, 1995; JONES et al., 1997).

® Média da variacdo da energia livre de ligacéo obtida a partir dos escores dados pela funcéo GoldScore.

¢ Ligante WR99210 nas enzimas nativa e quadruplo mutante; ligante pirimetamina na duplo mutante; ligante
antifolato lipofilico na DHFRh.

Os resultados de docking mostram que os compostos da familia das
ariloxazinas 2a, 2e, 6, 6a, 12, 14, 19 e 20 apresentaram um modo padrdo de ligacdo a
DHFRPT (tanto nativa quanto mutantes), onde suas porcoes isoaloxazina se orientam entre 0s
residuos de aminoacido Serl11/lle112 de um lado e Leu46/Met55 do outro, e seus
substituintes aromaticos da posicdo N10 se orientam paralelamente a cadeia lateral da Phe58,
voltado principalmente para a Ilel64 (ou Leul64 na enzima quadruplo mutante) (Fig. 61).
Neste cenario, estas moléculas muitas vezes interagem com residuos reconhecidamente
importantes para a atividade diidrofolato redutase da enzima, como llel4, Asp54, Phe58,
Serl08 e llel64, os quais, sabe-se, interagem com o substrato diidrofolato, com inibidores
antifolato antimalaricos ou, ainda, com o cofator NADPH (YUVANIYAMA et al., 2003).

A porcdo isoaloxazina dos inibidores estudados fica envolvida, além dos
pares Serl11/1le112 e Leu46/Met55 ja citados, pela Val45, Pro113, Phell6 e Leull9 (Fig.
61B). Com excecdo da Serlll, que é um residuo polar ndo-carregado, apenas residuos
apolares interagem com esta regido do ligante, sendo um indicio de que as interacdes
hidrofobicas sdo importantes para manter o inibidor nesta posicdo; interacdes hidrofébicas
também estabilizam os complexos entre esta enzima e outros antifolatos antimalaricos, como
a pirimetamina e o cicloguanil, além do préprio substrato (WARHURST, 1998; OLLIARO,
2001; DELFINO, SANTOS-FILHO e FIGUEROA-VILLAR, 2002; PARENTI et al., 2004).

Ainda, o atomo O1 destes compostos faz, em geral, uma ligagdo de hidrogénio com a
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hidroxila da Ser111, o que também parece ser determinante para manter estes inibidores nesta
posicdo (Fig. 61). Esta regido do sitio onde a por¢do isoaloxazina se orienta € a mesma onde
ocorrem interagdes do anel triclorofendxi do inibidor WR99210 e de fragmentos aromaticos
hidrofébicos de outros inibidores conhecidos com residuos da enzima: préximo a Leu46,
Met55, Ser1ll, llel12, Prol13, Phell6 e Leull9, na entrada do sitio (RASTELLI et al.,
2000; RASTELLI et al, 2003; YUVANIYAMA et al, 2003; FOGEL et al, 2008;
MAITARAD et al., 2009).

Met55

Phell6 Valds

Leud6

Figura 61 — A. Modo de ligacdo obtido para os compostos da familia das ariloxazinas no sitio de
ligagcdo do dominio DHFRPf da enzima nativa. N&o sdo mostrados os &tomos de hidrogénio. A linha pontilhada
indica ligacdo de hidrogénio. B. Mesma visdo que em A, mas sem a representacdo da estrutura secundaria da
proteina e com mais residuos de aminoacido representados. O mesmo modo de ligacdo e, em geral, as mesmas
interaces foram obtidas também para as enzimas mutantes.

Para a enzima humana, obteve-se que a porcao isoaloxazina dos compostos
também se orientou entre Ser59/11e60 de um lado e Leu22/Phe31 do outro (correspondentes a
Serl11/1le112 e Leud5/Met55, respectivamente, na DHFRPf) e com os substituintes
aromaticos da posi¢do N10 paralelos a Phe34 (Fig. 62), correspondente a Phe58 da DHFRPH.
Em geral, também na DHFRh ocorrem ligac6es de H entre o O1 das ariloxazinas e a hidroxila
da Ser59, ligaches estas correspondentes as que estes compostos faziam com a Serlll da
DHFRPf. Entretanto, uma importante interacdo so € possivel com a enzima humana: interacao
n-7 entre 0 anel aromético da porcédo isoaloxazina dos ligantes e a cadeia lateral aromética da
Phe31 — na DHFRPf o residuo correspondente nesta posicdo € a Met55, incapaz de fazer este

tipo de interacéo.
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Figura 62 — Modo de ligacdo obtido para as ariloxazinas na DHFRh. Sdo mostradas algumas saidas
obtidas nos calculos de docking para estes ligantes nesta enzima, com destaque para a ligacdo de H que os
compostos fazem com a Ser59 (correspondente a Ser111 na DHFRPY).

s

Nos compostos onde o substituinte na posicdo N3 é um atomo de
hidrogénio, como em 2a e 2e, ocorre uma ligacdo de H entre seu N3 e o grupo hidroxila da
Ser111 da DHFRPf, além da ligacdo de H ja citada entre a mesma Ser111 e o O1 dos ligantes
(Fig. 63).

llel64

Serlll

Phell6

Val45s

Figura 63 — Orientacdo de 2e (verde) e 2a (ciano) no sitio de ligacdo da DHFRPf nativa, com destaque
para as ligacdes de H com a Ser111. O mesmo resultado foi obtido para as enzimas mutantes.
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Nos casos em que o substituinte da posicdo N3 das ariloxazinas era uma
metila, como em 6, 6a, 12, 14, 19 e 20, foi obtido que duas orientagdes parecem possiveis:
com este grupo voltado para a Val4d5 (Fig. 64A) ou emparelhado com a cadeia lateral da
Phell6, em uma orientagéo inversa (Fig. 64B). No primeiro caso, ocorrem principalmente
interagcBes de van der Waals com a Val45 apolar, aléem de permitir a ligacdo de hidrogénio
entre 0 O1 dos compostos e a hidroxila da Ser111 obtida para toda a familia das ariloxazinas
neste sitio (Fig. 64A). Na segunda orientacdo possivel, 0s compostos se orientam de maneira
“inversa”, ou seja, a isoaloxazina e o substituinte aromatico da posicdo N10 continuam
sobrepostos, mas o0s substituintes da posicdo N3 apontam para lados opostos. Agora, a metila
da posicdo N3 se emparelha a Phell16, onde ocorrem interacbes do tipo C-H...t com este
residuo e ligagdes de H do tipo C—H...O entre 0 O1 e a cadeia lateral da Phe58 (Fig. 64B);
entretanto, perde-se a ligacéo de hidrogénio entre 0 O1 e 0 OH da Serl111.

Tlel64 Ilel64

Phes8 S
=0
KA

)
Met55 TN U 2.7

Phell6

A Proll3

Figura 64 — A. Uma das orientacbes possiveis dos compostos 6, 6a, 12, 14, 19 e 20 na DHFRPf nativa.
B. Segunda orientacdo possivel para 0s mesmos compostos na enzima.

InteracGes de mesma natureza foram obtidas entre 0s mesmos substituintes
da posicdo N3 de 2a, 2e, 6, 6a, 12, 14, 19 e 20 e a DHFRh (Fig. 62). A excecao fica por conta

das interagdes C—H...w, que ndo ocorrem na enzima humana ja que aparece a Asn64 no lugar
da Phel16 presente na DHFRPf (Fig. 62).



111

12 e 14 possuem, ainda, um substituinte no dtomo C8 — azida e fldor,
respectivamente. Como visto acima, estes dois compostos apresentaram duas possiveis
orientagdes (“inversas”) no sitio de ligagdo da DHFRPf, de modo que estes substituintes
ficaram voltados ou para a Leul19 de um lado, ou para a Val45 do lado oposto do sitio (Fig.
64). Entretanto, sugere-se que esta Ultima orientacdo seja a mais favoravel para 12 e 14, ja que
nesta ocorrem ligacdes de H entre a hidroxila da Serl1l e os substituintes da posi¢cdo C8
destes compostos — azida de 12 ou fldor de 14 (Fig. 65). Estas ligacGes de H também ocorrem
quando se considera a DHFRh, mas com a Ser59 (correspondente a Ser111 da DHFRPY).

Leudo

Ilel12
Proll3 Phell6

Figura 65 — LigacOes de H obtidas entre os substituintes azida de 12 (ciano) e flior de 14 (verde) e a
hidroxila da Ser111 das enzimas DHFRPA.

O substituinte aromatico da posicdo N10 de 2a, 2e, 6, 6a, 12, 14, 19 e 20,
por sua vez, orienta-se paralelamente a cadeia lateral da Phe58 da DHFRPf, onde aparecem
interacdes entre os elétrons © destes anéis — interacdes do tipo n-w (Fig. 61 e Fig. 66). Sabe-se
que interacdes desta natureza também ocorrem entre a Phe58 e sistemas aromaticos do
substrato e de outros antifolatos conhecidos (WARHURST, 1998; CHUSACULTANACHAI
et al., 2002; RASTELLI et al., 2003; YUTHAVONG et al., 2005; MAITARAD et al., 2009).
Além disso, os substituintes nesta posicdo N10 ficam voltados principalmente para llel4 e
Ile164, de modo que em todos os inibidores estudados desta familia ocorrem interacdes de
van der Waals entre estes substituintes aromaticos e os residuos Phe58, 1le164 (ou Leul64 na

forma quadruplo mutante da enzima) e algumas vezes com llel4 (Fig. 61 e Fig. 66); diversos
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inibidores da DHFRPf fazem ligagdes de H com llel4 e 1lel64, como a pirimetamina, 0
cicloguanil e 0 WR99210 (RASTELLI et al., 2000; RASTELLI et al., 2003; YUTHAVONG
et al., 2005; FOGEL, CHEUNG e PITTMAN, 2008; FOGEL et al, 2008; MAITARAD et al.,
2009). Nas enzimas duplo e quédruplo mutante ocorrem, ainda, interacGes de van der Waals
entre os substituintes da posicdo N10 e a cadeia lateral da Asn108; na enzima nativa ndo
ocorrem, em geral, interacbes com a Ser108 nesta mesma posicdo devido ao menor tamanho
de sua cadeia lateral (Fig. 60).

A principal interagdo que estes substituintes fazem com estas enzimas
plasmodiais — intera¢do m-m com a Phe58 — também aparece quando se considera a DHFRh:
intera¢do do tipo m-m entre os substituintes aromaticos da posi¢do N10 das ariloxazinas e a
cadeia lateral aromética da Phe34 (Fig. 62).

Além destas interagdes apresentadas, o substituinte 4’-clorofenil de 2a, 12 e
14 possui um atomo de cloro que faz interagfes de van der Waals com os residuos llel4,
Phe58 e 1le164 da DHFRPT (Fig. 66).

_/<< Tlel64
Tlel4

53

Tyrl70
Serl08

Tlell2 >=

Serlll

Leud6 |

Figura 66 — Interagdes entre o 4’-clorofenil de 2a, 12 e 14 e a DHFRPT.

O substituinte pentafluorfenil de 2e, por sua vez, estd envolvido em uma
rede de potenciais ligacGes de H do tipo C—H...F entre seus dtomos de flior e as cadeias
laterais de Met55, Phe58, 1le112 e Ile164; ainda, ocorrem interacdes entre dois de seus &tomos

de flior e o oxigénio da llel64 (Fig. 67A). Na forma quadruplo mutante desta enzima
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plasmodial, o composto 2e faz, aléem de todas estas interagcdes descritas para a enzima nativa,
uma ligacdo N-H...F com a cadeia lateral da Asn108, através de seu pentafluorfenil (Fig.
67B); na forma plasmodial nativa e na forma humana aparecem, respectivamente, uma serina
OuU uma treonina nesta posicao, as quais, devido ao pequeno tamanho de suas cadeias laterais,
ndo interagem com o ligante (Fig. 62 e Fig. 67A). Assim, sugere-se que 2e deve apresentar
uma maior afinidade pela forma quadruplo mutante da DHFR-TSPf do que pela sua forma

nativa ou pela enzima humana.

—/< Leul64

= Asnl08

. ~-._-.>§g’9j Serl08

Serlll

Phell6
LeudG

Figura 67 — Em A temos a orientagdo de 2e no sitio de ligacdo do dominio DHFRPf da enzima nativa,
enguanto que em B aparece 0 mesmo 2e, mas no sitio de liga¢do da enzima quédruplo mutante. Note como na
enzima nativa a Ser108 fica distante (seta) e néo faz ligagbes de H com o composto, enquanto que na enzima
mutante aparece uma Asn108 na mesma posicao, através da qual faz uma ligacdo de H com 2e; pode-se notar
também que, mesmo ocorrendo a substituicdo da Ilel64 por Leul64, ainda ocorre a ligacdo de H com o
composto na enzima mutante.

O composto 6 apresenta o substituinte metilpiridinio-4’-il na posi¢do N10, o
qual, por ser um pouco mais volumoso do que os demais substituintes, consegue interagir com
o trio lle14, lle164 (ou Leul64 em algumas formas mutantes) e Tyrl70 da DHFRPf, fazendo
inclusive algumas ligacbes de H do tipo C-H...O (Fig. 68A); ligacbes de H com estes trés
residuos também sdo descritas para o inibidor WR99210 (YUVANIYAMA et al., 2003) — 0
grupo metil do metilpiridinio-4’-il de 6 se sobrepde a um dos nitrogénios deste inibidor. Ja o
composto 6a apresenta o substituinte 4’-piridil, 0 menos volumoso dentre os estudados, o qual
estd envolvido apenas em interacGes de van der Waals com Phe58, 1le112 e 1le164 (Fig. 68B).

Em geral, interagdes de mesma natureza ocorrem com a DHFRh.
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Figura 68 — A. Potenciais ligacGes de H C-H...O e interagdo n-n entre o substituinte metilpiridinio-4’-il
de 6 e a DHFRPf. B. Orientacéo de 6a no sitio de ligacdo da DHFRPf.

Ariloxazinas com substituintes apolares e mais volumosos na posi¢do N10,
como 19 e 20, conseguem preencher bem a cavidade hidrofobica do sitio, orientando-se entre
0s residuos Ser108 (ou Asnl08 nas formas mutantes) e Asp54, regido onde se encaixa 0
sistema aromatico heterociclico do substrato e de muitos inibidores conhecidos da DHFR-
TSPf (WARHURST, 1998; GREGSON ¢ PLOWE, 2005). O substituinte 1’-naftil de 19 faz
uma ligacdo do tipo C—H...O com a carbonila da Ile164 (Fig. 69A) ¢ o 1’-antril de 20 faz,
além desta, interacbes de van der Waals com Asp54 e Serl08 (ou Asnl08) (Fig. 69B).
Ligacdes de H com a 1le164 e interacfes com a Ser108 também sdo encontradas para diversos
antifolatos antimalaricos (RASTELLI et al., 2000; RASTELLI et al., 2003; YUTHAVONG et
al., 2005; FOGEL, CHEUNG e PITTMAN, 2008; FOGEL et al, 2008; MAITARAD et al.,
2009); além disso, o residuo Asp54 foi identificado como critico neste sitio em estudos
anteriores, estando envolvido em ligacGes de H com iniumeros inibidores desta enzima, além
do proprio substrato (WARHURST, 1998; LEMCKE, CHRISTENSEN e JORGENSEN,
1999; RASTELLI et al.,, 2000; OLLIARO, 2001; CHUSACULTANACHAI et al., 2002;
DELFINO, SANTOS-FILHO e FIGUEROA-VILLAR, 2002; RASTELLI et al., 2003;
YUVANIYAMA et al., 2003; YUTHAVONG et al., 2005; FOGEL, CHEUNG e PITTMAN,
2008; FOGEL et al, 2008; MAITARAD et al, 2009). As interagdes hidrofobicas
possivelmente tém um maior peso e contribuem para o bom escore obtido para estes dois

inibidores (Tabela 5); como citado anteriormente, interacGes hidrofobicas estabilizam os
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complexos formados entre esta enzima e o substrato ou outros inibidores (WARHURST,
1998; OLLIARO, 2001; DELFINO, SANTOS-FILHO e FIGUEROA-VILLAR, 2002;
PARENTI et al., 2004).
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Figura 69 — Em A estdo representadas as principais interagdes entre o substituinte 1’-naftil de 19 e a
DHFRPf ¢, em B, intera¢des do 1’-antril de 20 com a mesma enzima.
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Na forma humana da enzima, estes substituintes apolares volumosos de 19 e
20 ocupam uma regido semelhante do sitio, entre Thr56 e Glu30 (Fig. 62) — correspondentes
as Ser108 e Asp54 da DHFRPf —, interagindo com a DHFRh de forma semelhante a DHFRPH.

A andlise dos resultados de docking mostra que os compostos 4b, 4c e 5b se
orientam no sitio das DHFRPf e DHFRh de maneira diferente do padrdo obtido para as outras
ariloxazinas. Estes compostos se orientam de modo que suas porcdes isoaloxazina se
posicionam entre a Leu46 e a Serl11l da DHFRPf, com o substituinte aromatico da posicéo
N10 apontando para a cadeia lateral da Phe58 (Fig. 70). Ocorrem ligacdes de H entre seus
atomos Ol e a hidroxila da Ser108, “amarrando” estes inibidores nesta posi¢cdo; na enzima
duplo mutante do parasita, entretanto, esta ligacdo de H é com a cadeia lateral da Asn108
(Fig. 70) e, na enzima humana, com a Thr56. O substituinte (etoxicarbonil)metil de 4b e 4c
fica voltado para a Thr107 da DHFRPf, ocorrendo apenas interacfes de van der Waals com 0s
residuos Thr107, Gly166, Serl67 e Vall195. O carboximetil de 5b, por sua vez, pode ficar
voltado para a Thrl07 ou para o lado oposto, em direcdo a Leud0, mas também aparecem

apenas interacdes de van der Waals com residuos do sitio. O substituinte aromético da posigdo
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N10 destes compostos aponta para a Phe58 (ou Phe34, na DHFRh), fazendo uma interacéo
em forma de “T” com o sistema 7 deste residuo, além de interagdes de van der Waals com
residuos apolares do sitio, como Phe58, Ile112, Ile164 (Fig. 70). Entretanto, os compostos 4b
e 4c se orientam em uma conformacao diferente da de minima energia, de modo que se pode
sugerir que estes possivelmente serdo menos favoraveis nas DHFRPf ou DHFRh do que as

demais ariloxazinas estudadas.

Vall95 Serl67

Thr107 % ; : : % Phe58

Y, 394
. | )

Ilell2

Figura 70 — Orientagéo obtida para os compostos 4b, 4c e 5b (além da segunda orientacdo possivel de
6a) na DHFRPf duplo mutante. Este mesmo modo de ligagdo destes compostos também foi obtido para as
formas nativa e quadruplo mutante da enzima.

Assim como foi obtido para o SA das enzimas GRh e GRPf, as saidas
obtidas para a CQH nas diferentes formas da enzima DHFR-TSPf e na DHFRh foram, de
certo modo, aleatdrias, de forma que nenhuma orientacao teve um peso estatistico satisfatorio.
Isto sugere que a formacdo dos complexos DHFRPf-CQH (nativa ou mutantes) ou DHFRh-

CQH néo é favoravel.
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4.3.4 Lactato Desidrogenase

Os célculos de docking permitiram identificar o modo de ligacdo de
compostos da familia das ariloxazinas no sitio de ligagdo do NADH das enzimas LDHPf, M-
LDHh e H-LDHh. Foi obtido que todos os compostos estudados desta familia apresentam o
mesmo padréo de ligacéo no sitio da LDHPf, onde apenas 19 e 20 ficam um pouco deslocados
em relacdo a orientacdo padrdo obtida. Este sitio é onde se ligam alguns compostos
antimalaricos conhecidos, como a prépria cloroquina (embora este seja apenas um dos alvos
descritos para este composto) e o gossipol e seus derivados (DECK et al., 1998; READ et al.,
1999; RAZAKANTOANINA, PHUNG e JAUREGUIBERRY, 2000; CONNERS et al.,
2005). A estratégia de se buscar ligantes para este sitio € interessante, pois um inibidor que
tenha a capacidade de competir com 0 NADH ira se beneficiar da afinidade 10 vezes mais
fraca deste cofator para a LDHPf, em comparacdo com as isozimas humanas (SHOEMARK
et al., 2007).

A média dos escores obtida para cada ariloxazina estudada nestas enzimas
aparece na Tabela 6. Note que, para a LDHPT, os escores foram préximos, algumas vezes até
melhores, do que os obtidos no redocking. Além disso, os escores na enzima plasmodial
foram, em geral, melhores do que nas M-LDHh e H-LDHh. A seguir, sdo descritas as
orientacdes obtidas para estes compostos no sitio de ligacgdo do NADH da LDHPT,

comparando-se com o obtido para as isozimas humanas.

Tabela 6 — Escores AGyinging Obtidos para os complexos formados entre os sitios de ligacdo do NADH da
LDHPf, M-LDHh e H-LDHh e compostos da familia das ariloxazinas.

c " Escore® na AIGij: ;? a Escore® na A’&; bIFSLaha Escore® na AS prSLaha
omposto - -
i LDHPf (keal/mol) M-LDHh (kcal/mol) H-LDHh (kcal/mol)
2a 42,11 -6,79 38,27 -6,38 38,64 -6,42
2e 33,80 -5,90 30,58 -5,55 30,87 -5,58
4b 35,69 -6,10 46,07 -7,22 44,89 -7,09
4c 40,01 -6,57 49,28 -7,56 44,88 -7,09
5b 46,27 -7,24 40,46 -6,62 40,03 -6,57
6 41,23 -6,70 31,86 -5,69 34,17 -5,94
6a 41,16 -6,69 39,19 -6,48 34,98 -6,03
12 49,26 -7,56 41,38 -6,71 39,87 -6,55
14 43,78 -6,97 36,17 -6,15 36,71 -6,21
19 33,88 -5,91 37,85 -6,34 37,34 -6,28
20 47,78 -7,40 40,20 -6,59 38,14 -6,37
CQH° 41,18 -6,69 - - - -

# Média dos escores das soluc@es obtidas, calculados utilizando a fungdo GoldScore implementada no programa
GOLD 4.0.1 (JONES, WILLETT e GLEN, 1995; JONES et al., 1997).

® Média da variacdo da energia livre de ligacéo obtida a partir dos escores dados pela funcéo GoldScore.
“Redocking da CQH na LDHPf.
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No modo de ligacdo obtido por meio de estudos de docking para as
ariloxazinas no sitio do NADH da LDHPf, estes compostos se orientam com a porcao
isoaloxazina entre os residuos de aminoéacido apolares 1le54 de um lado e Ala98/11e119 do
outro, onde as interac6es hidrofébicas ganham importancia, e com o substituinte aromatico da
posicdo N10 emparelhado com a cadeia lateral da Phe100, onde aparecem interagdes entre 0s
sistemas 7 dos anéis (Fig. 71). Todos os compostos, exceto 19 e 20, apresentaram 0 mesmo
padrdo de orientacdo neste sitio.

Nas formas humanas da enzima, foi obtido que a porcdo isoaloxazina
também se orienta entre VVal52 de um lado e Ala95/11e115 do outro (na M-LDHh; na H-LDHh
é Val53 e Ala96/Vall1l6, respectivamente) (Fig. 72), residuos apolares correspondentes aos
[le54 e Ala98/1le119 da LDHPf. Entretanto, devido a auséncia de uma fenilalanina
correspondente & Phe100 da LDHPf — ha a Ala97 na M-LDHh e Val98 na H-LDHh (Fig. 29)
—, ndo ocorrem as interagdes do tipo m-w com os substituintes aromaticos da posicao N10 das
ariloxazinas. Isto fez com que, embora a porcdo isoaloxazina dos ligantes continuasse se
orientando entre Val52 e Ala95/1le115, os substituintes da posicdo N10 dos compostos
apontasse para diversas regides diferentes do sitio, de modo que as saidas de docking obtidas
para as ariloxazinas nas M-LDHh e H-LDHh nao formam, em geral, um padrédo bem definido
(Fig. 72) — na LDHPf as saidas de docking ficaram bem sobrepostas, sendo possivel
identificar um modo de ligacdo padrdo bem definido. Isto é um indicio de que, devido a
auséncia de um residuo aromatico correspondente a Phe100 da LDHPf, as ariloxazinas devam
apresentar uma afinidade mais baixa pelas isoformas humanas da enzima em compara¢ao com
a enzima plasmodial, o que é desejavel para se inibir seletivamente a enzima do P.
falciparum.

Apesar de a porcdo isoaloxazina se sobrepor nas orientacfes obtidas para
estes compostos na LDHPf, em 2e e 2a a orientagdo ¢ “inversa”, ou seja, nestes o substituinte
da posicdo N3 aponta para a Gly27, enquanto que nos outros compostos 0s substituintes desta
posicdo apontam para o lado oposto, em direcdo a Lys118, proximos a superficie da enzima
(Fig. 71B). Esta diferenca se deve, possivelmente, ao menor volume do substituinte na
posicdo N3 de 2e e 2a — um atomo de hidrogénio —, o qual permitiu que esta porcdo do
composto se orientasse proximo a Gly27 e Phe52; portanto, ariloxazinas com substituintes
maiores do que um H nesta posi¢do orientam-se de maneira “inversa”, a fim de evitar choques

estéricos com estes residuos do sitio.
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Glul22
Phe52

Ty185

Figura 71 — A. Modo de ligacédo padréo obtido para os compostos da familia das ariloxazinas no sitio do
NADH da LDHPf. B. Orientacgdo de 2e e 2a (cinza) em relagdo aos demais compostos da familia (verde). A seta
cheia mostra a regido onde se orientam os substituintes da posicdo N3 de 2e e 2a, enquanto que a seta pontilhada
mostra a regido dos substituintes da posi¢cdo N3 dos demais compostos.

Val50

Asp51

Figura 72 — Algumas das saidas de docking obtidas para as ariloxazinas no sitio do NADH da M-
LDHh. Note como a porcdo isoaloxazina dos compostos orienta-se entre Val52 e Ala95/Ilel15, mas o
substituinte aromético da posi¢cdo N10 pode apontar para diferentes regides do sitio. Resultados semelhantes
foram obtidos na H-LDHh.

Nesta orientacdo de 2e e 2a, a porcdo isoaloxazina fica entre os residuos
apolares 1le54 de um lado e Ala98/1le119 do outro, regido onde se orienta a por¢do quinolina
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da CQH e o anel adenil do cofator NADH na LDHPf (READ et al., 1999). Ocorre uma
ligagdo de hidrogénio C—H...rn entre a cadeia lateral da Ile119 e o anel aromatico da por¢éo
isoaloxazina destes compostos, além de uma ligacdo de H entre a hidroxila da Tyr85 e o
atomo O2 de 2e e 2a (Fig. 73A). Além destas, aparecem interacfes C-H...O entre a cadeia
lateral da Phe52 e o O2 dos compostos e também entre um dos anéis da isoaloxazina e o
grupo carboxilico do Glul22 (Fig. 73A); sabe-se que a Phe52 é um residuo Unico a LDHPf
(substituida por outros aminoacidos em outros organismos: nas M-LDHh e H-LDHh ha uma
Val) e 0 Glul22 também é unico a forma plasmodial da enzima (substituido por Phe em
LDHs de mamiferos, ndo sendo capaz de fazer a interagdo C-H...O com as ariloxazinas
quando substituida por Phe), além de também fazer ligacdo de H com a CQH (READ et al.,
1999). Ainda, 0 N5 e 0 O1 de 2e e 2a interagem, respectivamente, com Glul22 e Asp53,
residuos negativamente carregados (Fig. 73A); Asp53 € um residuo altamente conservado e
importante na ligagdo do cofator (READ et al., 1999). Assim como a quinolina da CQH, a
porgdo isoaloxazina destes compostos esta envolvida em contatos de van der Waals com a
Ile54, a qual é normalmente substituida por valina em LDHs de mamiferos. O substituinte H
da posicdo N3 destas ariloxazinas orienta-se na mesma posicdo que o atomo de cloro do
inibidor CQH, fazendo as mesmas interacbes que este — contatos de van der Waals com
Gly27, Ala98 e Asp53 (READ et al., 1999). Além da CQH, foi descrito que alguns derivados
do gossipol também se ligam a esta reentrancia lipofilica, regido onde se orienta a adenina do
cofator, e também fazem interacfes de van der Waals com o0s residuos descritos acima
(DECK et al., 1998; CONNERS et al., 2005; CHOI et al., 2007).

A porcéo isoaloxazina de 4b, 4c, 5b, 6, 6a, 12 e 14, como visto acima, se
sobrepGe a obtida para 2e e 2a na LDHPf, embora se oriente de maneira “inversa”: agora, os
substituintes da posicdo N3 ficam voltados para a Lys118, do lado oposto do sitio, em direcéo
a entrada da reentrancia hidrofébica (Fig. 73B). Desta maneira, a natureza das interacées com
residuos do sitio sdo diferentes (embora interajam com 0s mesmos residuos). Aparecem
interacdes C—H...w entre a cadeia lateral da Ala98 ¢ o anel aromatico da porgdo isoaloxazina,
além de interaces C—H...O entre a cadeia lateral da Phe100 e o O1 dos compostos e entre a
cadeia lateral do Glul22 e o O2 das ariloxazinas. Também aparecem interacdes C—H...N entre
a cadeia lateral da 1le119 e o N1 destas ariloxazinas. Além disso, o &omo N5 interage com a
cadeia lateral negativamente carregada do Glul22 (Fig. 73B), que, como ja citado, é
substituido por Phe na LDH de mamiferos, um residuo apolar (READ et al., 1999). Ocorrem,
também, interacbes de van der Waals com Asp53, residuo negativamente carregado e

importante na ligacdo do cofator (READ et al., 1999).
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Phe52

Glul22
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Glul22

Ile54

Ile119

Figura 73 — A. 2e (verde) e 2a (amarelo) no sitio do NADH da LDHPf, com destaque para as ligagdes
de H (linhas tracejadas) e outras interacGes com a enzima (linha continua). B. 4b, 4c, 5b, 6, 6a, 12 e 14 e a
LDHPT.

Os resultados de docking para os compostos 4b e 4c mostraram que 0
substituinte (etoxicarbonil)metil, que é bastante volumoso, pode apresentar diversas
conformac6es. Isto porque este fica voltado para a superficie da enzima LDHPf (Fig. 74), o
que Ihe confere maior liberdade para seu posicionamento.

O substituinte carboximetil da posicdo N3 de 5b, por sua vez, também se
orienta em direcdo a entrada do sitio, proximo a superficie da enzima. Entretanto, nesta
orientacdo este substituinte ndo fica “livre” como o (etoxicarbonil)metil, j& que ocorre uma
ligacdo de H entre um de seus &tomos de oxigénio e o grupo carboxilico do Glu122 da LDHPf
(Fig 75A). Além disso, a conformacdo deste substituinte nesta posi¢do foi proxima a de
minima energia obtida na modelagem molecular (Fig. 75B). Assim, sugere-se que O
carboximetil seja mais favoravel do que o (etoxicarbonil)metil na posicdo N3 das

ariloxazinas, dai o escore ter sido melhor para 5b do que para 4b (Tabela 6).
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Figura 74 — Saidas de docking obtidas para 4b e 4c. Note como o substituinte (etoxicarbonil)metil da
posicdo N3 pode assumir diferentes orientacGes (setas), sempre em direcdo a superficie da enzima. O contorno
da superficie da enzima esta representado na figura, colorido de acordo com o potencial eletrostatico.

Glul22
Ty185

Gly27
Tles4 1

Asps3

Ile119
Lysl18

A “
&7~ Phel0o

Figura 75 — A. Orientacdo de 5b na LDHPf, com destaque para a ligagdo de H entre seu substituinte
(etoxicarbonil)metil da posi¢do N3 e o residuo Glu122. B. Comparacédo entre a conformagdo do 5b obtida por
modelagem molecular (acima) e a gerada nos célculos de docking (abaixo).

Os compostos 6, 6a, 12 e 14 possuem uma metila como substituinte na
posicdo N3. No modo de ligacdo padrdo obtido para as ariloxazinas neste sitio, estes
compostos se orientam de modo que o substituinte metila faz apenas alguns contatos de van
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der Waals com Lys118 e 11e119, ndo parecendo ser essencial para manter 0s compostos nesta
posicao (Fig. 76A).

Desta maneira, pode-se concluir que, para a posicdo N3, um substituinte
muito volumoso como o (etoxicarbonil)metil ndo é favoravel para a formagdo de complexo
com a LDHPf, ja que este se coloca na superficie da enzima, apresentando muitos graus de
liberdade. Ja um substituinte pouco volumoso, como um atomo de hidrogénio, é favoravel por
permitir que 0 composto se posicione em uma orientacdo “inversa”, de modo que ocorram
ligagdes de H com a Tyr85 e sem que ocorram choques estéricos com residuos do sitio. Um
carboximetil na posicdo N3 também parece favoravel, ja que permite que ocorra uma ligacdo
de H entre este substituinte e 0 Glu122. A presenga de uma metila nesta posicéo, por sua vez,
parece ndo influenciar na orientacdo dos compostos por fazer limitadas interacbes com
residuos da enzima, de modo que sua presenca nao seja prejudicial para 0s compostos, mas
também néo seja essencial para a formagdo do complexo.

Os ligantes 12 e 14 possuem um substituinte na posicdo C8 — uma azida e
um fluor, respectivamente — e estes ficam voltados para a Gly27 da LDHPf, de modo que
fazem interagdes de van der Waals com Gly27, Asp53 e Ala98 (Fig. 76B), mesmas interacdes
que o atomo de cloro da CQH faz com a enzima (READ et al., 1999). Estes residuos séo
altamente conservados entre as LDHs e sabe-se que o Asp53 é importante para a ligagdo do
cofator (READ et al., 1999). O fato de o substituinte azida, positivamente carregado, ficar
proximo ao Asp53, residuo negativamente carregado, parece ter sido determinante para o bom
escore obtido para 12. Deste modo, sugere-se que a presenca de substituintes na posicdo C8,
principalmente da azida, seja favoravel a formacéo do complexo LDHPf-ariloxazina.

Foi obtido que as ariloxazinas estudadas se orientam com 0s substituintes
aromaticos da posicdo N10 paralelos a cadeia lateral da Phe100 da LDHPf (Fig. 71), onde
aparecem importantes interagdes entre os sistemas m destes anéis. Estas interagcdes m-m
fornecem uma interacdo Unica a forma malarial desta enzima, jA que, como visto
anteriormente, nas LDHs de mamiferos este residuo € substituido por Ala ou Val (na M-
LDHh ha a Ala97 e na H-LDHh ha a Val98), ambas incapazes de fazer este tipo de interacao.
Sabe-se, também, que uma interagdo m-stacking perpendicular aparece entre o anel quinolina
da CQH e esta mesma Phel100 (READ et al., 1999).

Além destas interagdes m, outras aparecem entre o substituinte aromatico da
posi¢do N10 dos compostos e residuos da LDHPf, dependendo da natureza do substituinte.
2a, 12 e 14 apresentam um 4’-clorofenil nesta posic¢éo, o qual faz diversas interagcdes de van
der Waals com residuos apolares do sitio, como 1le54, Gly99, Phel00 e Ile119 (Fig. 77A). O
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atomo de cloro deste substituinte aponta em dire¢do a entrada do sitio, estando envolvido
apenas em contatos de van der Waals com Phe100. O substituinte 3°,5’-diclorofenil de 4b e
5b também esté envolvido em interacfes de van der Waals com 0s mesmos residuos apolares;
seus atomos de cloro, entretanto, agora fazem contato de van der Waals com Gly99 e Phe100

(Fig. 77B).

Glul22

Ile119

Ile119

Phel00

Figura 76 — A. Compostos 6, 6a, 12 e 14 e a LDHPT; a seta aponta para o substituinte metila da posicéo
N3, o qual faz interacdes de van der Waals com Lys118 e 1le119. B. Compostos 12 (verde) e 14 (amarelo) no
sitio de ligacdo da LDHPHT.

Glul22

Ilel19 Ilel19 §

Ala98 Al

Gly99 \ ‘ 2, Gly99

Phel00 e S ) : Phel00

Figura 77 — A. Principais interagdes entre o substituinte 4’-clorofenil de 2a (amarelo), 12 (verde) e 14
(ciano) e residuos do sitio da LDHPf. B. InteracOes entre o 3,5’-diclorofenil de 4b (verde) e 5b (amarelo) e a

LDHPA.
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Os substituintes metilpiridinio-4’-il e 4’-piridil de 6 e 6a, respectivamente,
também se encontram envolvidos apenas em interacGes de van der Waals com as mesmas
Ile54, Gly99, Phel00 e 1lel119 da LDHPf (Fig. 78A). O mesmo se repete para o 3’-
trifluormetilfenil de 4c; seus a&tomos de flor orientam-se em direcdo a superficie da enzima,
estando envolvidos apenas em contatos de van der Waals com Phel100 e Ile54 (Fig. 78B). Ja o
substituinte pentafluorfenil da posicdo N10 de 2e esta envolvido em uma rede de ligacdes de
H entre seus &tomos de fltor e residuos do sitio: aparecem ligagdes de H do tipo N-H...F com
a Gly99 e C—H...F com lle54 e Ala98 (Fig. 79).

Ilell9

Ala98

Gly99

Phel 00

Figura 78 — A. Principais interacdes entre o substituinte aromético da posicdo N10 de 6 (amarelo) e 6a
(verde) e a enzima LDHPf. B. Interagdes entre o 3’-trifluormetilfenil de 4c e a LDHPA.

Portanto, os diferentes substituintes na posicdo N10 parecem nao influenciar
tanto na formacdo do complexo com a LDHPf quanto as diferencas nos substituintes da
posicdo N3, ja que estes substituintes aromaticos estdo, em geral, envolvidos apenas em
poucas interacOes de van der Waals com residuos apolares do sitio (além, é claro, da
importante interagdo m-m que todos eles fazem com a Phel00). Apenas o substituinte
pentafluorfenil de 2e consegue fazer ligagdes de H com a enzima, através de seus atomos de
flaor (Fig. 79).
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Substituintes mais volumosos neste N10, entretanto, parecem influenciar
negativamente na formacao do complexo, j& que 0s compostos que possuiam os substituintes
mais volumosos nesta posi¢do foram os que apresentaram piores resultados, como é o caso de
19 e 20. Estes ndo apresentaram um padrdo muito bem definido de orientacGes no sitio; as
saidas obtidas nos calculos de docking foram, de certa forma, aleatérias em comparagdo com
as obtidas para as outras ariloxazinas neste sitio. Sugere-se que isto seja devido ao grande
volume do substituinte na posicdo N10, o que faz com que 19 e 20 se orientem de modo
diferente do padrdo obtido a fim de evitar choques estéricos entre estes substituintes e
residuos do sitio, como Gly99, Phe100 e 1le54 (Fig. 80).

Ilel19

Ala98

Gly99

Phel 00

Figura 79 — Principais interacfes entre o pentafluorfenil de 2e e residuos da enzima LDHPf. LigacGes
de H sdo representadas como linhas pontilhadas.

A porcdo isoaloxazina de 19 se desloca, em relacdo ao padrdo obtido para os
outros compostos da familia, possivelmente a fim de acomodar melhor seu 1’-naftil da
posi¢do N10 entre a Phel00 e a Ile54. Assim, um dos anéis aromaticos do 1’-naftil orienta-se
paralelamente a cadeia lateral da Phe100, enquanto que o outro anel emparelha-se com uma
metila da cadeia lateral da Ile54 (Fig. 80A).

O composto 20, por sua vez, orienta-se com o substituinte 1’-antril da

posicdo N10 na mesma regido em que a porgao isoaloxazina dos outros compostos se orienta,
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ou seja, entre a lle54, Ala98 e Ile119 (Fig. 80B). Nesta orientacdo, o anel aromatico de sua
porcdo isoaloxazina se sobrepde ao obtido para os substituintes aromaticos da posicdao N10
dos compostos anteriores, paralelamente & cadeia lateral da Phel00. Assim, o substituinte
hidrofobico 1’-antril interage com diversos residuos apolares do sitio, enquanto a porgédo
isoaloxazina faz uma interagdo m-n com a Phel100. Estas interagdes hidrofobicas parecem ter
sido as responsaveis pelo bom escore obtido para este composto (Tabela 6). O substituinte
metila da posicdo N3, entretanto, orienta-se em direcdo a superficie da enzima, ndo

interagindo com residuos do sitio.

) Tyr85
Glul22

Tle119 [

Glul22
Ilel19
Ala98

Gly99 ¢
Iles4

Phel 00

Figura 80 — A. Orientacdo de 19 (verde) no sitio do NADH da LDHPf, em comparagdo com 2a
(amarelo) que representa 0 modo de ligacdo padréo obtido para as ariloxazinas neste sitio. B. Orientagdo de 20
(verde) neste mesmo sitio, em comparagdo com 2a (amarelo). Note que, neste caso, o substituinte 1’-antril se
orienta na mesma regido que a porcéo isoaloxazina de 2a.



128

5 CONCLUSOES

A partir de célculos de docking de compostos da familia das ariloxazinas e
da cloroquina nas enzimas GRPf, DHFRPf e LDHPf do parasita causador da malaria, além
das enzimas humanas correspondentes para fins de comparacéo, foi possivel sugerir 0 modo
de ligacdo destes compostos nestas enzimas, além de identificar quais os complexos e,
portanto, 0os compostos mais favoraveis. Também foi possivel elucidar o papel de cada
substituinte das ariloxazinas na formacgao de complexos com as diferentes enzimas estudadas,
identificando os substituintes mais favoraveis e 0s menos adequados para 0S compostos
atuarem como inibidores destas enzimas. Ainda, para as GRh e GRPf criou-se um modelo
teorico para explicar os dados experimentais de Schonleben-Janas et al. (1996) e Sarma et al.
(2003).

A sistematizacdo dos resultados do docking nos diferentes sitios das

diferentes enzimas estudadas é apresentada a seguir.

5.1 Sl da enzima GRh

Os resultados de docking obtidos neste trabalho sugerem que as ariloxazinas
se ligam ao Sl da enzima GRh de modo que sua porcdo isoaloxazina orienta-se entre o par
Phe78/Phe78’ e seu substituinte aromatico da posi¢ao N10 fica voltado para His75/His75 e
His82/His82’ (Fig. 35A). Uma orientagdo semelhante a esta foi obtida para 5a e 5b em
estudos cristalograficos de Schonleben-Janas et al. (1996). Como mostra a Figura 35B, existe
uma boa complementaridade de forma entre este sitio de ligacdo e as ariloxazinas, de modo
que estes inibidores parecem se “encaixar’” muito bem a enzima. Mais ainda, € possivel que as
interagdes m-m governem esta ligagdo das ariloxazinas, ja& que o sistema aromatico dos
inibidores se coloca entre o par Phe78/Phe78’, formando um “sanduiche” com estas.

Os substituintes presentes nas posicoes N3 e N10 (e algumas vezes C8) das
ariloxazinas influenciam de diferentes maneiras a formacdo do complexo GRh-inibidor. O
papel destes substituintes € descrito a seguir:

Posicdo N3 — na posi¢do N3 foi obtido que os substituintes H ou metila sdo

igualmente favoraveis, estando envolvidos em interacBes de van der Waals com Asn71 e
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Tyr407° (Fig. 36A e Fig. 37A) — este foi 0 caso da maioria dos compostos mais ativos (Tabela
2), como 2a, 2b, 2c, 2e, 3a, 3b, 3c, 3e, 6a, 7a, 12, 14 e 18. Substituintes mais volumosos
nesta posicdo ndo sdo favordveis, visto que se orientam muito proximos a residuos de
aminoécido do sitio e, a fim de se evitar choques estéricos com estes, sofrem mudancas
conformacionais, orientando-se em uma conformacéo distinta da de minima energia (Fig. 39),
0 que parece ter sido responsavel pela atividade mais baixa dos compostos 4a, 4b, 4c, 4d, 5a,
5b, 5c e 5d (Tabela 2).

Posicdo N10 — para a posicdo N10, todos os substituintes parecem ser
aceitaveis. No modo de ligacdo padrdo obtido para as ariloxazinas neste sitio, o substituinte
aromatico desta posi¢do fica entre o par His75/His75’, onde ocorrem interagoes N—H...n (Fig.
40). Entretanto, foi obtido que quando estd presente um substituinte mais volumoso nesta
posi¢do, como 3’,5’-ditrifluormetilfenil (2d, 3d, 4d e 5d), 1’-naftil (19) ¢ 1’-antril (20), os
compostos tendem a se orientar de maneira diferente deste padréo, com o substituinte do N10
apontando para o lado oposto do sitio (Fig. 44 e Fig. 45); apesar disto, esta orientacdo também
parece aceitavel para inibir a enzima, embora um pouco menos favoravel do que as anteriores,
visto que perdem-se as interacdes N—H...nt. Além disso, substituintes menores nesta posicéo,
como 4’-piridil (6a) e 3’-piridil (7a) interagem menos com a enzima e, provavelmente por
IS0, apresentam uma atividade um pouco menor do que compostos com outros substituintes
nesta posicdo (Tabela 2). Um ponto interessante é que, embora tenham sido obtidos bons
resultados para 6 e 7, ja se sabe que estes inibidores com carga positiva no substituinte da
posicdo N10 ndo sdo favoraveis, pois a entrada do sitio é positivamente carregada, de forma
que a carga nestes substituintes interfere na ligacdo a enzima (BIOT et al., 2004). Assim, 0s
substituintes mais favoraveis, nesta posi¢do, para inibirem a GRh parecem ser 4’-clorofenil,
3’,5’-diclorofenil, 3’-trifluormetilfenil e pentafluorfenil.

Posicdo C8 — a presenca de substituintes na posicdo C8, como a azida de 12
e o fluor de 14, também parece favoravel. O flior de 14 esta, inclusive, envolvido em uma
ligagdo de H com a Tyr407’ do sitio (Fig. 37B). Esta posi¢ao parece, portanto, adequada para
receber diferentes substituintes, a fim de se aumentar a afinidade dos compostos pela enzima.

A presenca de substituintes volumosos ao mesmo tempo nas posicdes N3 e
N10, como é o caso de 4d e 5d, ndo é favoravel, uma vez que estes inibidores parecem nédo
“caber” adequadamente no sitio receptor. Por outro lado, sugere-se que os substituines mais
adequados para a posicdo N3 seja um H ou uma metila e para a posicdo N10 seja um 4’-
clorofenil, 3°,5’-diclorofenil, 3’-trifluormetilfenil ou um pentafluorfenil; ainda, um atomo de

flior na posicdo C8 também parece aumentar a afinidade dos inibidores pela enzima. Todos
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estes resultados estdo de acordo com dados experimentais de atividade de Schonleben-Janas
et al. (1996) e Sarma et al. (2003), de modo que foi possivel criar um modelo tedrico para
explicar estes dados, o que permitira propor a sintese de novos compostos.

A Tabela 7 apresenta a influéncia, a partir dos resultados de docking, dos
diferentes substituintes, nas diferentes posi¢des dos compostos da familia das ariloxazinas, na

formagéo de complexos com as enzimas estudadas.

Tabela 7 — Influéncia dos substituintes das ariloxazinas na formac&o de complexos com as enzimas estudadas.

Substituinte SIGRh* SIGRPf DHFRPff DHFRh* LDHPf LDHh*"
H + + + + + -
«  Metil + 0 0 0 0 -
< (Etoxicarbonil)metil - - - - i i
Carboximetil - - - - + .
4’-Clorofenil + 0 0 0 0 -
3”,5’-Diclorofenil + + 0 0 0 -
3’-Trifluormetilfenil + 0 0 0 0 .
o Pentafluorfenil + + + 0 + .
Z  Metilpiridinio-4’-il - - + + 0 3
4’-Piridil 0 0 0 0 0 -
1’-Natftil 0 0 + + - -
1’-Antril 0 - + + . .
o Azida + + + + + )
©  Flior + + + + + i

# 0 sinal “+” indica que o substituinte ¢ favoravel na posicio indicada; o sinal “-” indica que ¢ desfavoravel e o
“0” indica que a influéncia do substituinte ndo é significativa. Nas situa¢des onde o substituinte é favoravel para
a formacdo do complexo com uma enzima plasmodial e desfavordvel para as enzimas humanas, o sinal aparece
em vermelho.

® Foi obtido, por meio de calculos de docking, que a formacéo de complexos LDHh-ariloxazinas n&o é provavel.

Para o inibidor AM, os resultados mostram que este se liga ao SI da GRh
também entre o par Phe78/Phe78’, onde ocorrem interagdes m-m com estes residuos, e faz uma
ligacdo de H com uma molécula de 4gua do sitio (Fig. 46A). Entretanto, como o escore obtido
para este composto foi muito inferior ao obtido para as ariloxazinas (Tabela 3) e, além disso,
as interacOes que faz com a enzima nédo sdo tdo adequadas como as que as ariloxazinas fazem,
isto sugere gue as ariloxazinas possam atuar melhor como inibidores da GRh do que o AM.

Ja para a CQH, pelos resultados obtidos pode-se sugerir que a formacao do
complexo SI GRh-cloroquina é possivel, embora esta enzima possa ndo ser o alvo
preferencial da CQH. Este composto também se orienta com sua porgdo quinolina entre o par
Phe78/Phe78’ (Fig. 46B).



131

5.2 Sl da enzima GRPf

As ariloxazinas apresentam praticamente um Unico padrdo de ligagdo ao Sl
da GRPf. Neste padrdo, a por¢do isoaloxazina dos inibidores encontra-se entre 0s residuos
Ser55 e Leud55 e com o substituinte aromatico da posicdo N10 entre o par Phe420/Phe420’,
apontando para 11e59/11e59° (Fig. 47). O substituinte da posi¢do N3, por sua vez, pode ficar
voltado para o Asp458 ou para 0 Asp58. O papel dos diferentes substituintes das ariloxazinas
na formagéo de complexo com o SI da GRPf aparece a seguir.

Posi¢do N3 — quando o substituinte nesta posicdo € um H, ocorrem ligacGes
de H com Asp458, Asn456 e com uma molécula de agua do sitio (Fig. 48A). Um substituinte
mais volumoso do que um H nesta posi¢do faz com que 0s compostos se orientem de maneira
inversa, perdendo estas ligacbes de H, mas fazendo outras com a Tyrd24 e com outra
molécula de agua (Fig. 48B). Substituintes muito volumosos nesta posi¢cdo, como o
(etoxicarbonil)metil (4a, 4b, 4c e 4d) ou o carboximetil (5a, 5b, 5c e 5d), se encaixam no sitio
em uma conformacéo distinta da de minima energia, assim como ocorreu para 0 Sl da GRh,
sugerindo que estes substituintes ndo sdo adequados nesta posicao.

Posicdo N10 — no geral, os substituintes aromaticos desta posi¢do formam
um “sanduiche” com o par Phe420/Phe420’, fazendo interacdes de van der Waals com os
pares Ser55/Ser55’ e 11e59/11e59°, além de Phe420/Phe420’ (Fig. 51). Um substituinte
volumoso como o 1’-antril de 20 ndo é favoravel pois, devido ao seu tamanho, ndo se orienta
entre Phe420/Phe420’. Substituintes aromaticos com atomos de cloro ou fluor nas posigdes 3’
e 5’ do anel parecem ser mais adequados para interagir com o sistema aromatico do par
Phe420/Phe420’ (Fig. 52B e Fig. 54) — 0s resultados mostram que os substituintes 3°,5°-
diclorofenil e pentafluorfenil sdo os mais favoraveis nesta posicdo (o pentafluorfenil faz,
inclusive, ligacdo de H com uma molécula de agua do sitio). Assim como ocorreu para o Sl da
GRh, a carga positiva no substituinte da posicdo N10 ndo é favoravel, também devido a
entrada do sitio ser positivamente carregada e interferir na ligacdo do composto a enzima
(BIOT et al., 2004).

Posicdo C8 — a presenca da azida em 12 ou do flior em 14 é favoravel nesta
posicao, visto que ocorrem ligacdes de H entre estes substituintes e a Asn456 e também com
uma molécula de agua do sitio (Fig. 49).

Por tudo isto, é possivel sugerir que a presenca de um H na posicdo N3 é

favoravel pelas ligaces de H que o composto faz com a enzima e as presencas do
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pentafluorfenil ou do 3’,5’-diclorofenil sdo as mais favoraveis na posicdo N10 pelas
interagBes que os atomos de F e CI, respectivamente, fazem com os anéis de Phe420 e
Phe420’, embora o pentafluorfenil pareca ser ainda mais favoravel pela ligagdo de H que faz
com uma molécula de &gua do sitio. Ainda, quando uma metila esta presente na posicdo N3, a
presenca da azida ou do atomo de flGor na posicdo C8 torna-se interessante, pois consegue
fazer ligagbes de H com a enzima. Assim como ocorria para a GRh, a presenca de
substituintes volumosos ao mesmo tempo nas posicdes N3 e N10 ndo é adequada para inibir a
enzima (Tabela 7). Mais uma vez, estes resultados estdo em concordancia com dados
experimentais (SARMA et al., 2003) e, portanto, novamente podemos postular um modelo
tedrico para explicar os dados de atividade.

Também foi possivel concluir como se da a formacgdo do complexo GRPf-
azul de metileno, um conhecido inibidor da enzima GRPf (FARBER et al., 1998). Sugere-se
que o AM se orienta em uma posicdo proxima a obtida para a porcdo isoaloxazina das
ariloxazinas, de modo que seu anel aromatico fica perpendicular a cadeia lateral da Phe421,
onde ocorre uma interacdo do tipo C-H...m (Fig. 57). Os escores obtidos (Tabela 3) e as
interacdes que os compostos fazem com a enzima sugerem que as ariloxazinas apresentam
uma maior afinidade pela GRPf do que o conhecido inibidor AM.

Para a CQH nao foram obtidos bons resultados, de modo que se pode
concluir que a formacdo do complexo GRPf-cloroguina ndo é favoravel e, consequentemente,

que a enzima GRPf ndo é um alvo para a acao do farmaco CQH.

5.3 SA das enzimas GRh e GRPf

Utilizando célculos de docking, foi possivel posicionar o substrato GSSG no
SA da GRPf, ja que ndo h& estrutura cristalografica desta enzima com seu substrato, e
demonstrou-se que este se liga a enzima do parasita do mesmo modo que se liga a enzima
humana, fazendo as mesmas interacdes (Fig. 58). Até mesmo 0s escores obtidos para o
docking do substrato nestas enzimas foram semelhantes (Tabela 4).

Para as ariloxazinas, os resultados indicam que estas também se orientam da
mesma maneira no SA da GRh e no SA da GRPf. Isto ja era esperado, dada a grande
semelhanga entre os sitios ativos das duas enzimas. A porg¢do isoaloxazina destes compostos
orienta-se proxima as Arg37 e Arg347 na GRh (Argl8 e Arg361 na GRPf) e seus
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substituintes arométicos da posicdo N10 apontam para o par redox-ativo Cys58-Cys63 da
GRh (Cys39-Cys44 na GRPf) (Fig. 59). A partir destes resultados e da comparagdo com
dados de atividade presentes na literatura (SCHONLEBEN-JANAS et al., 1996; SARMA et
al., 2003), pode-se concluir que o SA ndo é o sitio preferencial das ariloxazinas nas
glutationas redutases, ja que a simulagdo demonstrou que a afinidade das ariloxazinas pelos
SAs da GRh e da GRPf deveria ser praticamente a mesma, enquanto os dados experimentais
mostram que estes compostos apresentam diferentes afinidades pelas duas enzimas (em geral,
maior afinidade pela enzima humana). Portanto, as ariloxazinas devem mesmo se ligar ao Sl
destas enzimas, atuando como inibidores ndo-competitivos.

Além disso, mais uma vez os resultados de docking indicaram que o SA das
enzimas GRh e GRPf ndo séo os alvos preferenciais da CQH, visto que ndo foram obtidos

bons resultados para este ligante nestes sitios.

5.4 Enzimas DHFRPf e DHFRh

A analise dos resultados de docking mostra que as ariloxazinas apresentam
um modo de ligacdo padrdo no sitio ativo do dominio diidrofolato redutase das enzimas
DHFR-TSPTf nativa, duplo e quédruplo mutantes, que é 0 mesmo obtido para a DHFRh. Neste
padrdo, a porcdo isoaloxazina dos ligantes orienta-se, em geral, entre os pares de residuos
Ser111/1le112 e Leu46/Met55 da DHFRPf, com o substituinte aromatico da posicdo N10
ficando paralelo a cadeia lateral da Phe58, onde aparecem importantes interagdes n-nt (Fig. 60
e Fig. 61). Apenas as ariloxazinas com substituintes volumosos na posicdo N3, como 4b, 4c e
5b fugiram deste padrdo. Estes resultados foram semelhantes aos obtidos para a DHFRh.

Posicdo N3 — foi obtido que um atomo de hidrogénio é o mais favoravel
como substituinte nesta posicdo, pois permitiu que os compostos fizessem duas ligacdes de
hidrogénio com a Ser111 (Fig. 63). Estas mesmas ligacdes de H foram obtidas para a DHFRh,
com o residuo Ser59 correspondente. Uma metila nesta posicdo permitia que 0s compostos se
orientassem de duas maneiras possiveis, ficando ou voltada para a Val45 ou fazendo interacéo
C-H...n com a cadeia lateral da Phel16 (Fig. 64). Substituintes mais volumosos, como o
(etoxicarbonil)metil e o carboximetil, fizeram com que 4b, 4c e 5b se orientassem de maneira

distinta do padréo obtido para os outros compostos (Fig. 70).
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Posicdo N10 — substituintes apolares volumosos nesta posi¢do, como 1°-
naftil de 19 e 1’-antril de 20, foram, segundo os resultados de docking, favoraveis para a
formacdo de complexo com a DHFRPf, pois ocupam uma regido hidrofébica do sitio, entre
Ser108 (ou Asn108 nas formas mutantes) e Asp53 (Fig. 69), regido esta onde se liga o sistema
aromatico heterociclico do substrato e de muitos inibidores conhecidos (GREGSON e
PLOWE, 2005), além de fazerem ligacdo C—H...O com a lle164. O metilpiridinio-4’-il de 6
também parece favoravel, visto que consegue fazer algumas ligagdes C-H...O com llel4,
Ile164 (ou Leul64 nas formas mutantes) e Tyrl70 (Fig. 68A). Por fim, sugere-se que o
pentafluorfenil como substituinte nesta posicdo, como em 2e, também seja favoravel para a
formacdo do complexo devido a uma rede de ligaces de H do tipo C-H...F que este
substituinte faz com Met55, Phe58, 1le112 e Ile164; alem disso, na forma mutante da enzima
ocorre também uma ligagdo N-H...F com a Asn108 (Fig. 67), sendo um indicio de que 2e
deve apresentar uma maior afinidade pelas formas mutantes da enzima do que pela DHFR-
TSPf nativa ou pela DHFRNh.

Posicdo C8 — quando uma metila esta presente como substituinte na posicao
N3 das ariloxazinas, a presenca da azida ou do flior como substituintes na posicdo C8 (como
em 12 e 14, respectivamente) torna-se interessante devido as ligacfes de H que ocorrem entre
estes substituintes e a hidroxila da Serll1l (Fig. 65). Estas ligacfes também foram obtidas
para a DHFRh, através do residuo Ser59.

Por tudo isto, pode-se concluir que as ariloxazinas devem apresentar uma
afinidade semelhante pelas formas nativa, duplo e quadruplo mutante da enzima DHFR-TSPf
(interagdes e escores semelhantes dos compostos nos complexos com as diferentes formas da
enzima), embora para alguns compostos, como 2e, possivelmente a afinidade seja maior pelas
formas mutantes (ocorre ligacdo de H com a Asn108, Unica as enzimas mutantes). Ainda, foi
possivel sugerir que um atomo de H é o substituinte mais favoravel na posicdo N3 e, quando
estiver presente uma metila nesta posicao, torna-se interessante a presenca da azida ou do
fldor no aomo C8. Para a posicdo N10, os resultados mostram que pentafluorfenil,
metilpiridinio-4’-il, 1’-naftil e 1’-antril sejam favordveis para a formacdo do complexo
(Tabela 7).

Estes ligantes, entretanto, possivelmente apresentardo uma afinidade um
pouco maior pela forma humana da enzima. Isto porque, além das interacfes citadas para a
DHFRPf, a DHFRh apresenta ainda a Phe31 no lugar da Met55 da enzima plasmodial, através
da qual faz interacdes do tipo m-m com a porcdo isoaloxazina dos compostos (Fig. 62) —

interacdes estas que ndo ocorrem quando se considera a DHFRPf. Apesar disto, a presenca do
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substituinte pentafluorfenil na posicdo N10 dos compostos € mais favorével na formacéo de
complexos com as DHFRPf mutantes do que com a DHFRh, uma vez que nas enzimas
mutantes do parasita ocorre uma ligacdo de H com a Asn108, a qual ndo ocorre com a enzima
humana devido a presenca da Thr56 menos volumosa nesta mesma posicéao (Fig. 62).

Os resultados também sugerem que as DHFRPf e a DHFRh nédo sejam alvos
preferenciais do farmaco CQH, uma vez ndo foi obtido um padrdo de posicionamento deste
ligante nestes sitios.

5.5 Enzimas LDHPf e LDHh

De acordo com os resultados obtidos dos célculos de docking, foi possivel
concluir que as ariloxazinas apresentam, no geral, um modo de ligacdo padrdo a enzima
LDHPf, com estes compostos orientando-se com sua por¢do isoaloxazina entre os residuos
Ile54 de um lado e Ala98/11e119 do lado oposto, e com seu substituinte aromatico da posi¢éao
N10 emparelhado com a cadeia lateral da Phe100, ocorrendo intera¢des n-nt (Fig. 71).

Nas M-LDHh e H-LDHh a porcéo isoaloxazina dos ligantes tambem se
orienta entre Val52 e Ala95/1le115 (na H-LDHh é Val53 e Ala96/Val116), correspondentes a
Ile54 e Ala98/11e119 da LDHPf. Contudo, devido a auséncia de um residuo de amino&cido
com cadeia lateral aromatica equivalente a Phel00 da LDHPf (h4d a Ala97 na M-LDHh e
Val98 na H-LDHh), ndo ocorrem as interagdes do tipo m-m com os substituintes aromaticos da
posicdo N10 das ariloxazinas na enzima humana (Fig. 72). Isto € um indicio de que as
ariloxazinas devem apresentar uma afinidade maior pela enzima plasmodial.

O modo como os diferentes substituintes das ariloxazinas podem influenciar
na formacdo do complexo com a LDHPf aparece descrito a seguir.

Posicdo N3 — os resultados sugerem que um atomo de hidrogénio (como em
2e e 2a) ou um grupo carboximetil (como em 5b) sejam os substituintes mais favoraveis para
a formacao de complexo com a enzima LDHPf: no primeiro caso devido ao pequeno volume
do substituinte, o qual permite que a por¢do isoaloxazina assuma uma orientagdo “inversa”
em relacdo aos demais compostos, permitindo uma ligacdo de H entre a hidroxila da Tyr85 e
0 O2 de 2e e 2a (Fig. 73A); no segundo caso, devido a uma ligacdo de H que ocorre entre o
substituinte carboximetil e o grupo carboxilico do Glul122 (Fig. 75A). Substituintes muito

volumosos nesta posi¢do, como o (etoxicarbonil)metil de 4b e 4c, ndo foram favoraveis, uma
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vez que estes se colocam na superficie da enzima, podendo assumir diversas conformagdes
devido ao alto grau de liberdade nesta regido da enzima (Fig. 74).

Posicdo N10 — para esta posi¢éo, substituintes muito volumosos, como o 1°-
naftil de 19 e 1’-antril de 20, parecem ndo ser favoraveis a formacdo do complexo. Todos 0s
outros substituintes estudados nesta posicdo parecem ser aceitaveis, estando envolvidos em
interaces de van der Waals com residuos apolares do sitio, além da interagdo m-m com a
cadeia lateral da Phe100. Apenas o pentafluorofenil de 2e parece ser capaz de fazer ligacGes
de H com a enzima (Fig. 79).

Posicdo C8 — quando uma metila esta presente no N3, a presenca de
substituintes na posicdo C8 das ariloxazinas também parece ser favordvel (Tabela 6).
Principalmente a presenca de uma azida positivamente carregada, como em 12, pois esta
regido do composto orienta-se proxima ao residuo de aminoacido Asp53 negativamente
carregado (Fig. 76B).

Sendo assim, podemos sugerir que 0s compostos 2e, 5b e 12 sejam 0s
melhores candidatos a inibidores da enzima LDHPf: no primeiro caso devido as ligac6es de H
do substituinte pentafluorfenil da posicdo N10, no segundo devido a ligacdo de H do
carboximetil da posicdo N3 e, no terceiro, devido a proximidade entre a azida positivamente
carregada da posicdo C8 e a cadeia lateral negativamente carregada do Asp53. Os compostos
4b, 4c, 19 e 20, por sua vez, parecem ser 0s menos favoraveis: os dois primeiros devido ao
substituinte volumoso na posicdo N3 e os dois ultimos devido ao substituinte volumoso na
posicdo N10 (Tabela 7).

5.6 Comparando as enzimas e compostos

Uma analise global dos resultados de docking (orientacdes dos compostos,
suas interacBes com as enzimas e média dos escores) permite concluir que as ariloxazinas
devem apresentar maior afinidade pela GRh, seguida por GRPf, DHFRh, DHFR-TSPf,
LDHPf e LDHh, nesta ordem. Este resultado estd de acordo com dados experimentais que
mostram que as ariloxazinas se ligam as enzimas GRh e GRPf, mas com maior afinidade pela
forma humana (SARMA et al., 2003). Isto ndo € desejado, uma vez que se pretende inibir

enzimas do parasita sem interferir em enzimas do hospedeiro humano.
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Esta maior afinidade das ariloxazinas pela GRh parece ser devido ao par
Phe78/Phe78’, j4 que os inibidores se orientaram entre esse par e as interagdes T-T
estabilizaram este complexo. Muitos outros inibidores da GRh também se orientam entre
estes residuos e sdo estabilizados por interagdes -1, como a menadiona, o acido 6-hidroxi-3-
0x0-3H-xantona-9-propionico (XAN) e outros (KARPLUS, PAI e SCHULZ, 1989;
SAVVIDES e KARPLUS, 1996; BIOT et al., 2004). Neste trabalho foi obtido, ainda, que o
AM também se liga & GRh orientando-se entre Phe78/Phe78’.

As interagdes entre anéis, principalmente interagdes m-m, foram essenciais
em todos os complexos formados. Na GRh, a porcéo isoaloxazina dos compostos orienta-se
entre Phe78/Phe78’, onde ocorrem estas interacdes; na GRPf, o substituinte aromatico da
posicdo N10 destes inibidores orienta-se perpendicularmente entre Phe420/Phe420’,
ocorrendo interacdes C—H...w ou interagdes entre os atomos de Cl ou F e os sistemas © destes
residuos; na DHFR-TSPf o substituinte aromatico da posi¢do N10 fica paralelo a Phe58 e, na
LDHPf, paralelo a Phe100, também ocorrendo interagdes m-m.

Embora no geral os resultados tenham sido melhores para a enzima GRh, foi
possivel observar que alguns substituintes das ariloxazinas interferem negativamente na
ligacdo as enzimas humanas ao mesmo tempo em que, possivelmente, aumentam a afinidade
por enzimas do parasita (Tabela 7). Assim, tendo como base os resultados de docking em
diferentes sitios de ligacdo das enzimas GRh, GRPf, DHFRPf, DHFRh, LDHPf e LDHh,
resume-se a seguir a influéncia destes substituintes:

Posicdo N3 — um atomo de H como substituinte nesta posicdo é o mais
favoravel para a formacdo de complexos com todas as enzimas estudadas, sendo que somente
para a LDHPf um carboximetil nesta mesma posi¢do, como o de 5b, também parece ser
favoravel. Substituintes muito volumosos nesta posicdo, como o (etoxicarbonil)metil, ndo sdo
favoraveis a formacdo do complexo em nenhuma das enzimas estudadas; assim, pode-se
sugerir que os compostos 4b e 4c ndo sdo adequados para atuarem como farmacos contra a
malaria (Tabela 7).

Posicdo N10 — o substituinte pentafluorfenil de 2e é um dos mais favoraveis
para aumentar a afinidade das ariloxazinas pelas enzimas plasmodiais GRPf, DHFR-TSPf e
LDHPf, enquanto que a presenca deste pouco influencia na formacdo do complexo com a
GRh. Além disso, o substituinte metilpiridinio-4’-il foi favoravel nesta posicao para se ligar
as enzimas DHFR-TSPf e DHFRh e foi desfavoravel quando se considerou as enzimas GRh e
GRPf (Tabela 7).
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Posicéo C8 — de acordo com os resultados obtidos, a presenca de uma azida
ou um &omo de fldor nesta posicdo é favoravel para aumentar a afinidade pelas GRPT,
DHFR-TSPf e LDHPf apenas quando uma metila esta presente no N3. Para a GRh, estes
substituintes sdo favoraveis mesmo com a presenca de um H no N3 (Tabela 7).

Portanto, para se buscar inibidores da familia das ariloxazinas que
apresentem maior afinidade pela GRPf do que pela GRh, sugere-se considerar um
pentafluorfenil como substituinte na posicdo N10, como em 2e. Para que atuem como
inibidores da DHFR-TSPf, também o pentafluorfenil seria interessante nesta posicdo, ja que o
composto possivelmente apresentaria uma maior afinidade pela forma mutante desta enzima
e, portanto, ideal para lidar com as mutagdes ocorridas na enzima para conferir resisténcia aos
antifolatos antimaléricos atualmente disponiveis. Por fim, na busca por ariloxazinas com
maior afinidade pela LDHPf, sugere-se considerar um carboximetil na posi¢do N3, pois foi
favoravel para esta enzima e desfavoravel para as enzimas humanas GRh, DHFRh e LDHh,
além de se considerar também um pentafluorfenil na posi¢do N10 (Tabela 7).

Foi possivel concluir, ainda, que as enzimas GRPf e DHFR-TSPf ndo sédo
alvos do farmaco antimalarico CQH, de modo que seu modo de a¢do permanece incerto. Para
a GRh, sugere-se que a formacdo GRh-CQH seja possivel, embora este ndo seja o alvo
preferencial deste composto. Por fim, estes estudos de docking permitiram elucidar o
comportamento do conhecido antimalarico AM no Sl das enzimas GRh e GRPf.

Desta maneira, todos estes dados podem ser tomados como ponto de partida
para o design de novos compostos da familia das ariloxazinas, a fim de que possam atuar
como compostos lideres na busca por inibidores eficientes das enzimas GRPf, DHFR-TSPf e
LDHPf, interferindo o minimo possivel no funcionamento das enzimas humanas
correspondentes e, consequentemente, podendo vir a atuar como farmacos contra a malaria

que apresentem poucos efeitos colaterais.

Trabalho desenvolvido durante o Mestrado no Programa de Pds-Graduacdo em
Biotecnologia/UFSCar, com bolsa FAPESP — processo nimero 2007/06125-9.
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