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(ou carbono-y) e assim por diante, seguindo o alfabeto grego. Apds a indicagdo do atomo
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96.
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RESUMO

Malvezzi, A. Modelos de Virtual screening de Inibidores da Cruzaina:
Desenvolvimento e Validacdo Experimental. 2008.
100p. Tese (Doutorado) - Programa de P6s-Graduagdo em Quimica Orgéanica. Instituto de

Quimica, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo.

Com o objetivo de buscar e identificar novo(s) inibidor(es) da cruzaina — uma
cisteino-protease do Trypanosoma cruzi, o agente etiologico da doenga de Chagas — foram
propostos, validados e, a seguir, aplicados sobre a biblioteca de compostos ZINC
(3.294.714 compostos), dois modelos de virtual screening (Modelos I e II).

Os modelos de virtual screening propostos, contendo seqiiéncias de filtros fisico-
quimicos, farmacoféricos, de docking e de selecdo por inspegdo visual, foram construidos a
partir de informagdes de 13 cdmplexos da cruzaina e de 20 complexos de outras cisteino-
protease, cujas estruturas estdo disponiveis no PDB.

Numa primeira etapa, o reconhecimento detalhado das caracteristicas estruturais da
cruzaina foi realizado por inspegdo visual; pelos campos de interagdo molecular, gerados
pelo programa GRID; pela identificagdo das propriedades de interagdo molecular na
superficie da cavidade, geradas pelo programa CAVBASE e; por simulagdes de dindmica
molecular.

O Modelo I de virtual screening — obtido a partir do reconhecimento das estruturas
dos 13 complexos da cruzaina depositadas no PDB — foi aplicado sobre o ZINC,
selecionando 10 compostos, dos quais 6 compostos foram adquiridos e submetidos ao teste
de inibigdo enzimatica da cruzaina, para a validagfo experimental do modelo. Observou-se
que 3 destes compostos (ZINC02470662, ZINC02682879 e ZINC03192044,
respectivamente) nf#o mostraram inibi¢do significativa da cruzaina, nas condigdes
experimentais utilizadas, até a concentragdo de 7 mM, enquanto que os 3 restantes
(ZINC02663001, ZINC01936854 ¢ ZINC03326243, respectivamente) apresentaram
inibicdo enzimadtica inespecifica, sugerindo que estes udltimos agem pelo mecanismo
promiscuo. O mecanismo promiscuo de inibigdo enzimatica, foi verificado pela adigfo de

0,1% Triton X-100 no ensaio enzimatico, observando-se a correspondente perda de inibig¢éo



da cruzaina. Para estes compostos, a confirmagdo do mecanismo promiscuo foi feita
observando-se a perda de inibi¢do da enzima, apds o aumento em dez vezes da
concentragdo da cruzaina no ensaio enzimatico.

O Modelo II — obtido a partir do reconhecimento das estruturas dos 13 complexos
da cruzaina e dos 20 complexos de outras cisteino-proteases, identificadas na busca por
cavidades similares a cruzaina — foi aplicado sobre o banco de dados ZINC selecionando 55
compostos dos quais 19 foram adquiridos e submetidos ao teste de inibi¢do enzimatica da
cruzaina, para validagdo experimental do modelo. Observou-se que o composto
ZINCO01794422 apresentou inibigdo especifica da enzima com constante de inibigdo no
valor de K; = 21 puM, enquanto que os demais 18 compostos ndo mostraram inibigéo
significativa, nas condi¢des experimentais utilizadas, até a concentragdo de 592 uM. O
mecanismo promiscuo de inibi¢do enzimatica ndo foi observado, uma vez que todos os
testes foram realizados com 0,1% de Triton X-100. O Modelo II identificou, ainda, mais
dois inibidores da cruzaina (ZINC04899534 e ZINCO01547017) que, por serem
estruturalmente semelhantes aos utilizados na construgdo do modelo e ja terem sido
descritos na literatura, ndo foram adquiridos ou testados nos ensaios enzimaticos.
Considerando apenas o novo inibidor identificado, o0 Modelo II apresentou uma taxa de
acerto de 5,3%. Este valor esta de acordo com as taxas de acerto encontradas na literatura

que variam entre 1 a 50% .

Palavras-chave: Selecfo virtual, cruzaina, docking; modelo farmacoférico; farmaco-

similar, mecanismo promiscuo.
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ABSTRACT

Malvezzi, A. Virtual screening Models of Cruzain Inhibitors: Development and
Experimental Validation. 2008
100p. PhD Thesis — Graduate Program in Chemistry. Instituto de Quimica, Universidade de

Séo Paulo, Sio Paulo.

In order to search and identify new cruzain inhibitor(s) — a cysteine-protease of
Trypanosoma cruzi, the etiologic agent of Chagas disease — two virtual screening schemes
(Models I and II) were proposed, validated and applied to the ZINC database (3.294.714
compounds).

The proposed virtual screening models, bearing a sequence of different physical-
chemical, pharmacophore and docking filters, as well as a visual inspection filter, were
built from information taken from 13 cruzain complexes and from 20 complexes of other
cysteine proteases, having their structures available in PDB.

In a first step, a detailed recognition of the cruzain structural features and
characteristics was performed through visual inspection of the enzyme environment;
followed by the analysis of GRID generated molecular interaction fields; through the
identification of molecular interaction properties exposed at the enzyme cavity surface,
generated by the CAVBASE program; and by molecular dynamics simulations.

The virtual screening Model I, — generated from the structural characteristics
recognized from 13 PDB cruzain complexes — when applied to the ZINC database selected
10 compounds. For the experimental validation of the model, six of these compounds have
been acquired and were tested as cruzain inhibitors. It was observed that three of the tested
compounds (ZINC02470662, ZINC02682879 and ZINC03192044, respectively) did not
show any significant cruzain inhibition, up to 7 mM. Meanwhile the other three tested
compounds (ZINC02663001, ZINC01936854 and ZINC03326243, respectively) showed
an unspecific cruzain inhibition, suggesting that an enzyme inhibition by promiscuous
mechanism occurred. This mechanism was verified by the addition of 0.1% Trifon X-100
on the enzymatic assay with a concomitant loss of cruzain inhibition activity. For these

compounds, the confirmation of the promiscuous mechanism was also done, observing the
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loss of enzyme inhibition, after a ten times increase in the cruzain concentration on the
enzymatic assay.

The virtual screening Model II — generated from the structural characteristics
recognized from 13 cruzain complexes and 20 complexes of other cysteine proteases, that
have been identified on a search for cavities similar to cruzain — selected 55 compounds,
when applied to the ZINC database. In order to experimentally validate the model, nineteen
compounds have been acquired and were tested as cruzain inhibitors. It has been observed
that one compound, ZINC01794422, showed a specific cruzain inhibition (K; = 21 uM),
while the other eighteen showed no significant inhibition, up to 592 pM concentration. The
promiscuous mechanism of enzymatic inhibition was not observed, since 0.1% of Triton X-
100 was added in all assays. Additionally, Model II identified two other cruzain inhibitors
(ZINC04899534 and ZINC01547017). However, these compounds have not been acquired
or tested, since they are known cruzain inhibitors - already described in the literature — and
are structurally similar to the inhibitors used in the construction of the model. Referring to
new inhibitors found, Model II showed a hit rate of 5,3%. This value is in agreement with

those found in the literature, which ranges from 1 to 50%.

Keywords: Virtual screening, cruzain, docking; pharmacophore model; drug-like,

promiscuous mechanism.
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OBJETIVOS

O objetivo primério deste trabalho, destinado a tese de doutorado, é a busca e a
identificagfo de novo(s) inibidor(es) da cruzaina - uma cisteino-protease do Trypanosoma
cruzi, o agente etioldgico da doenca de Chagas - através da aplica¢do de modelos de virfual
screening sobre bibliotecas de compostos orgénicos de baixa massa molecular.

Para a sele¢do de compostos com determinadas propriedades ou caracteristicas

estruturais, tipicas de inibidores da cruzaina, em banco de dados virtuais de compostos,
pretendeu-se desenvolver, validar e aplicar modelos de virtual screening contendo uma
seqiiéncia de filtros virtuais de diferentes tipos: () filtros fisico-quimicos, que se baseiam
em propriedades uni- e bi-dimensionais de compostos farmaco-similares; (i7) filtros
farmacoféricos, que se baseiam na distribui¢do espacial das caracteristicas responsaveis
pela interagdo ligante-receptor; (iii) filtros de docking, que se baseiam em medidas da
afinidade entre o composto e a estrutura do alvo bioldgico e; (iv) filtros de selegdo por
inspegdo visual, que se baseiam no conhecimento e intuigdo quimica do pesquisador sobre
todos os aspectos envolvidos no desenvolvimento de moléculas bioativas.

Para a obteng@o e a validagdo dos modelos de virtual screening pretendeu-se utilizar

as informa¢des disponiveis nos treze complexos da cruzaina cujas estruturas foram
resolvidas por cristalografia de raios-X e estdo disponiveis no banco de dados de proteinas
PDB, considerando informag¢des tanto da estrutura da cruzaina cristalizada (structure based
drug design), como da estrutura dos inibidores complexados com a enzima (ligand based
drug design).

Para o reconhecimento detalhado das caracteristicas estruturais da cruzaina € de seu

sitio de ligag¢do, consideraram-se nesta analise aspectos como: a resolugfo cristalografica do
complexo, o reconhecimento da fungfo da enzima e de seu mecanismo catalitico; a
identificacdo da cavidade de ligagdo e de suas propriedades de interagdo molecular; a
conformag@o e a flexibilidade da proteina; e a presenca de moléculas de agua conservadas
em sua estrutura. Concomitantemente, pretendeu-se considerar as estruturas dos inibidores
complexados com a cruzaina, para que sejam identificadas as caracteristicas compartilhadas
por todos estes inibidores € que, a0 mesmo tempo, contribuissem para a interagdo com a

enzima.
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Para a validacdo experimental do modelo de virfual screening proposto, pretendeu-

adquirir os compostos sugeridos pelo modelo para que estes sejam, a seguir, submetidos ao
teste de inibi¢8o enzimatica in vitro da cruzaina.

Finalmente, pretendeu-se estudar a possibilidade da ocorréncia do mecanismo
promiscuo nos testes de inibigdo enzimaética, para que sejam reduzidas as probabilidades da

ocorréncia de resultados falso-positivos nos testes experimentais in vitro.
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1. Introducio
1.1. A Descoberta de Farmacos
Da Pré Historia a Era do Computador

A descoberta de farmacos € um processo em continua evolugdo que se modifica e
agrega novas estratégias a medida que novos conhecimentos se acumulam. N&o existe um
inicio claro de como os primeiros farmacos foram descobertos, mas sabemos que em todas
as sociedades humanas primitivas, substdncias naturais ja eram usadas para os mais
diversos fins terapéuticos. Este conhecimento milenar esta incorporado naquilo que hoje
conhecemos como a medicina tradicional, em parte, utilizada até os dias de hoje.[Viegas,
2006]

Até um pouco mais de cem anos atras, todos os medicamentos utilizados pelo
homem eram exclusivamente de origem natural (vegetal, animal e/ou mineral).[Kubinyi,
2005] A descoberta de novos medicamentos era feita, em geral, testando-se aleatoriamente
diferentes produtos naturais contra as mais diversas doengas, € observando seus efeitos
farmacologicos. Com o avango das ciéncias naturais, em especial a quimica e a biologia, o
homem passou a estudar sistematicamente as plantas de uso medicinal. Inicialmente, os
principios ativos naturais eram simplesmente isolados e caracterizados, mas logo em
seguida estas substdncias isoladas passaram a ser modificadas em laboratério, com o
objetivo de melhorar seus efeitos terapéuticos e/ou diminuir os seus efeitos colaterais.
Como exemplos, cita-se a morfina (Figura 1), que foi o primeiro principio-ativo natural
isolado em 1806, ¢ o acido acetilsalicilico (Aspirina) (Figura 1), que foi o primeiro
medicamento semi-sintético produzido em laboratério, em 1897. A partir deste momento, o
homem deixou de depender exclusivamente da natureza como unica fonte de moléculas

bioativas e passou a propor moléculas estruturalmente inéditas.
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Morfina Acido acetilsalicilico ’
Figura 1. Representagio esquematica das estruturas da Morfina e do Acido

acetilsalicilico (Aspirina), respectivamente, o primeiro principio-ativo natural isolado € o
primeiro medicamento semi-sintético produzido em laboratério



A primeira estratégia utilizada para a descoberta racional de novos firmacos foi a
modificagdo estrutural de prototipos naturais e/ou de compostos bioativos. Até hoje esta
estratégia ¢ utilizada e ¢ denominada ligand based drug design, ou seja, desenvolvimento
de farmacos com base no ligante. Nesta tese de doutorado, o termo “ligante” serd usado
indiscriminadamente para se referir a qualquer molécula (agonista, antagonista, substrato
ou inibidor) que se liga @ uma macromolécula bioldgica.

Durante a primeira metade do século XX, o fator limitante para a descoberta de
novos farmacos foi a limitada capacidade sintética.[Kubinyi, 2005] Por exemplo, a
penicilina que havia sido descoberta por Fleming, em 1929, teve seus primeiros derivados
puramente sintéticos produzidos apenas em 1959. Entretanto, ap6s a segunda grande
guerra, com o avango das técnicas de sintese orgdnica e com a adogdo de padrdes éticos
mais rigidos para os testes de atividade em humanos, o fator limitante para a descoberta de
farmacos passou a ser a falta de modelos experimentais para a validagdo dos novos
candidatos a farmacos.[Kubinyi, 2005] Até entdo, os testes de atividade eram feitos
diretamente em seres humanos ou em modelos animais vivos. Com o aumento da oferta de
novas moléculas candidatas, estes modelos in vivo de atividade bioldgica se tornaram caros,
lentos e inespecificos, impossibilitando o teste das moléculas na mesma velocidade com
que estas eram sintetizadas.

Com a expansdo do conhecimento sobre as bases moleculares da fisiologia humana,
a partir da década de 70, surgiram os primeiros testes de atividade in vitro. Estes modelos
bioquimicos de atividade eram mais baratos mais rapidos e mais especificos que os
modelos in vivo utilizados anteriormente. O aumento da velocidade com que os testes de
atividade eram realizados, principalmente apds o surgimento dos testes ultra-rapidos em
larga escala (High Throughput Screening - HTS) nos anos 90, tornaram novamente a
capacidade de sintese organica e a velocidade de isolamento de novos principios ativos os
fatores limitantes para a descoberta de novos farmacos.[Kubinyi, 2005]

Em resposta a esta demanda gerada pelos testes de HTS, surgiu a quimica
combinatdria, que propunha a sintese de centenas de milhares de novos compostos,
utilizando-se técnicas de automacgéo e de reagdes multi-componentes.[Kubinyi, 1998a] Em
seus primeiros anos, a quimica combinatdria criou grandes bibliotecas de compostos

especificamente para serem usados nos testes de H7S existentes. Entretanto, ao contrario do



que se havia imaginado, esta estratégia ndo acarretou um aumento do nimero de novos
compostos ativos descobertos. O que se observou, no entanto, foi o inverso e ainda mais
associado a um grande desperdicio de recursos, principalmente devido ao grande nimero
de compostos com atividades falso-positivas.[Wess et al., 2001]

Uma revisdo critica do paradigma H7S/quimica combinatéria, concluiu que a
sintese € o teste de compostos orginicos de modo aleatério nfio tornam maiores as
probabilidades de se encontrar um farmaco, pois estes devem apresentar propriedades
fisico-quimicas e estruturais especificas. A partir destas observagdes, surgiu o conceito de
compostos drug-like, ou farmaco-similares, para representar os compostos com
propriedades fisico-quimicas/estruturais caracteristicas de farmacos. Estas propriedades
drug-like passaram a ser usadas como filtros para a pré-selegdo e o enriquecimento de
bibliotecas de compostos, antes destes serem submetidos aos testes de atividade, ou seja,
para eliminar compostos que ndo tém caracteristicas de farmacos.[Shoichet, 2004]

Mais recentemente, gragas & disponibilidade da estrutura molecular dos alvos
bioldgicos, surgiu uma estratégia metodoldgica complementar a adotada até entfio para a
descoberta racional de novos farmacos. Esta estratégia € denominada structure based drug
design, ou seja, desenvolvimento de farmacos com base na estrutura do alvo
bioldégico.[Klebe, 2006] Nesta tese de doutorado, os termos “alvo” ou “receptor” seréo
usados indiscriminadamente para descrever uma macromolécula biolégica na qual o
farmaco ou, o ligante, deve se ligar. Normalmente esta macromolécula € uma proteina, mas
também pode ser RNA ou DNA. A partir do conhecimento da estrutura do receptor, tornou-
se possivel o desenvolvimento de ligantes especificos e com alta afinidade para um
determinado alvo. Nos dias de hoje, este desenvolvimento é feito em conjunto com a
otimizagdo de outras propriedades igualmente importantes, como a solubilidade, absorgéo,
distribui¢do, metabolismo, excregdo e toxicidade.[Oprea, 2002]

Finalmente, apesar dos avangos tecnoldgicos, metodologicos e conceituais citados
anteriormente, o descobrimento de novos medicamentos ainda € um desafio para qualquer
pesquisador envolvido na area de quimica medicinal. Modelos cada vez mais complexos se
tornam necessarios a cada novo conhecimento que se agrega e assim como nfo existe um
inicio claro de como os farmacos eram descobertos, também se pode definir um fim para

este processo em constante evolugéo.



A seguir, os principais temas abordados nesta breve introdugfio histérica do
desenvolvimento de farmacos serdo aprofundados para dar suporte conceitual as técnicas e

as abordagens metodoldgicas utilizadas neste trabalho.

1.2. HTS e Quimica Combinatoria
A for¢a bruta aplicada ao descobrimento de farmacos

No final do século passado, o desenvolvimento metodologico da biologia molecular
e da sintese organica, associado ao desenvolvimento tecnologico nas areas de computagfo e
de robotica, possibilitou o surgimento do H7S e da quimica combinatdria e a conseqiiente
aplicagdo destas estratégias no descobrimento de novos farmacos.[Sittampalam et al., 1997]
Em seus primeiros anos, a estratégia metodologica HTS/quimica combinatéria representou
uma revolugdo na velocidade com que quimicos eram capazes de sintetizar compostos e
conduzir testes bioquimicos e farmacologicos. Entretanto, mais do que uma revolugéo
tecnoldgica, a introdugdo destas duas estratégias representou uma verdadeira panacéia entre

pesquisadores envolvidos no desenvolvimento de farmacos.

“Considerando a grande diversidade estrutural acessivel e a
velocidade dos testes, é provavel que a descoberta de novos
compostos lider vai progressivamente deixar de ser um fator
limitante no processo de desenvolvimento de farmacos." [Williard et
al., 1996]

“O tema motivador da quimica combinatoria deve ser a
possibilidade de se fazer um milhdo de variagbes de qualquer
padrdo estrutural e testar. Mais barato, mais rdpido e melhor.
Quando nos formos capazes de fazer isso em uma semana, entdo
possivelmente os desafios intelectuais estardo acabados.” [Borman,
2006]

Estas duas citagdes exemplificam as expectativas e a euforia que acompanharam o
surgimento do H7TS e da quimica combinatéria quando projetadas as possibilidades de
aplicagdo destas ao desenvolvimento de fAirmacos. Ao mesmo tempo, associados aos testes
de HTS foram anunciados os programas de seqiienciamento do genoma humano e de outras
espécies e com estes a promessa de novos alvos para o desenvolvimento de terapias contra

diferentes doengas.[Kubinyi, 2003; Drews, 2000]. Em relagéo a quimica combinatdria, um

verdadeiro “jogo de numeros” expandia exponencialmente o nimero compostos



potencialmente sintetizdveis. Estimativas do nimero de compostos organicos possiveis de
serem sintetizados, com massa molecular de até 500 Daltons, atingem valores de 10%,
10'00, e até 10200![Lahar1a, 1999] Em sua esséncia, estas estratégias representavam a
aplicacdo da forga bruta na busca de estruturas lider (lead structures). Estruturas lider sdo
compostos que apresentam atividade bioldgica e que sfio potencialmente capazes de
evoluirem para novos farmacos.

Os testes de HTS sdo realizados em sistemas bioquimicos isolados, adaptados para a
automagdo das etapas realizadas anteriormente por um técnico/cientista. Durante o processo
de adaptagio para a automag?o, as escalas s#o reduzidas para volumes mili/micro/nano.
Para evitar problemas de solubilidade, os compostos sdo normalmente dissolvidos em
solventes organicos como DMSO.[Dunn & Feygin, 2000] A velocidade com que estes
testes s@o realizados pode atingir 100.000 compostos por dia.[Sittampalam ef al., 1997] Os
testes de HTS representam atualmente a tecnologia mais utilizada pela inddstria
farmacéutica para a busca de estruturas lider em programas de desenvolvimento de
farmacos.[von Ahsen ef al., 2008; Bleicher et al., 2003] Entretanto, apesar de amplamente
utilizados, os testes de HTS ainda sdo muito criticados, principalmente por sua crescente
especializagfio. De acordo com Horrobin,[Horrobin, 2003] os testes in vitro utilizados em
HTS refletem pouco a realidade, enquanto que para Rishton,[Rishton, 2003] os testes
bioquimicos sfio distantes dos sistemas biologicos e o autor os define como testes de
interagdo molecular de alta sensibilidade, vulneraveis a artefatos experimentais. Alguns
destes artefatos, bem como suas implicagdes na descoberta de farmacos e alternativas
existentes, serdo apresentados mais a diante (item 1.3.).

A quimica combinatéria envolve a reagdo de n reagentes do tipo A, com m
reagentes do tipo B, resultando na sintese de (n x m) produtos do tipo C. Em reagdes que
podem ocorrer entre um Unico tipo de reagente e em multiplas etapas, como a condensagéo
de aminoacidos para a formagdo de um polipeptidio, este procedimento resulta em um
crescimento exponencial de produtos, nos quais o valor do expoente € o numero de etapas
executadas e a base € o numero de diferentes reagentes em cada etapa. Assim, partindo-se
dos 20 diferentes tipos de aminoacidos naturais, é possivel em apenas 6 etapas de reagdo,
produzir 64 milhdes (ou seja, 20° de hexapeptidio diferentes. Reagdes desta natureza

produzem misturas de produtos, que podem ser testados diretamente na forma impura.



Quando a mistura se mostra biologicamente ativa, seus componentes individuais sdo
identificados e separados utilizando técnicas de deconvolugfo.[Dias & Correa, 2001]

A quimica combinatéria encontrou na sintese em fase sélida as condi¢des ideais
para seu desenvolvimento. De acordo com o principio geral desenvolvido por
Merrifield,[Merrifield, 1963] um reagente A é covalentemente ligado a um suporte
polimérico insoluvel. Um segundo reagente B é adicionado na fase solivel e este reage com
A para formar o produto 4-B, covalentemente ligado ao suporte insolivel. O excesso de B,
que ndo reagiu, € o solvente, sdo facilmente separados por uma simples filtragdo. Ao final
da reagéio, o produto € liberado do suporte s6lido. Devido a facilidade de purificagdo dos
produtos, a sintese em fase sélida permite o uso de um excesso de reagentes para deslocar o
equilibrio da rea¢do na diregdo dos produtos, obtendo-se assim, altos rendimentos e
produtos com um alto grau de pureza. Entretanto, a principal vantagem da sintese em fase
solida, quando aplicada & quimica combinatéria, é a possibilidade de automagdo e de
repeticdo do ciclo quantas vezes forem necessarias para a obtengdo do produto final
desejado.

Um exemplo de aplicagdo da sintese em fase soélida associada a quimica
combinatoria € o procedimento de Mix & Split desenvolvido por Furka.[Furka et al., 1991]
Neste procedimento, a resina de suporte insolivel ¢ dividida em n porg¢des iguais e cada
uma destas reage com um unico reagente. O nimero de porgdes depende do numero de
reagentes disponiveis. Finalizada a reagfio e a subseqiiente purificagdo para a remogéo do
excesso dos reagentes, as porgdes individuais de resina sfio recombinadas, misturadas e
novamente separadas em porgdes iguais. Cada uma das porgdes reage novamente com 0s
mesmos reagentes. O processo pode ser repetido quantas vezes for necessario. O nimero de
compostos obtidos ao final do processo cresce exponencialmente com o numero de
repeti¢des do ciclo. A Figura 2 mostra um exemplo de aplicagdo do procedimento de Mix
& Split partindo-se de trés reagentes ([, l e C) e com trés ciclos de repeti¢do. Ao final dos

trés ciclos sdo obtidos 27 compostos diferentes.



-5
> -
- -

o -l

e
; Mc

00 offio—e offlo—e

=
- -
ol o il o

-o.—o o

c ccc¢
HEE EEE ccc
Figura 2. Exemplo ilustrativo de aplicagdo do procedimento de Mix & Split

partindo-se de trés reagentes (I, I e C) e com trés ciclos de repetigdo [Furka et al., 1991]

A quimica combinatdria, nos seus primeiros anos, teve como foco principal a
producéio de bibliotecas com centenas de milhares de compostos. A énfase na quantidade
superava as preocupacdes com a qualidade e pureza dos compostos, e em fun¢ido disso
foram produzidas, inicialmente, bibliotecas de polimeros e de misturas de compostos
orgénicos de alta massa molecular e de baixa diversidade estrutural.[Ortholand & Ganesan,
2004] Os resultados dos testes de HT'S com estes compostos foram frustrantes.[Wess ef al.,
2001] Foram verificadas dificuldades na identificagdo dos compostos ativos presentes nas
misturas e, em geral, estes compostos ativos eram insolveis em agua e com propriedades
de ADME incompativeis com as de um farmaco.[Koppitz & Eis, 2006] Assim, apds os
primeiros anos de euforia e de resultados frustrantes, o foco da quimica combinatoria se
modificou para a producdo de bibliotecas menores, com compostos orgénicos de baixa
massa molecular e com maior diversidade estrutural.[Kubinyi, 1998a] Adicionalmente, a

quimica combinatéria passou a dar mais énfase para a produgdo de compostos com alto



grau de pureza através da sintese paralela, em que as etapas sintéticas sdo realizadas
simultaneamente para grupos de reagentes, mas cada produto ¢ preparado em um
compartimento de reagdo individual. A sintese paralela pode ser igualmente automatizada
valendo-se das vantagens ja mencionadas da sintese em fase sélida.

Atualmente, apesar dos continuos avangos em dire¢do a maior acessibilidade
sintética,[Williard ef al., 1996] a quimica combinatoria tem sido aplicada com melhores
resultados na producdo de bibliotecas focadas em alvos especificos ou em compostos
derivados de uma estrutura lider.[Koppitz & Eis, 2006; Kubinyi, 2004]. A idéia inicial de
utilizar a quimica combinatéria associada ao HTS para a procura randdémica de novos
compostos bioativos se mostrou uma estratégia equivocada. Segundo Roger Lahana, editor

da revista Drug Discovery Today:

“Quando se procura uma agulha no palheiro, a melhor estratégia nédo
¢ aumentar o tamanho do palheiro” [Lahana, 1999]

Bibliotecas focadas em alvos sdo colegdes com até algumas centenas compostos,
desenvolvidas por quimica combinatéria, com o objetivo de encontrar ligantes para um
determinado alvo especifico.[Koppitz & Eis, 2006; Kubinyi, 2004] Estas sdo formadas por
compostos organicos de baixa massa molecular derivados de um composto com atividade
conhecida. Uma biblioteca focada deve promover uma diversidade de substituigdes na
estrutura fundamental para explorar a0 maximo o espago quimico ao redor desta e, assim,
aumentar as chances de se encontrar derivados mais ativos.[Kubinyi, 2004] A preparagéo
de diversas bibliotecas focadas pequenas produz maior diversidade estrutural que a
produgdo de uma Unica biblioteca grande.[Kubinyi, 2004] No exemplo apresentado a
seguir, trés bibliotecas focadas foram preparadas por quimica combinatéria com o objetivo
de encontrar ligantes para o receptor NK-1 de neuroquinina.[Bleicher et al., 2002b] O NK-
1 é um receptor acoplado a proteina-G expresso tanto no SNC quanto em sistemas
periféricos. A preparagéo das trés bibliotecas foi feita por sintese em fase solida e em fase
liquida com base na espiropiperidina, uma estrutura privilegiada que € conhecida por se
ligar a varios receptores analogos ao NK-1. Adicionalmente, considerando sua estrutura
tridimensional pouco flexivel, sua baixa massa molecular e, a possibilidade de
modificagdes estruturais em trés posi¢des substituintes, a Spiropiperidina apresenta uma

arquitetura ideal para o planejamento de fdrmacos empregando a quimica combinatdria.



Como resultado desta busca foram, identificados novos ligantes de receptores NK-1 com
afinidades nanomolares (nM).[Bleicher ef al., 2002a] A Figura 3 apresenta a estrutura da

espiropiperidina utilizada na preparagéo de cada uma das trés bibliotecas.
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Figura 3. Representagio esquematica da estrutura da espiropiperidina. R/, R2 e R3

indicam as trés posi¢des, onde foram alternados diferentes substituintes para a preparagio
de cada uma das trés bibliotecas[Bleicher ef al., 2002a]

Uma outra aplicag@o da quimica combinatdria € a preparagfio de séries de andlogos
de um composto ativo para a obtenc¢do de relagdes entre a estrutura quimica e a atividade
biologica (SARs — Structure Activity Relationships ou OSARs — Quantitative Structure
Activity Relationships). Em func¢fo da rapidez com que um grande nimero de compostos
pode ser preparado por quimica combinatéria, esta € uma estratégia ideal para a preparagéo
de séries de andlogos com uma grande faixa de variagdo de atividade, necessarios para a
elucidagdo do mecanismo de agdo de um composto bioativo, ou para a compreensdo das
interagdes envolvidas na interagdo composto-alvo. Adicionalmente, a preparagdo de
andlogos de um composto ativo por quimica combinatéria pode contribuir para a
otimizagdo das propriedades farmacocinéticas (ADME) de um composto candidato a
farmaco, ou ainda auxiliar na prote¢do da patente do futuro produto comercial.[Kubinyi,
2004]

No exemplo a seguir, um produto natural foi utilizado como estrutura fundamental
para a preparagdo, por quimica combinatdria, de uma biblioteca de analogos estruturais da
sarcodictina.[Dias & Correa, 2001] A sarcodictina € um produto isolado de corais da
espécie Sarcodictyion roseum e possui potente agdo antitumoral. A preparagdo da uma
coleciio combinatoria com 67 andlogos da sarcodictina empregou sintese em fase solida e
em fase liquida. Como resultado da busca, foi possivel o estabelecimento de relagles
estrutura-atividade e, ainda, a identificacdo de alguns compostos mais potentes que os

produtos naturais.[Nicolaou et al., 1998] A Figura 4 apresenta a estrutura da sarcodictina e



as caracteristicas estruturais responséaveis pela atividade antitumoral, identificadas apés a

preparag@o de uma biblioteca combinatdria.

Cadeia lateral é crucial para a atividade

N—Me

‘Z Ambos 0s atomos de nitrogénio

sdo importantes

L

Substituigdes nesta posigdo sdo permitidas

Esteres sdo melhores que amidas; o alcool é inativo
Figura 4. Representagdo esquemaética da estrutura da sarcodictina isolada da S.
roseum. Estdo indicadas as caracteristicas estruturais responsaveis pela atividade
antitumoral identificadas apds a preparagio de uma biblioteca combinatoria [Nicolaou et
al., 1998]

Apesar de existirem na literatura muitos outros exemplos de aplicagio da quimica
combinatdria na busca de ligantes e de estruturas lider candidatas a farmacos, ainda sdo
incipientes os exemplos de compostos que efetivamente chegaram no mercado e que foram
identificados a partir de um programa de quimica combinatéria.[Kubinyi, 2006] Entretanto,
os resultados da quimica combinatéria ndo podem ser avaliados somente pelo nimero de
novos farmacos produzidos, mas por todas as contribui¢des que a sua implementagdo
promoveu para a quimica medicinal. Adicionalmente, deve-se notar que a quimica
combinatodria € uma estratégia relativamente recente e que o processo entre a descoberta de
uma estrutura lider e o langamento do medicamento no mercado pode durar mais de uma
década.

Do ponto de vista tecnologico, a quimica combinatoria pode ser considerada um
sucesso. Nos dias de hoje, todas as grandes empresas farmacéuticas tém programas de
sintese em paralelo automatizada, aplicados as mais diversas estratégias baseando-se no
principio da quimica combinatéria.[Borman, 2006; Guillier et al., 2000] A produtividade
das industrias farmacéuticas, em termos do numero de compostos preparados em relagio
aos custos por composto, apresentou significativos saltos de qualidade com o advento da

quimica combinatdria.[Borman, 2006; Guillier ez al., 2000]
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Outra grande contribuigdo da quimica combinatoria para a quimica aplicada ao
descobrimento de novos farmacos foi a introdu¢do dos conceitos de
similaridade/diversidade quimica, aplicados a grandes bibliotecas de compostos.[Wess et
al., 2001] Consideragtes sobre a diversidade/similaridade de um conjunto de compostos
passaram a ser usadas para avaliar a qualidade de bancos de dados de moléculas, gerados
por quimica combinatdria ou de colegdes “in house” de compostos.[Kubinyi, 1998b] Por
exemplo, bibliotecas randomicas preparadas para encontrar compostos ativos deveriam
apresentar grande diversidade estrutural, enquanto que bibliotecas focadas deveriam ser
similares ao composto lider e, ao mesmo tempo, apresentar diversidade suficiente para que
a relagdo estrutura-atividade fosse exaustivamente explorada.[Kubinyi, 2004] Diversas
ferramentas para quantificar a diversidade ou a similaridade entre compostos foram
propostas e aplicadas aos mais diferentes sistemas quimicos e biologicos.[Oprea &
Gottfries, 2001; Martin et al, 2001] Com o aumento do espectro de aplicagdes dos
conceitos similaridade/dissimilaridade ficou claro que o grau de diversidade/similaridade
apresentado por conjunto de compostos poderia ser diferente, dependendo do alvo
estudado,[Martin et al, 2001] ou seja, um conjunto de compostos com estruturas e
propriedades diversas para um determinado alvo bioldgico, pode ndo ser igualmente
diverso perante um outro alvo.[Ajay et al., 1998; Kubinyi, 1998b] Ainda mais, tornou-se
consenso que uma biblioteca de compostos para ser usada no desenvolvimento de formacos
deve apresentar ndo somente uma diversidade estrutural, mas também estruturas
biologicamente relevantes e com propriedades especificas tipicas de compostos
bioativos.[Wess et al., 2001; Martin et al., 2001; Ajay et al., 1998]. Assim, a partir da
necessidade de se criar bibliotecas de compostos com propriedades de farmacos, surgiu o
conceito de compostos drug-like, ou farmaco-similares. A selegdo de compostos com
propriedades drug-like, que deu origem as estratégias de virtual screeming, ou selegéo

virtual, sera tema de uma secgdo apresentada mais adiante (Item 1.4.).

1.3. Resultados Falso-positivos
Fail fast. Fail cheap

Conforme apresentado na segfo anterior, os testes de H7S representaram um grande

avango na velocidade com que dados de atividade biologica poderiam ser coletados. Este
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aumento de velocidade s6 foi possivel gragas a fatores como a redu¢fo da escala dos testes
executados, o aumento da sensibilidade dos métodos de detec¢dio e a possibilidade de
utilizar sistemas biolégicos isolados para monitorar os sistemas responsaveis pela atividade
bioldgica.[Rishton, 1997] Entretanto, estes fatores também foram os responsaveis por
inimeros contratempos associados aos testes de HTS, como por exemplo, a ocorréncia de
resultados falso-positivos.

Em um procedimento normal de busca de compostos ativos, utilizando-se testes em
sistemas modelos de atividade (como, por exemplo nos testes de H7S), os compostos que
apresentam resultados positivos sdo selecionados e encaminhados para a etapa de
otimizagdo, que € realizada interativamente, através da sintese de derivados, da proposi¢do
de modelos de estrutura-atividade, da avaliagdo das propriedades ADMET, da obtengéo de
compostos mais ativos e, assim sucessivamente, até que se obtenha uma estrutura lider
adequada para ser utilizada nas etapas clinicas de desenvolvimento. Uma estrutura lider
ideal deve tanto apresentar alta afinidade pelo alvo bem como deve formar com este uma
ligagdo ndo-covalente, reversivel, com mecanismo de interagdo competitivo e independente
do tempo.[Rishton, 2003; Oprea et al., 2001] Adicionalmente, é desejavel dispor de séries
de analogos estruturais da estrutura lider, com modelos SAR ou OQSAR conhecidos. Quando,
apOs estas etapas de otimizagfo da estrutura inicial, ainda nfo se obtém um composto lider
que agregue as condi¢des ideais e necessarias para seguir adiante com as etapas clinicas, o
resultado do teste de atividade, em que a estrutura inicial foi identificada, € classificado
como um resultado falso positivo. Em outras palavras, um resultado falso positivo ocorre
quando um composto ndo evolui - por diversos motivos - para se tornar uma estrutura lider
candidata a fArmaco, apesar de apresentar uma resposta positiva no teste de atividade.

Uma vez que durante as etapas de otimizagdo da estrutura inicial sdo investidas
quantidades significativas de tempo e de dinheiro, a identifica¢éo precoce de um resultado
falso positivo pode representar uma economia de tempo e de dinheiro para aqueles
envolvidos no processo de desenvolvimento do farmaco. Nas industrias farmacéuticas este

conceito € conhecido pela expressao:

“Fuail fast. Fail cheap” [Kamath, 2006]
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que pode ser traduzido por, “Falhe rapido. Falhe barato”. Ou seja, resultados falso-positivos
sdo uma preocupagdo para as indudstrias farmacéuticas ou para qualquer grupo envolvido
com o teste de compostos bioativos, pois a falha em identificar precocemente estes
resultados enganosos leva invariavelmente a perdas dos investimentos feitos neles.
Considerando-se a grande quantidade de dados e o grande nimero de compostos utilizados
em testes de HTS, a remogdo precoce ¢ sistematica de compostos que provocam resultados
falso-positivos tornou-se vital para o sucesso de programas que utilizam testes HTS. Assim,
esta necessidade motivou para diversos trabalhos que procuram compreender, identificar e
prever a ocorréncia de resultados falso-positivos.[Malvezzi ef al., 2008; Rishton, 2003;
McGovern et al., 2002; Roche et al., 2002; Rishton, 1997]

Numa revisdo da literatura, Rishton[Rishton, 2003] discute as diferentes razes para
a ocorréncia de resultados falso-positivos em testes de HTS. O autor identificou e
classificou as trés principais razdes, mais comumente citadas na literatura, como sendo: (i)
o uso de compostos capazes de interferir diretamente com o método de detecgdo;[Roche et
al., 2002] (ii) o uso de compostos reativos frente & proteinas;[Rishton, 1997] e (iii)
compostos capazes de formar agregados moleculares.[McGovern et al., 2002] A seguir,
sera apresentada em detalhes, cada uma destas razdes para a ocorréncia de resultados falso-

positivos.
1.3.1. Frequent hitters

Analisando alguns resultados de testes de HTS da F. Hoffmann-La Roche & Co.,
Schneider[Roche et al., 2002] selecionou compostos que haviam provocado resultados
positivos (Hits) em pelo menos oito diferentes ensaios de HTS. Por serem compostos
freqlientemente identificados em testes de HTS, Schneider chamou esta classe de
compostos de “Frequent hitters”. O autor identificou que estes, em sua maioria, eram
capazes de perturbar ou o teste ou o método de detecgdo do teste, fazendo com que
artefatos experimentais fossem - erroneamente - interpretados como resultados positivos.
Fazem parte da classe de compostos “Frequent hitters” moléculas coloridas ou
fluorescentes que interferem diretamente com o detector; compostos muito lipofilicos e/ou
insoliiveis em agua que precipitam ou turvam o experimento impedindo a leitura correta do

resultado e compostos capazes de precipitar proteinas presentes no meio reacional do
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experimento. Exemplos de compostos que compdem a classe de “Frequent hitters” sdo

compostos poliaromaticos, polifendlicos, altamente lipofilicos e altamente conjugados.
1.3.2. Compostos reativos frente a proteinas

Em sua tentativa de auxiliar a identificagdo de compostos que promovem resultados
falso-positivos, Rishton[Rishton, 1997] identificou uma série grupamentos eletrofilicos,
suscetiveis a hidrdlise ou a solvolise e que apresentam especial reatividade frente a
grupamentos nucleofilicos de proteinas. A Figura 5 apresenta os grupamentos suscetiveis a
reagdo que, segundo o autor, sdo os responsaveis por resultados falso-positivos em testes de
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Figura 5. Grupos reativos frente a proteinas responsaveis por resultados falso-

positivos em testes de HTS. [Rishton, 1997]

De acordo com Rishton, a inclusdo de compostos contendo estes grupamentos
alquilantes e/ou acilantes nos ensaios enzimaticos ou celulares (como ocorre nos testes de
HTS) pode conduzir a inibi¢do inespecifica das enzimas/proteinas presentes no teste. Esta

reatividade pode ser, erroneamente, interpretada como a responsavel pela atividade
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desejada e, assim, o composto passa a ser considerado como um candidato a estrutura lider.
Entretanto, durante as etapas subseqiientes de desenvolvimento, esta reatividade no-
especifica acarreta em uma elevada toxicidade que, no entanto, ndo pode ser reduzida sem a
concomitante perda da poténcia do composto. Assim, aquele resultado inicial observado,
supostamente positivo, acaba se tornando um resultado falso-positivo nas etapas avangadas
de desenvolvimento. Rishton sugere que sejam classificados como falso-positivos todos os
compostos que apresentem uma relag@o estrutura-reatividade, ou seja, quando a “poténcia”
do composto se correlaciona com um descritor da reatividade do grupo funcional
eletrofilico. A Figura 6 apresenta um exemplo hipotético da relacdo estrutura-reatividade,

em que o composto mais potente € também aquele mais reativo, nas condig¢bes do

experimento.
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Figura 6. Exemplo de relagdo estrutura-reatividade, em que o composto mais

potente € também o mais reativo frente a proteinas [Rishton, 1997]

1.3.3. O mecanismo promiscuo

Shoichet e colaboradores[McGovern et al., 2002] identificaram compostos

provenientes de programas de HTS que apresentavam as caracteristicas estruturais
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comumente descritas como drug-like[Lipinski et al., 1997] capazes de inibir o alvo, em
concentragdes pM, ou sub-uM.[Shoichet, 2006] Estes compostos, no entanto, apresentavam
mecanismo ndo-competitivo, correlagdes estrutura-atividade ndo-significativas, curvas
dose-resposta ingremes e baixa especificidade. Estas propriedades sfio indesejadas (n#o
drug-like) para uma estrutura lider e, portanto, estes compostos sdo considerados falso-
positivos. Shoichet selecionou série inicial de 15 compostos para investigar as causas deste
comportamento inesperado. Shoichet observou que independentemente do alvo inicial para
o qual os compostos haviam sido inicialmente selecionados, todos eram capazes de inibir
(em concentragdes pM) outras enzimas ndo relacionadas (B-lactamase, quimotripsina,
diidrofolato redutase e B-galactosidase) de um modo reversivel, ndo-covalente e dependente
do tempo (i.e., observa-se um aumento da poténcia com pré-incubagdo do composto com a
enzima). Adicionalmente, foi observado que estes compostos ndo eram desnaturantes de
proteinas € que sua poténcia diminuia significativamente na presenca de concentragdo dez
vezes maior da enzima ou na presenga de outras proteinas (e.g., albumina bovina). A
inibi¢do indiscriminada de enzimas, de diferentes naturezas, motivou a denominagédo destes
compostos como “inibidores promiscuos”. Em um trabalho subseqiiente, os
autores[McGovern et al., 2003] demonstraram a sensibilidade destes inibidores promiscuos
frente a detergentes ndo-idnicos, como o Trifon X-100. Shoichet observou que a adi¢do de
0,1% (v/v) de Triton X-100 era capaz de reverter a inibigdo provocada por um inibidor
promiscuo. O efeito de detergentes na atividade de inibidores promiscuos foi estudada e
corroborada por outros grupos de pesquisa.[Malvezzi ef al., 2008; Ryan et al., 2003]
Sugeriu-se, entdo, que estes compostos estariam agindo através da formagdo de
agregados moleculares e que estes agregados seriam os responsaveis pela inibigdo
enzimatica. Para testar a hipdtese dos agregados moleculares foram feitos, entre outros,
experimentos de DLS (Dynamic Light Scattering). Nestes experimentos, foram observadas
particulas com valores de didmetro variando de 95 a 400 nm, para todos 0s compostos
testados. A seguir, experimentos de didlise mostraram que enzimas incubadas com os
inibidores promiscuos ndo perdiam sua poténcia apds a didlise, enquanto que enzimas
incubadas com inibidores especificos competitivos recuperavam completamente a atividade
apds a dialise. Este comportamento era consistente com o modelo de agregag¢do molecular

proposto. Finalmente, os agregados moleculares foram diretamente observados por
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microscopia eletrnica de transmissdo. A Figura 7 apresenta exemplos de agregados
moleculares formados por inibidores promiscuos, observados por microscopia eletrénica de

transmissio.

Figura 7. Compostos visualizados por microscopia de transmissdo eletrénica em
tampdo Tris (20mM) pH 7,2. (A-C) Tetraiodofenolftaleina (100 uM); (D) Vermelho
Congo (50 uM), controle positivo de agregagio; (E) Acido 8-anilino-1-
naftalenossulfénico (625 pM) controle negativo de agregagdo. Barra = 100 nm.
[McGovern et al., 2002]

O mecanismo de inibicdo enzimatica através da formagdo de agregados
moleculares, proposto por Shoichet, pode ser aplicado a diversos grupos de moléculas e
explica a baixa especificidade e as SARs ndo significativas observadas. Adicionalmente,
esta proposta mecanistica explica a variagdo da poténcia de inibigdo do composto com a
concentracdo da enzima, uma vez que a concentragdo dos agregados é da mesma ordem de
grandeza que a concentragdo das enzimas. Assim, um aumento de 10 vezes na concentragdo
da enzima pode superar a capacidade de inibigdo destes agregados. Por fim, o modelo de
formagdo de agregados pode explicar também a perda da poténcia de inibidores promiscuos
na presenca de detergentes, uma vez que os agregados sdo quebrados pela agdo destes. Em
duas publicagdes mais recentes, Shoichet e colaboradores[Feng & Shoichet, 2006; Feng et
al., 2005] propuseram série de testes que podem ser feitos para detectar e confirmar a
ocorréncia de inibi¢do através do mecanismo promiscuo. Alguns destes testes podem ser
realizados de modo High-throughput[Feng et al., 2005] e podem ser aplicados a grandes
bancos de dados, enquanto que outros sdo mais demorados e somente podem ser feitos com

um pequeno numero de compostos.[Feng & Shoichet, 2006] Dentre os testes sugeridos, o
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mais confidvel € o teste de sensibilidade da inibigdo dos compostos na presen¢a de
detergentes ndo-idnicos. Outras evidéncias experimentais da ocorréncia de inibigdo pelo
mecanismo promiscuo incluem: a sensibilidade da inibigdo dos compostos a concentragio
da enzima, a inibigdo inespecifica de enzimas nfo correlacionadas, a observagéo de inibigdo
ndo-competitiva; a perda da poténcia apds centrifugagfo, a observagdo de particulas de 50-
1000 nm por DLS e a observagdo de curvas dose-resposta ingremes. Nenhum destes testes
realizados isoladamente fornece confirmagdo definitiva do mecanismo promiscuo,
entretanto quando combinados, sfo uma forte indicagdo da sua ocorréncia. Outros trabalhos
na literatura foram apresentados[Malvezzi et al., 2008] corroborando com a hipétese de
inibigdo enzimatica por agregados moleculares.

Para os trés tipos de resultados falso-positivos, citados anteriormente, as causas para
tal comportamento s@o condi¢des criadas pelo préprio experimento, independentemente do
composto testado ser ou ndo um bom candidato a farmaco. Em outras palavras, compostos
que sdo hoje usados na clinica médica e que sdo sabidamente bons farmacos podem
provocar resultados falso-positivos, se testados nas condi¢Ges dos testes in vitro de HTS. De
fato, em todos os relatos, tanto de Schneider,[Roche e al, 2002] em que foram
identificados os compostos frequent hitters, como os de Rishton,[Rishton, 1997] que
identificou os compostos reativos, quanto no de Shoichet,[McGovern et al., 2003] que
propds o mecanismo de inibi¢do de proteinas por agregados moleculares, sdo apresentados
exemplos de farmacos conhecidos e com mecanismos especificos, que promovem
resultados falso-positivos quando testados nas mesmas condi¢des em que sdo realizados os
testes de HTS.

Por exemplo, a ciclosporina e o paclitaxel sdo farmacos lipofilicos (CLOGP > 5)
que poderiam ser classificados como frequent hitters por serem insoluveis em agua e
formarem precipitados que perturbam os métodos de detecgdo. Igualmente, a cisplatina, a
ciclofosfamida e o clorambucil sdo exemplos de farmacos alquilantes antineoplésicos,
altamente reativos frente a grupamentos nucleofilicos de proteinas e que seriam capazes de
inibir, indistintamente, qualquer enzima. E por fim, a delavirdina, o benzoato de benzila € o
miconazol, sfo exemplos de farmacos identificados como formadores de agregados
moleculares[Seidler et al., 2003] e, portanto, capazes de inibir proteinas de diferentes

naturezas através do mecanismo promiscuo. Todos estes compostos, € muitos outros
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antibioticos e/ou antineoplasicos que sdo hoje utilizados foram descobertos e introduzidos
na terapéutica a partir de métodos classicos de quimica medicinal, como ensaios bioldgicos
in vivo, ensaios de citotoxicidade seletiva, ou descobertos ao acaso. Se estes compostos
tivessem sido originalmente testados em ensaios bioquimicos de HTS, possivelmente
seriam descartados dos bancos de dados por promoverem, repetidamente, resultados falso-
positivos.

Esta aparente fragilidade de testes bioquimicos in vitro ndo diminui sua
aplicabilidade ou sua importancia para o descobrimento de novos farmacos, mas ressalta a
importancia dos limites dentre os quais os ensaios de H7S devem ser usados. Assim, os
modelos in vitro de atividade bioldgica sdo testes de afinidade ligante-receptor ultra-
sensiveis, portanto, sujeitos a artefatos e a reagdes indesejadas que podem mascarar um
resultado positivo. Retomando o conceito de “fail fast fail cheap”,Kamath, 2006] os
critérios para a sele¢do de resultados positivos em testes H1.S devem considerar tanto os
riscos como os beneficios de uma eliminagdo precoce e rapida de compostos, uma vez que
tal procedimento pode minimizar o desperdicio de recursos, mas ao mesmo tempo pode
barrar o desenvolvimento de compostos que, se descobertos por outras tecnologias,
poderiam vir a se tornar farmacos. Finalmente, o uso de filtros de compostos para eliminar
possiveis resultados falso-positivos, ou a identificacdo de compostos com propriedades
indesejadas, pode ser aplicado em bancos de dados de compostos antes mesmo destes
serem submetidos a ensaios experimentais de atividade (in vitro ou in vivo), reduzindo-se
ainda mais os custos e 0 tempo para se encontrar um composto lider. O sucesso desta
estratégia, denominada virtual screening, vai depender da qualidade dos filtros utilizados e
da qualidade do banco de dados. Estes aspectos relacionados ao virtual screening seréo

apresentados e discutidos a seguir.

1.4. Virtual screening
Testes ‘in silico’ de atividade bioldgica

Como discutido anteriormente nesta tese de doutorado, a pré-sele¢éio de compostos
antes que estes sejam submetidos aos testes de atividade se tornou uma necessidade em
programas de desenvolvimento de farmacos, considerando-se o grande numero de

compostos disponiveis e os altos custos das etapas de desenvolvimento.[Bleicher ef al.,
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2003] Esta sele¢do de compostos, que classicamente era feita manualmente por um quimico
medicinal com base em sua intuigdo quimica ou conhecimentos e experiéncias acumuladas
ou através de andlises de OSAR considerando apenas um pequeno numero de compostos,
passou a ser feita automaticamente por computador (de modo virtual), aplicando-se filtros
de diferentes naturezas. A crescente sofisticagdo na aplicagdo destes filtros permitiu que os
testes de atividade, que eram realizados somente in vivo e/ou in vifro passassem a ser
realizados in silico, ou seja, utilizando o computador. Os teste de atividade realizados no
computador sdo denominados virtual screening, ou testes virtuais. Assim, para casos
envolvendo um grande nimero de compostos, a estratégia de tentativa-e-erro foi substituida
pela estratégia de tentativa-e-selegdo.[Wess er al, 2001] Assim, de modo analogo as
estratégias utilizadas para séries pequenas, os dados de compostos com atividades
conhecidas passaram a ser usados na constru¢éo de modelos de atividade bioldgica virtuais.
Apenas os compostos selecionados nos testes virtuais sdo submetidos aos testes de
atividade biologica experimental.[Shoichet, 2004]

Dentre as vantagens da aplicagdo do virtual screening em relagéo aos testes de HTS,
estdo a possibilidade do teste de compostos ainda nfo sintetizados e a economia de
recursos, uma vez que estes testes sio realizados apenas no computador sem o consumo de
qualquer material.[Klebe, 2006] Outra vantagem € que questdes tais como solubilidade,
agregacfo, ou qualquer outra propriedade do composto que possa interferir com as
condigdes do experimento ndo precisam ser consideradas em um primeiro momento, ou se
consideradas, estas questdes ndo interferem no resultado do teste. Adicionalmente, os testes
de virtual screening podem ser rapidos (dependendo da complexidade o teste virtual pode
levar de uma fragdo de segundo a muitos dias de célculo, por composto) e podem ser
prontamente repetidos ou refeitos caso novas informagdes sejam disponiveis ou novas
condig¢des sejam testadas.

O principal pré-requisito para um teste de virtual screening ¢ o conhecimento das
propriedades responsaveis pelas interagdes entre o composto € o sistema biologico,[Klebe,
2006] incluindo-se propriedades como a solubilidade do composto, a sua absorgdo e
biodisponibilidade no organismo, a sua distribui¢do nos diversos compartimentos
fisiologicos, o seu transporte, o metabolismo e excregdo pelo corpo e, finalmente, sua

interagdo com o alvo. Partindo-se destas informagdes, um modelo de atividade € construido
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e usado para a sele¢do de compostos de um banco de dados. Por melhor que seja o poder de
previsdo do modelo proposto, os resultados devem ser sempre considerados apenas como
previsdes de atividade, ou seja é necessaria a validagdio experimental dos resultados [Feng
et al., 2005], principalmente dos resultados positivos.

Além de um modelo preditivo de virtual screeming, o sucesso desta estratégia
depende também da preparagdo de um banco de dados de compostos. Consideragdes sobre
o nimero de compostos e sobre a diversidade estrutural de bancos de dados para serem
usados em virtual screening serdio apresentadas e discutidas mais a diante

A proposi¢do de modelos de virtual screening validos ¢ dificultada pela
complexidade inerente as interagdes ligante-receptor ao nivel molecular além de outros
fatores tais como: multiplos modos de ligagdo de um ligante,[Mattos & Ringe, 1993]
multiplas conformagdes do ligante e do receptor,[Klebe, 2006] ligagio com proteinas
plasméticas bem como estabilidade metabdlica, absor¢do, distribui¢io, excrecdo e
toxicidade do ligante.[Hodgson, 2001] Tais dificuldades s8o dificilmente superadas por um
unico modelo computacional e este, mesmo que bem-sucedido, ndo poderia ser extrapolado
para classes de compostos desconhecidas, ainda ndo consideradas pelo modelo.[Oprea,
2002] Uma alternativa sugerida envolve a aplicagdo seqiiencial de diferentes filtros de
sele¢do.[Klebe, 2006] Cada filtro proposto € especifico para determinada propriedade ou
caracteristica estrutural. Assim, por exemplo, determinado filtro pode selecionar compostos
capazes de serem absorvidos por via oral, enquanto que outro selecionaria compostos que
contém determinado grupo funcional necessario para a interagdo com o receptor €, por fim,
um terceiro avaliaria a afinidade entre o ligante e o receptor. Ndo € sugerida uma hierarquia
para a aplicagdo de cada um destes filtros, ou seja, os filtros podem ser aplicados em
qualquer seqiiéncia sem, em principio, alterar o resultado final da sele¢do. Entretanto, com
o objetivo de se otimizar o uso dos recursos computacionais, em geral, os filtros s&o
aplicados em ordem crescente de complexidade do cédlculo. Assim, para o banco de dados
original e inteiro se aplicam primeiramente filtros que necessitam baixos recursos
computacionais, deixando os filtros mais complexos e elaborados para serem aplicados nas
etapas finais do processo, quando o banco de dados ja foi reduzido significativamente. Uma
das desvantagens da aplicagdo hierarquica de filtros de sele¢do € que os filtros mais rapidos

sdo também os mais grosseiros, ou seja, podem eliminar precocemente quantidades
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significativas da diversidade estrutural e de informagdo quimica relevante, podendo, assim,
descartar potenciais bons candidatos. Quando isto acontece, estes resultados sdo
denominados resultados falso-negativos.

Assim como no caso dos testes de HTS, os testes de virtual screening sio
permeados de resultados falso-positivos e falso-negativos causados por limitagdes
intrinsecas de cada método. Novamente, esta aparente fragilidade nio diminui a
importincia do virtual screening como ferramenta para o descobrimento de farmacos, uma
vez que o seu sucesso deve ser avaliado considerando-se o descobrimento de pelo menos
alguns compostos candidatos e nfdo somente para a descoberta de fodos os compostos
candidatos presentes no banco de dados.[Shoichet, 2004] Adicionalmente, o virtual
screening apresenta outras caracteristicas semelhantes as do H7S como: o uso de grandes
bibliotecas de compostos; a grande velocidade dos testes em detrimento & precisdo dos
resultados e a necessidade de validagdo posterior dos resultados.

Doman e colaboradores,[Doman et al., 2002] descrevem um estudo comparativo
dos procedimentos de virtual screening e de HIS aplicados na busca de novos inibidores da
tirosina fosfatase-PTP1B (um possivel alvo para o tratamento da diabetes tipo IT) utilizando
bibliotecas com 400.000 e 235.000 compostos, respectivamente, para cada estratégia.
Através do procedimento de HTS foram encontrados 85 (0,021%) compostos com valores
de ICso menores do que 100 pM enquanto que o procedimento de virtual screening
selecionou 365 compostos para serem testados experimentalmente, dos quais 127 (34,8%)
apresentaram valores de ICsq menores do que 100 uM. Como esperado, o procedimento de
virtual screening enriqueceu o banco de dados 1700 vezes em relagdo a simples busca
sistematica do HTS. Entretanto, interessantemente, cada uma das técnicas encontrou classes
de compostos diferentes, sugerindo-se que os dois procedimentos podem ser
complementares. A Tabela 1 apresenta um resumo dos dados apresentados no

trabalho.[Doman ef al., 2002]

Tabela 1. Resultados da busca por inibidores da tirosina fosfatase-PTP1B utilizando
as estratégias de HTS e Docking. NUmero de compostos testados, nimero de compostos
ativos identificados e porcentagem de compostos ativos [Doman et al., 2002]

Estratégia Compostos Compostos com Porcentagem de
testados ICs50<100nM compostos ativos
HTS 400.000 85 0,021
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Conforme mencionado anteriormente, a redu¢do do niimero de compostos de um
banco de dados utiliza diversos tipos filtros, especificos para determinadas propriedades ou
caracteristicas estruturais. De modo geral, os filtros podem ser agrupados em trés categorias
distintas: (7) filtros uni- e bidimensionais (ID e 2D), que se baseiam nas propriedades
fisico-quimicas e na conectividade dos compostos (filtros drug-like); (i) filtros
tridimensionais (3D), que se baseiam na distribui¢@o espacial de caracteristicas especificas
(filtros farmacoférico) e, (ii?) filtros de interagdo molecular, que se baseiam em medidas de
afinidade entre o composto e seu alvo bioldgico (filtros de docking). A seguir, cada um

destes tipos de filtros serd discutido em detalhes .

1.4.1. Filtros drug-like

Os filtros de compostos drug-like sdo baseados no conceito de que firmacos, em
geral, apresentam determinadas propriedades que os distinguem dos demais compostos
orgénicos. Estas propriedades podem ser de natureza fisico-quimica, como a massa
molecular ou o coeficiente de particdo do composto; ou relativas a conectividade
molecular, como a auséncia de grupos funcionais sabidamente toxicos ou a presenga de um
grupo funcional, que pode promover uma determinada atividade bioldgica. [Oprea, 2000]

Uma das principais vantagens dos filtros drug-like € que estes podem ser calculados
muito rapidamente, sendo possivel o processamento de milhares de compostos por
segundo, em um computador pessoal.[Charifson & Walters, 2002] Outra vantagem ¢ que
estes filtros sdo capazes de reduzir significativamente o nimero de compostos em bancos
de dados comercialmente disponiveis. Estes dois aspectos tornam os filtros drug-like os
primeiros a serem aplicados em bancos de dados para a eliminagdo precoce de compostos
indesejados. Este procedimento pode ser em parte especulativo e subjetivo, uma vez que
estes filtros sdo sabidamente imprecisos e que os limites que separam compostos desejados,
de indesejados, sdo definidos arbitrariamente. Assim, para reduzir o numero de resultados
falso-positivos ou falso-negativos, ¢ importante examinar periodicamente os compostos
eliminados pelo filtro, para evitar que compostos interessantes sejam eliminados
inadvertidamente. Compostos com certas propriedades indesejadas podem ser otimizados

em etapas subseqiientes.[Charifson & Walters, 2002]
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Um dos exemplos mais conhecidos de aplicagdo de filtros fisico-quimicos para a
sele¢do de compostos drug-like ¢ a “regra dos 5” ou “Rule of 57, publicada por Lipinski e
colaboradores.[Lipinski ef al., 2001] Partindo do banco de dados World Drug Index - WDI
(um banco de dados com mais de 80.000 medicamentos comercialmente disponiveis), os
autores selecionaram 2.245 compostos apresentando biodisponibilidade oral e com
caracteristicas de farmacos. Para tanto, os autores selecionaram do banco de dados original,
apenas os compostos que haviam passado por ensaios clinicos fase II e que receberam
alguma indicagdo de uso terapéutico. Adicionalmente, os autores excluiram os compostos
poliméricos, peptidicos e sais quaternarios de aménio. A seguir, foram calculadas as
seguintes propriedades dos compostos selecionados: massa molecular; coeficiente de
particdo (logP, calculado pelo programa CLOGP[Biobyte CORP., 1995]); nimero de
grupamentos doadores de ligagdo de hidrogénio (representado pela soma de grupamentos —
OH e —NH); e niimero de grupamentos aceptores de ligagdo de hidrogénio (representado
pelo nimero de atomos de oxigénio e de nitrogénio). Com base nestas propriedades, os
autores observaram que em mais de 90% dos compostos drug-like selecionados, o valor de
massa molecular era <500, o valor do logP era <5, o nimero doadores de liga¢do de
hidrogénio era <5 e, o numero de aceptores de ligagdo de hidrogénio era <10. Assim, foi
criada a regra mnemonica “regra dos 5”, uma vez que todos os valores sdo multiplos de 5.
A regra afirma que baixa absor¢do ou, baixa permeabilidade, € esperada para compostos
que violem duas ou mais das condigdes citadas acima. As exce¢des a regra ocorreram em
compostos derivados de produtos naturais, incluindo antibidticos, antifungicos, vitaminas e
glicosideos cardiotonicos. Os autores sugerem que, apesar de violarem a “regra dos 57,
estas excegdes sdo biodisponiveis, por via oral, porque podem ser substratos de transporte
ativo.

O trabalho apresentado por Lipinski, em 1997,[Lipinski et al., 2001] foi citado até o
presente momento mais de 1290 vezes [segundo consulta feita no Web of Science em
11/2007] e representa a consolidagdo da idéia de que farmacos ocupam uma regido distinta
dentro do espago quimico. A partir deste trabalho, diversos programas de sintese ou de
aquisi¢do de compostos passaram a incluir filtros para a “regra dos 5” de Lipinski. Este
procedimento pode ser considerado apropriado quando o objetivo do programa for a

selecdo de farmacos biodisponiveis por via oral. Entretanto, se o objetivo do trabalho for a
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descoberta de estruturas lider, os critérios de selegfo estabelecidos por Lipinski deixam de
ser adequados, uma vez que estes foram propostos para encontrar fArmacos biodisponiveis
e ndo estruturas lider.

A diferenga entre um farmaco e uma estrutura lider foi estudada por Oprea e
colaboradores.[Oprea et al., 2001] Por definigdo, uma estrutura lider € um composto com
afinidade pelo alvo biolégico, com propriedades proximas as Otimas, nas quais se
introduzem modificagdes para se tornar um firmaco. Oprea e colaboradores realizaram
estudo comparativo sistematico entre duas séries de compostos, uma formada por 75
farmacos com diferentes indicagdes terapéuticas e outra formada pelas 62 estruturas lider
que originaram estes fArmacos (em alguns casos, uma mesma estrutura lider originou mais
de um farmaco).

Para as duas séries, foram calculados os seguintes pardmetros fisico quimicos:
massa molecular; lipofilicidade (logP, obtido por CLOGP[Biobyte CORP., 1995]); nimero
de grupamentos doadores de ligagdo de hidrogénio; nimero de grupamentos aceptores de
ligagdo de hidrogénio; nimero de ligagdes com rotagdo livre; € nimero de anéis.

A andlise comparativa da evolugdo das propriedades das estruturas lider, com
aquelas correspondentes ao(s) farmaco(s) resultante(s), mostrou que: (i) a massa molecular
aumenta (79 daltons); (/) a lipofilicidade aumenta (1,25 unidades de logP); (iif) duas
ligagdes com rotagdo livre sdo adicionadas; (iv) 0,45 aceptores de ligagdo de hidrogénio sdo
adicionados; (v) nenhuma mudanga no nimero de doadores de ligagdo de hidrogénio; e (vi)
0,55 anéis sdo adicionados. Estes valores sdo calculados em relagdo & média e ndo sdo
estatisticamente significativos. Entretanto, mostram que existe clara tendéncia de aumento
da complexidade (por exemplo: aumento da massa molecular, aumento do numero de anéis
e de ligagdes com rotagdo livre) e da lipofilicidade de uma estrutura lider, quando esta é
transformada em um farmaco. A tendéncia de aumento da massa molecular e da
lipofilicidade do composto, quando se evolui de uma estrutura lider para um farmaco foi
confirmada em outros estudos.[Hann et al, 2001; Lipinski, 2000] Finalmente,
analogamente ao trabalho de Lipinski, Oprea sugere valores de corte para as propriedades
que devem ser usados em filtros para a selego de estruturas lider. Assim, segundo os
autores, a busca por estruturas lider deve selecionar compostos com massa molecular de

<450; CLOGP entre -3,5 e 4,5; ndo mais que 4 anéis; ndo mais que 10 grupamentos
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metileno terminais; nimero de doadores de ligagdo de hidrogénio <5 e; nimero de
aceptores de ligacdo de hidrogénio <8. [Oprea et al., 2001]

Um dos problemas ao se atribuir valores menores de massa molecular e de
lipofilicidade para a selegdo de potenciais compostos-lider ¢ que compostos menores e
menos lipofilicos tendem a ser também menos potentes,[Charifson & Walters, 2002]
reduzindo, assim, as chances de se encontrar um composto ativo. Esta tendéncia pode ser
explicada considerando o principio utilizado por quimicos medicinais para aumentar a
poténcia in vitro de candidatos, segundo o qual a inclusdo de grupamentos lipofilicos torna
o composto candidato mais potente.[Lipinski ef al., 2001] [Hann ez al., 2001] Em contraste,
a adig8io de grupamentos polares somente contribui para o aumento da poténcia do ligante,
se estes forem adequadamente posicionados no receptor, de modo que contribui¢do
negativa da dessolvatagdo do grupamento polar seja sobrepujada por uma contribui¢do
positiva da interagdo deste com um grupamento polar do receptor. O efeito do
posicionamento e o valor da contribuigdo energética de diferentes grupos funcionais para a
energia de interagdo ligante-receptor foi estudado por Andrews[Andrews ef al., 1984] e sera
apresentada em detalhes mais adiante nesta tese (Item 1.5.).

Para se evitar a necessidade de uma atribuicio subjetiva de valores de corte na
selecdo de compostos drug-like, uma alternativa € a utilizagdo de modelos de inteligéncia
artificial, nos quais programas de computador sfo treinados para reconhecer padrdes
apresentados a eles. Por exemplo, Sadowski e Kubinyi[Sadowski & Kubinyi, 1998]
treinaram uma rede neural para diferenciar fArmacos, de ndo-farmacos. Redes neurais sdo
modelos de redes altamente interconectadas, capazes de classificar objetos com base em
uma série de treinamento. Neste caso, 0s autores prepararam uma série de treinamento com
5000 farmacos, extraidos do WDI e 5000 ndo-farmacos, obtidos do Available Chemical
Directory — ACD (banco de dados com mais de 160.000 compostos comercialmente
disponiveis). Aos farmacos foi atribuido o valor 1 (um) e aos ndo-farmacos foi atribuido o
valor 0 (zero). Estes compostos foram submetidos a rede neural e esta foi treinada para
reconhecer cada um deles, considerando-se descritores topolégicos. Apds o treinamento da
rede neural, o modelo foi utilizado para a previsdo dos demais compostos nos dois bancos
de dados WDI e ACD, respectivamente. A Figura 8 apresenta a distribui¢do dos valores

preditos para os dois bancos de dados. As linhas sélidas correspondem a cada uma das
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séries de treinamento com 5000 compostos do ACD e 5000 compostos do WDI,
respectivamente. As linhas pontilhadas correspondem a predi¢io de 169.331 compostos do

ACD e 38.416 compostos do WDI, respectivamente.,

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1
Resultado
Figura 8. Resultados do modelo de redes-neurais utilizado para distinguir farmacos

(ACD) de ndo-farmacos (WDI). As linhas sélidas correspondem as séries de treinamento e
as linhas pontilhadas correspondem a aplicagdo do modelo sobre os dois bancos de dados,
respectivamente.[Sadowski & Kubinyi, 1998]

Conforme pode ser observado na Figura 8, existe clara distingédo entre os valores
preditos para os farmacos do WDI dos ndo-farmacos do ACD. Entretanto, ainda se
observam muitos farmacos do WDI com valores proximos de 0 e muitos ndo-farmacos do
ACD com valores proximos de 1. Os autores consideram que esta imprecisdo do modelo
ocorre devido a erros de atribuicdo de valores na série de treinamento, principalmente para
os compostos do ACD, que foram considerados ndo-farmacos, mas que na verdade podem
ser farmacos ou farmaco-similares. Segundo os autores, o0 modelo proposto somente deve
ser usado com o objetivo de enriquecer bancos de dados e ndo para avaliar compostos
individualmente, uma vez que nédo se observa um valor que separe os dois conjuntos, ou
seja, farmacos, de ndo-farmacos.

Em um trabalho semelhante, Ajay e colaboradores também foram capazes de
separar fairmacos de ndo-farmacos, utilizando algoritmo de rede neural.[Ajay et al., 1998]
Neste trabalho, 3.500 farmacos do banco de dados Comprehensive Medicinal Chemistry -
CMC e 3.500 ndo-farmacos do ACD foram utilizados para o treinamento do modelo,
empregando os seguintes descritores moleculares: logP; massa molecular; numero de

grupamentos doadores de ligagdo de hidrogénio; numero de grupamentos aceptores de
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ligagdo de hidrogénio; numero de ligagdes com rotagdo livre; aromaticidade; ramificagdo e,
indices topoloégicos (descritores ISIS). O modelo resultante foi utilizado para prever o
carater drug-like dos compostos do banco de dados MDDR (MACCS Drug Data Report).
Aproximadamente, 80% dos compostos do MDDR foram corretamente classificados como
drug-like.

Uma das principais criticas para este tipo de estratégia € que os modelos de
aprendizado sdo treinados apenas para reconhecer farmacos que ja sdo conhecidos. Ou seja,
novas classes de compostos ndo seriam reconhecidas pelos modelos, a menos que suas
propriedades fossem semelhantes as encontradas na série de treinamento. Um outro
problema associado aos sistemas de inteligéncia artificial € que ndo € possivel interpretar,
e/ou, extrair regras gerais de redes neurais, uma vez que a contribui¢do relativa de cada
propriedade para o modelo € desconhecida.

Todos os exemplos de classificagio de farmacos por suas propriedades, citados
nesta tese, mostram que os farmacos parecem se agrupar em regides definidas do espago
quimico, assim como galaxias espalhadas no universo (Figura 9), ou como ilhas e

arquipélagos no oceano. [Kubinyi, 2005].

Aminercic GPCR
5pace

Figura 9. Representagdo esquematica da distribui¢do de compostos de diferentes
classes terapéuticas, no universo de todos os compostos quimicos. [Lipinski & Hopkins,
2004]

Em uma tentativa de realizar um mapeamento global do espago quimico, Oprea €
Gottfries [Oprea & Gottfries, 2001] propuseram o ChemGPS, ou seja, Chemical Global

Positioning System (Sistema de Posicionamento Global Quimico). Analogamente a um
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sistema de coordenadas cartesiano, o ChemGPS descreve compostos orgdnicos a partir de
“coordenadas” extraidas de uma analise de componentes principais (PC4). Os autores
utilizaram 423 compostos, cuidadosamente selecionados, para cobrir o miximo da
diversidade do espago quimico de farmacos. Para tanto, foram incluidos, além de
compostos com propriedades tipicamente drug-like, compostos com valores extremos em
uma, ou mais, destas propriedades, mas que ainda continham fragmentos drug-like. Estes
compostos foram chamados de compostos satélites, pois marcam os limites do espago
quimico que pode ser ocupado por um farmaco. Foram utilizados 72 descritores
(moleculares e topoldgicos) representando as seguintes propriedades: tamanho
lipofilicidade, polarizabilidade, carga, flexibilidade, rigidez ¢ ligagdo de hidrogénio. Uma
vez calculadas as “coordenadas” dos compostos, trés componentes principais extraidas da
andlise sdo plotadas nos eixos cartesianos X, Y e Z, criando um espaco tridimensional, em
que a posicdo relativa dos compostos pode ser uma representagdo destes no espago
quimico. Segundo os autores, a utilizagdo do sistema ChemGPS permite a visualizagdo de
regides de interesse do espago quimico, como a regido ocupada por farmacos e a regido
ocupada por estruturas lider. A defini¢@o destas regides reduz o espago quimico que deve
ser explorado para a procura de novos compostos de interesse. O ChemGPS permite tanto a
comparagdo visual de bibliotecas de compostos quanto a percepgéo de que partes do espago
quimico ja foram exploradas. Um exemplo da aplicagdo do ChemGPS € a exploragdo do
espago quimico ocupado por agentes antineoplasicos usados na terapia do céncer.[Lloyd et
al., 2006] A Figura 10 mostra a distribuicdo de compostos anticancer, inibidores de
quinases, no espago quimico de compostos medicinais. As esferas azuis sdo os compostos
ativos inibidores de quinases, os pontos em amarelo sdo compostos genéricos que passaram
pela “regra dos 5” € em vermelho séo compostos representando o espago de compostos
medicinais (ativos e inativos). Neste exemplo, pode-se constatar que compostos anticancer,
inibidores de quinases, ocupam regides tanto dentro como fora do espago definido pela
“regra dos 5” e que, portanto, estas regras de selegdo nfio se aplicam para esta classe de

COmpostos.
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Figura 10. Gréfico das trés componentes principais obtidas pelo modelo ChemGPS
{Chemical Global Positioning System) mostrando a distribui¢gdo de compostos inibidores
de quinase (esferas azuis), em relagdo a compostos que passaram pela “regra dos 5”
(pontos amarelos) e outros compostos medicinais (pontos vermethos).[Lloyd et al., 2006]

Analises como esta mostram que existem diferengas entre regras globais e locais,
para a selecdo de composto drug-like. Por exemplo, como era de se esperar, inibidores de
quinase tém propriedades diferentes de inibidores de protease, que sdo por sua vez
diferentes das dos anestésicos locais. Ou seja, existem limites de precisdio para a construgio
de regras globais que se aplicam a todas as situagdes. Uma alternativa para superar esta
limitagfio € a constru¢fo de modelos que se aplicam somente a determinados subgrupos de
farmacos com mesma indicacdo terap€utica. [ Walters & Murcko, 2002]

Pelo exposto, pode-se concluir que nem todo composto biologicamente ativo possui
as propriedades fisico-quimicas necessarias para se tornar um farmaco e, igualmente, nem
todo composto com propriedades drug-like serd um candidato a farmaco. Além de
propriedades moleculares especificas, um farmaco deve também apresentar interagdes
especificas entre o composto e seu alvo bioldgico. Os filtros drug-like, sdo filtros uni- ou
bidimensionais, incapazes de considerar a distribuigdo espacial das propriedades drug-like
em trés dimensdes. Os filtros que consideram a distribui¢éo espacial de propriedades trés

dimensdes sdo conhecidos como filtros farmacoforicos.

1.4.2. Filtros farmacoforicos

Filtros farmacoforicos séo filtros que selecionam compostos a partir de um modelo

farmacoforico. Por defini¢do,|Wermuth ez al., 1998] um farmacédforo € o arranjo espacial
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das propriedades estéricas e eletrOnicas necessarias para garantir interagdes
supramoleculares (ndo-covalentes) 6timas entre um ligante e seu alvo bioldgico especifico,
e, assim, ativar (ou inibir) uma resposta bioldgica. Um farmacéforo ndo é uma molécula
real, ou uma associag¢do de grupos funcionais, mas um conceito abstrato que incorpora as
habilidades de interagdo molecular comuns em uma série de compostos, em relagdo a seu
alvo bioldgico. O farmacéforo pode ser considerado o maior denominador comum,
compartilhado por uma série de moléculas ativas, que sdo reconhecidas por um mesmo
alvo.

Desta forma, um farmaco6foro deve ser capaz de indicar quais grupos funcionais de
um composto ativo sdo os responsaveis pelas interagdes com o alvo, e qual o
posicionamento e as distdncias ideais entre estes grupos. Uma vez definido um
farmacéforo, ele deve ser capaz de explicar tanto a atividade de compostos ativos bem
como a falta de atividade de analogos inativos. Adicionalmente, através de um farmacéforo
deve-se poder prever a atividade de novos compostos ainda néo testados e/ou propor novos
compostos ativos. Até que um farmacdforo tenha sido validado e apresente alto poder de
previsdo, qualquer farmac6foro proposto € chamado de “hipdtese” ou de “modelo
farmacoforico”

Modelos farmacofdricos podem ser obtidos a partir de série de compostos ativos
(i.e. baseado na estrutura do ligante - ligand based), a partir da estrutura do receptor
(structure based) ou, a partir de ambos. A principal vantagem de modelos farmacoféricos
desenvolvidos a partir de séries de compostos ativos € que estes podem ser desenvolvidos
independentemente de se conhecer, ou néo, o alvo biolégico. Neste caso, toda a informagéo
necessaria para a construgdo do modelo farmacoférico € extraida dos dados de atividade de
uma série de compostos ativos. Entretanto, a qualidade do modelo proposto serd limitada
pela qualidade da série de compostos utilizada.[Triballeau et al., 2006] Uma série ideal
deve conter tanto compostos com estruturas diversas, incluindo compostos rigidos e
flexiveis bem como compostos com estruturas simples e estruturas complexas, que
explorem todo o espago quimico ao seu redor. Adicionalmente, a medida da atividade dos
compostos deve ser especifica e quantitativa e a série deve incluir compostos muito
potentes, pouco potentes e inativos. Por fim, deve haver evidéncias de que todos os

compostos se ligam ao mesmo sitio de ligacdo do alvo bioldgico. Na auséncia de uma, ou
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mais, destas condigdes, os modelos farmacoféricos gerados serfio limitados as informagées
disponiveis e sua aplicabilidade também ser4 limitada.

O maior problema associado a obtengdo de modelos farmacoforicos baseados no
ligante € a defini¢do da conformag@o bioativa. O nimero de conformagdes possiveis de um
composto flexivel cresce exponencialmente com o niimero de ligagdes com rotagdo livre
em sua estrutura. Na auséncia de analogos rigidos (e ativos) ou de outras evidéncias
experimentais, a definigdo da conformagdo bioativa de um composto flexivel passa a ser
um exercicio de adivinhagdo. Normalmente, sdo usadas conformag¢des de minimo de
energia do analogo mais potente da série (Active Analog Approach[Wolber & Langer,
2005; Pires et al., 2001]), entretanto o uso destas conformagdes ndo garante que o modelo
sera vélido.

Quando o modelo farmacoférico € baseado na estrutura do complexo ligante-
receptor, a conformagéo bioativa € conhecida e, assim, a determinagdo do arranjo espacial
dos pontos de interagdo ¢ simplificada. Entretanto, uma vez que somente compostos com
alta afinidade pelo receptor (ou fragmentos/ligantes com alta eficiéncia[Hopkins et al.,
2004, Hartshorn et al., 2005]) podem ser co-cristalizados com o receptor, a falta de
informagdes sobre 0 modo de ligagdo de compostos pouco ativos, ou inativos, impede a
avaliagdo da contribuigfo relativa de cada ponto de interagéo entre o ligante e o receptor,
dificultando a determinagfo de quais pontos sdo realmente fundamentais para a construgédo
do modelo farmacoférico.[Triballeau ef al., 2006]

Uma vez definida a conformag&o bioativa, um outro obstaculo para a construgdo do
modelo farmacoférico € o alinhamento dos demais de compostos sobre o composto de
referéncia. Este alinhamento pode ser rigido, semiflexivel ou flexivel.[Poptodorov ef al.,
2006] Os alinhamentos rigidos sdo os mais simples e rapidos, porém partem do principio de
que todos os compostos j& se encontram em sua conformagdo bioativa. Esta aproximagéo
quase nunca ¢ valida e, portanto, alinhamentos rigidos sdo raramente usados. Métodos
semiflexiveis sdo aqueles em que um determinado nimero de conformagdes sdo pré-
estabelecidas para cada composto e estas sdo usadas na etapa de alinhamento rigido. As
conformagdes podem ser obtidas por procura sistematica, por métodos de amostragem do
espago conformacional, como algoritmo genético, Monte Carlo ou dindmica

molecular.[Carlson et al, 2000] Esta etapa de anélise conformacional deve garantir
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amostragem representativa do espago ocupado pelos compostos, para que sejam maiores as
chances de inclusdo da conformagdo bioativa no conjunto de conformagdes geradas. Nos
métodos de alinhamento flexivel, a andlise conformacional € realizada simultaneamente
(on-the-fly) a etapa de alinhamento e, por isso, requerem grandes recursos computacionais.

Além dos problemas de defini¢do da conformagdo bioativa e do alinhamento dos
compostos, para que se obtenha um modelo farmacoférico € preciso identificar as
propriedades estéricas e eletronicas que compdem o farmacdéforo. A percepgdo destas
propriedades depende da forma com que os compostos séo apresentados. Diferentes formas
tautoméricas, diferentes estados de ionizagdo e de dissocia¢do, a atribui¢do correta de
propriedades de ligagdo de hidrogénio e compostos quirais sdo algumas das dificuldades
encontradas para a identificagdo correta do modelo farmacoférico.[Kubinyi, 2005]

Para exemplificar os problemas de flexibilidade e de identificagdo de propriedades
fisico-quimicas ao se definir um modelo farmacoférico, a Figura 11 apresenta série de
diferentes modelos que podem ser propostos a partir da molécula da histamina (uma amina
enddgena envolvida na resposta imune). A Figura 11 apresenta os seis diferentes modelos
farmacofdricos resultantes da variagdo no estado de protonagéo do anel imidazdlico, de
uma rotagdo de 180° da cadeia lateral. O exemplo mostra como mesmo uma molécula
relativamente simples - com uma Unica ligagdo com rotagdo livre e trés heteroatomos -
pode apresentar um problema desafiador ao se buscar um modelo farmacoférico.[Kubinyi,

2005]
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Figura 11. Representagdo esquematica dos 6 diferentes modelos farmacoforicos
possiveis da histamina, a partir da mudanga da protonagio do anel imidazolico e de uma
rotagfio de 180° da cadeia lateral.[Kubinyi, 2005]

O modo mais comum para se descrever um farmacoforo é através de restrigdes
geométricas (i.e. distancias, dngulos e angulos diedros) e de propriedades fisico-quimicas,
como ligagdes de hidrogénio e interagdes hidrofobicas. Ndo existe um namero ideal de
pontos de interagdo para a proposicdo de um modelo farmacoférico. Um modelo
farmacoférico pode ser formado tanto por apenas dois pontos de interagdo, como observado
no exemplo da Figura 12-A (modelo farmacoférico de agonistas da serotonina, um
neurotransmissor endogeno, formado por um anel aromdtico € um nitrogénio basico
separados por 5,6A [Hibert et al., 1988]), bem como por multiplos pontos de interagio,
como no exemplo da Figura 12-B (modelo farmacofdrico de antifingicos formado pelo
arranjo espacial de duas regiGes de interagdo hidrofébica[verde], um anel
aromatico[vermelho], um nitrogénio aromadtico[azul] e duas regides de exclusdo de

volume[preto] [Di Santo ef al., 2005]).
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Figura 12. (A) Modelo farmacoforico de antagonistas de SHT;[Hibert ef al., 1988]
(B) Modelo farmacofoérico de antifungicos, posicionado sobre a estrutura do 1-[(Aril)(4-
aril-1H-pirrol-3-il)metil]-1 H-imidazol.[Di Santo ef al, 2005] Grades em verde
representam regides de interagdo hidrofébica; grades em vermelho representam posigoes
para um anel aromadtico, grade em azul representa posi¢do de um nitrogénio aromatico,
grades em preto representam regides de exclusdo de volume.

Existem diversos programas, comercialmente disponiveis, que possibilitam
reconhecer e gerar automaticamente modelos farmacoféricos. Exemplos destes programas
sdo: CATALYST; [Catalyst, 2005] DISCO; [Sybyl, 2004] GASP; [Sybyl, 2004] e
LIGANDSCOUT [Wolber & Langer, 2005]. Todos estes podem gerar modelos
farmacoforicos quantitativos para estudos da relagdo estrutura atividade em trés dimensdes

(QSAR-3D). Por exemplo, Bhattacharjee e colaboradores,[Bhattacharjee er al., 2004]
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geraram um  modelo  farmacoférico  quantitativo, utilizando o  programa
CATALYST, [Catalyst, 2005] para identificar potenciais inibidores de uma quinase do
Plasmodium falciparum (Pfmrk). Usando uma série de treinamento, com 15 inibidores
estruturalmente diversos e com valores de atividade variando de 0,13-1100 uM, o melhor
modelo proposto foi formado por duas regides aceptoras de ligagdo de hidrogénio, por um
anel aromatico e por uma regido hidrofobica alifatica (Figura 13). Este modelo foi
submetido a validagfo externa, com uma série de teste com 15 inibidores apresentando os
seguintes valores para os pardmetros estatisticos: coeficiente de correlagdio da série de
treinamento =0,9 e coeficiente de correlagéio da série de teste 7=0,7. A seguir, este modelo
foi usado para a selegdo virtual em um banco de dados com, aproximadamente, 290.000
compostos. Foram selecionados 16 compostos com valor de atividade calculado inferior a
52 uM. Os 16 compostos foram testados experimentalmente e todos se mostraram ser

inibidores da Pfmrk com valores de atividade in vitro abaixo de 100 pM.
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Figura 13. Modelo farmacoférico de inibidores da Pfinrk. Grades em verde
representam regides aceptoras de ligagio de hidrogénio, grades em bege representam a
posigdo de um anel aromatico e a grade em azul representa uma regido hidrofébica
alifatica [Bhattacharjee et al., 2004]

Além da representagdo através de propriedades fisico-quimicas, os modelos
farmacoforicos também podem ser definidos por campos de interagdo molecular. Um dos
métodos que descreve relagdes estrutura-atividade em trés dimensdes através de campos de
interacio molecular é a metodologia CoMFA (do inglés Comparative Molecular Field
Analysis).[Cramer et al., 1988] Na metodologia CoMFA tradicional, uma série de
compostos ativos € alinhada e posicionada individualmente em uma grade regularmente

espacada. Atomos, ou grupos de teste (probes), sdo dispostos alternadamente nos vértices
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da grade para a avaliagdo da energia de interagdo entre o probe e cada um dos compostos
da série de teste. Os resultado da avaliagdo dos campos de intera¢do estérica e eletrostatica
sdo analisados por PLS (Partial Least Squares), que nio é sensivel a co-linearidade dos
descritores de campo e ¢ capaz de fornecer um modelo estatistico significativo
correlacionando os campos moleculares com a variagdo da atividade bioldgica dos
compostos. Os resultados da analise PLS podem ser apresentados na forma de mapas de
contorno tridimensionais, que indicam as regides do espago importantes para a atividade
biologica. A Figura 14 apresenta um exemplo dos campos moleculares estéricos e
eletrostaticos  calculados para uma série de a-(N)-piridina carboxaldeido
tiossemicarbazonas substituidas. Na abordagem CoMSIA (do inglés, Comparative
Molecular Similarity Indices Analysis), outros campos moleculares séo incorporados na
analise comparativa, como por exemplo o campo hidrofébico e o potencial de ligagdo de
hidrogénio, e adicionalmente, as fun¢des de energia de Lennard-Jones e de Coulomb foram
modificadas para contornar uma das limitagdes do CoMFA, que era a defini¢do arbitraria

dos valores de corte para os campos utilizados.

.....

Figura 14. Representagiio esquematica dos mapas de contorno CoMFA, obtidos a
partir de uma série de o-(N)-piridina carboxaldeido tiossemicarbazonas substituidas. A)
Mapas de contorno eletrostatico: O poliedro verde representa regifes onde cargas
positivas aumentam a atividade, enquanto que o poliedro vermelho representa regides
onde cargas negativas sdo mais favoraveis para a atividade. B) Mapas de contorno
estérico: poliedro verde representa regides onde volume estérico aumenta a atividade
biolégica. enquanto que o poliedro vermelho representa regides onde volume estérico
diminui a atividade biolégica.

Apesar de descreverem relagdes de estrutura atividade em trés dimensdes, os
modelos de COMFA (ou CoMSIA) fogem da defini¢dio de um farmacoforo,[Wermuth ez al.,

1998] pois eles sdo sensiveis apenas a variagdes estruturais em uma série de compostos, ou
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seja, se todos os compostos da série de treinamento apresentam uma mesma caracteristica
estrutural esta ndo serd incluida no modelo, mesmo que esta seja fundamental para a
atividade.

Uma outra aplicagdo dos campos de interagdo molecular para a constru¢do de
modelos farmacoféricos € a abordagem disponivel no programa GRID.[Goodford, 1985]
Nesta abordagem, a proteina alvo € colocada em uma caixa com uma grade regularmente
espacada e, entdo, sondas moleculares (representando atomos ou moléculas de prova) sdo
posicionadas nos vértices desta grade para a defini¢do de pontos de intera¢do favoraveis
(“hot spots” [Gohlke et al., 2000b]) ao redor da estrutura do receptor bioldgico. Estes
pontos de interagdo favordveis representam um modelo farmacoforico identificado a partir
da estrutura do alvo bioldgico.

Existem diversas estratégias para a constru¢do de modelos farmacoforicos
independentes da conformagéo e do alinhamento dos ligantes, como por exemplo: métodos
bindrios (Fingerprints [McGregor & Muskal, 1999]), a partir de arvores de propriedades
(feature trees [Rarey & Dixon, 1998]) e a partir de vetores entre pontos de interagdo
favoraveis extraidos de campos de interagdo molecular (Adlmond [Patel et al., 2002]).
Descritores binarios ou Fingerprints [McGregor & Muskal, 1999] s@o conjuntos de
farmacdforos gerados ao se listar todas as possiveis combinagdes de trés, ou quatro,
propriedades farmacoféricas, em relagdo a um conjunto de distncias pré-definidas. O
fingerprint de uma molécula serd a ocorréncia, ou ndo (0 ou /; descritor binério), de cada
um dos farmacéforos pré-estabelecidos, considerando-se todas as possiveis conformagdes
da molécula. Uma vez computados os fingerprints de todas as moléculas em um banco de
dados, estes podem ser usados para realizar buscas muito rapidas (por serem descritores
binarios) em programas de virtual screening.[Karnachi & Kulkarni, 2006]

Arvores de propriedades, ou feature trees,[Rarey & Dixon, 1998] também sdo
modelos farmacoféricos independentes da conformag#o. Neste, os compostos sdo divididos
em unidades menores, em que cada unidade representa uma propriedade diferente (como
por exemplo: grupo hidrofébico, grupo doador/aceptor de ligagdo de hidrogénio). Estas
unidades sfio conectadas seqliencialmente como em uma arvore de propriedades, obtendo
assim uma representacdo simplificada da estrutura do composto. Estas arvores podem ser

alinhadas por similaridade de propriedades. A vantagem desta abordagem € que as arvores
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podem ser divididas em por¢Ses menores, de trés ou quatro propriedades conectadas, e
estas unidades podem ser usadas para uma busca em bancos de dados por compostos que
apresentem as mesmas seqiiéncias de propriedades. [Rarey et al., 2006]

Por fim, o programa 4/mond [Pastor et al., 2000] [Afzelius et al., 2002] [Patel et al.,
2002] também apresenta descritores 3D independentes do alinhamento. Estes descritores
sdo distancias entre pontos de interagdo favoraveis extraidos de campos de interagfo
molecular.[Goodford, 1985] Estes descritores podem ser usados para a obtengdo de
modelos de QSAR-3D que podem ser usados para prever ¢ selecionar compostos ativos.

A obten¢iio de modelos farmacoféricos ou de QSAR-3D independentemente de se
conhecer a estrutura do receptor € uma estratégia de sucesso no caminho para a descoberta
de novos compostos ativos. Entretanto, com a crescente disponibilidade de estruturas de
receptores biologicos (obtidos por cristalografia de raio-X; por RMN de proteinas e/ou por
modelagem por homologia) o uso de informag¢des do alvo para a avaliagdo da afinidade
entre o ligante e a proteina tem se tornado uma estratégia cada vez mais utilizada para a
selegdo de compostos ativos, apesar das dificuldades ainda existentes, inerentes aos
métodos que consideram a estrutura do alvo bioldgico. A seguir serd apresentado o terceiro

tipo de filtro aplicado em virtual screening que sio os filtros de docking.

1.4.3. Filtros de Docking

Filtros de docking sdo filtros que selecionam compostos baseando-se na estimativa
da afinidade entre um ligante e seu receptor bioldgico. Esta estimativa de afinidade € obtida
apds o docking, ou em portugués “ancoragem”, do composto na correspondente
macromolécula. Esta metodologia fornece uma previsdo do modo de ligagdo mais favoravel
entre um composto € uma determinada proteina alvo, bem como apresenta avaliacio
quantitativa desta interagdo. A aplicagdo desta estratégia para bibliotecas de compostos,
permite a selecdo de compostos com maior afinidade pela proteina alvo.

O procedimento de docking pode ser dividido em duas etapas distintas e que podem
ser executadas concomitante ou em separado. Numa primeira etapa, os possiveis modos de
ligagdo (poses) entre o ligante e a proteina sdo gerados, variando-se tanto a conformagéo do
ligante quanto sua orientacfo (rotagdo e translag@o) em relagfo a proteina. A segunda etapa

¢ a avaliagdo quantitativa de cada uma destas possiveis poses, para a selecdo da mais
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favoravel. Na maioria dos casos, estas duas etapas so executadas interativamente, de modo
que a avaliagdo da qualidade da pose orienta a geragdo da proxima, fazendo com que a
procura seja ativamente conduzida na diregfo da pose mais favoravel.

Existem diversos programas de docking disponiveis comercialmente ou de acesso
livre. Cada programa utiliza estratégias diferentes para a busca e para a avaliagdo das poses,
durante o procedimento de docking. Muitos trabalhos foram publicados, nos quais o
desempenho destes programas ¢ comparado entre si.[Bissantz er al., 2000] [Kellenberger et
al., 2004] [Kontoyianni et al., 2005] [Kontoyianni et al., 2004] [Perola et al., 2004] O que
se observa, entretanto, € que, embora alguns programas apresentem melhores resultados
que outros em determinadas situagdes especificas, nenhum deles apresenta desempenho
muito superior aos outros quando comparados em situagdes diversas.[Rester, 2006].

A maior parte dos programas de docking considera apenas a flexibilidade do ligante,
enquanto que a estrutura da proteina € mantida rigida. As estratégias de amostragem do
espago conformacional do ligante utilizadas por estes programas podem ser agrupadas em
quatro categorias:

e Métodos baseados em campos de forg¢a. Estes métodos utilizam simulag¢es de

dindmica molecular ou de Monte Carlo para explorar o espaco conformacional do ligante,
buscando-se minimos de energia, a partir de protocolos de simulated annealing
(arrefecimento simulado). Um dos problemas destes métodos € que os ligantes podem ficar
confinados a minimos locais, caso sejam utilizados tempos de simulagdo muito curtos.
Exemplos de programas que utilizam simulagdes de Monte Carlo séo o
AUTODOCK[Morris et al., 1998] e o GLIDE.[Schulz-Gasch & Stahl, 2003]

* Métodos evolutivos (algoritmo genético). Estes métodos reduzem as probabilidades

do ligante ficar confinado em minimos locais, entretanto, ndio permitem um ajuste fino da
pose. Normalmente, os programas que adotam estes métodos t€ém melhores desempenhos
quando associados a uma etapa adicional de minimizag8o para a localizagdo do minimo
global. Exemplos de programas que utilizam algoritmo genético sdo o AUTODOCK[Morris
etal., 1998] e o GOLD.[Verdonk et al., 2003]

e Métodos de ancoragem seqiiencial. Nestes métodos o ligante € dividido em

fragmentos menores que sdo seqiiencialmente posicionadas e minimizados no sitio de
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ligagdo da proteina. Um exemplo de programa que utiliza ancoragem seqiiencial ¢ o

FlexX.[Rarey et al., 1997]

® Métodos de complementaridade de forma. Estes métodos procuram por uma

complementaridade estrutural entre as formas do ligante e da correspondente cavidade da
proteina. Os programas que se utilizam deste método so o DOCK[Ewing & Kuntz, 1997] e
0 FRED.[Schulz-Gasch & Stahl, 2003]

O desempenho dos programas de docking é, normalmente, avaliado observando-se o
quanto os resultados obtidos reproduzem dados experimentais de cristalografia de raios-X.
E consenso que, dentro do erro experimental definido pela resolugdo do cristal, a pose de
um ligante encontrada em um complexo de raios-X é a conformagfo mais proxima da
conformagdo bioativa, ou seja, a pose mais correta.[Klebe, 2006] Corroboram para esta
afirmagfo evidéncias experimentais de que certas enzimas permanecem ativas e funcionais
mesmo quando na forma cristalina,[Bohm et al, 1996] Entretanto, outros dados
experimentais mostram que dependendo das condi¢des utilizadas na cristalizagdo, os
ligantes podem assumir modos de ligagdo diferentes.[Steuber ez al., 2006] Em geral, todos
os programas de docking, empregando qualquer uma das estratégias de busca no espago
conformacional mencionadas acima, sdo capazes de reproduzir satisfatoriamente (com
tolerancias de até 2A nos valores de RMSD) as poses dos ligantes presentes nos complexos
cristalinos usados nas séries de validagdo e avaliagdo de desempenho.[Kellenberger et al.,
2004]

Um dos principais fatores limitantes para que a pose correta seja encontrada, € o
tempo necessario para encontra-la. Uma limitagdo aleatoria do tempo gasto na procura da
pose mais favoravel pode acarretar uma amostragem insuficiente do espago conformacional
do ligante. De fato, na maioria dos casos o desempenho dos programas de docking € ptor
quanto maior for o tamanho da cavidade da proteina ou quanto maior for o niimero de
ligagdes com rotagdo livre do ligante. Isto significa dizer que os programas de docking t€ém
maiores dificuldades em encontrar a pose correta quanto maior for o niimero de graus de
liberdade disponiveis ao ligante.[Kellenberger et al., 2004] Os programas gastam, em
média, entre alguns segundos a alguns minutos por docking, por composto, dependendo da
complexidade do problema a ser resolvido. Este tempo, apesar de curto, pode tornar

invidvel o docking de bancos de dados muito grandes. Por exemplo, se um procedimento de
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docking gasta, em média, hum minuto por composto, o processamento de um banco de
dados com 100.000 compostos (o que representa um banco de dados relativamente
pequeno) levaria mais de dois meses para terminar. Esta escala de tempo € muito grande e,
por essa razdo, os filtros de docking sdo normalmente os ultimos a serem aplicados em
programas de virtual screening, quando entfo, o banco de dados ja foi reduzido por outros
filtros mais rapidos. [Klebe, 2006]

Uma vez encontrada a pose correta do ligante dentro da cavidade da proteina, o
programa de docking deve ser capaz de identificar esta pose como a mais correta, entre
todas as outras poses que foram geradas. As fungdes utilizadas para avaliar as poses s3o
chamadas de “fung¢des de ranqueamento” (do inglés, scoring functions). As fungdes de
ranqueamento dos principais programas de docking podem ser agrupadas em trés tipos:

e Fungdes de ranqueamento baseadas em campos de forga. Estas fun¢des utilizam a

mecénica molecular classica para apresentar uma estimativa do valor da energia livre de
ligacdo entre o ligante e a proteina. A energia do complexo ¢ calculada a partir de
interagGes eletrostaticas e de Van der Waals. A principal limitagdo desta estratégia ¢é a
incapacidade de se considerar, explicitamente, os fatores entrdpicos envolvidos na
formagdo do complexo, como por exemplo, a perda de graus de liberdade e a
solvatagdo/dessolvatacido do ligante e da proteina, respectivamente. O mesmo problema ¢
encontrado quando s@o aplicados célculos semi-empiricos como fungdo de ranqueamento
de resultados de docking.[Vasilyev & Bliznyuk, 2004] Um exemplo de fungdo de
ranqueamento baseadas em campos de forca € a Glidescore.[Friesner et al., 2004]

¢ Funcdes de ranqueamento empiricas. Estas fungdes calculam o valor da energia

livre de ligagdo a partir da somatdria de termos derivados de pardmetros estruturais. A
contribuigdo de cada pardmetro estrutural é definida através do ajuste dos termos da
equagdo a valores de constante de ligagdo (Xj) de complexos ligante-proteina, obtidos
experimentalmente, em uma série de treinamento. O maior problema das fung¢des de
ranqueamento empiricas € que estas ndo sdo treinadas para prever os valores da energia de
ligagdo, de complexos estruturalmente diferentes daqueles usados na série de treinamento.
Exemplos de programas que utilizam fungdes de ranqueamento empiricas sédo:

SCORE|Wang et al., 1998] e FRED.[Schulz-Gasch & Stahl, 2003]

41



e Fungbes de ranqueamento baseadas em dados de cristalografia. Estas fungdes,

conhecidas como knowledge-based,[Gohlke et al., 2000a] consideram o valor da afinidade
de ligagdo como sendo a somatéria das interagdes, atomo-a-atomo, entre o ligante e a
proteina. Os valores do potencial de interagdo, adtomo-a-atomo, para diferentes pares de
atomos s3o obtidos a partir de dados de cristalografia de raio-X (extraidos do PDB ou do
CCDC), sendo que estes potenciais s@o convertidos em valores de energia livre,
dependentes da distancia. Neste caso, a defini¢fo arbitraria dos tipos de atomos envolvidos
na interagdo € um fator que limita a aplicabilidade destas fungdes de ranqueamento.
Exemplos de programas que utilizam fun¢des de ranqueamento knowledge-based s@o:
GOLDSCORE[Verdonk et al., 2003] e SURFLEX [Jain, 2007]

Em geral as funges de ranqueamento apresentam uma tendéncia de classificar
melhor tanto os compostos com maior peso molecular como os com menos ligagdes com
rotagdo livre.[Kubinyi, 2006; Kitchen et al, 2004] Compostos grandes podem formar
muitas interagdes possiveis com o receptor e, portanto apresentam, em média, maiores
valores de afinidade preditos do que os observados para compostos pequenos. Por outro
lado, os termos de penalidade entrépica, adicionados para compensar a perda de mobilidade
de ligagdes com rotagdo livre do ligante ao formar o complexo, sdo maiores quanto mais
ligagdes com rotagdo livre o composto apresenta. Como resultado, compostos flexiveis
tendem a ser mais penalizados do que compostos rigidos e, portanto, séo pior classificados.

Estudos comparativos mostram que todas as fun¢des de ranqueamento tém
dificuldades para identificar a pose mais correta, dentre todas as poses geradas.
Kellenberger[Kellenberger et al., 2004] preparou uma série de teste com 100 complexos
proteina-ligante e comparou o desempenho de oito programas de docking, respectivamente,
DOCK, FLEXX, FRED,GLIDE, GOLD, SLIDE, SURFLEX ¢ QXP. Considerando apenas a
pose melhor ranqueada para cada um dos 100 complexos, e considerando corretas apenas as
posses com valores de RMSD <2A em relagfio a pose no cristal, os programas tiveram taxas
de acerto variando entre 20 e 55%. Ou seja, o melhor programa de docking acertou a pose
de apenas um, em cada dois complexos, da série testada. Quando consideradas todas as
poses geradas pelos programas (e ndo apenas a melhor ranqueada), para cada um dos

complexos da série de teste, as taxas de acerto subiram para 50 a 90%.
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Kellenberger[Kellenberger er al., 2004] verificou também, a utilidade destes
programas em um ensaio de virtual screening. A estrutura de raio-x da Timidina quinase
(TK) do virus Herpes simplex foi usada como alvo para o docking de um banco de dados
com 990 compostos drug-like € com 10 inibidores conhecidos da TK. Considerando-se
apenas os 25 compostos melhores ranqueados por cada programa, o nimero de inibidores
da TK identificados variou entre 0 e 4, para os oito programas testados. J4 entre os 100
compostos melhores ranqueados por cada programa, o numero de inibidores da TK
identificados variou entre 0 a 10 (apenas um dos programas testados ndo foi capaz de
encontrar nenhum dos inibidores de TK presentes no banco de dados). Estes resultados
mostram que, em geral, os programas de docking sdo sensiveis e capazes de identificar
compostos ativos para determinado alvo bioldgico, entretanto apresentam uma baixa
seletividade e tem dificuldade de separar compostos realmente ativos de resultados falso-
positivos.[Parker & Bajorath, 2006]

Uma estratégia utilizada para reduzir do nimero de resultados falso-positivos ¢ a
utilizagdo de mais de uma fungfo de ranqueamento para avaliar a mesma pose.[Parker &
Bajorath, 2006] Esta estratégia, chamada de consensus docking, se baseia no principio de
que qualquer fung¢fio de ranqueamento pode ser combinada com qualquer estratégia de
busca.[Rester, 2006] Muitos trabalhos publicados ja mostraram a superioridade do
consensus docking, quando comparado com o docking com uma Unica fungdo de
ranqueamento,[Charifson et al., 1999] [Clark ef al., 2002] [Paul & Rognan, 2002] [Wang &
Wang, 2001] [Jacobsson et al., 2003] Esta estratégia, entretanto, s6 serd realmente efetiva
quando todas as fun¢des de ranqueamento, usadas no consenso, apresentarem desempenhos
similares. Considerando-se o exemplo de Kellenberger[Kellenberger et al., 2004] descrito
anteriormente, o consenso entre os resultados da fun¢do de ranqueamento que encontrou
dez entre os dez inibidores de TK (100%) e os resultados da fung@io que ndo encontrou
nenhum (0%), é pior do que usar apenas os resultados da fungdo que encontrou todos os
inibidores. »

Em um outro estudo comparativo, Wang e seus colaboradores [Wang et al., 2004b]
compilaram um banco de dados (PDBbind [Wang et al., 2004a]) com 800 complexos
ligante-proteina, extraidos do PDB, ¢ com valores de K; conhecidos. Os autores utilizaram

14 diferentes fun¢des de ranqueamento, para avaliar os complexos e correlacionaram 0s
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dados previstos de afinidade, extraidos das fungdes de ranqueamento, com os
correspondentes dados experimentais de XK. O que foi observado é que nenhuma das
fungdes de ranqueamento foi capaz de prever corretamente valores de K para a séries de
teste. Os valores do desvio padrfio de todas as fung¢des variaram entre 1,8 M e 22 M
unidades de K; (nota-se que o X; € apresentado em uma escala log). Uma das explicagdes
para este resultado € que a precisdo do valor previsto nunca pode ser melhor do que a
precisdo com que os valores experimentais sdo determinados. Segundo Kliebe, [Klebe,
2006] colegdes de dados experimentais determinados por diferentes grupos de pesquisa,
como o banco de dados PDBbind,[Wang et al., 2004a] utilizado no teste, podem apresentar
desvios de 0,7 a 1,5 unidades de log nos valores de K. Esta faixa de desvio € apenas um
pouco melhor do que os valores de desvio encontrados entre as melhores fungdes de
ranqueamento, usadas no teste realizado por Wang.[Wang et al, 2004b] Uma outra
explicag@io para a falta de precisdo das fungdes de ranqueamento é o desconhecimento de
todas as for¢as envolvidas na interagdo ligante-receptor ou, ainda, a incapacidade dos
descritores usados descreverem completamente esta interagdo. Diferentes aspectos sobre a
natureza das forgas envolvidas na interagdo ligante-receptor, serdo discutidos mais adiante
nesta tese (Item 1.5.).

Apesar de todos os problemas e limitagdes associados as fungdes de ranqueamento,
o desempenho destas fun¢des ainda € considerada satisfatéria para a busca de estruturas
lider, em bancos de dados de compostos.[Klebe, 2006; Kitchen et al., 2004] Isto porque
estas fungdes sdo usadas para enriquecer bancos de dados de compostos € ndo para o
calculo preciso dos correspondentes valores das constantes de ligagdo K;. O sucesso na
aplicagdo de um filtro de docking, independe da posigéo relativa em que um composto ativo
¢ classificado pela fun¢fo de ranqueamento, desde que o composto ativo esteja entre os
compostos mais bem ranqueados e, portanto, entre os escolhidos para serem testados
experimentalmente.[Kitchen et al,, 2004] O ntmero de compostos que devem ser
experimentalmente testados em um projeto envolvendo a estratégia de docking € uma
decisdo subjetiva e arbitraria, que depende de fatores externos como a disponibilidade dos
compostos e a disponibilidade dos recursos materiais e de tempo para a realizagdo dos
testes. Em média, o nimero de estruturas lider identificadas (com valores de atividade na

faixa de micromolar e submicromolar) em projetos de virtual screening , que utilizam
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procedimentos de docking, variam entre 1 a 10% dos compostos identificados pelo
modelo.[Rester, 2006] Um exemplo tipico de sucesso na aplicagdo do docking é observado
na busca de inibidores da Tirosina Kinase (TK), uma enzima envolvida no tratamento da
leucemia.[Peng ef al., 2003] Um banco de dados de 200.000 compostos foi docado sobre o
sitio ativo da TK, usando-se o programa DOCK.[Ewing & Kuntz, 1997] Os 1000
compostos melhor ranqueados, foram agrupados por similaridade molecular e filtrados
segundo a “regra dos 5” de Lipinski.[Lipinski et al., 1997] Quinze (15) compostos foram
selecionados para o teste de atividade bioldgica, dentre os quais oito inibiram o crescimento
de células tumorais, com valores de ICsg entre 10 € 200uM.

Além de um método de busca no espago conformacional e de uma fun¢io de
ranqueamento, um outro pré-requisito para o procedimento de docking ¢ a identifica¢do do
local em que o ligante vai interagir com o receptor.[Hendlich et al., 1997] Estes sitios de
ligacdo sdo, normalmente, localizados em depressdes ou em cavidades na superficie da
proteina. A afinidade e a especificidade do ligante, em relagdo ao receptor, sdo dependentes
das caracteristicas desta cavidade e, por isso, a identificacdo destas cavidades € uma etapa
fundamental para qualquer estratégia baseada na estrutura do receptor.[Sotriffer & Klebe,
2002] Uma das melhores maneiras de se identificar o sitio de ligag8o do ligante € localizar
no respectivo complexo cristalino, a cavidade em que ele estd posicionado.

Quando ndo se dispdem de uma estrutura cristalina (ou por RMN) do ligante no
complexo e o sitio de ligagdo ¢ desconhecido, ¢ possivel identificar cavidades de ligagdo, a
partir do reconhecimento da geometria da superficie do receptor. Existem programas
capazes de identificar automaticamente possiveis cavidades de ligagdo na superficie de
proteinas. Um desses programas € o LIGSITE.[Hendlich et al., 1997] Neste programa, o
reconhecimento das cavidades € feito posicionando-se a proteina em uma grade
regularmente espacada. A seguir, procurando-se ao longo dos trés eixos cartesianos e das
quatro diagonais cibicas, s&o identificados todos os pontos da grade que se encontram entre
dois 4tomos da proteina. Os pontos da grade, que estdo localizados entre dois atomos da
proteina, em pelo menos dois eixos ou em duas diagonais, sdo considerados como
pertencentes a uma cavidade. Os pontos identificados como cavidades, que sdo adjacentes a
outros pontos em cavidades, sdo unidos para formar uma unica cavidade. As cavidades que

ndo apresentam um numero minimo de pontos sdo descartadas.
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Uma vez localizadas as cavidades em um determinado receptor é preciso, a seguir,
avaliar se estas sdo capazes de acomodar uma molécula pequena (drug-like).[Hajduk et al.,
2005b] Adicionalmente, em alguns casos, o receptor pode estar envolvido em interagdes
proteina-proteina € o seu sitio de ligagdo é muito raso, ou muito grande, para acomodar
com alta afinidade e com especificidade, uma molécula pequena. Nestes casos, ou seja,
quando o receptor ndo pode ter sua atividade modulada por um ligante drug-like, o alvo é
considerado ndo-druggable e ndo serve para ser usado em procedimentos de docking, nem
tampouco para qualquer outra estratégia de desenvolvimento de ligantes que possam
modular sua atividade.[Hopkins & Groom, 2002]

Para que uma cavidade seja druggable, ou em outras palavras, capaz de acomodar
uma molécula pequena, ela deve que apresentar valores de superficie de contato polar
menores do que 75A% além de indices de rugosidade, complexidade e compactagio
adequados.[Hajduk et al., 2005a] Entretanto, estes critérios ainda sdo, ainda, rudimentares o
que reflete a limitada capacidade de se prever quando uma cavidade € capaz de acomodar
um ligante.[Klebe, 2006]

Uma alternativa para se avaliar se uma cavidade € druggable, considera
comparativamente cavidades de proteinas similares ou que apresentam a mesma fungdo e
que apresentem um ligante complexado. A analise comparativa de cavidades de proteinas
pode ser feita pelo método tradicional, baseando-se na similaridade da seqiliéncia de
aminoacidos e no padrio de empacotamento da proteina. Entretanto, a comparacdo de
cavidades também pode ser feita independentemente da seqliéncia e do padr@o de
empacotamento, comparando-se apenas as propriedades fisico-quimicas das cavidades. O
programa que possibilita a aplicagdo desta abordagem € o CAVBASE.[Schmitt et al., 2001]
Este programa utiliza um banco de dados com todas as cavidades de todas as estruturas
depositadas no PDB (as cavidades sdo identificadas pelo programa LIGSITE). As
propriedades fisico-quimicas dos residuos que compdem a cavidade e que sdo expostas na
superficie da cavidade, sdo transformadas em “pseudocentros”. Estes pseudocentros sdo
classificados de acordo com cinco propriedades de reconhecimento molecular, a saber:
doador de ligagdo de hidrogénio; aceptor de ligagdo de hidrogénio; doador/aceptor de
ligagdo de hidrogénio, hidrofébico aromatico e hidrofébico alifatico. O algoritmo de busca

do programa € capaz de procurar cavidades similares, em seu banco de dados, com base na
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similaridade dos pseudocentros e no formato.da cada cavidade. O reconhecimento de
cavidades similares pode contribuir para identifica¢o de sitios de ligagdo em proteinas que
ainda ndo tiveram sua fungfo ou sitio ativo definido.

Um outro ponto critico em um procedimento de docking € a escolha da conformagio
da proteina e, conseqiientemente, a conformagdo do sitio de ligagdo. Proteinas sdo
macromoléculas flexiveis com muitos graus de liberdade e que podem adotar muitos
conformagdes isoenergéticas.[Verli & Barreiro, 2005] Adicionalmente, estd demonstrado
que os sitios de ligagdo podem se “abrir” ou se “fechar” para o ligante, ou, ainda, podem
sofrer modificagOes estruturais induzidas pela propria acomodagfo do ligante (induced fit
[Murray et al., 1999] [Sotriffer et al., 2004] [Davis & Teague, 1999] [Verli & Barreiro,
2005]). Um exemplo deste ajuste induzido € a variagdo da estrutura da HIV protease
(Figura 15). Esta, quando cristalizada com um ligante, se apresenta em sua conformagio
“fechada” (PDB 1HVR) enquanto que sem o ligante se apresenta em sua conformagio

“aberta” (PDB 1HHP).

Figura 15. (A) Representagio esquemdtica da estrutura da HIV protease (1HHP)
cristalizada sem o ligante em sua conformago “aberta”; (B) Representagdo esquematica
da estrutura da HIV protease (1HVR) cristalizada com um ligante em sua conformagio
“fechada”

Os modelos de docking que consideram a proteina rigida ndo sdo capazes de
considerar qualquer flexibilidade ou mudanga conformacional da proteina induzida pelo
ligante. Alguns programas de docking séo capazes de considerar alguma flexibilidade na
proteina, como movimentos da cadeia lateral de residuos de aminoécidos posicionados no
sitio ativo[Sherman et al., 2006] ou a rotagdo de grupamentos hidroxila envolvidos em
ligagdes de hidrogénio. [Verdonk et al., 2003] Entretanto, nenhum programa de docking €,

ainda, capaz de considerar grandes mudangas conformacionais na cadeia principal da
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proteina. Uma alternativa para esta limitagdo é a busca por um conjunto de conformagdes
possiveis da proteina. Estas diferentes conformagdes podem ser obtidas através de buscas
no espago conformacional da proteina ou, simplesmente, analisando-se miltiplas estruturas
cristalinas com diferentes ligantes complexados.[Murray et al., 1999] [Sotriffer et al., 2004]
A seguir, uma ou mais destas conformag¢des podem ser escolhidas para o docking com a
proteina rigida. A escolha de qual, ou quais, conformagdes devem ser usadas no
procedimento de docking depende do papel de cada conformagfo na fungfo da proteina.
[Klebe, 2006] Por exemplo, se a variabilidade conformacional no sitio de ligagdo da
proteina ocorre para que esta possa acomodar uma variedade de ligantes com estruturas
diversas, diferentes conformagdes devem, entdo, ser consideradas no procedimento de
docking. Entretanto, se a mudan¢a conformacional da proteina for um reflexo de sua
condicio “ativa” ou “inativa”, entdo, apenas uma das conformagdes deve ser usada.

Uma outra maneira de se considerar a flexibilidade da proteina ¢ feita através da
utilizac8o de protocolos de Dindmica Molecular ou de Monte Carlo (DM/MC) para analisar
o complexo ligante-receptor. [Hansson ef al., 2002] [Sotriffer, 2005] [Karplus & PETSKO,
1990] A DM/MC considera a flexibilidade total, tanto do ligante quanto da proteina e,
portanto, € sensivel ao ajuste induzido provocado pela formagdo do complexo. Entretanto,
os protocolos de DM/MC sdo muito demorados e nfo permitem que esta metodologia seja
aplicada em bancos de dados com muitas moléculas. Em média, uma simula¢do de DM/MC
pode levar mais de uma semana por composto, mesmo usando clusters de computadores
para acelerar o calculo.[Hansson ef al., 2002]

A presenga de moléculas de agua no sitio ativo € um outro aspecto que deve ser
considerado durante a etapa de preparagdo da proteina para o docking. Uma analise das
estruturas cristalinas do banco de dados PDB revelou que, em aproximadamente dois tergos
dos complexos examinados, uma molécula de d4gua estd envolvida na ligagdo,
freqiientemente mediando o contato entre a proteina e o ligante. [Klebe, 2006] Portanto,
qualquer abordagem baseada na previsdo do modo de ligagdo de moléculas candidatas deve
levar em consideragdo, explicitamente, as moléculas de dgua que participam efetivamente
nesta liga¢do. Uma das estratégias utilizadas, considera as moléculas de dgua importantes
para a ligagdo como parte da estrutura do receptor. A defini¢do da posi¢do de moléculas de

dgua conservadas pode ser feita através da analise de dados de cristalografia de raios-X de
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cavidades similares. Na auséncia de dados experimentais relativos 4 posigio de moléculas
de 4agua conservadas, utiliza-se, alternativamente, programas capazes de prever a posi¢io de
moléculas de 4gua no sitio ativo. Um destes programas € o j4 mencionado programa
GRID.[Goodford, 1985] Neste caso, a proteina ¢ colocada em uma grade regularmente
espagada € uma molécula de 4gua € posicionada, em cada ponto da grade, para a avaliagdo
da energia de interagdo. Os pontos de minimo de energia serfio os pontos mais favoraveis
para uma molécula de agua e estas podem ser incluidas na estrutura do receptor.

Um outro problema associado a preparagéo do sitio de ligagdo para o procedimento
de docking € a resolugdio dos complexos cristalinos utilizados na determinagdo estrutural.
Em média, os valores da resolugédo de uma estrutura cristalina depositada no PDB ¢ de 2,18
+ 1,3A [PDB web em 30-Nov-07] Com este nivel de resolugio ndo podem ser observados
atomos de hidrogénio e, portanto, ndo & possivel determinar nem a orientagdo de
hidrogénios de hidroxilas envolvidos em ligagdes de pontes de hidrogénio, nem definir o
estado de protonacdo de residuos ionizaveis. Adicionalmente, ndo se pode diferenciar entre
atomos de oxigénio, de nitrogénio e de carbono e, portanto, nfo ¢ possivel determinar a
orientagdo correta da cadeia lateral de residuos como a treonina, a asparagina, a glutamina e
a histidina. Todas estas limita¢des geram incertezas quanto a defini¢do da estrutura do sitio
ativo e juntamente com os demais problemas citados anteriormente nesta tese (como por
exemplo a defini¢8o da cavidade, a flexibilidade da proteina, o ajuste induzido e a presenga
de moléculas de agua), impedem que o procedimento de docking seja totalmente
automatizado, fazendo-se sempre necessario a intervengdo do operador para avaliar
criticamente a qualidade, a validade quimica e a utilidade do modelo estrutural do receptor
biologico.[Kubinyi, 2006]

Apesar do docking ser uma estratégia baseada no uso do computador (Computer
Aided Drug Design - CADD), a interveng@o do operador €, ainda, fundamental para o seu
sucesso, tanto na etapa de preparagdo do docking, quanto na interpretagdo dos resultados. A
inspeg¢do visual dos resultados € uma etapa critica no procedimento de docking uma vez que
as fun¢es de ranqueamento ainda sdo rudimentares e ndo superam o conhecimento e
experiéncia quimica de um pesquisador envolvido com os aspectos multifatoriais da
interagdo entre um ligante e um alvo bioldgico.[Klebe, 2006; Sotriffer et al., 2004; Kitchen

et al., 2004; Gruneberg et al, 2001] Em um exemplo de sucesso da aplicagdo do
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procedimento de docking Klebe e colaboradores[Gruneberg et al., 2002; Gruneberg ef al.,
2001] partiram de um banco de dados Maybridge[Maybridge Chemicals Ltd., ] com 90.000
compostos visando a procura de inibidores da anidrase carbonica humana (uma metalo
enzima que catalisa a conversdo de CO; em HCO5). Inicialmente, os autores aplicaram
filtros fisico-quimicos e farmacoféricos para reduzir o banco de dados inicial para
aproximadamente 3.000 (3%). Estes compostos foram submetidos ao docking flexivel
(programa FlexX) e os 100 melhores resultados ranqueados pelo programa foram
visualmente inspecionados. Treze compostos foram escolhidos para o teste experimental de
inibicdo da anidrase carbonica. Destes treze compostos, trés foram identificados como
inibidores picomolares, um nanomolar e sete micromolares. A pose de ligagdo de dois
destes compostos foi confirmada experimentalmente por cristalografia de raios-X.

O procedimento de virtual screening utilizando filtros de docking, associado com
outros filtros, ja foi aplicado com sucesso a diversos sistemas. Em uma extensa revisdo feita
em 2006,[Kubinyi, 2006] Kubinyi identificou mais de 50 diferentes alvos moleculares em
que o procedimento de docking foi aplicado e nos quais estruturas lider com valores de
atividade micromolar e submicromolar foram identificadas. A Tabela 2 apresenta uma lista

completa dos alvos moleculares agrupadas por tipo.

Tabela 2. Alvos moleculares submetidos ao procedimento de docking[Kubinyi, 2006]
Tipos Alvos
Receptores acoplados a Receptor alA, receptor de dopamina D3, receptor de endotelina A (ETA),
Proteina-G receptor de horménio concentrador de melanina tipo 1, receptor muscarinico

M3, receptor de neuroquinina-1, receptor de neuropeptideo Y tipo 5, receptor
purinérgico A2A, receptor de urotensina I1 (GPR14)

Receptores nucleares Receptor de dcido retindico, receptor de horménio da tiredide

Quiases Akt 1, tirosina quinase Bcr-abl, kinase 1 de ponto de controle, quinase 2
dependente de ciclina, quinase 4 dependente de ciclina, quinase glicogénio
sintetase, tirosina quinase p56 de célula-T linféide, proteina quinase CQU?2,
quinase de receptor fator de crescimento b

Proteases Catepsina D, falcipaina-2, HIV protease, plasmepsina II, proteinase de
sindrome respiratdria aguda severa CoV tipo-3C, trombina

Outras hidrolases Acetilcolinesterase, adenilato ciclase, b-lactamase AmpC, fosfodiesterase 4,
fosfatase 1B de tirosina

Oxidases e redutases Aldose redutase, dihidrofolato redutase, inibidores de inosina 5-monofosfato
desidrogenase

Enzimas diversas Ribonucleotideo 5-aminoimidazol-4-carboxamida transformilase, anidrase

carbénica II, DNA girase, dTDP-6-desoxi-D-xilo-4-hexulose 3,5-epimerase,
farnesil transferase, guanina fosforibosil transferase, HIV-1 integrase, tRNA-
guanina transglicosilase

Canal ionico Canal seletivo de Ca”" tipo-T, canal de potassio Kv1.5, canal de potassio shaker

Interfaces Proteina— Interagfo proteina—proteina dos complexos Bcl-2, ciclofilina A, proteina de
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proteina, ligagdo-FK506, proliferagdo celular mesangial, interagdo proteina—proteina
Racl, VLA4 '

Interagdes proteina—RNA  Elemento responsivo de transativagio de HIV-1 RNA

Outras aplicagdes do procedimento de docking incluem o alinhamento de séries de
compostos para o uso em estratégias baseadas na estrutura do ligante (CoMFA4,
CoMSIA);[Moro et al., 2005; Zhou & Madura, 2004] a identificagdo de resultados falso
positivos em estudos de HTS[Jenkins et al., 2003] e a andlise de produtos metabodlicos de

substratos da P450[Venhorst et al., 2003].

1.5. Descritores de intera¢do molecular

Fundamentos Teoricos

Para que se possa descrever e prever a interagdo entre um ligante e seu receptor €
preciso conhecer a grandeza e natureza das forgas que determinam esta interagdo. Na
formagdo de um complexo ndo-covalente [RL], assumindo-se que as condigbes de
equilibrio termodindmico sejam alcangadas, a afinidade entre um ligante e seu receptor
pode ser descrita pela constante de equilibrio (Xj):

R+L == RL
onde,

R € o receptor

L € o ligante
RL é o complexo

Sendo que
Ki=[RL)/[R] [L]
onde,
K, é o valor da constante de equilibrio (ou constante de afinidade)
[RL] é o valor da concentragdo do Complexo

[R] é o valor da concentragdo do receptor (sitios ativos)
[L] € o valor da concentraggo do ligante

Considerando-se que o valor do logaritmo da constante de afinidade (logKi) se
correlaciona linearmente com o valor da variagio da energia livre de Gibbs do processo de

formagdo do complexo RL, pode-se escrever

AG =-2,3RT logK

onde, 4G representa a variagdo do valor da energia livre da formagdo do complexo ligante-receptor;
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R € o valor da constante universal dos gases
T € o valor da temperatura (em graus Kelvin)
logK € o valor da constante de equilibrio da interagfo entre o ligante e o receptor

Os valores experimentais de K; variam tipicamente entre 1072 a 107> M,
correspondendo a valores de energia de Gibbs entre -10 e -70 kJ/mol, a 25°C.[Bohm, 2003]

Por outro lado, a energia livre de Gibbs, envolvida no processo de formagio do
complexo [RL], pode ser decomposta em duas componentes, representando as
contribuigdes, respectivamente, entrépicas (4S) e entlpicas (4H) podendo, entdo, ser

expressa por:

AG =AH-T4S

Sendo assim, a formagdo do complexo ligante-receptor pode ser explicada por
variagOes entropicas e entalpicas. Os valores da contribuigfo relativa de cada componente
da energia livie de Gibbs podem ser obtidos diretamente por experimentos de
microcalorimetria.[ Weber ef al., 1992] A anélise dos resultados destes experimentos mostra
que o mecanismo de formagdo do complexo ligante receptor pode ser ora determinado por
efeitos entrdpicos ora por efeitos entalpicos.[Bohm & Klebe, 1996] Por exemplo, na
ligagdo da biotina (Figura 16) com a streptavidina (uma proteina da bactéria Streptomyces
avidinii) o valor da componente entdlpica ¢ maior que o observado para a componente
entrépica, enquanto que na ligagio do HABA (Acido 2,4-hidroxifenilazo benzoéico) com a
mesma proteina (Figura 16) o valor da componente entrépica € maior do que o observado
para a componente entalpica. A Figura 16 mostra uma representagcdo esquematica das
principais interagdes entre os ligantes € a proteina, enquanto que na Tabela 3 sfo
apresentados os valores experimentais dos pardmetros termodindmicos, respectivamente,
Ki, AG, AH e TAS determinados por microcalorimetria, para a formagdo do complexo com a
strptavidina-ligante.[ Weber et al., 1992]

Tabela 3. Valores dos parimetros termodindmicos K, AG®, AH® e T4S° para a

formagdo do complexo com a streptavidina-ligante, determinados por
microcalorimetria| Weber ef al., 1992]

Ligante K, (M AG® (kcal/mol)  AH” (keal/mol)  TAS® (keal/mol)
HABA 7295 (£554) -5,27 (,05) 1,70 (,011) 6,97 (+,04)
d-biotina 2,5x10" -18,3 -32,0 -13,7
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Figura 16. Representac@io esquematica da estrutura da Biotina ¢ do HABA. Estdo
indicadas as interagdes com os residuos do sitio de ligagfio da streptavidina[Weber et al.,
1992]

Durante a formagdo do complexo RL as contribuigdes entrépicas e entalpicas podem
ser compensadas mutuamente, isto €, o aumento da contribui¢do de um dos termos pode
provocar a diminui¢do da contribuigdo do outro. Um exemplo deste efeito foi descrito por
Klebe[Klebe, 2006] e esta esquematicamente representado na Figura 17. Para dois
inibidores da trombina (uma serino protease humana envolvida na cascata de coagulagfo),
apresentando diferengas apenas no tamanho do anel terminal (grupamentos ciclopentila ou
ciclohexila), foram observados valores equivalentes de 4G. Entretanto, observa-se que as
contribui¢des relativas dos termos, respectivamente, AH e —TAS sédo diferentes, para cada
inibidor. Uma explicagfio para esta diferenca € que o ligante contendo o grupo ciclohexila
terminal ndo se ajusta tdo bem a cavidade do sitio ativo quanto o ligante contendo o
ciclopentila, provocando uma diminuigdo da contribui¢do entalpica. Entretanto, este pior
ajuste do ciclohexila proporciona uma maior mobilidade do ligante dentro da cavidade e,
conseqiientemente, uma menor penalidade entrépica quando comparada ao ciclopentila,
que se encontra firmemente ligado ao sitio ativo. Estes resultados foram validados por

dados de cristalografia de raios-X.[Klebe, 2006]
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Figura 17. Representagdo esquematica da estrutura de dois inibidores da trombina; e

grafico dos valores dos pardmetros termodinimicos 4G, AH e -TAS para a formagio do
complexo com a trombina-ligante, determinados por microcalorimetria[Klebe, 2006]

Os valores dos termos, respectivamente, AH e —74S observados nos experimentos
de microcalorimetria séo o resultado liquido de diversas interagdes, de diferentes naturezas,
que ocorrem durante o processo de formagdo do complexo ligante-receptor. A Figura 18
apresenta um esquema das diferentes contribuigdes respectivamente, entrdpicas e entalpicas
que podem ocorrer durante o processo de formagdo do complexo [RL].[Andrews et al.,
1984]

Na Figura 18 observa-se que, antes da formag@o do complexo, o ligante e o
receptor encontram-se completamente solvatados. As moléculas de agua do solvente
promovem liga¢des de hidrogénio com os grupamentos polares tanto do ligante quanto do
receptor, enquanto que as superficies hidrofébicas de ambos sdo cobertas por moléculas de
agua ordenadas. Ao se formar o complexo, o ligante perde parte de sua esfera de solvatagéo
vindo a ocupar as posi¢des das moléculas de dgua que estavam solvatando o receptor. O
processo de desolvatagdo envolve contribuigdes de naturezas entalpicas (4Hp.4; AHg.4;

AH; r) e entrdpicas (4S,), respectivamente.
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Figura 18. Representagdo esquematica das contribuigdes entrépicas e entalpicas que
ocorrem durante o processo de formagido do complexo [RL][Andrews et al., 1984]
Moléculas de dgua estdo representadas por circulos azuis, o ligante esta representado pelas
esferas beges e o receptor estd representado pela superficie verde. dH; 4; AHgp
representam as entalpias de desolvatagdo do ligante e do receptor, respectivamente; 4Hj
representa a contribuigdo entalpica das interagSes ligante-receptor; 45, representa a
variag8o da entropia resultante da desolvatacgdo das superficies hidrofobicas; 4S.,, 4S,ans
€ 4S,,,s correspondem a variagdo da entropia rotacional, translacional e conformacional,
respectivamente

As ligagdes de hidrogénio entre grupamentos polares do ligante, e/ou do receptor,
com as moléculas de dgua do solvente sdo quebradas e novas ligagdes entre o ligante € o
receptor sdo formadas. Para que este processo seja favoravel o termo entélpico relativo as
ligagdes de hidrogénio entre o ligante e o receptor deve ser maior que o termo entalpico
relativo as ligagdes de hidrogénio com as moléculas de 4gua antes da formagdo do
complexo (i.e. 4H >0). Quando isto ndo ocorre, a contribuicdo da adi¢do de ligagSes de
hidrogénio para a afinidade do complexo vai ser préxima de zero. De fato, Bohm e
Klebe[Bohm & Klebe, 1996] mostraram que existe correlagdo ndo-significativa n=80,
’=0,21 entre o nimero de ligagdes de hidrogénio e valores da constante de afinidade, em
uma série de 80 complexos ligante-receptor obtidos por cristalografia de raio-X. (Figura

19)
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Figura 19. Grafico da afinidade do complexo ligante-receptor (-/nK;) em fungéo do
nimero (n) de ligagdes de hidrogénio entre o ligante e o receptor. Dados extraidos de 80
complexos [RL] depositados no PDB.[Bohm & Klebe, 1996]

Por outro lado, a perda de ligacdes de hidrogénio, sem o correspondente pareamento
de grupamentos polares no complexo, € entalpicamente desfavoravel para a ligagdo. Um
exemplo deste efeito pode ser constatado observando-se os valores de K; de inibidores da
termolisina (uma metaloprotease da bactéria Bacillus thermoproteolyticus) contendo
fosfonamidas, fosfonatos e fosfinatos. A Figura 20 apresenta os valores de K; e o modo de
ligagdo dos inibidores da termolisina. No complexo com a termolisina, o -NH da
fosfonamida forma uma ligagdo de hidrogénio com a carbonila da Ala 113. Entretanto,
quando em solu¢do, este mesmo -NH forma também uma ligacdo de hidrogénio com uma
molécula do solvente, ou seja, ndo existe variagdo no niimero de ligagdes de hidrogénio
formadas pelo ligante. A mesma situacdo ocorre quando o -NH € substituido por um grupo
—CH,—. O grupo metileno do fosfinato ndo forma ligagdes de hidrogénio nem com o
solvente nem com o receptor, mantendo-se assim, como no caso da fosfonamida, o mesmo
numero de ligagcdes de hidrogénio formadas pelo ligante. Uma vez que todas as outras
interagdes sdo preservadas, os valores de K da fosfonamida e do fosfinato sdo equivalentes.
Entretanto, no caso do fosfonato, o grupamento -O- forma uma ligagéo de hidrogénio com
uma molécula do solvente, mas ndo com o receptor, ou seja, o nimero de ligagdes de
hidrogénio formadas pelo ligante diminui ao se formar o complexo. Como resultado,
constata-se a diminui¢do da afinidade do fosfonato em 1000 vezes, como observado na

Figura 20. Conclui-se, entdo, que a formagfo ou ndo de ligagdes de hidrogénio ndo tem
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correlagdo significativa com a afinidade entre o ligante e o receptor, mas a perda de uma
ligagdo de hidrogénio ao se formar o complexo ¢, entretanto, altamente desfavoravel e pode

impedir o reconhecimento molecular entre o ligante e o receptor.
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Figura 20. Representagfio esquematica dos ligantes da termolisina. Estdo indicadas as
interag3es entre os ligantes e a proteina e os valores de K.

A desolvatagdo das superficies hidrofobicas do ligante e do receptor também
contribui para a formagdo do complexo. As moléculas de agua ordenadas sobre as
superficies hidrofébicas ao serem liberadas para o solvente promovem um aumento da
entropia do sistema, favorecendo a formag&o do complexo. Este efeito € conhecido como
efeito hidrofébico e €, reconhecidamente, um dos principais responsaveis pelo aumento da
afinidade entre o ligante e o receptor. Bohm e Klebe[Bohm & Klebe, 1996] demonstraram
que quanto maior o contato entre as supetficies hidrofobicas do ligante e do receptor, maior
a afinidade do complexo. Tipicamente, a afinidade de ligagdo varia em relagdo a area de
contato hidrofébico com valores entre 80-200 J/(mol A%).[Bohm, 2003] Além do aumento
da entropia, o efeito hidrofébico também apresenta uma componente entélpica resultante
das forgas de dispersdo (Van der Waals) do contato entre as superficies apolares do ligante
e do receptor.

Assim, estudos de inibi¢do da MUP (Mouse Urine Protein- uma proteina abundante
encontrada na urina do rato) com dois ferormdnios realizados através de titulagdo
microcalorimétrica [Homans, 2007] mostraram haver uma contribuig¢fo entalpica maior que
a contribuigdo entrdpica do contato hidrofébico entre o ligante e a proteina. O autor atribui
este fato inesperado a uma hidratagéo sub-6tima da cavidade de ligagdo da MUP, devido a
sua natureza hidrofobica e sua forma tubular.

Na Figura 18, os termos, respectivamente, 4S,o, ASpans € AScons correspondem aos

graus de liberdade rotacional, translacional e conformacional, respectivamente, do ligante
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livre no solvente. Ao formar o complexo com o receptor, o ligante perde parte destes graus
de liberdade resultando em uma diminui¢&o da entropia do sistema.

Se dois ligantes, um flexivel e o outro rigido se ligam ao receptor com o mesmo
padrdo de interagdes polares e hidrofobicas, o ligante rigido ird apresentar maior afinidade
pelo receptor do que o ligante flexivel. Isto ocorre pois o ligante rigido ndo ird sofrer a
mesma perda de liberdade conformacional que sofre o ligante flexivel. Existem muitos
exemplos onde este efeito pode ser diretamente observado, como por exemplo a introdugio
de uma amina ciclica ao inibidor NAPAP da trombina (Figura 21) aumenta em 60 vezes a
afinidade pelo receptor.[Mack et al., 1995] Entretanto, existem exemplos em que o ligante
mantém parte de sua liberdade rotacional, translacional e conformacional mesmo estando
ligado ao receptor. Um exemplo extremo desta situag@io, ¢ a ligagdo da cénfora, do
adamanteno e da tiocanfora ao citocromo P450cam (uma monoxigenase da Pseudomonas
putida). Todos estes ligantes podem girar livremente dentro do sitio ativo da P450cawm,
resultando em uma hidroxilagdo sem qualquer stereoseletividade definida.[Raag & Poulos,

1991]

Ki=90nM K;=1,6 nM
Figura 21. Representagdo esquemdtica dos inibidores da trombina, NAPAP e
NAPAP-ciclico, respectivamente. Estdo indicados os valores de K;, determinados para
cada um dos inibidores. [MACK et al., 1995]

O receptor, por outro lado, pode também sofrer perda de graus de liberdade
conformacional ao se formar o complexo com o ligante [RL], resultando em uma
penalidade entropica desfavoravel a ligagdo. Esta perda de mobilidade do receptor, causada
pela formago do complexo, é também conhecida como selegdo conformacional (do inglés
“conformational selection”)[Hofliger & Beck-Sickinger, 2003] e € usada para explicar o
mecanismo de a¢fo de sitios alostéricos.[Luque & Freire, 2000] Um exemplo de selegdo
conformacional pelo ligante ¢ a agdo de agonistas ou de antagonistas de receptores de

membrana acoplados a proteina-G.[Hofliger & Beck-Sickinger, 2003]
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Para compensar a penalidade entropica resultante da perda de graus de liberdade do
receptor, algumas proteinas podem aumentar a mobilidade de residuos distantes do sitio de
ligagdo.[Homans, 2007; Zidek et al., 1999] Este efeito foi descrito como um mecanismo de
compensagdo “entropia-entropia” que visa anular o custo entrdpico contrario a formagio do
complexo.[Homans, 2007]

O valor da constante de afinidade (K;) do complexo [RL] também pode também ser
obtido por célculo.[Bohm, 2003] Para que se possa calcular com precisdo a afinidade entre
um receptor e um ligante € preciso conhecer a funcdo de estado de todas as espécies
envolvidas no processo de formacdo do complexo (i.e. o ligante solvatado, o receptor
solvatado e o complexo solvatado). Uma funcéo de estado € uma propriedade que depende
apenas da estrutura de um sistema em equilibrio. Por exemplo, a entropia e a entalpia séo
funcdes de estado que descrevem a energia do ligante ou do receptor solvatados.
Rigorosamente, o calculo de fungdes de estado deve ser feito a partir do ensemble médio do
sistema, ou seja, considerando todos os possiveis microestados com igual probabilidade de
ocorrerem. Os métodos mais precisos para a determinacdo de fun¢des de estado sdo os
calculos de mecanica estatistica, como os métodos Monte Carlo ou de Dinamica Molecular.
Estes métodos sdio capazes de apresentar uma amostragem significativa do ensemble do
sistema e permitem uma estimativa fiel da entropia do sistema uma vez que consideram
explicitamente as todas as moléculas do sistema, i.e. receptor, ligante e solvente. Estudos de
mecAnica estatistica envolvendo protocolos de perturbagdo de energia livre (FEP — Free
Energy Perturbation), sdo usados para determinar a variagdo da energia livre (4G) entre
duas fungdes de estado, por exemplo, entre o ligante livre no solvente e o ligante
complexado com o receptor. A partir da energia livre calculada por estas abordagens €
possivel determinar com precisdo os valores de K; de um complexo [RL].[Miyamoto &
Kollman, 1993; Rao et al., 1992; Reddy et al., 1991] Entretanto, estes métodos apresentam
limitagdes devido as aproximagdes usadas nos campos de for¢a, como por exemplo, a
impossibilidade de formar ou romper ligagdes covalentes. Deste modo, estes métodos sdo
adequados apenas para séries pequenas de compostos, uma vez que requerem grandes
recursos computacionais e ndo sdo confiaveis para o calculo de diferencas de energia entre

sistemas muito diferentes.[Hansson et al., 2002; Bohm & Klebe, 1996]
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Uma alternativa que permite o calculo rapido e aproximado da energia de ligagdo ¢
o uso de fuhgées de ranqueamento. As fungdes de ranqueamento calculam o valor da
energia de ligagdo considerando-se apenas uma Unica estrutura do complexo receptor-
ligante mas n#o consideram as fungdes de estado do ligante e do receptor antes de
formarem o complexo. Adicionalmente, as fungdes de ranqueamento consideram a energia
do sistema como uma somatoria de termos, independentes entre si, € cuja contribuigdo para
a energia final ¢ aditiva. Um exemplo do principio da aditividade na interagfo receptor-
ligante € o trabalho de Andrews[Andrews et al., 1984], que calculou a contribuicdo de
diferentes grupos funcionais para a energia de ligacdo, a partir de uma série com 200
complexos com valores de K; conhecidos. A Tabela 4 apresenta os valores da contribuicdo

média dos diferentes grupos, utilizados por Andrews, para caracterizar os ligantes da serie

escolhida.

Tabela 4. Valores® da contribuigio média de cada grupo para a afinidade do

complexo RL [Andrews et al., 1984]
Grupo Energia (Kcal/mol)
C(sp?) 0,7
C(sp®) 0,8
N 11,5
N 1,2
COy 8,2
OPO;* 10,0
OH 2,5
Cc=0 34
0,8 1,1
Halogénio 1,3

a. Calculados a partir de uma série com 200 complexos com
valores de K; conhecidos.

Entretanto, o modelo aditivo ndo € capaz de descrever efeitos de cooperatividade, ou
de anti-cooperatividade, que sdo observados no processo de reconhecimento molecular
entre um ligante e seu receptor. [Williams & Bardsley, 1999; Bohm & Klebe, 1996] Por
exemplo, a pré-organizagfo e a estabilizagdo do ligante em sua conformagéo bioativa antes
da formagio do complexo, que pode ocorrer com certos ligantes devido a interagdes
hidrofébicas intra-moleculares (processo conhecido como colapso hidrofébico) € um
fendmeno nio aditivo, que resulta em desvios significativos no calculo dos valores da

energia de ligago, utilizando fungdes de ranqueamento.[Bohm & Klebe, 1996]
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A grande maioria das fun¢des de ranqueamento utilizadas nos programas de docking
e de virtual screening decompdem a energia livre de ligagdo em termos capazes de
descrever as ligagdes ndo covalentes estabelecidas entre o ligante e o receptor, como por
exemplo: ligagbes de hidrogénio, liga¢Ges i0nicas, ligagdes hidrofdbicas, interagdes m-m,
interagdes de transferéncia de carga e complexos com metais. A Tabela 5 apresenta as
ligagbes ndo covalentes tipicamente encontradas em complexos receptor-ligante e as

respectivas faixas de valores de energia envolvidas.

Tabela 5. Principais tipos de interagdes entre um composto e o sistema
biolégico, um exemplo e as respectivas faixas de energias envolvidas.
. Energia
Tipo (kJ/mol) Exemplo

: /
\

ligagdo de hidrogénio 4-17
bon(
O—H------0=
H
/
O------H-N
Inica 40 —_ )
O----—H—N

dipolo-dipolo 4-17 >:o ------ —0

Hidrofébica 4 C C
Tl — céti 17 rL*
— cation 7 \\

Estas ligagdes receptor-ligante podem ser descritas diretamente por mecanica

molecular, baseando-se na mesma parametrizagdo utilizadas nos campos de forga
conhecidos (e.g. CHARM, MM2 ou AMBER) ou, ainda, podem ser descritas por termos
especificos, especialmente parametrizados para descrever interagdes receptor-ligante. Um
exemplo destes termos especiais, utilizados em fungdes de ranqueamento, utiliza a fungéo
de energia desenvolvida por Goodford e colaboradores[Wade et al., 1993; Boobbyer et al.,
1989], para descrever ligages de hidrogénio intermoleculares. O valor da energia de

ligagGes de hidrogénio € dada pela equagdo:
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Ey=YE, X XE X 3E, o

Onde E, ¢ a fung@o de energia relativa a distincia r; .1"_.—::.'-'
E, é' a ﬁmgs?io de energi.a relati.va ao a‘lAngulo t ; —H\l )
E, ¢ a fungfo de energia relativa ao 4ngulo p;

Cada uma das fungdes de energia, respectivamente, E,, E, e E, ¢ parametrizada para
descrever a orientagdo de ligagSes de hidrogénio observadas experimentalmente em
estruturas de raios-X de moléculas orgénicas. Esta fungdo de energia estd incorporada no
programa GRID,[Goodford, 1985] e ¢ usada para identificar regides favoraveis onde
ligantes, representados por atomos de prova, podem se ligar ao receptor através de ligagdes
de hidrogénio. Fungdes de energia como esta sdo desenvolvidas para cada um dos
diferentes tipos de interagdo entre o ligante e o receptor e s@o baseadas em principios
fisicos que determinam a afinidade.

Uma estratégia diferente para descrever as interagles ligante-receptor se baseia na
freqiiéncia com que determinadas interagdes ocorrem em fungdo da distancia do par de
atomos envolvidos na interagdo.[Gohlke er al., 2000a] As distribui¢des de freqiiéncia, para
cada tipo de par de atomos, sfo extraidas de dados experimentais de cristalografia de raios-
X, como os bancos de dados PDB e CSD. A partir dos graficos das distribuigdes de
freqiiéncia, sdo obtidos potenciais de forca média (do inglés potential of mean force) que
sdo utilizados para o calculo do valor da energia de interagdo ligante-receptor. A Figura 22
apresenta trés exemplos de potenciais de for¢a média em fungéo da distancia para os pares
de atomos, respectivamente, 0.3-0.3; 0.3-0O.co2 e 0O.c02-N.pl3 (nomenclatura para tipos
de atomos utilizadas no programa SYBYL[Sybyl, 2004]), derivados de 6026 complexos
proteina-ligante depositados no PDB. Os valores de minimo indicam as distincias com
maior probabilidade estatistica de ocorrerem e correspondem as distincias ideais de,
respectivamente, uma ligagdo de hidrogénio normal(0.3-0.3), uma ligagdo de hidrogénio
assistida por uma carga (0.3-O.co02) e, uma ligagdo i0Onica (O.co2-N.pl3).[Gohlke et al.,
2000a]
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Figura 22. Grafico do potencial de forga média (-In(g(R)/g;(R))) em fungdo da
distancia (R[A]) para trés pares de atomos, respectivamente, 0.3-0.3; 0.3-0.c02 e O.co2-
N.pI3 (nomenclatura para tipos de dtomos utilizada no SYBYL[Sybyl, 2004]), derivados de
6026 complexos proteina-ligante depositados no PDB. g;{R) ¢ a fungéio de distribuigdo
radial dos atomos tipo i, e j; e g(r) ¢ a fungfio de distribui¢io radial de dois atomos de
referéncia. [Gohlke et al., 2000a]

Além do célculo dos valores de energia de interagdes intermoleculares, as fungdes
de ranqueamento também calculam o valor da energia interna conformacional do ligante. O
objetivo € penalizar os ligantes que assumem conformacgdes altamente energéticas. A
correspondente energia interna do receptor ndo € avaliada pois este € considerado rigido e
em uma conformag@o de minimo de energia. Consideragdes sobre variages de entropia
conformacional, rotacional e translacional do ligante podem ser explicitamente incluidas
em termos especificos, como por exemplo, a adigdo de um valor de contribui¢do constante
para cada ligagdo com rotagdo livre, ou podem ser consideradas implicitas nos demais
termos.[Gohlke ez al., 2000a; Ajay & Murcko, 1995]

Nenhum dos métodos de calculo do valor da constante de afinidade, citados até o
momento nesta tese, sdo capazes de prever tanto a formag@o ou, a quebra de ligagdes
covalentes, bem como considerar efeitos quénticos, como por exemplo a estabilizacdo
adicional de sistemas com conjugagdo estendida. Para que tais efeitos pudessem ser
considerados seria necessério realizar calculos semi-empiricos ou, ab-initio, ainda muito
complexos para sistemas com tantos atomos como sdo os como complexos receptor-ligante
solvatados. Mesmo a aplicagdo de métodos hibridos como a Mecénica-Quantica/Mecanica-
Molecular (MQ-MM) para o calculo de constantes de afinidade sdo, ainda, muito custosos

e limitados a casos excepcionais.[Reddy & Erion, 2007]
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Devido a complexidade das intera¢des envolvidas na formagdo do complexo, a
previsdo da afinidade entre um ligante e seu receptor bioldgico ainda sera limitada a
calculos aproximados e relativos, como o caso das fungbes de ranqueamento utilizadas em
programas de docking, ou restrita a poucos compostos, quando se deseja uma precisio
maior, como por exemplo utilizando calculos de FEP. Qualquer que seja a estratégia
escolhida, no entanto, existem exemplos de sucesso e desafios para serem superados,
tornando o desenvolvimento de novos farmacos, com o auxilio do computador — CADD -
uma darea de pesquisa a0 mesmo tempo recompensadora e desafiadora para aqueles que

escolhem trilhar seus caminhos.

1.6. Doenca de Chagas
1.6.1. Epidemiologia, Transmissdo e Sintomas

A doenca de Chagas é endémica no Brasil e estima-se que na América Latina entre
16 e 18 milhdes de pessoas estejam infectadas pelo parasita e que ocorram
aproximadamente 50.000 mortes causadas pela doenga de Chagas por ano.[Gelb & Hol,
2002; Coura & de Castro, 2002; WHO, 2002; Urbina, 2001; Pecoul et al., 1999] O agente
etiolégico da doenga de Chagas € o protozoario Trypanosoma cruzi, que tem como vetor
algumas espécies de insetos triatomineos, sendo o principal o Triatoma infestans.

O parasita invade o homem pela ferida causada pela picada do inseto, por transfusio
de sangue contaminado ou por via oral, através da ingestdo de alimentos contaminados com
o inseto macerado. Uma vez na corrente sanguinea do vertebrado, o protozodrio invade as
células do hospedeiro, onde passa a se reproduzir até a rompimento da membrana
celular.[24] Durante a fase aguda da doenga, os sintomas sdo semelhantes aos de uma
infecgdo de gravidade variavel, dependendo da viruléncia do parasita. Durante a fase
cronica, o hospedeiro pode desenvolver sintomas como miocardite, megaeséfago ou
megacolon. Em ambas as fases da doenga, os sintomas podem levar ao dbito.[Filardi &

Brener, 1987]

1.6.2. Terapias em uso
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Desde que foi descrita pelo médico sanitarista Carlos Chagas, em 1909, muitos
compostos foram testados sem sucesso para a quimioterapia da doenga de Chagas. Dentre
0s compostos quimioterapicos, testados neste periodo, podem ser destacados derivados
quinoléicos, arsenicais, fenantridinas, sais de ouro, sais de bismuto, sais de cobre, sais de
estanho, iodeto de sddio, hidrazidas, anti-histaminicos, sulfonamidas, cortisona e
anfotericina B, além de 30 antibidticos diferentes e alguns nitrofuranos.[Coura & de Castro,
2002]

No final da década de 1960, foram introduzidos no mercado dois medicamentos
comprovadamente eficazes para o tratamento da fase aguda da doenga; o nifurtimox [3-
metil-4-(S-nitrofurfurilidenoamino)tetradro-1,4-tiazina-1,1-dioxido] e o benznidazol [N-
benzil-2-nitroimidazol acetamida] - introduzidos no Brasil com os nomes Lampit® (Bayer)

e Rochagan® (Roche), respectivamente (Figura 23).

N =
W

(o)

Benznidazol
Figura23.  Representacdo esquemdtica da estrutura dos compostos
antichagasicos nifurtimox e benznidazol, respectivamente.

O mecanismo de agfo citotoéxica proposto para compostos nitroaromaticos, como o
nifurtimox e o benznidazol, envolve em uma primeira etapa a redug@o do grupo nitro, para
o correspondente anion nitro-radical. Numa segunda etapa, esse anion nitro-radical reage
com O, gerando espécies quimicamente reativas, como o dnion superdxido e o perdxido de
hidrogénio. Estas espécies radicais livres sdo bastante danosas para as células e, uma vez
geradas, podem interagir com varios componentes celulares, como os acidos nucléicos, e
propagar seus efeitos indesejaveis. Isso € particularmente verdadeiro para o 7. cruzi devido
a sua deficiéncia das enzimas antioxidantes como catalase e a glutationa peroxidase, o que
torna o parasita extremamente vulneravel ao perdxido de hidrogénio. As células dos
mamiferos, ao contrario, tém varias enzimas, como catalase, peroxidase e superdxido
dismutase, prevenindo o efeito letal dos radicais livres.[Docampo, 1990; Docampo &

Moreno, 1984; Moreno et al., 1983]
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Na década de 1980, o nifurtimox teve sua comercializagdo interrompida no Brasil e
recentemente o benznidazol foi vendido pela Roche para o Laboratério Farmacéutico do
Estado de Pernambuco (Lafepe). O desinteresse da industria farmacéutica na produgdo de
medicamentos para a doenga de Chagas, considerados como “medicamentos sociais”, esta
ligado a baixa demanda, restrito somente a alguns paises na América Latina, para
populagdo de baixa renda e, portanto, com pequena margem de lucro.[Jannin & Villa,
2007]

Os tripanomicidas nifurtimox e benznidazol causam efeitos adversos graves e nfo
sdo eficazes na fase cronica da doenga. Além disso, algumas cepas de 7. cruzi ja
apresentaram resisténcia a terapia com estes medicamentos.[Coura & de Castro, 2002;
Urbina, 2001; Pecoul et al., 1999; Filardi & Brener, 1987] A deficiéncia na quimioterapia,
bem como o limitado interesse na pesquisa de novos antichagasicos - restrito a paises em

desenvolvimento — motivam a busca de novos compostos antichagésicos.

1.6.3. Planejamento de novos compostos antichagasicos

Atualmente, sdo descritos diversos estudos que visam o planejamento racional de
novos compostos antichagasicos. Em comum, estes estudos procuram alvos moleculares
capazes de explorar as diferengas bioquimicas e morfologicas entre o agente invasor € o
hospedeiro, para que o composto desenvolvido possa apresentar a seletividade
requerida.[Du et al., 2002; Gelb & Hol, 2002; Coura & de Castro, 2002; Urbina, 2001;
Werbovetz, 2000; Bohm & Klebe, 1996]

Entre os alvos de interesse usados no planejamento de compostos antichagasicos
encontram-se enzimas essenciais para o desenvolvimento dos parasitos no hospedeiro,
como por exemplo: proteases,[Cazzulo et al., 2001; Lima et al., 2001; Yong et al., 2000;
Mcgrath et al., 1995] tripanotiona redutase,[Lopez et al., 2000; Jockersscherubl et al.,
1989; Fairlamb & CERAMI, 1985; Fairlamb et al., 1985] enzimas do metabolismo de
esterois,[Elhalem et al., 2002; Urbina, 2001] glicoconjugados de superficie,[Colli & Alves,
1999] gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase,[Pavao et al, 2002; Souza et al., 1998]
transferases,[Coura & de Castro, 2002; Werbovetz, 2000; Freymann et al., 2000] DNA-
topoisomerases,[Coura & de Castro, 2002; Jonckers et al., 2002; Werbovetz, 2000;
Kubinyi, 1998a] diidrofolato redutase,[Gilbert, 2002; Li et al, 2000] enzimas do
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metabolismo do inositol,[Urbina, 2001] e farnesilpirofosfato sintase.[Coura & de Castro,
2002]

As proteases de protozodrios sdo alvos interessantes devido ao seu papel importante
em inGmeros processos bioquimicos como nutrigdo, replicagdo, metabolismo,
sobrevivéncia e patologia do parasita.[Powers et al., 2002] Adicionalmente, as proteases
podem ser inibidas especificamente por inibidores peptidicos, peptidomiméticos ou n#o-
peptidicos, estes Ultimos, com caracteristicas tipicamente drug-like. As diferengas
estruturais entre as proteases de parasitas e as correspondentes humanas ja foram
exploradas anteriormente com sucesso, para o desenvolvimento de terapias para diversas
doengas infecto-contagiosas.[Leung et al., 2000; Klebe, 2000] Dentre as proteases de
interesse para a doenga de Chagas, a cruzipaina[Eakin et al., 1992; Cazzulo ef al., 1990] é
reconhecida como um dos principais alvos para o desenvolvimento novos compostos
antichagasicos.[Cazzulo ef al., 2001; McKerrow, 1999]

A cruzipaina € a protease mais importante do 7.cruzi, expressa nos trés estagios de
vida do parasita (i.e., tripomastigota, epimastigota e amastigota).[Cazzulo et al., 1997] A
enzima ¢ encontrada tanto no lisossoma do parasita, quanto presa na membrana plasmatica
e pode ser excretada para o meio extracelular.[Cazzulo et al., 2001] Suas fung¢des incluem
nutricdo do parasita, diferenciagdo, invasdo e alteragdo da resposta imune do hospedeiro,
sendo o antigeno imuno-dominante reconhecido durante a infec¢do humana.[Cazzulo et al.,
2001; DelNery et al., 1997a; Meirelles et al., 1992; Scharfstein ef al., 1986]. A cruzaina é
codificada por mais de 100 copias de genes polimorficos localizados em varios
cromossomos podendo ser expressa em diversas isoformas. Ainda assim € uma das enzimas
mais bem caracterizadas do parasita causador da doenga de Chagas.[Cazzulo, 1999]

A primeira demonstragdo do efeito de inibidores de cisteino-proteases sobre o T.
cruzi foi o trabalho de Ashall e colaboradores,[Ashall et al., 1990] que mostraram a lise de
formas tripomastigotas do parasita, em meio de cultura com células de mamifero, na
presenga de um inibidor fluormetilcetona. Meirelles e colaboradores[Meirelles et al., 1992]
demonstraram que as formas tripomastigotas perdiam a capacidade de penetrar em células
cardiacas na presenga de inibidores diazometanos e que estes inibidores eram capazes de
bloquear a replicagdo intracelular de formas amastigotas e sua diferenciagdo em

tripomastigotas. Estes resultados foram confirmados por Harth e colaboradores,[Harth et
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al., 1993] que também mostraram que a replicagio de amastigotas, e sua diferenciacio a
tripomastigotas eram bloqueadas por inibidores fluormetilcetona, enquanto que Bonaldo e
colaboradores[Bonaldo et al, 1991] mostraram o efeito de inibidores diazometanos no
bloqueio da diferenciagdo de epimastigotas a tripomastigotas. Decazzulo e
colaboradores[Decazzulo et al., 1994] testaram trés inibidores (uma aciloximetilcetona e
duas diazometilcetonas) e observaram que os inibidores de cisteino-protease eram capazes
de bloquear completamente a diferenciagdo de epimastigotas a tripomastigotas. Usando um
modelo animal, o tratamento de dez camundongos com uma vinilsulfona resultou em 100%
de cura da infecgdo, enquanto que os seis animais controle, mantidos sem tratamento
morreram em até 22 dias ap6s a inoculagdo do parasita.[Engel ef al, 1998] Mais
recentemente,[Doyle et al., 2007] camundongos imunossuprimidos infectados com T.cruzi,
foram tratados e curados com um inibidor de cisteino-protease vinilsulfona, indicando que
estes compostos podem ser usados para o tratamento de pacientes imunodeprimidos, como
sdo os portadores de HIV. Todos estes resultados corroboram entre si para que a cruzaina
seja considerada um alvo de interesse para a quimioterapia da doenga de Chagas.

A cruzipaina foi isolada e purificada a partir do 7.cruzi inicialmente por Bontempi e
colaboradores,[Bontempi et al., 1984] e sua forma recombinante, contendo apenas a
unidade catalitica (denominada cruzaina), foi expressa em Escherichia coli por Eakin e
colaboradores.[Eakin et al, 1992] Estudos comparativos das formas selvagem e
recombinante da enzima nfo identificaram diferengas significativas em relagdo a
especificidade, a estabilidade ou aos correspondentes pardmetros de ativagédo.[Judice et al.,
2001] A cruzaina foi identificada como sendo uma cisteino-protease da familia da papaina.
Esta classe de proteases ¢ caracterizada por conter uma triade catalitica (Cys25, His159, e
Asnl75) e uma cavidade para acomodar um oxianion (Cys25 e GInl9).[Otto &
Schirmeister, 1997] O enxofre da Cys25 e o anel imidazdlico da His/59 formam um par
i6nico. O sitio de ligagdo é ainda formado por uma seqiiéncia de cavidades alinhadas em
sentidos opostos, de modo a acomodar os aminoacidos do substrato. Segundo a
terminologia usual as cavidades direcionadas no sentido N-terminal do substrato sdo
denominadas SI, S2, S3, ..., S,, enquanto que as cavidades direcionadas no sentido C-

terminal do substrato sdo denominadas S7°, S2°, S3’, ..., Si". Analogamente, os residuos do
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substrato que ocupam as cavidades correspondentes sdo denominados P,, P2, P, P; P2’ ,P,, "

respectivamente, conforme apresentado na Figura 24.

Peptideo

Figura 24. Representagdo esquemadtica da ligacio entre um peptideo e uma enzima
protease. Estdo indicadas a terminologia usual para as cavidades da enzima e os
correspondentes residuos do substrato. A seta indica o ponto em que ocorre a hidrélise do
peptideo.

No mecanismo de agéio proposto para esta classe de enzimas, o nucledfilo (anion
tiolato) ataca o carbono carbonilico da ligagdo peptidica (Figura 25-A) gerando um
intermedidrio tetraédrico (Figura 25-C). O intermediario tetraédrico € estabilizado por
ligagdes de hidrogénio na cavidade oxianion. Este intermedidrio tetraédrico perde a por¢do
amina deixando a enzima acilada (Figura 25-E). A enzima acilada reage com uma
molécula de 4gua (Figura 25-F) liberando o produto acido e restaurando a enzima livre
(Figura 25-A). Estudos de efeito isotdpico mostraram que a etapa limitante do mecanismo
catalitico € a quebra da ligagdo C-N durante a decomposicdo do intermediario tetraédrico
(Figura 25-D).[Babine & Bender, 1997] Estes resultados foram corroborados por estudos
de mecénica quéntica, que propuseram um mecanismo concertado, em que o intermediério
tetraédrico ndo apresenta um papel essencial.[Harrison et al, 1997] Adicionalmente, a
substitui¢do de um enxofre, no lugar do oxigénio carbonilico da ligag¢@o hidrolisavel, em
substratos de cisteino-proteases, ndo altera a reatividade da enzima, corroborando a
hipétese de que a estabilizagdo do intermedidrio tetraédrico ndo ¢ essencial para o

mecanismo catalitico destas enzimas.[Asboth ef al., 1985; Asboth & Polgar, 1983
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Figura 25. Representagio esquematica do mecanismo de protedlise de cisteino-

proteases: (A) Forma ativa da enzima com o par iénico SG- Cys25/ImH -His159; (B)
aproximag¢do de um ligante; (C) formagio do complexo nfio covalente com ligagSes de
hidrogénio entre o oxigénio carbonilico do peptideo e os hidrogénios da Cys25 (cadeia
principal) e da Ginl9 (cadeia lateral); (D) primeiro intermediario tetraédrico, formado
pelo ataque nucleofilico do SG-Cys25 ao carbono carbonilico do peptideo, e estabilizado
pelas ligagdes de hidrogénio; (E) esterificagdo da enzima, e saida da porgdo amina apds
catalise acida do imidazol da Hisl59; (F) ataque nucleofilico de uma molécula de 4gua ao
carbono acil da enzima; (G) Segundo intermedidrio tetraédrico; liberagdio do produto
acido e reconstituigdo da enzima livre (A). [Otto & Schirmeister, 1997]

A especificidade da cruzaina foi amplamente estudada por diversos grupos.
Tipicamente, a hidrélise de pequenos peptideos pela cruzaina requer a presenga dos
residuos Arg ou Lys na posi¢do Pl J[Alves et al., 2001b; DelNery et al., 1997b] e a presenca
de pelo menos um segundo residuo hidrofébico, ou positivo, na posigdo P2, sendo
preferidos os residuos de Arg, de Leu, de Phe ou de Val.[Lecaille et al., 2001; Alves et al.,
2001a; Harris et al., 2000; Gillmor et al., 1997] As posigdes P3 e P4 podem acomodar

grande diversidade de residuos, sendo que a posigcdo P3 apresenta uma preferéncia para
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residuos basicos,[Harris ef al., 2000; Serveau er al., 1999] enquanto que a posigdo P4 tem
pouca afinidade para residuos hidrofébicos.[DelNery er al., 1997b] A posigdo PI’ tem
baixa especificidade e pode acomodar diversos tipos de residuos,[Brinen ef al., 2000;
DelNery et al., 1997b] enquanto que a posi¢do P2’ mostrou preferéncia por um residuo de
prolina.[Serveau et al., 1996]

A maior parte dos inibidores de cruzaina conhecidos sdo formados por uma porgio
peptidica, responsavel pelo reconhecimento pela enzima e uma por¢do contendo um grupo
funcional capaz de reagir reversivelmente ou irreversivelmente com a cisteina catalitica do
sitio ativo. Os inibidores reversiveis conhecidos da cruzaina podem ser nitrilas,
trifluormetilcetonas e aldeidos.[Lecaille ef al., 2002; Powers et al., 2002; Scheidt et al.,
1998; Otto & Schirmeister, 1997, Babine & Bender, 1997] As nitrilas e a
trifluormetilcetonas s@o inibidores que simulam o estado de transigdo catalitico, enquanto
que os aldeidos reagem com a enzima para formar um intermedidrio tetraédrico hemicetal,
que ndo apresenta a funcionalidade necessaria para prosseguir com a reagdo até a formagao
dos produtos. Os inibidores irreversiveis da cruzaina podem ser a-clorometilcetonas,[ Wood
et al., 2003] a-fluormetilcetonas,[Lecaille et al., 2001; Gillmor et al., 1997; Mcgrath et al.,
1995; Eakin et al., 1993; Harth et al., 1993] a-hidroximetilcetonas,[Huang ef al., 2003] a-
cetoacidos,[Choe et al., 2005] diazocetonas,[Serveau et al., 1996; Meirelles et al., 1992]
aziridinas,[Vicik et al., 2006b] semicarbazonas,[Otto & Schirmeister, 1997] dicetonas,[Otto
& Schirmeister, 1997] cetonas a,B-insaturadas,[Otto &  Schirmeister, 1997]
epdxidos,[Gonzalez et al., 2007; Roush et al., 2000; Roush ef al., 1998a; Cazzulo et al.,
1990] vinil sulfonas[Jaishankar et al., 2007; Brinen et al., 2000; Jacobsen et al., 2000;
Roush et al., 1998b; Palmer et al., 1995] e mercaptometilcetonas.[Freitas et al., 2007;
Huang ef al., 2002] Todos estes inibidores apresentam, em comum, um atomo eletrofilico
capaz de sofrer um ataque do tiolato da Cys25, resultando na alquilagdo irreversivel da
enzima. Alguns destes inibidores, como as a-clorometilcetonas e as diazocetonas sdo
compostos muito reativos e, portanto, ndo sdo bons candidatos para o desenvolvimento de
uma terapia contra a doenga de Chagas. Adicionalmente, inibidores peptidicos apresentam
baixa biodisponibilidade oral e dificilmente sdo convertidos em bons farmacos.

A cruzaina foi cristalizada[Eakin et al., 1993] e sua estrutura foi resolvida por

cristalografia de raios-X.[Mcgrath ef al., 1995] (ver Tabela 6 — Resultados e Discussdo)
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A partir da disponibilidade da estrutura da cruzaina, algumas técnicas de CADD
foram aplicadas para o desenvolvimento de inibidores da cruzaina. Por exemplo, Li e
colaboradores[Ring et al., 1993] realizaram buscas por ligantes da cruzaina, ndo-peptidicos,
em bancos de dados de compostos drug-like (Fine Chemicals Directory), utilizando o
programa de docking, DOCK.[Ewing & Kuntz, 1997] Estas buscas resultaram na
descoberta da bis-2-hidroxi-benzaldeido-(carboxi)-hidrazona (Figura 26), que foi

experimentalmente confirmado como um inibidor da cruzaina (ICso = 20 pM).

OH
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Figura 26. Representagdo esquematica da estrutura do inibidor da cruzaina bis-2-
hidroxi-benzaldeido-(carboxi)-hidrazona

A partir desta primeira hidrazida, diversas séries de derivados de hidrazidas[Leite et
al., 2007; Millet et al., 2002; Caffrey et al., 2002; Ifa et al., 2000; Troeberg et al., 2000;
Selzer et al., 1997] e chalconas[Chibale & Musonda, 2003; Liu ef al., 2003; Lunardi ef al.,
2003; Troeberg et al., 2000; Nielsen et al., 1998; Li et al., 1996; Li et al., 1995] foram
preparadas para o desenvolvimento de compostos mais potentes e seletivos, € para o
desenvolvimento de relagdes quantitativas entre estrutura e atividade. O mecanismo de agio
proposto para esta série de compostos sugere que o ataque nucledfilo do tiolato da Cys25
pode ocorrer tanto no carbono carbonilico da hidrazona/chalcona, como no carbono vinilico
(para uma adi¢fio de Michael).[Rodrigues ef al., 2002] Em um outro trabalho de virtual
screening, utilizando o programa DOCK[Ewing & Kuntz, 1997] para a busca no banco de
dados ACD, foi identificada uma série de ur€ias, de tiouréias e de tiossemicarbazonas como
potentes inibidores da cruzaina.[Du et al., 2000; Eakin et al, 1992] Assim como no
exemplo anterior, diversas séries destes compostos foram preparadas para a obtengéo de
compostos mais ativos e para a elaboragdo de modelos de OSAR.[Leite et al., 2006; Fujii et
al., 2005; Greenbaum et al, 2004; Chiyanzu et al., 2003; Du et al, 2002] As
tiossemicarbazonas foram descritas como inibidores reversiveis da cruzaina, que simulam e

estabilizam o estado de transi¢do da enzima, conforme apresentado na Figura 27.
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Figura 27. Representagdo esquematica do mecanismo de agio proposto para a

inibi¢do da cruzaina por tiossemicarbazonas. [EAKIN et al., 1992]

Alguns dos compostos identificados como inibidores da cruzaina foram
caracterizados como inibidores promiscuos,[Malvezzi et al., 2008; McGovern ef al., 2002]
ou seja, compostos capazes de formar agregados moleculares que nas condi¢des dos testes
de atividade inibem enzimas de modo inespecifico. Como descrito anteriormente nesta tese,
inibidores promiscuos sfo classificados como falso-positivos e sdo indesejados para o
desenvolvimento de farmacos.

Apesar da extensa literatura dedicada & busca de inibidores da cruzaina, até o
presente momento, ndo existem relatos conhecidos de compostos candidatos que estejam
em etapas clinicas de desenvolvimento. Isto significa que o desenvolvimento pré-clinico de
compostos ativos ainda ndo encontrou o candidato ideal, que reuna as condi¢des de
especificidade, de poténcia, de toxicidade e de biodisponibilidade necessarias para o inicio
dos testes em seres humanos. O interesse na descoberta de novas classes de compostos
drug-like, inibidores de cisteino-proteases, ndo se limita ao tratamento da doenga de
Chagas. A hidrolise desregulada ou incontrolada causada por cisteino-proteases pode levar
a diversas doencas incluindo enfisema, infarto, infec¢des, malaria, cancer, Alzheimer,
inflamagdo, catarata, artrite, osteoporose entre outras.[Vicik et al., 2006a; Powers et al.,
2002] Assim, a aplicagd@o de estratégias modernas para a descoberta de novos inibidores da
cruzaina pode beneficiar nfio somente o desenvolvimento de um quimioterapia para a
doenga de Chagas, mas também pode contribuir para a terapia de doengas envolvendo

outras cisteino-proteases.
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. Materiais e Métodos

2.1. Reagentes e Solventes

e Cruzaina: EC 3.4.22.51 (63 nM ou 1,8 uM solugdo aquosa; cortesia de Prof. Dr. L.
Juliano Depto. Biofisica, UNIFESP-SP)

e  DMSO: Dimetilsulfoxido (P.A., Merck)

e DTT: Ditiotreitol (99%, Sigma)

o EDTA: Acido Etilenediaminotetracético (P.A., Fluka)

e Na,HPOy4: Fosfato de dissodico (P.A., Synth);

e 7-FR-MCA: Benzoil-fenilalanina-arginina-7-amido-4-metil-cumarina (Sigma)

e E-64: Trans-epoxisuccinil-l-leucilamido-(4-guanidino)butano (2,8 mM solugio
aquosa; cortesia de Prof. Dr. L. Juliano, Depto. Biofisica, UNIFESP-SP)

e 7INC03326243: 2-cloro-N-[2-[(3-ciano-4,5,6,7-tetraidrobenzotiofenil)carbamoil]
-1-fenil-etil]benzamida, Enamine Ltd (T5306814)

o ZINC03192044: Tiofeno-2-carboxil[2-(1 H-indol-3-il)-1-(pirrolidin-2-ilideno
hidrazinocabonil)-etil amida; Enamine Ltd (T0503-8879)
o ZINC02663001: N-[1-(1H-Benzoimidazol-2-il)-2-fenil-etil |- 3-tiofen-2-il-

acrilamida; Enamine Ltd (T5254688)
e ZINCO01936854: N,N'-bis(2-cianofenil)oxamida; Asinex Limited (BAS 01936854)

o ZINCO02682879: (E)-3-(2-clorofenil)-N-(3-cianotiofen-2-il)prop-2-enamida; Life
Chemicals (F1385-0068)

e  ZINC02470662: N-(I-ciano-cicloexil)-2-oxo-cromeno-3-carboxamida; Specs (AP-
845/41115584)

o ZINCO00874200: Acido (7)-3-(3-cloro-4,5-dimetoxi-fenil)-2-ciano-acrilico N-[2-
(1H-indol-3-il)-etil]-hidrazida; 1BScreen (STOCKS2S-49269)

o ZINCO00890529: (Z)-2-Ciano-N-ciclopentil-3-[1-({[(R)-I-(tetraidro-furan-2-
il)metil J-carbamoil}-metil)- 1 H-indol-3-il]-acrilamida; Asinex (BAS02985564)

o ZINCO01414485: Acido 5-[N'-(benzilcarbamoil-ciano-metileno)-hidrazino]-3H-
imidazol-4-carboxilico etil éster; Toslab (600063)

e ZINCO01758885: (Z)-2-Ciano-N-(2,4-dimetil-fenil)-3-(1-{[ (furan-2-ilmetil)-
carbamoil ]-metil}-1 H-indol-3-il)-acrilamida; IBScreen (STOCK3S-57280)

e ZINCO01794384: Acido 4-[N'-(3-cloro-benzo[b]tiofeno-2-carbonil)-hidrazino ]-4-
oxo-but-2-endico etil éster; Life Chemicals (F3145-4620)

o ZINCO01794422: Acido 3-{N'-[2-(1-bromo-naftalen-2-iloxi)-acetil]-
hidrazinocarbonil}-acrilico; Life Chemicals (F3145-4606)
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ZINCO01794844: Acido 3-{N"-[ 2-(2-isopropil-5-metil-fenoxi)-acetil ] -
hidrazinocarbonil}- acrilico; Life Chemicals (F3145-3436)

ZINCO01806509: N-(4-Metoxi-fenil)-2-[(4-metoxi-fenilcarbamoil)-metildisulfanil |-
acetamida; Life Chemicals (F3047-0312

ZINC02188675: Acido 2-(; (R)-2-sulfossulfanil-butirilamino)-4,5,6, 7-tetraidro-
benzo[b]tiofeno-3-carboxilico etil éster; Specs (AG-205/37047002

ZINC02198693: Acido 3-[N'-(2,5 -dimetoxi-fenilaminoxalil)-hidrazino ] -but-3-
endico (4-cloro-fenil)-amida; I1BScreen (STOCK2S-31029

ZINC02209285: Acido (7)-2-ciano-3-(5-piperidin-1-il-furan-2-il)-acrilico N-[2-
(1H-indol-3-il)-etil]-hidrazida; 1BScreen (STOCK2S-31935

ZINC02342142: Acido (S)-2-{2-ciano-3-[. 5-(4-fluoro-fenil)-furan-2-il |-
acriloilamino}-6-metil-4,5,6, 7-tetraidro-benzo[b]tiofeno-3-carboxilico amida,
IBScreen (STOCK2S-99288

ZINCO02399860: N-/2-(1H-Benzoimidazol-2-il)-etil]-2-(3-furan-2-il-acriloilamino)-
3-(4-isopropoxi-fenil)-acrilamida; IBScreen (STOCK4S-32328)

ZINCO02400672: Acido (Z)-3-[N'-(7,7-dimetil-2-fenil-7,8-diidro-5H-pirano[4, 3-
d]pirimidin-5-il)-hidrazinocarbonil]- acrilico; IBScreen (STOCK4S-33348)

ZINC02411240: Acido 2-{[1-o-tolil-met-(E)-ilideno-hidrazinooxalil]-amino}-5,6-
diidro-4H-ciclopenta[b[tiofeno-3-carboxilico metil éster; IBScreen (STOCK4S-
44363)

ZINCO02768688: (Z2)-3-(4-Carbamoilmetoxi-3-ethoxi-fenil)-2-ciano-N-fenetil-
acrilamida; Vitas-M (STK008910)

ZINC04964356: Acido (2,5-dimetil-fenoxi)-acdtico [2-{[2-(2,5-dimetil-fenoxi)-
acetil]-hidrazono}-et-(Z)-ilidenoJ-hidrazida; ChemBridge (5230379)
ZINC03243155: Acido but-2-enodidico bis-[(2-metil-benzotiazol-6-il)-amida];
Enamine (T0507-1260)

ZINC03306238: Acido carbénico mono-[4-((Z)-2-ciano-2-fenetilcarbamoil-vinil)-
2-metoxi-fenil] éster; Enamine (T0515-7498)

2.2. Equipamentos

2.2.1. Fluorimetro

As medidas de inibi¢8o da cruzaina foram realizados nos seguintes aparelhos:

Fluorimetro HITACHI, modelo F-2000, equipado com agitagdo magnética e
banho termostatizado, pertencente ao laboratorio do Prof. Dr. Luiz Juliano,
Departamento de Biofisica, Universidade Federal de Séo Paulo-SP.

75



o Fluorimetro HITACHI, modelo F-4500, equipado com agitagdo magnética e
banho termostatizado, pertencente ao laboratorio do Prof. Dr. Willem Baader do
Departamento de Quimica Fundamental, Instituto de Quimica da Universidade de
Sdo Paulo - SP.

. Fluorimetro, HITACHI, modelo F-4500, equipado com agitagdo magnética e
banho termostatizado, pertencente ao laboratério da Prof®. Dr. Shirley Schreier do
Departamento de Bioquimica do Instituiu de Quimica da Universidade de S&o Paulo
- SP.

2.2.2. pH-ametro

Todos os valores de pH das solu¢des tampéo utilizados na determinagdo da inibig#o
da cruzaina foram determinados em um pH-metro marca Digicrom, modelo DM-20,
utilizando-se eletrodos de vidro Ag/AgCl, KClsa), calibrados com solug@o tamp&o-titrisol,

nos valores de pH = 3,0 e 7,0 respectivamente.

2.2.3. Estagdes de Trabalho

Os céalculos computacionais foram realizados nas seguintes estagdes de trabalho:
e PC com processador Athlon XP 2600+, com 512 de memdria RAN. Sistema
operacional Linux Red Hat 7.3;

e Estagdo de trabalho AMD Opteron, com 4 processadores e 4GB de memoria
RAM. Sistema operacional Linux Fedora Core 4,

e Estacfo de trabalho SGI Power Challenge 10000, com 4 processadores de
194MHz, ¢ 512MB de memoéria RAM. Sistema operacional JRIX 6.5.
Somente para os célculos com o programa SYBYL;[Sybyl, 2004]

e Estacdo de trabalho SGI Fuel, com um processador MIPS R16000 800MHz
e 1GB de memoéria RAM. Sistema operacional /RIX 6.5. Somente para os
calculos com o programa CATALYST.[Catalyst, 2005]

2.3. Bancos de dados de moléculas virtuais

Para o desenvolvimento, validagéo e aplicagdo do modelos de virtual screening

foram utilizados os seguintes bancos de dados de moléculas virtuais:

e ZINC[Irwin & Shoichet, 2005] versdo S e versdio 7, disponiveis para
download no enderego eletrdnico Attp://blaster.docking. org/zinc/.
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o Tocris[Tocris, 2005] disponivel através do CD: “Tocris Structure Database
Files”;

e NCIINCI-NIH, 2005] disponivel gratuitamente no enderego eletronico
http://cactus.nci.nih.gov/ncidb2/download.html; e

e Cambridge Structural Database (CSD)[Taylor, 2002] disponivel no
enderego eletrdnico http://www.ccdc.cam.ac.uk/.

e Protein Data Bank (PDB)[Westbrook et al., 2003], disponivel para consulta
no enderego eletronico http://www.rcsb.org

2.4. Programas computacionais

2.4.1. CATALYST

O modelo farmacoforico[Leite et al., 2006] foi construido utilizando-se o programa

CATALYST,[Catalyst, 2005] versdo 4.11, comercializado pela Accelrys.

2.4.2. CAVBASE

A procura por cavidades similares a cruzaina foi realizada com o moédulo
CAVBASE,[Schmitt et al., 2002] presente junto do programa RELIBASE-+[Gohlke et al.,
2000a] comercializado pela CCDC.[CCDC, 2006]

2.4.3. CORINA

As estruturas 3D de todas as moléculas do banco de dados ZINC e a conversdo entre
os diferentes formatos de arquivos de moléculas (.smiles, .mol2; .sdf, .PDB,
respectivamente) foram realizadas pelo programa Corina[Sadowski & Gasteiger, 1993]

versdo 3.20, comercializado pela Molecular Networks (www.molecular-networks.com).

2.4.4. DBFILTER

A aplicagdo dos filtros para propriedades drug-like foi feita com o programa
DBFilter,| Wang, 2003] versdo 2.2.7., distribuido gratuitamente no endereco eletronico:

http://home.pchome.com.tw/team/gentamicin/mol/mol.htm (em Julho de 2003)
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2.4.5. DEEPVIEW

O alinhamento e a visualizagdo das estruturas dos complexos da cruzaina, bem
como a selegdo dos residuos que compdem o sitio ativo foram realizadas no programa
DeepView,[Guex & Peitsch, 1997] versdo 3.7, distribuida gratuitamente no endereco
eletronico http://au.expasy.org/spdbv/

2.4.6. GOLD

Os procedimentos de docking foram executados pelo programa, GOLD,[Verdonk et
al., 2003] versdo 3.0, comercializado pela CCDC.[CCDC, 2006]

2.4.7. GRID

Os valores dos campos de interacio moleculares utilizados para a geragdo do
modelo farmacoférico foram calculados com o pacote de programas GRID,[Goodford,
1985]  versdio  22a,  distribuido  gratuitamente no  enderego  eletrdnico

http://www.moldiscovery.com/.

2.4.8. GROMACS

Todos os célculos de dindmica molecular foram executados com o pacote de
programas Gromacs[Lindahl et al., 2001; Berendsen et al., 1995] versdo 3.2.1., distribuido

gratuitamente no endereco eletrénico http://www.gromacs.org/

2.4.9. SYBYL

Todas as minimizagdes de energia dos ligantes extraidos dos complexos PDB, assim
como o alinhamento dos complexos de cisteino-proteases (com cavidades similares a

cruzaina) foram realizados utilizando-se o programa SYBYL[SYBYL, 2004] versdo 7.0.

2.4.10. XLOGP

78



Os valores de coeficiente de parti¢io calculados para as moléculas do banco de
dados ZINC foram calculados com o programa XLOGP,[Wang et al., 1997] distribuido
gratuitamente no enderego eletronico (ftp://ftp2.ipc.pku.edu.cn/).

2.5. Procedimentos computacionais
2.5.1. Manipulagio e alinhamento das estruturas extraidas do PDB

Cada uma das treze estruturas da cruzaina resolvidas por cristalografia de raios-X
foi obtida diretamente do banco de dados PDB, no formato “pdb”. As etapas descritas a
seguir foram realizadas no programa DeepView3.7.[Guex & Peitsch, 1997] As estruturas da
cruzaina foram alinhadas atomo-a-atomo, utilizando-se as estruturas originais diretamente
como depositadas no PDB, sem qualquer procedimento de minimizag¢do ou de relaxagio da
estrutura. O complexo 1ME4 foi usado como referéncia para o alinhamento das demais
estruturas, pois é o complexo de melhor resolugdo do cristal (1,2 A). O alinhamento foi
feito utilizando-se o comando “Magic-fif” e, em seguida, “Improve-fit’ do programa que
busca a minimizagéo dos valores de RMSD (Root Mean Square Distance), considerando
todos os 1592 4tomos da estrutura da cruzaina. Nédo foram considerados para o alinhamento
os atomos dos inibidores e as moléculas de dgua presentes nos complexos. O resultado do
alinhamento dos 13 complexos da cruzaina esta apresentado na Figura 28.

Para o célculo dos valores de RMSD, ou seja, os valores da raiz quadrada da média

dos quadrados das distincias, entre atomos correspondentes foi utilizada a Equagéo 1:

RMSD = ((ZAHm)'? Equagio 1

onde A ¢ o valor da distdncia entre um par de atomos correspondentes alinhados e n € o numero de
atomos na molécula.

O resultado do calculo dos valores de RMSD, para cada uma das estruturas da
cruzaina depositadas no PDB esta apresentado na Tabela 7.

As estruturas dos inibidores da cruzaina presentes em cada um dos complexos
foram extraidas dos respectivos complexos, alinhados como descrito na etapa anterior.
Desta forma, os inibidores foram visualizados alinhados dentro do sitio ativo da enzima. O

alinhamento dos inibidores da cruzaina foi, posteriormente, utilizado para a preparagdo do
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modelo farmacoférico. O resultado do alinhamento dos inibidores da cruzaina extraidos dos
complexos depositados no PDB esta apresentado na Figura 30.

Cada um dos 20 complexos de cisteino-proteases com cavidades similares a
cruzaina foram igualmente obtidos diretamente do banco de dados PDB, no formato “.pdb”.
O alinhamento destas estruturas foi realizado no programa SYBYL,[Sybyl, 2004] utilizando-
se a funglo “Analyse>Fit Atoms”. O alinhamento foi feito, &tomo-a-atomo, com a estrutura
do complexo 1ME4 como referéncia, buscando-se a minimizagdo dos correspondentes
valores de RMSD considerando-se, no entanto, apenas 4 dtomos do sitio ativo das cisteino-
proteases, a saber: CA-Cys25; CA-Gly66; CA-Aspl58; CA-His159, respectivamente. As
estruturas dos inibidores alinhados foram extraidas diretamente das estruturas dos
correspondentes complexos alinhados, utilizando-se o programa SYBYL. O resultado do
alinhamento dos 13 complexos da cruzaina est4 apresentado na Figura 34.

A estrutura dos inibidores, extraidos dos complexos da cruzaina, foi modificada
para representar os inibidores antes de sofrerem o ataque nucleofilico do enxofre catalitico
da Cys25. Estas modificagdes foram feitas no programa SYBYL,[Sybyl, 2004] utilizando-se
a fungfo “sketch molecule” e, em seguida, foi realizada a minimizagéo, de energia apenas
na por¢do da molécula que foi alterada. Esta minimizag8o foi feita com o campo de forga
Tripos e utilizando-se todos os pardmetros default do programa. O resultado do
alinhamento dos inibidores da cruzaina extraidos dos complexos depositados no PDB esta

apresentado na Figura 35.

2.5.2. Obten¢ao dos campos de interacio molecular

Conforme apresentado na Introdugdo, itens 1.4.2 ¢ 1.4.3., o reconhecimento das
propriedades do sitio de ligagdo de um alvo bioldgico pode ser feito a partir dos campos de
interacdo molecular (molecular interaction fields — MIF),[Goodford, 1985] determinados
ao redor da estrutura do alvo biolégico.

A obtengdo dos valores dos campos de interagdo molecular foi feita com o programa
GRID.[Harrison et al., 1997] A estrutura da cruzaina, como depositada no complexo 1ME4
no formato “.pdb”, € o arquivo de entrada para o programa. Em seguida, séo selecionados
os atomos (ou moléculas) que serdo utilizados como sondas moleculares para determinagéo

dos campos de interagdo molecular. Foram selecionadas as seguintes sondas: “H,0”;
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“Carbono aromatico”, “Oxigénio carbonilico” e “Nitrogénio de amida”. Utilizando-se um
espagamento entre as linhas da grade no valor de 0,5 A (Keyword “NPLA = 2”) e uma caixa
com as seguintes coordenadas X; (87; 113); ¥ (10; 31); Z (-26; 3). Os valores dos campos
de interagdo molecular, computados para cada sonda, sdo visualizados no programa SYBYL,
que permite a escolha do valor do nivel do contorno isoenergético que se deseja visualizar
os resultados. Os resultados obtidos correspondentes aos campos de interagdo molecular no

sitio ativo da cruzaina estdo apresentados na Figura 31.

2.5.3. Procura por cavidades similares a cruzaina

Conforme apresentado na Introdug¢do, item 1.4.3., as propriedades de
reconhecimento molecular da cavidade do sitio de ligagdo podem ser analisadas através de
pseudocentros.[Schmitt e al., 2001] Estes sdo pontos na superficie da cavidade, que
representam as propriedades fisico-quimicas dos residuos que compdem esta cavidade e
que sdo expostas na superficie.

A procura por cavidades similares a cruzaina foi realizada utilizando-se o programa
CAVBASE,[Schmitt et al., 2002] que é um mddulo do programa RELIBASE+.[Gohlke et
al., 2000a] O programa CAVBASE contém um banco de dados, pré-calculado, com todas as
cavidades de todas as proteinas depositadas no PDB. As propriedades de reconhecimento
molecular expostas na superficie de cada uma destas cavidades sfio descritas através de
pseudocentros. A partir dos pseudocentros identificados na cavidade do sitio ativo da
cruzaina, como depositada no complexo 1ME4, foi realizada uma busca no banco de dados
do programa CAVBASE por cavidades similares & cruzaina e que contenham um inibidor
em seu interior. O resultado da busca € classificado pelo programa e apresentado em ordem
decrescente de similaridade. As estruturas dos complexos com cavidades similares a
cruzaina podem ser visualizadas no proprio programa CAVBASE.

Os resultados, representando todos os pseudocentros identificados no sitio ativo da
cruzaina, e os pseudocentros utilizados na busca por cavidades similares estdo apresentados
nas Figura 32 e Figura 33, respectivamente. Uma lista dos complexos com cavidades

similares a cruzaina identificados pelo programa CAVBASE esta apresentada na Tabela 8.

2.5.4. Dinamica molecular
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Conforme discutido na Introdugdo desta tese, item 1.4.3., uma das estratégias para
se considerar tanto a flexibilidade da proteina, quanto a possibilidade da ocorréncia de
ajuste induzido na conformag@io da proteina devido a presenga de um ligante é uma das
aplicagdes de protocolos de dindmica molecular.

Os procedimentos de dindmica molecular foram realizados com o pacote de
programas Gromacs3.2.1,[Lindahl et al., 2001; Berendsen et al., 1995] utilizando-se o
campo de forga G43al, distribuido em conjunto com o programa. As coordenadas da
cruzaina, extraidas do complexo IME4 (resolugfo do cristal = 1,2A), foram utilizadas
como ponto de partida para as simulagdes de dindmica molecular. Foram realizadas as
simulagdes da cruzaina sem o ligante e da cruzaina com o ligante do complexo 1ME4.
Seguindo procedimentos descritos na literatura,[Sotriffer ef al., 2004] a estrutura inicial da
proteina foi submetida a minimizagdo da respectiva energia, no vacuo, tendo sido
realizados 20 passos de minimizag@o pelo método steepest descent, seguido de 180 passos
de minimizagdo pelo método comjugate gradient. A seguir, o sistema foi posicionado no
centro de uma caixa cubica, com lados de 80 A e, a seguir, esta caixa foi solvatada com
moléculas de agua. Para o sistema da proteina sem ligante, foram adicionadas,
automaticamente, pelo programa 16.110 moléculas de dgua, enquanto que para o sistema
com a proteina complexada com o ligante, foram adicionadas 16.075 moléculas de agua.
Apds a etapa de solvatacfo foram adicionados, nos dois sistemas respectivamente, 12 fons
de sddio com carga +1, para garantir a neutralidade de cargas do sistema (a cruzaina
apresenta uma carga de —12 devido ao maior nimero de residuos carregados
negativamente). Subseqiientemente, as moléculas de 4gua e os fons sdédio foram
minimizados quanto as suas energias, com 20 passos pelo método steepest descent, seguido
de 180 passos pelo método conjugate gradient. A seguir, a dindmica molecular teve inicio
com o aquecimento do solvente, por um periodo de 20 ps, até a temperatura de 300 K,
seguida de um resfriamento, por um periodo de 5 p até a temperatura de 100 K, mantendo-
se fixos os 4&tomos da proteina.

Depois desta etapa, todo o sistema (solvente e proteina) foi gradualmente aquecido
até a temperatura de 300 K, por um periodo de 25 ps, e mantido nesta temperatura por mais

50 ps para garantir que o equilibrio do sistema seja atingido. A simulagdo foi, entdo,
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conduzida por 3000 ps (3 ns), a temperatura e pressdo constantes (NPT — usando algoritmo
de Berendsen|[Berendsen et al., 1984]), aplicando-se condigdes periddicas de contorno. As
simulagdes das ligagdes de hidrogénios covalentes foram delimitadas pelo algoritmo
Shake.[Ryckaert et al., 1977] O intervalo de tempo usado foi de 2 fs. InteragBes do tipo Van
der Waals foram limitadas a distincia de 9 A, enquanto que, as interagdes eletrostaticas
foram tratadas pelo método PME (Particle Mesh Ewald).[MacKerell, 2001] Os valores das
coordenadas atdmicas para toda a trajetéria, utilizados na analise dos resultados, foram
registrados a cada 0,5 ps. Os graficos dos valores de RMSD em fungfo do tempo e em
fun¢do das distancias interatdmicas selecionadas em fungdo do tempo, foram gerados a
partir da trajetoria de 3 ns. Os resultados dos procedimentos de dindmica molecular estdo
apresentados de modo grafico nas Figura 36 e Figura 37 e estdo resumidos nas Tabela 9 e

Tabela 10.

2.5.5. Preparacio e aplicacdo do modelo farmacoforico (Modelo I e IT)

Conforme discutido na Introdugdo desta tese, item 1.4., a estratégia de virtual
screening, utilizada na descoberta de compostos bioativos, consiste na aplicagéo seqiiencial
de diferentes filtros virtuais em bibliotecas de compostos. Uma discussdo detalhada sobre
modelos farmacoféricos e suas aplicagdes como filtros para a selegdo de compostos
bioativos esta apresentada no item 1.4.2..

Todas as etapas de preparacdo e de aplicacdo do modelo farmacoférico foram
realizadas com o programa CATALYST.[Catalyst, 2005]

Com o objetivo de poder aplicar o modelo farmacoférico sobre o banco de dados
ZINC, primeiramente realizou-se a conversdo dos compostos presentes neste banco de
dados para o formato “.bdb” utilizado pelo programa CATALYST. Para tanto, os 3.294.741
compostos do banco de dados ZINC foram inicialmente convertidos do formato
unidimensional, “.smiles”, para o correspondente formato tridimensional “.sdf’, em uma
conformagdo de minimo de energia, utilizando-se o programa CORINA. Em seguida, o
programa CATALYST gerou, aleatoriamente, 50 conformagdes diferentes para cada
composto do banco de dados ZINC criando-se, entdo, um outro banco de dados com

3.288.893 compostos (alguns compostos foram rejeitados pelo programa CATALYST).
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A constru¢do do modelo farmacoférico foi feita a partir da estrutura do inibidor da
cruzaina, extraido do complexo 1ME4. Inicialmente, o programa reconheceu as
propriedades  fisico-quimicas da molécula, como por exemplo grupamentos
doadores/aceptores de ligagdo de hidrogénio, grupamentos hidrofébicos ou grupamentos
com cargas. A seguir, foram indicadas pelo usudrio quais destas propriedades comp&em o
modelo farmacofdrico e, para cada propriedade selecionada, ¢ atribuido um valor de raio de
tolerdncia para sua localizagdo. Este modelo farmacoforico putativo €, a seguir, testado
sobre os demais inibidores da cruzaina (em suas respectivas conformagdes extraidas dos
complexos alinhados) e sobre os compostos do banco de dados ZINC. Este procedimento ¢
repetido, interativamente, modificando-se, gradualmente, as propriedades fisico-quimicas e
as restrigdes espaciais do modelo farmacoférico com o objetivo de se maximizar tanto o
namero de compostos de referéncia aceitos pelo modelo, bem como o nimero de
compostos do banco de dados ZINC rejeitados pelo modelo.

Representagdes esquematicas dos dois modelos farmacoforicos construidos estdo
apresentados, respectivamente, na Figura 39 (Modelo I) e nas Figura 45 e Figura 47

(Modelo IT)

2.5.6. Filtros de propriedades fisico-quimicas (Modelo I e II)

Uma discussdo detalhada sobre filtros virtuais de compostos, baseados em
propriedades fisico-quimicas esta apresentada no item 1.4.1. da Introdugdo desta tese.

A aplicagdo dos filtros de propriedades fisico-quimicas foi feita utilizando-se o
programa DBFilter.[ Wang, 2003] Para esta etapa, o banco de dados ZINC foi, inicialmente,
convertido do formato unidimensional “.smiles” para o correspondente formato
tridimensional “.mol2”. Todas as moléculas, no formato MOL2, foram transferidas para um
Unico arquivo, que serviu de entrada para o programa DBFilter. Os valores do coeficiente
de particdo (logP) de todas as moléculas do banco de dados ZINC foram calculados pelo
programa XLOGP.[Wang et al., 1997] Este programa calcula os valores do logP a partir da
contribuicdo atdmica e de fatores de correcfio para interagdes intramoleculares e néo
considera a contribui¢do da ionizagfio para a particdo. A seguir, os valores de logP foram
registrados em um unico arquivo, que serviu de entrada para o programa DBFilter. Para a

aplicacdo dos filtros de propriedades fisico-quimicas, os valores de maximo e de minimo
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tolerados sdo registrados em um arquivo de entrada para o programa DBFilter, que, ao ser
executado, separa, automaticamente, as moléculas em “rejeitadas” ou “aceitas”, de acordo
com os critérios indicados. Os valores de méximo e de minimo, utilizados como critérios
para a sele¢éio dos compostos nos Modelos I e II, estdo respectivamente apresentados nas

Tabela 11 € Tabela 15.

2.5.7. Docking (Modelo I e II)

Uma discussdo detalhada sobre filtros de docking aplicados para a selecdo de
compostos bioativos estd apresentada no item 1.4.3. da Introdugdo desta tese.

Todos os procedimentos de docking foram executados com o programa
GOLD.[Verdonk et al., 2003] O programa de docking GOLD utiliza um algoritmo genético
para realizar buscas no espago conformacional/rotacional/translacional de um determinado
ligante, com o objetivo de encontrar as poses de minimo de energia entre este ligante e uma
determinada macromolécula biolégica. A funcgio de energia GOLDSCORE, utilizada pelo
programa para avaliar a afinidade entre o ligante e seu alvo, é baseada em mecénica
molecular e atribui um valor de Fitness para cada pose encontrada. Valores maiores de
Fitness indicam maior afinidade entre o ligante e a proteina. Esta fun¢fo de energia ¢
composta de quatro termos, para descrever, respectivamente, as ligagdes de hidrogénio
intramoleculares, as ligagdes de hidrogénio intermoleculares, as interagdes de Van der
Waals e, finalmente, a energia interna do ligante.

Para o procedimento de docking utilizando-se o programa GOLD, as estruturas tanto
da enzima alvo quanto as dos ligantes a serem docados s@o preparadas no formato MOL?2,
considerando-se todos os hidrogénios (polares e apolares), mas sem considerar os valores
de carga parcial atobmica. Os atomos constituintes do sitio ativo da cruzaina foram definidos
considerando-se todos os 4tomos em um raio de 20 A, a partir do 4tomo de enxofre da
Cys25. Os parametros do algoritmo genético sdo ajustados, automaticamente, pelo
programa de acordo com o tamanho do ligante, para se obter o méaximo de eficiéncia do
docking. A seguir, cada ligante ¢, consecutivamente, docado 10 vezes sobre a estrutura da
enzima. Para a andlise dos resultados do docking de cada ligante, considera-se, apenas, a
estrutura da pose com o maior valor de Fitness entre os 10 dockings realizados. As poses

resultantes dos procedimentos de docking podem ser analisadas em qualquer programa de
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visualizagdo de estruturas em trés dimensdes, como por exemplo o programa
DEEPVIEW.[Guex & Peitsch, 1997]

Os resultados da validagdo dos procedimentos de dockings para os Modelos I e 11
estdo apresentados na Figura 40 (Modelo I) e na Figura 48 (Modelo II), respectivamente.
Os resultados da aplicagdo dos procedimentos de dockings para os Modelos I e II estdo

apresentados na Figura 41 (Modelo I) e Figura 49 (Modelo II) , respectivamente.

2.6. Teste de inibicdo da cruzaina (Modelo I)

Conforme discutido na Introdug¢do desta tese, item 1.4., os modelos de virtual
screening devem ser validados experimentalmente para a confirmacdo de sua utilidade na
busca de compostos bioativos. Neste caso, modelos de virtual screening de inibidores da
cruzaina foram validados através do teste de inibi¢do enzimatica dos compostos sugeridos
pelos modelos.

Os testes de inibi¢do da cruzaina foram realizados nos laboratérios do Prof. Dr. Luiz
Juliano, Departamento de Biofisica, Universidade Federal do Estado de Sdo Paulo-SP; do
Prof. Dr. Willem Baader do Departamento de Quimica Fundamental do Instituto de
Quimica — Universidade de Sdo Paulo — SP e da Prof®. Dr®. Shirley Schreier do
Departamento de Bioquimica do Instituto de Quimica — Universidade de Sdo Paulo — SP.

Este procedimento foi utilizado para os compostos selecionados pelo Modelo I
(item 3.3.) de inibidores da cruzaina.

Seguindo-se procedimento de Tight-Binding-Titration,[Gillmor et al., 1997]
modificado de acordo com protocolo de rotina implementado nos laboratérios do Prof. Dr.
L. Juliano, UNFESP, SP,[McGovern et al., 2003] em uma cubeta de quartzo de 1,4 mL e
caminho o6ptico de 10 mm, foram adicionados 1000 pl. de uma solugéo tampédo fosfato
dissoédico (S0 mM) e EDTA (2,5 mM), pH=6,5; 0,3 uL. de uma solu¢do de cruzaina (1,8
uM) e 1,0 uL de uma solugdo do agente redutor de grupos tiol D77 (1,0 M). Esta mistura €
mantida em repouso, por 5 minutos, para a pré-incubagfo e a ativagdo da enzima. A reagdo
¢ iniciada com a adigdo de 5,0 uL. de uma solugdo do substrato fluorescente Z-FR-MCA
(125 uM). O valor da velocidade de consumo do substrato pela cruzaina € registrado em
um fluorimetro, equipado com agitagio magnética e banho termostatizado (37,0 £ 0,1 °C),

emitindo radiagdo em 380 nm e registrando-se a fluorescéncia em 460 nm. Em seguida,
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aliquotas de uma solugéio do inibidor sdo adicionadas & cubeta € a velocidade da reagfio
registrada, até que se observe ou a inibi¢do total da enzima (i.e. valor da velocidade de
consumo do substrato igual a zero) ou a perda da solubilidade do inibidor na cubeta.
Solugdes estoque dos inibidores, todas na concentragdo de 0,1 M, foram preparadas em
DMSO. As concentragées de DMSO na cubeta nunca foram maiores que 5% (v/v) e o0s
resultados foram controlados para o efeito do DMSO. Ao final, o valor da constante de
inibigdo aparente (K;") sdo obtidos a partir do ajuste dos pardmetros da equagdo de tight
binding (Equacio 2) aos valores de velocidade de consumo do substrato em fungfo da
concentracdo do inibidor. Finalmente, os valores da constante de inibigdo (Kj) sdo obtidos a

partir dos valores da constante de inibig&o aparente (K;*") utilizando-se a Equagdo 3:

V=S8A (E;j—0,5{(Eg+ I+ K™ — [(Eg+ I+ K™ —4E1") Equacio 2

onde V é o valor da velocidade de consumo do substrato; SA é uma
constante de proporcionalidade entre a velocidade de consumo do
substrato e a unidade de concentragdo da enzima; Ey € o valor da
concentragio da enzima; I ¢ o valor da concentragdo do inibidor; e Ki*® € o
valor da constante de inibigdo aparente [Gillmor et al., 1997].

Ki= K"/ [1+ (S/Kw)] Equagio 3

onde K; € o valor da constante de inibi¢do; K;*® é o valor da constante de

inibi¢do aparente; S é o valor da concentragdo do substrato; € Ky, € o valor

da constante de Michaelis-Menten (medida da afinidade da enzima pelo
substrato) [Gillmor ef al., 1997].

Os graficos dos testes de inibi¢do da cruzaina, mostrando a velocidade de consumo

do substrato pela enzima, na presenga de diferentes concentragdes de cada um dos

compostos selecionados pelo Modelo I estdo apresentados na Figura 42.

2.7. Verifica¢io do mecanismo promiscuo de inibi¢io enzimatica (Modelo I)

Conforme discutido na Intfrodugdo desta tese, item 1.4., os modelos experimentais
de atividade bioldgica in vitro sdo sujeitos a artefatos experimentais que podem levar a
resultados falso-positivos. Uma das causas conhecidas de resultados falso-positivos € a
possibilidade da ocorréncia de inibigdo enzimatica através do mecanismo

promiscuo.[McGovern et al., 2002]
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A possibilidade da ocorréncia de inibi¢do da cruzaina, através do mecanismo
promiscuo, foi verificada avaliando-se a sensibilidade dos inibidores na presenga de um
detergente ndo-idnico durante o teste de inibigfo.[Seidler ez al., 2003; McGovern et al.,
2003] Nos casos em que foi observada a perda da inibigdo, ou seja, a retomada do valor
original da atividade da cruzaina apos a adi¢do do detergente, foi sugerida a ocorréncia de
inibi¢dio pelo mecanismo promiscuo. Esta hipdtese foi, a seguir, confirmada através de
outro teste utilizando-se, neste caso, a enzima em uma concentra¢io 10 vezes
maior.[McGovern & Shoichet, 2003]

Assim, procedendo-se de acordo com o procedimento de teste de inibi¢o
enzimatica da cruzaina descrito anteriormente, nos casos em que foi observada a inibigfo
da cruzaina, foram adicionados 10,0 pul. de uma solugdo 1% (v/v) de Triton-X100 (um
detergente ndo-idnico). A seguir, o valor da velocidade de consumo do substrato pela
cruzaina foi registrado e, entdo, este valor foi comparado graficamente com o valor da
velocidade de consumo do substrato antes da adigdo do detergente. Se a atividade da
enzima retornasse aos valores préximos aos observados para a enzima sem o inibidor,
entdo, se assume que a inibigdo enzimdtica estd ocorrendo através do mecanismo
promiscuo.

Na Figura 42, estdo apresentados os graficos de inibi¢cdo enzimatica, mostrando o
consumo de substrato pela cruzaina, na presenca de diferentes concentragdes de cada um
dos compostos testados e o efeito da adi¢do de Triton X-100, nos testes em que houve
inibigdo parcial da atividade da cruzaina.

Para confirmar esta hipdtese de inibi¢do pelo mecanismo promiscuo, um outro teste
de inibi¢do enzimatica foi executado nas mesmas condi¢des descritas anteriormente,
utilizando-se, entretanto, neste caso uma concentragdo da enzima 10 vezes maior. Sendo
assim, em uma cubeta de quartzo de 1,4 mL e caminho optico de 10 mm, foram

adicionados 1000 pL. de uma solugio tampéo fosfato dissddico (50 mM) e EDTA (2,5 mM),

pH=6,5; 3,3 pl. de uma solu¢io de cruzaina (1.8 uM) e 1,0 uL de uma solugdo do agente
redutor de grupos tiol DTT (1,0 M). Esta mistura foi mantida em repouso, por 5 minutos,
para a pré-incubagdo e a ativa¢do da enzima. A reagfo ¢ iniciada com a adi¢éio de 5,0 uL de
uma solugdo do substrato fluorescente Z-FR-MCA (125 uM). O valor da velocidade de

consumo do substrato pela cruzaina € registrado em um fluorimetro, equipado com agitagédo
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magnética e banho termostatizado (37,0 £ 0,1 °C), emitindo radiagdo em 380 nm e
registrando-se a fluorescéncia em 460 nm. Em seguida, uma aliquota de uma solucéo do
inibidor na mesma concentragdo em que foi observada a inibicdo da enzima no teste
anterior (com a enzima em uma concentragdo 10 vezes menor), € adicionada a cubeta e a
velocidade de consumo do substrato € registrada. Se a inibigdo da enzima for
significativamente menor que no teste com a enzima em uma concentragdo 10 vezes menor,
entdo o mecanismo promiscuo de inibigdo enzimatica € confirmado.

Na Figura 43, estdo apresentados os graficos de inibi¢do enzimatica, mostrando o
consumo de substrato pela cruzaina na presenga dos inibidores suspeitos de agirem segundo

0 mecanismo promiscuo, em duas concentragdes diferentes da enzima (0,18 nM e 1,8 nM),.

2.8. Teste de inibicdo da cruzaina na presenca de detergente (Modelo II)

Este procedimento foi utilizado com os compostos selecionado pelo Modelo II
(item 3.4.) de inibidores da cruzaina e € andlogo ao procedimento realizado para o Modelo
I, descrito no item 2.6. A Unica mudanga (sublinhada no texto) foi a adicdo do detergente
Triton X-100 antes do inicio da reag#o.

Seguindo-se procedimento de Tight-Binding-Titration,[Gillmor et al., 1997]
modificado de acordo com protocolo de rotina implementado nos laboratérios do Prof. Dr.
L. Juliano, UNFESP, SP,[McGovern et al., 2003] em uma cubeta de quartzo de 1,4 mL e
caminho o6tico de 10mm, foram adicionados 1000 uL. de uma solu¢do tampdo fosfato

dissédico (50mM) e EDTA (2,5mM), pH=6,5; 0,3 pL. de uma solugdo de cruzaina (1,8 pM),

1,0 pL. de uma solugdo do agente redutor de grupos tiol DIT (1,0 M) e 10 uL de uma

solug¢io 1% (v/v) de Triton-X100. Esta mistura ¢ mantida em repouso, por 5 minutos, para a

pré-encubagio e a ativagdo da enzima. A rea¢do ¢ iniciada com a adi¢fo de 5,0 uL de uma
solugdo do substrato fluorescente Z-FR-MCA (125 uM). O valor da velocidade de consumo
do substrato pela cruzaina é registrado em um fluorimetro, equipado com agitacdo
magnética e banho termostatizado (37,0 £ 0,1 °C), emitindo radiagdo em 380 nm e
registrando-se a fluorescéncia em 460 nm. Em seguida, aliquotas de uma solugdo do
inibidor sdo adicionadas a cubeta e a velocidade da reagdo registrada, até¢ que se observe ou

a inibigfo total da enzima (i.e. valor da velocidade de consumo do substrato igual a zero) ou
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a perda da solubilidade do inibidor na cubeta. Solugdes estoque dos inibidores, todas na
concentragdo de 0,1M, foram preparadas em DMSO. As concentragdes de DMSO na
cubeta nunca foram maiores que 5% (v/v) e os resultados foram controlados para o efeito
do DMSO. Ao final, o valor da constante de inibi¢do aparente (Ki*") sdo obtidos a partir do
ajuste dos pardmetros da equagdo de tight binding (Equacfo 2) aos valores de velocidade
de consumo do substrato em fun¢do da concentragdo do inibidor. Finalmente, os valores da
constante de inibi¢do (K;) sdo obtidos a partir dos valores da constante de inibigdo aparente
(K;i) utilizando-se a Equacdo 3.

Os graficos dos testes de inibi¢8o da cruzaina, mostrando a velocidade de consumo
do substrato pela enzima, na presenga de diferentes concentragdes de cada um dos

compostos selecionados pelo Modelo II estdo apresentados nas Figura 52-Figura 70.
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3. Resultados e discussiao
3.1. Introdugio

O estudo de moléculas bioativas se estende a diferentes areas de aplicagio,
incluindo o planejamento racional de novos farmacos ou de defensivos agricolas, o estudo
de seus mecanismos de agdo, a previsdio da toxicidade e o controle ambiental.[Kubinyi,
2005] Diferentes estratégias metodologicas complementares podem ser aplicadas
iterativamente, focando-se em informagdes extraidas do sistema quimico e/ou do sistema
biologico e/ou da interagdo entre ambos. As informagdes do sistema quimico podem ser
obtidas do estudo das propriedades fisico-quimicas-moleculares de compostos bioativos,
como por exemplo: (i) a determinagdo dos valores do coeficiente de parti¢do
(logP);[Rahman et al., 2003] (ii) o célculo de valores de energia HOMO/LUMOI[Liu et al.,
2003]; (iii]) estudos conformacionais[Perola & Charifson, 2004]; (iv) estudos
espectroscopicos;|[Pires et al, 2001] e (v) estudos de reatividade.[Rishton, 1997]
Informagdes do sistema biolégico podem ser obtidas, entre outros: (i) de dados de
cristalografia de raios-X ou de ressondncia magnética nuclear de proteinas;[Kubinyi,
1998c] (ii) de estudos do metabolismo e sintese de biomoléculas;[Kubinyi, 1995] e (ii7) de
estudos para a descoberta e validagdo de alvos moleculares.[Wang, 1997] As informagdes
sobre a interag@o entre os sistemas quimico e biolégico podem ser obtidas tanto do efeito da
acdo do composto bioativo sobre o sistema biolégico, bem como da agdo do sistema
bioldgico sobre o composto bioativo, sendo que cada uma pode ser obtida de maneira
isolada ou simultdnea. Assim, por exemplo: (i) os valores da constante de afinidade (X;) do
ligante-receptor fornecem informagdes do efeito do composto sobre o sistema
bioldgico;[Ritonja ef al., 1996] (ii) os dados de ADME fornecem informagdes do efeito do
sistema biologico sobre o composto;[Eddershaw er al., 2000] e (iii) valores de ICsy,
determinados em um sistema in vivo, fornecem informagdes tanto do efeito da agfo do
composto bioativo sobre o sistema bioldgico, como da agdo do sistema bioldgico sobre o
composto bioativo.[Doyle ef al., 2007]

O Laboratério de OSAR e Modelagem Molecular de Compostos Bioativos do

Instituto de Quimica da Universidade de Sdo Paulo, liderado pela Prof®. Associada Antonia

Tavares do Amaral, vem se dedicando, nos altimos 20 anos, ao estudo de diversos aspectos
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de compostos bioativos. Entre eles, destacam-se estudos de Rela¢Ses Quantitativas entre
Estrutura quimica e Atividade biolégica, incluindo-se aqueles envolvendo modelagem
molecular (QSAR/QSAR-3D) e estudos para a determinagdo de propriedades fisico-
quimicas e estruturais (como lipofilicidade e variagdo da densidade eletrdnica do grupo
carbonila), de compostos com atividade biolégica, em especial antiarritmicos e anestésicos
locais;[Siqueira, 2001; Malvezzi, 2000; Tavares & Amaral, 1997; Sousa, 1997; do Amaral
et al., 1997; Tavares, 1987] antitumorais;[Raminelli, 2001] antibacterianos;[Pires, 1998;
Tavares, 1993; Baroni, 1987] [Pires et al., 2001] anti-hiv [Ishiki ez al., 2001; Ishiki, 1999];
tuberculostaticos [Ishiki, 2005] e antichagasicos [Malvezzi et al., 2008]][Scotti, 2005].
Estes estudos foram planejados visando-se contribuir para elucidar o mecanismo de agéo
destes compostos e, quando possivel, para prever derivados mais potentes €/ou menos
toxicos.

Além dos dados de atividade biologica, determinados no préprio grupo, ou retirados
da literatura, os trabalhos desenvolvidos no Laboratério de QSAR e Modelagem Molecular
de Compostos Bioativos, consideraram, até esta tese de doutorado, apenas informagdes do
sistema quimico, ou seja, dos pardmetros fisico-quimicos-moleculares determinados para as
séries de compostos estudadas, no planejamento de compostos bioativos. Esta estratégia,
também conhecida como Ligand Based Drug Design, ou desenvolvimento de fdrmacos
com base no ligante, € aplicada quando ndo se considera a estrutura do alvo bioldgico.
Nesta estratégia, o estudo do mecanismo de acfio de determinado composto ou o
mapeamento de seu receptor bioldgico é feito de modo indireto, ou seja, a partir da variagéo
estrutural dos compostos da série em estudo e da variagdo da atividade bioldgica da série
correspondente. Sendo assim, o sucesso desta estratégia no planejamento de compostos
bioativos dependera: (/) da qualidade dos dados de atividade bioldgica da série; (i7) da
escolha e da determinagfo dos pardmetros fisico-quimicos usados como descritores da
série; e (i) do modelo estatistico proposto para ser usado para correlacionar os dados de
atividade com os descritores fisico-quimicos.

Mais recentemente, com a disponibilidade de livre e amplo acesso a dados do
sistema bioldgico, disponiveis, entre outros, no banco de dados PDB, e com a
disponibilidade no Laboratorio de QSAR e Modelagem Molecular de Compostos Bioativos

de recursos de hardware e de software para manipulagdo e tratamento de grande namero de
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dados, foi possivel incluir no desenvolvimento de compostos bioativos considera¢des sobre
o sistema bioldgico, em especial, com relagdo & estrutura do alvo molecular e suas
interagdes com os ligantes. Esta estratégia, denominada Structure Based Drug Design, ou
desenvolvimento de farmacos com base no receptor, é complementar a estratégia anterior e
permite o desenvolvimento de ligantes especificos para um determinado alvo molecular,
explorando as caracteristicas estruturais especificas daquele alvo.

No presente trabalho, desenvolvido no dmbito de um projeto de doutoramento no
Instituto de Quimica da Universidade de S&o Paulo, sob a orientagdo da Prof*. Associada
Antonia Tavares do Amaral, foram implementadas e aplicadas estratégias de Structure
Based Drug Design, até entdo inéditas ao Laboratério de QSAR e Modelagem Molecular
de Compostos Bioativos. As estratégias implementadas foram: (i) a determinagfo de
campos de interagdo molecular de proteinas (ver Infrodugdo item 1.4.2.), (ii) o docking de
moléculas orgdnicas pequenas no sitio de ligagdo de proteinas (ver Introdugdo item 1.4.3.),
(iii) a busca por similaridades em bancos de dados de proteinas (ver Introdugdo item 1.4.3.)
a elaboragcdo de modelos farmacoféricos em trés dimensdes (ver Introdugdo item 1.4.2.) e
(iv) a dindmica molecular de proteinas ou de complexos proteina-ligante (ver Infrodu¢do
item 1.4.3.). Estas estratégias foram aplicadas, junto com outras metodologias ja
implementadas no grupo, para a descoberta de novos inibidores da cruzaina, uma cisteino-
protease do Trypanosoma cruzi, o agente etiolégico da doenga de Chagas (ver Introdu¢do
item 1.7.3.). Este trabalho esta inserido no projeto Tematico FAPESP Proc. 2001/01192-3
“Antichagasicos Potenciais, Derivados de Compostos Nitro-Heterociclicos”, coordenado
pela Profa. Dra. Elizabeth Igne Ferreira da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade de S@o Paulo e¢ faz parte do sub-projeto “Abordagens Metodologicas
Modernas Empregadas no Planejamento de Compostos Bioativos, Antichagésicos
Potenciais: OSAR/QSAR-3D ", coordenado pela Prof®. Dr®. Antonia Tavares do Amaral.

Neste relato introdutério do item 3. - Resultados e Discussdo - seré apresentada, nos

proximos dois paragrafos, uma breve narrativa histérica das etapas anteriores aos resultados

apresentados nesta tese, sem a preocupagdo de apresentar e discutir, em detalhes, os
resultados obtidos nestas etapas preliminares. Pretende-se com este relato introdutdrio,

apenas, fornecer subsidios para que o leitor possa compreender as etapas que antecederam a
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escolha dos sistemas que resultaram nos modelos de inibidores da cruzaina apresentados
nos itens 3.3 ¢ 3.4.

No projeto originalmente proposto, para esta tese de doutorado pretendia-se aplicar
metodologias usuais em QSAR/OSAR-3D para o estudo das caracteristicas fisico-quimicas e
estruturais de séries de derivados de fenilidrazonas (Figura 26), com potencial atividade
antichagéasica,[Li ef al., 1996] com o objetivo de contribuir para o entendimento da interagio
ligante-receptor e para propor modelos QSAR/QSAR-3D capazes de prever compostos mais
ativos e menos toxicos. Com este objetivo, foi preparada uma série de sete fenilidrazonas
estruturalmente semelhantes que, a seguir, foram testadas como inibidores da
cruzaina.[Malvezzi et al., 2005] Os sete compostos testados apresentaram inibigdo da
cruzaina (valores de K; variaram entre 0,1 e 0,10 pM), entretanto, foi verificado que pelo
menos um deles agia de acordo com o mecanismo promiscuo de inibigdo
enzimatica.[McGovern et al., 2003] Estes resultados falso-positivos foram corroborados com
relatos de literatura,[McGovern et al, 2002] indicando que bis-fenilidrazonas -
estruturalmente semelhantes & série preparada - também agem segundo o mecanismo
promiscuo de inibigdo enzimatica e levaram a mudanga da abordagem, originalmente,
proposta nesta tese que visa & busca de novos antichagéasicos. Assim, considerando-se a
disponibilidade no PDB, da estrutura cristalina da cruzaina complexada com diversos
inibidores e a disponibilidade de bibliotecas virtuais de compostos organicos, potencialmente
drug-like (ver Introdugdo itens 1.1. e 1.4.1.), foi proposta a busca de novas estruturas lider,
agora, utilizando estratégias de virtual screening (ver Introdugdo item 1.4.), baseadas em
informagdes tanto da estrutura da cruzaina cristalizada (structure based drug design), como
da estrutura dos inibidores complexados com a enzima (ligand based drug design).

Os modelos de virtual screening propostos, ainda nas etapas preliminares desta tese
de doutorado, foram aplicados sobre bibliotecas de compostos, relativamente pequenas (<
300.000 compostos) incluindo-se: o banco de dados Maybridge[Maybridge Chemicals Ltd., ]
(49.916 compostos),[Malvezzi et al., 2004] o banco de dados NCI/[NCI-NIH, 2005] (247.617
compostos),[Malvezzi et al, 2006] e o banco de dados Tocris[Tocris, 2005] (824
compostos). Estes modelos, ainda preliminares, foram avaliados virtualmente empregando-
se, apenas, os proprios inibidores da cruzaina usados para gerar o modelo. Os compostos

sugeridos por estes modelos nfo foram submetidos & validag@io experimental, ou seja, ao
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teste de inibi¢do enzimdatica da cruzaina. Tais modelos preliminares foram considerados
como exercicios de implementagéo e aplicagdo das ferramentas de virfual screening e para o
dominio das potencialidades e limitagdes das estratégias recém-implantadas no grupo.

Os resultados que serfio apresentados nesta tese, a seguir, se referem as etapas de
reconhecimento da estrutura da cruzaina e de seu sitio de ligac&o e as etapas de preparagdo e
validagdo experimental de dois modelos de virfual screening de inibidores da cruzaina
(Modelo I e Modelo II), que foram aplicados sobre a biblioteca de compostos ZINC[Irwin &
Shoichet, 2005] (3.294.741 compostos). Estes resultados serfo apresentados, nos itens 3.2 a

3.4., a saber:

3.2. Reconhecimento da estrutura da cruzaina e caracteristicas do sitio
ativo. Neste item, sdo apresentados os resultados do reconhecimento e
preparagdo da estrutura da cruzaina, para serem usados na proposi¢cdo dos
modelos de virtual screening. Este reconhecimento foi feito por: (i) inspecéo
visual; (i7) através de campos de interacdo molecular, calculados pelo programa
GRID,[Goodford, 1985] e (iii) por propriedades de interagdo molecular na
superficie da cavidade (pseudocentros), identificadas pelo programa
CAVBASE;[Schmitt et al., 2002] e (iv) por dindmica molecular.[Lindahl et al.,
2001]

3.3. Obtencio e validacio de modelo de virtual screening de inibidores da
cruzaina - Modelo I. Neste item, sdo apresentados os resultados da obtengdo e
validagdo do Modelo I, proposto a partir das estruturas dos 13 complexos da
cruzaina, depositadas no PDB. Os filtros, respectivamente, fisico-quimico,
farmacoforico, de docking e de seleg@o por inspegdo visual foram aplicados,
nesta seqiiéncia, sobre a biblioteca de compostos ZINC[Irwin & Shoichet,
2005], sendo que cada filtro foi individualmente validado utilizando-se todas as
estruturas dos 13 complexos extraidos do PDB. Finalmente, sdo apresentados os
resultados de validagfo experimental dos compostos selecionados pelo Modelo
I e os resultados da verificagdo do mecanismo promiscuo [Malvezzi et al.,

2008; McGovem ef al., 2002]
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3.4. Obtencio e validacido de modelo de virtual screening de inibidores da
cruzaina - Modelo II. Neste item, sdo apresentados os resultados da obtengdo e
da validagdo do Modelo II, proposto a partir das estruturas dos 33 complexos
de cisteino-proteases depositadas no PDB (13 complexos da cruzaina e 20
complexos de outras cisteino-proteases, identificadas na busca por cavidades
similares a cruzaina). Os filtros, respectivamente, farmacoférico, fisico-
quimico, de docking e de sele¢dio por inspegdo visual, foram aplicados, nesta
seqliéncia, sobre a biblioteca de compostos ZINC[Irwin & Shoichet, 2005],
sendo que cada filtro foi, individualmente, validado utilizando-se todas as
estruturas dos 33 complexos extraidos do PDB. Finalmente, sdo apresentados os
resultados de validagdo experimental dos compostos selecionados pelo Modelo

II [McGovern et al., 2003].

3.2. Reconhecimento da estrutura da cruzaina e caracteristicas do sitio ativo

Como discutido na Introdug¢do desta tese (item 1.4.3.), aspectos como: (i) o
reconhecimento da fungdo da enzima e seu mecanismo catalitico; (if) a identificacdo da
cavidade de ligagdo; (iif) a conformagdo; (iv) a flexibilidade; (v) a presenga de moléculas de
dgua conservadas; e (vi) a resolugdo da proteina sdo fundamentais para o sucesso de
estratégias de Structure Based Drug Design.

O alvo biolégico escolhido neste trabalho € uma cisteino-protease do T.cruzi, a
cruzipaina. A forma recombinante da cruzipaina, a cruzaina, foi expressa na bactéria E.
coli[Lima et al., 2001] e sua estrutura cristalina foi resolvida por cristalografia de raio-
X.[Serveau et al., 1996; Mcgrath et al., 1995; Ring et al., 1993; Meirelles et al., 1992;
Goodford, 1985] Existem hoje, pelo menos 13 (treze) estruturas da cruzaina depositadas no
PDB, todas complexadas com um inibidor covalente diferente. A Tabela 6 apresenta os
cédigos PDB dos treze complexos, com as correspondentes resolugdes e estruturas dos

inibidores.
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Tabela 6. Cédigos PDB, resolugdo e representagdo da férmula estrutural dos
inibidores presentes nos treze complexos da cruzaina, respectivamente. As estruturas dos
inibidores foram modificadas para representar os compostos antes da formagio do
complexo covalente. Os circulos vermelhos indicam o atomo de carbono que se liga
covalentemente a enzima.
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a. [Gillmor et al., 1997]; b N#o publicado; ¢ [Brinen et al., 2000]; d [Huang et al., 2003]; e [Choe et al., 2005]

Conforme descrito no item 2.5.1. desta tese, as estruturas dos treze complexos da

cruzaina foram comparadas, entre si, apos o alinhamento, 4tomo-a-atomo,[Guex & Peitsch,
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1997] de todos os atomos da enzima, em relagdo a estrutura do complexo 1AIM. Foram
excluidos do alinhamento os inibidores e moléculas de agua presentes nos arquivos PDB. A
Figura 28 mostra o resultado do alinhamento das 13 estruturas da cruzaina depositadas no
PDB. Todos as estruturas apresentam 100% de homologia, em relagdo a seqili€ncia de
residuos de aminoacidos do complexo 1AIM. Os valores de RMSD, calculados para todos
os 4tomos, variaram entre 0,21 A e 0,41 A (Tabela 7). Estas diferengas ndo sdo
significativas, uma vez que as coordenadas atomicas t€m um erro de aproximadamente 1/6
da resolugdo do cristal,[Bohm & Klebe, 1996] que no caso dos complexos de cruzaina

utilizados tem resolug@es variando entre 1,2 A ¢ 2,3 A (Tabela 6), resultando em valores de

incerteza em relagdo as coordenadas atdmicas variando de 0,2 A a 0,4 A.

Figura 28. Estruturas dos 13 complexos da cruzaina alinhados atomo-a-atomo, em
relagfo a estrutura do complexo 1AIM. Foram excluidos do alinhamento os inibidores e
moléculas de 4gua presentes nos arquivos PDB. Esta indicado o residuo catalitico Cys25
no fundo da cavidade do sitio ativo da cruzaina.

A analise destes resultados indica a grande equivaléncia na estrutura terciaria entre
os complexos analisados, permitindo que uma Unica estrutura seja usada, como
representante dos demais complexos da cruzaina, sem perda significativa das informagdes
estruturais contidas nos outros complexos. A estrutura eleita como representante da

cruzaina foi o complexo 1ME4, pois esta apresenta a melhor resolugdo cristalografica
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(1,2°A). A partir deste ponto nesta tese, “estrutura da cruzaina” ird sempre se referir a

estrutura contida no complexo 1ME4, a menos que indicado diferentemente.

Tabela 7. Valores de RMSD das 13 estruturas da cruzaina alinhadas 4tomo-a-atomo,
em relagio ao complexo 1AIM*®
Cédigo PDB RMSD’ (A)
1AIM -
2AIM 0,30
1IEWL 0,21
1IEWM 0,24
1IEWO 0,31
1EWP 0,22
1F29 0,29
1F2A 0,28
1F2B 0,28
1F2C 0,38
1ME3 0,41
1ME4 0,39
1U9Q 0,30

a.  Procedimentos realizados no programa Deep View.[Guex & Peitsch, 1997]
b.  Valores de RMSD calculados conforme descrito no item 2.5.1.

O alinhamento dos inibidores no sitio ativo da cruzaina, como resultado do
alinhamento, atomo-a-atomo, das enzimas em seus complexos correspondentes, revelou a
presenga de choques entre os 4&tomos dos inibidores e das enzimas com as quais estes nédo
foram originalmente complexados. A presenga deste choques ¢ uma indicagdo da
possibilidade da existéncia de ajuste induzido[Sotriffer et al., 2004] da enzima devido a
presenca do inibidor. Este efeito serd analisado mais a diante nesta tese, por dindmica

molecular.(Item 2.2.5.)

3.2.1. Reconhecimento por inspecio visual

O reconhecimento da estrutura da cruzaina foi feito, inicialmente, através da
inspegdo visual do sitio ativo do complexo 1ME4, observando a natureza e a orientagdo dos
residuos de aminoacidos que o compdem. Conforme descrito na literatura,[Otto &
Schirmeister, 1997] o centro catalitico da cruzaina ¢ formado pela triade Cys25, His159 e
Asnl75, situada entre as cavidades S1 ¢ SI°. A cavidade SI é aberta ao solvente e ndo tem
residuos que lhe atribuam especificidade. A cavidade $1° ¢ ainda mais ampla e, igualmente,
exposta ao solvente. A base da cavidade SI° é formada pelo anel indol do Trpl77. A

cavidade S2 é bem delimitada pelas cadeias laterais dos residuos hidrofdbicos AMer68,
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Alal33, Leul57 e Glul60, respectivamente. No fundo da cavidade $2, a GIu205 pode
expor, ora seus dois grupos metilenos intermediarios, ora seu grupo carboxilato terminal. A
flexibilidade da cadeia lateral da GIu205 atribui uma dupla especificidade para a cavidade
$2, que pode assim acomodar residuos tanto hidrofébicos como positivos. A cavidade $3 é
parcialmente exposta ao solvente e é formada pelos residuos Ser6l, Gly66, Leu67 e
Aspl60. A Figura 29-A apresenta uma representagdo grafica da superficie de Van der
Waals da cruzaina, onde estdo indicadas as cavidades $3, $2, S1, SI’, enquanto que a
Figura 29-B apresenta, em detalhe, uma representag@o grafica dos residuos que compdem
as cavidades 83, 82, $1, S’ da cruzaina.

A estrutura e o modo de ligagdo dos treze inibidores da cruzaina foi analisado a
partir da estrutura dos ligantes alinhados no sitio ativo. Todos os inibidores da cruzaina
contém uma porg¢do peptidica, ou peptideomimética, responsavel pelo reconhecimento do
sitio de ligacdo da enzima, e uma por¢io néo-peptidica, responsavel pela ligagdo covalente
com a enzima. A Figura 30-A apresenta uma representagio grafica dos inibidores
posicionados sobre a superficie de Van der Waals da cruzaina, alinhados em relagdo ao
sitio ativo da IME4. A Figura 30-B mostra, em detalhe, uma representa¢éo grafica dos
inibidores alinhados e de alguns residuos do sitio ativo da cruzaina.

Todos os treze inibidores da cruzaina analisados apresentam uma ligag@o aceptora
de hidrogénio com o -NH da Gly66 e uma ligagdo de hidrogénio doadora com o oxigénio
carbonilico da Aspl58. Adicionalmente, todos - exceto os complexos IEWL ¢ IEWM -
apresentam uma ligagdo aceptora de hidrogénio com o oxigénio carbonilico da Gly66.
Todos os inibidores ocupam, ao menos parcialmente, as cavidades $2 e S§3, com
grupamentos hidrofobicos ou positivamente carregados. A cavidade S1 € ocupada por
grupamentos hidrofoébicos em todos os complexos, exceto para IEWL e 1IEWM, que ndo
ocupam a cavidade. A cavidade S1’, € ocupada em apenas em 4 complexos (1F29; 1F2A;
1F2B e 1F2C), sendo todos com grupamento fenila. Todos os ligantes encontram-se
covalentemente ligados ao enxofre da Cys25. As por¢des ndo-peptidicas que reagem com a
Cys25 sdo fluorometilcetonas (1AIM; 2AIM e 1EWP), epoxidos (1IEWL e 1EWM);
vinilsulfonas (LIEWO; 1F29; 1F2A; 1F2B e 1F2C); a-hidroximetilcetona (IME3 ¢ IME4) e

a-cetoéster (1U9Q). As estruturas dos ligantes podem ser observadas na Tabela 6.
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Figura 29. (A) Representagfio grafica da superficie de Van der Waals da cruzaina.;
(B) Representagéo grafica dos residuos que compdem o sitio ativo da cruzaina. As regides
assinaladas S3, 52, S/, SI” correspondem as respectivas cavidades do sitio ativo.

Figura 30. (A) Representagdo grafica dos inibidores alinhados no sitio ativo da
cruzaina; (B) Detalhe dos inibidores alinhados sobre a superficie da cruzaina, onde estdo
indicadas as ligages de hidrogénio entre os inibidores e os residuos de GIy66 e de Aspl58
no sitio ativo da enzima.

3.2.2. Reconhecimento por campos de interacio molecular

Conforme apresentado nos itens 1.4.2. e 1.4.3., o reconhecimento das propriedades
do sitio de ligagdo de um alvo bioldgico pode ser feito a partir dos campos de interagfo
molecular (molecular interaction fields — MIF),[ Goodford, 1985] determinados ao redor da
estrutura do alvo biolégico.

Conforme descrito no item 2.5.2. (Materiais e Meétodos) desta tese, o
reconhecimento das propriedades fisico-quimicas do sitio ativo da cruzaina foi realizado
com base nos campos de interagdo molecular gerados pelo programa GRID.[Kastenholz et
al., 2000] Inicialmente, a sonda molecular “H,0O” foi utilizada para prever as posigdes mais

favoraveis de uma molécula de 4gua, na estrutura da cruzaina. Estas posi¢gdes foram
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comparadas com as posi¢des de moléculas de agua cristalograficas presentes dentro da
cavidade do sitio ativo, em cada uma das 13 estruturas da cruzaina depositadas no PDB. A
andlise dos resultados mostrou que néo houve sobreposigéo entre as posigdes das moléculas
de agua previstas pelo programa GRID e as moléculas de molécula de agua cristalograficas.
Igualmente, considerando-se apenas as moléculas de agua cristalograficas dentro da
cavidade do sitio ativo, nenhuma posigéo foi conservada em mais que 50% das estruturas,
quando analisada por inspe¢do visual. Estes resultados sugerem que nédo existem moléculas
de 4gua conservadas na estrutura da cruzaina e que para os préximos estudos apresentados
nesta tese envolvendo as estruturas da cruzaina depositadas no PDB, as moléculas de dgua
cristalograficas podem ser desconsideradas.

Em seguida, outras trés sondas moleculares disponiveis no programa GRID,
“Carbono aromdtico”, “Oxigénio carbonilico” e “Nitrogénio de amida”, foram usadas para
mapear dentro do sitio ativo da cruzaina, as regides favoraveis de interacdo hidrofobica,
doadora de ligagdo de hidrogénio e aceptora de ligagdo de hidrogénio. As regiGes de
minimo de energia dos campos de interagdo molecular obtidos para cada sonda representam
“hot spots”[Malvezzi et al., 2008], ou em outras palavras, regides favoraveis para
posicionar um atomo (ou grupamento) com propriedades equivalentes as de cada sonda.
Estas regides de minimo de energia foram comparadas com as posi¢des dos dtomos dos
inibidores presentes, respectivamente, nos 13 complexos da cruzaina depositados no PDB.
A andlise dos resultados mostra que os atomos dos inibidores se sobrepdem as regides de
minimo de energia dos campos de interagdo molecular, obtidos para as trés sondas
moleculares. A correspondéncia observada entre a posi¢do dos inibidores e os “hot spots”
identificados pelo programa GRID indica que os inibidores sdo capazes de reconhecer os
principais pontos de interagdo molecular da cruzaina e, portanto, sdo bons modelos para o
desenvolvimento de um modelo farmacoforico de ligantes da enzima (ligand based drug
design). A Figura 31 apresenta uma representagio grafica dos contornos isopotenciais da
cruzaina calculados pelo programa GRID [Goodford, 1985] usando quatro diferentes

sondas moleculares.
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Figura 31. Representacdo grafica dos contornos isopotenciais da cruzaina calculados
pelo programa GRID [Goodford, 1985], usando-se diferentes sondas moleculares, sendo:.
Branco - carbono alifatico. nivel de energia de —3,0 kcal/mol); Vermelho: oxigénio
carbonilico - nivel de energia de -3,0 kcal/mol; Azul: nitrogénio de amida - nivel de
energia de —6,0 kcal/mol). A superficie em amarelo corresponde a superficie de Van der
Waals da cruzaina (1IME4). As regides assinaladas S/, S2 e S3 correspondem as
respectivas cavidades do sitio ativo.

3.2.3. Reconhecimento por pseudocentros

Conforme apresentado no 1.4.3., as propriedades de reconhecimento molecular da
cavidade do sitio de ligagdo podem ser analisadas por pseudocentros.[Schmitt ez al., 2001]
Estes sdo pontos na superficie da cavidade, que representam as propriedades fisico-
quimicas dos residuos que compdem esta cavidade e que s@o expostas na superficie.

Conforme descrito no item 2.5.3. (Materiais e Métodos) desta tese, a analise dos
pseudocentros da cavidade do sitio ativo da cruzaina foi realizada utilizando-se o programa
CAVBASE,[Schmitt et al., 2001] que é um mddulo do programa RELIBASE+.[Gohlke et
al., 2000a] Através do programa CAVBASE as propriedades de reconhecimento molecular
sdo transformadas em cinco tipos de pseudocentros, respectivamente: (i) doador de ligagéo
de hidrogénio; (/) aceptor de ligagdo de hidrogénio; (iif) doador-aceptor de ligacdo de
hidrogénio; (iv) hidrofébico alifatico e (v) hidrofébico aromatico. Para a cavidade da
cruzaina o programa identificou 63 pseudocentros, representando as propriedades dos
residuos expostas na superficie desta cavidade. A Figura 32 apresenta todos os

pseudocentros identificados na cavidade da cruzaina.
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Figura 32. Representagéio dos 63 pseudocentros (PC) identificados pelo programa
CAVBASE, alinhados sobre os residuos que compdem a cavidade de ligagio da cruzaina
(estrutura extraida do complexo PDB IME4). Os cubos em azul, em vermelho e, em cinza
representam os PC de residuos doadores de ligagdo de hidrogénio, aceptores de ligagio de
hidrogénio e hidrofdbicos alifaticos, respectivamente. As regides assinaladas S7, S2, S3 e
S1I’ correspondem as respectivas cavidades do sitio ativo.

Diferentemente da analise dos campos de interacdo molecular realizada
anteriormente, os pseudocentros identificados pelo programa CAVBASE representam
pontos de interagdo na superficie da proteina, enquanto que o programa GRID identifica
regides complementares aos pontos de interagdo da proteina. Sendo assim, a comparagéo
dos resultados das duas analises ndo pode ser feita diretamente. Entretanto, uma analise
comparativa, feita por inspe¢do visual no programa DEEPVIEW, entre os “hot spots”
identificados pelo programa GRID e os pseudocentros identificados pelo programa
CAVBASE, permite a identificagdo de quais pseudocentros correspondem as propriedades
de reconhecimento molecular mais importantes na cavidade da cruzaina. Assim, foram
escolhidos 10 pseudocentros para caracterizar a cavidade da cruzaina considerando tanto os
“hot spots”, identificados pelo programa GRID, quanto a posi¢éo dos treze inibidores da
cruzaina cristalizados nos complexos PDB. A Figura 33 apresenta os 10 pseudocentros

selecionados, alinhados sobre os residuos que compdem a cavidade de ligagdo da enzima.
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Estes pseudocentros (PC) escolhidos correspondem as seguintes propriedades: doadora de
ligagdo de hidrogénio do “oxianion hole” do centro catalitico (PC 1 e 2 na Figura 33);
aceptora de ligagdo de hidrogénio da Asp158 e doadora e aceptora de ligagio de hidrogénio
da Gly66 (PC 3, 4 e 5, respectivamente, na Figura 33) e hidrofobicas dos residuos que
formam as cavidades $2 (PC 6, 7, 8 ¢ 9 na Figura 33) e $3 (PC 9 e 10 na Figura 33),

respectivamente.

Figura 33. Representagdo dos 10 (dez) pseudocentros (PC) selecionados pelo
programa CAVBASE, alinhados sobre os residuos que comp&em a cavidade de ligagdo da
cruzaina (estrutura extraida do complexo PDB IME4). Os cubos em azul, em vermelho e
em cinza representam os PC de residuos doadores de ligag3o de hidrogénio, aceptores de
ligag8io de hidrogénio e hidrofébicos alifaticos, respectivamente.

3.2.4. Busca por cavidades similares

Conforme descrito no item 2.5.3. (Materiais e Métodos), o modelo de cavidade da
cruzaina com 10 pseudocentros foi utilizado para uma busca no banco de dados PDB por
proteinas apresentando cavidades similares (ou seja, com a mesma natureza e distribuig¢do

espacial de pseudocentros) e que tenham um ligante posicionado dentro desta cavidade. O
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objetivo desta busca € encontrar ligantes em cavidades similares & cruzaina para que estes
possam ser usados na proposic¢do e validagdo de modelos virtuais de atividade da enzima.

A busca no banco de dados PDB por cavidades similares a cruzaina foi realizada
pelo programa CAVBASE, que listou as 100 melhores solugdes, classificadas em fungdo do
numero de pseudocentros correspondentes € da homologia de seqiiéncia. Foram excluidos
os resultados em que a proteina apresentava 100% de homologia com a /ME4 e os
resultados em que o ligante posicionado no sitio ativo era um metal, ou molécula
inorganica. A andlise dos resultados selecionou 20 estruturas, com pelo menos 6
pseudocentros correspondentes aos 10 pseudocentros do modelo da cruzaina. Todos os
complexos selecionados eram estruturas de cisteino-proteases covalentemente ligadas a um
inibidor peptidico. As homologias de seqiiéncia entre as 20 proteinas selecionadas e a
cruzaina variaram de 25,5% a 43,4%. A Tabela 8 apresenta os codigos PDB dos 20
complexos selecionados, com as correspondentes resolugdes e estrutura dos inibidores.

Conforme descrito no item 2.5.1. (Materiais e Métodos), as 20 estruturas dos
complexos selecionados na busca com o CAVBASE foram alinhadas, em relagdo ao sitio
ativo da cruzaina, tomando-se como referéncia os carbonos-alfa dos residuos Cys25,
Gly66, Aspl58 e Hisl59, respectivamente. A Figura 34 mostra o resultado do alinhamento

das 20 estruturas dos complexos de cisteino-protease selecionados do banco de dados PDB.
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Tabela 8. Codigos PDB, resolugdo e representagdo da férmula estrutural dos
inibidores presentes, respectivamente, nos 20 complexos selecionados pelo programa
CAVBASE. As estruturas dos inibidores foram modificadas para representar os compostos
antes da formagfo do complexo covalente. Os circulos em vermelho indicam o atomo de
carbono que se liga covalentemente a enzima.

Codigo PDB Cédigo PDB

(Resolug#o) Inibidor (Resolugdo) Inibidor
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Tabela 8.(continuagfio) Cédigos PDB, resolugfo, namero de pseudocentros equivalentes & cruzaina e
representagiio da férmula estrutural dos inibidores presentes, respectivamente, nos 20 complexos selecionados
pelo programa CAVBASE. As estruturas dos inibidores foram modificadas para representar os compostos
antes da formagdo do complexo covalente. Os circulos em vermelho indicam o 4tomo de carbono que se liga
covalentemente a enzima.

Codigo PDB

Cédigo PDB

(Resolugio) Inibidor (Resolugdio) Inibidor
(o]
H OY"(\) J‘\H H )\
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( 7 O
OH
b
Nm/NH2 y o O o
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CysZh

Figura 34. Estruturas das 20 cisteino-protease com cavidades semelhantes & cruzaina,
selecionados do banco de dados PDB utilizando-se o programa CAVBASE, alinhadas
atomo-a-atomo, em relagdo a estrutura do complexo 1AIM. Foram excluidos do
alinhamento os inibidores e moléculas de 4gua presentes nos arquivos PDB. Esta indicado
o residuo catalitico Cys25 no fundo da cavidade do sitio ativo catalitico.

A Figura 35 mostra a sobreposi¢do dos inibidores extraidos dos 20 complexos de
cisteino-protease com cavidades semelhantes a cruzaina, selecionados do banco de dados
PDB pelo programa CAVBASE, alinhados sobre a cavidade do sitio ativo da cruzaina.
Todos, exceto os inibidores dos complexos 1AU3 e 1AU4, apresentam uma ligagdo
aceptora de hidrogénio com o -NH da Gly66 e uma ligagdo de hidrogénio doadora com o
oxigénio carbonilico da Aspl58. Adicionalmente, todos, exceto os inibidores dos
complexos 1TU6, 2DC6 e 2DCD, apresentam uma liga¢do aceptora de hidrogé€nio com o
oxigénio carbonilico da Gly66. Todos os inibidores ocupam, ao menos parcialmente, as
cavidades §2 e §3, com grupamentos hidrofébicos ou positivamente carregados (a Unica
excecdo € o inibidor do complexo 2DCD que ndo ocupa a cavidade $3). A cavidade S7 €
ocupada por menos da metade dos inibidores (IFHO, IMEM, INQC, 1POP, 1SNK, 1 THE,
1TU6, 2FRQ e 2G6D), enquanto que os demais deixam a cavidade livre. A cavidade S$1° ¢
ocupada em apenas em 8 complexos (1AU3, 1AU4, 1FHO, IMEM, 1TU6, 2DC6, 2DCD ¢
2G6D). As porgdes ndo-peptidicas que reagem com a Cys25 sdo: epdxidos (1AEC; 1ATK;
IMEG; 2BDZ; 2DCD e 2DC6); vinilsulfonas (1FHO; IMEM e 2G6D); a-azometilcetona
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(IKHP e 1KHQ); clorometilcetona (1THE); ciano (1MS6 e 2FRQ); aldeidos (INQC; 1POP
¢ 1SHK); cetonas ciclicas (1AU3 e 1AU4) e a-cetamino (1TUG).

Figura 35. Representagdo grafica dos 20 inibidores presentes nos complexos
selecionados pela busca de cavidades similares & cruzaina, utilizando o programa
CAVBASE,[Schmitt et al., 2001] alinhados no sitio ativo da cruzaina. Estdo indicadas as
ligagdes de hidrogénio entre os inibidores e os residuos de G/y66 e de Aspl58 no sitio
ativo da enzima.

3.2.5. Reconhecimento por dindmica molecular

Conforme discutido na Introdugdo desta tese, item 1.4.3., uma das estratégias para
se considerar tanto a flexibilidade da proteina, quanto a possibilidade da ocorréncia de
ajuste induzido na conformagfo da proteina devido & presenca de um ligante € a aplicagéo
de protocolos de dindmica molecular. Sendo assim, conforme descrito no item 2.5.4.
(Materiais e Métodos), foram realizados estudos de dindmica molecular da enzima livre e
da enzima complexada com inibidor.

Antes de serem apresentados e analisados os resultados da dindmica molecular
deve-se destacar que no modelo em que a enzima se encontra complexada com o inibidor, a
ligagdo covalente entre o inibidor e a enzima nfo pode ser reproduzida, nas condi¢des de
dindmica molecular empregadas. Neste caso, foi considerado um complexo ndo-covalente,
em que a Cys25 encontra-se na forma de tiol, € o ligante em sua estrutura antes de sofrer o

ataque nucleofilico. Apesar desta nfo ser a mesma estrutura que foi cristalizada, assume-se
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que o complexo ndo-covalente como representado neste caso deve existir, por um certo
periodo de tempo, antes do ataque da Cys25 e a conseqliente formag¢do do complexo
covalente e irreversivel.

Partindo-se da estrutura da cruzaina, extraida do complexo 1ME4, foram registrados
3ns das trajetorias da enzima, respectivamente, livre e complexada com seu proprio
inibidor. Os resultados foram analisados quanto & variagdo da posicdo dos dtomos em
relacdo a estrutura cristalina, durante toda a trajetéria. A Figura 36 apresenta os graficos
dos valores de RMSD em fungio do tempo, obtidos a partir das trajetérias da cruzaina livre
(vermelho) e complexada com o ligante (azul), para todos os atomos da proteina (Figura
36-A); para os atomos do sitio ativo (Figura 36-B); para os atomos de carbonos-alfa
(Figura 36-C) e para os atomos de cadeias laterais (Figura 36-D). Estes resultados estdo
resumidos na Tabela 9 que apresenta valores de RMSD médios e os respectivos desvios

padriio de cada uma das trajetdrias analisadas.

RMSD (A)
RMSD (A)

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 ] 500 1000 1500 2000 2500 3000
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Figura 36. Graficos dos valores de RMSD em fungdio do tempo, obtidos a partir das
trajetérias® da cruzaina® sem o ligante (vermelho) e complexada com o ligante 1ME4
(azul), para: todos os dtomos da proteina (A); os atomos do sitio ativo (B); os atomos de

carbono-alfa (C) e os 4tomos de cadeias laterais (D), respectivamente.

® Obtidas por dindmica molecular no periodo de 3 ns, & temperatura de 300 K, utilizando-se o programa
Gromacs3.2.1 [Lindahl et al., 2001; Berendsen et al., 1995], e o campo de forga G43al.

® As coordenadas iniciais foram obtidas a partir da estrutura PDB do complexo 1ME4.

111



Tabela 9. Valores médios de RMSD (+ desvios padrio) observados nas trajetérias®
da cruzaina® sem o ligante e complexada com o ligante 1ME4, para todos os atomos,
respectivamente, da proteina; do sitio ativo; de carbono-alfa e de cadeias laterais.

Grupo de dtomos # atomos . . RMSD (A),
cruzaina livre cruzaina complexada
Toda a Proteina 2017 1,88 £0,29 1,97+ 0,27
Sitio Ativo 349 1,83 +0,30 1,86 = 0,26
Carbono-Alfa 215 1,47+ 0,25 1,59+ 0,25
Cadeia Lateral 947 2,21 +0,35 2,30 £ 0,30

2 Obtidas por dindmica molecular no periodo de 3ns, a uma temperatura de 300K, utilizando-se o programa Gromacs3.2.1 [Lindahl e al.,
2001; Berendsen et al., 1995], € o campo de for¢a G43al.

® As coordenadas iniciais obtidas a partir da estrutura PDB do complexo 1ME4,

Observando os valores na Tabela 9, nfo se nota diferenga significativa entre as
trajetdrias da enzima livre e da enzima complexada. Os valores baixos de RMSD (menores
que 2 A) observados quando se consideram todos os 4tomos da proteina, ou apenas os
atomos de carbonos-alfa, sugerem que a cruzaina apresenta uma significativa estabilidade
de sua estrutura tercidria e um enovelamento globular compacto.[Sotriffer er al., 2004]
Considerando apenas os atomos do sitio ativo, as trajetérias da enzima livre, ou
complexada, também sfo semelhantes, dentro do desvio padréo, indicando que o sitio ativo
ndo sofre grandes mudangas conformacionais, tanto quando este se encontra livre do
ligante, ou quando este se encontra complexado, com um ligante. Finalmente, como
esperado, os valores de RMSD, considerando apenas os atomos de cadeias laterais, sdo os
maiores entre os grupos analisados, revelando que as cadeias laterais apresentam alguma
flexibilidade, principalmente em residuos na superficie da proteina e expostos ao solvente.

Para avaliar mais especificamente a possibilidade de ajuste induzido do sitio ativo
devido a presenga do ligante, foram registrados os valores das distincias entre pontos
selecionados do sitio ativo. A comparagdio entre estas distdncias na enzima livre, € na
enzima complexada, permite identificar se existem residuos que sofrem mudangas
conformacionais (ajuste induzido) devido & presenca do ligante. A Figura 37, apresenta os
graficos dos valores das distancias em fungdo do tempo entre os seguintes atomos: CA-
Asp60 — CA-Gly66 (Figura 37-A); CA-Cys25 - CA-His159 (Figura 37-B); CA-Met68 —
CA-Vall32 (Figura 37-C); CA-Seri39 — CA-Aspl58 (Figura 37-D); CD Glu205 — CA-
Cys25 (Figura 37-E); CG-Aspl58 — CA-Gly65 (Figura 37-F); CG-Leu67 — CA-Gly65
(Figura 37-G); e entre os residuos 4sp60 — Gly66 (Figura 37-H); Cys25 — His159 (Figura
37-1); Met68 - Vall32 (Figura 37-J) e Ser139 - Asp158 (Figura 37-K). Para o célculo dos

valores das distancias entre dois residuos foi considerado o centro geométrico de cada
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residuo. Na Tabela 10 estdo apresentados os valores das distincias, respectivamente,

média, maxima e minima, observadas nas trajetdrias da cruzaina livre e complexada, entre

0s mesmos conjuntos de atomos descritos anteriormente.
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Graficos dos valores das distAncias em fungdo do tempo, obtidos a partir
das trajetorias® da cruzaina® livre (vermelho) e complexada (azul), respectivamente, entre
os seguintes atomos: CA-Asp60 — CA-Gly66 (A); CA-Cys25 - CA-Hisl59 (B); CA-Met68
— CA-Vall32 (C); CA-Seri39 — CA-Aspl 58 (D); CD Glu205 — CA-Cys25 (E); CG-Aspl58
— CA-Gly65 (F); CG-Leu67 — CA-Gly65 (G); e entre os residuos: Asp60° — Gly66° (H);
Cys25° — His159° (1); Met68° - Vall32° (J) e, Ser139° - Asp158° (K), respectivamente.

* Obtidas por dindmica molecular no periodo de 3 ns, a uma temperatura de 300 K, utilizando-se o programa
Gromacs3.2.1 [Lindahl et al., 2001; Berendsen ef al., 1995], e o campo de forga G43al.

® As coordenadas iniciais foram obtidas a partir da estrutura PDB do complexo 1MEA4.
¢ Para o calculo dos valores das distdncias entre residuos foi considerado o centro geométrico de cada residuo.
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Tabela 10. Valores das distancias, respectivamente, média, maxima e minima,
observadas nas trajetérias® da cruzaina” livre e a correspondente complexada, entre

atomos do sitio ativo.

Distincias entre os Atomos ou cruzaina livre cruzaina complexada
residuos (A) Média + SD Max. Min. Média + SD Max. | min
CA Asp60 — CA-Gly66 6,86 + 1,34 10,28 3,88 6,84 + 1,06 10,14 | 3,9%
CA Cys25 — CA-Hisl 59 5,38+ 0,35 6,51 4,66 6,90 £ 0,29 7,73 5,97
CA Met68 — CA-Valil32 7,90 £ 0,48 9,37 6,16 8,30 + 0,35 9,39 7,2(
CA Seri39 — CA-Aspl58 8,59 £ 0,46 10,29 7,33 8,60 + 0,43 10,03 | 7,3¢%
CD Glu205 — CA-Cys25 7,75 £0,44 9,58 5,76 14,41 + 0,91 17,31 | 12,1
CG-Aspl58 — CA-Gly65 7,48 £ 0,95 11,34 5,44 10,13 £ 0,55 11,67 | 8,0z
CG-Leu67 — CA-Gly65 7,75 £ 0,44 9,58 5,76 7,90 £ 0,56 9,82 6,07
Asp60° — Gly66° 7,84+ 1,62 11,65 4,43 8,01 +£1,28 11,60 | 4,5
Cys25° - His159° 4,51+0,21 5,07 4,04 5,57+0,23 6,36 4,74
Met68° - Vall32° 7,19+£0,38 8,33 5,95 7,41 £0,36 8,67 6,3&
Ser139° - Aspl58° 8,46 £ 0,54 10,64 6,69 8,23 £0,45 10,00 | 6,9¢

* Obtidas por dindmica molecular no periodo de 3ns, a uma temperatura de 300K, utilizando-se o programa Gromacs3.2.1 [Lindahl et al.,
2001, Berendsen ef al., 1995], e o campo de forga G43al.

™ As coordenadas iniciais foram obtidas a partir da estrutura PDB do complexo IME4.

¢ Para o célculo dos valores das distincias entre residuos foi considerado o centro geométrico de cada residuo.

Observa-se, nos valores das distancias entre atomos do sitio ativo da cruzaina,
apresentados na Figura 37 e na Tabela 10, que a presenca do ligante diminuiu o grau de
liberdade de alguns atomos do sitio ativo. A perda de flexibilidade pode ser observada
através dos valores de desvio padrio das distdncias entre os pontos do sitio ativo
selecionados, que sfo em geral menores durante a trajetéria do complexo quando
comparados com os observados na trajetoria da enzima livre. Por exemplo, na Figura 37-C,
observa-se que a distdncia entre o CA-Met68 e CA-Vall32 apresenta valores de desvio
padrio de 0,48 A e de 0,35 A, durante a trajetria da cruzaina livre e complexada,
respectivamente. Este efeito é ainda mais significativo quando os atomos considerados se
encontram nas cadeias laterais de residuos do sitio ativo, como por exemplo na Figura 37-
F, em que a distancia entre 0 CG-Asp158 e o CA-Gly65 variou com um desvio padréo de
0,95 A, durante a trajetoria da cruzaina livre, e de 0,55 A, durante a trajetéria da enzima
complexada. Outro aspecto a ser observado, ¢ a significativa mudanga de posi¢do de
cadeias laterais de residuos do sitio ativo préximos ao ligante. Estas mudangas podem ser
observadas na Figura 37-E, onde o valor da distancia entre os atomos CD-Glu205 ¢ CA-
Cys25, foi em média de 7,75 A durante a trajetoria da cruzafna livre e de 14,41 A durante a
trajetéria da enzima complexada. Outro exemplo desta mudanga de posi¢do pode ser
observado na Figura 37-F, onde a distincia entre os dtomos CG-A4spl58 e CA-Gly65, foi
em média de 7,48 A durante a trajetéria da cruzaina livre e de 10,13 A durante a trajetoria

da enzima complexada.
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Os resultados da dindmica molecular obtidos, analisando-se os valores das
distdncias entre atomos do sitio ativo em conjunto com os resultados de RMSD descritos
anteriormente, confirmam tanto a baixa flexibilidade da estrutura da cruzaina
(considerando-se a proteina como um todo) como a ocorréncia de ajuste induzido, em
alguns pontos do sitio ativo apds a complexagdo desta com um ligante, principalmente
quando considerados os atomos de cadeias laterais de residuos do sitio ativo. Estes
resultados sugerem que ligantes, obtidos a partir de procedimentos de docking (que
consideram a proteina rigida), devem ter suas posi¢Ges dentro do sitio ativo confirmadas,
quando possivel, por testes de dindmica molecular, para que a possibilidade do ajuste

induzido dos residuos do sitio ativo possa ser também levada em considerag@o.

3.3. Obtencéo e validacio de modelo de virtual screening de inibidores da cruzaina
- Modelo 1

Conforme discutido na Introdugdo desta tese, item 1.4., a estratégia de virfual
screening, utilizada na descoberta de compostos bioativos, consiste na aplicagdo seqiiencial
de diferentes filtros virtuais em bibliotecas de compostos. Assim, partindo-se do banco de
dados ZINC[Irwin & Shoichet, 2005] versdo S5, foram aplicados filtros virtuais de diferentes
naturezas para a sele¢do de inibidores da cruzaina. Cada um dos diferentes filtros virtuais, a
saber, fisico-quimico, farmacoférico, de docking e de inspecédo visual, foi individualmente
validado utilizando-se as estruturas dos 13 inibidores da cruzaina, extraidos dos complexos
depositados no banco de dados PDB. Os compostos selecionados pelo modelo foram
testados como inibidores da cruzaina. A Figura 38 mostra uma representagdo esquematica
da seqiiéncia de aplicagdo de cada filtro, acompanhada dos valores da porcentagem de

redugdo do numero de compostos da biblioteca, em cada etapa.
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Modelo |

Banco de dados ZINC
1 (3.294.741)

Filtro Fisico-Quimico
-90,9%1 (296.700)

Filtro Farmacoférico
-99,9%1 (308)
Filtro de Docking
-83,7%l (50)

Sele¢do por
Inspecgéo Visual

.30,0%1 (10)
Aquisigdo
-40,0%1 (6)

Teste de
Atividade

Figura 38. Representagdo esquematica da seqiiéncia filtros aplicados sobre a
biblioteca de compostos ZINC,[Irwin & Shoichet, 2005] representando o Modelo 1 de
virtual screening. Em paréntesis séo indicados os nimeros de compostos selecionados em
cada etapa e ao lado a correspondente porcentagem de redugdo, por cada filtro.

3.3.1. Filtro Fisico-Quimico

Uma discussdo detalhada sobre filtros virtuais de compostos, baseados em
propriedades fisico-quimicas, estd apresentada no item 1.4.1. da Introdugdo desta tese.

A primeira etapa do procedimento de virtual screening foi a aplicagdo de um filtro
de propriedades fisico-quimicas sobre todos os compostos do banco de dados ZINC. Todos
os procedimentos nesta etapa foram executados utilizando-se o programa DBfilter,[ Wang,
2003] e estdo descritos no item 2.5.6. (Materiais e Métodos). As propriedades fisico-
quimicas, utilizadas como filtros, foram baseadas na regra-dos-5 de Lipinski[Lipinski ef al.,
1997] e os seus valores de maximo e de minimo foram baseados nos treze compostos
extraidos dos complexos da cruzaina. Entretanto, considerando-se que estes inibidores sdo
derivados peptidicos, ou peptidomiméticos, € que um dos objetivos deste trabalho era
encontrar inibidores ndo-peptidicos da cruzaina, os valores de maximo e de minimo, das
propriedades fisico-quimicas utilizadas como filtros foram alterados para que fossem

selecionados compostos menores, menos lipofilicos e menos flexiveis do que os inibidores
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presentes nos complexos da cruzaina, usados para validar o modelo de virtual screening. A
Tabela 11 apresenta as propriedades fisico-quimicas utilizadas e os seus correspondentes

valores de maximo e de minimo, utilizados para selecionar inibidores da cruzaina.

Tabela 11. Valores das propriedades fisico-quimicas utilizadas para selecionar
inibidores da cruzaina
Propriedade Fisico-Quimica Valor (Min e Max)
Atomos permitidos H;C;N;O0;F;CLI;Br;I;P;S
Massa Molecular 250 600
logP -2 5
Grupos doadores de ligacdo de hidrogénio 2 5
Grupos aceptores de ligacdo de hidrogénio 2 10
Soma dos atomos de oxigénio e nitrogénio 3 8
Halogénios 0 2
Nimero de anéis 0 4
Tamanho do anel 0 8
Ligacdes com rotacgio livre 0 6
Extensdo da cadeia alifatica CH3(CH,),- 0 2

Em funcfo da alteragdo dos valores de maximo e de minimo das propriedades
utilizadas como filtros, em especial o valor maximo de seis ligagdes com rotagdo livre,
nenhum dos 13 inibidores da cruzaina, extraidos dos complexos PDB, foram reconhecidos
pelo filtro fisico-quimico. A aplicagfo destes filtros fisico-quimicos sobre o banco de dados
ZINC encontrou 296.700 moléculas apresentando as propriedades drug-like pré-
selecionadas. A aplicagdo deste filtro representou uma redugdo de 90,9% do numero de

moléculas do banco de dados ZINC original (3.294.741 moléculas).

3.3.2. Filtro farmacoforico

A segunda etapa do procedimento de virtual screening foi a aplicagdo de um filtro
farmacoforico sobre os compostos selecionados na etapa anterior. Uma discussdo detalhada
sobre filtros farmacoforicos aplicados para a sele¢do de compostos bioativos estd
apresentada no item 1.4.2. da Introdugdo desta tese.

Todas as etapas envolvendo a preparagdo, a validagdo e a aplicagdo do modelo
farmacoforico foram realizadas no programa CATALYST,[Catalyst, 2005] e estdo descritas
no item 2.5.5. (Materiais e Métodos). Para a constru¢do do modelo farmacoférico foram
utilizadas apenas as estruturas dos inibidores presentes nos complexos, respectivamente,

1AIM; 1TEWO; 1F29; 1F2A; 1F2B; 1F2C; IME3; IME4 e 1U9Q. Os inibidores presentes
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nos complexos 2AIM; 1EWL e 1EWP ndo foram utilizados pois estes ndo apresentam um
grupamento fenila na cavidade §2. Conforme descrito na literatura,[Cazzulo et al., 2001] a
cavidade $2 da cruzaina tem afinidade por grupamentos hidrofébicos aromaticos, como o
grupo fenila. A presenca deste grupamento, na estrutura do ligante, aumenta a afinidade e
favorece o correto posicionamento deste no sitio ativo da cruzaina. Adicionalmente, o
inibidor presente no complexo 1IEWM foi excluido por apresentar uma amida invertida na
cavidade S1. A exclusdo desta estrutura permite uma localizagfo espacial mais precisa das
propriedades doadora e aceptora de ligag@o de hidrogénio no modelo farmacoférico final. A
Figura 39-A apresenta o alinhamento dos ligantes utilizados para a constru¢do do modelo
farmacofoérico. Observa-se o perfeito alinhamento do grupamento fenila, de todos os
inibidores na posigfo S2 e a sobreposi¢do dos atomos de oxigénio e de nitrogénio da amida

central, em todos os ligantes.

Figura 39. (A) Representagio do alinhamento dos ligantes® utilizados para a
construcio do modelo farmacoférico. (B) Representagio do modelo farmacoférico,
gerado com o programa CATALYST,[Catalyst, 2005] a partir dos ligantes® alinhados.

2 1AIM; 1EWO; 1F29; 1F2A; 1F2B; 1F2C; 1ME3; 1ME4; e 1U9Q, respectivamente,
alinhados no sitio ativo da cruzaina.

A Figura 39-B mostra uma representagdo do modelo farmacoférico gerado. O
modelo contém o arranjo espacial, em trés dimensdes, de quatro regiGes com diferentes
propriedades, respectivamente: (7) uma regido que deve ser ocupada por um grupo aceptor
de ligagdo de hidrogénio; (if) uma regido que deve ser ocupada por um grupo doador de
ligagdo de hidrogénio, (iii) uma regido que deve ser ocupada por um grupamento
hidrofébico aromatico e (iv) uma regido que deve ser ocupada por um atomo eletrofilico.
Adicionalmente, o modelo apresenta regides de exclusdo de volume (ndo mostradas na
Figura 39-B) aleatoriamente espalhadas ao redor das regides de interagdo supra citadas. A

regidio, aceptora de ligagdo de hidrogénio, representa a interagdo com o nitrogénio da amida
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da Gly66 e a regido, doadora de ligagdo de hidrogénio, representa a interagio com o
oxigénio carbonilico da 4spl58. Estas regides descrevem tanto a posi¢do do grupamento
envolvido na interagdo quanto a diregdo em que a ligagdo de hidrogénio deve ser formada.
A regido hidrofébica aromatica representa a ocupagio da cavidade S$2, do sitio ativo da
cruzaina e a regifo eletrofilica corresponde a posi¢do do atomo que pode sofrer o ataque
nucleofilico do enxofre da Cys25.

Este modelo farmacoférico foi capaz de reconhecer os 9 inibidores da cruzaina
utilizados na prepara¢éo do modelo. A aplicagdo deste modelo, sobre as 296.700 moléculas
selecionadas na etapa anterior (filtro fisico-quimico), encontrou 308 compostos capazes de
satisfazer as restriges espaciais impostas pelo modelo. Esta etapa representou uma redugdo
de 99,9% no numero de moléculas selecionadas pelo filtro fisico-quimico (296.700

moléculas).

3.3.3. Filtro de docking

Uma discussdo detalhada sobre filtros de docking aplicados para a selegdo de
compostos bioativos, esta apresentada no item 1.4.3. da Introdug¢do desta tese.

As moléculas selecionadas pelo filtro farmacoférico foram submetidas, a seguir, ao
procedimento de docking no sitio ativo da cruzaina. Todos os procedimentos de docking
foram executados pelo programa GOLD,[Verdonk et al., 2003] e estdo descritos no item
2.5.7. (Materiais e Métodos).

Para a validagdo desta etapa, foram realizados dez dockings de cada um dos treze
inibidores extraidos dos complexos PDB, sobre suas correspondentes estruturas da
cruzaina. A similaridade, entre as poses apresentadas pelo programa e a pose encontrada no
cristal foi avaliada pelo correspondente valor de RMSD calculado entre as duas poses. Os
resultados foram avaliados quanto & capacidade do programa de prever, corretamente, a
pose do ligante no sitio ativo da proteina e quanto a posigdo relativa da pose mais proxima
ao cristal, em relacfo aos 10 dockings realizados para cada inibidor. A Tabela 12 apresenta
o valor de RMSD da solugfo mais proxima & pose no cristal e a posigéo relativa desta pose,

em relagdo as outras poses, encontradas pelo programa GOLD.
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Tabela 12. Resultados dos dockings® dos treze complexos do PDB, apresentando os
correspondentes valores de RMSD da solug@io mais préxima a pose do cristal e 4 posigdo
relativa © desta pose, em relagfo as outras possiveis poses encontradas

Cdédigo PDB RMSD (A) Posicio relativa ©
1AIM 1,02 1
1EWL 2,16 5
1EWM 1,76 1
1EWO 1,34 1
1EWP 1,50 3

1F29 1,29 1
1F2A 1,89 1
1F2B 1,65¢ 1
1F2C 1,34 ¢ 1
1ME3 1,00 1
1ME4 1,35 1
1U9Q 1,31 1
2AIM 1,84 8

# Utilizando o programa GOLD [Verdonk et al., 2003]

® Os valores de resolugfio dos cristais variaram de 1,2 22,2 (A)

¢ Em relagfio aos 10 dockings executados por ligante

4No calculo dos valores de RMSD para estes compostos foram excluidos os 4tomos da cavidade SI°

A Figura 40 apresenta dois exemplos representativos dos resultados de validagéo

do procedimento de docking utilizando-se os inibidores extraidos do PDB. S#o
apresentadas a sobreposi¢io da pose de maior valor de Fitness obtida pelo programa GOLD
e da pose encontrada no cristal, para os inibidores dos complexosIME3 (Figura 40-A) e

1F2B (Figura 40-B), respectivamente.

Figura 40. Sobreposiciio das poses de maior valor de Fitness obtidas pelo GOLD 3.0
(branco) e as correspondentes poses encontradas no cristal (verde) para os ligantes dos
complexos IME3 (A) e 1F2B (B), respectivamente. As regides assinaladas $3, S2, S1, SI’
correspondem as respectivas cavidades do sitio ativo.

Observa-se na Figura 40, o perfeito ajuste entre as poses obtidas pelo programa

GOLD e as correspondentes poses encontradas extraidas dos complexos, para os inibidores
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IME3 (Figura 40-A) e 1F2B (Figura 40-B), respectivamente, em especial nas cavidades
$2 e 83 do sitio ativo da cruzaina. Observa-se ainda na Figura 40-B, que ndo houve ajuste
da por¢do do ligante 1F2B posicionada na cavidade S1’ do sitio ativo. A justificativa para
esta falta de ajuste € o fato de a cavidade SI’ ser mais exposta ao solvente do que as
cavidades $2 e S$3 do sitio ativo da cruzaina, permitindo que o ligante se posicione
livremente dentro da cavidade S1°.

Conforme pode ser observado na Tabela 12, os valores de RMSD, das poses mais
préximas & pose no cristal encontradas pelo programa, variaram de 1,00 a 2,16 A.
Adicionalmente, em dez dos treze dockings realizados, a pose mais proxima a do cristal foi
também a de maior valor de Fitness, ou seja, a pose eleita pelo programa como a de maior
ajuste. Estes resultados indicam que, na maior parte dos casos (10/13), o programa tanto €
capaz de propor a pose correta, como também reconhecer esta pose como a de maior ajuste
(Fitness), entre qualquer outra pose possivel. Em apenas trés casos, o programa nfo
classificou corretamente a pose mais proxima ao cristal como a de maior valor de Fitness,
respectivamente, nos complexos IEWL, IEWP e 2AIM. Em comum, estes trés complexos
(junto com o complexo 1F29), ndo apresentam um grupo aromatico posicionado dentro da
cavidade 82 do sitio ativo da cruzaina. Sabidamente,[Cazzulo ef al., 2001] a cavidade S2
tem afinidade pela cadeia lateral de residuos de fenilalanina, ou seja, grupamentos
hidrofébicos aromaticos. A falta de grupamentos desta natureza na posi¢do $2 pode ter
contribuido para que o programa nfo posicionasse corretamente os inibidores na cavidade
da cruzaina. Estes resultados obtidos validam o procedimento de docking, utilizando o
programa GOLD, para a previsdo de modos de ligagdo de ligantes no sitio ativo da
cruzaina.

Apos a validagdo do procedimento de docking, os 308 compostos, selecionados pelo
filtro farmacoférico na etapa anterior, foram submetidos a 10 dockings na estrutura da
cruzaina, extraida do complexo 1ME4, utilizando-se as mesmas condi¢des da etapa de
validagdo. Os resultados foram avaliados em relagfio as poses de maior valor de Fitness
atribuido pelo programa GOLD, para cada um dos compostos docados. Os 50 compostos
com maiores valores de Fitness foram selecionados para serem analisados, por inspegéo

visual, dentro do sitio ativo da cruzaina, em suas poses de minimo de energia atribuidas
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pelo programa GOLD. A aplicagfio deste filtro de docking representou uma reducdo de
83,7% no numero de moléculas selecionadas pelo filtro farmacoférico (308 moléculas).

A Figura 41 apresenta as poses de maior valor de Fifness identificadas pelo
programa GOLD, para os compostos ZINC04506284 (Figura 41-A) e ZINC03326243
(Figura 41-B), posicionados dentro da cavidade do sitio ativo da cruzaina. Sdo indicados
os valores das distdncias das ligagdes de hidrogénio entre os atomos dos ligantes e os

residuos Gly66 e Asp158 da cavidade do sitio ativo da cruzaina.

Figura 41. Poses de maior valor de Fitness identificadas pelo programa GOLD, apds
o procedimento de docking dos compostos ZINC04506284 (A) e ZINC03326243 (B),
posicionados dentro da cavidade do sitio ativo da cruzaina. Séo indicados os valores das
distancias das ligagdes de hidrogénio entre os atomos dos ligantes e os residuos Gly66 e
Aspl158 da cavidade do sitio ativo da cruzaina. As regiGes assinaladas S3, 52, SI, SI°
correspondem as respectivas cavidades do sitio ativo.

3.3.4. Filtro visual e selecdo dos compostos para o teste de inibi¢do enzimatica

Conforme discutido na Introdug¢do item 1.4.3., a inspe¢do visual dos resultados de
virtual screening é uma etapa critica no procedimento de docking uma vez que os modelos
de selegdo sdo rudimentares e ndo superam o conhecimento e experiéncia quimica do
pesquisador envolvido com os aspectos multifatoriais da interagéo entre o ligante e seu alvo
bioldgico.[Sotriffer et al., 2004]

Os 50 compostos selecionados na etapa anterior de docking foram visualmente
inspecionados, dentro do sitio ativo da cruzaina, avaliando-se a qualidade da interagdo entre
o composto e os residuos que compdem o sitio de ligagdo, levando-se em conta os
seguintes critérios: (i) a reatividade do grupo eletrofilico; (i7) a distancia e a geometria da
possivel interagdo entre o enxofre da Cys25 e o atomo eletrofilico do ligante; (iii) a

complementaridade estrutural entre o ligante e as cavidades da enzima; e (iv) a distdncia e a
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geometria das ligagdes de hidrogénio entre os atomos oxigénio da Aspl58 e Nitrogénio da
cruzaina. Esta sele¢@o por inspecdo visual resultou em uma redugéo de 80,0% no niimero
de moléculas selecionadas pelo filtro de docking (50 moléculas).

Dos dez compostos selecionados na dltima etapa do Modelo I (inspecéo visual),
apenas  seis  encontravam-se  comercialmente  disponiveis  (ZINC02470662,
ZINC02682879, ZINCO02663001, ZINC01936854, ZINC03326243, ZINC03192044,
respectivamente). Estes seis compostos foram adquiridos das correspondentes empresas
fornecedoras. Esta etapa de aquisi¢do dos compostos, representou uma redugfo de 40% em
relagdo ao compostos selecionados pelo Modelo 1. A Tabela 13 mostra a representagio
estrutural dos seis compostos selecionados pelo Modelo I de virtual screening e que foram

adquiridos para a validagdo experimental do modelo.
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Tabela 13. Representagéio esquematica dos 6 compostos selecionados pelo Modelo I
de inibidores da cruzaina e que foram adquiridos e submetidos ao teste de inibigdo
enzimdtica. Sdo apresentados os correspondentes valores de massa molecular, logP? e
empresa fornecedora, de cada um dos compostos adquiridos. Os circulos em vermelho
indicam o atomo de carbono eletrofilico susceptivel ao ataque nucleofilico do enxofre
catalitico da Cys235.

Peso

# Ref Composto Cédigo ZINC Molecular

logP® Vendedor

o} (o]
;
| N
1 %”@5 ZINC02470662  296,3 2,9 Specs
o

[o] S \
2 °‘\©A\)LT);§‘ ZINC02682879  288,7 3,4 Life Chemicals
N
: - ;
3 ; NM ZINC02663001  373,5 3,7 Enamine Ltd
o

N
bl'I a
4 NWV)J\T ZINCO01936854  290,3 1,3 Asinex Limited
(o] H
Il
N

ZINC03326243 463,99 4,6 Enamine Ltd

ZINC03192044  411,5 2,5 Enamine Ltd

*Valores calculados usando o programa XLOGP[Wang ef al., T997].

3.3.5. Testes Enzimaticos e Valida¢io Experimental do Modelo de Virfual
screening

Conforme discutido na Introducdo desta tese, item 1.4., os modelos de virtual

screening devem ser validados experimentalmente para a confirmagdo de sua utilidade na
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busca de compostos bioativos. Assim, os seis compostos selecionados pelo Modelo I de
inibidores da cruzaina e que foram adquiridos das correspondentes empresas fornecedoras,
foram submetidos ao teste de inibi¢do enzimatica da cruzaina, segundo o teste de inibig¢io
de tight-binding modificado,[Judice et al., 2001] como descrito no item 2.6. (Materiais e
Métodos).

Dos seis compostos testados, trés ndo mostraram inibig¢do significativa da cruzaina
até as concentragdes testadas de 7,22 mM; de 38,71 mM e de 0,67 mM, para os compostos
ZINC02470662, ZINC02682879 ¢ ZINC03192044, respectivamente. Em concentragdes
mais altas, estes compostos se tornaram insoliveis na solugdo tampdo. A Figura 42
apresenta os graficos de inibi¢do enzimatica, mostrando o consumo de substrato pela
cruzaina na presenga de cada um dos compostos testados, em diferentes concentragdes.

Os outros trés compostos foram capazes de inibir, parcialmente, a cruzaina nas
concentragdes de 44,91 pM; de 17,26 uM e de 4,17 pM, para os compostos
ZINC02663001, ZINC01936854 ¢ ZINC03326243, respectivamente. Conforme descrito
no item 2.7. (Materiais e Métodos), para verificar a possibilidade destes compostos estarem
agindo segundo o mecanismo promiscuo de inibi¢do enzimatica,[McGovern et al., 2002]
foi determinado o efeito da adigdo de Triton X-100 (0,1%, v/v) sobre a poténcia dos
compostos (ver Introducdo item 1.3.3.) Para os trés compostos que mostraram inibi¢do
parcial da cruzaina, a adi¢gdo do detergente néo-idnico Triton X-100 diminuiu,
significativamente, a poténcia fazendo com que a enzima retornasse a valores de atividade
antes da inibi¢do. Segundo o modelo de inibigdo promiscua[McGovern et al., 2002],
compostos que formam agregados moleculares a concentragdes micro ou submicromolares
s8o capazes de inibir inespecificamente enzimas de diferentes naturezas. A adigdo de um
detergente ndo-idnico desfaz estes agregados moleculares e interrompe a inibigéo
enzimatica. A Figura 42 apresenta os graficos de inibicdo enzimética, mostrando o
consumo de substrato pela cruzaina, na presenca de diferentes concentragdes de cada um
dos compostos testados e o efeito da adicdo de 7riton X-100 nos testes onde houve inibigédo

parcial da atividade da cruzaina.
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Graficos dos valores da velocidade® de consumo do substrato® pela

cruzaina® na presenca de cada um dos compostos selecionados (usando pelo menos duas
concentragdes) e o efeito da adi¢do de TritonX-100 (0,1%) nos testes onde foi observada
inibicio da atividade enzimatica (compostos ZINC02663001, ZINC01936854 ¢
ZINC03326243, respectivamente).
® Valores determinados fluorimetricamente, em 1000 pL de solugdo tampéo fosfato
dissodico (50 mM) e EDTA (2,5 mM), pH=6,5; sob agitagdo magnética e temperatura
controlada e ajustada para (37,0 £ 0,1 °C) em um Fluorimetro HITACHI4500 (Ex:
380nm; Em: 460nm).

5 L de Bz-FR-MCA (170 uM).
¢ 0,3 uL de cruzaina (0,18 nM) com 5 min de pré-incubagéo na presenga de 1 uL de DTT
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Conforme descrito no item 2.7. (Materiais e Métodos), para confirmar a ocorréncia
de inibi¢do enzimatica, via mecanismo promiscuo para os compostos ZINC02663001,
ZINC01936854 e ZINC03326243 foi realizado o teste do efeito da concentragdo da
enzima sobre a poténcia inibitéria dos compostos. Sabe-se que inibidores micromolares
especificos, que agem segundo o mecanismo competitivo, ndo devem  ser,
significativamente, afetados por um aumento de nanomolar na concentragdo da enzima,
pois a concentragdo dos inibidores é muitas vezes maior que a concentragdo da enzima.
[McGovern et al, 2002] Entretanto, inibidores promiscuos que formam agregados
moleculares podem perder, significativamente, sua capacidade de inibi¢do enzimatica, em
fungdo do aumento na concentragdo da enzima.[Malvezzi et al., 2008] Isto ocorre, pois 0s
agregados moleculares e a enzima encontram-se em concentragdes equivalentes e um
pequeno aumento na concentragdo da enzima pode, facilmente, superar a capacidade de
inibi¢do dos agregados moleculares (ver Introdugdo item 1.3.3.). Para os trés compostos
testados, foi observada perda significativa da poténcia de inibi¢do da cruzaina, quando a
concentragdo da enzima foi aumentada 10 vezes, corroborando a hipdtese destes compostos
estarem agindo segundo o mecanismo promiscuo de inibicdo enzimatica. A Figura 43
apresenta os testes enzimaticos, mostrando o consumo de substrato pela cruzaina na
presenga dos compostos, respectivamente, ZINC02663001, ZINC01936854 ¢
ZINC03326243 em duas concentragbes diferentes da enzima (0,18 nM e 1,8 nM). Em
todos os casos, 0s compostos testados foram menos potentes com a enzima na concentragdo

mais alta (1,8 nM) do que com a enzima na concentra¢éo mais baixa (0,18 nM)
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Figura 43. Griaficos dos valores® de consumo do substrato’ pela cruzaina na presenga

dos compostos ZINC02663001, ZINC01936854 ¢ ZINC03326243, respectivamente. Os
valores das concentragdes da enzima foram aumentadas 10 vezes, respectivamente, de
0,18 nM (graficos a esquerda) para 1,8 nM (graficos & direita) para confirmar a ocorréncia
de inibi¢do enzimatica via mecanismo promiscuo.

? Valores determinados fluorimetricamente, em 1000pL de solugdo tampdo fosfato
dissédico (50 mM) e EDTA (2,5 mM), pH=6,5; sob agitagdo magnética e temperatura
controlada e ajustada para (37,0 + 0,1 °C) em um Fluorimetro HITACHI4500
(Ex: 380 nm; Em: 460 nm).

®5 L de Bz-FR-MCA (170 uM).
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Estes resultados indicam que, apesar do modelo de virtual screening ter sido
desenvolvido para selecionar inibidores especificos da cruzaina, incluindo compostos
potencialmente reativos frente ao enxofre catalitico de cisteino-proteases, os compostos
escolhidos e testados n@o se mostraram capazes de inibir a cruzaina, ou apresentaram
inibi¢do de acordo com o mecanismo promiscuo. Estes resultados mostram que, conforme
discutido na Introdugdo desta tese, item 1.4., resultados falso-positivos ocorrem tanto em
modelos de virtual screening quanto em testes enzimaticos experimentais.

Estes resultados negativos sdo esperados, uma vez que modelos de virtual screening
sdo, naturalmente, apenas modelos de atividade € ndo se espera que sejam capazes de
prever, corretamente, todas as possiveis interagdes ligantes e o alvo molecular. Dentre os
dez compostos sugeridos pelo Modelo I, apenas seis compostos foram escolhidos para a
validagdo experimental do modelo de virtual screening. Este nimero de compostos €
pequeno tendo em vista o indice acerto de modelos de virtual screening em trabalhos
publicados na literatura[Kubinyi, 2006] (entre 1/2 ¢ 1/100 dos compostos sugeridos pelo
modelo). Ou seja, considerando-se a ineficiéncia dos modelos € preciso testar varios
compostos (pelo menos algumas dezenas) para que um, ou mais compostos ativos, possam
ser encontrados. Modelos de virtual screening devem ser considerados apenas como
ferramentas para enriquecer bibliotecas de compostos e ndo testes virtuais, propriamente
ditos.

Uma das vantagens do uso de modelos de virtual screening para o desenvolvimento
de ligantes ¢ a velocidade com que estes modelos podem ser modificados e reaplicados
sobre a biblioteca de compostos, sem qualquer custo adicional. Em fungfo disso, o
desenvolvimento de ligantes pode ser um processo interativo, ou seja, os resultados
negativos de um modelo podem auxiliar na elaboragdo do préximo modelo, levando em
conta as possiveis razdes para o insucesso do primeiro. Dentre as possiveis causas para a
falta de atividade dos compostos sugeridos pelo modelo de virtual screening estdo a baixa
reatividade de nitrilas aromaticas (quatro entre os seis compostos testados eram nitrilas
aromdticas, compostos  ZINC02470662, ZINC02682879, ZINC01936854 ¢
ZINC03326243) ¢ a nfo ocupagdo da cavidade S3 da cruzaina (trés dos seis compostos
testados eram relativamente pequenos e ndo ocupavam a cavidade S3, compostos

ZINCO02470662, ZINCO02682879 e ZINCO01936854). Compostos pequenos, que nao
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ocupam mais de uma cavidade do sitio ativo da cruzaina, ndo apresentam afinidade
suficiente pela enzima, a ponto de deslocar o substrato usado no teste de inibig#o.
Finalmente, as evidéncias de inibi¢do pelo mecanismo promiscuo em trés dos seis
compostos testados, mostra que a inibigdo da cruzaina, nas condi¢bes experimentais
utilizadas € passivel deste tipo de artefato experimental e que estes resultados, falso-
positivos, podem ser freqiientes em compostos selecionados por virtual screening. As
razbes que levam um composto a formar um agregado molecular capaz de inibir
inespecificamente enzimas ndo sdo completamente conhecidas e, portanto, ainda ndo é
possivel prever com confianga este tipo de comportamento indesejado.[Malvezzi ef al.,
2008; McGovern et al., 2002] Para evitar estes resultados falso-positivos, a principal
estratégia recomendada € o uso de detergentes (Trifon X-100) no ensaio enzimatico,
evitando-se, assim, a formacgdo dos agregados moleculares, que promove a inibigo

inespecifica da enzima.[Seidler ef al., 2003; McGovern et al., 2003]

3.4. Obtencéo e Validacio de modelo de virtual screening de inibidores da cruzaina
- Modelo II

A partir dos conhecimentos e experiéncias adquiridas na prepara¢do do Modelo I,
foi proposto um novo modelo de virtual screening de inibidores da cruzaina, introduzindo-
se modificagcdes em cada uma das etapas de elaboragdo do modelo. Foram propostas as
seguintes modificacdes: (i) na série de compostos utilizados como referéncia para a
preparagdo do modelo, (if) nos critérios de cada um dos diferentes filtros aplicados sobre a
biblioteca de compostos, (iii) na seqiiéncia de aplicagdo dos diferentes filtros sobre a
biblioteca de compostos, (7v) no nimero de compostos selecionados para a validagdo
experimental do modelo e, (v) no procedimento de teste enzimatico utilizado para a
validagdo experimental do modelo.

A primeira mudanga em relago ao Modelo I aplicada na elaboragio deste Modelo 11
foi 0 aumento do nimero de inibidores de cisteino-proteases utilizados como compostos de
referéncias para a prepara¢do do modelo. Além dos 13 inibidores extraidos dos complexos da
cruzaina depositados no PDB utilizados no Modelo I, foram incluidos outros 20 inibidores

extraidos de complexos de cisteino-proteases identificados na busca por cavidades similares
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a cruzaina, utilizando-se o programa CAVBASE (ver Resultados e Discussdo itens 3.2.3. e
3.2.4.).

Assim, partir das estruturas de 33 complexos de cisteino-proteases depositados no
PDB (13 complexos da cruzaina + 20 complexos de outras cisteino-proteases) foi proposto o
Modelo 1I de virtual screening de inibidores da cruzaina. Foram aplicados, nesta seqiiéncia,
os filtros farmacoférico, fisico-quimico, de docking e de selegdo por inspegéo visual sobre o
banco de dados ZINC[Irwin & Shoichet, 2005] versfo 5. A seqiiéncia de aplicago dos filtros
foi alterada pois ambos os filtros farmacoforico e fisico-quimico séo rapidos (i.e. podem ser
aplicados sobre o banco de dados ZINC inteiro gastando-se apenas alguns minutos),
entretanto, o filtro farmacoférico € mais especifico que o filtro fisico-quimico, permitindo
uma redu¢do mais criteriosa no numero de compostos do banco de dados ZINC. Como
discutido na Introdu¢do, item 1.4., a seqiiéncia de aplicagdo dos filtros ndo deve alterar o
resultado final da selecdo, entretanto, esta afirmagfio s6 € valida quando os critérios de cada
filtro ja foram definidos. Quando a escolha dos critérios de cada filtro € dependente do
numero de compostos selecionados/rejeitados pelo filtro, a aplicagdo de filtros pouco
seletivos, como o filtro fisico-quimico, nas primeiras etapas da selegdio, pode resultar na
perda de diversidade estrutural.

Cada um dos diferentes filtros virtuais foi validado individualmente utilizando-se as
estruturas dos 33 inibidores de cisteino-protease extraidos dos correspondentes complexos.
Os compostos selecionados pelo Modelo II foram testados como inibidores da cruzaina. A
Figura 44 mostra a representagio esquematica da seqiiéncia de aplicagfo de cada filtro no
Modelo II, juntamente com a porcentagem de redugéo da biblioteca de compostos em cada

etapa.
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Modelo Il

Banco de dados ZINC
i (3.294.741)

Filtro Farmacoforico
ss,a%l (4.863)

Filtro Fisico-Quimice
88,8% | (543)
Filtro de Docking
-88,5%1 (62)

Selegdo por
Inspegdo Visual

-11,3% 1 (55)

Aquisigdo
63,6%1 (19)

Teste de
Atividade

Figura 44. Representagdo esquematica da seqiiéncia filtros aplicados sobre a
biblioteca de compostos ZINC,[Irwin & Shoichet, 2005] representando o Modelo II de
virtual screening. Em paréntesis sdo indicados os numeros de compostos selecionados em
cada etapa € ao lado a correspondente porcentagem de redugéo por cada filtro.

3.4.1. Filtro farmacoforico

Uma discussdo detalhada sobre filtros farmacoféricos aplicados para a sele¢do de
compostos bioativos, esta apresentada no item 1.4.2. da Infrodugdo desta tese.

A primeira etapa do procedimento de virtual screening foi a preparacgdo e validagdo
de um modelo farmacoférico de inibidores da cruzaina, para sua posterior aplicagdo como
um filtro virtual sobre todo o banco de dados ZINC).[Irwin & Shoichet, 2005] Todas as
etapas envolvendo a preparagdo, a validagédo e a aplicagdo do modelo farmacoférico foram
realizadas no programa CATALYST,[Catalyst, 2005] e estdo descritas no item 2.5.5.
(Materiais e Meétodos). Para a constru¢do do modelo farmacoférico foram utilizadas as
estruturas dos 13 inibidores extraidos dos complexos da cruzaina, depositados no PDB e 17
dos 20 inibidores selecionados, a partir da busca com o CAVBASE. Justifica-se a exclusdo
desses trés compostos (IMEG, 2BDZ e 2DCD), pois estes foram rejeitados pelo programa
CATALYST. Todos os 30 inibidores aceitos pelo programa CATALYST foram utilizados em

suas conformagdes extraidas do complexo cristalino e alinhados pelos residuos Cys25;
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Gly66; Aspl58 e His159 do sitio ativo. Suas estruturas foram modificadas para representar
os compostos antes da formag&o do complexo covalente.

Durante o procedimento de criagdo do modelo farmacoférico, um modelo tentativo
inicial € gerado e este é aplicado tanto sobre os 30 compostos de referéncia e validagdo,
quanto sobre todos os compostos do banco de dados ZINC. Este procedimento € repetido
inimeras vezes e interativamente, visando-se maximizar o numero de compostos de
referéncia aceitos pelo modelo e, a0 mesmo tempo, buscando-se minimizar o nimero de
compostos do banco de dados ZINC aceitos pelo modelo.

Partindo-se de um modelo inicial simples, com apenas um componente, foi criado
um modelo farmacoférico de inibidores da cruzaina composto de 5 propriedades fisico-
quimicas distribuidas em um espago de trés dimensdes. Duas regides, que representam um
espago que deve ser ocupado por grupamentos hidrofébicos, ou com carga positiva; uma
regido que deve ser ocupada por um grupo doador de ligagdo de hidrogénio, uma regido que
deve ser ocupada por um grupo aceptor de ligagdo de hidrogénio e uma regido que deve ser
ocupada por um atomo eletrofilico, suscetivel ao ataque nucleofilico do enxofre da Cys25.

A Figura 45 mostra uma representagéo do modelo farmacofdrico gerado.

Figura 45. Representagio do modelo farmacoférico de 5 pontos gerado a partir das
estruturas dos ligantes extraidos dos 30® complexos, selecionados para a criagdo e
valida¢do do modelo de virtual screening
(a). 13 compostos extraidos dos complexos da cruzaina e 17 complexos selecionados,
apds a busca com o programa CAVBASE.
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Cada uma das regides hidrofébicas/positivas corresponde a uma cavidade do sitio
ativo da cruzaina, ou seja, as cavidades S2 e S3, respectivamente. A regifio correspondente
a cavidade S2 tem um raio de 1,5 A, enquanto que a regifio correspondente a cavidade S3
tem um raio de 2,5 A. Esta diferenga se deve ao fato de a cavidade S2 ser menor e menos
exposta ao solvente do que a cavidade S3, fazendo com que os ligantes tenham menor
liberdade para se posicionarem na cavidade S2 do que na S3. O fato de se permitir tanto
grupamentos positivamente carregados quanto grupamentos hidrofobicos nas cavidades S2
e 53 € uma caracteristica exclusiva[Otto & Schirmeister, 1997] da cruzaina, em relagio a
outras cisteino-proteases. A cavidade S2 ¢é formada lateralmente pelos residuos
hidrofébicos, respectivamente, Leu67, Alal33 e Met68, e no seu fundo, encontra-se o
residuo Glu205. A cadeia lateral da G/u205 tem flexibilidade e pode tanto expor para o
interior da cavidade o grupo carboxilato negatii/amente carregado, e assim permitir a
acomodac¢do de um ligante positivamente carregado, bem como pode mover a porgdo
terminal da sua cadeia lateral para o solvente, expondo para o interior da cavidade os dois
grupamentos metilenos da sua cadeia intermediaria, para poder assim acomodar ligantes
hidrofébicos. A cavidade S3 € formada pelos residuos Leu67, Asp60, Ser61 e Ser64, que
entretanto, por se encontrar exposta ao solvente, pode igualmente acomodar tanto um
grupamento carregado quanto um grupamento hidrofébico. Todos os 30 (trinta) ligantes
utilizados como referéncias para a criagdo (e posterior validagdo) do modelo farmacoférico
apresentam grupamentos hidrofobicos, ou positivamente carregados, posicionados tanto na
cavidade S2 quanto na S3.

As regides doadora e aceptora de ligagdo de hidrogénio do modelo farmacoférico
correspondem as posi¢des complementares aos atomos oxigénio da Aspl58 e hidrogénio da
amida da Gly66, respectivamente. O valor do raio da regido aceptora de ligagdo de
hidrogénio ¢ de 0,5 A enquanto que o da regidio doadora de ligagdo de hidrogénio ¢ de
0,8 A. A regifio doadora de ligagdo de hidrogénio € maior que a aceptora para poder
acomodar amidas invertidas, como € o caso dos ligantes da cruzaina para /EWL e IEWM.
Todos, exceto os inibidores dos complexos 1AU3 e 1AU4, apresentam uma ligagdo
aceptora de hidrogénio com o -NH da Gly66, e uma ligagdo de hidrogénio doadora com o
oxigénio carbonilico da Asp158. A regigio eletrofilica tem um raio de 1,5 A e corresponde a

posicdo do atomo que pode sofrer o ataque nucleofilico do enxofre da Cys25. Todos os 30
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ligantes, utilizados como referéncia para a criagdo do modelo apresentam um 4atomo
eletrofilico que se liga covalentemente ao enxofre da Cys25. Estes atomos eletrofilicos
fazem parte dos seguintes grupos funcionais: aldeido, cetona, epdxido, vinil sulfona, nitrila,
a-azometilcetona, a-clorometilcetona, a-fliormetil cetona, o-hidroximetilcetona, a-amido
cetona e a-ester cetona. Além destes, sdo descritos na literatura[Otto & Schirmeister, 1997]
inibidores de cisteino-proteases com seguintes grupos funcionais: carbazona, dissulfeto e
cetonas af-insaturadas. A partir destes grupos funcionais eletrofilicos presentes em
inibidores da cruzaina e de outras cisteino-proteases, foram definidos os tipos de 4tomos
que devem ocupar a regido eletrofilica do modelo farmacoférico. A Figura 46 apresenta os
grupos funcionais eletrofilicos suscetiveis ao ataque do enxofre da Cys25. As setas apontam

para o atomo eletrofilico, que sofre o ataque nucleofilico em cada um dos grupamentos

apresentados.
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Figura 46. Grupos funcionais eletrofilicos suscetiveis ao ataque do enxofre da Cys25.

As setas apontam para o atomo eletrofilico, que sofre o ataque nucleofilico em cada um
dos grupamentos apresentados: Aldeido, Cetona, a-Halo Metil Cetona, Epéxido,
Semicarbazona, Nitrila, Azo Composto, Dissulfeto, Vinilsulfona, o-Amido Cetona, e

cetona o, 3-insaturada.

O modelo famacoforico proposto foi capaz de reconhecer vinte e sete dos trinta
compostos utilizados na criagdo e validagdo do modelo. Este desempenho representa uma
identificagdio de 90% dos compostos de referéncia. Os trés compostos ndo reconhecidos

pelo modelo sdo 1EWL, 1U9Q e 1AU3.
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A aplicagdo deste modelo sobre o banco de dados ZINC encontrou 15.847
compostos capazes de satisfazer todas as caracteristicas do modelo. Em relagdo aos
3.294.741 compostos do banco de dados ZINC, a aplica¢do deste filtro farmacofdrico
representou uma redugdo de 99,51% do numero de compostos.

Para refinar ainda mais o modelo farmacoférico e incluir informag¢des sobre a
estrutura da cruzaina, foram adicionadas regides de excluséo de volume para representar o
espago correspondente aos atomos da cavidade da enzima ao redor dos 5 pontos de
interago molecular que compdem o modelo farmacoférico desenvolvido. Para definir os
pontos de exclusfio de volume, foram usadas as coordenadas dos atomos dos residuos que
formam o sitio de ligagdo da cruzaina. As regides de exclusdo de volume foram criadas
com raios de 0,5 A. As regides de exclusio de volume, correspondentes aos 4tomos da
cadeia lateral da Cys25, foram excluidas do modelo, pois, como se pressupde[Otto &
Schirmeister, 1997] uma interagdo covalente, entre o atomo eletrofilico do ligante e o
enxofre da Cys25, a distdncia que seria esperada entre estes atomos é interpretada pelo
programa CATALYST como sendo um choque entre atomos e, assim, o ligante passa a ser
rejeitado pelo modelo. A Figura 47 representa o modelo farmacoférico com as respectivas
regides de exclusdo de volume.

Este modelo farmacoférico (com as regides de exclusio de volume) foi capaz de
reconhecer vinte e dois dos vinte e sete compostos de referéncia reconhecidos pelo modelo
anterior (sem as regides de exclus@o de volume). Este desempenho representa uma
identificagdo de 75% em relagéo aos 30 (trinta) compostos inicialmente selecionados para a
validagdo do modelo. As estruturas rejeitadas pelo modelo séo .2DC6, 2G6D, 1AUA4,
1KHP, 1IKHQ e 2DCD.

A aplicagdo deste modelo final (com as regides de exclusdo de volume) sobre todo o
banco de dados ZINC encontrou 4.863 compostos com as caracteristicas do modelo
farmacoforico. Esta etapa representou uma redugdo de 99,85% do banco de dados ZINC

original (3.294.741).
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Figura 47. Representagio do modelo farmacoférico de 5 pontos® com as
correspondentes regides de exclusdo de volume, definidas a partir das coordenadas dos
atomos dos residuos que formam o sitio de ligagdo da cruzaina (estrutura extraida do
complexo PDB 1ME4).

(a) Gerado a partir das estruturas dos ligantes, extraidos dos 30 complexos selecionados
para a criagfio e validag@o do modelo de virtual screening

Este modelo farmacoférico preparado para o Modelo II apresentou quatro
mudangas significativas, em relagdo ao modelo farmacoforico preparado para o Modelo I, a
saber: (/) uma regido hidrofdbica/positiva correspondendo a cavidade S3 do sitio ativo da
cruzaina; (ii) valores menores para o raio das regides doadora e aceptora de ligagdo de
menores; (iii) possibilidade de acomodag@o de grupamentos hidrofébicos ou positivamente
carregados na cavidade S2 e; (iv) regides de exclusdo de volume representando todos os
atimos da cavidade de ligagdo da proteina. Todas estas modificagGes tornam este modelo
farmacoforico (preparado para o Modelo IT) mais especifico e mais restritivo para selegéo

de inibidores da cruzaina.

3.4.2. Filtro Fisico-Quimico

Uma discussdo detalhada sobre filtros virtuais de compostos, baseados em

propriedades fisico-quimicas esta apresentada no item 1.4.1 da Infrodugdo desta tese.
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A segunda etapa do procedimento de virtual screening foi a aplicagio de um filtro
de propriedades fisico-quimicas sobre os compostos selecionados na etapa anterior. Todas
os procedimentos nesta etapa foram executados utilizando-se o programa DBfilter,[Wang,
2003] e estdo descritos no item 2.5.6. (Materiais ¢ Métodos). As propriedades fisico-
quimicas utilizadas como filtros foram baseadas na regra-dos-5 de Lipinski,[Lipinski et al.,
1997] e os correspondentes valores de maximo e de minimo foram derivados dos treze
compostos, extraidos dos complexos da cruzaina e dos vinte compostos selecionados na
busca de cavidades similares a cruzaina utilizando o programa CAVBASE. A Tabela 14
apresenta os valores do massa molecular, do logP, do nimero de grupos doadores de H, do
numero de grupos aceptores de ligagdo de H, da soma dos atomos de Nitrogénios e
Oxigénio, do niimero de halogénios, do nimero de anéis, do tamanho dos anéis, do niimero
de ligagdes com rotagdo livre e do nimero de grupos metilenos em cadeias alifaticas para
os 33 inibidores da cruzaina selecionados

A partir das caracteristicas estruturais dos 33 inibidores selecionados, foram
determinados valores, respectivamente, de maximo e de minimo das propriedades fisico-
quimicas utilizadas para selecionar inibidores da cruzaina. A Tabela 15 apresenta as
propriedades fisico-quimicas utilizadas e os seus correspondentes valores de maximo e

minimo, utilizados para selecionar inibidores da cruzaina.
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Tabela 14. Valores do peso molecular, do logP, do nimero de grupos doadores de H,
do niimero de grupos aceptores de ligag8io de H, da soma dos 4tomos de Nitrogénios e
Oxigénio, do numero de halogénios, do numero de anéis, do tamanho dos anéis, do
nimero de ligagdes com rotagdo livre e, do numero de grupos metalinas em cadeias
alifaticas, para os 33 inibidores de cisteino-protease selecionados

Niamero
Codigo Massa - s
PDi | sl | 18 | Doadres | Acetors | N v | Mg |y | Tamanhe | Lasiesson | cigy cr
1AIM 402 2,6 3 5 7 1 2 6 10 1
1EWL 364 1,7 4 5 7 0 1 6 1 1
1IEWM 364 1,7 4 5 7 0 1 6 11 1
1IEWO 524 4.2 2 6 8 0 3 6 14 0
1IEWP 314 0.3 2 4 7 0 1 6 8 1
1F29 562 4,2 2 5 8 0 4 6 11 0
1F24 597 6,7 2 5 7 0 4 6 15 0
1F2B 644 6,6 2 8 11 0 4 6 16 0
1F2C 619 47 2 7 10 0 4 6 15 1
IME3 476 2,4 3 6 8 0 3 6 13 0
IME4 461 3,3 3 5 7 0 3 6 12 0
1090 452 3,6 2 6 8 0 2 6 13 2
24IM 395 1.4 5 5 9 1 1 6 13 1
1AEC 356 -0,2 6 6 10 0 1 3 11 1
1ATK 356 -1,4 6 5 10 0 1 3 11 1
14U3 595 5.0 3 7 11 0 3 6 15 1
14U4 582 5,6 3 8 11 0 3 6 16 1
1FHO 575 43 2 5 8 0 4 6 11 1
IKHP 359 0,8 3 6 8 0 1 6 11 1
IKHQ 360 0,8 3 6 8 0 1 6 11 1
IMEG 356 -0,6 5 6 10 0 1 3 11 1
IMEM 527 3.9 3 5 8 0 3 6 11 1
IMS6 402 1,3 2 5 8 0 2 6 9 1
INOC 456 2,6 2 4 7 0 3 6 10 0
1POP 427 1,9 6 S 10 0 0 0 14 1
1SNK 441 53 2 4 6 1 1 6 12 2
ITHE 518 2,4 5 6 10 1 2 6 16 0
1TU6 444 3,6 3 5 8 1 3 6 12 1
2BDZ 356 -0,6 S 6 10 0 1 3 11 1
2DC6 474 22 2 6 9 0 3 6 12 2
2DCD 43] 1,1 3 6 9 0 3 6 9 2
2FRQ 509 3,3 2 8 9 0 3 6 8 1
2G6D 640 4,0 2 7 10 0 4 6 13 0
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Tabela 15. Valores das propriedades fisico-quimicas utilizadas para selecionar
inibidores da cruzaina

Propriedade Fisico-Quimica  Valor (Min e Max)
Atomos permitidos H;C;N;O;F;Cl;Br;S

Peso Molecular 300 700
logP -2 7
Grupos doadores de ligacio de Hidrogénio 2 6
Grupos aceptores de Ligaciio de Hidrogénio 4 8
Soma dos atomos de Oxigénio e Nitrogénio 6 11
Halogénios 0 3
Numero de anéis 0 4
Tamanho do anel 0 6
Ligacdes com rotacgéo livre 0 16
Extensdo da cadeia alifatica CH5(CH,),- 0 2
(a) Derivados dos 33 inibidores de cistefno-protease selecionados para a criagio do modelo de virtual

screening

Em relag@o aos valores dos 33 compostos de referéncia, dois deles apresentados na
Tabela 15 foram alterados: o nimero maximo de atomos halogénios foi aumentado de 1
para 3, para que também fossem aceitos compostos com o grupo funcional trifluormetil e o
numero de ligagdes com rotagdo livre foi considerado a partir do zero, para incluir também
compostos rigidos ou com menor flexibilidade (o valor derivado dos compostos de
referéncia seria um minimo de 8 liga¢gdes com rotagdo livre). Em relagdo aos valores usados
no filtro fisico-quimico do Modelo I, todos os valores foram alterados (exceto o “numero
de anéis” e a “extensdio da cadeia alifatica CH3(CH),-“ ). Estas mudangas resultaram na
possibilidade de sele¢do de compostos maiores, mais lipofilicos, mais flexiveis e com maior
diversidade estrutural, do que os selecionados no Modelo I.

Como os valores das propriedades fisico-quimicas apresentados na Tabela 15 foram
derivados diretamente dos compostos selecionados para a validagdo do modelo, nenhum
destes compostos seriam rejeitados pela aplicagdo destes filtros. A aplicagfo destes filtros
fisico-quimicos sobre as 4.863 moléculas, selecionadas pelo filtro farmacoférico da etapa
anterior encontrou 543 moléculas com as mesmas propriedades dos compostos de
referéncia. A aplicagdo deste filtro representou uma redugdo de 88,83% do nimero de
moléculas selecionadas pelo filtro farmacofdrico (4.863 moléculas). O critério de selego
mais restritivo, ou seja, o critério que mais rejeitou os compostos selecionados pelo filtro
farmacoférico foi o nimero de grupos doadores de ligagdo de hidrogénio. A maior parte

(aproximadamente 80%) dos compostos selecionados pelo filtro farmacoforico apresentava

140



apenas um grupamento doador de ligagdo de hidrogénio, enquanto que o critério de sele¢do
utilizado requeria a presen¢a de, no minimo, dois grupamentos doadores de ligacdo de

hidrogénio.

3.4.3. Filtro de Docking

Uma discussdo detalhada sobre filtros de docking aplicados para a sele¢io de
compostos bioativos, esta apresentada no item 1.4.3. da Introdu¢do desta tese.

A terceira etapa do procedimento de virtual screening foi a aplicagdo de um filtro de
docking sobre os 543 compostos selecionados na etapa anterior. Todos os procedimentos de
docking foram realizados utilizando-se o programa GOLD,[Verdonk et al., 2003] e estdo
descritas no item 2.5.7. (Materiais e Métodos).

Para a validagdo do procedimento de docking, os inibidores - extraidos dos 33
complexos selecionados para a criagfo e validacdo do modelo de virtual screening, ou seja,
os 13 compostos extraidos dos complexos da cruzaina, e os 20 complexos de outras
cisteino-proteases, selecionados apds a busca de cavidades similares a cruzaina com o
programa CAVBASE - foram docados sobre a estrutura da cruzaina, como depositada no
complexo 1ME4, utilizando-se os pardmetros default do programa GOLD. Foram utilizadas
as estruturas dos ligantes modificadas para representar suas estruturas antes da formag&o do
complexo covalente. Isto representa mudanga significativa em relagdo ao procedimento de
validacdo do docking do Modelo I, que utilizou as estruturas dos inibidores diretamente
como extraidas dos correspondentes complexos com a cruzaina. Adicionalmente, na
validagdo do Modelo I, os ligantes foram docados sobre as correspondentes estruturas da
cruzaina, com as quais eles foram complexados. A justificativa para estas mudangas € que o
programa de docking deve ser capaz de reconhecer o inibidor antes deste reagir com a
enzima e uma Unica estrutura da cruzaina deve ser usada na etapa de validagZo e aplicagéo
do filtro de docking.

Para a analise dos resultados do docking, foram consideradas apenas as poses com o
maior valor de Fitness, para cada um dos inibidores docados. O resultado do docking foi
considerado corretamente posicionado, somente quando a pose de maior valor de Fifness
apresentasse as seguintes caracteristicas: ocupagdo da cavidade S2 da enzima; ligagGes de

hidrogénio com os atomos oxigénio da Aspl58 e de nitrogénio da Gly66 e proximidade
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(distancia < 2A) entre o dtomo eletrofilico do ligante € o enxofre da Cys25. Assumiu-se
que, caso qualquer um destes critérios ndo fosse observado, o resultado do docking seria
considerado incorreto. Adicionalmente, foi calculado o valor de RMSD entre a pose do
cristal e a pose com o maior valor de Fitness. A Tabela 16 apresenta os valores,
respectivamente, de Fitness € de RMSD calculados para as poses de maior valor de Fitness,
para cada um dos inibidores docados.

Conforme pode ser observado na Tabela 16, dos 33 ligantes docados, apenas 14
foram corretamente posicionados pelo programa GOLD, segundo os critérios de avaliagdo
dos resultados do docking descritos acima. Este resultado indica que, aplicando-se os seus
pardmetros default, o programa GOLD erra o posicionamento de 60% dos compostos
usados para a validagdio. Este ¢ um resultado que pode ser considerado nfo satisfatério,
levando-se em conta que os compostos usados nesta etapa de validagdo sdo todos ligantes
especificos, com alta afinidade pelo sitio de ligagdo da cruzaina, ou de cisteino-proteases
similares.

Dentre as possiveis razdes para a incapacidade do programa GOLD de prever
corretamente a pose de ligagdo dos compostos selecionados para a validagéo estd o fato do
programa ndo ser capaz tanto de formar, ou de romper, ligagdes covalentes entre atomos
bem como de alterar a estrutura do ligante docado.

Todos os inibidores utilizados nesta etapa de validagdo do procedimento de docking
sfo covalentemente ligados ao enxofre da Cys25 e suas estruturas ndo sfo, portanto,
aquelas dos compostos que se encontram ligados no sitio ativo da enzima. Isto ocorre, pois,
apos o ataque nucleofilico da enzima os compostos sofrem mudangas estruturais, como por
exemplo a saida de grupos de partida e mudancas na hibridizagdo (por exemplo, sp® para
sp3). Por estas razdes, o programa GOLD ¢ incapaz de acomodar, corretamente, 0 grupo
eletrofilico dos inibidores, responsaveis pela formagéo da ligagdo covalente com a enzima.
Deste modo, o inibidor assume posi¢cdo diferente daquela descrita originalmente no
complexo cristalino. Em outras palavras, para o programa GOLD, a presenga do enxofre da
Cys25 impede a aproximagdo do ligante, pois seu raio de Van der Waals passa a representar
uma barreira contra a aproximagdo de qualquer inibidor covalente e, conseglientemente, no

resultado do docking o posicionamento dos ligantes € incorreto.
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Tabela 16. Valores de Fitness® e de RMSD™, calculados para os correspondentes 33
compostos da série de validagio docados © sobre o sitio de ligagdo da estrutura da
cruzaina, extraida do complexo 1ME4. Os valores em vermelho indicam os ligantes que
foram corretamente posicionados, segundo os critérios de avaliagdo dos resultados do
docking descritos no texto.

Complexo PDB Fitness RMSD
IAEC 47,11 9,4
1AIM 49,86 2,0
1ATK 46,03 9,1
14U3 75,66 15
1AU4 55,02 1,7
1EWL 40,00 5,1
1EWM 45,54 8,1
IEWO 63,82 6,0
IEWP 45,47 5,3
1F29 66,40 1.1
1F24 69,16 10,7
1F2B 65,38 3,8
1F2C 68,02 1.8
1FHO 64,28 7,5
I1KHP 55,94 7,5
IKHQ 52,58 4,5
IME3 64,10 3,8
IME4 69,80 2.6
IMEG 54,98 8,7
IMEM 55,05 9,0
IMS6 56,69 2,9
INOC 63,97 3.6
1POP 52,42 7,3
ISNK 48,35 1,9
ITHE 47,95 10,3
1TU6 48,43 3;1
1U9Q 58,86 1,9
24IM 42,61 7,5
2BDZ 48,07 3;1
2DC6 59,18 13,4
2DCD 55,80 2,0
2FRQ 59,44 i)
2G6D 63,46 2,3

(a) O valor de Fitness ¢ a medida qualidade da interagéo entre o ligante e o sitio ativo
da proteina. Valores maiores de Fitness indicam maior afinidade entre o ligante ¢ a
proteina [Verdonk et al., 2003]

(b) Diferenga entre a pose no cristal e a pose com o maior valor de Fitness.

(¢) Utilizando-se os pardmetros default do programa GOLD .[Verdonk et al,
2003] Para cada ligante foram executados 10 dockings.

Para contornar esta limitagdo do programa GOLD, foi proposta, neste trabalho, a
utilizag8o da estrutura de uma cruzaina mutante, C25G, com uma Glicina substituindo a da
Cys25. A justificativa para esta modificagéo estrutural da enzima € que a glicina, por ndo

ter uma cadeia lateral, supde-se que ndo deva apresentar o mesmo grau de impedimento
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estérico contra a aproximagdo de ligantes que a cisteina. Adicionalmente, além da
utilizagdo da enzima mutante, foram propostas e introduzidas outras mudangas na fungso
de ranqueamento (score function) do programa, para favorecer o posicionamento correto
dos compostos no sitio de ligagdo da enzima. Estas mudangas, descritas a seguir,
promovem o aumento nos valores de Fitness para os compostos que tanto satisfazem certas
restrigdes espaciais bem como que estabelecem ligagdes especificas com a enzima,
ajudando a selecionar as poses, que sfo corretamente posicionadas pelo programa de
docking.

As mudangas introduzidas na fungfo de ranqueamento do programa GOLD visam
reproduzir as mesmas condi¢des espaciais impostas pelo modelo farmacoférico utilizado

anteriormente, quais sejam:

(i) Protein HBond Constraints (ligagdo de hidrogénio). Os atomos de oxigénio da
Aspl58, e nitrogénio da Gly66 foram indicados como sendo os atomos da
proteina que devem obrigatoriamente formar ligagdes de hidrogénio com o
ligante. Foram mantidos os valores default do programa para a contribui¢do de
compostos que satisfazem esta condigéo.

(i) Region Constraints (Restrigdes espaciais). Foram criadas trés regides espaciais,
para indicar trés posi¢des que os ligantes devem obrigatoriamente ocupar ao se
posicionarem no sitio de ligacdo da enzima. Estas trés regides tém, exatamente,
0s mesmos tamanhos e posi¢des que as das trés regides correspondentes criadas
no modelo farmacoférico. Deste modo, uma regido indica o posicionamento de
atomos hidrofobicos do ligante na cavidade S2 da enzima, uma outra regido
indica o posicionamento de dtomos hidrofobicos do ligante na cavidade S3 da
enzima e a Gltima regido indica o posicionamento de qualquer 4&tomo do ligante

proximo ao atomo de enxofre da Cys235.

A validagdo do procedimento de docking foi repetida, considerando-se, desta vez, o
docking dos 33 inibidores da série de validagdo sobre a estrutura da cruzaina mutante C25G
e incluindo-se as mudangas na fung@o de ranqueamento descritas acima. Os critérios para a
avaliagdo dos resultados do docking foram os mesmos descritos para a validagdo anterior.

De modo anélogo, foram calculados os valores de RMSD entre a pose do cristal € a pose
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com o maior valor de Fitness. A Tabela 17 apresenta os valores de Fitness e de RMSD

calculados para as poses de maior valor de Fitness.

Tabela 17. Valores de Fitness® e de RMSD®™, calculados para os 33 compostos da
série de validagio docados @ sobre o sitio de ligagdo da estrutura da cruzaina 1ME4,
modificada com a mutagdo C25G. Os valores em vermelho indicam os ligantes que foram
corretamente posicionados, segundo os critérios de avaliagio dos resultados do docking
descritos no texto.

Complexo PDB Fitness RMSD
1AEC 48,84 2,6
1AIM 61,68 1.3
1ATK 51,22 1.4
1AU3 77,42 1,7
1AU4 66,79 3.9
1EWL 55,13 5.5
IEWM 58,66 0.8
IEWO 73,83 1,6
IEWP 43,51 23
1¥29 71,28 7.3
1F2A 87,31 2.5
1F2B 62,19 4.3
1F2C 64,71 6,7
1FHO 67,48 8,2
I KHP 58,98 23
IKHQ 59,65 2.5
IME3 74,33 1.5
1ME4 79,13 2,5
IMEG 55,36 3,6
1IMEM 61,73 7,9
IMS6 57,48 1,6
INQC 73,87 7,9
1POP 47,01 2.4
1SNK 55,42 19
1THE 45,72 10,6
1TU6 55,03 6,0
1U9Q 61,39 21
2AIM 46,70 7,8
2BDZ 49,04 2.9
2DC6 62,03 10,8
2DCD 61,63 1,6
2FRQ 59,55 4,1
2G6D 60,86 8,0

(a) O valor de Fitness ¢ a medida qualidade da interagfo entre o ligante e o sitio ativo
da proteina. Valores maiores de Fitness indicam maior afinidade entre o ligante € a
proteina

(b) Diferenga entre a pose no cristal ¢ a pose com o maior valor de Fitness.

(c) Utilizando-se as mudangas na fun¢dio de ranqueamento como descritas no
texto. Para cada ligante foram executados 10 dockings
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Conforme pode ser observado na Tabela 17, dos trinta e trés ligantes docados sob
as novas condigdes da fungfio de ranqueamento, vinte e trés foram corretamente
posicionados pelo programa GOLD, ou seja, ocupando as cavidades S2 e S3 da enzima,
estabelecendo, deste modo, ligagdes de hidrogénio tanto com os atomos de oxigénio da
Aspl58 e de nitrogénio da Gly66, bem como com o atomo eletrofilico do ligante proximo
(distdncia <2 A) ao dtomo de enxofre da Cys25. Estes resultados indicam que, com os
novos pardmetros estabelecidos para o procedimento de docking, o programa GOLD
posicionou corretamente 70% dos compostos usados para a validagdo. Estes resultados sfo
significativamente melhores do que o procedimento de validag8o realizado anteriormente,
ou seja, utilizando a enzima ndo-mutante e os pardmetros default do programa. A Figura
48 apresenta quatros exemplos representativos dos resultados de validagéo do procedimento
de docking utilizando-se os inibidores extraidos do PDB. Séo apresentadas a sobreposigéo
da pose de maior valor de Fitness obtida pelo programa GOLD e da pose encontrada no
cristal, para os inibidores dos complexos 1ATK (Figura 48-A); 1AU3 (Figura 48-B),
1MS6 (Figura 48-C) e 2DCD (Figura 48-D), respectivamente.

A seguir, o procedimento de docking como descrito e validado acima, foi aplicado
sobre 0s 543 compostos previamente selecionados pelo filtro fisico-quimico. Para cada um
dos compostos foram realizados 10 (dez) dockings sobre a cruzaina mutante C25G,
aplicando-se as mudangas na fungfo de ranqueamento apresentadas durante a etapa de
validagfo. As poses com maior valor de Fitness de cada um dos 543 compostos docados
foram analisadas automaticamente pelo programa GOLD. O programa selecionou todos os
compostos que apresentavam valores de Fitness maiores que 50 e que, a0 mesmo tempo,
foram posicionados ocupando as cavidades S2 e S3 da enzima; estabelecendo ligagdes de
hidrogénio com os dtomos de oxigénio da Aspl58 e de Nitrogénio da Gly66 e com qualquer
atomo préximo ao atomo de enxofre da Cys25. De acordo com estes critérios, 119
compostos foram selecionados. Cada um destes compostos foi individualmente examinado,
por inspegdo visual, dentro da cavidade da cruzaina /ME4, na pose sugerida pelo programa
GOLD. Nesta primeira andlise visual, foram eliminados todos os compostos cujo 4tomo
eletrofilico foi posicionado distante do enxofre da Cys25, em uma posig¢do visivelmente
incompativel com a possivel formagdo de uma ligagdo covalente entre o composto € a

enzima. De acordo com esta avaliagdo preliminar, foram selecionados 62 compostos. A
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aplicagdo deste filtro de docking representou uma reducdio de 88,5% no ntmero de

moléculas selecionadas pelo filtro fisico-quimico (543 moléculas).

Figura 48. Sobreposi¢do da pose de maior valor de Fitness obtida pelo GOLD 3.0
(branco) e a correspondente pose encontrada no cristal (verde) para os ligantes extraidos
dos seguintes complexos: 1ATK (A); 1AU3 (B), 1MS6 (C) e 2DCD (D),
respectivamente. As regides assinaladas S3, S2, S/, SI° correspondem as respectivas
cavidades do sitio ativo.

A Figura 49 mostra quatros exemplos representativos dos resultados de aplicagéo
do procedimento de docking sobre os compostos selecionados pelo filtro fisico-quimico.
Sdo apresentadas as poses de maior valor de Fitness identificadas pelo programa GOLD,
para os compostos ZINC02338249 (Figura 49-A) ZINC02342142 (Figura 49-B),
ZINC02399860 (Figura 49-C) e ZINC02400672 (Figura 49-D), posicionados dentro da
cavidade do sitio ativo da cruzaina. S8o indicados os valores das distancias das ligagdes de
hidrogénio entre os atomos dos ligantes e os residuos Gly66 e Aspl358 da cavidade do sitio

ativo da cruzaina.
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Figura 49. Poses de maior valor de Fitness identificadas pelo programa GOLD, ap6s
o procedimento de docking dos compostos ZINC02338249 (A) ZINC02342142 (B),
ZINC02399860 (C) e ZINC02400672 (D) posicionados dentro da cavidade do sitio ativo
da cruzaina. S8o indicados os valores das distincias das ligagdes de hidrogénio entre os
atomos dos ligantes e os residuos Gly66 e Aspl58 da cavidade do sitio ativo da cruzaina.
As regiSes assinaladas S3, S2, S, SI’ correspondem as respectivas cavidades do sitio
ativo.

3.4.4. Filtro visual e sele¢io dos compostos para o teste de inibi¢io enzimatica

Conforme discutido na Infrodugdo item 1.4.3., a inspecdo visual dos resultados de
virtual screening ¢ uma etapa critica no procedimento de docking.[Sotriffer et al., 2004] O
objetivo desta etapa ¢ utilizar a intui¢do e os conhecimentos quimicos para a selegio final
dos compostos que, a seguir, serdo comprados e testados experimentalmente como
inibidores da cruzaina. Os 62 compostos selecionados na etapa anterior de docking foram
visualmente inspecionados, dentro do sitio ativo da cruzaina, avaliando-se a qualidade da
interagdo entre 0 composto e os residuos que compdem o sitio de ligagdo, levando-se em
conta os seguintes critérios: (i) a reatividade do grupo eletrofilico; (ii) a distancia e a
geometria da possivel interag@o entre o enxofre da Cys25 e o atomo eletrofilico do ligante;
(7iif) a complementaridade estrutural entre o ligante e as cavidades da enzima; (iv) a

distdncia e a geometria das ligagdes de hidrogénio entre os atomos, de oxigénio da Aspl358
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e de nitrogénio da Gly66 com os correspondentes atomos doadores e aceptores de ligagio
de hidrogénio do ligante. De acordo com estes critérios, 55 compostos foram selecionados
como potenciais inibidores da cruzaina. Esta sele¢do por inspe¢fo visual resultou em uma
redugdo de 11,3% no nimero de moléculas selecionadas pelo filtro de docking (62
moléculas).

Dentre os compostos selecionados, foram identificados dois inibidores da cruzaina
jé descritos na literatura, ambos apresentando valores de inibigdo ICsy de 2,2 uM.[Harth et
al., 1993; Crawford et al., 1988] Esta constatacdo € bastante importante, considerando-se
que a confirmagdo de que estes dois compostos selecionados s@io comprovadamente
inibidores da cruzaina representa uma validagdo externa do modelo de virfual screening.
Ou seja, dentre os mais de 3 milhdes de compostos do banco de dados ZINC, o modelo de
virtual screening proposto nesta tese foi capaz de identificar estes inibidores da cruzaina. A
Figura 50 mostra uma representagdo estrutural dos dois inibidores de cisteino-protease
identificados pelo modelo de virtual screening de inibidores da cruzaina, respectivamente,
ZINC04899534 e ZINCO01547017. Uma vez que um dos objetivos desta tese de doutorado &
a identifica¢do de novos inibidores da cruzaina, estes dois compostos foram excluidos da

lista de compostos para serem adquiridos e testados experimentalmente.

0 - H
H,ﬁ o
..
H
ZINC04899534 ZINC01547017
Figura 50. Representagdo estrutural esquemética dos dois inibidores de cisteino-

protease identificados pelo modelo de virtual screening de inibidores da cruzaina,
respectivamente, ZINC04899534 e ZINC01547017 .

Dos outros 53 compostos identificados como possiveis inibidores da cruzaina
apenas 19 estavam comercialmente disponiveis para pronta entrega. Estes 19 compostos

foram adquiridos pelas correspondentes empresas fornecedoras. Esta etapa de aquisi¢do dos
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compostos representou uma redugéo de 65,5% em relagdo ao compostos selecionados pelo
Modelo II (55 compostos).

A Tabela 18 mostra uma representacdo estrutural dos 19 compostos selecionados
pelo Modelo II de virtual screening e que foram adquiridos para serem submetidos ao teste
de inibicdo da cruzaina. Sdo eles os compostos: ZINC00874200, ZINC00890529,
ZINC01414485, ZINCO01758885, ZINC01794384, ZINC01794422, ZINC01794844,
ZINC01806509, ZINCO02188675, ZINC02198693, ZINC02209285, ZINC02342142,
ZINC02399860, ZINCO02400672, ZINC02411240, ZINCO02768688, ZINC04964356,
ZINC03243155, ZINC03306238.

Tabela 18. Representagfio estrutural esquematica dos 19 compostos selecionados pelo
Modelo II de virtual screening e que foram adquiridos para serem submetidos ao teste de
inibig8o da cruzaina. S8o apresentados os correspondentes cédigos do banco de dados
ZINC , os valores de peso molecular € a empresa fornecedora, de cada um dos compostos
adquiridos. Os circulos em vermelho indicam o atomo de carbono eletrofilico susceptivel
ao ataque nucleofilico do enxofre catalitico da Cys25.

‘g Massa
# Ref Composto Cédigo ZINC Molecular Vendedor

IBScreen

ZINC00874200 424,89 (STOCK $25-49269)

Asinex
2 ZINC00890529 420,52 (BAS02985564)
’ ZINC01414485 34236 Toslab (600063)
IBScreen
4 ZINC01758885 452,52 (STOCK3S-57280)
S ZINC01794384 352,80 Life Chemicals

(F3145-4620)
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Massa

# Ref Composto Cédigo ZINC Vendedor
Molecular
o L TTBVL i i
6 o} N o Life Chemicals
Y ZINCO01794422 393,20 (F3145.4606)
A
0 N Life Chemicals
7 N
| jofij\o ZINCOIT94844 32035 ot TS0
AT
8 N s Life Chemicals
. /©/ W E ZINC01806509 392,50 (F3047-0312
o]
Q Specs (AG-
9 ! \__OH P
\\ NW 5 ZINC02188675 407,53 205/37047002
S 0O
S0 H o H H
&Y& N (\ﬂ/rll
NT IBScreen
o T
1 T . ZINCO2198693 43287 (oropng 3009
_0
N
N\ —
N IBScreen
11 @( Y // ZINC02209285 403,49 (STOCK2S-31935
; @
N
M
Oy
N A=
= IBScreen
o 0
12 NS // ZINC02342142 449,51 (STOCK28-99288
F
H
/ \\O
so Y
N N \N
o IBScreen
13 g N\ ZINC02399860 484,56 (STOCK4S-32328)
Vs
o]
IBScreen
14 ZINC02400672 368,40 (STOCKA4S-33348)
15 ZINC02411240 385,44 [BScreen

(STOCK4S-44363)
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Massa

# Ref Composto Cédigo ZINC Vendedor
Molecular
N
ﬁ‘)@/{ 4
N .
16 0 7 Vitas-M
o INC02768688 393,45 (STK008910)
0
N
N—
S o
0 H N

0]
; J 4<70 ChemBridge
2 i ; § ZINC04964356 410,48 (5230379)
8 /z Q Q ZINC03243155 408,50 Enami&g)osm-

. Enamine (T0515-
di @ ZINC03306238 366,38 7498)

3.4.5. Testes de inibicio enzimatica e validacio experimental do modelo de
virtual screening

Conforme discutido na Introducdo desta tese, item 1.4., os modelos de virtual
screening devem ser validados experimentalmente para a confirmacéo de sua utilidade na
busca de compostos bioativos.

Assim, conforme descrito no item 2.8. (Materiais e Métodos), cada um dos 19
compostos selecionados pelo Modelo II e que foram adquiridos das correspondentes
empresas fornecedoras, foram testados como inibidores da cruzaina, de acordo com o teste
de inibi¢do de tight-binding modificado[Judice et al., 2001], diretamente, na presenga do
detergente Triton X-100. Esta mudan¢a, em relagio ao Modelo I, no procedimento
experimental do teste de inibi¢do enzimatica da cruzaina foi introduzida tendo em vista o
grande numero de compostos selecionados e testados pelo Modelo I, que apresentaram
inibi¢do enzimatica através do mecanismo promiscuo. Sendo assim, considerando-se que
um dos objetivos desta tese de doutorado € a identificagdo de inibidores especificos da

cruzaina e ndo de inibidores que agem pelo mecanismo promiscuo, justifica-se a presenca
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de Triton X-100 nos ensaios enzimaticos, para que a ocorréncia deste tipo de artefato
experimental seja minimizada.

A atividade da enzima, bem como as condi¢Bes experimentais do teste enzimatico
foram validados utilizando-se como controle positivo de inibi¢do da cruzaina, o composto
E-64, um inibidor especifico de cisteino-proteases.[Otto & Schirmeister, 1997]. A Figura
51 apresenta o grafico dos valores da velocidade de consumo do substrato pela cruzaina,
respectivamente, sem inibidor e, na presen¢a de diferentes concentragdes do inibidor

especifico E-64.

2500 E-64
| —=— Sem inibidor
| —@—0,01 uM
—A— 0,05 1M .
2000 —w— 0,14 M ././
—4— 0,21 pM °
o 1500 | -/ « -
2 e o
38 e A
o A
‘gmoo— /./ /A
o
/A/ v/v/v
W
500 | .4‘/‘ /v/'/
v
W
0 + 1 y T T T T T
0 20 40 60 80 100
Tempo (s)
Figura 51. Graficos dos valores da velocidade® de consumo do substrato® pela

cruzaina® sem inibidor e na presenga de trés diferentes concentragdes do composto E-64.
® Valores determinados fluorimetricamente, em 1000 pL de solugiio tamp8o fosfato
dissodico (50 mM) e EDTA (2,5 mM), pH=6,5 e 1% (v/v) de Triton X-100, sob agitagdo
magnética e temperatura controlada e ajustada para (37,0 £ 0,1 °C) em um Fluorimetro
HITACHI4500 (Ex: 380 nm; Em: 460 nm).

®5 L de Bz-FR-MCA (170 uM).

¢ 0,3 uL de cruzaina (0,18 nM) com 5 min de pré-incubagio na presenga de 1 uL de DTT

As Figuras 52-70 apresentam os graficos dos valores da velocidade de consumo do
substrato pela cruzaina em diferentes concentragdes, respectivamente, para cada um dos

compostos selecionados do banco de dados ZINC, por virtual screening.
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ZINC01806509

7 —®— Sem inibidor
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Figura 52. Grafico dos valores da velocidade ® de consumo do substrato ° pela

cruzaina © em diferentes concentragdes do composto ZINC00890529 (Asinex
BAS02985564).

? Valores determinados fluorimetricamente, em 1000 pL de solugfio tampdo fosfato
dissodico (50 mM) e EDTA (2,5 mM), pH=6,5 ¢ 1% (v/v) de Triton X-100, sob agitagdo
magnética e temperatura controlada e ajustada para (37,0 £ 0,1 °C) em um Fluorimetro
HITACHI4500 (Ex: 380 nm; Em: 460 nm).

®5 UL de Bz-FR-MCA (170 uM).

0,3 pL de cruzaina (0,18 nM) com 5 min de pré-incubagfo na presenga de 1 uL de DTT
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Figura 53. Gréfico dos valores da velocidade ® de consumo do substrato ° pela
cruzaina © em diferentes concentragSes do composto ZINCO01806509 (LifeChemicals
F3047-0312).

® Valores determinados fluorimetricamente, em 1000 pL de solugdo tamp#o fosfato
dissédico (50 mM) e EDTA (2,5 mM), pH=6,5 e 1% (v/v) de Triton X-100, sob agitagdo
magnética e temperatura controlada e ajustada para (37,0 £ 0,1 °C) em um Fluorimetro
HITACHI4500 (Ex: 380 nm; Em: 460 nm).

®5 uL de Bz-FR-MCA (170 uM).

“ 0,3 uL de cruzaina (0,18 nM) com 5 min de pré-incubag#o na presenga de 1 uL de DTT

154
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Figura 54. Grafico dos valores da velocidade * de consumo do substrato ° pela

cruzaina © em diferentes concentragdes do composto ZINC04964356 (ChemBridge
5230379).

* Valores determinados fluorimetricamente, em 1000 pl de solugdo tampdo fosfato
dissédico (50 mM) e EDTA (2,5 mM), pH=6,5 e 1% (v/v) de Triton X-100, sob agitagdo
magnética e temperatura controlada e ajustada para (37,0 + 0,1 °C) em um Fluorimetro
HITACHI4500 (Ex: 380 nm; Em: 460 nm).

®5 uL de Bz-FR-MCA (170 puM).
0,3 pL de cruzaina (0,18 nM) com 5 min de pré-incubagio na presenga de 1 uL de DTT
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Figura 55.  Grafico dos valores da velocidade * de consumo do substrato ° pela

cruzaina © em diferentes concentragbes do composto ZINC03376060 (Enamine T0519-
6812).

* Valores determinados fluorimetricamente, em 1000 pL de solugdo tampdo fosfato
dissodico (50 mM) e EDTA (2,5 mM), pH=6,5 ¢ 1% (v/v) de Triton X-100, sob agitagdo
magnética e temperatura controlada e ajustada para (37,0 + 0,1 °C) em um Fluorimetro
HITACHI4500 (Ex: 380 nm; Em: 460 nm).

®5 L de Bz-FR-MCA (170 uM).

0,3 uL de cruzaina (0,18 nM) com 5 min de pré-incubagio na presenca de 1 pL de DTT
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ZINC03243155
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Figura 56. Grafico dos valores da velocidade * de consumo do substrato ® pela

cruzaina ° em diferentes concentrages do composto ZINC03243155 (Enamine T0507-
1260).

* Valores determinados fluorimetricamente, em 1000 pL de solugdo tampdo fosfato
dissodico (50 mM) e EDTA (2,5 mM), pH=6,5 e 1% (v/v) de Triton X-100, sob agitagdo
magnética e temperatura controlada e ajustada para (37,0 + 0,1 °C) em um Fluorimetro
HITACHI4500 (Ex: 380 nm; Em: 460 nm).

®5 uL de Bz-FR-MCA (170 uM).
0,3 uL de cruzaina (0,18 nM) com 5 min de pré-incubag¢fo na presenga de 1 pl. de DTT
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Figura 57. Grafico dos valores da velocidade * de consumo do substrato ° pela

cruzaina ¢ em diferentes concentragdes do composto ZINCO01794422 (LifeChemicals
F3145-4606).

* Valores determinados fluorimetricamente, em 1000 pL de solugdo tampdo fosfato
dissodico (50 mM) e EDTA (2,5 mM), pH=6,5 e 1% (v/v) de Triton X-100, sob agitagdo
magnética e temperatura controlada e ajustada para (37,0 £+ 0,1 °C) em um Fluorimetro
HITACHI4500 (Ex: 380 nm; Em: 460 nm).

®5 L de Bz-FR-MCA (170 uM).

0,3 uL de cruzaina (0,18 nM) com 5 min de pré-incubagio na presenca de 1 pL de DTT
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ZINC01794384
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Figura 58. Grafico dos valores da velocidade ® de consumo do substrato ° pela
cruzaina © em diferentes concentragdes do composto ZINC01794384 (LifeChemicals

F3145-4620).

* Valores determinados fluorimetricamente, em 1000 pL de solugdo tampdo fosfato
dissodico (50 mM) e EDTA (2,5 mM), pH=6,5 e 1% (v/v) de Triton X-100, sob agitagdo
magnética e temperatura controlada e ajustada para (37,0 £ 0,1 °C) em um Fluorimetro
HITACHI4500 (Ex: 380 nm; Em: 460 nm).

®5 uL de Bz-FR-MCA (170 pM).

0,3 uL de cruzaina (0,18 nM) com 5 min de pré-incubagéo na presenga de 1 uL de DTT
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Figura 59. Grafico dos valores da velocidade ® de consumo do substrato ° pela
cruzaina °em diferentes concentragBes do composto ZINC01414485 (Toslab 60063).

® Valores determinados fluorimetricamente, em 1000 pL de solugdo tampdo fosfato
dissédico (50 mM) e EDTA (2,5 mM), pH=6,5 e 1% (v/v) de Triton X-100, sob agitagdo
magnética e temperatura controlada e ajustada para (37,0 £ 0,1 °C) em um Fluorimetro
HITACHI4500 (Ex: 380 nm; Em: 460 nm).

®5 uL de Bz-FR-MCA (170 uM).

¢ 0,3 uL de cruzaina (0,18 nM) com 5 min de pré-incubag@o na presenga de 1 uL. de DTT
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Figura 60. Grafico dos valores da velocidade ® de consumo do substrato ° pela

cruzaina ¢ em diferentes concentragdes do composto ZINC02768688 (Vitas-M
STK008910).

® Valores determinados fluorimetricamente, em 1000 pL de solugdo tampdo fosfato
dissodico (50 mM) e EDTA (2,5 mM), pH=6,5 e 1% (v/v) de Triton X-100, sob agitagcdo
magnética e temperatura controlada e ajustada para (37,0 £ 0,1 °C) em um Fluorimetro
HITACHI4500 (Ex: 380 nm; Em: 460 nm).

®5 L de Bz-FR-MCA (170 uM).

“ 0,3 uL de cruzaina (0,18 nM) com 5 min de pré-incubagdo na presenga de 1 uL de DTT
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Figura 61. Gréfico dos valores da velocidade ® de consumo do substrato ° pela

cruzaina ¢ em diferentes concentragdes do composto ZINC01794844 (LifeChemicals
F3145-3436).

? Valores determinados fluorimetricamente, em 1000 pL de solugdo tampdo fosfato
dissédico (50 mM) e EDTA (2,5 mM), pH=6,5 e 1% (v/v) de Triton X-100, sob agitagdo
magnética e temperatura controlada e ajustada para (37,0 £ 0,1 °C) em um Fluorimetro
HITACHI4500 (Ex: 380 nm; Em: 460 nm).

®5 L de Bz-FR-MCA (170 uM).

¢ 0,3 pL de cruzaina (0,18 nM) com 5 min de pré-incubagéo na presenga de 1 uL de DTT
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Figura 62. Grafico dos valores da velocidade ® de consumo do substrato ° pela
cruzaina ° em diferentes concentragdes do composto ZINC02411240 (I/BScreen,
STOCK4S-44363).

? Valores determinados fluorimetricamente, em 1000 pL de solugdo tampio fosfato
dissédico (50 mM) e EDTA (2,5 mM), pH=6,5 e 1% (v/v) de Triton X-100, sob agitagio
magnética e temperatura controlada e ajustada para (37,0 £+ 0,1 °C) em um Fluorimetro
HITACHI4500 (Ex: 380 nm; Em: 460 nm).

®5 L de Bz-FR-MCA (170 uM).

0,3 pL de cruzaina (0,18 nM) com 5 min de pré-incubagio na presenga de 1 uL de DTT
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Figura 63. Grafico dos valores da velocidade * de consumo do substrato ° pela

cruzaina ° em diferentes concentra¢gdes do composto ZINC02400672 (IBScreen,
STOCK4S-33348).

® Valores determinados fluorimetricamente, em 1000 pL de solugdo tampfo fosfato
dissédico (50 mM) e EDTA (2,5 mM), pH=6,5 e 1% (v/v) de Triton X-100, sob agitagcdo
magnética e temperatura controlada e ajustada para (37,0 £ 0,1 °C) em um Fluorimetro
HITACHI4500 (Ex: 380 nm; Em: 460 nm).

b5 uL de Bz-FR-MCA (170 uM).

“ 0,3 uL de cruzaina (0,18 nM) com 5 min de pré-incubagéo na presenca de 1 uL de DTT
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Figura 64. Grafico dos valores da velocidade * de consumo do substrato ° pela

cruzaina © em diferentes concentragdes do composto ZINC02198693 (IBScreen,
STOCK2S8-31029).

® Valores determinados fluorimetricamente, em 1000 pL de solugdo tampdo fosfato
dissédico (50 mM) e EDTA (2,5 mM), pH=6,5 ¢ 1% (v/v) de Triton X-100, sob agita¢do
magnética e temperatura controlada e ajustada para (37,0 * 0,1 °C) em um Fluorimetro
HITACHI4500 (Ex: 380 nm; Em: 460 nm).

®5 uL de Bz-FR-MCA (170 uM).

0,3 uL de cruzaina (0,18 nM) com 5 min de pré-incubagfo na presenga de 1 uL de DTT
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Figura 65. Grafico dos valores da velocidade * de consumo do substrato ~ pela

cruzaina ° em diferentes concentragdes do composto ZINC02209285 (/BScreen,

STOCK2S-31935).

® Valores determinados fluorimetricamente, em 1000 pl. de solugdo tampdo fosfato
dissodico (50 mM) e EDTA (2,5 mM), pH=6,5 e 1% (v/v) de Triton X-100, sob agitagdo
magnética e temperatura controlada e ajustada para (37,0 £+ 0,1 °C) em um Fluorimetro
HITACHI14500 (Ex: 380 nm; Em: 460 nm).

®5 uL de Bz-FR-MCA (170 uM).

© 0,3 pL de cruzaina (0,18 nM) com 5 min de pré-incubagdo na presenga de 1 pL de DTT
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ZINC02188675
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Figura 66. Grafico dos valores da velocidade * de consumo do substrato ° pela

cruzaina © em diferentes concentragbes do composto ZINC02188675 (Specs, AG-
205/37047002).

® Valores determinados fluorimetricamente, em 1000 pL de solugdo tampdo fosfato
dissodico (50 mM) e EDTA (2,5 mM), pH=6,5 e 1% (v/v) de Triton X-100, sob agitagdo
magnética e temperatura controlada e ajustada para (37,0 £ 0,1 °C) em um Fluorimetro
HITACHI4500 (Ex: 380 nm; Em: 460 nm).

®5 uL de Bz-FR-MCA (170 uM).

0,3 uL de cruzaina (0,18 nM) com 5 min de pré-incubagio na presenca de 1 L. de DTT
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Figura 67. Grafico dos valores da velocidade * de consumo do substrato ° pela

cruzaina ° em diferentes concentra¢Ses do composto ZINC02399860 (/BScreen,

STOCK4S-32328).

% Valores determinados fluorimetricamente, em 1000 puL de solugdo tampdo fosfato
dissodico (50 mM) e EDTA (2,5 mM), pH=6,5 e 1% (v/v) de Triton X-100, sob agitagdo
magnética e temperatura controlada e ajustada para (37,0 £ 0,1 °C) em um Fluorimetro
HITACHI4500 (Ex: 380 nm; Em: 460 nm).

®5 uL de Bz-FR-MCA (170 uM).

0,3 pL de cruzaina (0,18 nM) com 5 min de pré-incubagio na presenga de 1 uL de DTT
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Figura 68. Grafico dos valores da velocidade ® de consumo do substrato ° pela

cruzaina © em diferentes concentragdes do composto ZINC01758885 (IBScreen,
STOCK3S-57280).

® Valores determinados fluorimetricamente, em 1000 pL de solugio tampéo fosfato
dissédico (50 mM) e EDTA (2,5 mM), pH=6,5 e 1% (v/v) de Triton X-100, sob agitacdo
magnética e temperatura controlada e ajustada para (37,0 * 0,1 °C) em um Fluorimetro
HITACHI4500 (Ex: 380 nm; Em: 460 nm).

®5 uL de Bz-FR-MCA (170 uM).

0,3 uL de cruzaina (0,18 nM) com 5 min de pré-incubagdo na presenga de 1 uLL de DTT
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Figura 69. Grafico dos valores da velocidade * de consumo do substrato ° pela

cruzaina ° em diferentes concentragbes do composto ZINC00874200 (/BScreen,
STOCKS2S-49269).

# Valores determinados fluorimetricamente, em 1000 uL de solugfo tampdo fosfato
dissodico (50 mM) e EDTA (2,5 mM), pH=6,5 e 1% (v/v) de Triton X-100, sob agitagdo
magnética e temperatura controlada e ajustada para (37,0 £ 0,1 °C) em um Fluorimetro
HITACHI4500 (Ex: 380 nm; Em: 460 nm).

5 uL de Bz-FR-MCA (170 uM).

“ 0,3 uL de cruzaina (0,18 nM) com 5 min de pré-incubagfo na presenga de 1 uL de DTT
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Figura 70. Grafico dos valores da velocidade * de consumo do substrato ° pela

cruzaina © em diferentes concentragdes do composto ZINC02342142 (IBScreen,

STOCK2S-99288).

? Valores determinados fluorimetricamente, em 1000 pL de solugdo tampio fosfato
dissddico (50 mM) e EDTA (2,5 mM), pH=6,5 e 1% (v/v) de Triton X-100, sob agitagdo
magnética e temperatura controlada e ajustada para (37,0 £ 0,1 °C) em um Fluorimetro

HITACHI4500 (Ex: 380 nm; Em: 460 nm).
®5 uL de Bz-FR-MCA (170 uM).

0,3 uL de cruzaina (0,18 nM) com 5 min de pré-incubagio na presenga de 1 uL de DTT

Dentre 19 os compostos selecionados pelo modelo de virtual screening, adquiridos

e testados experimentalmente como inibidores da cruzaina, apenas um apresentou inibi¢do

significativa, dentro do erro experimental, enquanto, que os demais compostos ndo foram

capazes de inibir a enzima até concentra¢gdes em que foi observada a perda de solubilidade

dos compostos na solugdo tampdo, ou seja, de 4 uM a 592 uM. O composto

ZINCO01794422 (LifeChemicals F3145-4606) (Figura 71) inibiu a cruzaina apresentando

uma constante de inibi¢do no valor de K;= 21 uM. Este valor foi obtido a partir dos valores

de velocidade de consumo do substrato em fung@o da concentragdo do inibidor, ajustados

pela equacdo de tight binding.[Gillmor et al., 1997] A Figura 72 apresenta grafico do

ajuste dos pardmetros da equagdo de tight-binding aos valores de velocidade de consumo

do substrato pela cruzaina em fung@o da concentragio do composto ZINC01794422

(LifeChemicals F3145-4606).
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Figura 71. Representagdo estrutural do composto ZINCO01794422 (LifeChemicals
F37145-4606) identificado como inibidor da cruzaina, através Modelo II de virtual
screening aplicado ao banco de ZINC
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Figura 72. Gréfico do ajuste® (=) dos pardmetros da equacio de tight-binding® aos
valores (M) de velocidade® de consumo do substrato? pela cruzaina® em fungio da
concentragdo do composto ZINC01794422 (LifeChemicals F3145-4606).

# Utilizando o programa Origin6.0 [Originlab®, 2002].

b Equagdio 2 (item 2.6., Materiais e Métodos, pagina 87)

¢ Valores determinados fluorimetricamente, em 1000 pL de solugdo tampdo fosfato
dissédico (50 mM) e EDTA (2,5 mM), pH=6,5 e 1% (v/v) de Triton X-100, sob agitagdo
magnética e temperatura controlada e ajustada para (37,0 £ 0,1 °C) em um Fluorimetro
HITACHI4500 (Ex: 380 nm; Em: 460 nm).

45 L de Bz-FR-MCA (170 uM).

® 0,3 pL de cruzaina (0,18nM) com 5 min de pré-incubagéo na presenga de 1 uL de DTT

A partir do resultado experimental de inibi¢8io observado e considerando-se que o
composto ZINC01794422 (LifeChemicals F3145-4606) ¢ um inibidor n&o-peptidico,
contendo o grupamento acido-carboxilico a,B-insaturado, pode-se propor um mecanismo de
inibi¢do envolvendo o ataque nucleofilico da Cys25 na dupla ligagdo ativada pelo
grupamento retirador de elétrons carboxilato e a conseqiiente alquilagdo irreversivel da

enzima. Este mecanismo ¢, ainda, uma hipétese, e deve, portanto, ser comprovado por
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outros experimentos, incluindo-se a formag&o e determinago da estrutura do complexo por
cristalografia de raio-X. A inibigdo de cisteino-proteases por sistemas carboxilicos a,p-
insaturados j& foi descrita na literatura,[Barrett et al, 1982] entretanto, estes grupos
funcionais sempre foram associados a inibidores peptidicos.

De acordo com os resultados do procedimento de docking do composto
ZINCO01794422 (LifeChemicals F3145-4606) sobre a cavidade do sitio ativo da cruzaina, o
anel naftalénico do composto se posiciona na cavidade S2 da enzima, enquanto que os
atomo de nitrogénio da hidrazida e o 4&tomo de oxigénio carbonilico estabelecem ligagdes
de hidrogénio com os residuos Gly66 e Aspl58 da cruzaina. A porgdo acido-carboxilico
terminal se posiciona na cavidade oxidnion da cruzaina e deve contribuir para a
solubilidade (e provavelmente, a biodisponibilidade) do composto. A Figura 73 mostra a
pose do composto ZINC01794422 (LifeChemicals F3145-4606), conforme docada pelo
programa GOLD, no sitio ativo da cruzaina. S3o indicados os valores das distincias das -
ligagdes de hidrogénio entre os atomos dos ligantes e os residuos Gly66 e Aspl58 da

cavidade do sitio ativo da cruzaina.

Figura 73. Pose de maior valor de Fitness identificadas pelo programa GOLD, ap6s o
procedimento de docking do composto ZINCO01794422 (LifeChemicals F3145-4606)
posicionado dentro da cavidade do sitio ativo da cruzaina. Sdo indicados os valores das
distancias das ligagdes de hidrogénio entre os atomos dos ligantes e os residuos Gly66 e
Aspl58 da cavidade do sitio ativo da cruzaina. As regides assinaladas S3, S2, SI, SI”
correspondem &s respectivas cavidades do sitio ativo.
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A descoberta do composto ZINC01794422 (LifeChemicals F3145-4606) como um
inibidor da cruzaina (X; = 21uM) ¢ um resultado positivo que demonstra o sucesso do
procedimento de virtual screening, proposto nesta tese de doutorado, na busca de ligantes
especificos partindo-se de informagdes tanto da enzima alvo quanto de inibidores
conhecidos. Considerando-se a propor¢do do nimero de compostos testados em relagdo ao
namero de compostos ativos identificados, este modelo de virtual screening encontrou 1
em 19, ou seja, uma taxa de acerto de 5,3%. Este valor esta de acordo com as taxas de
acerto encontradas na literatura que variam entre 1 a 10% dos compostos sugeridos pelos
modelos de virtual screening.[Rester, 2006]

Como perspectivas futuras que podem ser levantadas a partir das abordagens
utilizadas e dos resultados obtidos nesta tese de doutorado, deve-se ressaltar que, o
composto identificado como inibidor da cruzaina € apenas um ligante micromolar (21uM)
da enzima e que pode ser usado como ponto de partida para o desenvolvimento de uma
molécula bioativa, com possivel atividade na terapia da doenca de Chagas. Assim, para que
este Hit (achado) se torne um Lead (estrutura-lider), outros estudos se fazem necessarios,
como por exemplo:

1. Propor modelos de QSAR de uma série de andlogos para obter uma otimizar a estrutura
lider identificada, quanto as suas propriedades de poténcia, biodisponibilidade e
toxicidade. Nesta série de analogos os substituintes devem contemplar as seguintes
exigéncias estruturais: (7) ocupar a cavidade S3, e/ou a cavidade S1°, (if) aumentar o
carater eletrofilico do grupamento que sofre o ataque da Cys235 cisteina catalitica.

2. Verificar a importancia do 4tomo de bromo para a interagdo do ligante com a enzima e
considerar a sua potencial toxicidade.

3. Auvaliar a estabilidade do complexo inibidor-cruzaina através de estudos de dinidmica
molecular.

4. Validagdo, por cristalografia de raio-X, do modo de ligagdo do composto ativo sugerido
no procedimento de docking.

5. Avaliar a especificidade do composto frente a outras cisteino-protease.

6. Realizar os testes de inibigdo in vivo do composto identificado
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4. Conclusoes

A aplicagdo de dois modelos de virtual screening (Modelos I e II) de inibidores da
cruzaina, uma cisteino-protease do Trypanosoma cruzi, o agente etioldgico da doenga de
Chagas, sobre a biblioteca de compostos orginicos de baixa massa molecular ZINC,

resultou na identificagdio de um inibidor especifico da cruzaina (ZINC01794422,

K; =21 pM) e na identificagdo de trés inibidores inespecificos da cruzaina, agindo pelo
mecanismo promiscuo de inibigdo enzimatica (ZINC02663001, ZINC01936854,
ZINC03326243).

O reconhecimento detalhado das caracteristicas estruturais da cruzaina e de seu sitio

de ligagdo - apds o alinhamento, atomo-a-atomo, dos 13 complexos da cruzaina depositados
no PDB - realizado através dos seguintes procedimentos: inspec¢do visual; analise dos
campos de interagdo molecular gerados pelo programa GRID;[Goodford, 1985]
identificacdo das propriedades de interagdo molecular na superficie da cavidade, geradas
pelo programa CAVBASE[Sotriffer & Klebe, 2002] e simulagdes de dindmica molecular;
permitiu as seguintes constatagdes:

1. Os treze complexos da cruzaina depositados no banco de dados PDB (resolucéo de
1,2 A a 2,4 A) sdo estruturalmente semelhantes em relagio as coordenadas dos
atomos da enzima (Tabela 7).

2. Na estrutura cristalina dos treze complexos da cruzaina analisados, ndo foram
observadas moléculas de dgua conservadas, nem moléculas de dgua intermediando
as ligagdes entre cada inibidor e as correspondentes estruturas da cruzaina (item
3.2.2).

3. Regides favoraveis para posicionar ligantes que apresentam, respectivamente,
interages hidrofébicas e ligagdes de hidrogénio doadora e aceptora com o0s
correspondentes residuos do sitio de ligagdo da cruzaina (Figura 31) foram
reveladas através dos campos de interagdo molecular, calculados pelo programa
GRID. O reconhecimento destes pontos de interagdo favoravel contribui para a
construgdo do modelo farmacoférico de inibidores da cruzaina.

4. Vinte complexos PDB com cavidades similares ao sitio de ligagdo da cruzaina
(Tabela 8) foram identificados a partir das propriedades de reconhecimento

molecular (pseudocentros), expostas na superficie da cavidade da cruzaina
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utilizando-se o programa CAVBASE (Figuras 32 e 33). Todas as estruturas
selecionadas eram de cisteino-proteases, diferentes da cruzaina e, apresentavam
inibidores covalentemente ligados ao enxofre da cisteina catalitica.

5. A cruzaina apresenta significativa estabilidade de sua estrutura terciaria e
enovelamento globular compacto verificada através de estudos de simulagdo de
dindmica molecular (Tabela 9). Verificou-se que o sitio ativo da enzima, com ou
sem o ligante, ndo sofre grandes mudan¢as conformacionais. Entretanto, a
flexibilidade observada nas cadeias laterais de alguns residuos do sitio ativo sugere
a ocorréncia de ajuste induzido na conformagéo da enzima para a acomodagio do

ligante (Tabela 10).

Ao se aplicar o Modelo 1 de virtual screening de inibidores da cruzaina - obtido a

partir do reconhecimento das estruturas dos 13 complexos da cruzaina depositadas no PDB
- sobre o banco de dados ZINC (3.294.714 compostos), constatamos que:

6. Seis compostos (6/3.294.714), sugeridos pelo Modelo I como potenciais inibidores
da cruzaina (Tabela 13), foram adquiridos e submetidos ao teste de inibi¢do
enzimatica da cruzaina, de acordo com o método de tight-binding modificado (item
2.6.), para validacdo experimental do modelo. Observou-se que trés compostos

(ZINC02470662, ZINC02682879 e ZINCO03192044, respectivamente) ndo

mostraram inibigdo significativa da cruzaina, nas condi¢Ges experimentais
utilizadas, até a concentragdo de 670uM (Figura 42), enquanto que os trés restantes
(compostos ZINC02663001, ZINC01936854 ¢ ZINC03326243, respectivamente)
apresentaram inibigdo enzimatica inespecifica, sugerindo que estes Gltimos agem
segundo o mecanismo promiscuo. (Figura 42)

7. O mecanismo promiscuo de inibi¢gdo enzimética dos compostos ZINC02663001,
ZINC01936854 ¢ ZINC03326243, respectivamente, foi verificado pela adi¢do de
Triton X-100 (0,1%, v/v) no ensaio enzimatico, observando-se a correspondente
perda de atividade de inibigdo da cruzaina. (Figura 42). Para cada composto, a
confirmagfo deste mecanismo foi realizada através de teste diferente, verificando-se

o efeito do aumento da concentragio da enzima em dez vezes sobre a inibig¢do.
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Observou-se a perda de atividade de inibigdo da cruzaina, para os trés compostos.
(Figura 43)

Apesar do Modelo I de virtual screening ter sido desenvolvido para selecionar
inibidores especificos da cruzaina, os seis compostos selecionados e testados se
mostraram inativos frente a inibi¢do da cruzaina (compostos ZINC02663001,
ZINC01936854 ¢ ZINC03326243, respectivamente), ou promoveram resultados
falso-positivos nos testes enzimaticos in vitro (compostos ZINC02663001,

ZINC01936854 ¢ ZINC03326243, respectivamente).

A analise critica dos resultados obtidos na preparagdo e na aplicagdo do Modelo 1,

sobre o banco de dados ZINC, motivou as mudangas introduzidas na obten¢fo e na

validagdo de um outro modelo (Modelo I1) de virtual screening de inibidores da cruzaina.

Ao se aplicar o Modelo II de virtual screening de inibidores da cruzaina - obtido a partir do

reconhecimento das estruturas de 33 complexos de cisteino-proteases depositadas no PDB,

a saber, os 13 complexos da cruzaina e os 20 complexos de outras cisteino-proteases,

identificadas na busca por cavidades similares a cruzaina - sobre o banco de dados ZINC

(3.294.714 compostos), constatamos que:

9.

19 compostos (19/3.294.714), sugeridos pelo Modelo II como potenciais inibidores
da cruzaina (Tabela 18), foram adquiridos e submetidos ao teste de inibigfo

enzimatica da cruzaina, de acordo com o método de tight-binding modificado (item

2.8.), para validacdo experimental do modelo. Observou-se que um composto
(ZINC01794422 — Figura 71) apresentou inibi¢do especifica da enzima com
constante de inibi¢do no valor de K;= 21 uM (Figura 57), enquanto os demais
dezoito compostos nfo mostraram inibigdo significativa, nas condig¢des

experimentais utilizadas, até a concentragdo de 592 uM (Figuras 52-56 ¢ 58-70).

10. Para os 19 compostos selecionados pelo Modelo II de virtual screening, o

mecanismo promiscuo de inibi¢do enzimética ndo foi observado, uma vez que todos

os testes foram realizados na presenga de 0,1% de Triton X-100.

11.0 Modelo II de virtual screening, identificou no banco de dados ZINC dois

compostos (ZINC04899534 ¢ ZINC01547017; Figura 50) descritos na literatura
como inibidores da cruzaina (ICso de 2,2uM.[Harth et al., 1993; Crawford et al.,
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1988]), embora estes ndo tenham sido incluidos na constru¢do do modelo. Estes

compostos ndo foram adquiridos.
12. Considerando-se apenas o novo inibidor identificado, o Modelo II de virtual
screening, encontrou 1 composto ativo em 19 testados, ou seja, uma taxa de acerto

de 5,3%. Este valor esta de acordo com as taxas de acerto encontradas na literatura

que variam entre 1 a 50% .[Rester, 2006]
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