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RESUMO
Piccirillo, E., Busca virtual de inibidores de proteases dos virus da Dengue e da
Febre Aftosa: construcdo de bancos de dados, simulacdes de dinamica
molecular e validacdo experimental, 405p. Tese - Programa de Pés-Graduacao
em Quimica. Instituto de Quimica, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo.

A Dengue e a Febre Aftosa sdo infecgdes virais que ocorrem tanto no Brasil como no
mundo, apresentando enorme impacto socioeconémico. As proteases virais sdo reconhecidas
como alvos de grande interesse para 0 planejamento de antivirais, devido ao seu papel
fundamental no ciclo de vida de muitos virus, incluindo-se os flavivirus (virus da Dengue —
DENV) e os picornavirus (virus da Febre Aftosa — FA).

Com o objetivo de buscar e identificar novos inibidores de proteases virais (da
NS2B/NS3pro do DENV ou da LbP™ do virus da FA) propusemos modelos de busca virtual,
incluindo diferentes filtros de selecdo (ex. farmacoforico, drug-like, similaridade e
ancoramento) aplicados, sequencialmente, a bancos de dados de compostos comerciais
(280x10° a 23x10° compostos). A selecdo final dos compostos foi sempre feita por inspecdo
visual.

Para NS2B/NS3pro do DENV, construiram-se quatro modelos de busca virtual
(Modelo I-DENV a Modelo 1V-DENV). O primeiro foi construido, baseando-se na estrutura
cristalogréfica ligada a um inibidor peptidomimético, e aplicado ao banco ZINC. Ao final, dez
compostos foram comprados e submetidos a testes de inibicdo enzimatica, frente a
NS2B/NS3pro, para validacdo experimental deste modelo. Dois compostos mostraram
alguma atividade inibitéria (ICso 150 - 300 uM).

Visando-se melhorar estes resultados, a flexibilidade da NS2B/NS3pro foi incluida,
usando simulacdes de dindmica molecular (DM), e um novo banco de dados construido
(ZINC-Curated). Através de uma andlise extensiva do banco ZINC-Curated, usando

ferramentas estatisticas/quimiométricas, confirmou-se que este foi enriquecido com

compostos com caracteristicas de farmacos.
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Outros trés modelos de busca virtual foram construidos incluindo-se diferentes
informacbes obtidas nas simulacbes de DM. O modelo II-DENV foi feito usando
ancoramento e aplicado ao banco ZINC-Curated, selecionando dezesseis compostos. Nenhum
deles apresentou atividade inibitoria significativa frente a NS2B/NS3pro do DENV. Os
modelos 1II-DENV e IV-DENV utilizaram modelos farmacoféricos, que tiveram seus
desempenhos previamente avaliados usando dados de literatura, e foram aplicados aos bancos
NCI e ZINC-Curated, respectivamente. O modelo I1I-DENV selecionou quinze compostos,
tendo quatro deles apresentado atividade inibitoria (ICso 30 - 100 uM). O modelo IV-DENV
selecionou dezoito compostos, sendo quatro ativos frente a esta protease (ICso 4 - 90 uM),
representando uma taxa de acerto de ~22 %. Ainda, uma série de treze analogos estruturais do
composto mais ativo foi construida, sendo trés deles também ativos. Portanto, as
modificagdes incluidas na busca virtual permitiram melhorar, significativamente, 0s
resultados obtidos.

Para Lb"™ do virus da FA, construiram-se dois modelos de busca virtual (Modelos I-
FA e II-FA). O primeiro foi construido usando sua estrutura cristalografica, sem ligantes, e
uma série in house de potenciais inibidores covalentes. Seis compostos foram selecionados e
testados frente a LbP", tendo dois deles baixa atividade inibitéria (ICso 300 - 600 uM).

A partir da disponibilidade da estrutura da Lb”® com ligante, o modelo II-FA foi
construido e aplicado ao banco ZINC-Curated, selecionando quinze compostos. Estes foram

adquiridos e testados frente a LbP™

, Ndo apresentando atividade inibitoria significativa. Assim,
as modificagdes incluidas ainda ndo foram suficientes para selecionar inibidores mais
potentes. No entanto, estes modelos/resultados contribuiram para o entendimento da(s)

interacdo(8es) no sitio ativo da LbP™.

Palavras-chave: Busca virtual, Dengue, Febre Aftosa, Inibidores de Proteases,
Dinamica Molecular e Bancos de dados.

Vii



ABSTRACT
Piccirillo, E., Virtual Screening for protease inhibitors of Dengue and Foot-and-
mouth disease virus: database building, molecular dynamics simulations and
experimental validation. 2017, 405p, PhD Thesis - Graduate Program in Chemistry.
Instituto de Quimica, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo.

Dengue and Food-and-mouth disease are viral infections that occur in Brazil and in the
world, causing a huge socioeconomic impact. Viral proteases are recognized as targets for
antiviral design, because they are crucial for the life cycle of many viruses, such as flavivirus
(Dengue virus — DENV) and picornavirus (Food-and-mouth disease virus — FMDV).

In order to discovery novel inhibitors of viral proteases (of NS2B/NS3pro of DENV or
of LbP® of FMDV) virtual screening models were proposed comprising a sequence of
different filters (e.g. pharmacophore, drug-like, similarity and docking) applied to databases
of commercial compounds (280x10° to 23x10° compounds). In all models, the final selection
of compounds was always done by visual inspection.

For DENV NS2B/NS3pro, four virtual screening models were proposed (Model I-
DENV to Model 1V-DENV). Model I-DENV was built, based on the crystal structure bound
to a peptidemimetic inhibitor, and applied to ZINC database. Finally, ten compounds were
purchased and submitted to enzymatic assays against this protease to the experimental
validation of this model. Two compounds showed some inhibitory activity (ICsp 150 - 300
uM).

In order to improve these results, NS2B/NS3pro flexibility was included, using
molecular dynamics (MD) simulations, and a novel database was built (ZINC-Curated).
Throughout an exhaustively analysis of ZINC-Curated, using statistical/chemometrics tools,
we confirmed that this new database was enriched with drug like compounds.

Other three virtual screening models were built including different information from

MD simulations. Model II-DENV was built using docking and applied to the ZINC-Curated

database, selecting sixteen compounds. None of them showed a significant inhibitory activity
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against DENV NS2B/NS3pro. Models 1II-DENV and IV-DENV were built using
pharmacophore models, which have their performance previously evaluated using literature
data, and applied to NCI and ZINC-Curated databases, respectively. Model 11I-DENV
selected fifteen compounds, showing four of them inhibitory activity (ICsp 30 - 100 uM).
Model IV-DENV selected eighteen compounds. Four of them were active against this
protease (ICso 4 - 90 uM), representing a hit rate of ~22 %. Moreover, a set of thirteen
structural analogues of the most active compound were built, being three of them also active.
Thus, the modifications done in the virtual screening procedure really improved our results.
For FMDV LbP™, two virtual screening models were built (Models I-FMDV and I-
FMDV). The first one was based on the crystal structure, without ligands, and used a set of in
house potential covalent inhibitors. Six of the in house compounds were selected and tested
against this protease. Two of them showed a weak inhibitory activity (ICso 300 - 600 puM).
Later on, the LbP™® bound with ligands was available being therefore used to build
another model. Model Il — FMDV was applied to the ZINC-Curated database, selecting
fifteen compounds that were purchased and also tested against the target protease. But none of
them showed a significant inhibition. Thus, the incorporated changes were not enough to
retrieve active compounds. However, these models/results contributed to better understand

LbP binding site interactions.

Keywords: Virtual Screening, Dengue, Foot-and-mouth disease, Protease inhibitors,
Molecular Dynamics and database.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

A125C NS2B/NS3pro mutante, com uma Alanina substituindo Cys125
ACP Analise de Componentes Principais
ADMET Absorgdo, Distribuicdo, Metabolismo, Excre¢do e Toxicidade
Bz-nKRR-H benzoil-norleucina-lisina-arginina-arginina-aldeido
CcP Componente Principal
CTE C-terminal extension
DENV Dengue virus
DENV1 Dengue virus serotype 1
DENV?2 Dengue virus serotype 2
DENV3 Dengue virus serotype 3
DENV4 Dengue virus serotype 4
DM Din&mica Molecular
DMSO Dimetilsulfoxido
E-64 Trans-epoxisuccinil-I-leucilamido-4-guanidino-butano
elF Fator de iniciacdo eucaridtico homologo
FA Febre Aftosa
HIV Human Immunodeficiency Virus
HTS High-Throughput Screening
ICs Concentracdo que inibe 50 % da atividade enzimatica
IFNB Interferon beta
Kn Constante de Michaelis-Menten
Ky Constante de dissociacdo do complexo ligante-receptor
Ki Constante de dissociagdo do complexo inibidor-enzima (constante de inibi¢do)
Kon Velocidade de associacdo do complexo ligante-receptor
koff Velocidade de dissociagdo do complexo ligante-receptor
LBDD Ligand Based Drug Design
LbP® Protease Lider, do inglés Leader protease
LogD Logaritmo do coeficiente aparente de particdo em um dado pH
LogP Logaritmo do coeficiente de particao
MC Monte Carlo
NS2B Non-structural protein 2B
NS2B/NS3pro Non-structural protein 2B and protease domain of non-structural protein 3
NS3 Non-structural protein 3
P4, P3, Py, Py, Py’ Residuos dos substratos das proteases
pPK, Cologaritmo da constante de acidez
PAINS Pan Assay INterference compoundS
PDB Protein Data Bank
QSAR Quantitative Structure-Activity Relationship
RMN

Ressonancia Magnética Nuclear




RMSD Root Mean Square Distance
S17, 54,55, S5 Cavidades do sitio ativo das proteases
SAR Structure Activity Relationship
SBDD Structure Based Drug Design
SFI Solubility Forecast Index
Vo Velocidade inicial de formacdo do produto
V max Velocidade maxima de formacédo do produto
Z-FR-MCA Benzoil-fenilalanina-arginina-7-amido-4-metil-cumarina
Z-RR-MCA Benzoil-arginina-arginina-7-amido-4-metil-cumarina
Aem Comprimento de onda de emisséo
Aex Comprimento de onda de excitacdo
AT Comprimento de onda de maxima absorbancia
AG Variacdo da energia de Gibbs
AH Variacdo da entalpia
AS Variacdo da entropia

Nota para a nomenclatura de residuos e &tomos em proteinas

A nomenclatura usada para a identificacdo de residuos de aminoacidos em proteinas

serd a nomenclatura IUPAC, de modo analogo ao descrito por Malvezzi (MALVEZZI, 2008).

Assim, cada residuo de aminoécido é descrito por trés letras, seguido da posicao do residuo na

sequéncia de aminoacido da estrutura priméria da proteina. Por exemplo, o termo “Ser135”,

representa o residuo de aminoacido serina na posicao 135.

A nomenclatura usada para a identificacdo de &tomos em residuos de aminoacidos sera
a derivada da nomenclatura IUPAC, em que o 4&tomo de carbono entre o carbono carbonilico e
0 nitrogénio da amina é denominado CA (ou carbono-a). O proximo atomo ligado ao CA sera
denominado CB (ou carbono-p), o seguinte sera denominado CG (ou carbono-y) e assim por
diante, seguindo o alfabeto grego. Apos a indicacdo do atomo, sera indicado o residuo a que

este atomo pertence, separado por um hifen. Por exemplo, o termo “CA-His159” representa o

atomo de carbono-a do residuo de aminodcido histidina 159.
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1. INTRODUCAO

1.1.  Aevolucdo da descoberta de farmacos

Os farmacos vém sendo utilizados, ha milhares de anos para os mais diversos fins
terapéuticos. Embora ndo se saiba ao certo quais foram os primeiros farmacos e como estes
foram descobertos, existem relatos da utilizagdo de compostos com atividade biolégica como
medicamentos desde as civilizacBes antigas (Egipcia, Greco-romana e Chinesa) (MALVEZZI,
2008; RAVINA, 2011; VIEGAS; DA SILVA BOLZANI; BARREIRO, 2006).

Até a metade do século XX, os medicamentos usados pelo homem eram
exclusivamente de origem natural (animal, vegetal e/ou mineral) (FALLER et al., 2011;
KUBINYI, 2004a). Estes farmacos eram, principalmente, substancias isoladas de produtos
naturais de plantas e metabdlitos secundarios de microrganismos (FALLER et al., 2011;
VIEGAS; DA SILVA BOLZANI; BARREIRO, 2006). Dentre estes, podemos citar: a
morfina (extraida da papoula, Papaver somniferum), a quinina e quinidina (ambas extraidas
de espécies de Cinchona) e a penicilina (extraida do fungo Penicillium sp.), Figura 1.1. Neste
periodo, a descoberta de farmacos era feita por “tentativa e erro”, em geral, testando-se
aleatoriamente diferentes produtos naturais contra as mais diversas doencas e observando sua
atividade. N&o raro, na literatura, encontram-se compostos descobertos ao acaso “baseados”
simplesmente na dedicacdo/intuicdo/sorte, como, por exemplo, a penicilina, o
clordiazepdxido, a sacarina, a fenolftaleina, entre outros. Com o avango das ciéncias naturais,
em especial a quimica e a biologia, 0 homem passou a estudar sistematicamente as plantas de
uso medicinal. (KUBINYI, 1999). Neste contexto, as substancias isoladas de plantas
comecavam a ser modificadas, de forma mais ou menos sistematica, em laboratorio, visando
conseguir compostos com atividade otimizada, ou seja, mais ativos frente ao seu alvo

biolégico e com menor toxicidade (CUMMING et al., 2013; KUBINYI, 2003; MIGNANI et
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al., 2016; ROLLINGER; STUPPNER; LANGER, 2008). O primeiro exemplo de farmaco
semissintético baseado em uma substancia isolada de planta é o &cido acetilsalicilico
(Aspirina®), sintetizado por Felix Hoffmann, em 1897 (Figura 1.1). Este farmaco é uma
forma menos toxica do acido salicilico, que é o principal metabdlito da salicina (principio
ativo encontrado na casca do salgueiro, Salix alba). O acido acetilsalicilico foi introduzido no
mercado em 1899, sendo usado até os dias de hoje ndo apenas como analgésico e anti-

inflamatdrio, mas também como um inibidor da agregacdo plaquetaria (KUBINYI, 2006;

RAVINA, 2011).

. N o Acido
Morfina Quinina Penicilina acetilsalicilico

Figura 1.1. Representacdo da estrutura 2D de alguns farmacos extraidos de produtos naturais (morfina,
quinina, penicilina) e do primeiro farmaco semissintético (acido acetilsalicilico).

A descoberta do &cido acetilsalicilico deu inicio a era dos farmacos sintéticos
(VIEGAS; DA SILVA BOLZANI; BARREIRO, 2006). Assim, novos compostos eram
sintetizados e testados em modelos animais e/ou preparacGes de 6rgdos. Nesta fase, o
processo de desenvolvimento era guiado por hipéteses quimica e/ou bioldgica, sendo
limitante tanto a etapa de sintese de novos compostos quanto a avaliacdo de sua atividade
bioldgica.

No comec¢o da decada de 1960 (HANSCH; STEWARD, 1964), com o inicio dos
estudos de QSAR (do inglés Quantitative Structure-Activity Relationships - Relagdes
Quantitativas entre Estrutura quimica e Atividade biologica), pela primeira vez o0s conceitos
de fisico-quimica organica foram usados para explicar a atividade bioldgica. Estes estudos
foram iniciados por Corwin Hansh, que considerava que a agdo de um farmaco dependia de

dois processos: (i) transporte do farmaco do seu local de aplicagéo até seu local de acéo e (ii)
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interacdes ndo covalentes entre o farmaco e seu sitio de ligagdo no receptor alvo (FUJITA,
2011; HANSCH; STEWARD, 1964; KUBINYI, 2007). Nesta tese, o termo “ligante” sera
usado indiscriminadamente para se referir a qualquer molécula (agonista, antagonista,
substrato ou inibidor) que se liga a uma macromolécula bioldgica (proteina, receptor de
membrana, DNA ou RNA). Até os dias de hoje, os modelos de QSAR sao bastante usados no
planejamento de farmacos bem como na predicdo de algumas de suas propriedades (FUJITA,
WINKLER, 2016). Mais tarde, criou-se o termo planejamento de farmacos baseados na
estrutura do ligante (LBDD, do inglés Ligand Based Drug Design), que inclui, entre outras
abordagens, os estudos de QSAR.

A partir desta abordagem, a sintese de novos compostos passou a ser guiada por
modelos de QSAR, sendo os testes bioldgicos uma etapa ainda bastante limitante. Esta
limitacdo sO foi superada com a disponibilidade dos testes in vitro usando, por exemplo,
ensaio de inibicdo enzimatica. Os testes in vitro permitiram néo so testar de forma mais rapida
os andlogos sintetizados, mas também aumentaram a confiabilidade dos resultados obtidos
(KUBINYI, 2004b). Subsequentemente, o aparecimento da Quimica Combinatdria, da
triagem de alta produtividade (HTS, do inglés High-Throughput Screening) e a evolugdo da
engenharia genética permitiram a sintese de grandes bibliotecas de compostos, que passaram a
ser testados frente a seus alvos bioldgicos, num periodo de poucas semanas (MAYR,;
BOJANIC, 2009).

No entanto, embora a Quimica Combinatoria e o HTS tenham gerado um vasto
numero de compostos com diversidade estrutural, possibilitando a sele¢do de ligantes que
apresentassem um 6timo ajuste a um determinado alvo bioldgico, é consenso na literatura
(BEHNEN et al.,, 2012; KLEBE, 2006; MIGNANI et al., 2016) que estas técnicas nédo
levaram necessariamente a descoberta de novos farmacos, alertando-se, assim, para a

necessidade de se considerar, 0 mais cedo possivel, outras caracteristicas do ligante que o
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tornam farmaco (GLEN, 2011; HOPKINS; GROOM, 2002; MIGNANI et al., 2016). Isto
significa que, aléem do 6timo ajuste do ligante a um determinado alvo bioldgico, deve-se
considerar sua absorc¢do, distribui¢do, metabolismo e eliminacdo no sistema bioldgico e sua
toxicidade, os chamados parametros ADME ou ADMET do ligante. Neste contexto, a
evolucdo dos métodos quimiométricos e a analise das propriedades fisico-quimicas e
estruturais dos ligantes desempenharam um papel fundamental (BOLOGA; OPREA, 2012;
CUMMING et al., 2013; KIRCHMAIR et al., 2015; KUBINYI, 2004b; LIPINSKI et al.,
2001; MEANWELL, 2011; MIGNANI et al., 2016).

A revolucdo nas estratégias de descoberta e planejamento de farmacos se beneficiou
grandemente do desenvolvimento da cristalografia de raios-X de proteinas e de técnicas
multidimensionais em Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) (CHEN et al., 2016;
KIRCHMAIR et al., 2008; KLEBE, 2006; KUBINY1, 2007; ROLLINGER; STUPPNER;
LANGER, 2008). Estas técnicas permitiram elucidar grande numero de estruturas
tridimensionais (3D) de potenciais alvos bioldgicos, sendo grande parte deles disponiveis no
Protein Data Bank (PDB). O conhecimento destas estruturas 3D permitiu avangos
consideraveis no planejamento de farmacos, sendo possivel incluir informages sobre a
estrutura 3D dos alvos bioldgicos. As estratégias de planejamento de farmacos baseadas na
estrutura do alvo bioldgico sdo denominadas SBDD (do inglés Structure Based Drug Design).

O primeiro farmaco descoberto usando estratégias SBDD é o captopril (Figura 1.2),
inibidor da enzima conversora de angiotensina (ECA), descoberto em 1977. A busca de
inibidores da ECA como farmacos anti-hipertensivos se iniciou em 1965, com o pesquisador
brasileiro Dr. Sergio H. Ferreira, a partir do estudo dos efeitos de peptideos extraidos de
veneno de cobra no sistema renina-angiotensina-aldosterona (RAVINA, 2011). No entanto, 0s
resultados mais promissores s0 foram obtidos a partir da elucidagdo da estrutura 3D da

carboxipeptidase A (enzima similar a ECA) complexada o acido L-benzil succinico. Este
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complexo foi usado como um modelo para o sitio ativo da ECA, levando a descoberta, numa
primeira etapa, do inibidor N-succinoil-I-prolina (ICsp = 330 uM) e, em seguida, do captopril
(ICsp = 23 nM) (KUBINYI, 2006). Ainda, no final dos anos 1990, foi descoberta a
dorzolamida (Figura 1.2), inibidor da enzima anidrase carbbnica, usada no tratamento do
glaucoma. A dorzolamida é o primeiro farmaco desenvolvido a partir da elucidacdo da
estrutura 3D de seu alvo bioldgico, a anidrase carbbnica (KUBINYI, 2006; RONDEAU;

SCHREUDER, 2008).

[0} H.N
o OH . LN s// s \3\40
[T \ / \o
N SH
NH
Captopril < Dorzolamida

Figura 1.2. Representacdo da estrutura 2D dos primeiros fAdrmacos desenvolvidos usando estratégias
SBDD, sendo estes o captopril e a dorzolamida.

Mais recentemente, além de se utilizar a estrutura 3D do alvo bioldgico, a flexibilidade
deste alvo vem sendo cada vez mais incluida nas estratégias de SBDD. A importancia da
flexibilidade conformacional para a interacdo ligante-receptor é amplamente aceita na
literatura. No entanto, somente com 0s avangos computacionais obtidos nas Gltimas décadas, a
inclusdo desta flexibilidade nos protocolos de SBDD se tornou factivel, atraves, por exemplo,
de simulacdes de dindmica molecular (DM) classicas (DE VIVO et al., 2016; SOTRIFFER,
2011; STANK et al., 2016; WIEDER et al., 2017).

Além do captopril e da dorzolamida, outros exemplos de farmacos descobertos
empregando abordagens computacionais sdo: donepezila (KAWAKAMI et al., 1996) inibidor
da acetilcolinesterase, usado no tratamento da Doenca de Alzheimer; nelfinavir e o
amprenavir (KUBINYI, 2006), inibidores da protease do virus da imunodeficiéncia humana,
usado no tratamento da sindrome da imunodeficiéncia adquirida; zanamivir e oseltamivir

(VON ITZSTEIN et al., 1993; WADE, 1997), inibidores da neuraminidase, antivirais usados
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no combate da infeccdo pelo virus influenza; imatinibe (CAPDEVILLE et al., 2002), inibidor
da proteina quinase, anticancerigeno; aliscireno (MAIBAUM; FELDMAN, 2009), inibidor da
renina, usado para tratar hipertensdo, e a sitagliptina (WEBER; THORNBERRY, 2007)
inibidor da DPP-4 (dipeptidil peptidase 4), usada no tratamento do diabetes Tipo Il. Contudo,
0 namero de farmacos provenientes do planejamento auxiliado por computador (CADD, do
inglés Computer-Aided Drug Design) &, ainda, pequeno (IRWIN; SHOICHET, 2016;
RAVINA, 2011; SWINNEY; ANTHONY, 2011).

Ainda assim, ferramentas computacionais sdao amplamente usadas nas indudstrias
farmacéuticas tanto na etapa de descoberta (fase pré-clinica) como na de desenvolvimento de
um farmaco (fase clinica). Dentre estas etapas, podemos citar: a identificacdo de hits' e de
compostos lideres (do inglés lead®) através, por exemplo, da busca virtual; o processo de
otimizacdo dos compostos lideres; a predi¢do e otimizacdo de seus parametros ADMET e o
desenvolvimento de formulacdo, entre outras (BROWN et al., 2017; KUHN et al., 2016;
MCGAUGHEY; PATRICK WALTERS, 2017; MUEGGE; BERGNER; KRIEGL, 2017).

A seguir, os principais aspectos abordados nesta breve introducdo da evolucdo da
descoberta dos farmacos serdo aprofundados para dar suporte conceitual as técnicas e as

abordagens metodoldgicas utilizadas nesta tese.

1.2. Quimica Combinatéria e HTS na descoberta de farmacos

A quimica combinatéria e o HTS apareceram como uma forma de superar as
limitagOes na etapa de descoberta de compostos lideres. A quimica combinatoria consiste em

preparar bibliotecas com grande numero de compostos estruturalmente relacionados

! Hit é um composto com estrutura identificada/conhecida que possui uma atividade em um ensaio
biologico abaixo de determinado valor corte (BUCKLE et al., 2014).

% Lead é um composto (ou uma série de compostos) com atividade e seletividade comprovada através de
ensaios bioldgicos que, ainda, preenchem alguns critérios importantes para desenvolvimento de um farmaco

como originalidade, patentiabilidade e acessibilidade por extracdo ou sintese (IMMING, 2008).
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utilizando as mesmas sequéncias de reacdo. Nestas bibliotecas, a diversidade estrutural é
obtida usando blocos de construgcdo com diferentes substituintes, sendo estes blocos diferentes
tipos de reagente. Assim, n reagentes do tipo A (ex. aminoacidos com a porcdo C-terminal
livre) sdo misturados com m reagentes do tipo B (ex. aminoacidos com a por¢do N-terminal
livre) originando (n x m) produtos do tipo C (diferentes dipeptideos).

O HTS consiste em utilizar rob6s acoplados a equipamentos de deteccdo altamente
sensiveis para realizar testes de atividade biologica em larga escala. Atualmente, estes
equipamentos sdo acompanhados de softwares utilizados tanto no controle quanto no
processamento de dados. A automacao dos testes de atividade bioldgica permitiu testar grande
numero de compostos oriundos da quimica combinatoria. O uso do HTS para identificacdo de
compostos com atividade bioldgica deu origem ao termo hit, se referindo a um composto
ativo identificado por HTS (BUCKLE et al., 2014).

No entanto, como ja apresentado, a juncdo destas duas técnicas ndo levou
necessariamente a descoberta de novos farmacos. Dentre as principais razdes para 0 insucesso
pode-se apontar o fato de as bibliotecas de compostos inicialmente geradas pela quimica
combinatéria terem sido baseadas unicamente na acessibilidade sintética e na diversidade
estrutural. Deste modo, 0s compostos presentes nestas bibliotecas apresentavam alta massa
molecular, alta lipofilicidade e baixo grau de pureza. Assim, como esperado, 0s hits
identificados ndo apresentavam caracteristicas fisico-quimicas adequadas, tendo problemas de
biodisponibilidade e farmacocinética (KUBINYI, 2004b; MIGNANI et al., 2016). Outra
limitacdo das primeiras bibliotecas de compostos geradas era conter compostos
verdadeiramente dissimilares, uma vez que o conceito de similaridade e dissimilaridade
quimica depende da propriedade e/ou do critério usado para comparacdo (KUBINYI, 1998).
Estas limitacOes foram em parte superadas priorizando mais a qualidade do que o nimero de

compostos sintetizados, dando énfase para as bibliotecas de compostos com propriedades de
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farmaco-similar (do inglés “drug-like”). Estas propriedades serdo apresentadas e discutidas no
item 1.7 desta Introducdo. Neste contexto, a quimica combinatoria passou a ser usada para
gerar biblioteca de compostos focados em um determinado alvo bioldgico bem como para
gerar séries de analogos para estudos de QSAR (KUBINYI, 2007).

Em relacdo ao HTS, como limitagdes iniciais pode-se destacar a falta de parametros
estatisticos para analisar a qualidade e robustez dos ensaios bem como a constante presenca
de resultados falso-positivos (ou seja, compostos ativos devido a um mecanismo néo
especifico). Na literatura sdo apontadas e discutidas diversas razdes para ocorréncia destes
resultados, sendo as principais: 0 uso de compostos classificados como frequent hitters
(ROCHE et al., 2002), que podem, ou ndo, interferir com os ensaios in vitro (BAELL,
HOLLOWAY, 2010); o uso de compostos com grupos reativos frente as proteinas
(RISHTON, 2003) e o uso de compostos de capazes de formar agregados moleculares
(IRWIN et al., 2015; MALVEZZI et al., 2008; MCGOVERN et al., 2003).

Por fim, mesmo com 0s avan¢os na quimica combinatoria e nos ensaios HTS, a
abordagem “irracional” de se testar, aleatoriamente, um grande nimero de compostos —
vindos de colegdes in house, disponiveis comercialmente e/ou sintetizados por quimica
combinatoria — por HTS, ndo leva, necessariamente, & descoberta de novos candidatos a
farmacos. Quando a busca por novos farmacos se inicia sem o conhecimento de qualquer
composto lider, centenas de milhares de compostos precisam ser investigados e ndo ha
garantias de que sera possivel encontrar um composto candidato a farmaco. Mesmo quando se
conhece um, ou mais, composto(s) lider(es) e se tem informacdes sobre o alvo biologico de

interesse, ndo ha garantias de sucesso (KUBINY, 2004b; MIGNANI et al., 2016).

1.3.  Resultados falso-positivos

A preocupagdo em se evitar o quanto antes resultados falso-positivos no processo de

descoberta de um farmaco é um consenso na literatura (BAELL; HOLLOWAY, 2010;
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BOLOGA; OPREA, 2012; JADHAV et al., 2010; MIGNANI et al., 2016; OWENS et al.,

2014; RISHTON, 2003). Neste sentido, esta preocupacéo é bem descrita pelo conceito:

“fail fast, fail cheap” (CLARK; PICKETT, 2000)

A traducdo literal deste conceito é “falhe rapido, falhe barato” e seu significado pode
ser facilmente entendido quando se considera tanto o tempo investido bem como os altos
custos envolvidos nas fases de descoberta/desenvolvimento de farmacos (pré-clinica e
clinica). Em 2014, Mullard (MULLARD, 2014) estimou que o custo para se desenvolver um
farmaco podem chegar até 2,6 bilhdes de dolares. Além do custo exorbitante, este processo é
bastante demorado, podendo levar entre 10 a 15 anos. Assim, considerando a importancia de
identificar falso-positivos na etapa de descoberta (fase pré-clinica) bem como de selecionar
apenas compostos com grande chance de sucesso para avancar nas etapas de desenvolvimento
(fase clinica), um grande esfor¢co vem sendo feito para entender as razdes e evitar, 0 mais
cedo possivel, a ocorréncia destes falso-positivos e/ou insucessos (BAELL; HOLLOWAY,
2010; IRWIN et al., 2015; MALVEZZI et al., 2008; MEANWELL, 2011; MIGNANI et al.,
2016; SCHULZE et al., 2014; WARING et al., 2015). A seguir, serdo brevemente abordadas

algumas das razdes para ocorréncia de falso-positivos nos ensaios in vitro (fase pré-clinica).

1.3.1. Frequent hitters e PAINS

O termo frequent hitters foi criado por Schneider (ROCHE et al., 2002) se referindo
aos compostos identificados como ativos (hits) em varios ensaios biologicos frente a
diferentes alvos. Schneider e colaborados analisaram as caracteristicas dos hits identificados
em mais de oito ensaios HTS com diferentes alvos bem como dos compostos in house da
Hoffmann—La Roche requeridos por pelo menos seis diferentes projetos de descoberta de

farmacos. Dentre as razdes para a recorrente identificacdo destes compostos como hits 0s
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autores apontam: a inibicdo inespecifica dos alvos (ou seja, compostos promiscuos) e a
interferéncia com o ensaio e/ou 0 método de deteccdo (ex. moléculas coloridas ou
fluorescentes). Seja devido a uma atividade promiscua seja por interferirem no ensaio, 0s
autores concluem que estes hits geralmente ndo sdo bons compostos lideres (ROCHE et al.,
2002). Ainda, neste estudo, os autores puderam separar os frequent hitters (479 compostos)
dos ndo frequent hitters (423 compostos) utilizando modelos de redes neurais. No entanto,
eles ndo encontraram subestruturas comuns a todos, ou a quase todos, os frequent hitters que
pudessem ser usadas como filtros na busca virtual (definida no préximo item).

Em 2010, Baell e Holloway (BAELL; HOLLOWAY, 2010) analisaram um conjunto
de 93.212 compostos da biblioteca de HTS do WEHIMR — Walter and Eliza Hall Institute of
Medical Research — testados em seis diferentes campanhas de HTS, usando a tecnologia
AlphaScreen para ensaios de inibicdo de interacBes proteina-proteina (denominada IPP).
Destes, 2.062 (2,2 %) deram resultados positivos em pelo menos quatro campanhas. Além das
razBes j& descritas por Schneider, os autores também sugerem a capacidade de reagir com
oxigénio singleto (no caso ensaios tipo AlphaScreen) e de formar ligagdes covalentes como
origem da recorrente identificacdo destes compostos como hits. Ainda, a partir da analise da
estrutura destes hits acompanhada da analise da taxa de enriquecimento, 0s autores sugeriram
uma serie de filtros estruturais agrupados em trés diferentes classes de acordo com o ndmero
de compostos que apresentam a subestrutura sugerida como filtro. Para 15 classes
identificadas nestes filtros, os autores ainda compararam seus resultados com os descritos na
literatura obtidos por HTS, usando diferentes métodos de deteccdo e outros alvos (ndo apenas
para IPPs). Esta comparacdo sugeriu 10 classes com compostos capazes de interferir com
varios tipos de ensaios, denominados pelos autores como PAINS (do inglés, Pan Assay
INterference compoundS), sendo elas: rodaminas, bases fendlicas de Mannich, hidroxifenil-

hidrazonas, alquilidenos de barbituratos, tetra-hidroguinolinas fundidas, 1,2,3-arilpirrois,
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benzofuranos ativados, 2-amino-3-carboniltiofenos, catecois e quinonas. Por fim, outras
classes foram identificadas como possiveis PAINS, sendo elas: azo, ciano-piridonas,
divinilcetonas e alguns indois. Como via de regra, 0s autores sugerem evitar compostos
contendo estas classes mesmo que algumas delas possam ser encontradas em farmacos ja
disponiveis no mercado (6,5 %), pois estas também sdo frequentemente associadas com a
toxicidade, reatividade ou a instabilidade metabdlica destes farmacos (BAELL;

HOLLOWAY, 2010).

Base fenolica Hidroxifenil- alquilidenos tetra-hidroquinolinas
de Mannich hidrazonas de barbituratos fundidas
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Figura 1.3. Representacdo da subestrutura 2D das 10 classes com compostos capazes de interferir com
varios tipos de ensaios, denominados de PAINS (do inglés, Pan Assay INterference
compoundS)(BAELL; HOLLOWAY, 2010), sendo elas: rodaminas, bases fendlicas de
Mannich, hidroxifenil-hidrazonas, alquilidenos de barbituratos, tetra-hidroquinolinas
fundidas, 1,2,3-arilpirrois, benzofuranos ativados, 2-amino-3-carboniltiofenos, catecdis e
quinonas.

1.3.2. Compostos com grupos reativos

Compostos contendo grupos reativos frente a proteina sdo outra razdo de resultados
falso-positivos, pois a atividade observada para estes compostos se deve mais a sua
reatividade do que a sua capacidade de interagir com o alvo de interesse. Os exemplos mais
comuns de compostos reativos atuando como falso-positivos formando ligacfes covalentes

sdo aqueles que possuem em sua estrutura grupos eletrofilicos. Estes grupos sdo agentes
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alquilantes e/ou acilantes reativos frente a nucleéfilos biologicos (ex. proteinas plasmaticas e
a glutationa). Uma lista de grupos reativos frente a nucleofilos bioldgicos foi descrita por
Rishton (RISHTON, 1997) e atualizada, em 2012, por Bologa e Oprea (2012). A Figura 1.4
apresenta uma lista de alguns destes grupos reativos. Ainda, embora estes grupos estejam
presentes em algumas classes terapéuticas, Rischton defende que compostos contendo grupos
reativos identificados como “ativos” devem ser avaliados com cautela para verificar se estes

resultados néo sdo falso-positivos (RISHTON, 1997).
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Figura 1.4. Representacdo da estrutura 2D de alguns grupos reativos responsaveis pelos resultados falso-
positivos em experimentos in vitro. Grupos retirados das publica¢fes de Bologa e Oprea (2012),
Malvezzi (2008) e Rishton (1997).

1.3.3.Compostos capazes de formar agregados

A capacidade dos compostos formarem agregados em ensaios in vitro levando a
resultados falso-positivos foi descrita pela primeira vez por Schoichet e colaboradores
(MCGOVERN et al., 2002). Estes pesquisadores analisaram conjunto de 15 compostos
identificados como hits em ensaios HTS usando diferentes alvos. Ainda, como caracteristicas

comuns a estes compostos, ja haviam sido observados mecanismos inibicdo ndo competitivos,
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correlagdes estrutura-atividade ndo significativas, curvas dose-resposta ingremes e baixa
seletividade (sendo ativos frente a varias enzimas ndo relacionadas). Além destas
caracteristicas, estes pesquisadores encontraram que esses CcOmpostos apresentavam
mecanismo de inibicdo dependente do tempo sendo, no entanto, reversivel. Outra
caracteristica identificada foi a diminuicdo da atividade inibitoria na presenca de albumina,
guanidina ou ureia. Ainda, eles observaram que aumento na concentracdo da enzima (10
vezes maior) eliminava totalmente a inibicdo, mesmo usando um excesso de inibidor
(concentracdo 1000 vezes maior). Com base nestes resultados, estes pesquisadores sugeriram
que a forma ativa destes inibidores ndo especificos corresponderia a um agregado de muitas
moléculas. Esta hipotese foi confirmada por experimentos de espalhamento de luz (Dynamic
Light Scattering - DLS) e de microscopia eletrdnica, sendo observada a formacdo de
particulas com diametro entre 50 a 400 nm. A Figura 1.5 representa 0 mecanismo dos
inibidores ndo especificos (inibidores “promiscuos™) descrito por Schoichet (MCGOVERN et
al., 2002). Neste mecanismo, pequenas moléculas formam particulas com diametro entre 50 e

400 nm, que absorvem/adsorvem a enzima alvo, acarretando na sua inibig&o.

Figura 1.5. Representacdo do mecanismo dos inibidores ndo especificos. Neste mecanismo, pequenas
moléculas formam particulas com didmetro entre 50 e 400 nm, que absorvem/adsorvem a enzima
alvo inibindo-a (MCGOVERN et al., 2002).

Em outro trabalho, Schoichet e colaboradores (MCGOVERN et al., 2003) verificaram
por microscopia que os agregados ndo levam a desnaturacdo da enzima alvo. Estes estudos
mostraram que a enzima esta associada a membrana destes agregados e que a inibicéo

observada é decorrente do “sequestro” da enzima da solugdo. Mais importante, observou-se
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que o uso de Triton X-100 (detergente ndo i6nico) na concentracdo de 0,01 % v/v consegue
reverter ou prevenir esta inibicao, sem afetar, significativamente, a atividade da enzima estuda
(B-lactamase). A partir deste estudo, o uso de detergentes (ex. Triton X-100, CHAPS,
Tween20 ou Tween80) em ensaios in vitro vem sendo usado para prevenir e comprovar o
mecanismo de inibicdo ndo especifico (JADHAV et al.,, 2010; MALVEZZI, 2008;
MALVEZZI et al., 2008). No entanto, nestes trabalhos ndo haviam sido, ainda, sugeridos
métodos computacionais para prever este tipo de mecanismo.

Mais recentemente, Irwin e colaboradores (IRWIN et al., 2015) desenvolveram o
“Agregator Advisor” uma ferramenta on-line para reconhecer compostos que podem formar
possiveis agregados. Estes autores analisaram algumas propriedades fisico-quimicas de um
banco de dados com 12.600 compostos reconhecidos por formar agregados. Nesta analise, foi
observado que 80% dos compostos apresentavam logP>3, sendo este considerado o primeiro
critério para prever agregacdo. O segundo critério usado nesta ferramenta foi a similaridade
estrutural com um, ou mais, composto(s) presente(s) neste banco. A utilidade da ferramenta
foi avaliada selecionando e testando sete moléculas preditas como capazes de formar. Destas
sete, cinco apresentaram mecanismo de inibicdo promiscuo através da formacédo de agregados.

A diferenciacdo entre resultados verdadeiro-positivos de falso-negativos se tornou tao
importante que a partir de 2014 o Journal of Medicine Chemistry (JMC) passou a recomendar
que compostos com atividade bioldgica, independente da origem (por exemplo, comercial,
sintetizado e produto natural), devam ser examinados quanto a presenca de subestruturas ja
reconhecidas por interferir nos ensaios in vitro e in vivo (BAELL; WALTERS, 2014). Dentre
as raz0es para estas interferéncias aléem das ja descritas anteriormente (agregacdo, atividade
redox, fluorescéncia, reatividade frente as proteinas e extingdo de oxigénio-singleto), também
sdo citadas a presenca de impurezas, a alteracdo de membranas bioldgicas e falta de

estabilidade no tamp&o do ensaio, para compostos com grupos reativos. Ainda, no caso de
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compostos ou classes de compostos j& associados a resultados falso-positivos (ex. PAINS), o
JMC recomenda que a atividade descrita seja confirmada por pelo menos dois ensaios
diferentes.

Considerando todos os relatos descritos, alguns filtros podem ser aplicados a
bibliotecas e/ou bancos de dados de compostos antes que estes sejam submetidos a ensaios
bioldgicos (in vitro ou in vivo) visando a eliminar aqueles com grupos associados a possiveis
resultados falso-positivos e/ou como propriedades indesejadas para um farmaco. Desta forma,
0 tempo e o custo para se encontrar um composto lider e, subsequentemente, um candidato a

farmaco podem ser reduzidos.

1.4. Busca virtual

A busca virtual surgiu em resposta ao insucesso obtido usando a quimica combinatoria
em conjunto com os ensaios HTS, ja que se observou que testar aleatoriamente um grande
nimero de compostos ndo resultou num avango significativo na descoberta de novos
farmacos. A busca virtual consiste em pré-selecionar os compostos com o auxilio do
computador a partir de bancos de dados virtuais com um grande namero de moléculas. Desta
forma, apenas 0s compostos pré-selecionados sdo submetidos aos testes de atividade in vitro.
Esta pré-selecdo e feita prevendo-se, virtualmente, a atividade bioldgica de interesse através
de diferentes abordagens (LBDD e/ou SBDD). Como vantagem desta estratégia tem-se que 0s
compostos estudados ndo precisam, necessariamente, existir fisicamente e que neste “teste
virtual”, in silico, ndo ha consumo de material (KLEBE, 2006).

No entanto, diferentemente dos HTS, para se realizar a busca virtual torna-se crucial
conhecer as propriedades responsaveis pelas interacbes entre 0 composto e o sistema
biolégico (GOHLKE; KLEBE, 2002; KLEBE, 2006; LIPINSKI, 2000; WENLOCK;
BARTON, 2013). Num primeiro momento, ndo se faz necessario considerar algumas

limitacOes/deficiéncias experimentais dos compostos selecionados, tais como solubilidade,
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formacdo de agregados, estabilidade, entre outras (KLEBE, 2006). Contudo, como ja
apresentado e discutido nesta Introducdo (item 1.3), a importancia de evitar 0 quanto antes
resultados falso-positivos, bem como de priorizar apenas compostos com grandes chances de
sucesso na fase clinica, tem feito com que estes aspectos sejam incluidos j& nas etapas iniciais.
Desta forma, para que os ligantes e/ou compostos selecionados possam, no futuro, se tornar
farmacos € desejavel considerar na busca virtual determinadas propriedades como sua
solubilidade e seus parametros de ADMET (GLEN, 2011; HOPKINS; GROOM, 2002;
WENLOCK; BARTON, 2013). As informaces disponiveis sobre a interacdo ligante-receptor
e sobre as propriedades do ligante sdo usadas na construcdo do modelo de busca virtual
aplicado a um banco de dados de moléculas virtuais.

A proposicdo de modelos de busca virtual validos € dificultada pela complexidade
(LEACH; HANN, 2011) inerente as interacdes ligante-receptor ao nivel molecular (discutida
em detalhes no item 1.5), além de outros fatores tais como: multiplos modos de ligacdo do
ligante (MATTOS; RINGE, 1993; SCIOR et al., 2012), maltiplas conformac6es do ligante e
do receptor (KLEBE, 2006; KOCH et al., 2013; SCIOR et al., 2012; STANK et al., 2016),
ligagdo com proteinas plasmaticas e parametros ADMET do ligante (GLEESON et al., 2011;
HODGSON, 2001; KIRCHMAIR et al., 2015). Tais dificuldades s&o dificilmente superadas
por um unico filtro de selecdo (OPREA, 2002). Como alternativa na literatura se sugere
aplicar diferentes filtros de selecdo de modo sequencial (KLEBE, 2006). Os filtros podem ser
aplicados em qualquer sequéncia sem, em principio, alterar o resultado final da selec&o.
Entretanto, com o objetivo de se otimizar o uso dos recursos computacionais, em geral, 0s
filtros sdo aplicados em ordem crescente de complexidade do célculo. Assim, para o banco de
dados de moléculas virtuais se aplicam primeiramente filtros que necessitam de baixos
recursos computacionais, deixando os filtros mais complexos e elaborados para serem

aplicados nas etapas finais do processo, quando o numero de compostos selecionados ja for
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significativamente reduzido. De modo geral, os filtros podem ser agrupados em trés
categorias distintas: (i) filtros uni- e bidimensionais (1D e 2D), que se baseiam nas
propriedades fisico-quimicas e na conectividade dos compostos (filtros de propriedades
“drug-like” e de similaridade 2D); (ii) filtros tridimensionais (3D), que se baseiam na
distribuicdo espacial de caracteristicas especificas (filtros farmacoféricos e de formato
molecular — “shape”) e, (iii) filtros de ancoramento. As vantagens, limitacdes e exemplos de
aplicacdes recentes de sucesso destes filtros de selecdo serdo apresentados e discutidos a
seguir. O sucesso da busca virtual vai depender da qualidade tanto dos filtros de selecdo bem
como do banco de dados usados (SCIOR et al., 2012).

Ainda, cabe ressaltar que por melhor que seja o poder de previsdo do modelo proposto,
este deve ser submetido a validacdo experimental (por exemplo, cristalografia de raios-X e
ensaios enzimaticos) visando-se confirmar sua utilidade na selecdo de compostos/ligantes
bioativos (BRIAN Y FENG et al.,, 2005; FERREIRA et al., 2010; KLEBE, 2006;
MALVEZZI et al., 2011; MALVEZZI; DE REZENDE; AMARAL, 2009; OPREA, 2002). De
modo semelhante aos ensaios de HTS, os compostos selecionados através da busca virtual que
apresentam a atividade bioldgica de interesse, comprovada por meio da validacdo

experimental, sdo denominados hits (representando resultados positivos).

1.5.  Interacdo ligante-receptor

Como ja apresentado a interacdo ligante-receptor € muito complexa, sendo de extrema
importancia entendé-la tanto para a compreensdo do mecanismo de agdo de um composto
quanto para prever sua atividade bioldgica. Para tanto, é preciso conhecer a grandeza e a
natureza das forcas que determinam esta interacdo. A maioria dos farmacos disponiveis no
mercado se liga ao seu receptor alvo através de interagdes ndo covalentes. Por esta razao,

estas sdo as principais interacdes estudadas e consideradas nas estratégias de LBDD e SBDD.
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1.5.1. Descricao termodinamica da interacao ligante-receptor

Quando um ligante (L) esta préximo de seu receptor alvo (R), eles podem interagir
formando o complexo ligante-receptor (RL). Esta interacdo pode ser, inicialmente, mediada
por interacOes eletrostaticas de longo alcance entre o ligante e o receptor e, em seguida,
reforcada por interacdes de curto alcance como, por exemplo, ligacdes de hidrogénio e
interacdes de van der Waals. A forca desta interacdo (ou seja, a afinidade do ligante pelo
receptor) pode ser descrita pelos valores das constantes de equilibrio Ky (constante de
dissociacdo do complexo RL), desde que as condicdes de equilibrio termodinamico tenham

sido atingidas. Este equilibrio pode ser representado pela seguinte equacéo:

R+L=RL

Sendo que,

onde: Ky é o valor da constante de dissociacdo para o complexo RL; [RL] é o valor da
concentragdo do complexo RL; [R] é o valor da concentracdo molar do receptor e [L] é o valor da
concentracdo molar do ligante.

No caso do ligante ser um inibidor enzimatico, a constante de dissociacdo do
complexo EI também pode ser denominada constante de inibicdo (K;). Quanto menor o valor
de Ky/K; maior ¢ afinidade do ligante/inibidor pelo receptor/enzima alvo. No geral, um ligante
potente tem Ky/K; na ordem de pM a nM. O valor do logaritmo da constante de dissociacéo
(logKg ou logK;) se correlaciona linearmente com o valor da variacdo da energia padrdo de
Gibbs no processo de formacdo do complexo RL/EI, que pode ser escrito pela seguinte

equacéo:
AG° = —2,303 RT logK

onde: 4G ¢ a variagdo do valor da energia de Gibbs da formagdo do complexo ligante-
receptor, , nas concentracdes padrdes (1 mol, a 1 atm); R é o valor da constante universal dos gases, T é
o0 valor da temperatura (em Kelvin) e logK é o valor da constante de equilibrio da interacdo entre o
ligante e o receptor.
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Assim, quando o equilibrio é alcancado, os valores de K¢/K; estdo na faixa de 102 a
10 2 M, o que corresponde a um valor de AG entre -10 e -70 kd/mol (SCHAEFFER, 2008). A
energia de Gibbs € composta de um termo entalpico (AH) e um termo entropico (TAS), como
mostrado na equacéo a seguir:

AG° = AH®° — TAS®
onde: AG° ¢ a variacao do valor da energia padrdo de Gibbs da formacdo do complexo RL;

AH® é a variacdo da entalpia; 4H° é a variacdo da entropia e T é o valor da temperatura (em Kelvin).

A formacdo do complexo ligante-receptor pode ser controlada tanto por fatores
entrépicos quanto por fatores entélpicos determinando, assim, sua assinatura ou perfil
termodinamico (KLEBE, 2015). No entanto, durante este processo pode ocorrer uma
compensacdao mutua entre os fatores entalpicos e entrépicos, ou seja, 0 aumento de um fator
leva a diminuicdo do outro. Esta compensacao pode ser entendida se considerarmos que uma
interagdo entalpica forte “prende” o ligante dentro do receptor diminuindo, portanto, sua
entropia. Por outro lado, um ligante com grande mobilidade no sitio de ligacdo é
entropicamente favoravel, uma vez que poucos graus de liberdade sdo perdidos durante a
formagédo do complexo RL, entretanto as interagdes formadas no complexo RL serdo mais
fracas, resultando numa pequena contribuicdo entalpica (KLEBE, 2015). Devido a esta
compensacao entrépica-entalpica, nem sempre é possivel melhorar a atividade de um
composto favorecendo ambos os termos (KLEBE, 2015). Um exemplo desta compensacdo foi
descrito por Klebe (2015) usando série de oito inibidores peptidomiméticos da tripsina (uma
serino protease humana envolvida no processo digestivo), diferindo apenas em suas posi¢des
P3. Os valores de AG, AH e TAS de cada composto desta série foram determinados por
calorimetria de titulacdo isotérmica (do inglés ITC, isothermal titration calorimetry). Os oito
inibidores apresentam valores de AG comparaveis, entretanto, suas assinaturas

termodinamicas séo diferentes (Figura 1.6).
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Figura 1.6. Assinaturas termodinamicas de uma série de oito inibidores peptidomiméticos da tripsina. Os
graficos de barra mostram a contribuigdo entalpica (AH, barras verdes) e entropica (-TAS, barras
laranja) para a variacdo da energia de Gibbs (AG, barras azul). Embora os valores da energia de
Gibbs (AG) sejam comparaveis entre os oito inibidores, estes diferem quanto aos componentes
entropicos (-TAS) e entalpicos (AH) (KLEBE, 2015).

Nesta série, quando o aumento do anel na posicao R é feito incluindo-se uma amina (—
NH-) ou um metileno (—CHz—), a contribui¢do entdlpica para a ligacdo diminui ¢ a
contribuicdo entropica aumenta. Por outro lado, quando este aumento é feito incluindo um
grupo éter (—-O-), o inverso ¢ observado. A razdo desta compensagdo entalpica-entropica foi
analisada através de cristalografia de raios-X e simulagdes de DM. Para os ligantes com o
grupo amina, duas diferentes conformacbes foram observadas. A primeira com o anel
localizado dentro da cavidade S; (fazendo interacBes predominantemente hidrofobicas) e a
segunda com o anel fora da cavidade (formando uma ligacdo de hidrogénio). Observou-se que
0 aumento do tamanho do anel favorece a conformacdo fora da cavidade (aumentando a
contribuicdo entropica para ligacdo). Por outro lado, os compostos com grupo éter ou
metileno exibem apenas uma conformagédo com o anel localizado dentro da cavidade. Ainda,
para estes a mobilidade residual dos inibidores com éter € menor, explicando porque para
estes a contribuicdo entalpica é maior. E interessante observar que tanto o tamanho do anel
quanto o grupo usado modificam o perfil termodindmico da ligacdo enzima-inibidor.

Os valores de variacdo da entalpia (AH) e da entropia (-TAS) medidos através, por

exemplo, do ITC sdo um somatorio de interagdes favoraveis e/ou desfavoraveis de diversas
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naturezas. A Figura 1.7 mostra uma representacdo das contribuicdes entalpicas e/ou

entropicas que podem ocorrer durante a formacéo do complexo RL.

Figura 1.7. Representacdo esquemaética das contribui¢cdes entalpicas e/ou entrépicas para a formagédo do
complexo [RL]. Os circulos azuis, as esferas laranja e a superficie roxa representam as moléculas de
dgua, o ligante e o receptor, respectivamente. AH, o ¢ AHgra correspondem as variagbes das
entalpias de dessolvatagdo do ligante e do receptor, respectivamente. AHg correspondem &
contribui¢do entalpica das interagdes LR. ASa corresponde a variagdo da entropica resultante da
dessolvatagdo de superficies hidrofobicas. ASy e corresponde & variagdo da entropia rotacional e
translacional do ligante. AScons COrresponde a variagdo da entropia conformacional do ligante. AS;,
corresponde a variagdo da entropia associada aos novos modos de vibracdes de baixa frequéncia de
energia obtidos com a formacdo de ligacGes ndo-covalentes no complexo RL. Linhas pontilhadas
pretas e amarelas mostram ligacGes de hidrogénio e interacfes de van der Waals, respectivamente.
Figura baseada na representacdo descrita por Andrews (ANDREWS; CRAIK; MARTIN, 1984).

Nesta figura, pode-se observar que inicialmente o ligante e o receptor estdo solvatados,
por moléculas de agua. Assim, para a formacdo do complexo RL, estes devem ser
dessolvatados. A dessolvatacdo de grupos polares do ligante e do receptor durante a formacéo
do complexo RL sdo entalpicamente desfavoraveis. Estas precisam ser compensadas, em
parte, pela formacdo de ligacBes de hidrogénio entre o ligante e o receptor. No entanto, a
dessolvatacdo de superficies hidrofébicas contribui positivamente para entropia. Este é o
chamado efeito hidrofébico, no qual se observa um ganho entrépico e entalpico quando duas
regibes apolares solvatadas interagem entre si. Quando moléculas de agua solvatam uma
regido apolar, elas formam ligacBes de hidrogénio mais fortes entre si visando compensar as
fracas interacdes entre elas e a regido apolar. Com isso, as moléculas de agua ficam num

arranjo extremamente organizado, sendo assim, o ganho entropico associado a dessolvatacéo
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destas regides € bastante significativo. Ainda, quando duas regides apolares interagem entre

si, elas foram interacdes de van der Waals que sdo entalpicamente favoraveis.

1.5.2. Interacdes ndo covalentes do complexo ligante-receptor

Além de ligacbes de hidrogénio, interactes eletrostaticas e de van der Waals podem

ser formadas entre o ligante e o receptor. A Tabela 1.1 mostra as principais interagdes ndo

covalentes encontradas no complexo RL e as respectivas faixas de AG envolvidas.

Tabela 1.1. Principais tipos de interacBes entre um composto e o sistema biolégico, um exemplo e as
respectivas faixas de energias envolvidas e dependéncia da distancia (r) (SCHAEFFER, 2008).

Tipo de interagdo

AG e dependéncia
da distancia (r)

I6nica
(longo alcance néo direcional)

Carga-dipolo
(depende da orientacdo do dipolo)

Dipolo-dipolo
(depende da orientagdo mutua dos dipolos)

Carga-dipolo induzido (cétion — )
(depende da polarizabilidade da molécula na
qual se induz o dipolo)

Dipolo-dipolo induzido
(depende da polarizabilidade da molécula na
qual se induz o dipolo)

Dispersao (hidrofébica)
(envolve a sincronizagdo matua da nuvem
eletrénica)

Ligacéo de hidrogénio
(ibnica e covalente parcial, sendo direcional)

de -20 a -40 kJ/mol
ellr

de -12 a -20 kJ/mol
e 1r?

de -4 a -12 kJ/mol
e 1rd

de -2 a -10 kJ/mol
e 1rt

de -2 kd/mol
e 1r®

de -2 a -4 kd/mol
e 1r®

de -4 a -30 kJ/mol
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Na Tabela 1.1 pode-se observar que as interagdes idnicas sdo as mais fortes e de longo

alcance, mas estas ndo sdo direcionais. Ja a energia das ligac6es de hidrogénio varia bastante,

no entanto estas sao direcionais. Como descrito anteriormente, o ganho entalpico associado a
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formacéo de ligacdes de hidrogénio no complexo ligante-receptor, em geral, € compensado
pela dessolvatacdo. Sendo assim, estas ndo levariam a um ganho entélpico liquido. Contudo, o
fato de a ligacdo de hidrogénio apresentar uma geometria especifica a torna bastante
interessante, pois esta é capaz de conferir especificidade a interacdo ligante-receptor
(BISSANTZ; KUHN; STAHL, 2010). Além da energia destas interacdes, outro fator
importante é a distancia em que elas ocorrem. Bissantz, Kuhn e Stahl (2010) fizeram uma
analise estatistica das principais interacbes ndo covalentes usadas em quimica medicinal
através de cristalografia de raios-X. Com esta analise, 0s autores conseguiram descrever quais
as distancias tipicas observadas para estas interacdes. Para as ligacGes de hidrogénio, a
distancia entre o atomo doador e o correspondente 4tomo aceptor variou entre 2,6 e 3,2 A.
InteracBes hidrofobicas mostraram distancias entre 3,3 e 4,4 A, enquanto que interacdes
cation-m apresentaram distancias entre 3,4 ¢ 4,0 A (BISSANTZ; KUHN; STAHL, 2010). Por
fim, na Tabela 1.1, podemos observar que as intera¢fes hidrofobicas sdo as mais fracas, no
entanto, estas sao muito importantes por ocorrem em maior nimero. Varias vezes relata-se, na
literatura, o aumento da afinidade ligante-receptor quando este passa a ocupar um sitio
hidrofébico do receptor (KUHN et al., 2016).

Adicionalmente, na Figura 1.7 € importante observar os termos AS; e ASconf, que
representam a perda entropica rotacional, translacional e conformacional decorrente da
formacdo do complexo RL. Além do ligante, o receptor também pode perder alguns graus de
liberdade durante a formacdo deste complexo. Isto € observado quando o receptor livre adota
diferentes conformacdes e o ligante se liga de forma seletiva a uma destas conformacdes pre-

existentes (STANK et al., 2016).

1.5.3. Predicéo da afinidade ligante-receptor

Considerando-se a complexidade da interacéo ligante-receptor e 0s varios aspectos que

a influenciam, prever a afinidade de um ligante pelo seu receptor usando modelos
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matematicos e ferramentas computacionais é uma tarefa bastante dificil. A energia de Gibbs é
uma funcao de estado, ou seja, € uma propriedade que depende apenas da estrutura do sistema
em equilibrio. Assim, o calculo de funcGes de estado deve ser feito usando um conjunto
médio do sistema. Os métodos mais precisos para a determinacgdo de funcdes de estado sdo 0s
calculos de mecénica estatistica, como Monte Carlo e Dindmica Molecular (KITCHEN et al.,
2004). Estes métodos permitem fazer uma amostragem significativa do conjunto do sistema,
sendo possivel estimar, com certa precisao, a entropia do sistema (DE VIVO et al., 2016).
Além disso, a inclusdo explicita de moléculas de agua no sistema melhora o célculo da sua
entropia. Alguns dos métodos usados para se determinar os valores de 4G e de Ky seréo
abordados no item 1.10. Embora avancos significativos tenham sido feitos nos calculos de
mecanica estatistica, estes ainda sdo computacionalmente caros, inviabilizando seu uso em
larga escala. Com o intuito de tornar estes modelos mais rapidos, varias aproximacoes sao
propostas e varios aspectos sdo desconsiderados (IRWIN; SHOICHET, 2016). Exemplos
desta aproximacéo sdo as funcfes de ranqueamento usadas no ancoramento (descritas no item

1.8).

1.5.4. Descricao cinética da interacdo ligante-receptor

Os conceitos apresentados até agora nesta Introducdo sdo usados para descrever a
afinidade da interacdo do ligante-receptor em condicdes de equilibrio termodindmico. No
entanto, mais recentemente tem sido importante considerar também a dindmica
conformacional, que afeta o processo de associacéo e dissocia¢do de um ligante. Para isto, foi
introduzido o conceito do tempo de residéncia da interacdo ligante-receptor. O primeiro
modelo para descrever o tempo de residéncia foi introduzido, em 2006, por Copeland
(COPELAND, 2015). Neste modelo, o ponto chave para a atividade farmacologica in vivo e
para duracao desta atividade ndo ¢ somente a afinidade do farmaco pelo receptor, medida “em

um sistema fechado” e em condigdes de equilibrio termodinamico (ex. Kj, Kg, 1Cs9 € ECxp).
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Esta consideragao veio do fato que o sistema bioldgico € um ‘“sistema aberto” e que a
concentracdo do farmaco disponivel para interagir com seu alvo biolégico nédo é constante.
Sendo assim, ndo seria possivel alcancar as condi¢des de equilibrio necessarias para que estas
medidas sejam validas. Como alternativa, propde-se que o ponto chave para explicar a
interacdo farmacoldgica no sistema bioldgico é o tempo de vida, ou tempo de residéncia, do
complexo RL. Este conceito considera que a atividade bioldgica s6 ocorre quando um
farmaco se liga ao seu alvo formando o complexo RL e esta sO durard enquanto este
complexo existir. Uma vez que ocorra a dissociacdo, o alvo esta livre para assumir sua funcao
fisiopatoldgica normal. Neste conceito, a constante de equilibrio (Kq) é decomposta em duas
constantes de velocidade denominadas ko, € Ko, que representam a constante de velocidade de
associacdo e de dissociagdo, respectivamente. O tempo de residéncia (t) ¢ definido como
sendo o inverso do Ke (T = 1/Kor). Assim, o tempo de vida do complexo RL é aumentado
guando sua velocidade de associagdo é rapida e sua velocidade de dissociacdo € lenta, sendo
esta Ultima mais importante. Baseando-se nisso, foi proposto que, uma forma de aumentar a
atividade de um farmaco in vivo seria aumentando o valor de ko No entanto, 0s processo de
associacao e de dissociacdo ligante-receptor geralmente incluem varias etapas, que envolvem
mudangas conformacionais do receptor. Considerando a importancia da constante do ko para
se determinar a atividade farmacoldgica in vivo, nos ultimos anos varios experimentos e
métodos computacionais vém sido desenvolvidos e usados para determinar e/ou prever o
valor destas constantes (COPELAND, 2015; DE VIVO et al., 2016). Dentre os métodos
computacionais se destacam as simula¢des de dindmica molecular, que serdo abordadas no

item 1.10.

1.5.5. Medidas da eficiéncia da ligagédo

Como ja apresentado, existe uma relagdo direta entre 0 aumento da afinidade e

lipofilicidade do ligante. Esta, no entanto, pode causar um problema, pois ao se aumentar a
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afinidade atraves de interacdes com regiGes hidrofobicas, pode-se fazer com que as
propriedades ADME do ligante figuem fora da faixa desejada. Como alternativa propés-se
que a afinidade do ligante pelo seu receptor seja corrigida pela sua lipofilicidade, ou massa
molecular. Neste contexto, surgiram as medidas de eficiéncia do ligante (HOPKINS et al.,
2014). Dentre estas medidas, se destacam a eficiéncia do ligante (EL, do inglés ligand
efficiency), o indice de eficiéncia do ligante (LEI, do inglés ligand efficiency index), eficiéncia
lipofilica do ligante (LLE, do inglés lipophilic ligand efficiency) e o indice de eficiéncia de
ligacdo (BEI, do inglés binding efficiency index), apresentadas na Tabela 1.2.

Tabela 1.2. Medidas de eficiéncia do ligante, definicdo e valores minimos sugeridos pela literatura
(HOPKINS et al., 2014; MIGNANI et al., 2016).

Nome da medida Definicgo® Valor minimo aceitavel®

logKy _ 1,37pAtividade > 0.3 keal por mol

EL ~2,3
HA HA por atomo pesado
LEI pAtividade i
HA
LLE pAtividade — clogP >5
BE pAtividade 97
PM

® Onde Ky é a constante de equilibrio de dissociacéo para o complexo RL; HA é o niimero de 4tomos
pesados do ligante (ou seja, nimero de &tomos sem considerar os &tomos de hidrogénio); pAtividade
pode ser plCs, (logaritmo negativo do valor da metade da concentragdo inibitria méxima), pECsg
(logaritmo negativo da concentracdo que induz da metade da resposta maxima), pK; (logaritmo
negativo da constante de inibi¢do) e pKy (logaritmo negativo da constante de equilibrio de
dissociacdo); clogP é o valor do coeficiente de particao calculado que pode ser substituido pelo logD
que é o coeficiente de distribuicdo (este inclui a contribuicdo da ionizacdo para particdo em um
determinado pH) e PM é o massa molecular em kDa.

® De acordo com a literatura (HOPKINS et al., 2014; MIGNANI et al., 2016), considerando um
ligante com um K, > 10 nM e 38 &tomos pesados (~ 500 Da).

A literatura sugere usar medidas de eficiéncia de ligacdo para comparar diferentes
compostos lideres e selecionar aqueles que devem ser priorizados na fase de otimizacao

(HOPKINS et al., 2014; MIGNANI et al., 2016). No entanto, para que estas comparagdes
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sejam possiveis, os valores de atividade devem ser medidos nas mesmas condicdes
experimentais (HOPKINS et al., 2014).

Os aspectos relacionados a interacdo ligante-receptor abordados, até aqui, permitem
entender algumas das interaces e/ou caracteristicas consideradas nos diferentes filtros de
selecdo usados na busca virtual. Estes filtros serdo apresentados a seguir e a ordem escolhida

representa, no geral, um aumento do custo computacional e da complexidade de cada filtro.

1.6.  Filtros uni- ou bidimensionais

Como descrito anteriormente os filtros de selecdo podem ser uni- ou bidimensionais

baseando-se nas propriedades fisico-quimicas e/ou na conectividade dos atomos.

1.6.1. Propriedades drug-like

A ideia de usar propriedades “drug-like” (farmaco-similar) como filtro de selecdo na
busca virtual vem da observacdo de que farmacos apresentam certas propriedades fisico-
quimicas que o distinguem dos demais compostos. Dentre as caracteristicas desejadas para um
farmaco podemos citar: ser solivel em agua e ser, de preferéncia, biodisponivel por via oral.

Um dos trabalhos pioneiros no sentido de identificar propriedades fisico-quimicas
relacionadas com estas propriedades “drug-like” foi feito por Lipinski e colaboradores em
1997. Neste trabalho (LIPINSKI et al., 1997), Lipinski analisou 2.245 farmacos que
apresentavam uma boa biodisponibilidade via oral (absorcdo ou permeabilidade), utilizando
quatro propriedades fisico-quimicas que ja haviam sido associadas com medidas de
permeabilidade, sendo elas: o massa molecular, o coeficiente de particdo octanol/agua
calculado (usando o programa ClogP), o nimero de &tomos doadores de ligacao de hidrogénio
(soma dos atomos O-H e N-H) e o numero de atomos aceptores de ligacdo de hidrogénio
(soma dos atomos O e N). Cerca de 90% dos compostos analisados apresentam massa

molecular (MM) < 500, ClogP < 5, nimero de atomos doadores de ligagdo de hidrogénio
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(HBD) < 5 e nimero de atomos aceptores de liga¢ao de hidrogénio (HBA) < 10. Ainda, menos
de 10% dos compostos analisados apresentam duas propriedades fora da faixa descrita acima.
Baseado nestes resultados, Lipinski sugeriu que compostos que apresentem duas, ou mais,
propriedades com valores fora destas faixas de corte tém grande chance de serem pouco
permeaveis. A aplicacdo destas quatro propriedades, acompanhadas dos valores de corte
descritos acima, ¢ chamada de “Regra dos 5 de Lipinski. Desde sua publicagdo em 1997, o
artigo de Lipinski foi citado mais de 4.900 vezes (segundo o Scopus). Atualmente, a “Regra
dos 5” de Lipinski é amplamente difundida na area da quimica medicinal sendo usada
rotineiramente nos protocolos de descoberta de farmacos (MEANWELL, 2011; MIGNANI et
al., 2016). Uma série de outras regras para prever a biodisponibilidade oral foram derivadas
da regra de Lipinski, sugerindo-se, no entanto, diferentes valores de corte de acordo com o0s
tipos de compostos analisados. A Tabela 1.3 mostra algumas das regras derivadas da “Regra

dos 5 de Lipinski (LIPINSKI et al., 1997).

Tabela 1.3. Algumas das regras derivadas da Regra dos 5 de Lipinski (LIPINSKI et al., 1997).

o, Predigdo da .
Regra Critérios - - Referéncia
g biodisponibilidade
MM < 500; ClogP <5, Lipinski
Regra dos 5 Farmacos
HBD <5 e HBA <10 (LIPINSKI et al., 1997)
MM < 400; ClogP <4, . Oprea
Regra dos 4 Compostos lideres
HBD <4 e HBA <8 (TEAGUE et al., 1999)
MM < 300; ClogP <3,
Regra dos 3 Fragmentos (MAKARA, 2007)
HBD <3 e HBA <6
MM < 200; ClogP < 2, “Blocos de (GOLDBERG et al.,
Regra dos 2
HBD <2eHBA <4 construcdo” 2015)

Os valores de corte descritos para os compostos lideres sdo menores quando
comparados com os descritos para os farmacos (Tabela 1.3). Esta diferenca se deve ao fato
que durante a fase de otimizacdo da atividade de um composto lider, existe uma tendéncia de

aumento da complexidade (por exemplo: aumento do MM, aumento do nimero de anéis e de
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ligacGes com rotacao livre) e da lipofilicidade deste composto. Assim, visando-se evitar que
0s compostos obtidos apos este processo tenham baixa biodisponibilidade oral, seus valores
de corte sdo menores. Ainda, como esperado, quanto menor o composto, menor Sd0 0S
correspondentes valores de corte definidos. Alem destas propriedades fisico-quimicas, outras
foram analisadas e consideradas como importantes para prever a biodisponibilidade via oral
de um farmaco, entre elas: o niumero de ligagdes com livre rotagdo (< 10) e a area de
superficie polar (< 140 A2 ou < 80 A?), ambas sugeridas por Veber e colaboradores (2002b).
Além da biodisponibilidade via oral, outras propriedades “drug-like” relevantes podem
ser incluidas nestes filtros, entre elas a solubilidade aquosa, a estabilidade metabdlica e a
toxicidade, sendo a solubilidade aguosa uma propriedade bastante desejada para um farmaco.
No contexto da descoberta de farmacos, é mais importante garantir que o farmaco seja soltvel
nas condi¢cBes experimentais e/ou no sistema bioldgico do que determinar de forma exata seu
grau de solubilidade. Além de ser importante para permitir a avaliacdo biologica dos
farmacos, a solubilidade esta associada a sua biodisponibilidade por via oral (LIPINSKI et al.,
2001). No entanto, a dificuldade de se prever a solubilidade aquosa de uma molécula é
inerente & complexidade dos fatores envolvidos neste processo. Citam-se, entre estes, as
propriedades doadoras e/ou aceptoras de ligacdo de hidrogénio do composto bem como da
agua e 0 custo energético necessario para romper a estrutura cristalina do estado sélido
permitindo sua solvatagdo. As dificuldades inerentes em prever esta propriedade sdo um
consenso na literatura (HILL; YOUNG, 2010; LIPINSKI, 2000; LIPINSKI et al., 2001;
MANNHOLD et al., 2006). Assim, existem diversos modelos descritos na literatura
(CHEVILLARD et al., 2012) baseados tanto em descritores moleculares® bidimensionais ou

tridimensionais, que variam desde simples indices até modelos de QSPR (quantitative

® Descritores moleculares sdo termos que caracterizam um aspecto especifico de uma molécula.
(SANT’ANNA, 2002)
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structure propriety relationships). Nenhum destes modelos é capaz de prever com seguranca a
solubilidade aquosa, considerando todo o espaco quimico conhecido. Entre os modelos de
predicdo de solubilidade aquosa descritos na literatura pode-se citar o “Solubility Forecast
Index - SFI” (HILL; YOUNG, 2010) e o Soly (MANNHOLD et al., 2006), calculado pelo
programa Volsurf+ (CRUCIANI et al., 2000).

O Solubility Forecast Index — SFI foi proposto por Hill e Young (2010), usando
36.610 compostos disponiveis na GSK. Estes foram divididos em trés grupos segundo seu o
grau de solubilidade aquosa medido experimentalmente: compostos com baixa solubilidade
(<30 uM), compostos com solubilidade intermediaria (30 — 200 puM) e compostos com alta
solubilidade (>200 uM). Os pesquisadores observaram uma boa relacédo entre a solubilidade
experimental e a predita usando o logaritmo da solubilidade com o coeficiente de particdo no
sistema octanol/agua (logP) e o ponto de fusdo. Do ponto de vista de um quimico medicinal
prever o logP é relativamente simples, no entanto, a predicdo do ponto de fusdo é tdo
complexa quanto a predigéo da solubilidade. Portanto, embora os valores calculados por este
modelo fossem préximos aos determinados experimentalmente, para usa-lo como modelo de
predicdo de solubilidade seria mais Gtil encontrar outra propriedade que pudesse substituir o
ponto de fusdo. Apds analise, os autores propuseram que a solubilidade aquosa poderia ser
descrita usando os valores de logDy7,4 calculado (que inclui a contribui¢éo da ionizagéo para
particdo) e o nUmero de anéis aromaticos, dando origem ao SFI expresso pela equagéo:

SFI = clogD,y74 + #AT

onde, SFI ¢ o Solubility Forecast Index; clogDpw7.4 € 0 valor do coeficiente de distribuigéo em

pH 7,4 calculado com o programa ACDLabs e #Ar é o nimero de anéis aromaticos.

Analisando os valores de SFI obtidos para os compostos com baixa, intermediaria e
alta solubilidade, os autores sugeriram que compostos com valores de SFI > 5 teriam maior

probabilidade de apresentarem solubilidade aquosa baixa ou intermediaria (HILL; YOUNG,
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2010). Assim, este modelo ndo calcula o grau de solubilidade de um composto, mas o
classifica segundo a probabilidade de apresentar, ou ndo, uma alta solubilidade aquosa.
Embora as formas gréficas usadas para apresentar e comprovar as relacfes entre solubilidade
e 0 SFI tenham sido criticadas na literatura (KENNY; MONTANARI, 2013), o uso do SFI
como critério para selecionar compostos com maior probabilidade de apresentar alta

solubilidade é interessante devido a simplicidade deste modelo.

Diferentemente do SFI, o modelo de solubilidade aquosa de Mannhold (MANNHOLD
et al., 2006) calcula o grau de solubilidade (denominado Soly). Outra diferenca entre estes
modelos é que o Gltimo foi obtido usando um modelo de PLS* e campos de interacéo
molecular (explicados em detalhes no item 1.7.1). O modelo de PLS foi construido usando
1.028 moléculas com valores de solubilidade aquosa determinados experimentalmente,
apresentando os seguintes parametros estatisticos: r* = 0,74; g = 0,73 (predicdo interna do
modelo) e erro de predicdo externa de ~ 0,7 em unidades de log. Devido ao erro de predicéo
externa, os autores concluem que o modelo ndo deve ser usado para prever a solubilidade de
compostos muito similares, podendo, no entanto, ser usado como filtro para remover
compostos com valores de Soly abaixo de um determinado corte (MANNHOLD et al., 2006).
Entretanto, nenhum valor de corte é sugerido. Assim, mesmo sendo mais complexo o modelo
Mannhold (MANNHOLD et al., 2006), também deve ser usado de forma qualitativa visando
eliminar compostos preditos com insoluveis

Uma das criticas para a aplicacdo de filtros de propriedades “drug-like” na construgao

de bancos de dados para serem usados na busca virtual é que estes reduzem o espago quimico®

* Minimos quadrados parciais (do inglés Partial Least Squares — PLS) é um método de regressdo
multivariada generalizada que usa projecfes para resumir um grande nimero de variaveis potencialmente
colineares (SANT’ANNA, 2002).

® Espaco multidimensional ocupado por todos os compostos quimicos.
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levando a possivel diminuicdo na diversidade do banco (HARVEY; EDRADA-EBEL;
QUINN, 2015). Neste mesmo sentido, outra critica feita a aplicacdo destes filtros é a
recorrente observacdo de que alguns alvos biologicos, ainda ndo explorados, tém grandes
sitios de ligacéo bastante lipofilicos ou bastante polares. O tamanho e as caracteristicas destes
sitios sugerem que a busca de hits e/ou compostos lideres deva ser feita usando compostos
fora do “espago quimico de Lipinski” (DOAK et al., 2016). Além disso, algumas classes de
compostos (ex. antibioticos, antifungicos e produtos naturais) nao estdo dentro do espaco
quimico definido pela regra de Lipinski, entretanto, apresentam uma boa biodisponibilidade
oral (LIPINSKI et al., 1997). Estas classes de compostos tém caracteristicas estruturais que as
tornam substratos de transportadores naturais. Embora algumas vezes criticadas, a aplicacdo
de filtros de propriedades “drug-like” ¢, ainda, bastante recomendada durante as etapas de

desenvolvimento de um farmaco (MEANWELL, 2011; MIGNANI et al., 2016).

1.6.2. Propriedades estruturais

A aplicacdo de filtros de propriedades estruturais tem como objetivo remover
compostos com caracteristicas estruturais indesejadas em um farmaco (BAELL; WALTERS,
2014), sendo comumente denominados de ‘“garbage filters” (BOLOGA; OPREA, 2012;
KUBINYI, 2004b). Algumas destas caracteristicas ja foram apresentadas e discutidas no item
1.3, pois sdo as responsaveis por resultados falso-positivos nos ensaios in vitro. Dentre elas, a
presenca de grupos reativos (BOLOGA; OPREA, 2012) bem como de subestruturas ja
reconhecidas por interferir nestes ensaios (BAELL; HOLLOWAY, 2010). Atualmente, estes
filtros estdo disponiveis em varios programas para preparacdo de banco de dados de
moléculas virtuais. Entre eles, cita-se o programa Filter (“FILTER 2.1.1: OpenEye Scientific
Software Inc., Santa Fe, NM”, [s.d.]), que contém varios filtros estruturais, incluindo os

relativos aos grupos funcionais reativos apresentados na Figura 1.4.
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1.6.3.Similaridade 2D

O conceito de similaridade e dissimilaridade quimica depende da propriedade e/ou do
critério usado para comparacdo (KUBINYI, 1998). Estes filtros se baseiam no conceito de que
moléculas semelhantes apresentam atividades bioldgicas semelhantes. A busca por
similaridade usando a estrutura 2D é uma abordagem LBDD. Nesta busca, as moléculas sdo
descritas na forma de um conjunto de caracteres denominado fingerprint molecular.

Os Fingerprints moleculares consistem em uma série de bits (0 ou 1), representando a
auséncia (0) e a presenca (1) de uma determinada subestrutura/fragmento em uma molécula.
Estes fingerprints moleculares podem ser divididos em quatro tipos (WILLETT, 2011):

e Baseados em subestruturas chaves: os bits representam a presenca, ou a auséncia, de

determinada subestrutura presente numa lista de subestruturas chaves (Figura 1.8(A)). Este
tipo de fingerprint sé é til para comparar moléculas que apresentam as subestruturas chave.
O numero de bits é igual ao nimero de subestruturas chave e cada posicdo de bit representa
uma unica subestrutura. Exemplos destes fingerprints sdo o Molecular ACCess System
(MACCS) e o Barnard Chemical Information Ltd. (BCI).

e Topolbgicos ou path-based: cada molécula é analisada e dividida em fragmentos,

geralmente, lineares. Em seguida, para cada fragmento se atribui um ndimero hash que é usado
para gerar o fingerprint (Figura 1.8(B)). Desta forma, qualquer molécula ira produzir um
fingerprint e cada bit pode ser ocupado por mais de uma subestrutura. Exemplos destes
fingerprints sdo o The Daylight fingerprint e 0 FP2 do Open Babel (O’ BOYLE et al., 2011).

e Circulares: estes fingerprints sdo também topoldgicos e gerados usando nimero hash.
No entanto, ao invés de fragmentos lineares, os ambientes de cada &tomo sdo determinados
atraveés de esferas. Por isso, estes fingerprints ndo sao apropriados para serem usados como
subestruturas de referéncia. Exemplos deste tipo de fingerprint sdo o Extended-Connectivity

Fingerprints (ECFPs) e o Functional-Class Fingerprints (FCFP).
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e Hibridos: que sdo a combinacdo de mais de um tipo de fingerprint. Como exemplo

temos o UNITY 2D e o MP-MFP.

(A) (B)

[ofofafofofofafofofa]

Bit collisions

Figura 1.8. Representacdo de fingerprints moleculares obtidos usando a abordagem baseada em
subestruturas chaves (A) e abordagem topoldgica ou path-based (B) (CERETO-MASSAGUE
et al., 2015).

Os fingerprints gerados podem ser comparados usando diferentes medidas de
similaridade, sendo o coeficiente de Tanimoto (Tc) a mais comumente empregada (CERETO-

MASSAGUE et al., 2015; WILLETT, 2011), sendo representada pela equaco:

T = c
C_a+b—c

onde, Tc é o valor do coeficiente de Tanimoto entre duas moléculas A e B, “a” € 0 nimero de
bits iguais a 1 na molécula A, “b” é o ntimero de bits iguais a 1 na molécula B e “c” é o ntimero de bits

iguais a 1 nas moléculas A e B.

O valor do Tc varia de 0 a 1, com 0 significando nenhuma sobreposi¢do entre 0s
fingerprints e 1 significando uma completa sobreposi¢do dos fingerprints. A magnitude do
valor do Tc depende do numero de bits presentes no fingerprints, assim quanto maior a
molécula de referéncia, maiores serdo os valores de Tc. Numa busca por similaridade, como
valor de corte do Tc, sugere-se escolher aquele capaz de diferenciar compostos ativos dos
inativos (denominados, geralmente, de decoys) (STUMPFE; BAJORATH, 2011).

Algumas limitacGes em buscas por similaridade 2D citam-se: a presenca de “activity

cliffs”, ou seja, compostos similares com atividades bioldgicas distintas (STUMPFE et al.,
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2014); o fato de compostos semelhantes apresentarem diferentes modos de ligacdo
(KUHNERT; DIEDERICH, 2016); a escolha do descritor molecular e a molécula de
referéncia, pois nem todas as regides da molécula séo relevantes para atividade biologica. Por
fim, outra limitacdo bastante importante é ndo usar a conformacdo 3D da molécula

(CERETO-MASSAGUE et al., 2015).

1.7.  Filtros tridimensionais

Os filtros tridimensionais consideram a distribuicdo espacial das propriedades e/ou a
estrutura 3D de cada um dos compostos, ligante ou molécula. Exemplos destes filtros sdo os

farmacoforicos ¢ os baseados no formato (“shape”).
1.7.1.Filtros farmacoforicos

Os filtros farmacoféricos selecionam compostos a partir de modelos farmacoforicos.
Por definicdo, farmacoforo € um arranjo espacial das propriedades estéricas e eletronicas
necessarias para garantir interagdes supramoleculares (ndo-covalentes) Otimas entre um
ligante e seu alvo bioldgico especifico, e, assim, ativar (ou inibir) uma resposta biolégica
(SIPPL, 2008). O farmacoforo € um conceito abstrato para considerar as caracteristicas
moleculares comuns em uma série de ligantes que sdo cruciais para sua interacdo com o alvo
biolégico. Assim, um farmac6foro ndo é uma molécula real tdo pouco uma associacdo de
grupos funcionais (SIPPL, 2008).

Um modelo farmacoférico € um conjunto de regiGes de interacdo (caracteristicas
quimicas) alinhadas no espaco tridimensional. A natureza destas regifes de interacao
corresponde a das interacGes ndo covalentes ligante-receptor mais comumente observadas na
quimica medicinal (ex. ligagdo de hidrogénio, eletrostatica, hidrofobica, cétion-n ¢ n-n
mostradas na Tabela 1.1). Estes modelos podem ser construidos usando informacfes da

estrutura 3D do alvo bioldgico (abordagem SDBB) e/ou a estrutura 3D de uma série de
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ligantes com atividade bioldgica (abordagem LBDD) (STUMPFE; BAJORATH, 2011;
WIEDER et al., 2017; WOLBER; LANGER, 2005).

Quando os modelos sdo construidos com base na estrutura 3D do complexo RL, a
identificacdo das regides de interacdo importantes para a atividade bioldgica é feita de modo
intuitivo analisando aquelas presentes no complexo (Figura 1.9 (A)). Por outro lado, quando
0s modelos séo construidos com base na estrutura de um ligante, ou de uma série de ligantes,
a identificacdo destas regides € mais complexa. Neste ultimo caso, a obtencdo da conformacéo
bioativa e o alinhamento da série de compostos sdo etapas cruciais para a construcao do
modelo. Ndo existe um numero ideal de regides de interacdo para se propor um modelo
farmacofdrico. Acredita-se que quanto maior o numero de regides de interacdo menos hits
serdo selecionados (WIEDER et al., 2017). Modelos com muitas regides de interagdo (ex. < 7)
selecionaram um numero pequeno de hits, que terdo uma grande chance de serem similares a
estrutura de referéncia. Por outro lado, modelos com poucas regides de interagdo (ex. < 3) irdo
selecionar hits inespecificos sendo, portanto, de pouca utilidade para busca virtual (WIEDER

etal., 2017).
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Figura 1.9. Representacdo de um modelo farmacoférico tipico gerado a partir do complexo ligante-
receptor: (A) Modelo farmacoforico gerado pelo programa LigandScout (WOLBER; LANGER,
2005) a partir do complexo da inibidor-cruzaina (cisteino protease do Trypanossoma cruzi) obtido
diretamente do PDB (cddigo 3KKU, resolucdo 1,28 A (FERREIRA et al., 2010)) e (B) alguns dos
tipos de interacdo ligante-receptor reconhecidas pelo LigandScout (WOLBER; LANGER, 2005).

Independente da forma como o0 modelo farmacoférico tenha sido gerado, este deve ser

capaz tanto de selecionar compostos ativos bem como de diferenciar entre os ativos e 0s
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inativos (decoys). Assim, a avaliacdo do desempenho do modelo farmacoférico gerado é
bastante importante para 0 sucesso da busca virtual. Além de se contar o numero de
compostos ativos e inativos selecionados por um determinado modelo farmacoforico, na
literatura sdo descritos outros critérios para se avaliar a qualidade dos modelos gerados
(MCGANN; NICHOLLS; ENYEDY, 2015). Os mais comumente descritos sdo o fator de
enriquecimento e a area sobre a curva (AUC, do inglés area under the curve), ambos obtidos
a partir da curva ROC (do inglés Receiver Operator Characteristic, Figura 1.10), que mostra a
fracdo de compostos ativos versus a fracdo de compostos inativos para um dado valor de
escore (medida do ajuste do composto ao modelo farmacoférico) partindo-se dos compostos

com melhor classificacéo.
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Figura 1.10. Curva ROC tipica mostrando a obtencédo da AUC e do fator de enriquecimento (EF) de 10 %.
Nesta curva, cada ponto representa a fracdo de ativos/inativos selecionados para um dado valor de
escore, partindo-se do maior valor de escore até o menor valor de escore. A linha vermelha
representa uma curva com AUC igual a 0,5 (esperada se os compostos fossem selecionados
aleatoriamente). Neste exemplo, o valor de EF o € igual a 5 (0,5/0,1). (MCGANN; NICHOLLS;
ENYEDY, 2015)

O fator de enriquecimento (EF) é a fracdo de compostos ativos (f,) obtidos quando
uma determinada porcentagem de compostos inativos € encontrada (fj), ou seja, EF = f./fi.
Assim, o EF depende do valor da porcentagem de compostos inativos considerado (fi = 1 %,
5 %, 10 %), variando de 0 a 1/f; de modo que um modelo perfeito apresentaria um valor de EF
= 1/f;, enquanto que um modelo que seleciona compostos ativos e inativos de modo aleatorio
teria um valor de EF = 1. O valor do AUC representa a probabilidade de um composto ativo

receber um valor de escore maior que um composto inativo. Este valor varia de 0 a 1, sendo 1
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o0 valor esperado para um modelo perfeito. Curvas com AUC = 0,5 indicam que 0S compostos
ativos e inativos sdo selecionados de forma aleatdria. Estas métricas podem ser usadas para
analisar a qualidade de outros filtros usados na busca virtual que serdo apresentados nos
préximos itens (MCGANN; NICHOLLS; ENYEDY, 2015).

Existem diversos programas, comercialmente disponiveis, que permitem reconhecer e
gerar automaticamente modelos farmacoforicos, entre eles: CATALYST (“Catalyst”, 2005),
FLAP (BARONI et al., 2007), LigandScout (WOLBER; LANGER, 2005) e MOE
(CHEMICALCOMPUTINGGROUPINC., 2004). Todos estes podem gerar modelos
farmacofdricos partindo tanto da estrutura do receptor como do ligante.

Na literatura sdo encontrados varios exemplos de sucesso do uso de modelos
farmacofdricos na busca virtual, permitindo identificar compostos ativos frente a diferentes
alvos biol6gicos (MALVEZZI et al., 2011; MALVEZZI; DE REZENDE; AMARAL, 2009;
RECHFELD et al., 2014; WIEDER et al., 2017). Além dos compostos selecionados
apresentarem atividade frente ao alvo de interesse, alguns deles tém caracteristicas estruturais
bastante diferentes daquelas observadas nos compostos usados para construir os modelos.

Assim, um exemplo interessante foi observado nos estudos realizados por Rechfeld e
colaboradores (2014). Estes pesquisadores buscavam inibidores da interagdo PKCe/RACK2
(interacdo proteina-proteina entre a proteina quinase C com seu o receptor de ativacdo da
PKC). No entanto, a auséncia de informacdes sobre inibidores ndo peptidicos da interacéo
PKCe/RACK2 bem como as caracteristicas do sitio ativo da PKCe (grande, raso, exposto ao
solvente e flexivel) tornam esta tarefa bastante desafiadora. Como estratégia, os pesquisadores
construiram um modelo farmacoforico baseado nas interacdes entre a PKCe e o peptideo
EAVSLKPT (inibidor da interagio PKCe/RACK2) observadas na estrutura cristalogréfica
(Figura 1.11). Este modelo foi aplicado a um banco de dados contendo 300.000 moléculas,

selecionando 468 (0,2 %) delas. A selecdo final foi feita tanto pela classificacdo do ajuste
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geométrico de cada molécula ao modelo bem como por inspecédo visual. Por fim, 19 (4,0 %)
compostos foram selecionados e adquiridos e testados in vitro. Um deles apresentou atividade
inibitdria significativa (ICsp = 25 uM, compostos nimero 1 da Figura 1.11). O composto
numero 1 foi usado como estrutura fundamental para a sintese ou compra de uma série de 19
tienoquinolinas. Varios compostos desta série apresentaram atividade bioldgica, sendo que o
mais ativo apresentou ICsy = 5,9 UM (compostos nimero 8 da Figura 1.11) (RECHFELD et
al., 2014). Assim, este estudo mostra como modelos farmacoféricos podem ser usados com
sucesso na identificacdo de compostos bioativos mesmo quando o alvo é considerado nao

druggable® e quando as informacdes sobre outros inibidores sdo limitadas.
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Figura 1.11. Representa¢io do modelo farmacoférico gerado a partir das interacdes entre a PKCe e o
peptideo EAVSLKPT e da estrutura de dois inibidores identificados por Rechfeld e
colaboradores (2014). (A) Representagdo do sitio de interacdo entre o dominio C da PKCg e o
peptideo EAVSLKPT (PDB 1GMI). (B) Modelo farmacoférico gerado pelo programa LigandScout
(WOLBER; LANGER, 2005) a partir do complexo 1GMI. (C) Estrutura de dois inibidores
identificados pelo estudo (nimero 1 e 8), sendo o nimero 1 selecionado pelo modelo farmacoférico
e 0 numero 8 obtido usando a estrutura de 1 como base. (D) Composto nimero 1 sobreposto ao
modelo farmacoférico gerado (RECHFELD et al., 2014).

Modelos farmacoféricos também podem ser gerados usando apenas a estrutura do

receptor (ou seja, sem qualquer ligante) (HU; LILL, 2013). Neste caso, ndo é necessario o

® O termo “druggability” se refere a capacidade de um alvo molecular ser modulado de forma favoréavel
(ex. ativado ou inibido) por uma molécula pequena. Estima-se que apenas 10% do genoma humano corresponde

a alvos “druggables”, portanto, a grande dos alvos seria “ndo druggable” (BUCKLE et al., 2014).
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conhecimento prévio de ligantes. Outra vantagem destes modelos é que eles nao sdo restritos
ao espaco quimico ocupados pelos compostos ja descritos como ligantes de um determinado
alvo. Nos modelos farmacoforicos, gerados deste modo, as regides de interacdo sdo obtidas
mapeando a superficie do sitio de ligacdo do receptor alvo. Um dos métodos mais comuns de
se obter estes modelos é através dos calculos dos campos de interacdo molecular (do inglés
Molecular Interaction Fields - MIFs) usando sondas moleculares de diferentes naturezas
(doadora e/ou aceptora de ligacdo de hidrogénio, hidrofébica e aromatica). Estes campos de
interacdo moleculares podem ser calculados usando, por exemplo, o programa GRID
(GOODFORD, 1985). Durante este calculo o sitio de ligacdo do receptor alvo é colocado
numa caixa com uma grade regularmente espacada. Em seguida, sondas moleculares
(representando atomos ou moléculas de prova) sdo posicionadas nos vértices desta grade e
valores de energia de interacdo entre a sonda e o receptor sdo calculados. Os valores de
energia de interacdo calculados sdo usados para identificar regiGes de interacdo favoraveis
(“hot spots” (GOHLKE; HENDLICH; KLEBE, 2000)) ao redor da estrutura do receptor
bioldgico. Estes pontos de interacdo favoraveis podem ser usados para construir um modelo

farmacoforico baseado na estrutura do alvo biol6gico (HU; LILL, 2013).

Como j& apresentado, atualmente, além de se utilizar a estrutura 3D do alvo bioldgico,
a sua flexibilidade vem sendo cada vez mais incluida nas estratégias de SBDD. Uma forma de
incluir a flexibilidade conformacional nos filtros farmacoféricos é gerar modelos
farmacofdricos usando diferentes conformacbes do complexo ligante-receptor. Estas
conformacOes podem ser obtidas experimentalmente (por cristalografia de raios-X ou por
RMN) ou computacionalmente (ex. simulacbes de DM classicas) (CHOUDHURY;
PRIYAKUMAR; SASTRY, 2015; PICCIRILLO et al., 2016).

A importancia de se considerar a flexibilidade conformacional foi analisada por

Choudhury, Priyakumar e Sastry em 2015, usando como alvo a ciclopropano sintase da
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Mycobacterium tuberculosis (CmaAl). Cinco diferentes simulacées de DM foram realizadas
usando a estrutura da CmaAl (cdédigo PDB 1KPH) complexada com um, ou mais, ligante(s),
representando diferentes estagios do ciclo catalitico desta enzima. Cada simulacdo de DM
teve duracdo de 40 ns, sendo selecionado para cada uma delas um snapshot a cada 5 ns.
Assim, 40 snapshots representando diferentes conformacgdes foram obtidos e usados para
gerar modelos farmacoféricos. Ainda, um modelo farmacoférico foi gerado a partir da
estrutura cristalografica (LKPH). Em seguida, todos os modelos foram avaliados usando uma
série de 23 compostos ativos frente a esta enzima e 1.398 decoys. Como resultado, os autores
observaram que os modelos farmacoforicos gerados usando os snapshots obtidos nas
simulacdes de DM tiveram um melhor desempenho do que o gerado usando a estrutura
cristalografica. Uma critica comum deste tipo de abordagem € o pequeno ndmero de
snapshots usados como representantes das diferentes conformacdes observadas ao longo de
toda a simulacdo (WIEDER et al., 2017). Além disso, nenhum critério foi usado para escolher
estes snapshots, sendo esta uma etapa critica (DE VIVO et al., 2016).

Mais recentemente, Wieder e colaboradores (WIEDER et al., 2017) propuseram uma
estratégia para incluir a flexibilidade na criacdo dos modelos farmacoféricos que ndo depende
da prévia selecdo de alguns snapshots representativos. Nesta estratégia, todos os snapshots
obtidos durante a simulacdo de DM sdo usados para gerar modelos farmacoféricos. Estes sao
agrupados de acordo com sua semelhanca. Para cada grupo, o valor da energia do ligante em
cada um das estruturas presentes neste grupo é calculado. A seguir, 0 modelo farmacoférico
que corresponde a estrutura com valor de energia médio € escolhido como representativo do
correspondente grupo. Por fim, os modelos farmacoforicos representativos obtidos para um
determinado alvo s&o usados na busca virtual. Deste modo, para cada alvo varias listas de hits
sdo obtidas (uma para cada modelo representativo). Estes hits sdo agrupados gerando uma

nova lista na qual cada hit é contado uma Unica vez. A classificagdo dos hits é, entdo, dada
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pelo numero de vezes que cada hit foi selecionado. A validade desta estratégia foi analisada
usando 40 complexos ligante-receptor obtidos do PDB. Para cada alvo, foi usado um conjunto
de compostos ativos e de compostos preditos como inativos obtidos do banco DUD-E. Como
resultado, os autores observaram que 0 uso desta estratégia permitiu encontrar modelos
melhores quando comparados aos usando as estruturas do PDB (WIEDER et al., 2017).

A aplicacédo de filtros farmacoforicos independentemente de se incluir a flexibilidade
conformacional do receptor é uma estratégia de sucesso no caminho para a descoberta de

NOvoS compostos ativos.

1.7.2. Filtros baseados no formato (“shape”)

Os filtros baseados no formato (“shape”) selecionam moléculas com base na sua
similaridade de “formato”. O formato pode ser definido como coincidéncia de volumes ou de
superficies. A ideia de se incluir o formato na busca virtual vem do fato de que se duas
moléculas tendo um formato similar, talvez possam apresentar propriedades similares
(NICHOLLS et al., 2010). O conceito de similaridade baseada no formato ndo é novo, no
entanto, estes passaram a ser usados rotineiramente na busca por novos compostos ativos a
partir do surgimento de ferramentas computacionais de busca em larga escala.

De modo anélogo ao descrito para os filtros farmacoféricos, existem varios algoritmos
de busca baseados no formato. Entretanto, um destaque especial é dado para o programa
ROCS (HAWKINS; SKILLMAN; NICHOLLS, 2007), pois este €, ainda, reconhecido como o
estado da arte na busca baseada no formato (KIRCHMAIR et al., 2009).

Além do formato, o programa ROCS (HAWKINS; SKILLMAN; NICHOLLS, 2007)
permite incluir informagfes sobre algumas caracteristicas quimicas na busca virtual,
representando atomos ou grupos funcionais como aneéis, atomos doadores ou aceptores de
ligagdo de hidrogénio. Desta forma, diferentes tipos de medidas de similaridade podem ser

calculadas baseadas: no formato (Shape Tanimoto), nas caracteristicas quimicas (Color
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Tanimoto) e na combinacdo dos dois (Combo Tanimoto). A combinacdo do formato e dos
padrdes quimicos pode melhorar significativamente o desempenho da busca virtual. De modo
analogo ao descrito para os modelos farmacoféricos, para se realizar a busca por similaridade
de formato € preciso fornecer uma determinada estrutura 3D da molécula de referéncia. No
entanto, diferentemente dos modelos farmacoforicos baseados no ligante, esta busca parece
ser menos sensivel a conformacdo da molécula de referéncia apresentando, portanto, uma
vantagem em relacdo aos modelos farmacofdricos. Nesta abordagem, torna-se mais
importante a escolha da molécula de referéncia do que a obtencdo da conformacéo bioativa

(KIRCHMAIR et al., 2009).

1.8.  Filtros de ancoramento

O ancoramento (do inglés docking) consiste em posicionar um ligante dentro do seu
sitio de ligacdo e, em seguida, estimar sua afinidade pela proteina alvo (KITCHEN et al.,
2004). A aplicacéo desta estratégia para bibliotecas de compostos permite a selecdo de acordo
com seu valor de afinidade por determinada proteina alvo. Os estudos de ancoramento podem
ser divididos em duas etapas, a primeira envolve a predi¢do correta da pose do ligante (ou
seja, sua conformacao e orientacdo dentro do sitio de ligacdo) e a segunda envolve a predicao
correta da afinidade do ligante. As duas etapas sdo complexas e apresentam limitacoes.

Para que a predicdo da pose do ligante (ou seja, seu modo de ligacdo) possa ser feita
de forma correta é necessario considerar todos os graus de liberdade conformacionais do
ligante (translacional, rotacional e conformacional) de modo réapido e eficiente. Assim, quanto
maior e mais flexivel o ligante, mais dificil devera ser prever de forma correta seu modo de
ligacdo. A varredura do espaco conformacional do ligante pode ser agrupada em quatro
métodos:

e Baseados em campos de forga: usam simula¢fes de DM ou de Monte Carlo (MC) para

explorar o espaco conformacional do ligante, buscando-se regides de minimos de energia. Um
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dos problemas destes métodos € que os ligantes podem ficar “presos” em minimos locais,
caso 0s tempos de simulacdo sejam muito curtos. Um exemplo de programa que usa
simulacdes de MC é o GLIDE (HALGREN et al., 2004).

e Métodos evolutivos (algoritmo genético): fazem uma busca aleatoria do espago

conformacional diminuindo, assim, a probabilidade do ligante ficar preso em minimos locais.
Estes se baseiam na teoria da evolucdo de Darwin, na qual, uma populacdo de cromossomos
(poses do ligante) é gerada. Estes sdo representados por genes (angulos diedros e vetores
rotacionais e translacionais) que evoluem por mutagéo de um gene e/ou cruzamento entre dois
genes. Por fim, as populagdes com melhor escore sdo usadas para gerar novas populacgdes por
reproducdo. Este processo se repete até que um determinado critério seja atingido.
Normalmente, os programas que adotam estes métodos tém melhores desempenhos quando os
resultados obtidos sdo submetidos a uma etapa adicional de minimizacéo, para a localizacéo
do minimo global. Um exemplo de programa que usa algoritmo genético é o GOLD

(VERDONK et al., 2003).

e Meétodos de construcdo incremental: fazem uma busca sistemética visando a explorar
todos os graus de liberdade de um determinado ligante dividindo-o em fragmentos. Em
seguida, um fragmento de referéncia é ancorado usando a complementaridade geométrica.
Este fragmento vai sendo, entdo, repetidamente incrementado até reconstruir totalmente o
ligante. Este processo pode ser agilizado considerando apenas alguns angulos diedros. No
entanto, se na conformacdo bioativa o ligante apresentar &ngulos torcionais ndo usuais,
dificilmente estes métodos conseguirdo encontrar a pose correta. Um exemplo de programa
gue usa a ancoragem incremental é o FlexX (RAREY et al., 1996).

e Métodos de complementaridade de forma: estes métodos procuram por uma

complementaridade estrutural entre as formas do ligante e da correspondente na cavidade da

proteina. A flexibilidade do ligante é incluida usando um conjunto de conformacgdes



62

previamente geradas. Assim, 0 ancoramento € rigido, sendo apenas rotacionado e
translacionado dentro do sitio ativo da proteina. Um problema deste método é que
dificilmente a verdadeira conformacdo bioativa serd encontrada dentre as previamente
geradas. No entanto, uma vez que as conformagdes foram geradas, 0 ancoramento se torna
mais rapido. Exemplos de programas que se utilizam deste meétodo sdo o DOCK
(MOUSTAKAS et al., 2006) e 0 FRED (SCHULZ-GASCH; STAHL, 2003).

O modo de ligacdo observado no complexo ligante-receptor obtido por cristalografia
de raios-X € considerado, dentro do erro experimental, como uma das possiveis conformacoes
bioativas do ligante. Assim, o desempenho dos programas de ancoramento quanto a obtencédo
da pose €, normalmente, avaliado observando-se quanto os resultados obtidos reproduzem
estes dados experimentais. Em geral, todos os programas de ancoramento, usando qualquer
um dos quatro metodos de varredura do espaco conformacional do ligante descritos acima,
sdo capazes de reproduzir satisfatoriamente (com valores de RMSD’ < 2A) as poses dos
ligantes observadas nos complexos obtidos por cristalografia (CARLSON et al., 2016). Este
tipo de avaliacdo de desempenho é chamado de re-docking (HAWKINS et al., 2008).

A segunda etapa do ancoramento € prever e classificar a afinidade de diferentes poses
de um mesmo ligante, e/ou de diferentes ligante(s), por determinada proteina alvo. Esta etapa
é fundamental para o sucesso do ancoramento, pois o programa deve ser capaz de diferenciar
as poses corretas, das incorretas, bem como os compostos ativos, dos inativos. Como ja
apresentado anteriormente, métodos de calculo de energia livre de Gibbs usando mecénica
estatistica foram desenvolvidos para modelar as interagdes proteina-ligante e, assim, prever
afinidade desta ligacdo. Entretanto, estes metodos ainda sdo computacionalmente muito caros
para serem usados como forma de avaliacdo de um grande nimero de complexos ligante-

receptor. Como alternativa, os programas de ancoramento preveem a afinidade ligante-

" RMSD (do inglés Root Mean Square Distance) é uma medida da distancia média entre atomos.
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receptor através de funcbes de ranqueamento. Estas funcdes fazem varias suposicbes e
simplificacbes ndo considerando completamente todos o0s aspectos envolvidos no
reconhecimento ligante-receptor, como, por exemplo, as contribuicGes entropicas e a
polarizabilidade. De modo geral, as funcbes de ranqueamento podem ser agrupadas em trés

classes:

e Funcbes baseadas em campos de forca moleculares: calculam a energia da interacdo
ligante-receptor usando campos de forca moleculares da mecénica classica (descritos em
detalhes no item 1.10). A principal desvantagem destes métodos é ndo considerar os fatores
entrépicos associados a interacdo ligante-receptor. Assim, deve-se ter cuidado para ndo
superestimar as altas afinidades calculadas para moléculas grandes e/ou polares. Um exemplo
de funcdo de ranqueamento baseadas em campos de forca é a Goldscore (KORB et al., 2012).

e FuncBes empiricas: calculam a energia da interacdo ligante-receptor usando equacao

complexa com varios termos, que descrevem propriedades reconhecidas como importantes
para a interacdo ligante-receptor. Séries de treinamento e métodos de regressao multivariada
sdo usados para otimizar os valores dos coeficientes que descrevem a contribuicdo de cada
termo para a equacdo. Assim, € esperado que as equacdes obtidas para um conjunto de
determinada proteina sé possam ser aplicadas para proteinas similares as presentes na série de
treinamento. Exemplos de programa que usam fun¢des de ranqueamento empirica Sdo 0
FRED (MCGANN, 2011) e 0 GOLD (VERDONK et al., 2003).

e Funcdes baseadas no conhecimento de potenciais médios de forca: calculam a energia

da interacdo ligante-receptor usando a soma das energias livre de interacdo de todos os pares
de atomos ligante-receptor. Estas energias sdo calculadas considerando os valores de
distancia, entre dois pares de atomos, observados em complexos RL obtidos por
cristalografia. As vantagens deste metodo € que ndo s@o necessarias séries de testes e que 0s

termos entropicos e relacionados a dessolvatacao sdo incluidos implicitamente. No entanto, a
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definicdo arbitraria dos tipos de atomos envolvidos na interacdo € um dos fatores que limita a
aplicabilidade destas funcdes de ranqueamento. Um exemplo de programa que usa a funcdes
baseadas no conhecimento € o FlexX (RAREY et al., 1996).

Estudos comparativos mostram que todas as funcdes de ranqueamento tém enorme
dificuldade para identificar a pose mais correta, dentre todas as poses geradas, sendo bastante
importante a inspec¢éo visual dos resultados obtidos. Além disso, outra limitagdo das funcgdes
de ranqueamento € a predicdo absoluta da afinidade do ligante pelo seu alvo. Melhores
resultados sdo obtidos quando se analisa a capacidade das func@es classificarem de forma
mais, ou menos correta, a atividade relativa de um conjunto de ligantes. A avaliacdo do
desempenho destas funcdes de ranqueamento quanto a capacidade de diferenciar ativos, de
inativos, pode ser feita usando as mesmas métricas usadas para avaliar o desempenho dos
modelos farmacoféricos (item 1.7.1) (MCGANN; NICHOLLS; ENYEDY, 2015). No entanto,
o desempenho das funcBes de ranqueamento esta de longe de ser ideal e parece ser bastante
dependente do alvo molecular usado (CARLSON et al., 2016; IRWIN; SHOICHET, 2016;
KITCHEN et al., 2004; KLEBE, 2006; SCHOMBURG; RAREY, 2014; SMITH et al., 2016).

Além das limitacOes descritas, tanto os algoritmos usados para prever a pose bem
como as funcgbes de ranqueamento, outros aspectos relacionados ao insucesso desta
abordagem sao: (i) a escolha da estrutura tridimensional do alvo molecular a ser usada (baixa
qualidade), (ii) a ndo inclusdo da flexibilidade conformacional do alvo e (iii) a auséncia de
informacao sobre aguas estruturais. Estes aspectos serdo brevemente discutidos a seguir:

e Escolha da estrutura tridimensional do alvo molecular: ¢ uma etapa crucial em

qualquer abordagem baseada na estrutura do receptor independentemente de como esta
estrutura foi obtida (cristalografia de raios-X, RMN e/ou modelagem por homologia). Em
gualquer um destes casos, 0 conjunto de coordenadas usado sempre serd um modelo

(WARREN et al., 2012). Assim, a qualidade destes modelos precisa ser verificada (DUNBAR
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et al., 2013). Considerando, por exemplo, as estruturas obtidas por cristalografia de raios-X,
alguns dos critérios que deveriam ser observados sdo: a resolucdo (medida tedrica da menor
distancia observada no cristal, indicando a quantidade de dados coletados); o R-factor
(medida da diferenca entre os dados observados e os preditos usando o modelo, indicador da
qualidade do modelo); Ryee (coeficiente de validacao cruzada do R-factor calculado a partir de
dados ndo usados para construir o modelo); diferenca entre R-factor e Riee (Medida do overfit
do modelo); contatos cristalinos com o ligante e/ou com o sitio de ligacdo e ainda a presenca
de regiGes com densidade incompleta e/ou modelada incorretamente proxima ao ligante e/ou
ao sitio de ligacao. Pelo exposto, na analise da qualidade de uma estrutura 3D Vvarios critérios
deveriam ser analisados. No entanto, ndo é raro encontrar na literatura estudos SBDD usando
estruturas de baixa qualidade (HAWKINS et al., 2008; WARREN et al., 2012).

¢ Inclusdo da flexibilidade conformacional: até 0 momento, ndo é possivel incluir todos

os graus de liberdade conformacionais de um alvo molecular. Algumas alternativas para
contornar esta limitagcdo sdo descritas na literatura, entre elas: (i) atribuir flexibilidade para a
cadeia lateral de alguns residuos de aminodcidos usando uma biblioteca de rotdmeros e (ii)
usar um conjunto de diferentes conformacdes do receptor, obtidas tanto experimentalmente
quanto por meio de simulagdes de DM (DE VIVO et al., 2016; KITCHEN et al., 2004).

o Identificar &dguas estruturais: estas sdo moléculas de agua que fazem ligacBes de

hidrogénio com residuos da superficie do receptor em uma geometria perfeita, podendo
intermediar interacGes ligante-receptor. Em qualquer interagdo ligante-receptor ocorre 0
deslocamento de moléculas de &gua nas superficies polares do receptor. A dessolvatacdo de
regides polares tem um custo entalpico que deve ser compensado pela formacao de ligacdes
de hidrogénio no complexo ligante-receptor. No entanto, a perda entélpica associada ao
deslocamento de moléculas de agua estruturais dificilmente é compensada (BISSANTZ;

KUHN; STAHL, 2010). Uma pratica comum nas abordagens SBDD, incluindo o
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ancoramento, € remover todas as moléculas de agua presentes na estrutura. No entanto,
moléculas de agua estruturais deveriam ser mantidas. Exemplos da importancia de se
considerar moléculas de agua, possivelmente estruturais, no ancoramento ja foram descritos
na literatura (NGUYEN et al., 2014). Nos ultimos anos, apesar dos esforcos feitos para
desenvolver modelos capazes de identificar quais moléculas de agua sdo (ex. WaterMap
(ABEL et al., 2008)), ou ndo, estruturais, a identificacdo e a inclusdo destas moléculas de
agua em estudos de SBDD é ainda um desafio (BETZ et al., 2016; MURPHY et al., 2016;
NGUYEN et al., 2014; NITTINGER et al., 2015).

Os trés aspectos descritos sdéo importantes ndo s6 nos estudos de ancoramento, mas em
qualquer abordagem SBDD. Embora os programas de ancoramento tenham varias limitacdes,
seu uso como ferramenta na busca virtual resultou na identificacdo de um grande nimero de
ligantes que foram, subsequentemente, validados tanto usando ensaios enzimaticos quanto
determinando experimentalmente a estrutura 3D do complexo RL (IRWIN; SHOICHET,
2016). Ainda, o sucesso do uso deste filtro vai depender da qualidade do banco de moléculas
virtuais, do tipo de alvo e dos critérios de escolha dos hits. Aspectos relacionados a qualidade
do banco de dados serdo apresentados e discutidos no item 1.9 desta Introducdo. A aplicacao
do ancoramento a alvos moleculares com sitios de ligacdo amplos e rasos tem menor taxa de
sucesso como, por exemplo, para algumas proteases e interacbes proteina-proteina (IRWIN;
SHOICHET, 2016). Na literatura, sugere-se que se pode encontrar entre 2 ou 5 novas classes
de compostos com atividade biologica usando o ancoramento, devendo-se testar pelo menos
entre 25 a 50 compostos. No entanto, este nimero pode ser muito maior para proteases e,
ainda, sem garantia de sucesso. Por fim, em relacéo a analise e selecdo dos hits alem do valor
de escore sugere-se fazer uma etapa de inspec¢éo visual (IRWIN; SHOICHET, 2016).

Outro exemplo de sucesso do uso do ancoramento na busca de novos ativadores do

receptor de opioide-p (LOR) partindo de um banco de dados de 3 milhdes de compostos lead-
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like (lideres similares) (MANGLIK et al., 2016). Estes compostos foram ancorados no sitio de
ligacdo do receptor HOR usando o programa DOCK (MOUSTAKAS et al., 2006). As 2.500
moléculas com melhor valor de escore foram analisadas visualmente considerando sua
novidade estrutural, sua capacidade de formar interagdes com residuos polares reconhecidos
como importantes para formacdo do complexo ligante-receptor e, excluindo aquelas com
conformac0®es energeticamente desfavoraveis. Nesta etapa, 23 moléculas foram selecionadas
para serem compradas e testadas frente ao receptor. Destas moléculas, 7 (30 %) mostraram K;
entre 2,3 e 14 uM, sendo estruturalmente diferentes dos compostos ja descritos como
inibidores do receptor pOR. Entretanto, os compostos inicialmente identificados precisavam
ser melhorados quanto suas atividades (K; na faixa de poucos pM). Para isso, 0s autores
usaram um conjunto de 500 compostos analogos aos mais ativos contendo as principais
regibes para ligacdo com o receptor bem como outros grupos capazes de fazer novas
interacdes com o receptor. Estes 500 analogos foram ancorados e 0s 15 com melhores escores
foram selecionados e testados. Destes, 7 (47 %) foram ativos com K entre 42 nM e 4,7 uM. O
composto mais ativo (42 nM) foi, entdo, modificado por sintese orgéanica, resultando em um
composto bastante ativo com K; = 1 nM (denominado PZM21). Adicionalmente, PZM21 se
mostrou inativo frente a outros tipos de receptores de opioides sendo, portanto, seletivo.
Outras aplicacGes do procedimento de ancoramento incluem os estudos de relacao
estrutura atividade de séries de compostos (FALSINI et al.,, 2017), a identificacdo de
resultados falsos positivos em estudos de HTS (FERREIRA et al., 2010) e a predi¢do da

toxicidade e do metabolismo de farmacos (DI MARTINO et al., 2013).

1.9. Bancos de dados de moléculas virtuais

A preparacdo e/ou escolha do banco de dados de moléculas a ser usado na busca
virtual é uma etapa crucial deste processo, sendo bastante importante para o sucesso desta

abordagem. Existem varios bancos de dados de moléculas, gratuitos ou comerciais, que
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podem ser usados na busca virtual como o ChEMBL (HERSEY, 2015), 0 ZINC (IRWIN et
al., 2012), o PubChem (KIM et al., 2016), o PDBbind (WANG et al., 2004), o WOMBAT
(OLAH et al., 2005), o DrugBank(WISHART, 2006), dentre outros. O formato das moléculas
varia de acordo com o banco, por exemplo, uni (SMILE) ou tridimensionais (Mol2 e SDF).

A sequéncia de etapas envolvidas na preparacdo do banco de dados depende de
diversos fatores como o alvo molecular em estudo e o(s) tipo(s) de filtro(s) que sera(do)
usado(s) na busca virtual (ex. similaridade 2D, farmacoforico, baseado no formato e
ancoramento). Entretanto, algumas etapas sdo, normalmente, empregadas, sendo elas:
remogdo de compostos com grupos funcionais indesejados (“garbage filters”), remogdo de
compostos com propriedades fisico-quimicas indesejadas, correcao das estruturas e obtencdo
de diferentes conformacg6es. Cada uma destas etapas serd brevemente discutida a seguir.

e Remocdo de compostos com grupos funcionais indesejados. Os bancos de dados

usados para busca virtual podem conter compostos com grupos funcionais e/ou subestruturas
capazes de gerar resultados falso-positivos nos ensaios in vitro (ex. como os PAINS),
compostos com grupos reativos frente a determinados alvos bioldgicos e compostos capazes
de formar agregados. As caracteristicas e as razdes para estes resultados ja foram discutidas
com detalhes no item 1.3 desta Introdugdo. Considerando que os hits selecionados na busca
virtual precisam ser necessariamente validados e que esta validagcdo €, geralmente, feita
através de ensaios in vitro, remover, ja durante a preparacdo do banco, compostos que podem
gerar resultados falso-positivos pode aumentar o sucesso na busca virtual. Esta etapa,
geralmente, ¢ denominada de “limpeza” (“cleaning up”) e os filtros usados podem ser
chamados de “garbage filters” (vide item 1.6.2). A aplicagdo destes filtros s6 ndo ¢
recomendada se 0 objetivo da busca virtual for selecionar compostos que atuem formando
uma ligacéo covalente (MALVEZZI, 2008; MALVEZZI; DE REZENDE; AMARAL, 2009).

No entanto, para maioria dos projetos de descoberta de farmacos o objetivo é encontrar
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compostos que atuem por um mecanismo ndo covalente. Por esta razdo, a aplicacdo desta
etapa na preparacdo do banco de dados é bastante recomendada (BOLOGA; OPREA, 2012;
MIGNANI et al., 2016; SCIOR et al., 2012).

e Remocdo de compostos com propriedades fisico-quimicas indesejadas.

Diferentemente do descrito anteriormente, ndo ha um consenso na literatura sobre a inclusdo
de filtros de propriedades “drug-like” (vide item 1.6.1) durante a etapa de preparagdo dos
bancos de dados. Como argumento a favor de se incluir estes filtros é poder selecionar, ja nas
primeiras etapas, compostos com uma maior probabilidade de apresentar bons parametros
ADMET (BOLOGA,; OPREA, 2012; MEANWELL, 2011; MIGNANI et al., 2016; WARING
et al., 2015). A principal critica € que a inclusdo destes filtros restringe o espaco quimico,
diminuindo a chance de se encontrar novas classes de compostos (BENET et al., 2016;
DOAK et al., 2016). Outra critica é que os critérios usados nestes filtros ndo se aplicam a
determinadas classes de compostos (em especial, produtos naturais) bem como a certos tipos
de alvo molecular (DOAK et al., 2016; LIPINSKI, 2016).

e Correcdo das estruturas. Esta etapa € fundamental durante a criacdo dos bancos de

dados e ndo ha criticas a respeito da sua inclusdo. A etapa de correcdo de estruturas visa a
garantir que as moléculas presentes no banco de dados estejam descritas de forma correta
guanto a: sua quiralidade (quando conhecida); hibridizacdo dos atomos nas liga¢6es quimicas;
seu estado de protonacdo (definido para um determinado pH) e sua forma tautomérica. A
relevancia desta etapa € facilmente compreendida considerando, principalmente, os filtros
baseados nas interacBes ligante-receptor (farmacoférico e ancoragem), pois o padrdo de
interac6es de uma molécula depende, por exemplo, de seu estado de protonacao (ex. interacdo
ibnica) e/ou da sua forma tautomérica (ex. ligacdo de hidrogénio). Ainda, diferentes estéreo

isbmeros apresentam uma distribuicdo espacial diferente que poderd modificar tanto sua
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forma quanto o padrédo de interacdo em trés dimensdes (BOLOGA; OPREA, 2012; MARTIN,
2009; SCIOR et al., 2012).

e Obtencdo de diferentes conformacdes. Um dos maiores desafios dos filtros

tridimensionais € gerar para cada molécula um conjunto de diferentes conformagdes que seja
adequado para varrer todo seu espago conformacional (BOLOGA; OPREA, 2012;
HAWKINS; NICHOLLS, 2012; SCIOR et al., 2012). Esta etapa tenta garantir que seja
possivel encontrar a conformacdo bioativa dentre as conformacdes geradas. Existem varios
programas capazes de gerar conformag6es 3D como o Corina (SADOWSKI; GASTEIGER,
1993), o Open Babel (O’BOYLE et al., 2011), 0 Omega (HAWKINS et al., 2010), entre
outros. No entanto, nenhum deles é capaz de gerar, em todos os casos, conformacGes
proximas as bioativas. O numero de conformacgdes necessarias para se varrer 0 espacgo
conformacional vai depender da flexibilidade de cada molécula (medida geralmente pelo
namero de ligacbes com livre rotacdo), sendo maior para moléculas mais flexiveis. Assim,
num primeiro momento, poderiamos supor que o ideal seria gerar o maior numero de
possiveis conformacdes. Entretanto, quanto maior o nimero de conformacgfes geradas, maior
0 espaco em disco necessario para armazenar 0 banco de dados bem como o custo
computacional de se aplicar os filtros de selecdo (SCIOR et al., 2012). Nao existe, dentro do
nosso conhecimento, um numero ideal de conformacdes que devem ser geradas. Além do
namero de conférmeros, outro fator importante é evitar a presenca daqueles com alta energia.
Embora existam na literatura casos de ligantes em complexos que apresentam conformacgdes
de alta energia, estes ndo sdo a maioria sendo reportado na literatura que 70% dos ligantes
formam complexos com energias torcionais inferiores a 3 kcal/mol (SCIOR et al., 2012).
Além das estratégias descritas, com o0 mesmo objetivo, outros autores sugerem,
agrupar as moléculas segundo suas similaridades estruturais e selecionar algumas como

representativas de cada grupo (BOLOGA,; OPREA, 2012).
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1.10. Simulac6es de Dindmica Molecular aplicadas em SBDD

Um dos primeiros modelos propostos para entender a formacao do complexo RL, foi o
modelo chave-fechadura criado por Fisher em 1894. Neste modelo, o receptor é a fechadura e
o ligante é a chave. As ranhuras da chave corresponderiam as interacfes ligante-receptor e
ambos sdo considerados como estruturas rigidas (STANK et al., 2016). As limitacGes deste
modelo ficaram evidentes com a disponibilidade de diferentes estruturas 3D de um mesmo
alvo molecular complexas com diferentes ligantes permitindo a andlise do formato destes
sitios de ligagdo. Em 1958, Koshland propds o modelo do ajuste induzido (“induced fit”) no
qual a formacdo do complexo ligante-receptor induz mudancas conformacionais no receptor,
incluindo assim a sua flexibilidade. Posteriormente, surgiu o modelo de selecéo
conformacional (“conformational selection”), no qual o receptor livre (sem o ligante) adota
um conjunto de diferentes conformacdes e o ligante se ligaria, preferencialmente, a uma das
conformacBes pré-existentes. Este modelo foi proposto para explicar as mudancas
conformacionais observadas no sitio de ligacdo apds um determinado ligante interagir com
um sitio alostérico® (STANK et al., 2016), sendo confirmado experimentalmente.
Independente do modelo considerar que a interagdo ligag&o-receptor ocorra por ajuste
induzido e/ou selecdo conformacional, a flexibilidade do ligante (“chave”) e do receptor
(“fechadura”) é evidente (COZZINI et al., 2008).

De um modo ou de outro, a flexibilidade do ligante ja tem sido considerada ha algum
tempo na busca virtual (IRWIN; SHOICHET, 2016; KITCHEN et al., 2004; SCIOR et al.,
2012). No entanto, considerar a flexibilidade do receptor continua sendo um desafio

(COZZINI et al., 2008; IRWIN; SHOICHET, 2016; SOTRIFFER, 2011; WIEDER et al.,

8 Sitio do receptor distante do seu sitio de ligagdo, mas ativamente acoplado a ele (BUCKLE et al.,
2014). Isso significa que a ligagdo de uma molécula ao sitio alostérico altera o formato do sitio de ligacéo,

modificando a atividade deste receptor.
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2017). Como ja apresentado, uma estratégia bastante aceita para se incluir a flexibilidade do
receptor na busca virtual é usar um conjunto de conformacdes deste receptor (DE VIVO et al.,
2016; KLEBE, 2006). Este conjunto de conformac6es pode ser obtido experimentalmente ou
computacionalmente usando mecanica estatistica (simulacdes de dindmica molecular ou
Monte Carlo). Considerando que a obtencdo experimental deste conjunto de conformacdes
nem sempre € possivel, as simulacdes usando mecanica quantica ganharam uma grande
importancia, em especial as simulac6es de dinamica molecular (DM) (DE VIVO et al., 2016).

SimulacGes de DM classica € um método computacional usado para estudar o
movimento dos atomos e das moléculas aplicando a equacdo de movimento de Newton,
apresentada a seguir.

V)
 dx

f =ma

onde: f é a forca de um &tomo i num determinado instante, m é a massa de i, a é a aceleragdo
de i neste instante, V é o potencial e x € a posi¢do deste i no espago Cartesiano e V é a funcdo de

energia potencial empirica.

Um determinado campo de forca é usado para estimar a forca da interacdo entre dois
atomos e calcular a energia total do sistema (Figura 1.12). Assim, a integracdo da equacao de
movimento de Newton durante a simulagdo gera sucessivas configuracdes do sistema,
resultando numa trajetéria de coordenadas em funcdo do tempo (DE VIVO et al., 2016). Uma
limitacdo nestes campos de forca é ndo considerar a polarizabilidade dos atomos, pois as
cargas parciais destes ndo podem se alterar durante a simulacdo. Campos de forca polarizaveis
foram criados para contornar esta limitacdo, mas séo ainda muito caros computacionalmente.
Outra limitacdo desses campos de forga é ndo permitir que ocorra a quebra, ou formacéo, de
novas ligagdes, que pode ser contornada usando simulagdes hibridas com mecénica quantica e
classica (QM/MM). Ainda assim, varias propriedades podem ser calculadas a partir destas
trajetérias de DM cléssica, entre elas o AG, kon, T € kot (MERGET; SOTRIFFER, 2015;

STEINBRECHER et al., 2015).
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Figura 1.12. Representacdo da equacdo de um campo de forca (V) com termos representando interagdes,

0]

Ma

par a par, de atomos ligados (ligacdo, angulo e diedro) e entre pares de atomos néo ligados
(interacdo de van der Waals e eletrostatica) (DE VIVO et al., 2016). Nos trés termos referentes
aos atomos ligados, temos: i € um par de atomos; | e a representam distancia e angulo de ligacéo,
respectivamente, sendo ambos descritos por potenciais harmdnicos com valores de referéncia Iy e ag
e constantes de forca k; e k,, respectivamente; © é o angulo diedro, descrito por uma série de M
cossenos, na qual ny descreve a multiplicidade do termo k da série, O, é a fase do &ngulo e Vj é a
energia de barreira. Nos dois termos referentes aos pares de dtomos ndo ligados, temos: i e j sdo
atomos; rj € a distancia entre estes atomos; a interagcdo de van de Waals é descrita por um potencial
12-6 de Lennard-Jones, no qual &; € o valor minimo do vale de energia e ¢ € a minima distancia de
energia (soma dos raios de van der Waals dos &tomos i e j) e para interacdo eletrostatica se usa um
potencial de Coulomb, no qual g; e g; séo as cargas parciais dos atomos, &, € a permissividade do
espaco livre e ¢, é a permissividade relativa (ou constante dielétrica) (DE VIVO et al., 2016). As
figuras foram retiradas do Scientific American Blog (“Scientific American Blog”, [s.d.]).

calculo da energia de Gibbs para descrever a formacdo do complexo ligante-

receptor ndo é simples, sendo possivel usando mecénica estatistica (amostragem de

Boltzmann). Assim, a energia de Gibbs pode ser expressa pela equagéo a seguir:

oy C. .
AG® = —KTln <—p vre () ) + kTin (—“‘f‘“)
pligado (x) C

onde: AG® ¢ a energia de Gibbs para formagdo do complexo LR, nas concentra¢Ges padrdes (1

correspondendo a 1 molécula num volume de 1663 A®); k é a constante de Boltzmann; T é a

temperatura em Kelvin; piivre(X) piigado(X)é @ probabilidade se de encontrar a proteina nos estados livre e

ligado, respectivamente; C..ixs € @ concentragdo do par ligante - proteina na caixa e C° é a concentragédo

padréo (~ 1 molécula num volume de 1663 A3).

Para se ter precisdo nos valores medidos é necessario uma grande amostragem do

sistema. No entanto, a transicdo entre diferentes estados estd associada as barreiras

energéticas significativas, podendo ser, entdo, considerados eventos “raros” com base nas
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escalas de tempo usadas nas simulacfes. Assim, para se calcular a energia livre usando a
equacdo descrita sdo necessarias simulacdes longas (feitas repetidas vezes) para que muitos
eventos de ligacédo e dissociagcdo possam ser observados, tornando o resultado estatisticamente
significativo. Como alternativa sugiram métodos denominados de enhanced sampling, nos
quais se explora o fato de que a energia livre € uma funcdo de estado. Isso significa que a
diferenca de energias do estado A para o estado B, ndo depende do caminho percorrido para
chegar de A para B. De modo geral, isso € feito introduzindo-se um Hamiltoniano misto. O
calculo das diferengas de energias livres relativas (AAG®), pode ser feito transformando o
ligante A em B nos dois estados (ligado e livre). Esta transformacéo, que ndo tem sentido
fisico, ndo afeta o calculo do AAG°. Depois, a energia livre das duas transformacdes é
cuidadosamente calculada e as contribuicbes relativas sdo calculadas, sendo possivel
determinar os valores de AAG®° (DE VIVO et al.,, 2016). Este método é comumente

denominado “free-energy perturbation” (FEP) e esta representado na Figura 1.13 (A).
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Figura 1.13. Representacdo do método da FEP usado para calcular os valores da diferenga de energia
livre relativa (AAGy) entre os ligantes A e B e do método do PMF usado para obter
informacdes termodindmicas (AGyp) e cinéticas (Kon € Kof). (A) Célculo do valor da diferencga de
energia livre relativa (AAGy) entre os ligantes A e B usando 0s métodos do FEP, onde AG® €
AG®yg sdo as energias livres de ligacdo de A e B, respectivamente, e AG" e AG sdo a energia livre
da transformacéo de A em B, no solvente e, no sitio da proteina. (B) Perfil de energia para um
processo simples de formacdo e dissociacdo do complexo RL. A energia do estado ligado é menor
do que a energia do estado livre. O valor de AG,, € obtido a partir da diferenca entre 0s minimos e 0s
valores das constantes de velocidade sdo obtidas (ko, € Kef) @ partir das diferengas entre os estados de
minimo e de transi¢do (AG*,, ¢ AG*.) (DE VIVO et al., 2016).
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Na literatura estdo descritos, varios exemplos de aplicacdo deste método tanto para
comparar as AAG para formacdo do complexo RL de séries de analogos bem como para
analisar o efeito de mutagdes dentro do sitio de ligacdo (ABEL et al., 2017; CIORDIA et al.,
2016; STEINBRECHER et al., 2017, 2015). O valor de AG® também pode ser obtido, no
entanto, sdo necessarios ciclos termodinamicos mais complexos e mais desafiadores.

Outros métodos de enhanced sampling, baseados em caminhos com sentido fisico,
conseguem calcular a energia livre como uma funcao de algumas coordenadas de reacéo, que
sejam capazes de considerar graus de liberdade relevantes para a formacao e dissociacdo do
complexo RL. Este método pode ser usado para se obter informacGes termodinamicas e
cinéticas sobre o sistema (Figura 1.13 (B)). Nestes casos, uma intervencao é incluida na
simulacdo de DM de modo que o sistema siga uma coordenada de reacdo pré-definida. Um
dos métodos mais populares de enhanced sampling baseado num conjunto de coordenadas é o
umbrella sampling (DE VIVO et al., 2016).

Além do calculo do AG e das constantes de velocidade, as trajetorias obtidas nas
simulacdes de DM, sem qualquer intervengdo, sdo um conjunto snapshopts (“fotografias™).
Os snapshopts representam diferentes conformacgdes do receptor ao longo do tempo. Estas
conformacgdes podem ser agrupadas selecionando-se algumas estruturas representativas. Estas
estruturas podem, entdo, ser usadas na busca virtual aplicando-se, por exemplo, filtro de
ancoramento. Os resultados obtidos em cada ancoragem sdo agrupados e os melhores hits

selecionados. A Figura 1.14 mostra uma representacdo das etapas envolvida neste processo.
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Figura 1.14. Principais etapas da busca virtual aplicando-se o filtro de ancoramento e usando diferentes
conformacfes obtidas por simulagbes de DM. (A) O espaco conformacional do receptor é
explorado usando simulacdes de DM. (B) Vérios snapshots sdo obtidos da trajetéria de DM e,
subsequentemente, agrupados (ex. usando valores de 2D-RMSD, todos contra todos). (C) Uma
estrutura representativa de cada grupo é escolhida (ex. estrutura central). (D) A busca virtual é feita
usando, separadamente, a estrutura representativa de cada grupo. (E) Os resultados sdo combinados
e 0s melhores compostos s&o selecionados (DE VIVO et al., 2016).

A etapa fundamental neste processo é o agrupamento de todos os snapshots e a selecéo
das estruturas representativas, pois elimina a redundancia (ou seja, diferentes estruturas que
representam o mesmo estado conformacional). Exemplos de aplicagdo de simulaces de DM
para selecionar diferentes conformagdes relevantes na busca virtual estdo descritos na
literatura (MISRA et al., 2017; PICCIRILLO et al., 2016). Adicionalmente, como descrito no
item 1.7.1, as conformacdes identificadas nas simula¢cbes de DM podem ser usadas para gerar
modelos farmacofdricos. Varios exemplos de sucesso do uso de simulagcdes de DM em vérias

etapas da busca virtual estdo descritos na literatura.

1.11. Dengue e Febre Aftosa

A Dengue e a Febre Aftosa sdo infecgdes virais que ocorrem tanto no Brasil como no
mundo, apresentando significativo impacto socioeconémico, sendo que a busca de
medicamentos antivirais se faz necessaria quando a vacina ainda ndo esta disponivel e/ou

confere protecao limitada e principalmente para o controle de surtos.
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1.11.1. Dengue
1.11.1.1. Doenca e Epidemiologia

A dengue é uma doenca viral transmitida pela picada dos mosquitos Aedes aegypti
e/ou Aedes albopictus, sendo o primeiro o principal vetor de transmissé@o. O virus da Dengue
(DENV, do inglés Dengue virus), pertencente a familia Flaviviridae - género Flavivirus,
possui quatro sorotipos bem caracterizados (DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4). Estes
quatro sorotipos estdo distribuidos no mundo todo. Mais recentemente, um quinto sorotipo foi
descrito (BEHNAM et al., 2016; NITSCHE et al., 2014; NORMILE, 2013).

A gravidade das infeccdes causadas pelo DENV varia de forma surpreendente e
apenas um quarto das pessoas infectadas apresentam algum sintoma da dengue. Na maioria
dos casos nos quais a doenca é sintomatica, os sintomas sao de uma gripe bem forte com febre
alta e dores no corpo. A recuperacdo destes pacientes ocorre depois de alguns dias sem que
sequelas graves sejam observadas. Uma pequena parcela de pacientes desenvolve as formas
mais graves da doenca (a febre hemorragica da dengue e a sindrome de choque da dengue).
Estas formas mais graves de doen¢a podem, no entanto, levar o paciente a 6bito (BEHNAM et
al., 2016; GUZMAN; HARRIS, 2015; NITSCHE et al., 2014).

A dengue é causada por qualquer um dos quatro diferentes sorotipos do virus enquanto
as formas mais graves da doenca séo, geralmente, causadas pela infeccdo, subsequente, por
outro sorotipo diferente (BEHNAM et al., 2016; WHITEHORN; SIMMONS, 2011). Este
comportamento € o principal obstaculo para o desenvolvimento de vacinas. Ainda, as formas
mais graves da doenca estdo mais associadas as infeccbes pelo DENVZ2, seguida pelos
DENV1 e DENV3 e raramente pelo DENV4 (NITSCHE et al., 2014).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estima que 0 DENV cause, anualmente, 50 a
100 milhdes de infecgbes no mundo todo das quais ~ 500 mil progridem para formas mais

graves da doenca, resultando em ~ 25 mil mortes (BHATT et al., 2013; WHITEHORN;
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SIMMONS, 2011). Um estudo mais recente estima que as infec¢bes anuais pelo virus
cheguem a 390 milhGes. As regides mais afetadas estdo localizadas em areas tropicais e
subtropicais, incluindo o Brasil (Figura 1.15). Os surtos mais recentes desta doenca afetaram

milhGes de pessoas, sendo estes causados pelos quatro sorotipos (BEHNAM et al., 2016).

Evidence consensus
m Complete absence
m Good (absence)

B Moderate (absence)
Poor (absence)
Intermediate
Poor (presence)

W Moderate (presence)

B Good (presence) )

® Complete presence

Nature Reviews | Disease Primers

Figura 1.15. Distribuicdo global da Dengue de acordo com os nameros de casos (BHATT et al., 2013),
variando de totalmente ausente (verde) até totalmente presente (vermelho).

1.11.1.2. Vacina e Tratamento

Uma das dificuldades de se encontrar uma vacina contra a infeccdo pelo DENV ¢é a
necessidade de que esta seja efetiva contra os todos os sorotipos do virus (BEHNAM et al.,
2016; GUZMAN; HARRIS, 2015). Assim, embora a busca por uma vacina para prevenir a
infeccdo pelo DENV tenha se iniciado nos anos 1940, a primeira vacina (CYD-TDV,quimera
tetravalente dos virus da Febre Amarela e da Dengue, desenvolvida pela industria
farmacéutica Sanofi Pasteur) foi licenciada em dezembro de 2015, no México. Estudos
clinicos fase Il mostram que a vacina CYD-TDV reduz o numero de hospitalizacGes e o
aparecimento das formas mais graves da doenca (FLIPSE; SMIT, 2015). No entanto, estes
estudos ainda mostraram que sua eficicia varia, de acordo com 0 pais e com a regido
estudada, sendo constantemente relatada uma limitada protecdo contra 0 DENV2 (FLIPSE;
SMIT, 2015; NORMILE, 2014). Esta protecédo limitada contra a infeccdo pelo DENV2 pode

ser um obstaculo as campanhas de vacinacgdo, principalmente, por este sorotipo estar mais



79

associado ao desenvolvimento das formas graves da doenca. Outras vacinas estdo sendo
desenvolvidas, mas seus estudos clinicos ainda ndo foram totalmente concluidos (BEHNAM
et al., 2016; FLIPSE; SMIT, 2015; GUZMAN; HARRIS, 2015). Além disso, o aparecimento
de um novo sorotipo pode colocar em risco os avangos feitos no sentido de se desenvolver
uma vacina tetravalente (NITSCHE et al.,, 2014). Considerando todas as dificuldades
apontadas, uma estratégia para tratar a Dengue seria 0 desenvolvimento de uma terapia
antiviral.

Até o presente momento, dentro do que nos é conhecido, ndo existem terapias
antivirais aprovadas para tratar e/ou combater a infeccdo causada pelo DENV. O tratamento
usado é apenas para combater as manifestacdes clinicas da doenca. Ainda, varios
medicamentos sdo contraindicados no caso de suspeita de infecdo pelo DENV (BEHNAM et
al., 2016; BHATT et al.,, 2013; BOLDESCU et al., 2017; GUZMAN; HARRIS, 2015;

NITSCHE et al., 2014; TIMIRI; SINHA; JAYAPRAKASH, 2016).
1.11.1.3. Busca racional de antivirais contra 0o DENV — a escolha do alvo

A escolha e identificacdo de um alvo vélido é uma das etapas fundamentais no
planejamento de novos farmacos. O DENV é um virus de RNA fita simples positivo que é
traduzido em uma Unica poliproteina viral, usando 0 mecanismo de traducdo do hospedeiro
em conjunto com algumas proteinas virais. Esta poliproteina fica inserida na membrana do
reticulo endoplasmético e precisa ser clivada em por¢des menores, maduras, que Sdo
denominadas tanto como funcionais/nao-estruturais (quando apresentam atividade enzimatica)
ou como estruturais (quando fazem parte da estrutura do virus) (CLERCQ, 2004). A clivagem
desta poliproteina € feita por proteases do hospedeiro (furina e signalase) e por uma protease
viral, dando origem a trés proteinas estruturais (C, PrM e E) e 7 funcionais/ndo-estruturais
(NS, do inglés non structural). A Figura 1.16 mostra a poliproteina viral e as regides de

clivagem pelas diferentes proteases.
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Figura 1.16. Representacdo da topologia da poliproteina viral na membrana do reticulo endoplasmatico
(RE) bem como dos seus sitios de clivagem. A clivagem desta poliproteina da origem a trés
proteinas estruturais — capsideo (C), proteina percursora de membrana (PrM) e envelope (E) — e sete
proteinas ndo estruturais — NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5. As setas em vermelho,
preto e verde indicam as regiBes clivadas pela protease viral e pelas proteases do hospedeiro (furina
e signalase), respectivamente (DE ALMEIDA et al., 2013).

Dentre os alvos sugeridos para o planejamento de antivirais contra 0 DENV, os mais
explorados sdo: a glicoproteina do envelope do DENV (atuando no processo de absor¢do); a
polimerase NS5 do DENV, metiltransferase do virus, a helicase NS3 e a NS4B (todas estas
envolvidas no processo de transcricdo do RNA); protease viral (responsavel pela clivagem da
poliproteina viral) e a proteina C do capsideo viral (responsavel pela montagem do virus)
(BEHNAM et al., 2016; NITSCHE et al., 2014).

As proteases virais sao alvos ja bastante reconhecidos e de grande interesse, devido ao
seu papel fundamental no ciclo de vida de muitos virus, incluindo-se os flavivirus (ex. o
DENV e o virus da Hepatite C), o herpes virus e o retrovirus (ex. HIV) (CLERCQ, 2004;
NOBLE et al., 2010; NOBLE; SHI, 2012) e os picornavirus (ex. virus da Febre Aftosa)
(GRUBMAN; BAXT, 2004; TIEW et al., 2012). Um exemplo da importancia destas
proteases como alvo para o planejamento de farmacos contra flavivirus é a protease
NS4B/NS5 do virus da Hepatite C (HCV), para a qual ja existem alguns farmacos
desenvolvidos e aprovados como tratamento antiviral (DABBOUSEH; JENSEN, 2013;
PARKINSON; PRYDE, 2010; TSE, 2013; WYLES, 2013). Pelo exposto, a protease do
DENYV é reconhecida como um alvo promissor para o desenvolvimento de antivirais (LAI et

al., 2013; NITSCHE et al., 2014; NOBLE et al., 2010, 2012).
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1.11.1.4. Protease NS2B/NS3 do DENV

A proteina ndo-estrutural 3 (NS3) é uma proteina multifuncional com um dominio
serino protease (180 aminoacidos na regido N-terminal) e um dominio helicase dirigido por
ATP e por RNA trifosfatase (180-618 aminoacidos na regido C-terminal) (ARAVAPALLI et
al., 2012; LESCAR et al., 2008; LIM et al., 2013). O dominio serino protease (NS3pro)
contém a triade catalitica (His51, Asp75 e Ser135) e 0 oxanion (Gly133, Thrl134 e Ser135).
Embora a triade catalitica se encontre no dominio NS3pro, a ligacdo, ndo covalente, com a
proteina ndo-estrutural 2B (NS2B) se faz necessaria para que a enzima apresente atividade
catalitica. Assim, a protease do DENV em sua forma ativa é denominada de NS2B/NS3pro.
NS2B é uma proteina hidrofébica com 130 aminoacidos, que se insere na membrana do
reticulo endoplasmatico. No entanto, a interacdo de apenas um segmento conservado de ~40
aminoacidos, com carater mais hidrofilico, é suficiente para a ativacdo desta protease
(NOBLE et al., 2012; NOBLE; SHI, 2012). Os residuos da regido NS2B participam da
formagéo das cavidades S, e Sz (LESCAR et al., 2008; NOBLE et al., 2012). Outro fator
bastante relevante para escolha desta protease como alvo € a alta similaridade da sequéncia
primaria das proteases dos diferentes sorotipos do DENV (identidade >60%). O alinhamento

da sequéncia primaria das proteases dos quatro sorotipos esta apresentado na Figura 1.17.
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Figura 1.17. Alinhamento da sequéncia primaria da NS2B/NS3pro dos sorotipos DENV1 a DENV4. Os
primeiros 37 residuos correspondem & regido NS2B. Alinhamento feito usando o programa Sybyl-
X (SYBYL, 2013) e aplicando o esquema de cores de Taylor (TAYLOR, 1997).

O sitio de ligag&o desta protease é formado por uma sequéncia 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 S, Sy, Ss,..., Sn, enquanto que as cavidades direcionadas no sentido C-terminal
do substrato sdo denominadas S1°, S, Sz, ..., Sn”. Analogamente, os residuos do substrato que
ocupam as cavidades correspondentes sdo denominados P, P, Pi, P:1’, P2, Py’

respectivamente, conforme apresentado na Figura 1.18.



83

Figura 1.18. Representacdo esquematica da ligacdo entre um peptideo e uma protease, indicando a
terminologia usual das cavidades da enzima e dos correspondentes residuos do substrato. A
linha tracejada indica o ponto em que ocorre a hidrélise do peptideo (TURK, 2006).

No mecanismo de hidrolise do grupo amida proposto para esta classe de enzimas, 0
oxigénio da cadeia lateral da Ser135 e o anel imidazolico da His51 formam um par idnico,
aumentando o carater nucleofilico deste oxigénio (Figura 1.19 (A)). Assim, durante a
hidrolise, este nucledfilo (oxigénio da Serl35) ataca o carbono carbonilico da ligacéo
peptidica do substrato (Figura 1.19 (B)), gerando um intermediério tetraédrico (Figura 1.19
(C)), estabilizado por ligacbes de hidrogénio na cavidade oxianion (Serl35, Gly133 e
Thr134). Este intermediario tetraédrico perde a porcdo amina, deixando a enzima acilada
(Figura 1.19 (D)). A enzima acilada reage com uma molécula de agua (Figura 1.19 (E)),
formando é&cido carboxilico e restaurando a enzima livre (Figura 1.19A) (BABINE;

BENDER, 1997; TURK, 2006).
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Figura 1.19. Representacdo esquematica das etapas envolvidas no mecanismo proposto para hidrolise de
amidas catalisada por serino proteases: (A) protease livre; (B) ataque do oxigénio da Ser135
(nucleofilo) ao carbono carbonilico da ligagdo peptidica do substrato; (C) intermediario tetraédrico
formado que é estabilizado por ligac6es de hidrogénio com residuos da cavidade oxianion (Ser135,
Gly133, Thr134); (D) perda da por¢do amina do intermediério tetraédrico, deixando a protease
acilada, (E) reacéo da protease acilada com uma molécula de 4gua formando acido carboxilico e
restaurando a protease livre (A) (BABINE; BENDER, 1997; TURK, 2006).
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A estrutura 3D da NS2B/NS3pro do DENV ja foi elucidada a partir de dados
cristalograficos e de RMN. Estas estruturas estdo disponiveis no PDB, sendo a maioria obtida
na auséncia de ligantes e algumas delas complexadas com inibidores peptidomiméticos
(GIBBS; STEELE; TOUNGE, 2014, 2014; NOBLE et al., 2012). Ainda, na literatura séo
descritos outros exemplos de inibidores da NS2B/NS3pro do DENV, dentre 0s quais se citam:
derivados peptidicos (BEHNAM et al., 2015; FRECER; MIERTUS, 2010; NITSCHE et al.,
2012; SCHULLER et al., 2011; YANG et al., 2011; YIN et al., 2006), panduratina e 4-
hidroxipanduratina (KIAT et al., 2006), derivados da ftalazina (BODENREIDER et al., 2009),
a-cetoamidas (STEUER et al., 2011), derivados do antraceno (TOMLINSON et al., 2009;
TOMLINSON; WATOWICH, 2011), aminobenzamidas (ARAVAPALLLI et al., 2012), aril-
cianoacrilamidas (NITSCHE; STEUER; KLEIN, 2011), derivados quinolinicos (DENG et al.,
2012); macrolideos (TOMLINSON; WATOWICH, 2012); benzotiaz6is (LAI et al., 2013) e
flavonoides (DE SOUSA et al., 2015).

Os inibidores mais potentes frente & NS2B/NS3pro do DENV descritos na literatura
sdo peptidomiméticos, sendo que o mais ativo deles apresenta um K; = 12 nM (tripeptideo
hibrido (BEHNAM et al., 2015)). No entanto, este inibidor € menos efetivo em inibir, in vitro,
a replicacdo do DENV (ECs, = 20,35 pM), sendo esta menor atividade atribuida a falta de
estabilidade deste composto. Além disso, este inibidor ndo se mostrou permeavel por difusao
passiva, 0 que poderia ser esperado considerando seu carater polar e a presenca de grupos
carregados em pH fisiologico (BEHNAM et al., 2015). Assim, embora este inibidor se mostra
bastante ativo frente a NS2B/NS3pro do DENV, sua menor poténcia frente ao virus, sua baixa
estabilidade e permeabilidade ndo fazem deste composto um promissor e bom candidato a
farmaco. Em relacdo aos inibidores ndo peptidicos, os compostos mais ativos tém valores de
atividade entre 107 e 10° M. Muitos destes compostos apresentam um alto grau de

flexibilidade e séo carregados em pH fisioldgico. Ainda mais, alguns foram caracterizados
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como inibidores ndo competitivos (DE SOUSA et al., 2015; WU et al., 2015). Para estes
ultimos, dois possiveis sitios de inibicdo alostérica foram sugeridos. Um deles usando
ferramentas computacionais, sendo localizado abaixo do sitio de liga¢do do substrato (WU et
al., 2015). O segundo foi sugerido usando cinco sondas de cisteina (YILDIZ et al., 2013). No
entanto, ainda ndo foram obtidas estruturas 3D da NS2B/NS3pro em complexos com qualquer
inibidor alostérico, ndo sendo possivel comprovar a existéncia destes sitios.

Adicionalmente, até a elaboracdo desta tese, dentro do que nos & conhecido, ndo
existem relatos de compostos candidatos que estejam em etapas clinicas de desenvolvimento
(BHATT et al., 2013; BOLDESCU et al., 2017; LAI et al., 2013; NITSCHE et al., 2014;
NOBLE et al., 2010). Isto significa que o desenvolvimento pré-clinico de compostos ativos
ainda ndo encontrou o candidato ideal, que retna todas as caracteristicas de poténcia, de
toxicidade e de biodisponibilidade necessarias para o inicio dos testes em seres humanos.
Além disso, o interesse na descoberta de inibidores da NS2B/NS3pro ndo se limita ao
tratamento da infecdo pelo DENV, uma vez que esta protease também é encontrada em outros
virus que causam doencas em humanos como o virus da Febre do Nilo Ocidental e do Zika
(BOLDESCU et al., 2017). A disponibilidade de estruturas 3D da NS2B/NS3pro do DENV
bem como informacgdes sobre alguns inibidores fornece subsidios para a aplicacdo de
estratégias modernas (SBDD e LBDD) para descoberta de novos inibidores desta protease, em

especial a busca virtual.

1.11.2. Febre Aftosa

1.11.2.1. Doenca e Epidemiologia

A Febre Aftosa (FA), também conhecida como “foot-and-mouth disease” (FMD), é
altamente contagiosa e acomete principalmente ungulados (animais de casco fendido)
domeésticos e silvestres como bovinos, suinos, ovinos, caprinos e bubalinos sendo

caracterizada por causar febre e vesiculas na regido das patas e da boca (GRUBMAN; BAXT,
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2004). Embora a FA apresente uma baixa mortalidade (~1% a 40 % em animais adultos e
jovens, respectivamente) sua morbidade é alta (chegando a 100%), levando a perda de
produtividade e a prejuizos econdmicos para o setor agropecuario (BRITO et al., 2017;
GRUBMAN; BAXT, 2004). Do ponto de vista econémico, o Brasil possui ~19% do comércio
internacional de carne bovina, exportando ~1,3 milhdes de toneladas (~ 5,3 milhGes de
ddlares), em 2016, principalmente para Hong Kong e China (ABIEC, 2016). Ainda, a
Organizacdo Mundial da Saude Animal (OIE), classifica os paises como “zonas livre de FA”

onde se pratica, ou ndo, a vacinacdo (Figura 1.20). Uma grande parte do territdrio brasileiro é

classificado “zonas livre de FA com vacinagdo” (OIE, 2017).

OIE Member Countries' official FMD status map
Last update June 2017
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from FMD without vaccination without vaccination vaccination
Member Countries and zones recognised as free - Suspension of FMD free status without Countries and zones without an OIE
from FMD with vaccination vaccination official status for FMD

Figura 1.20. Distribuicdo global da FA de acordo com a classificacéo feita pela organizacdo mundial da
saude animal (OIE). Paises classificados como: zonas livre de FA com (verde claro), ou sem
(verde escuro), vacinagdo; zona contaminada numa area livre sem vacinacgdo (vermelho com borda
preta); suspensdo do status de zonas livre de FA com (vermelho claro), ou sem (vermelho escuro),
vacinacao e zonas sem status (cinza) segundo a OIE (OIE, 2017).

O virus da FA, pertencente a familia Piconaviridae - género Aphtovirus, € transmitido
principalmente por aerossois respiratorios e contato direto, ou indireto, com animais
infectados e possui sete sorotipos (A, O, C, Asia 1, SAT1, SAT2 e SAT3, sendo 0s trés

primeiros encontrados no Brasil).
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1.11.2.2. Vacinas e Tratamentos

O principal tratamento pra FA ¢ a vacinacéo e o sacrificio dos rebanhos infectados. As
vacinas contra o virus da FA conferem uma protecdo sorotipo especifica, ou seja, a vacinagdo
contra um sorotipo ndo confere protecdo contra outro. As politicas de vacinacdo iniciadas no
final da década de 1950 conseguiriam erradicar esta doenca em algumas regiées do mundo
(ex. Ameérica do Norte, Europa Ocidental). Entretanto, a ocorréncia frequente de surtos tem
causado uma grande preocupacdo quanto aos prejuizos socioeconémicos associados a esta
doenca. Neste contexto, varios grupos vém tentando desenvolver novas vacinas (DIAZ-SAN
SEGUNDO et al., 2017). Uma das dificuldades é a grande variabilidade genética entre os
sorotipos deste virus. No Brasil, a vacinacdo de animais se iniciou em 1941, no entanto, ainda
existem regifes com foco da doenca, principalmente no norte do Pais (MAYEN, 2003;
MINISTERIO DA AGRICULTURA, 2014). Até o presente momento, dentro do que nos é
conhecido, ndo existem terapias antivirais aprovadas para tratar e/ou combater a infeccao
causada pelo virus da FA. No caso de surto, os animais infectados bem como os proximos a

estes sdo sacrificados.
1.11.2.3. Busca racional de antivirais contra o virus FA

Como ja discutido nesta tese, a escolha e a identificacdo de um alvo valido é uma das
etapas fundamentais no planejamento racional de compostos bioativos. De modo analogo ao
DENV, o virus da FA possui um genoma de RNA fita simples positivo (Figura 1.21) que é
traduzido em uma unica poliproteina viral. Esta poliproteina € clivada pela acdo de proteases
virais, gerando quatro proteinas estruturais (VP1, VP2, VP3 e VP4) e sete proteinas nédo

estruturais (2A, 2B, 2C, 3A, 3B, 3C e 3D).
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Figura 1.21. Representacdo do genoma de RNA fita simples do virus da FA. As caixas representam as
regides codificadoras do genoma de acordo com o nome das proteinas virais que elas codificam.
As caixas azuis e laranjas representam as regides das proteinas estruturais e ndo estruturais,
respectivamente. A caixa branca representa a regido que codifica a proteina lider (Lb"™) do virus
da FA, reconhecida como um fator de viruléncia. S é um pequeno fragmento do genoma, poly(C) é
a cauda de poli citosina, PK ¢é o elemento de replicacdo, o IRES ¢é o segmento de entrada interno
do ribossomo, que permite que o genoma se ligue ao ribossomo sem depender dos fatores de
iniciacdo eucaridticos (DIAZ-SAN SEGUNDO et al., 2017).

Dentre os alvos sugeridos para o planejamento de antivirais contra o virus da FA, se
destacam as proteases lider (L") e a 3C*™ (NORDER et al., 2011; STEINBERGER et al.,
2014). Em especial, a protease L, que é reconhecida como um alvo bastante promissor por
inibir a sintese de proteinas do hospedeiro (DIAZ-SAN SEGUNDO et al., 2017; NOGUEIRA

SANTOS et al., 2012; STEINBERGER et al., 2014).
1.11.2.4. LP™ do virus da FA

A L corresponde a porcdo N-terminal da poliproteina, sofrendo um processo de auto
clivagem no qual sua porcdo C-terminal é separada da proteina VP4 (NOGUEIRA SANTOS
et al., 2012). No genoma viral (Figura 1.21), a regido que codifica a proteina L™ é precedida
por dois codons AUG, sendo que a sintese da proteina se inicia em qualquer um dos dois,
levando a duas isoformas da L, a Lab e a Lb. Embora estas isoformas apresentem uma
diferenca de 28 residuos de aminoacidos, ambas apresentam a mesma atividade enzimatica
(GUARNE, 1998). Ainda, estudos da literatura de cinética enzimatica e de mutagénese
sugerem a LbP® como a isoforma biologicamente ativa da proteina LP° (NOGUEIRA
SANTOS et al., 2012; SANTOS et al., 2009). Por estas razdes, a isoforma Lb"™° é a mais

comumente usada e estudada.
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A LbP™ pertence a familia das papainas, sendo considerada uma das menores proteinas
desta familia, com 173 aminoécidos (CENCIC et al., 2007). Contudo, a Lb"™ apresenta uma
das maiores especificidades desta classe, tendo se identificado trés substratos fisioldgicos (a
prépria poliproteina viral e dois fatores de iniciagdo eucarioticos homologos (elF) 4G, elFAGI
e elFG4Il). A clivagem do elF4GI e do elF4GII pela LbP™ inibe a sintese de proteinas do
hospedeiro sem afetar a sintese de proteinas virais. Ainda mais, Lb"™ bloqueia a resposta
imune inata através da inibicdo direta e/ou indireta da inducdo de interferon beta (IFNp)
(GRUBMAN et al., 2008; GUAN; BELSHAM, 2017; STEINBERGER et al., 2014). Estas
funcbes fazem com que a LbP™® seja considerada um fator de viruléncia® (DIAZ-SAN
SEGUNDO et al.,, 2017; GRUBMAN; BAXT, 2004; GUARNE, 1998; SANTOS et al., 2009;
STEINBERGER et al., 2014). Considerando todas estas funces, a literatura mostra que a
inibicdo da LbP™ pode levar a diminuicdo da taxa de replicacdo viral, em até 1000 vezes,
indicando que esta proteina pode ser considerada um alvo valido para o desenvolvimento da
terapia antiviral (GUARNE, 1998; SANTOS et al., 2009; STEINBERGER et al., 2014).

As papainas sdo cisteino proteases e seus sitios de ligacdo também sdo formados por
uma sequéncia de cavidades alinhadas em sentidos opostos, que seguem a mesma
terminologia apresentada para a NS2B/NS3pro do DENV, vide Figura 1.18. A Lb"™ do virus
da FA contém uma triade catalitica (Cys51, His148 e Asp163) e uma cavidade para acomodar
um oxianion (Cys51 e Asn46) (GUARNE, 1998; GUARNE et al., 2000; OTTO;
SCHIRMEISTER, 1997).

O mecanismo de protedlise proposto para as cisteino proteases € analogo ao ja
apresentado para as serino proteases com excecdo do nucleofilo, que €, neste caso, o ion

tiolato (Figura 1.22 (A)). Assim, este nucleofilo ataca o carbono carbonilico da ligagdo

° Fator que, se ausente, ou comprometido, pode levar & inibigdo da replicacéo viral e impossibilitar a

propagacdo da doenca.
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peptidica, gerando um intermediario tetraédrico (Figura 1.22(B)). Este intermediario
tetraédrico perde a porcdo amina, deixando a enzima acilada (Figura 1.22(C)). A enzima
acilada reage com uma molécula de agua (Figura 1.22(C)), formando &cido carboxilico e
restaurando a enzima livre (Figura 1.22(D)) (BABINE; BENDER, 1997; OTTO;
SCHIRMEISTER, 1997; TURK, 2006).

Além da grande especificidade, outro fator que diferencia a Lb"™ das proteinas da
familia das papainas é a presenca de uma extensdo C-terminal (CTE). Esta extenséo tem cerca
de 20 residuos de aminoacidos e esta envolvida no processo de auto clivagem (CENCIC et al.,
2007; GUARNE, 1998). Estas diferencas tornam a L"™ um alvo ainda mais interessante, para

planejamento de antivirais.
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Figura 1.22. Representacao esquematica das etapas envolvidas no mecanismo proposto de proteolise para
cisteino proteases: (A) Ataque do fon tiolato da Cys51 (nucleéfilo) ao carbono carboxilico da
ligacdo peptidica do substrato; (B) Intermediario tetraédrico formado e ligagdes de hidrogénio com
residuos da cavidade oxanion (Cys51 e Asn46) responsaveis pela estabilizacdo deste intermediario;
(C) Perda da porcdo amina do intermedidrio tetraédrico, deixando a protease acilada e (D) Reagdo
da protease acilada com uma molécula de agua formando &cido carboxilico e restaurando a
protease livre (BABINE; BENDER, 1997; TURK, 2006).

As estruturas 3D da LbP™ do virus da FA foram obtidas por cristalografia de raios-X e
RMN, estando disponiveis no PDB. As primeiras estruturas haviam sido obtidas sem ligantes.
Em 2014, a estrutura 3D da Lb"™ do virus da FA complexada com um inibidor covalente foi
elucidada atraves de cristalografia de raios-X (STEINBERGER et al., 2014), estando também
disponivel no PDB. Na literatura, diferentemente da protease do DENV, encontram-se
descritos somente alguns poucos inibidores da protease Lb” , sendo estes o E-64 (N-(trans-

epoxisuccinil)-L-leucina 4-guanidinobutilamida) e seus analogos peptidicos (NOGUEIRA
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SANTOS et al., 2012; SANTOS et al., 2009; STEINBERGER et al., 2014). Embora a
estrutura 3D da LbP™ ja tenha sido elucidada e esteja disponivel, ndo ha, dentro do nosso
conhecimento, relatos da aplicacdo de estratégias modernas (SBDD e LBDD) para descoberta
de novos inibidores desta protease, em especial a busca virtual. Assim, a disponibilidade de
estruturas 3D da Lb do virus da FA fornece subsidios para a aplicacido de estratégias
modernas de SBDD para descoberta de novos inibidores desta protease, em especial a busca

virtual.
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2. OBJETIVOS

Face ao exposto e considerando a importancia da Dengue e da Febre Aftosa, o
objetivo principal desta tese foi aplicar estratégias de planejamento racional de farmacos
(LBDD e SBDD - Ligand and Structure Based Drug Design), em especial a busca virtual em
bancos de dados de compostos comerciais, com 0 objetivo de gerar modelos visando-se
selecionar potenciais inibidores para duas proteases (do virus da Dengue e do virus da Febre
Aftosa). Ensaios de inibicdo enzimatica foram realizados para validar todos os modelos
gerados in silico. Em funcédo dos resultados obtidos, visando-se melhorar os modelos de busca
virtual, incluiram-se varias modificacfes. Estas envolveram tanto os filtros de selecdo usados
(tipos e critérios), bem como a inclusdo de outros aspectos importantes para a interacao
ligante-alvo biologico e para o sucesso da busca virtual.

Adicionalmente, pretendeu-se, a partir dos modelos gerados por busca virtual para as
duas proteases, poder contribuir para o entendimento da interacao ligante-alvo biolégico. Com
este objetivo, para a protease do virus da Dengue, realizaram-se simulacGes de Dinamica
Molecular visando-se estudar aspectos relacionados a sua flexibilidade conformacional. O
conhecimento adquirido permitiu incluir esta flexibilidade nos modelos de busca virtual. Para
a protease do virus da Febre Aftosa, por outro lado, este objetivo foi alcancado usando uma
série in house de potenciais inibidores covalentes.

Por fim, além de selecionar potenciais inibidores destas proteases, objetivou-se
considerar, ja nas primeiras etapas da busca virtual, outras caracteristicas importantes para
gue um composto bioativo possa, no futuro, se tornar um farmaco. Para isto, construiu-se um
banco de dados virtual de compostos enriquecido com compostos com caracteristicas
desejaveis de um farmaco. Visando verificar se este banco foi enriquecido com compostos
com caracteristicas de farmacos sem, no entanto, ter a sua diversidade estrutural

significativamente comprometida, ferramentas estatisticas/quimiométricas foram aplicadas.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1.

Reagentes e Solventes

3.1.1.Ensaios de inibicédo

CHAPS: 3-[(3-colamidopropil)-dimetil-amdnio]-1-propano-sulfonato hidratado
(>98% - HPLC, Sigma)

DMSO: Dimetilsulféxido (P.A., Sigma, para testes biologicos).

DMSO-ds: Dimetilsulféxido hexadeuterado (99, 9 % Sigma, solvente para
RMN'H)

DTT: Ditiotreitol (99%, Sigma), agente redutor de grupos tidis.

Glicerol: 1, 2, 3 propanotriol (> 99% Sigma, para biologia molecular)

NaCl: Cloreto de Sédio (P.A, Synth)

Borato: Tetraborato de sédio decahidratado (> 99, 5% Sigma, reagente ACS)
Tris base: tris(hidroximetil)aminometano (> 99,9 % Sigma, para padrdo primario
e tampades).

Triton™-X-100: 4-(1,1,3,3-Tetrametilbutil)phenil-poliethileno glicol (Sigma)
Reagente de Purpald®: 4-Amino-3-hidrazino-5-mercapto-1,2,4-triazol (> 99%,
Sigma), cortesia de Prof®. Dr®. Regina Lucia Baldini, Departamento de
Bioquimica do Instituto de Quimica da Universidade de Sdo Paulo - SP.

3.1.2.Enzimas

NS2B/NS3pro do DENV?2 (E.C. 3.4.21.98): solugdo 115 uM, disponivel no grupo
da Prof®. Dr®. Wibke Diederich, Philipps-Universitat de Marburg, Marburg,
Alemanha.
NS2B/NS3pro do DENV3 (E.C. 3.4.21.98): solucdo 197 uM, disponivel no grupo
da Prof®. Dr®. Wibke Diederich, Philipps-Universitat de Marburg, Marburg,
Alemanha.
sLbP™ do virus da FA sorotipo Okl (E.C. 3.4.22.46): solucdo 1,69 nM, cortesia de
Prof. Dr. Luiz Juliano, Departamento de Biofisica da Universidade Federal de S&o
Paulo - SP.

3.1.3. Substratos

Phac-KRR-AMC.3TFA, sintetizado e disponibilizado pelo Prof. Dr. Torsten
Steinmetzer, Philipps-Universitat de Marburg, Marburg, Alemanha.

Z-LR-AMC: Benzoil-leucina-L-Arginina-L-7-Amido-4-metil-cumarina (Genome,
com 98 % de pureza).

KVQRKLKGAGQSSQ-Abz: sintetizado e disponibilizado pelo Prof. Dr. Luiz
Juliano Neto, Departamento de Biofisica da UNIFESP — SP.
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3.1.4. Compostos testados frente a NS2B/NS3pro do DENV

e DV-01: N-(2-cianofenil)-3-(hidrazinocarbonil)propanamida, ZINC01654187
(NCI - NSC99360).

e DV-02: 2-cloro-N-(4-hidrazinil-6-metilpirimidin-2-il)benzeno-1-sulfonamida
ZINC00270493 (Molport - VitasM STK830519).

e DV-03: 3-(2-nitrobenzenesulfonamida)benzamida, ZINC6214069 (MolPort -
VitasM STK094834).

e DV-04: 2-[(2-amino-6-cloropirimidin-4-il)amino]-1-(3,4-difluorofenil) etan-1-ol
ZINC29588623 (Mol-Port - Enamine Z397762976).

e DV-05: 3-(1,1-dioxo-1A"-tiolan-3-il)-1-{3-[(5-metilpiridin-2-il)amino]
propil}urea, ZINC44966262 (MolPort - Enamine Z445985814).

e DV-06: 1-[2-(2-fluorofenil)-2-hidroxietil]-3-(1H-pirazol-3-ilmetil)urea,
ZINC48260384 (MolPort - Enamine Z511698554).

e DV-07: 3-[(4-amino-5-hidrazinil-4H-1,2,4-triazol-3-il)sulfanil]-N-(2-bromofenil),
ZINC20922078 (Scientific Exchange - F295441).

e DV-08: (3-[(4-amino-5-hidrazino-1,2,4-triazol-3-il)sulfanil]-N-(3-ciano-4,5,6,7-
tetrahidrobenzo-tiofen-2-il), ZINC20922301 (Scientific Exchange - F295478).

e DV-09: metil 2-{2-[(4-amino-5-hidrazinil-4H-1,2,4-triazol-3-il)sulfanil]
acetamido}-4,5,6,7-tetrahidro-1-benzotiofene-3-carboxilato, ZINC20922428
(Scientific Exchange - F295499).

e DV-10: 2-[(4-amino-5-hidrazinil-4H-1,2,4-triazol-3-il)sulfanil]-N-[(2-
clorofenil)metil]acetamida, ZINC21035463 (Scientific Exchange - M-973226).

e DV-11: 2-(1H-indol-2-ilformamido)-N-(1H-pirazol-4-il)acetamida,
ZINC06942108 (eMolecules - Enamine Z968599126).

e DV-12: 2-cloro-5-{[(1H-pirazol-3-ilmetil)carbomoil]amino}bezamida,
ZINC40540323 (eMolecules - Enamine Z433436158).

e DV-13: 4-[(2E)-3-fenilprop-2-en-1-il] piperazina-1-carboximidamida,
ZINC25605802 (eMolecules - UORSY PB108644332)

e DV-14: 2-[(4-cloro-1H-pirrol-2-il)formamida]-N-(1H-pirazol-4-il)acetamida,
ZINC58246768 (eMolecules — Enamine Z961789840).

e DV-15: N-[1-(propan-2-il)piperidin-4-il]naftaleno-1-carboxamida,
ZINC12382552 (eMolecules - Vitas M Labs STK492350)

e DV-16: N-[(2,3-dimetil-1H-indol-5-il)metil]-1-(piridin-3-ilmetil)piperidin-4-
amina, ZINC12449348 (eMolecules — ChemBridge 40291746).

e DV-17: N-[(1-benzilpiperidin-4-il)metil]-9H-purin-6-amina, ZINC58145695
(eMolecules — Enamine Z838123498).

e DV-18: 1-[1-(piridin-2-ilmetil)piperidin-4-il]-3-(tiofen-2-ilmetil)urea,
ZINC40549171 (eMolecules — Enamine Z445833352)

e DV-19: 1-(1-etilpiperidin-4-il)-3-(1H-indol-4-il)urea, ZINC71803380
(eMolecules - Enamine Z1122730913).

e DV-20: 4-acetil-N-[2-(1H-1,3-benzodiazol-2-il)etil]-1H-pirrole-2-carboxamida,
ZINC69433258 (eMolecules — Enamine Z198287396).

e DV-21: 2-fluoro-5-({[2-(4-metilpiperidin-1-il)propil]carbamoil}amino)
benzamida, ZINC65585171 (eMolecules — Enamine Z902806212).

e DV-22: 5-metoxi-N-[2-(pirrolidin-1-il)etil]-1H-indole-2-carboxamida,
ZINC09581802 (eMolecules - Vitas M Labs STK266724).
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DV-23: N-{3-[(dimetilamino)metil]-1H-pirazol-5-il}naftaleno-2-carboxamida,
ZINC72258613 (eMolecules - Princeton BioMolecular Research OSSL_717732).
DV-24: N-(4-amino-3,5-diclorofenil)-4-[ (carbamoilamino)metil] benzamida,
ZINC08935785 (eMolecules — Enamine Z167085524).

DV-25: N-{3-[(dimetilamino)metil]-1H-pirazol-5-il}-4-metoxi-1-benzofuran-6-
carboxamida, ZINC72258577 (eMolecules - Princeton BioMolecular Research
OSSL_717697).

DV-26: 4-(4-aminobutanamido)-2-clorobenzamida, ZINC37046989 (eMolecules
— UORSY PB445569316).

DV-27: 4,6-dimetil-5-[(E)-2-fenildiazen-1-il]-2-sulfanilidene-1-[3,4,5-trihidroxi-
6-(hidroximetil)oxan-2-il]-1,2-dihidropiridine-3-carbonitrila, (NCI, NSC667731).
DV-28: 4,6-dimetil-5-[(E)-2-(4-metilfenil)diazen-1-il]-2-sulfanilidene-1-[3,4,5-
trihidroxi-6-(hidroximetil)oxan-2-il]-1,2-dihidropiridine-3-carbonitrila (NCI,
NSC667732).

DV-29: 5-[(E)-2-(4-clorofenil)diazen-1-il]-4,6-dimetil-2-sulfanilidene-1-[3,4,5-
trihidroxi-6-(hidroximetil)oxan-2-il]-1,2-dihidropiridine-3-carbonitrila (NCI,
NSC667734).

DV-30: 5-[(E)-2-(4-clorofenil)diazen-1-il]-4-metil-6-fenil-2-sulfanil idene-1-
[3,4,5-trihidroxi-6-(hidroximetil)oxan-2-il]-1,2-dihidropiridine-3-carbonitrila
(NCI, NSC667738).

DV-31: 2-{[9-(3-amino-4-metilfenil)-9H-purin-6-il] (2-hidroxietil) amino}etan-1-
ol (NCI, NSC100107).

DV-32: 2-[(2-hidroxietil)(3-nitrofenil)amino]etan-1-ol (NCI, NSC103358).
DV-33: 2-[(2-hidroxietil)(4-nitrosofenil)amino]etan-1-ol (NCI, NSC104966).
DV-34: 3-metil-3-nitropentano-1,5-diamina hidrocloreto (NCI, NSC116805).
DV-35: (2R,3S,4S,5R)-2-(2-amino-6-metoxi-9H-purin-9-il)-5-
(hidroximetil)oxolane-3,4-diol (NCI, NSC132361).

DV-36: 5-[bis(2-hidroxietil)amino]pentan-2-ona (NCI, NSC140276).

DV-37: 1-(6-amino-9H-purin-9-il)-3-[bis(2-hidroxietil)amino] propan-2-ol (NCI,
NSC371365).

DV-38: N-{4-[(4-acetamidofenil)(hidroxi)metil]fenil}acetamida (NCI, NSC4288).
DV-39: 1-(2-hidroxietil)-3,3-dimetil-octahidro-1H-ciclopenta[c] piridin-7-ol
(NCI, NSC54839).

DV-40: 2-[(2-hidroxietil)({2-[(1-nitroacridin-9-il)amino]etil})amino] etan-1-ol
hidrocloreto (NCI, NSC645806).

DV-41: 4-[3-(trifluorometil)fenil] piperidin-4-ol hidrocloreto (NCI, NSC83235).
DV-42: N-(2,3-dihidro-1,4-benzodioxin-6-il)-2-(N-etil-2-{4-ox0-3H,4H-tieno[2,3-
d]pirimidin-3-il}acetamido)acetamida, ZINC9591679 (MolPort, Enamine -
Z30787269).

DV-43: 1-(4-methoxifenil)-4-{1-[2-(morfolin-4-il)-2-oxoetil]-1H-1,3-benzodiazol-
2-il}pirrolidin-2-ona, ZINC15922057 (MolPort, Enamine - Z314606262).
DV-44: N-[4-(4-etilpiperazin-1-il)-2-metilfenil]-3-[ (oxolan-2-ilmetil)
sulfamoil]benzamida, ZINC28731880 (MolPort, Enamine - Z8290229).

DV-45: 2-(4-acetamidofenil)-N-[3-(pirrolidin-1-il)butil]quinolina-4-
carboxamida, ZINC21662916 (MolPort, ChemDiv. — L036-0422).

DV-46: N-(1H-imidazol-2-ilmetil)-3-[ (4-metilpiperazin-1-il)metil]anilina
ZINC80196225 (MolPort,UkrOrgSynthesis PB1323683733).

DV-47: 4-({3H-imidazo[4,5-c]piridin-2-ilsulfanil}metil)-5-metil-2-(3-metilfenil)-
1,3-oxazol, ZINC20865739 (MolPort, ChemDiv. C875-0007).
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DV-48: 2-(3-clorofenil)-4-({3H-imidazo[4,5-c] piridin-2-ilsulfanil}metil) -5-metil-
1,3-oxazol, ZINC20865752 (MolPort, ChemDiv. C875-0066).

DV-49: 4-(3,4-dietoxifenil)-3-metil-1-{[1,2,4]triazolo[4,3-b] piridazin-6-il}-
1H,4H,5H,6H,7H-pirazolo[3,4-b]piridin-6-ona, ZINC33088092 (MolPort,
ChemDiv. J081-0806).

DV-50: 1-(4-metoxifenil)-3-{3-o0x0-3-[4-(2,4,6-trimetilbenzenesulfonil) piperazin-
1-il]propil}urea, ZINC14109553 (MolPort, Enamine Z228049750).

DV-51: 3-[4,6-dimetil-2-(metilsulfanil)pirimidin-5-il]-1-[4-(4-
fluorobenzenesulfonil)piperazin-1-il]propan-1-ona, ZINC14070608 (MolPort,
Enamine Z90814769).

DV-52: N-(dimetil-1,3-tiazol-2-il)-2-[ (5-{[ (4-fluorofenil)carbamoil] metil}-4-
metil-4H-1,2,4-triazol-3-il)sulfanil]acetamida, ZINC9302446 (MolPort, Vitas-M
Laboratory STK219087).

DV-53: acido 4-{[(2E,52)-5-[(3-etoxi-2-hidroxifenil)metilidene] -3-metil -4-oxo-
1,3-tiazolidin-2-ilidene]amino}benzoico, ZINC5032850 (MolPort, Vitas-M
Laboratory STK698363).

DV-54: 4cido 2-cloro-5-{5-[(1E)-2-ciano-2-[(2-feniletil)carbamoil]et-1-en-1-
il]furan-2-il}benzoico, ZINC13424134 (MolPort, Vitas-M Laboratory
STK506389).

DV-55: 4cido 3-[(2E)-2-ciano-3-{4-[(4-fluorofenil)metoxi]-3-metoxifenil}prop-2-
enamido] benzoico, ZINC1438749 (MolPort, Vitas-M Laboratory STK522691).
DV-56: N-({3-[2-(dimetilamino)acetamido]fenil}metil)-2-hidroxipiridine-3-
carboxamida, ZINC58166454 (MolPort, Enamine Z666062898).

DV-57: 7-[(5-metiltiofen-2-il)[(piridin-2-il)amino] metil]quinolin-8-ol,
ZINC4123995 (MolPort, ,Vitas-M Laboratory STK521196).

DV-58: 2-(5-bromo-2-hidroxi-3-metoxifenil)-1,2,3,4-tetrahidroquinazolin-4-ona,
ZINC9512483 (MolPort, Enamine Z48978748).

DV-59: 2-(3,5-dicloro-2-hidroxifenil)-1,2,3,4-tetrahidroquinazolin-4-ona,
ZINC9609087 (MolPort, Enamine Z48978522).

DV-60: 7-{[(4-metilpiridin-2-il)amino] (tiofen-2-il) metil }quinolin-8-ol,
ZINC13062711 (MolPort, Enamine Z56842928)

DV-61: 7-/(4-etilfenil)[ (piridin-2-il)amino] metil]-2-metilquinolin-8-ol,
ZINC02073889 (MolPort, Vitas-M Laboratory STK509042)

DV-62: 2-metil-7-{[4-(metilsulfanil)fenil] [(piridin-2-il)amino] metil} quinolin-8-
ol, CID 2895923 (MolPort, Vitas-M Laboratory STK509186)

DV-63: 7-[(4-etilfenil)[ (4-metilpiridin-2-il)amino] metil]quinolin-8-ol, CID
2906981 (MolPort, Vitas-M Laboratory, STK509373).

DV-64: 2-metil-7-{[(6-metilpiridin-2-il)amino] [4-(metilsulfanil)fenil]
metil}quinolin-8-ol, CID 2907327 (MolPort, Vitas-M Laboratory STK521011).
DV-65: 2-metil-7-{[(6-metilpiridin-2-il)amino] (tiofen-3-il)metil} quinolin-8-ol,
CID 2895602 (MolPort, Vitas-M Laboratory STK520981).

DV-66: 7-{[(4-metilpiridin-2-il)amino] (5-metiltiofen-2-il)metil} quinolin-8-ol,
CID 3163230 (MolPort, Vitas-M Laboratory STK509557).

DV-67: 7-{[(4-metilpiridin-2-il)amino] (piridin-4-il)metil}quinolin-8-ol, CID
2895992 (MolPort, Vitas-M Laboratory STK506802).

DV-68: 2-metil-7-{[(6-metilpiridin-2-il)amino] (5-metiltiofen-2-il)metil} quinolin-
8-ol, CID 2949438 (MolPort, Vitas-M Laboratory STK522095).

DV-69: 7-[(4-metilfenil)[(6-metilpiridin-2-il)amino] metil]quinolin-8-ol, CID
2895523 (MolPort, Vitas-M Laboratory STK325813).
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e DV-70: 7-{[(4-metilpiridin-2-il)amino] (3-metiltiofen-2-il)metil} quinolin-8-ol,
CID 2895553 (MolPort, Vitas-M Laboratory STK325814).

e DV-71: 7-{[(6-metilpiridin-2-il)amino] (piridin-4-il)metil}quinolin-8-ol, CID
2895161 (MolPort, ,Vitas-M Laboratory STK506798).

e DV-72: 7-{[(4-metilpiridin-2-il)amino] [4-(metilsulfanil)fenil]metil} quinolin-8-ol,
CID 4354110 (MolPort, Vitas-M Laboratory STK509372)

3.1.5. Compostos testados frente a Lb"™ do virus de FA

e FA-01: N-(cianometil)-4-etoxibenzamide (MolPort, ChemDiv - Y030-2186).

e FA-02: N-(cianometil)-3,5-dimetoxibenzamide (MolPort, ChemDiv - Y030-2072).

e FA-03: N1-(4-ciano-1H-pirazol-3-il)-N2-(4-metoxiphenetil) oxalamide (MolPort,
Vitas M Labs — STK637995).

e FA-04: N-(cianometil)-8-ethoxi-2H-chromeno-3-carboxamide (MolPort, Enamine
—Z979002100).

e FA-05: 4-acetil-N-(cianometil)-3,5-dimetil-1H-pirrole-2-carboxamide (MolPort,
Enamine — Z979003660).

e FA-06: N-(1-ciclopropil-5-oxopirrolidin-3-il)-1-metil-2-oxo-1,2-dihidropiridine-
3-carboxamide (MolPort, Life Chemicals — F6210-0829).

e FA-07: N-[2-[1-(2,3-dimetilfenil)tetrazol-5-yl]sulfaniletil] etanosulfonamida,
ZINC68044297 (eMolecules — Enamine Z1167063854).

e FA-08: 3-metil-5-(9H-purin-6-ylsulfanilmetil)isoxazole, ZINC71905440
(eMolecules — Enamine Z1203023757).

e FA-09: 5-[(2-fluorophenoxi)metil]-N-[(5-isopropil-1,2,4-oxadiazol-3-yl)metil] -
1H-pirazol-3-carboxamida, ZINC67846966 (eMolecules — ChemBridge
48998181).

e FA-10: 2-[metil-[(3-metil-1H-1,2,4-triazol-5-yl)metilJamino] -N-[2-(o-
tolil)etil]acetamida, ZINC75107777 (eMolecules — Enamine Z1363072069).

e FA-11: 3-morfolinosulfonilbenzenosulfonamida, ZINC69842754 (eMolecules —
Enamine Z1137562323).

e FA-12: N-[[2-(dimetilamino)-4-piridil]metil]-2-metoxi-acetamida (2E, 4E)-N-[3-
(2-furil)-1H-1,2,4-triazol-5-yl] metil] hexa-2,4-dienamida, ZINC22409626
(eMolecules — Enamine Z237750430).

e FA-13: N-[[2-(dimetilamino)-4-piridil]metil]-2-metoxi-acetamida,
ZINC40512559 (eMolecules — Enamine Z373982642).

e FA-14: (5-cloro-2-hidroxi-fenil)-[(2R)-2-etilmorfolina-4-yl] metanona,
ZINC30597143 (eMolecules — Enamine Z383189730).

e FA-15: 2-(1H-benzoimidazol-2-ylsulfanil)-N-isopentil-acetamida, ZINC03020332
(eMolecules — UORSY PB19727435).

e FA-16: N-[[(3S)-1-[(2)-2-metilpent-2-enoil]-3-piperidil]metil]
metanosulfonamida, ZINC75136897 (eMolecules — Enamine Z438103036)

e FA-17: 3-isobutil-N-(4H-1,2,4-triazol-3-ylmetil)-1H-pirazol-5-carboxamida,
ZINC69808851 (eMolecules — Enamine Z1175139354).

e FA-18: N-[(4-cloro-2-metoxy-fenil)metilJmetanosulfonamida (eMolecules —
Enamine Z1152198122).

e FA-19: 2-ciclopropil-5-(9H-purina-6-ylsulfanilmetil)-1,3,4-oxadiazol,
ZINC71905439 (eMolecules — Enamine Z1203023502).
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e FA-20: 2-[4-(aminoBLAHyl)phenoxiJacetamida, ZINC09318924 (eMolecules —
UORSY PB135241250).

e E-64: N-(trans-epoxisuccinil)-L-leucina  4-guanidinobutilamida,  inibidor
peptidico mimético da Lb”™ (Sigma Aldrich).

3.2.  Equipamentos

3.2.1. Espectrofotometro UV-VIS

A estabilidade dos inibidores da NS2B/NS3pro do DENV, nas condi¢des do
experimento de inibicdo, foi analisada espectrofotometricamente registrando 0s espectros

na regido UV/VIS obtidos em um espectrofotdmetro Hitachi U-2010 (UV/VIS).

3.2.2.Fluorimetro e leitor de microplacas

Os testes de inibicdo enzimatica tanto para a NS2B/NS3pro do DENV bem como para
Lb™ do FMDV foram realizados nos seguintes aparelhos:
e Fluorimetro marca SHIMADZU modelo RF-5301 PC, equipado com agitador
magnético e banho termostatizado, ajustado para 37,5 = 0,1°C.
e Leitor de placa Tecan modelo Saphire?, equipado com controle de temperatura,

ajustado para 37,0 + 0,1°C, disponibilizado no laboratério da Prof®. Dr®. Wibke
Diederich, Philipps-Universitat de Marburg, Marburg, Alemanha.

3.2.3. pH-ametro

Os valores de pH das solucdes tampdo utilizadas nos testes da inibicdo enzimética da
NS2B/NS3pro do DENV e da Lb"™ do virus da FA foram obtidos em um pH-ametro
marca Accumet, modelo AB15 plus, utilizando-se eletrodos de vidro Ag/AgCI, KCI (sat.)

e calibrados com solugdes tampao padréo.

3.2.4.Espectrometro de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

NS2B/NS3pro do DENV bem como dos seus possiveis produtos de degradacdo foram

identificadas e caracterizadas por RMN'H (em DMSO-ds, 99,9 %) utilizando o
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espectrometro Bruker DPX300 de 300 MHz e/ou Bruker DPX300 de 500 MHz da

Central Analitica do 1Q-USP, SP.

3.2.5. EstacOes de Trabalho

Os calculos e procedimentos computacionais foram realizados nas seguintes estaces
de trabalho:

e Estacdo Grafica ASUS P658D-E, com 1 CPU Intel® CoreTM i7 980 @3.33GHz
(6 cores, 12 threads), 384kB L1-Cache, 1536kB L2-Cache, 12288kB L3-Cache;
12GB RAM, Placa Gréafica NVIDIA GF104 [GeForce GTX 460], com 1GB de
memoria, 256-bit;

e Estacdo Grafica ASUS P9X79 LE, com 1 CPU Intel® CoreTM i7-4930K
@3.40GHz (6 cores, 12 threads), 32kB L1-Cache, 256kB L2-Cache, 12288kB L3-
Cache; 24GB RAM,; Placa Grafica NVIDIA GK104 [GeForce GTX 760], com
2GB de memoria;

e Estacdo Gréfica Silicon Graphics SGI, com 2 CPUs Quad Core Intel Xeon E5462
@2.80GHz, 6144KB Cache (8 cores); 8GB RAM; Placa Grafica NVIDIA GPU
Quadro FX 3700 com 512MB de memodria;

e Estacdo Grafica Intel DX79SI, com 1 CPU Intel® CoreTM i7-3930K @3.20GHz,
12288KB Cache (6 cores, 12 threads); 48GB RAM; Placa grafica NVIDIA
GF106GL (Quadro 2000), com 1024MB de memodria, 128-bit;

e Servidor Silicon Graphics SGI Altix XE320, com 2 CPUs Quad Core Intel Xeon
E5472 @3.00Ghz, 6144KB Cache (8 cores); 16GB RAM; 2 HDs 750GB,;
Unidade de Armazenamento SGI InfiniteStorage 220 com 6 HDs 750GB SATA;

e Servidor Silicon Graphics SGI Altix XE320, com 2 CPUs Quad Core Intel Xeon
E5472 @3.00Ghz, 6144KB Cache (8 cores); 16GB RAM; 2 HDs 750GB.

As simulacdes de dinamica molecular foram realizadas nas seguintes estacdes de
trabalho, disponiveis no grupo do Prof. C. A. Sotriffer, Universidade de Wirzburg,
Wirzburg, Alemanha:

e Servidor: 16 nodes com 4 GB RAM e processador 2 Dual-Core AMD Opteron,
2214 CPUs, 8 GB RAM e 2 Quad-Core AMD Opterons 2352

e Servidor: 4 nodes com 32 GB RAM cada um com processador 12-core AMD
Opteron.

e Servidor: 1 node com 1 AMD Opteron Octa-core, 2 processadores 4 NVIDIA
Tesla M2050 GPUs.

Os procedimentos de ancoramento de todo banco de ZINC-Curated foram realizados

utilizando:



101

e Cluster Aguia do Laboratorio de Computacdo Cientifica Avancada (LCCA) da
USP, com 48 servidores cada um com 20 CPUs Intel(R) Xeon(R) CPU E7- 2870
@ 2.40GHz, 512 GB de RAM, 22 TB para arquivos temporarios.

3.3. Banco de dados de moléculas virtuais, séries de compostos e estruturas
tridimensionais das proteases virais
3.3.1.Banco de dados de moléculas virtuais utilizados na busca virtual

Na busca virtual foram utilizados trés bancos de dados de composto:

e ZINC-Original: ZINC (IRWIN et al., 2012) versdo 12, (~23x10° estruturas),

disponiveis para download no endereco eletrbnico
http://zinc.docking.org/browse/ (em Janeiro de 2011), utilizado como obtido da
internet;

e ZINC-Curated: ZINC (IRWIN et al., 2012) versdo 13, (~20x10° estruturas, em
pH = 7), disponiveis para download no endereco eletrdnico
http://zinc.docking.org/browse/ (em Janeiro de 2013), submetido a um pré-
tratamento;

e NCI: NCI (~ 281x10° estruturas), disponivel para download no endereco
eletronico http://dtp.cancer.gov (em Outubro de 2014).

3.3.2.Bancos de dados de moléculas virtuais utilizados na analise da diversidade

quimica e estrutural

A analise da diversidade quimica e estrutural no banco de dados ZINC-Curated foi
feita utilizando quatro bancos de dados:

e DB: DrugBank (Wishart et al., 2006), contendo 1.826 pequenas moléculas aprovadas
pelo FDA, disponivel para download no endereco eletrénico http:www.drugbank.ca,
(verséo 4.3, em 02/2016);

e ZNP: ZINC Natural Products, subconjunto de produtos naturais do banco de dados
ZINC (Irwin, Sterling, Mysinger, Bolstad, & Coleman, 2012), contendo 166.544
moléculas e incluindo doze catalogos de produtos naturais (AfroDb Natural Products;
AnalytiCon Discovery NP; Herbal Ingredients In-Vivo Metabolism; Herbal
Ingredients Targets; IBScreen NP; Indofine Natural Products; NPACT Database;
Nubbe Natural Products; Princeton NP; Specs Natural Products; TCM Database @
Taiwan e o UEFS Natural Products), disponiveis para download no endereco
eletronico http://zinc.docking.org/browse/catalogs/natural-products (em 08/ 2015);

e ZINC-2014: Subconjunto “All Purchasable” do banco de dados ZINC (Irwin et al.,
2012), contendo ~23x10° moléculas, disponivel para download no endereco eletrdnico
http://zinc.docking.org/subsets/all-purchasable (em 11/2014);
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e ChEMBL: ChEMBL (HERSEY, 2015), contendo ~1,4x10° moléculas, disponivel para
download no endereco eletrdnico https://www.ebi.ac.uk/chembl/downloads, (versao
20, em 01/2015).

3.3.3. Séries de inibidores conhecidos da NS2B/NS3pro do DENV

A validacéo in silico de modelos de busca virtual (Modelo 111 - DENV e Modelo IV —

DENV) foi feita utilizando duas séries de inibidores conhecidos da NS2B/NS3pro do DENV
(compostos peptidicos e ndo peptidicos). As estruturas dos inibidores bem como seus valores
de atividade foram obtidos das seguintes fontes:

e De artigos da literatura (ARAVAPALLI et al.,, 2012; BASTOS LIMA et al., 2015;
BEHNAM et al., 2014, 2015; BODENREIDER et al., 2009; DE SOUSA et al., 2015;
DENG et al., 2012; JOST et al., 2014; KIAT et al., 2006; KNEHANS et al., 2011; KOH-
STENTA et al., 2015; LAI et al., 2013; LAI; SRIDHAR PRASAD; PADMANABHAN,
2013; MUELLER et al., 2008; NGUYEN et al., 2013; NITSCHE et al., 2012, 2013;
NITSCHE; STEUER; KLEIN, 2011; RAUT et al., 2015; SCHULLER et al., 2011;
SHIRYAEV et al., 2011; STEUER et al., 2011; TIEW et al., 2012; TOMLINSON;
WATOWICH, 2011; VISWANATHAN et al., 2014; YIN et al., 2006; ZHOU et al., 2013)

e Banco de dados ChEMBL (BENTO et al., 2014), disponivel para consulta no endere¢o
eletronico http://www.ebi.ac.uk/chembl, acessado no dia 06/12/2016.

Uma série de 52 compostos comerciais previamente selecionados, por busca virtual
(MALVEZZI; DE REZENDE; AMARAL, 2009), como potenciais inibidores covalentes da
cruzaina estava disponivel em nosso laboratério e foi usada tanto para identificar inibidores da

LbP™ do virus da FA bem como para ter informacGes sobre as interagGes dentro do sitio ativo.

3.3.5. Estruturas tridimensionais das proteases virais

As estruturas tridimensionais das proteinas NS2B/NS3pro do DENV (cédigo PDB:
3U1l, resolucdo 2,30 A (NOBLE et al., 2012)) e Lb"™ do virus da FA (codigos PDB: 2JQG,
obtida por RMN, e 4QBB, obtida por cristalografia de Raio-X com 1,6 A de resolugio
(CENCIC et al., 2007; STEINBERGER et al., 2014)), usadas neste trabalho, foram obtidas no
banco de dados Protein Data Bank (PDB) (BERNSTEIN, F., KOETZLE, T., WILLIANS,

1977); disponivel para consulta no endereco eletrénico http://www.rcsb.org.
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3.4.

Os programas e ferramentas computacionais utilizados nesta tese bem como uma breve descricdo da etapa na qual cada um(a) deles(as)

Programas Computacionais

foi usada, acompanhada da versdo, do fornecedor e do tipo de licenca, estdo apresentados na Tabela 2.1.

Tabela 2. 1. Programas e ferramentas computacionais utilizadas nesta tese, descri¢do da etapa na qual cada uma foi usada, verséo, fornecedor e tipo de licenca.

Programa/Ferramenta Versdo Descricdo da etapa na qual foi usada Fornecedor/ Tipo de licenca
AMBER (SALOMON-FERRER,; 12 Preparacdo, neutralizacdo, solvatacdo e minimizacdo Disponivel no grupo do Prof. Dr. C. A.
CASE; WALKER, 2013) das estruturas utilizadas nas simula¢fes de DM Sotriffer
Célculo do ndmero de anéis arométicos de cada zztrgg:l;go gratuitamente no - endereco
Checkmol (HAIDER, 2010) 0.5 molécula do banco ZINC, usado no filtro de . .
L . http://merian.pch.univie.ac.at/pch/downloa
solubilidade aplicado ao banco de dados ZINC-Curated .
d/chemistry/ checkmol
Corina (SADOWSKI, 3.20 Conversdo entre os diferentes formatos de arquivos de Comercializado pela Molecular Networks
GASTEIGER, 1993) ' moléculas e o calculo de cargas formais (www.molecular-networks.com)
Disponivel gratuitamente no endereco
E-dragon (TETKO et al., 2005) 1.0 Caélculo de descritores moleculares eletrbnico
http://www.vcclab.org/lab/edragon/
Filter (“FILTER 2.1.1: OpenEye Célculo das propriedades fisico-quimicas e estruturas, . . . .
L . N . . Licenca educacional fornecida pela
Scientific Software Inc., Santa Fe, 2.1.1 utilizadas na reducdo e na analise da diversidade OpenEve Scientific Sofware
NM”, [s.d.]), estrutural do banco de dados ZINC-Curated pen=y
Fred (JONES et al., 1997, . - . . .
(. h ’ Procedimentos de ancoramento utilizando um grande Licenca educacional fornecida pela
JONES; WILLETT; GLEN, 3.0.1 , 6 s
1995) nimero de compostos (> 1x10° compostos) OpenEye Scientific Sofware
. . . s Licenca institucional disponibilizada pelo
Gaussian (FRISCH et al., 2009) 09 Calculo das cargas dos residuos do inibidor Bz-nKRR x ol
Centro de Computacdo Eletronica da USP
GOLD (JONES et al., 1997; 501 Procedimentos de ancoramento usando um pequeno Comercializado pela CCDC [CCDC,

JONES; WILLETT; GLEN, 1995)

nimero de compostos (< 1x10° compostos)

2006]




Tabela 2. 2. (Continua)

Programa/Ferramenta

Versdo Descricdo da etapa na qual foi usada

Fornecedor/ Tipo de licenca

GRID (GOODFORD, 1985) 22¢

Icon disponivel no programa

LigandScout 4.01

KNIME (BERTHOLD etal.,

2007) com extensdes do programa 3.2.1/4.0.1

LigandScout

LigandScout 3.01/3.1/
(WOLBER; LANGER, 2005) 4.1
MarvinSketch 17120

(“MarvinSketch”, 2017)

Modeler (ESWAR et al., 2006) 9.13
MOE(CHEMICALCOMPUTING
GROUPINC., 2004)
Moka (MILLETTI et al., 2007) 2.0/2.6
NAMD (PHILLIPS et al., 2005)
Omega (HAWKINS et al., 2010) 2.%3;2;1.6

Obtencdo dos valores dos campos de interacdo
moleculares para a proteina Lb™° do virus da FA
Obtencdo das conformacdes dos inibidores peptidicos,
utilizados para validacdo in silico dos modelos
farmacoféricos construidos para DENV

Validagdo dos modelos farmacoforicos

utilizando dados da literatura

gerados

Conversdo entre formatos de arquivos de moléculas
(.SDF e .LDB), construcdo e aplicacdo dos modelos
farmacoféricos aos banco de dados de compostos

Preparacdo das imagens das estruturas 2D dos
compostos e obtencdo dos nomes IUPAC

Construcdo dos residuos ausentes na estrutura 3U1l da
NS2B/NS3pro do DENV

Preparacdo da estrutura do inibidor Bz-nKRR utilizadas
nas simulagdes de dindmica molecular

Célculo dos valores do logD (em pH 7,4) e obtencédo
dos tautébmeros e dos diferentes estados de protonacéo
dos compostos

Realizacdo das simulagdes de dindmica molecular

Obtencéo das conformacgdes dos compostos dos bancos
de dados virtuais e de pequenas moléculas da literatura

Comercializado pela Molecular Discovery

Comercializado pela Inte:Ligand

Disponivel gratuitamente no endereco
eletrénico http://www.knime.org e
comercializadas pela Inte:Ligand

Comercializado pela Inte:Ligand

Licenga educacional fornecida pela
ChemAxon Ltd.
(http://www.chemaxon.com)

Licenca educacional fornecida pelo
California Institute for Quantitative
Biomedical Research, Universidade da

California, Sao Francisco, Estados Unidos
Disponivel no grupo do Prof. Dr. C. A.
Sotriffer

Comercializado pela Molecular Discovery

Disponivel no grupo do Prof. Dr. C. A.
Sotriffer

Licenca educacional fornecida
OpenEye Scientific Sofware

pela
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Tabela 2. 3. (Continua)

Programa/Ferramenta Versdo Descricdo da etapa na qual foi usada Fornecedor/ Tipo de licenca
OB i DD st o e
(O’BOYLE et al., 2011) o o eletrnico http://openbabel.org
dados virtuais
Deteccdo de sitios de ligacdo da NS2B/NS3pro e Disponivel gratuitamente no endereco
ProteinsPlus Server calculo de seus valores drugScore utilizando a eletrdnico http://proteinsplus.zbh.uni-
ferramenta DoGSiteScorer (VOLKAMER et al., 2012)  hamburg.de/
- Visualizagdo e preparagdo das imagens dos arquivos Licenca educacional fornecida pela
PYMOL (SCHRODINGER, 2013) L7 PDB DeLano Scientific LLC
R.E.D. (DUPRADEAU et al., Caélculo das cargas dos residuos do inibidor Bz-nKRR DIStI‘AIbEJIdO gratuitamente  no endereco
2010) IS utilizadas na simulacdo de dindmica molecular eletronico http://gémd-
forcefieldtools.org/RED/.
Anélises quimiométricas (agrupamentos hierdrquicos, . . . .
R (INDEX; DEVELOPMENT; 3.0/3.2/ Analise de Componentes Principais, célculo dos Ellesttrggrégo gratuitamente  no - endereco
TEAM, 2009), 3.3 coeficientes de Tanimoto e de indices de similaridade) e
. http://www.vps.fmvz.usp.br/CRAN/
determinagdo dos valores de 1Cs
Célculo do tamanho das amostras dos bancos de dados Ferramenta on-line disponivel
Sample Size Calculator virtuais de moléculas, usado na andlise da diversidade gratuitamente no endereco eletrbnico
guimica e estrutural do banco ZINC-Curated http://www.surveysystem.com/sscalc.htm
Preparacdo dos arquivos das proteinas (NS2B/NS3pro e
Sybyl (SYBYL, 2009)/Sybyl-X 8.0/2.11 Lb”) e dos ligantes (compostos da literatura e Comercializados pela Certara
(SYBYL, 2013) " selecionados nesta tese de doutorado) e calculo da
superficie do sitio ativo da NS2B/NS3pro
Andlise das simulacbes de dindmica molecular, Distribuido gratuitamente no endereco
VMD (HUMPHREY; DALKE; 191 incluindo o célculo dos valores de 2D-RMSD, de eletrbnico
SCHULTEN, 1996) o ocupancia da ligacdo de hidrogénio e de distancia das http://www.ks.uiuc.edu/Research/vmd/mai
interacBes idnicas e cation-n npage
Volsurf+(CRUCIANI et al., 2000) 1.0.7.1  Caélculo dos descritores moleculares Comercializado pela Moldiscovery
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3.5.  Procedimentos computacionais

Nesta tese, os métodos utilizados para a busca virtual de inibidores da protease do
virus da Dengue (NS2B/NS3pro do DENV) e da protease lider do virus da Febre Aftosa
(LbP™ do virus da FA) serdo apresentados, sempre, na sequéncia NS2B/NS3pro do DENV e

LbP™ do virus da FA.

3.5.1. Construcdo dos bancos de dados virtuais de moléculas
3.5.1.1. Busca virtual

A busca virtual envolveu, no geral, a aplicacdo de modelos farmacoféricos em
diferentes bancos de dados virtuais de moléculas (ZINC-Original (IRWIN et al., 2012), ZINC-
Curated e NCI). Para tanto, foi necessario converter estes bancos de dados para o formato
LDB, requerido pelo programa LigandScout (WOLBER; LANGER, 2005). Adicionalmente, 0
banco ZINC-Curated foi submetido a procedimentos de ancoramento sendo necessario
converter este banco no formato oeb.gz, requerido pelo programa FRED (MCGANN, 2011).

ZINC-Original e NCI

A conversdo foi feita utilizando todas as moléculas dos bancos ZINC (IRWIN et al.,
2012) e NCI, obtidas diretamente da internet nos formatos SDF ou SMILE, e usando em
conjunto os programas Omega (HAWKINS et al., 2010) e Idbgen (pacote LigandScout).
Nesta etapa, 0 programa Omega gerou diferentes conformacdes (até 30 para cada molécula) e
o programa Idbgen removeu entradas duplicadas e salvou o banco de dados no formato LDB.
Ainda, para as moléculas no formato SMILE, as estruturas 3D foram obtidas utilizando o
programa Corina (SADOWSKI; GASTEIGER, 1993). Todas as etapas envolvidas na criacao
destes bancos de dados foram realizadas, em batch, utilizando as estagdes graficas Silicon

Graphics SGI e Intel DX79SI.
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ZINC-Curated

Como discutido na Introducdo, a conversao foi feita apds remover compostos com
propriedades e/ou estruturas indesejadas para um composto “drug-like” usando dois filtros, a
saber: filtro de predicdo solubilidade e filtro de propriedades “drug-like” e estruturais. As

etapas envolvidas na construcdo do banco ZINC-Curated estdo representadas na Figura 3.1.

Banco de dados ZINC 1. “Limpeza”

(todas as moléculas do
subconjunto “All Purchasable”)

1. “Limpeza”

e Remocéo de estruturas duplicadas (Open Babel)®

e Filtro de solubilidade: remogé&o de estruturas 2. Correcéo das estruturas
preditas como insoldveis (SFI > 5,01)® Compostos

e Filtro de propriedades “drug-like” e estruturais®: “d rug like”
Critérios “drug” do Filter @

2. Corregéo das estruturas

e Tautdmero: mais estavel, em 4gua (Moka)
o Estados de protonago: mais abundante, em pH 7,4 (Moka) Banco de dados
o Diferentes conformagdes: até 30 para cada molécula (Omega) ZINC-Curated
e Conversdo para formatos LDB (ldbgen) e OE.GZ (Omega) -

Figura 3.1. Representacdo esquematica das duas etapas envolvidas na cria¢do do banco de dados ZINC-
Curated. Todas estas etapas foram feitas, em batch, utilizando as estagdes graficas ASUS P658D-
E e Intel DX79SI.

@ Compostos apresentando diferentes estados de protonacdo e/ou diferentes is6topos foram considerados
estruturas duplicadas;

® o sk (Solubility Forecast Index (HILL; YOUNG, 2010)) - discutido em detalhes na Introdugdo - foi
calculado usando os valores de LogD,7,4 € 0 nimero de anéis aromaticos calculados pelos programas Moka
(MILLETTI et al., 2007) e Checkmol (HAIDER, 2010), respectivamente;

© para aplicar o programa Filter (“FILTER 2.1.1: OpenEye Scientific Software Inc., Santa Fe, NM”, [s.d.]),
as cargas formais dos compostos foram calculadas usando o Corina (SADOWSKI; GASTEIGER, 1993);

@ Todos os critérios padrdo - vide Anexo | - foram usados, exceto para o célculo da solubilidade e da
agregacdo (ambos desabilitados) e para os parametros “MAX 2D PSA”“MAX_LIPINSK”, “RULE dye”
(modificados de 150 para 160, de 1 para 2 e de O para 5, respectivamente).

3.5.1.2. Anadlise da diversidade quimica e estrutural do banco ZINC-Curated

A andlise da diversidade quimica e estrutural do banco de dados ZINC-Curated foi
feita para os bancos virtuais de moléculas, a saber: DB, ZNP, ZINC-2014 e ChEMBL. Para
cada um destes bancos, estruturas duplicadas foram removidas utilizando o programa Open

Babel (O’BOYLE et al., 2011). Em seguida, as cargas formais de cada composto foram
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calculadas usando o programa Corina (SADOWSKI; GASTEIGER, 1993). Ainda, para o
banco DB, foram removidos todos os compostos classificados como nutracéuticos (ex.
vitaminas).

Em seguida, amostras representativas de cada banco foram geradas. Para tanto, o
tamanho da amostra de cada um dos bancos foi calculado utilizando a ferramenta on-line
“Sample Size Calculator” e aplicando um intervalo de confianca de 1% com nivel de
confianca de 95%. Neste calculo, foi considerado o numero de compostos de cada um dos
bancos virtuais de moléculas ap6s a remoc¢do das estruturas duplicadas. Por fim, para cada
banco virtual de moléculas foram geradas trés amostras (denominadas Amostra 1, 2 e 3)
selecionando, aleatoriamente, 0s compostos nao repetidos. Todas as analises apresentadas a

seguir (item 3.5.3) foram feitas utilizando estas amostras.

3.5.2. Preparacdo das séries de compostos
3.5.2.1.  Séries de inibidores conhecidos da NS2B/NS3pro do DENV

Nesta tese, duas séries de inibidores conhecidos da NS2B/NS3pro do DENV foram
construidas, a partir de 1.360 (compostos peptidicos e ndo peptidicos) e usadas,
posteriormente, para a validagdo in silico do desempenho dos modelos de busca virtual

(Modelo 111 — DENV e Modelo IV — DENV). Origem e classificacdo dos inibidores

conhecidos estéo apresentadas na Figura 3.2.
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Artigos da DVs Banco de dados
Literatura ChEMBL
Série de Série de compostos
compostos nao peptidicos
] Ativos
[ Ativos ] [ (Ki/ICzn < 50 UM) ]
(Ki/1Cen < 180 UM)
s A

Pouco Ativos
[ Inativos ] L (Ki/1C=n: 50 - 300

(Ki/1Csn> 500 uM)

N
J

Inativos
L (Ki/1Cen> 300 uM) )

N&o-competitivos
(literatura)

Figura 3.2. Origem e classificacdo dos inibidores conhecidos da NS2B/NS3pro do DENV. Os inibidores
conhecidos foram retirados de artigos da literatura (vide item 3.5.1.2) e/ou do banco de dados
ChEMBL (BENTO et al., 2014)®. Ainda, os dados de alguns compostos selecionados, por mim, e
testados frente a NS2B/NS3pro (denominados DVs) foi incluida. Os inibidores foram agrupados
em peptidicos e ndo peptidicos bem como classificados quanto a sua atividade frente a
NS2B/NS3pro do DENV em ativos (Ki/ICsy < 50 uM), pouco ativos (Ki/ICs, entre 50 e 300 pM),
inativos (Ki/ICso > 300 UM) e ndo-competitivos (segundo a literatura).
@ Busca realizada, em dezembro de 2016, selecionando todos o0s compostos testados frente & NS2B/NS3pro

do DENV. Em seguida, os resultados foram restringidos para aqueles que apresentavam valores de 1Cs.

As estruturas 3D dos inibidores da literatura e dos DVs foram obtidas com o auxilio
do programa Sybyl-X (SYBYL, 2013). Para os inibidores peptidicos, a estrutura
tridimensional foi obtida usando, como ponto de partida, o inibidor Bz-nKRR-H na
conformacdo observada na estrutura 3U1l. E, para os inibidores obtidos do banco de dados
ChEMBL (BENTO et al., 2014), as estruturas 3D foram geradas utilizando o programa
Corina (SADOWSKI; GASTEIGER, 1993), a partir do formato SMILE obtido diretamente
deste banco de dados. Em seguida, para cada um dos compostos foram geradas diferentes
conformacdes (até 900) usando para 0s compostos pequenos o programa Omega (HAWKINS;
NICHOLLS, 2012) e para os compostos peptidicos a ferramenta iCon (pacote LigandScout
(Wolber & Langer, 2005)). A conformacdo do inibidor Bz-nKRR-H encontrada na estrutura

cristalografica 3U1l foi incluida.
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3.5.2.2. Série “in house” de potenciais inibidores covalentes

programa Corina (SADOWSKI; GASTEIGER, 1993). A seguir, para cada uma das estruturas

o0 tautbmero mais estavel, em agua, foi calculado pelo Moka (MILLETTI et al., 2007).

3.5.3. Andlise da diversidade quimica e estrutural do banco ZINC-Curated
3.5.3.1. Descritores moleculares

Para cada amostra, descritores moleculares foram calculados, inicialmente, usando o
programa Filter (“FILTER 2.1.1: OpenEye Scientific Software Inc., Santa Fe, NM”, [s.d.]).
Nesta etapa, compostos com massa molecular maior que 1000 foram removidos para prevenir
erros na proxima etapa. Compostos com peso molecular menor que 1000 foram importados
para o programa Volsurf+ (CRUCIANI et al., 2000), normalizando o estado de protonacéo
(pH 7), utilizando um “grid spacing” de 0.5 com “GRID MIFs parametrization” estatico. Em
seguida, o programa Volsurf+ (CRUCIANI et al., 2000) calculou 128 descritores moleculares
(vide Anexo Il) utilizando, ou ndo, os mapas tridimensionais dos campos de interacéo

molecular dos compostos.
3.5.3.2. Validacdo da etapa de amostragem

A validacdo da etapa de amostragem foi realizada aplicando testes estatisticos e
utilizando 9 propriedades fisico-quimicas e/ou estruturais foram calculadas pelos programas
Volsurf+ (CRUCIANI et al., 2000) e Filter (“FILTER 2.1.1: OpenEye Scientific Software
Inc., Santa Fe, NM”, [s.d.]), a saber:

e Propriedade do Volsurf+: logaritmo do coeficiente aparente de particho em pH 7,5
(LOgDpH7’5Volsurf+)

e Propriedades do Filter: peso molecular; logaritmo do coeficiente de particdo n-
octanol/agua calculado, usando o algoritmo XlogP (método por fragmento); area de
superficie polar topoldgica (X2d.PSA); nimero de 4&tomos; nimero de anéis; nimero de
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ligacGes com livre rotacdo; numero de doadores e de aceptores de ligacdo de hidrogénio
(do inglés, HBD e HDA, considerando a definigdo de Lipinski).

A escolha do teste estatistico a ser utilizado foi feita com base no tipo de distribuicéo
de cada um dos descritores/propriedades. Para tanto, fez-se necessario avaliar se 0s
descritores/propriedades seguem, ou ndo, uma distribuicdo proxima da distribuicdo Normal.
Esta avaliagcio foi feita utilizando gréaficos de probabilidade Normal (MAGALHAES; DE
LIMA, 2015; STEHLIK; STRELEC; THULIN, 2014), construidos usando a fungdo ggnorm do
programa R (R CORE TEAM, 2013). Ainda, foi aplicado o teste Kolmogorov-Smirnov
(bilateral uma amostra com a = 0,05 e D¢t = 0,03) para confirmar a hipotese de que 0s
descritores seguem, ou ndo, uma distribuicdo proxima da Normal. Com base nos resultados
obtidos, foi escolhido e aplicado o teste estatistico de Kruskal-Wallis (Analise de variancia de
uma classificacdo por postos) utilizando a funcdo kruskal.test do programa R (R CORE
TEAM, 2013) e considerando um nivel de significancia de 95% (o = 0,05). Este teste
verificou se as amostras vém, ou ndo, de uma mesma populacdo comparando os valores de
suas medianas. Por fim, visando verificar se as amostras sdo, ou ndo, representativas da
populacdo, cada uma destas nove propriedades foram calculadas para todas as moléculas do
banco DB. Em seguida, para cada propriedade, a distribui¢do dos valores calculados usando
todo o banco DB foi comparada com os calculados usando as Amostras 1, 2 e 3. Para tanto,
foram gerados graficos de porcentagem cumulativa e de caixa do tipo Tukey (vide Anexo Il
para mais detalhes) usando o programa R (R CORE TEAM, 2013). Com base nos resultados
obtidos, a etapa de amostragem foi considerada validada e a amostra a ser usada nas analises
subsequentes foi escolhida, sorteando-se, randomicamente, um numero de 1 a 3

correspondendo ao nimero da amostra.
3.5.3.3.  Propriedades fisico-quimicas e estruturais

Inicialmente, as nove propriedades fisico-quimicas e/ou estruturais usadas na etapa de

validacdo da amostragem foram usados para comparar os bancos de dados. Para isso, foram



112

gerados graficos de porcentagem cumulativa e de caixa do tipo Tukey (vide Anexo Il1) usando
o programa R (R CORE TEAM, 2013). Ainda, os valores de mediana calculados para os
bancos de dados foram comparados, par-a-par, usando o teste estatistico ndo paramétrico de
Mann-Whitney U, usando um o = 0,05. Nesta analise foram feitas comparacfes mdltiplas,
portanto, fez-se necessario aplicar aos p-valores a correcdo de Bonferroni, como sugerido pela
literatura (KRZYWINSKI; ALTMAN, 2014; WASSERMANN et al., 2015). Por fim, valores
de logP foram calculados usando o programa Volsurf+ (logP"**""™) e comparados com os

Volsurf+

valores de 1ogDpH7,5 visando analisar a contribuicdo da ionizacdo para particao.

3.5.3.4. Espaco quimico

A andlise e a comparacdo do espaco quimico dos diferentes bancos foram feitas
utilizando Analise de Componentes Principais (ACP) dos descritores moleculares gerados
pelo programa Volsurf+ (CRUCIANI et al., 2000). Para isto, os descritores moleculares foram
submetidos a um pré-tratamento (Figura 3. 3).

A seguir, a Analise de Componentes Principais foi feita utilizando a funcdo prcomp do
programa R (R CORE TEAM, 2013). Os graficos dos escores e pesos das Componentes

Principais (CP) 1 e 2 foram usados para comparar 0s espac¢os quimicos dos bancos de dados.
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Pré-tratamento dos descritores

Descritores . ~
Moleculares (1) Descritores ) Descritores ndo | (3)
Volsurf+ Selecionados® constantes
(Volsurf+) (desvio padréo > 0,01)
Etapas Descritores auto

(1) Selegdo de descritores
(2) Remogdo de descritores constantes
(3) Auto escalonamento e centralizacdo

escalonados e
centralizados®

Figura 3. 3. Pré-tratamento dos descritores moleculares usados na analise e comparacdo do espaco
quimico dos diferentes bancos através da ACP.

@A selecdo de descritores foi feita removendo aqueles representando a mesma propriedade calculada em
diferentes condices. Para descritores calculados usando diferentes valores de pH, apenas o descritor com
valor calculado no pH = 7,5, ou 0 mais proximo a 7,5, foi selecionado. Para descritores calculados usando
diferentes niveis de energia apenas aqueles representando os valores extremos dos niveis de energia foram
considerados.

®) Os descritores foram auto escalonados (vide Anexo I11) e centralizados, usando a funcdes center e scale do
programa R (R CORE TEAM, 2013).

3.5.3.5. Similaridade estrutural

A similaridade estrutural entre os bancos virtuais de moléculas foi analisada utilizando
o0s correspondentes coeficientes de Tanimoto calculados a partir dos fingerprints moleculares.
Os fingerprints moleculares, do tipo FP2, foram calculados pelo programa Open Babel
(O’BOYLE et al., 2011). A seguir, estes foram usados para calcular os coeficientes de
Tanimoto (Tc), par-a-par, utilizando a funcdo fpSim do pacote ChemmineR (CAO et al., 2008)
disponivel no programa R (R CORE TEAM, 2013). Para analisar a similaridade estrutural
dentro de cada banco virtual, Tc foram calculados considerando todos os possiveis pares de
compostos presentes no banco. Para analisar a similaridade entre diferentes bancos, os valores
do Tc foram calculados para todos 0s possiveis pares de compostos de dois bancos diferentes,
considerando todas as possiveis combinacdes. A comparacdo da similaridade estrutural dentro
de cada banco foi feita através da analise de graficos de caixa do tipo Tukey, enquanto que a
comparacdo da similaridade estrutural entre diferentes bancos foi feita contando o niumero de
compostos similares entre dois bancos (compostos com valores de Tc iguais ou maiores que
um determinado valor de corte) e calculando a medida de similaridade Hausdorff-like, HLS,

(MAURI et al., 2016). O numero de compostos similares foi calculado usando seis diferentes
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valores de corte de Tc (1,0; 0,9; 0,8; 0,7; 0,6 e 0,5) e usando o banco DB como referéncia. O
calculo da medida de Similaridade Hausdorff-like (MAURI et al., 2016), descrita no Anexo

I11, foi feito para todos os possiveis pares de banco de dados.

3.5.4.Busca virtual de inibidores da protease do virus da Dengue

Nesta tese, foram construidos e utilizados quatro diferentes modelos de buscas de

inibidores da protease do virus da Dengue (denominados Modelo | — DENV a Modelo IV -

DENV). Como descrito na Introducdo, estes modelos foram feitos aplicando-se, em
sequéncia, diferentes filtros de selecdo. Inicialmente, serd apresentada uma descricdo geral
dos procedimentos computacionais usados na construcdo destes modelos. Em seguida, sera
feita uma descricdo detalhada dos procedimentos computacionais usando em cada um dos

quatro modelos de busca virtual, incluindo os tipos e a ordem dos filtros de selecédo aplicados.
3.5.4.1. Preparacdo da estrutura da protease do virus da Dengue.

A estrutura tridimensional da NS2B/NS3pro do DENV, codigo PDB 3UL1I e resolucédo
2,8 A (NOBLE et al., 2012), obtida diretamente do PBD foi preparada utilizando o programa
Sybyl (SYBYL, 2009). Nesta etapa, todas as moléculas de agua foram retiradas e todos os
hidrogénios (polares e apolares) foram adicionados considerando: os residuos de aminoacidos
basicos (arginina e lisina) e o residuo N-terminal protonados (carga formal = + 1); os residuos
de aminoacidos acidos (&cido aspartico e é&cido glutdmico) e o residuo C-terminal
desprotonados (carga formal = - 1) e os residuos de histidina em sua forma neutra (carga
formal = 0). Para todos os procedimentos de ancoramento, o inibidor Bz-nKRR-H foi
removido e a proteina foi convertida para o formato MOL2. Nesta estrutura, as regides NS2B
e NS3 correspondem as cadeias A e B. Assim, 0s residuos dos aminoacidos da regido NS2B e

NS3 serdo denominados como A e B, respectivamente.
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3.5.4.2. Construcéo e aplicacdo de modelos farmacoféricos

Os modelos farmacoforicos foram gerados a partir de estruturas da NS2B/NS3pro
complexadas com diferentes ligantes, obtidas experimentalmente (complexo 3U1l do PDB)
bem como por procedimentos computacionais (ancoramento e simulacdes de dindmica
molecular, descritos a seguir) preparadas de modo analogo ao descrito no item 3.5.4.1. Todos
os modelos farmacoforicos foram gerados utilizando o programa LigandScout (WOLBER,;
LANGER, 2005). Nesta etapa, todas as possiveis regiGes de interacdes entre a protease e 0
inibidor foram reconhecidas utilizando os valores de distancia e de angulo padrdo do
programa LigandScout (WOLBER; LANGER, 2005). Em seguida, para cada um dos
complexos, um modelo farmacoférico foi construido analisando-se cada uma das regides de
interacdo identificadas e selecionando-se aquelas que deveriam ser mantidas. O nimero e a
natureza da regido de interacdo variam de acordo com o modelo farmacoférico, incluindo
regibes: aceptoras de ligacdo de hidrogénio; doadoras de ligacdo de hidrogénio, de interacdo
ibnica positiva, de interacdo hidrofdbica e de interagdo aromatica. Cada uma das regides de
interacdo foi definida como obrigatdria ou opcional. Ainda, regides de exclusdo de volume
(construidas com base nas posi¢des dos residuos do sitio ativos) foram incluidas em todos os
modelos farmacoféricos. Os raios de tolerancia das regides de interacdo variam tanto de
acordo com o tipo de interagdo bem como de acordo com modelo farmacoférico, variando de
0,9a1,95A.

Por fim, os modelos farmacoforicos gerados foram aplicados a um dos bancos de
dados de moléculas virtuais previamente construidos (ZINC-Original, ZINC-Curated e NCI)
utilizando programa LigandScout (WOLBER; LANGER, 2005). Durante esta etapa, o
programa selecionou compostos capazes de satisfazer as caracteristicas minimas requeridas
(ou seja, as regides de interacdo obrigatdrias) pelo modelo e, calculou para cada composto

selecionado um valor de Pharmacophore Fit (medida da qualidade do ajuste de cada
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composto selecionado ao modelo farmacoforico). Para alguns modelos, estes valores de
Pharmacophore Fit foram utilizados, posteriormente, no filtro de similaridade. A seguir, 0s
compostos capazes de satisfazer todas as caracteristicas minimas requeridas pelo modelo

foram selecionados para proxima etapa, independente do seu valor de Pharmacophore Fit.
3.5.4.3. Filtro “drug-like”

O filtro “drug-like” foi baseado na “Regra dos 5” de Lipinski (LIPINSKI et al., 1997).
Os compostos que ndo violaram nenhuma das regras sugeridas por Lipinski (descritas em
detalhes na Introducdo) foram selecionados. Neste filtro, as/os propriedades/parametros
fisico-quimicos usados por Lipinski foram calculados pelo programa LigandScout
(WOLBER; LANGER, 2005). Ainda, compostos derivados de monossacarideos (hexoses e
pentoses) foram retirados usando o programa Open Babel (O’BOYLE et al., 2011). Os

compostos restantes foram selecionados para etapa seguinte.
3.5.4.4. Filtros de Similaridade

Filtros de similaridade foram feitos agrupando 0s compostos previamente
selecionados utilizando tanto fingerprints moleculares bem como descritores moleculares.
Inicialmente, medidas de similaridade (MS), par a par, foram calculadas a partir dos
fingerprints moleculares e dos correspondentes descritores moleculares e convertidas nas
correspondentes medidas de dissimilaridades (Figura 3.4). Em seguida, cada medida de
dissimilaridade (variando de 0 a 1) foi, separadamente, utilizada para agrupar os compostos
previamente selecionados. As etapas de agrupamento foram realizadas pelo programa R (R
CORE TEAM, 2013), usando algoritmo de agrupamento hierarquico com ligacdo completa
(do inglés, “complete linkage”) e a fung@o hclust. Em seguida, um valor de corte de
dissimilaridade 0,2 foi aplicado (para mais detalhes vide Anexo Ill). Os compostos que

apresentaram mais de 80% de similaridade entre si foram colocados em um mesmo grupo. Por
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fim, para cada grupo gerado, o composto apresentando melhor ajuste ao modelo
farmacofdrico, maior valor de Pharmacophore Fit calculado pelo LigandScout (WOLBER;

LANGER, 2005), foi considerado como representante do respectivo grupo e selecionado para

préxima etapa.

Fingerprints
moleculares®
(FP2, OpenBabel)

Compostos previamente
selecionados

\4

Coeficiente de
Tanimoto — Tc

v

Descritores
moleculares®
(Volsurf+)

I
Pré-tratamento(®

Descritores
moleculares®
(E-dragon)

I
Pré-tratamento(®)

v

(par a par) J Distancia
l Euclidiana@
Distancia (par a par)
Euclidiana@ i
Medida de dissimilaridade (par a par) Medida de similaridade
(1-Tc) T
Medida de similaridade ¢
v

Medida de dissimilaridade
(1- similaridade)

Medida de dissimilaridade
(1-similaridade)

Figura 3.4. Etapas envolvidas no calculo das medidas de dissimilaridades a partir dos fingerprints

moleculares® e dos descritores moleculares®.

@ 0os fingerprints moleculares, do tipo FP2, foram obtidos como descrito no item 3.5.3.5.

® Os descritores moleculares foram calculados usando E-dragon (TETKO et al., 2005) e Volsurf+
(CRUCIANI et al., 2000). Para o programa E-dragon (TETKO et al., 2005), nenhum pardmetro deve que
ser definido, j& para o programa Volsurf+ (CRUCIANI et al., 2000), foram usados 0s mesmo parametros
descritos no item 3.5.3.1.

© Remocédo dos descritores constantes e auto escalonamento e centralizacdo dos descritos ndo constante
(utilizando as fungdes center e scale do programa R (R CORE TEAM, 2013).

@ As distancias Euclidianas (Anexo III), par a par, foram calculadas usando os descritores moleculares,
submetidos a um pré-tratamento®© e convertidas em uma medida de similaridade (Anexo I11).

3.5.4.5. Filtro de “grupos funcionais”

Filtro de “grupos funcionais”, proposto nesta tese, foi feito em duas etapas. Na
primeira etapa, 0s compostos contendo os seguintes grupos funcionais foram removidos:
compostos dicarbonilicos; acidos carboxilicos; ionizaveis apresentando carga (s) negativa (S)
em pH 7,4 (calculadas durante a criagdo do banco ZINC-Curated); grupos protetores (ex.

acetal); grupos contendo Nsp3-Nsp3 € ésteres. Para tanto, os grupos funcionais foram descritos
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no formato SMART (DAYLIGHT INC., 2011) e utilizados numa busca por subestruturas com
0 auxilio do programa Open Babel (O’BOYLE et al., 2011). A representacéo estrutural e os
correspondentes formatos SMART utilizados na busca por subestrutura estdo apresentados na
Tabela 2.2. Os compostos eliminados nesta etapa foram analisados por inspecao visual para

confirmar se eles realmente continham um, ou mais, dos grupos funcionais descritos acima.

Tabela 2.4. Grupos funcionais considerados, representagdo estrutural e correspondente formato SMART
utilizados como filtro de “grupos funcionais”.

o Representacao
Grupos funcionais Formato SMART
estrutural
. o |
Compostos dicarbonilicos N [CX3](=[OX1])[CX3](=[0X1])
!
i)l o
Acidos carboxilicos e " R)J\O_ [CX3](=0)[0X2H1,0-]
lonizaveis com cargas negativas ) L1
(empH 7,4)
%
Protetores (ex. acetal) <|>/ \, [OX2][CX2][0X2]
i/
NS
Contendo Ngpz-Ngp3 AN [NIGN)
Esteres o, [CX3](=0)[0X2][C]
R o

Em uma segunda etapa, para cada um dos compostos mantidos, a espécie ionizavel
mais abundante (em pH 9,0) foi gerada utilizando o programa Moka (MILLETT]I et al., 2007).

E, aqueles que, ainda, apresentaram espécies com carga negativa foram eliminados.
3.5.4.6. Ancoramento utilizando o programa GOLD

Os procedimentos de ancoramento para um nimero pequeno de compostos (até 10.000
compostos) foram feitos utilizando o programa GOLD (JONES et al., 1997; JONES;

WILLETT; GLEN, 1995). A estrutura da NS2B/NS3pro do DENV usada foi preparada como
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descrito no item 3.5.4.1. E, as estruturas dos compostos a serem ancorados foram preparadas,
no formato SDF, utilizando o programa Sybyl/Sybyl-X (SYBYL, 2009, 2013) considerando-se
todos os hidrogénios (polares e apolares), mas sem considerar os valores de carga parcial
atdbmica. Os atomos constituintes do sitio ativo da proteina foram definidos considerando-se
todos os atomos em um raio de 6 ou 10 A (LIEBESCHUETZ; COLE; KORB, 2012), a partir
do inibidor Bz-nKRR-H posicionado na cavidade como encontrado no complexo 3U1l. Os
parametros do algoritmo genético foram ajustados, automaticamente, pelo programa e de
acordo com o tamanho do composto, para se obter o0 maximo de eficiéncia do ancoramento. A
funcdo de score ChemPLP (LIEBESCHUETZ; COLE; KORB, 2012) foi usada para
determinar o Fitness. A seguir, o composto foi ancorado repetidas vezes sobre a estrutura da
proteina (10, 20 ou 50 vezes). Ainda, para alguns procedimentos de ancoramento foram
introduzidas algumas mudancas na funcdo de ranqueamento (inclusdo de Protein HBond
Constraints) do programa e/ou foi “feita” uma ligacdo covalente entre o composto e 0
oxigénio da Ser135B. Estas mudancas foram feitas visando reproduzir a pose observada
experimentalmente. Para isto, diferentes atomos da NS2B/NS3pro foram indicados como
favoraveis para formar ligacGes de hidrogénio (aceptoras e/ou doadoras) com 0s compostos a
serem ancorados. E, o valor de Fitness de cada pose foi penalizado em 10 pontos para cada
ligacdo de hidrogénio que ndo foi satisfeita. A anélise dos resultados do ancoramento bem
como os critérios de selecdo dos compostos a serem submetidos para as proximas etapas

variaram de acordo com o modelo de busca virtual.
3.5.4.7. Inspegéo visual

A inspecgdo visual de cada composto previamente selecionado foi feita verificando
seus ajustes no sitio ativo da NS2B/NS3pro. Ainda, para 0s compostos previamente
submetidos a um procedimento de ancoramento usando o programa GOLD (JONES;

WILLETT; GLEN, 1995), foi verificado se as poses obtidas se mostravam reprodutiveis. Esta
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inspecdo foi feita com o auxilio dos programas PyMOL (SCHRODINGER, 2013) e
LigandScout (WOLBER; LANGER, 2005). Os critérios utilizados na inspe¢do visual
variaram de acordo com 0 modelo de busca virtual. Os compostos que satisfizeram todos, ou
quase todos, os criterios definidos, descritos nos itens 3.5.4.9 a 3.5.4.12, para cada modelo de
busca virtual foram selecionados para proxima etapa ou para serem adquiridos e submetidos a
ensaios de inibicdo enzimatica frente a NS2B/NS3pro do DENV usando protocolos
experimentais da literatura (GOUVEA et al., 2007; NOGUEIRA SANTOS et al., 2012; WU

et al., 2015), descritos em detalhes no item 3.6.1.

3.5.4.8. Estudos da flexibilidade conformacional da NS2B/NS3pro do DENV

por simulacdes de Dinamica Molecular (DM)

A partir do segundo modelo de busca virtual, com sucesso, foram feitas tentativas para
se incluir a flexibilidade conformacional da NS2B/NS3pro do DENV (considerando-se, em
especial, os residuos do sitio ativo e da regido NS2B). Como apresentado e discutido na
Introducéo, simulacGes de Dindmica Molecular (DM) podem ser utilizadas como ferramenta
para estudar a flexibilidade conformacional de uma proteina. Assim, simula¢fes de DM foram
feitas para explorar a flexibilidade conformacional dos residuos do sitio ativo, em especial 0s
da regido NS2B. Para tanto, foram utilizadas trés diferentes estruturas iniciais, a saber: a
primeira corresponde & estrutura 3U1l inalterada, contendo a Ser135B covalentemente ligada
ao inibidor Bz-nKRR-H (denominada de “estrutura covalente”); a segunda foi obtida
removendo completamente o inibidor Bz-nKRR-H (denominada de “estrutura livre”) ¢ a
terceira foi obtida mantendo o inibidor Bz-nKRR-H no sitio ativo, mas clivando a ligacéo
covalente entre este e a Serl35B (denominada de “estrutura ndo-covalente”). Parte do
material descrito nos proximos paragrafos faz parte de artigo recentemente publicado no

JCAMD, do qual sou primeira autora (PICCIRILLO et al., 2016), colocado como anexo.
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Preparacao da estrutura da NS2B/NS3pro do DENV para as simulacdes de DM

De modo analogo ao descrito no item 3.5.4.1, a estrutura 3D da NS2B/NS3pro do
DENV-3 com o inibidor Bz-nKRR-H foi obtida diretamente do PBD. No entanto, para as
simulacdes de DM fez-se necessario adicionar cinco residuos ausentes/faltantes na estrutura
cristalogréfica. Estes cinco residuos foram adicionados usando o programa Modeller
(ESWAR et al., 2006) e suas geometrias foram refinadas mantendo-se a proteina rigida,
exceto na regido destes cinco residuos. A estrutura da NS2B/NS3pro obtida foi utilizada nas
trés simulacdes de dinamica molecular. As moléculas de agua do cristal que apresentaram
valores de B-factor < 50,08 foram mantidas nas simula¢ées. Como descrito no item 3.5.4.1, os
residuos basicos e o residuo N-terminal foram deixados protonados, os residuos de acidos e o
residuo C-terminal foram deixados desprotonados e, os residuos de histidina foram mantidos
na sua forma neutra. A His51B foi protonada no nitrogénio-6 de acordo com o mecanismo
catalitico proposto para serino proteases, no qual o atomo NE-His51B atua como base
recebendo o hidrogénio do grupo hidroxila da Ser135B (BABINE; BENDER, 1997). As
His47B e His60B foram protonadas no nitrogénio-o garantindo o maior numero de ligagdes de
hidrogénio com os residuos vizinhos. A His72A foi protonada no nitrogénio-g, pois ndo havia

diferenca no numero de ligagdes de hidrogénio entre os estados de protonagado 6 e €.

Simulacoes de Dindmica Molecular

As trés estruturas foram construidas usando o modulo tleap do programa AMBER
(SALOMON-FERRER; CASE; WALKER, 2013) e assinalando os atomos de acordo com o
campo de forga ff99SB (SPASIC; SERAFINI; MATHEWS, 2013). Inicialmente, uma etapa
de minimizacdo (200 ciclos) foi feita utilizando o modulo Sander do programa AMBER
(SALOMON-FERRER; CASE; WALKER, 2013) e aplicando o modelo geral de solvente

implicito de Born (SRINIVASAN et al., 1999; STILL et al., 1990). A estrutura minimizada
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foi neutralizada em um caixa com moléculas de agua TIP3P (JORGENSEN et al., 1983) com
bordas a, pelo menos, 10 A da superficie da proteina. Em seguida, o sistema foi equilibrado
durante 1 ns em duas etapas. Durante os primeiros 500 ps, restricdes harmonicas foram
aplicadas a todos os atomos do sistema, exceto aos das moléculas de agua, utilizando uma
constante de forca igual a 0,5 kcal/(mol A%). Nesta etapa, o sistema foi aquecido de 100 K a
300 K em uma caixa de volume constante com a reducao gradativa das restricGes harmonicas.
Durante os proximos 500 ps, todos os atomos do sistema puderam se mover livremente. O
sistema foi tratado com condicGes periddicas de contorno utilizando interacdes eletrostaticas
do tipo PME (do inglés, particle mesh Ewald) (DARDEN; YORK; PEDERSEN, 1993) e
aplicando valor de corte de 12 A para interacdes do tipo van der Waals. Em uma caixa com
pressdo constante, esta (1 atm) foi controlada através de um pistdo de controle de pressao de
Nosé Hover Langevin e a temperatura foi mantida constante usando a dindmica de Langevin.
As trés simulacGes usaram tempo de integracdo de 2 fs e tiveram trajetorias registradas a cada
ps durante 200 ns. Ainda, nas simulacdes das estruturas covalente e ndo-covalente, foi
necessaria a parametrizagdo do inibidor Bz-nKRR-H seguindo protocolo descrito na literatura
(CIEPLAK et al., 1995). Os aminoacidos ndo-candnicos do inibidor (Bz, n, Arg-(P1) e
Arg(P1)-Ser135B) foram protonados utilizando 0 programa MOE
(CHEMICALCOMPUTINGGROUPINC., 2004). Em seguida, as por¢des N-terminal e/ou C-
terminal destes aminoacidos foram bloqueadas adicionando-se grupos acetila e/ou N-metila
(denominados de grupos bloqueadores), respectivamente (CIEPLAK et al., 1995). Cargas
atbmicas foram calculadas usando as ferramentas R.E.D. (DUPRADEAU et al., 2010)
acopladas ao programa Gaussian (FRISCH et al.), usando nivel HF/6-31G* com restri¢fes
Lagrange em cada fragmento para garantir a neutralidade dos grupos bloqueadores
(CIEPLAK et al., 1995). Apés a etapa de derivatizacdo, os grupos bloqueadores foram

retirados, resultando em residuos n@o-candnicos livres. Parametros ausentes no campo de
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forca foram estimados com o0 médulo parmchk do Amber (WANG et al., 2006). Nas analises
das simulacbes de DM, os residuos do sitio ativo foram definidos como todos os residuos da

estrutura 3U11 que apresentaram pelo menos 3 4tomos distantes 4 A do inibidor Bz-nKRR-H.

Agrupamento hierarquico dos snapshots e abordagem GRID/PCA

Procedendo-se como descrito na literatura (SCHAEFER; KISKER; SOTRIFFER,
2011), a flexibilidade dos residuos do sitio ativo foi analisada através do agrupamento
hierarquico baseado nos valores de RMSD (do inglés, Root-Mean-Square Deviation — vide
Anexo Il1). Inicialmente, as trés trajetorias foram centralizadas utilizando o programa VMD
(HUMPHREY; DALKE; SCHULTEN, 1996), alinhando-se cada frame a estrutura inicial
correspondente. A seguir, shapshots foram salvos a cada 100 ps, resultando em 2000
coordenadas diferentes para cada simulacdo. Os 6000 snapshots foram sobrepostos e
utilizados para calcular valores de RMSD, de todos contra todos, usando o programa VMD
(HUMPHREY; DALKE; SCHULTEN, 1996), considerando apenas os residuos do sitio ativo
(todos os atomos exceto os de hidrogénio). Os valores de RMSD, de todos os snapshots
contra todos os snapshots, foram utilizados para agrupar os 6000 snapshots usando o
programa R (R CORE TEAM, 2013). A etapa de agrupamento dos 6000 snhapshots foi
realizada utilizando algoritmo de agrupamento hierarquico com ligacdo completa (funcéo
hclust). Neste agrupamento, o valor de corte foi igual a 3 A. Assim, snapshots apresentando
valor RMSD menor de 3 A entre si foram colocados em um mesmo grupo. Para cada grupo, o
snapshot central foi escolhido como estrutura representativa do correspondente grupo e
utilizado nas andlises subsequentes bem como na inspecéo visual.

A seguir, a abordagem de GRID/PCA (PASTOR; CRUCIANI, 1995) foi utilizada para
analisar a diferenca estrutural entre cada uma das estruturas representativas bem como entre
estas e a estrutura 3U1l. Procedendo-se de modo anadlogo ao descrito na literatura (PASTOR;

CRUCIANI, 1995), todas as estruturas representativas foram sobrepostas a estrutura 3U1l e
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colocadas em uma caixa com uma grade com espaco regulares de 0,5 A. As dimensdes da
caixa foram escolhidas de modo a acomodar todos os residuos do sitio ativo. Em seguida, 0s
campos de interacdo molecular foram calculados pelo programa GRID (GOODFORD, 1985)
utilizando cinco diferentes sondas moleculares (posicionadas nos vértices da grade) de modo
a representar os seguintes grupos: hidrofébico — sonda (DRY); com carga positiva — sonda
(N1+); com carga negativa — sonda (O-); doador de ligacdo de hidrogénio — sonda (N1) e
aceptor de ligacao de hidrogénio — sonda (O). Os valores de energia calculados pelos campos
de interacdo molecular foram submetidos a um pré-tratamento e, em seguida, analisados
através de Analise de Componente Principal (ACP) usando o programa R (R CORE TEAM,
2013). No pré-tratamento, os valores de energia representando interacdes repulsivas (valores
positivos) foram convertidos para zero (0 kcal/mol) e, a seguir, todos os valores de energia
foram centralizados. A Analise de Componentes Principais foi feita utilizando o algoritmo
Nipals (funcdo pca.nipals) e gerando até 10 Componentes Principais (CP). O resultado foi

analisado através do gréfico de escores das CP1, CP2 e CP3.

Identificacdo das interacdes moleculares conservadas ao longo das simulacdes

As interacdes entre o inibidor Bz-n-KRR-H e o0s residuos do sitio ativo foram
seguidas durante a simulacdo de DM das estruturas covalente e ndo-covalente. Procedendo-se
de modo analogo ao descrito na literatura (MERGET; SOTRIFFER, 2015), as ligacdes de
hidrogénio foram analisadas através de graficos em barra dos valores de ocupancia da ligacédo
durante a simulagdo (ou seja, porcentagem do tempo de simulagdo em que se observa
determinada interacdo). Os valores de ocupéncia foram calculados utilizando o programa
VMD (HUMPHREY; DALKE; SCHULTEN, 1996), aplicando os valores padrbes de
distancia e de angulo. Estes valores de ocupancia foram utilizados para classificar as ligacoes

de hidrogénio em estaveis (valor de ocupancia > 30 %), com média estabilidade (valor de
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ocupancia >10 % e <30 %) e ndo estaveis (valor de ocupancia <10 %). As interacfes idnicas
foram analisadas através de graficos de caixa dos valores de distancia entre 0s grupos com
carga positiva e com carga negativa. Para os residuos canonicos, as interacdes i6nicas foram
identificadas e seus valores de distancia medidos usando os pardmetros padrdes da
ferramenta Salt-Bridge disponivel no programa VMD (HUMPHREY; DALKE; SCHULTEN,
1996). Para os residuos ndo-canonicos, as interacdes idnicas foram identificadas por inspecdo
visual e seus valores de distancia medidos considerando o centro geométrico do grupo
guanidino da Arg-P; (ligada ou ndo a Ser135B) e 0 centro geométrico dos atomos de oxigénio
carboxilico. De modo analogo, as interacGes cation-n foram analisadas através de graficos de
caixa dos valores de distancia entre sistema m e do grupo cationico. Estas interagdes foram
identificadas por inspecdo visual e suas distancias medidas utilizando o programa VMD
(HUMPHREY; DALKE; SCHULTEN, 1996) e considerando o centro geométrico do sistema
7 ¢ do grupo catidonico. Todos os graficos foram gerados utilizando o programa R (R CORE

TEAM, 2013).

Identificacdo dos modos de ligacdo do inibidor Bz-nKRR-H

Procedendo-se como descrito na literatura (SCHAEFER; KISKER; SOTRIFFER,
2011), os diferentes modos de ligacdo do inibidor Bz-nKRR-H foram analisados através do
agrupamento hierarquico baseado nos valores de RMSD. Inicialmente, as trajetérias das
simulacdes covalente e ndo-covalente foram centralizadas e, em seguida, snapshots foram
salvos a cada 100 ps, resultando em 2000 coordenadas diferentes para cada simulagdo. No
entanto, diferentemente do descrito anteriormente, cada simulacdo de DM foi analisada
separadamente, uma vez que 0 numero de atomos do inibidor varia de acordo com estrutura
usada (presenca, ou auséncia da ligacdo covalente com a Ser135B). Os 2000 snapshots foram
sobrepostos e usados para calcular valores de RMSD, de todos contra todos, usando o

programa VMD (HUMPHREY; DALKE; SCHULTEN, 1996) e considerando todos o0s
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atomos do inibidor Bz-nKRR-H, exceto os de atomos hidrogénio. Os valores de RMSD foram
usados para agrupar os 2000 snapshots usando o programa R (R CORE TEAM, 2013) e
aplicando o algoritmo de agrupamento hierarquico com ligacdo completa (funcdo hclust).
Neste agrupamento, o valor de corte foi igual a 5 A. Em seguida, apenas 0s grupos mais
populosos, ou seja, com maior numero de snapshots foram considerados. Para cada um destes
grupos, o snapshot central foi escolhido como estrutura representativa do correspondente

grupo e usado nas analises subsequentes e na inspec¢éo visual.

3.5.4.9. Modelos de busca virtual: Modelo | - DENV

O primeiro modelo de busca virtual foi feito aplicando-se, em sequéncia, cinco filtros
(farmacoférico, “drug-like ”, similaridade, ancoramento e inspe¢édo visual) ao banco de dados

ZINC-Original, como apresentado na Figura 3. 5.
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[ Banco de dados ZINC-Original ]

~~

Modelo farmacoforico
(ME-Cristal, baseado na estrutura 3U1l)

~~

[ Filtro “drug-like” ]
Filtro de
similaridade

Ancoramento
(estrutura 3U1I)

~~

Inspecéo

Visual

Figura 3. 5. Representacéo esquematica da construcéo do primeiro modelo de busca virtual: Modelo | —
DENV. Este modelo foi feito aplicando-se, em sequéncia, cinco filtros (farmacoférico(a5, drug-like,
similaridade, ancoramento® e inspegdo visual”) ao banco ZINC-Original (preparado como
descrito no item 3.5.1.1). Os filtros drug-like e de similaridade foram aplicados como descrito nos
item 3.5.4.3 e 3.5.4.4, respectivamente.

@ O modelo farmacoférico foi gerado, como descrito no item 3.5.4.2, a partir das regides de interacGes entre a
NS2B/NS3pro e o inibidor Bz-nKRR-H observadas na estrutura experimental 3U1I.

®) 0 ancoramento foi feito, como descrito no item 3.5.4.6, incluindo modificagdes na fungéo de ranqueamento
(descritas a seguir). Este procedimento foi validado usando o inibidor Bz-nKRR-H.

©a inspecdo visual foi feita como descrita no item 3.5.4.7, usando os critérios descritos a seguir.

Neste primeiro modelo, 0 modelo farmacoforico foi gerado, como descrito no item
3.5.4.2, utilizando a estrutura experimental 3U1l. Todas as regiGes de interacdo entre a
NS2B/NS3pro e o inibidor Bz-nKRR-H foram identificadas e aquelas proximas a cavidade S;
foram utilizadas para construir 0 modelo farmacoférico, denominado MF-Cristal. Este modelo
farmacoférico contém regides doadoras e aceptoras de ligacdo de hidrogénio (com raios de
tolerancia de 1,5 A) e regides de exclusdo de volume. Todas as regides de interacio do
modelo foram definidas como obrigatorias. O modelo farmacoférico ME-Cristal foi aplicado,
como descrito no item 3.5.4.2, ao banco de dados ZINC-Original (preparado como descrito no
item 3.5.1.1) e os compostos capazes de satisfazer todas as caracteristicas deste modelo foram

submetidos ao filtro drug-like aplicado como descrito no item 3.5.4.3.
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Os compostos que passaram pelo filtro drug-like foram submetidos ao filtro de
similaridade aplicado como descrito no item 3.5.4.4. Neste filtro os compostos foram
agrupados e apenas 0 composto representativo de cada grupo foi selecionado e, em seguida,
ancorado na cavidade da NS2B/NS3pro do DENV.

O ancoramento foi feito, como descrito no item 3.5.4.6, utilizando a estrutura
experimental 3Ull e o programa GOLD (JONES; WILLETT; GLEN, 1995). Este
procedimento foi submetido a uma etapa de validacdo usando o inibidor Bz-nKRR.
Inicialmente, a etapa de validacdo foi feita sem introduzir mudancas na funcdo de
ranqueamento. O inibidor Bz-nKRR foi, consecutivamente, ancorado 50 vezes sobre a
estrutura da proteina. Para a andlise dos resultados, apenas a estrutura da pose com o maior
valor de Fitness foi considerada e o valor de RMSD entre esta pose e a pose do cristal foi
calculado. Os critérios para a avaliacdo dos resultados do ancoramento foram: (i) o valor do
RMSD calculado; (ii) a presenca das interacbes proteina-inibidor observadas
experimentalmente (estrutura 3U1I) e, (iii) a ocupacdo das cavidades S; a Sz da proteina. Em
seguida, foram introduzidas algumas mudancas na funcdo de ranqueamento e foi “feita” uma
ligagdo covalente entre o carbono do aldeido o oxigénio da Ser135B. Nesta etapa, 0s seguintes
atomos dos residuos de aminoacido da NS2B/NS3pro foram indicados como favoraveis para
formar ligacdes de hidrogénio (aceptoras e/ou doadoras) com o inibidor: OD1-Asp129B, O-
Phel30B e O-Glyl51B e os hidrogénios ligados ao N-Glyl53B e ao OH-Tryl61B. A
avaliacdo dos resultados deste segundo procedimento de ancoramento, usando as mudancas
na funcéo de ranqueamento, foi feita como descrita anteriormente. Em seguida, 0s compostos
previamente selecionados (filtro de similaridade) foram ancorados no sitio ativo da estrutura
3U1l, usando protocolo analogo ao descrito na etapa de validacéo, exceto pela “presenga” da
ligacdo covalente. Todos os compostos foram ancorados 10 vezes. As 10 poses geradas para

cada composto foram avaliadas para verificar se estas satisfaziam, ou ndo, as interagoes
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preditas pelo modelo MF-Cristal. Esta avaliacdo foi feita usando o descritor de ligacdo de
hidrogénio disponivel no programa GOLD (JONES et al., 1997; JONES; WILLETT; GLEN,
1995). Em seguida, apenas 0s compostos que tiveram pelo menos uma pose capaz de respeitar
todas as caracteristicas do modelo farmacoforico foram selecionados e submetidos a inspe¢éo
visual.

A inspecdo visual foi feita como descrito no item 3.5.4.7 para verificar o ajuste dos
compostos selecionados no sitio ativo bem como se suas poses se mostravam reprodutiveis.
Esta inspecdo foi feita seguindo os seguintes critérios: (i) verificar se as interacfes proteina-
compostos correspondem as preditas pelo modelo farmacoférico (MFE-Cristal); (ii) analisar a
formacdo de interacdes com outros residuos da cavidade da proteina, priorizando interacdes
com os residuos His51B, Asp75B, Met84A, Thr83A e Serl35B e, (iii) verificar se os critérios
acima eram satisfeitos em pelo menos trés das dez poses geradas. Os compostos capazes de
satisfazer todos, ou quase todos, os critérios anteriormente foram selecionados, adquiridos e
submetidos a ensaios de inibicdo enzimatica frente a NS2B/NS3pro utilizando protocolos

experimentais descritos em detalhes no item 3.6.1.

3.5.4.10. Modelos de busca virtual: Modelo 11 - DENV

O segundo modelo de busca virtual foi feito aplicando-se, em sequéncia, trés filtros
(ancoramento, “grupos funcionais” e inspecdo visual) ao banco ZINC-Curated, como

representado na Figura 3. 6.
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Figura 3. 6. Representacdo esquematica da construcdo do segundo modelo de busca virtual: Modelo 11 —
DENV. O Modelo Il — DENV foi feito aplicando-se, em sequéncia, trés filtros (ancoramentoiaj,
“grupos funcionais” e inspecéo visual®) ao banco de dados ZINC-Curated (preparado como
descrito no item 3.5.1.1). O filtro de “grupos funcionais” foi aplicado como descrito no item
3.5.45.

@ s quatro ancoramentos foram feitos, separadamente, utilizando o programa FRED (MCGANN, 2011),
como descrito a seguir. Neste ancoramento foram usadas, separadamente, a estrutura experimental (3U1l) e
trés conformacgdes (denominadas de Conf. 2, 4 e 5) obtidas nas simula¢des de DM (como descrito no item
3.5.4.8). Para cada procedimento os 500 compostos com melhor ajuste a cavidade da proteina foram
selecionados.

®) A inspecdo visual foi feita como descrita no item 3.5.4.7, usando os critérios apresentados a seguir.

Neste segundo modelo, todos 0s procedimentos de ancoramento usando todas as
moléculas do banco ZINC-Curated foram feitos utilizando o programa FRED (MCGANN,
2011). As quatro estruturas (uma experimental - 3U1l e trés obtidas nas simula¢bes de DM -
Conf. 2, 4 e 5) usadas foram preparadas como descrito no item 3.5.4.1. Para cada estrutura, a
caixa contendo os residuos do sitio ativo foi inicialmente definida a partir da Ser135B. A
seguir, as caixas foram inspecionadas visualmente e ajustadas de modo acomodar todos 0s
residuos do sitio ativo. Nos quatro procedimentos de ancoramento foram utilizadas a
resolucdo “standard” e a fungdo de ranqueamento Chemgauss4 (MCGANN, 2012). Para cada
um dos procedimentos de ancoramento, a pose com melhor valor de escore de cada uma das

moléculas do banco ZINC-Curated foi armazenada. Em seguida, os compostos foram
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ordenados de acordo com seus valores de escore. Para cada um dos procedimentos de
ancoramento, os 500 compostos com menor valor de escore (ou seja, com melhor encaixe no
sitio ativo da proteina) foram selecionados e submetidos a um filtro de “grupos funcionais”
aplicado exatamente como descrito no item 3.5.4.5. A seguir, 0S compostos que passaram no
filtro de “grupos funcionais” foram submetidos a inspecao visual.

A inspecéo visual foi feita como descrito no item 3.5.4.7, avaliando se 0s compostos
selecionados apresentavam as seguintes interacdes: (i) ligacdes de hidrogénio com os residuos
His51B, Asp75B, Asp81A, Aspl29B e Glyl51B e; (ii) idnicas com os residuos Asp75B,
Asp81A e Asp129B e, (iii) hidrofébicas com o residuo Val155B. Ainda, avaliou-se a fracdo da
area do composto que estd exposta ao solvente. Os compostos capazes de satisfazer grande
parte das interagdes descritas acima e com uma pequena fracdo de sua area exposta ao
solvente foram selecionados, adquiridos e submetidos a ensaios de inibicdo enzimatica frente

a NS2B/NS3pro do DENV, usando protocolos experimentais descritos no item 3.6.1.

3.5.4.11. Modelos de busca virtual: Modelo 111 - DENV

O terceiro modelo de busca virtual foi feito aplicando-se, em sequéncia, trés filtros
(modelo farmacofdrico, “grupos funcionais™ e inspec¢do visual) ao banco de dados NCI, como
representado na Figura 3. 7. Parte do material descrito nos proximos paragrafos faz parte de
artigo recentemente publicado no JCAMD, do qual sou primeira autora (PICCIRILLO et al.,

2016).
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[ Banco de dados NCI ]
Para cada modelo selecionado Modelo farmacoférico
[ > (selecionado de acordo com seu
Validago in silico desempenho na etapa de validagéo)
(dados da literatura)
4 I 2\
I'Z\'OVOS m]?,d?'OS Filtro de grupos
N\ arma(f oricos J funcionais
Modos de ligacéo !
i do Bz-nKRR-H ' | 40 visual
. (3Ull esimulagBes de DM) | nSpegao visua

Figura 3. 7. Representagdo esquematica da construgdo do terceiro modelo de busca virtual: Modelo 111 —
DENV. O Modelo Il — DENYV foi feito aplicando-se, em sequéncia, trés filtros (farmacoféricozaj,

“grupos funcionais” e inspe¢éo visual®) ao banco de dados NCI (preparado como descrito no item

3.5.1.1). O filtro de “grupos funcionais” foi aplicado como descrito no item 3.5.4.5.

@ Os outros modelos farmacoféricos foram gerados, como descrito no item 3.5.4.2, a partir das regies de
interacOes entre a NS2B/NS3pro e o inibidor Bz-nKRR-H observadas na estrutura experimental 3U1l bem
como nas simulacdes de DM (vide item 3.5.4.8). Estes foram submetidos a uma etapa de validacdo in silico
(descrita a seguir) e apenas os modelos que apresentaram um bom desempenho, de acordo com Piccirillo e
colaboradores (PICCIRILLO et al., 2016), foram selecionados.

® A inspecdo visual foi feita como descrita no item 3.5.4.7 usando os critérios apresentados a seguir.

Neste terceiro modelo, os modos de ligacdo do inibidor Bz-nKRR-H observados nas
estruturas representativas, obtidas pelo agrupamento hierarquico (vide item 3.5.4.8), foram
utilizados na construcdo de novos modelos farmacoféricos (classificados, modelos
farmacoforicos “Dindmicos”). Ainda, 0 modo de ligacdo do inibidor Bz-nKRR-H observado
na estrutura experimental 3U1l foi também usado para construir novos modelos
farmacoforicos (classificados, modelos farmacoféricos “Estaticos”). Todos os modelos
farmacofdricos foram gerados, como descrito no item 3.5.4.2, considerando todas as possiveis
interacdes entre o inibidor e os residuos do sitio ativo da NS2B/NS3pro do DENV. O nimero
e 0 tipo de regido de interacdo variam de acordo com o modelo farmacoforico, incluindo:
aceptoras de ligacdo de hidrogénio; doadoras de ligacdo de hidrogénio e de interagdo idnica
positiva. Para os modelos farmacoféricos Dinamicos ainda foram incluidas regibes de
interacdo hidrofobica. Em seguida, todos os modelos farmacoforicos tiveram duas regides

definidas como obrigatdrias, enquanto que as demais regies foram definidas como opcionais.
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Estas duas regides obrigatorias correspondem a regides aceptoras e/ou doadoras de ligagéo de
hidrogénio que interagem, necessariamente, com residuos do sitio ativo que formaram
ligacGes de hidrogénios estaveis com o inibidor Bz-nKRR-H durante as simulacdes de DM
(vide item 3.5.4.8). Ainda, regides de exclusdo de volume foram incluidas em todos os
modelos farmacoforicos. O raio de tolerancia das regifes de interacdo aceptoras ou doadoras
de ligacdo de hidrogénio foi ajustado para 1,8 A, enquanto que o raio das regifes hidrofobicas
e idnica positiva foi ajustado para 1,95 A.

O desempenho dos modelos farmacoféricos gerados, Dindmicos e Estaticos, foi
avaliado in silico usando uma série de compostos peptideos testados frente a NS2B/NS3pro
do DENV retirados da literatura (vide item 3.3.3). Esta série foi preparada como descrito no
item 3.5.2.1. Desta série, 28 compostos sdo ativos, incluindo o préprio inibidor Bz-nKRR-H,
e 3 sdo inativos frente a esta protease. A seguir, todos os modelos foram aplicados a série de
peptideos miméticos, como descrito no item 3.5.4.2, e apenas 0s compostos capazes de
respeitar seis ou mais regides de interacdo (duas obrigatérias e quatro opcionais) foram
considerados como hits. O desempenho de cada um dos novos modelos farmacoféricos,

Dinamicos e Estaticos, foi avaliado verificando a capacidade destes modelos selecionarem

como hits compostos ativos bem como diferenciarem entres os compostos ativos e inativos.
Por fim, apenas os modelos farmacoféricos que apresentaram um desempenho satisfatorio na
etapa anterior foram selecionados e aplicados ao banco NCI como descrito no item 3.5.4.2. A
seguir, de modo analogo ao descrito na etapa de avaliacdo dos modelos, apenas 0s compostos
capazes de respeitar seis ou mais regides de interacdo foram considerados como hits e
selecionados para serem submetidos ao filtro de “grupos funcionais”.

O filtro de “grupos funcionais” foi aplicado como descrito no item 3.5.4.5. A seguir,
0S compostos que passaram por este filtro foram submetidos a inspecéo visual. A inspecdo

visual foi realizada considerando apenas os compostos selecionados pelo filtro de “grupos
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funcionais” que estavam disponiveis para aquisicdo imediata. Para isto, foi feita uma busca no
website do NCI (endereco eletrénico https://dtp.cancer.gov/dtpstandard/dwindex/index.jsp)
restringindo-se os resultados apenas aos compostos em estogque, em quantidade suficiente (> 5
mg) para a etapa de validacdo experimental. Em seguida, na inspecdo visual (vide item
3.5.4.7) os compostos que apresentaram um melhor ajuste a0 modelo farmacoférico com
estruturas quimicas diversas foram selecionados, adquiridos e testados frente a NS2B/NS3pro

do DENV, utilizando protocolos experimentais descritos em detalhes no item 3.6.1.

3.5.4.12. Modelos de busca virtual: Modelo 1V - DENV

O quarto modelo de busca virtual foi feito aplicando-se, em sequéncia, dois filtros

(farmacofdrico e inspecéo visual) ao banco ZINC-Curated, como representado na Figura 3. 8.

[ Banco de dados ZINC-Curated ]

~~

Usando todos os modelos selecionados Modelos farmacoféricos
: ~' T - (selecionados de acordo com seus
Validagdo in silico desempenhos na etapa de validaco)
(dados da literatura) —
I
. (compostos selecionados
Modelos farmacoféricos por cada um dos modelos)
R S L . "4
I Modos de ligacédo: poses ! © Inibidoresda |
| geradas por ancoramento | <— literatura | Inspecdo visual
| (3U1l e conformacdes da DM) | ' (ndo peptidicos) i

Figura 3. 8. Representacdo esquematica da construc¢do do quarto modelo de busca virtual: Modelo 1V —
DENV. O Modelo IV — DENV foi feito aplicando-se, em sequéncia, dois filtros (farmacoféricoza; e
inspecdo visual®) ao banco de dados ZINC-Curated (preparado como descrito no item 3.5.1.1).

@ Os modelos farmacoféricos foram gerados, como descrito no item 3.5.4.2, a partir das regides de interagdes
entre a NS2B/NS3pro e cada um dos inibidores da literatura®®. Estes foram submetidos a uma etapa de
validacéo in silico (descrita a seguir) e apenas os modelos que apresentaram um bom desempenho foram
selecionados.

® A inspecdo visual foi feita como descrita no item 3.5.4.7 usando os critérios apresentados a seguir.

© 0s modos de ligacdo de cada um dos inibidores correspondem a poses geradas por ancoramento. Os
procedimentos de ancoramento foram feitos, como descrito no item 3.5.4.6, utilizando mudangas na fungdo
de ranqueamento descritas a seguir.

Neste quarto modelo, inibidores da literatura (BODENREIDER et al., 2009;

CREGAR-HERNANDEZ et al., 2012; DENG et al., 2012; GANESH et al., 2005; KOH-
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STENTA et al., 2015; LAI et al., 2013; LAI; SRIDHAR PRASAD; PADMANABHAN,
2013; LIU et al., 2014; MUELLER et al., 2008; NGUYEN et al., 2013; NITSCHE; STEUER;
KLEIN, 2011; NOBLE et al., 2012; SHIRYAEV et al., 2011; TIEW et al., 2012) com valores
de Ki/lICso frente a NS2B/NS3pro do DENV menores que 10 uM foram selecionados para
serem usados como referéncia para criagdo de outros modelos farmacoforicos.

Para tanto, fez-se necessario obter o modelo de ligacdo de cada um dos ligantes no
sitio ativo da NS2B/NS3pro do DENV através de procedimentos de ancoramento. Os
ancoramento foram feitos como descrito no item 3.5.4.6. Neste procedimento, além da
conformacdo da NS2B/NS3pro do DENV observada no cristal 3U1ll foram usadas as
conformac@es obtidas pelas simulacdes de DM. Todas as estruturas da NS2B/NS3pro foram
preparadas como descrito no item 3.5.4.1. As estruturas 3D dos inibidores da literatura foram
obtidas usando o programa Sybyl-X (SYBYL, 2013) e, em seguida, minimizadas (100 ciclos)
utilizando as opgbes padrdo do programa Sybyl-X (SYBYL, 2013). Nos procedimentos de
ancoramento foram introduzidas algumas mudancas na funcdo de ranqueamento. Nesta etapa,
0s seguintes atomos dos residuos de aminoacido da NS2B/NS3pro foram indicados como
favoraveis para formar ligacdes de hidrogénio (aceptoras e/ou doadoras) com o inibidor: O-
Asp81A, OD2-Asp75B, OD1-Aspl29B, OD2-Aspl129B, HG-Ser135B, O-Glyl51B e HH-
Tyrl61B. Adicionalmente, para os inibidores descritos como covalentes foi “feita” uma
ligacdo covalente entre o centro eletrofilico e o residuo da Serl35B. Todos os inibidores
foram, consecutivamente, ancorados 10 vezes sobre a estrutura da enzima. Em seguida, a
escolha da pose de melhor ajuste foi feita considerando as interagdes com os residuos do sitio
ativo bem como a reprodutibilidade das poses com maior valor de fitness.

A seguir, para cada um dos inibidores as poses com melhor ajuste foram utilizadas
para gerar modelos farmacoféricos. Todos os modelos farmacoféricos foram gerados, como

descrito no item 3.5.4.2, considerando todas as possiveis interacdes entre o inibidor e os
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residuos do sitio ativo da NS2B/NS3pro do DENV. O namero e o tipo de regido de interacdo
variam de acordo com o modelo farmacoforico, incluindo: aceptoras de ligacdo de hidrogénio;
doadoras de ligacédo de hidrogénio, de interacdo ibnica positiva, de interacdo hidrofobica e de
interacdo aromatica. Todas as regides de interacdo foram definidas como obrigatorias. Ainda,
regides de exclusdo de volume foram incluidas em todos os modelos farmacoforicos. O raio
de tolerancia das regibes de interacdo foi ajustado automaticamente pelo programa
LigandScout (WOLBER; LANGER, 2005).

O desempenho dos modelos farmacoforicos gerados foi avaliado in silico utilizados a
série de compostos ndo peptidicos ja avaliados experimentalmente quanto a sua atividade
bioldgica frente a NS2B/NS3pro do DENV (vide item 3.3.3) preparada como descrito no item
3.5.2.1. Desta série, 95 compostos sdo ativos (incluindo os compostos usados para gerar 0S
modelos), 385 sdo pouco ativos, e 293 sdo inativos frente a esta protease. Esta validacdo foi
feita usando as extensdes LigandScout (WOLBER; LANGER, 2005) para o programa KNIME
(BERTHOLD et al., 2007). Nesta etapa, 0 nimero de hits, compostos ativos e decoys
selecionados foram calculados e utilizados para analisar cada um dos modelos gerados. Em
seguida, os modelos que selecionaram apenas 0s compostos classificados como ativos foram
selecionados. Por fim, todos os modelos farmacoféricos selecionados na etapa anterior foram
aplicados, em sequéncia, ao banco ZINC-Curated como descrito no item 3.5.4.2. A seguir, 0s
compostos selecionados por cada um dos modelos foram submetidos a inspecao visual.

A inspecdo visual foi feita como descrito no item 3.5.4.7 usando 0s seguintes critérios:
(i) compostos com bom ajuste a0 modelo farmacoférico utilizado para seleciona-los; (ii)
compostos com centro quirais para 0s quais todos os possiveis isdmeros Opticos foram
selecionados; (iiif) compostos com pouca flexibilidade (ex. cadeias carbdnicas insaturadas de
até 3 atomos); (iv) compostos sem conformacdes energeticamente desfavoraveis; (V)

compostos que ndo apresentaram grupos —SO, em regides doadores de ligacdo de hidrogénio;
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(vi) compostos com poucos atomos polares em regides hidrofobicas e/ou expostos ao solvente
e (vii) compostos sem grupamentos esteres susceptiveis a hidrélise. Os compostos que
respeitaram todos os critérios descritos acima foram selecionados. Alguns destes compostos
foram adquiridos e submetidos a ensaios de inibicdo enzimatica frente a NS2B/NS3pro do

DENV, usando protocolos experimentais descritos no item 3.6.1.

3.5.4.13. Construcdo e andlise de série de analogos ao composto mais ativo

dentre os selecionados pelo Modelo IV — DENV

A estrutura do composto que apresentou maior atividade, dentre os selecionados,
frente a NS2B/NS3pro, foi utilizado como referéncia para se encontrar compostos
estruturalmente analogos. Esta etapa foi feita utilizando a ferramenta de busca por
similaridade do website Pubchem (endereco eletrénico https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#) e
aplicando-se um valor de corte de similaridade de 80%. Os compostos analogos selecionados
tiveram suas estruturas tridimensionais geradas usando o programa Corina (SADOWSKI;
GASTEIGER, 1993). Em seguida, para cada um dos compostos analogos, conformacoes
foram geradas utilizando o programa Omega (HAWKINS et al., 2010). Esta série de
compostos foi submetida, de modo anéalogo, a sequéncia de filtros utilizada para selecionar o
composto de referéncia. E, aqueles que passaram por todos os filtros e que estavam
disponiveis para aquisicdo imediata foram comprados e submetidos, de modo anéalogo, a
ensaios de inibicdo enzimatica frente a NS2B/NS3pro do DENV, usando protocolos

experimentais descritos no item 3.6.1.

3.5.5. Busca virtual de inibidores da protease do virus da Febre Aftosa

Nesta tese, foram construidos e utilizados dois diferentes modelos de buscas de

inibidores da protease lider do virus da Febre Aftosa (denominados Modelo | — FA e Modelo

Il — FA). Como descrito na Introducdo e de modo analogo ao feito para NS2B/NS3pro do



138

DENV, estes modelos de busca virtual foram construidos aplicando-se, em sequéncia,
diferentes filtros de selecdo. Inicialmente, sera apresentada uma descricdo geral dos
procedimentos computacionais usados na construcdo destes modelos. Em seguida, sera feita
uma descricao detalha destes procedimentos para cada um dos dois modelos de busca virtual,

incluindo os tipos e a ordem que estes filtros foram aplicados.
3.5.5.1. Preparacéo da estrutura da Lb"™ do virus da FA sem ligantes.

A estrutura 3D da sLb”™ do virus da FA (codigo 2JQG, C51A obtida por RMN) foi
preparada usando o programa Sybyl (SYBYL, 2009). Esta estrutura corresponde a0 mutante
Cys51Ala. A estrutura 3D da LbP™ foi obtida por RMN estando disponiveis no arquivo PDB
cinco modelos de estrutura, numerados, respectivamente de 1 a 5, sendo utilizado o modelo
namero 1 como sugerido na literatura (CENCIC et al., 2007). Inicialmente, sabendo-se que a
Cys51 é essencial no mecanismo de catalise, fez-se necessario substituir a Ala51 pela Cys51 e
realizar uma etapa de minimizacéo local dos residuos vizinhos a Cys51, utilizando o campo de
forca Tripos do programa Sybyl (SYBYL, 2009). Em seguida, todas as moléculas de agua

foram retiradas e todos os hidrogénios (polares e apolares) foram mantidos.

3.5.5.2. Preparacdo da estrutura da Lb"™® do virus da FA complexada com o

inibidor E64-R-P-NH2

A cadeia A da estrutura 3D da Lb"™ do virus da FA complexada com o inibidor E64-
R-P-NH2 (codigo 4QBB, resolucdo 1,60) foi preparada utilizando o programa Sybyl-X
(SYBYL, 2013). Nesta etapa, todas as moléculas de agua, os ions sulfato e o inibidor E64-R-
P-NH2 foram removidos. Em seguida, os atomos ausentes na cadeia lateral da GIn146 foram

adicionados e a posicdo do anel imidazolico da His148 catalitica foi invertida.
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3.5.,5.3.  Ancoramento utilizando o programa GOLD

Todos os procedimentos de ancoramento foram feitos de modo analogo ao descrito pra
busca virtual de inibidores da protease do virus da Dengue (item 3.5.4.6). Nestes
procedimentos, 0s atomos constituintes do sitio ativo da proteina foram definidos
considerando-se todos os 4tomos em um raio de 20 A a partir do carbono beta da Cys51. A
funcdo de escore ChemPLP (LIEBESCHUETZ; COLE; KORB, 2012) foi utilizada e nédo
foram incluidas mudancas na funcdo de ranqueamento. A seguir, todos os compostos foram,

consecutivamente, ancorados 50 vezes sobre a estrutura da LbP™,

3.5.5.4. Calculo dos campos de interacdo molecular e identificacdo de regides

de minimo de energia

Inicialmente, os campos de interacdo molecular foram calculados pelo programa
GRID (GOODFORD, 1985) utilizando a estrutura 4QBB da sLb”™ preparada como descrito
no item 3.5.5.2. De modo analogo ao descrito no item 3.5.4.8, a proteina foi colocada em uma
caixa com uma grade regularmente espacada (0,25 A). As dimensdes da caixa foram
escolhidas de modo a acomodar todos os residuos das cavidades S,, S; e S;’ do sitio ativo da
sLbP®. Em seguida, os campos de interacdo molecular foram calculados usando sete
diferentes sondas moleculares (posicionadas nos vértices da grade), a saber: “DRY”, “C3”;
“NI1+7; “O-7; “N17; “O” e “OH”. Assim, foram identificadas regides favoraveis as interagdes
de naturezas, respectivamente, hidrofébica, idnica positiva e negativa, aceptoras de ligacao de
hidrogénio, doadoras de ligacdo de hidrogénio e doadoras e aceptoras de ligacdo de
hidrogénio.

A seguir, com a finalidade de identificar os pontos de minimo de energia de interacédo
foi fixado, para cada sonda, um valor maximo de energia de corte, sendo estes - 1,0 kcal/mol,
- 2,0 kcal/mol; - 7,0 kcal/mol, - 7,0 kcal/mol, - 6,0 kcal/mol, - 6,0 kcal/mol e - 6,0 kcal/mol,

respectivamente, para sonda “DRY?”; “C3”, “NI1+”, “O-", “N1”, “O” e “OH”. E, apenas
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aqueles proximos aos residuos do sitio ativo da sLbP™® foram selecionados. As coordenadas
destes pontos de minimo de energia foram convertidas em arquivo PDB, podendo ser

visualizadas no programa LigandScout (WOLBER; LANGER, 2005).
3.5.5.5. Construcéo e aplicacdo do modelo farmacoforico

O modelo farmacoforico foi gerado usado a estrutura 4QBB previamente preparada
(item 3.5.5.2) e as coordenadas dos pontos de minimo de energia obtidos pelo programa
GRID (GOODFORD, 1985). De modo analogo ao descrito para protease do virus da Dengue
(item 3.5.4.2), o modelo farmacofdrico foi gerado utilizando o programa LigandScout
(WOLBER; LANGER, 2005). Nesta etapa, regides de interacao entre os residuos da proteina
e 0s pontos de minimo de energia foram identificadas utilizando os valores de distancia e de
angulo padrdes do programa LigandScout (WOLBER; LANGER, 2005). A selecdo das
regides de interacdo a serem mantidas no modelo farmacoforico foi feita considerando as
interacdes observadas para o inibidor E64-R-P-NH2 descritas (estrutura 4QBB) bem como de
dois inibidores previamente identificados, por nds, usando ancoramento descrito no item
3.5.5.3. Ainda, nesta etapa de selecdo das regides que estabeleceram interacdo(6es) com mais
de um residuo do sitio ativo foram priorizadas. O modelo farmacoférico gerado contém
regides de interacdo doadoras e aceptoras de ligacdo de hidrogénio, regiGes de interacao
hidrofébica e varias regides de exclusdo de volume. Ainda, as regibes de interacbes de ligacdo
de hidrogénio (direcionais) com mais de trés residuos do sitio ativo foram definidas como
ndo-direcionais. Em seguida, quatro regides de interacdo foram definidas como opcionais.
Todas as regides de interagdo tem um raio de tolerancia de 1,5 A. Por fim, de modo analogo
ao descrito para o DENV, o modelo farmacoférico gerado (denominado MF-Lb) foi
aplicado ao banco ZINC-Curated usando o programa LigandScout (WOLBER; LANGER,

2005). Como descrito no item 3.5.5.2, todos os compostos capazes de satisfazer as
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caracteristicas minimas requeridas (ou seja, as regides de interacdo obrigatorias) pelo modelo

foram selecionados para proxima etapa, independente do seu valor de Pharmacophore Fit.
3.5.5.6. Filtro de similaridade

O filtro de similaridade foi feito de modo analogo ao apresentado no item 3.5.4.4. No
entanto, para a busca virtual de inibidores da Lb"™ do virus da FA foram utilizados apenas os
valores do coeficiente de Tanimoto (MS1) calculados como descrito no item 3.5.4.4. Em
seguida, foi aplicado um valor de corte de 0,40. Assim, compostos que apresentaram mais de
60% de similaridade entre si foram colocados em um mesmo grupo. E, como descrito no item
3.5.4.4, para cada grupo gerado, o composto com maior valor de Pharmacophore Fit foi

considerado como representante do respectivo grupo.
3.5.5.7.  Modelos de busca virtual: Modelo | — FA

Uma série de 52 compostos comerciais previamente selecionados, por busca virtual
(MALVEZZI; DE REZENDE; AMARAL, 2009), como potenciais inibidores covalentes da
cruzaina estava disponivel em nosso laboratorio e foi utilizada tanto para identificar inibidores
da LbP™ do virus da FA bem como para ter informagGes sobre as interagdes dentro do sitio
ativo. Assim, neste primeiro modelo de busca virtual foi utilizada esta série de 52 compostos

aplicando-se filtro de ancoramento e inspecdo visual, como apresentado na Figura 3. 9.
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Série de 52 compostos

~~

Ancoramento
(estrutura 2JQG)

Inspecao

Visual

Figura 3. 9. Representacéo esquematica da construcéo do primeiro modelo de busca virtual: Modelo | —
EA. O Modelo | — FA foi feito aplicando-se, em sequéncia, dois filtros (ancoramento(aj e inspecéo

(preparada como descrito no item 3.5.2.2).
@ 0 ancoramento foi feito, como descrito no item 3.5.5.3, usando a estrutura sem inibidores (2JQG).

®a inspecdo visual foi feita como descrita no item 3.5.4.7 usando os critérios descritos a seguir.

O ancoramento foi feito como descrito no item 3.5.5.3, usando a estrutura sem
inibidores (2QJG). Sabendo-se que estes compostos foram previamente selecionados como
potenciais inibidores covalentes, apenas 0S compostos cujas poses mostraram 0
correspondente grupamento eletrofilico proximo a Cysbl foram selecionados. Estes
compostos foram submetidos a ensaios enzimaticos de inibicéo frente a sLbP™ do virus da FA

utilizando protocolos experimentais descritos nos itens 3.6.2.1 e 3.6.2.2.

3.5.5.8. Modelos de busca virtual: Modelo 1l - FA

Neste segundo modelo, a busca virtual de inibidores Lb"™ do virus da FA foi realizada
usando o banco ZINC-Curated aplicando-se sequencialmente trés diferentes filtros de selecao

(farmacofdrico; similaridade e inspecao visual), como apresentado na Figura 3. 10.
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[ Banco de dados ZINC-Curated ]

~~

Modelo farmacoférico
(MF-LbP®, usando a estrutura 4QBB e
0s pontos de minimo de energia)

[ Filtro de similaridade ]

[ Inspecéo Visual ]

Figura 3. 10. Representacgdo esquematica da construgdo do segundo modelo de busca virtual: Modelo 11 —
FA. Este foi feito aplicando-se, em sequéncia, trés filtros (farmacoférico®, similaridade e inspecio
visual®) ao banco ZINC-Original (preparado como descrito no item 3.5.1.1). O filtro de
similaridade foi aplicado como descrito no item 3.5.5.6.

@0 modelo farmacoférico (MFE-LbP™®) foi gerado, como descrito no item 3.5.5.5, a partir das regides de
interacdes entre a SLbP™ (estrutura 4QBB) e os pontos de minimo de energia®.

®a inspecdo visual foi feita como descrita no item 3.5.4.7 usando os critérios descritos a seguir.

© s pontos de minimo de energia foram obtidos a partir dos campos de interacdo molecular calculados
usando o programa GRID (GOODFORD, 1985) como descrito no item 3.5.5.4.

O modelo farmacoférico (MF-Lb"™) foi gerado como descrito no item 3.5.5.5 e, em
sequida, aplicado ao banco de ZINC-Curated. Os compostos capazes de satisfazer as
caracteristicas minimas requeridas (ou seja, as regides de interacdo obrigatdrias) pelo modelo
foram selecionados para proxima etapa, independente do seu valor de Pharmacophore Fit. A
seguir, estes compostos foram submetidos a um filtro de similaridade como descrito no item
3.5.5.6. Neste filtro, os compostos foram agrupados e apenas o0 composto representativo de
cada grupo foi analisado e selecionado para a préxima etapa.

Por fim, como descrito no item 3.5.4.7, o ajuste de cada composto ao modelo
farmacoforico foi analisado por inspecdo visual, utilizando os seguintes critérios: (i)
compostos capazes de satisfazer as caracteristicas do modelo farmacoférico, inclusive suas
regibes de interacdo definidas como opcionais; (ii) compostos que ndo apresentassem

grupamento aromatico na regido de interacdo hidrofobica em S, e (iii) compostos

apresentando interagdes com outros residuos do sitio ativo. Ainda, avaliou-se a fracdo da area
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do composto que esta exposta ao solvente. Os compostos capazes de satisfazer todos os
critérios descritos acima e com uma pequena fracdo de sua area exposta ao solvente foram
selecionados, adquiridos e submetidos a ensaios de inibicdo enzimatica frente a sLb”™ do

virus da FA utilizando protocolos experimentais descritos em detalhes no item 3.6.2.3.

3.6. PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

Conforme apresentado e discutido na Introducédo, todos os modelos de busca virtual
devem ser validados experimentalmente para confirmar sua verdadeira utilidade na selecdo de
compostos bioativos. Nesta tese, cada um dos modelos de busca virtual foi validado através
de testes de inibicdo enzimatica dos compostos selecionados pelos modelos frente a
correspondente enzima (protease virus da Dengue ou protease lider do virus da Febre Aftosa).

De modo analogo ao apresentado para os procedimentos computacionais, 0s métodos
utilizados nos testes de inibi¢do da protease do virus da Dengue (NS2B/NS3pro do DENV) e
da protease lider do virus da Febre Aftosa (LbP™ do virus da FA) serdo apresentados sempre

na sequéncia NS2B/NS3pro do DENV e LbP™ do virus da FA.

3.6.1. Testes de inibicdo da NS2B/NS3pro do DENV

Todos os compostos selecionados pelos quatro modelos de busca virtual (Modelo | —

DENV a Modelo IV — DENV) como potenciais inibidores da NS2B/NS3pro do DENV foram

submetidos a uma etapa de validacdo experimental, através de ensaios de inibicdo
enziméticas. Os testes de inibicdo da NS2B/NS3pro do DENV foram realizados nos
laboratérios da Prof®. Wibke Diederich da Philipps-Universitat de Marburg, Alemanha.

Nesta etapa de validacdo, inicialmente, foram determinados os valores de porcentagem
de inibicdo de cada composto (na concentracdo de 100 puM). Em seguida, 0s compostos que

apresentaram alguma atividade inibitoria tiveram os correspondentes valores de ICs
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(concentracdo do composto capaz de inibir 50% da atividade da enzima) determinados. Por
fim, para alguns compostos mecanismo de inibicdo foi caracterizado e o correspondente valor

da constante de inibicao (K;) determinado.
3.6.1.1. Determinacdo dos valores de porcentagem de inibigéo

Os compostos selecionados pelos quatro modelos de busca virtual (Modelo | — DENV

a Modelo IV — DENV) como potenciais inibidores da NS2B/NS3pro do DENV foram

avaliados através de ensaios enzimaticos. Inicialmente, estes compostos tiveram seus valores
de valores de porcentagem de inibicdo frente a NS2B/NS3pro do DENV determinados (na
concentracdo de 100 uM).

Todos os ensaios de inibicdo foram realizados utilizando o substrato fluorogénico
PhAc-KRR-MCA.3TFA (dissolvido em agua), seguindo-se protocolo de rotina implementado
no laboratério da Prof®. Wibke Diederich da Philipps-Universitat de Marburg, Marburg,
Alemanha (WU et al., 2015). As medidas foram feitas utilizando placas de 96 po¢os (modelo
NuncTM da Thermo Scientific) contendo solucéo tampéo de ensaio (pH = 9,0 [Tris-HCI (50
mM) com Chaps (1 mM)]), 20 ou 40 pM do substrato (para DENV2 e DENVS3,
respectivamente) e 100 uM do composto com volume final de 200 pL. A reagéo foi iniciada
adicionando protease do DENV?2 (dissolvida em tamp&o pH = 7,5 [Tris-HCI (20 mM), NaCl
(50 mM) e glicerol (5 % v/v)]) ou DENV3 (dissolvida em tampdo pH = 8,5 [Tris-HCI (20
mM), NaCl (150 mM) e glicerol (5 % v/v)]) numa concentracdo final de 50 nM. A variagédo
da intensidade de fluorescéncia foi seguida em um leitor de placa com agitacdo e temperatura
controlada (37,0 £ 0,1°C), emitindo radiacdo em 380 nm e registrando-se fluorescéncia em
460 nm. As solucdes estoque dos compostos foram preparadas em DMSO e logo utilizadas
nos testes de inibigdo. A quantidade de DMSO nos experimentos foi mantida constante, sendo

igual a 0,01 % (v/v). Todos os experimentos foram feitos, pelo menos, em triplicata.
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O valor de velocidade inicial de formacao do produto (vo) para cada inibidor foi obtido
do gréafico de fluorescéncia em funcdo do tempo, em segundos. A seguir, os valores de
porcentagem de inibicdo foram calculados comparando o valor de v, obtido para cada inibidor
com o valor obtido em experimento controle, realizado de modo analogo ao descrito

anteriormente, no entanto, sem adicionar nenhum composto.
3.6.1.2. Determinacdo dos valores de ICs

Em seguida, os compostos que apresentaram alguma atividade inibitéria frente a
protease do DENV, mais de 50% de inibicdo em 100 pM, tiveram seus valores de ICs
determinados. Os ensaios de determinacdo dos valores de ICs, foram realizados, de modo
analogo ao ja descrito, variando-se, no entanto, a concentracdo do inibidor (de 0 a 500 uM ou
de 0 a 1 mM, de acordo com a poténcia do inibidor).

Procedendo-se como descrito acima, o valor de velocidade inicial de formacdo do
produto (vo) para cada concentracdo de inibidor utilizada foi obtido do grafico de
fluorescéncia em funcdo do tempo, em segundos. A seguir, usando a fungcdo LL.2
(COPELAND, 2005) do pacote “drc” (RITZ; STREIBIG; RITZ, C. & STREIBIG, 2006)
disponivel no programa R (R CORE TEAM, 2013) foi construida a curva dose-resposta, ou
seja, grafico dos valores da fracdo de enzima ativa (vi/lvp) em funcdo do logaritmo da
concentragdo do inibidor, sendo v; a velocidade inicial na presenca do inibidor e v, a
velocidade inicial na auséncia do composto. Os valores de ICso foram obtidos a partir da

equacéo de reta de melhor ajuste das curvas dose-resposta (vide Anexo Il1).

3.6.1.3. Caracterizacdo do mecanismo de inibicdo e determinacdo do valor(es)

da constante de inibicdo (Kj)

Por fim, para alguns compostos 0 mecanismo de inibicdo foi caracterizado e o

correspondente valor(es) da constante de inibicao (K;) determinado.
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Procedendo-se como descrito (COPELAND, 2005), a caracterizacdo do mecanismo de
inibicdo foi feita através dos graficos do Duplo-Reciproco (Equacdo de Lineweaver- Burk) e
de Dixon (grafico dos inversos da velocidade inicial (1/vo) em funcdo da concentracdo de
inibidor). Para se obter o grafico Duplo-Reciproco (Equacéo de Lineweaver- Burk), ensaios
de inibicdo enzimatica frente a protease do DENV2 foram feitos de modo analogo ao descrito
na etapa de determinacdo dos valores de inibicdo utilizando, no entanto, quatro diferentes
concentragdes do inibidor (variando de 0 a 15 pM) e onze concentracfes de substrato
(variando de 1,6 a 200 uM). Estes experimentos foram feitos em duplicata. O gréfico de
Dixon foi obtido realizando os ensaios de inibi¢cdo usando-se, no entanto, duas concentragdes
de substrato (20 e 40 uM) e seis diferentes concentracdes do inibidor (0 a 16 uM). Estes
experimentos foram feitos em duplicata. Por fim, o valor da constante de inibicdo (K;) foi
obtido através de dois gréaficos, a saber: (i) grafico da inclinacdo das retas do grafico Duplo-
Reciproco em funcdo da concentracdo do inibidor e (ii) grafico do inverso dos valores de
velocidade maxima aparente (1/Vna™") em funcgdo da concentracgdo do inibidor, os valores de
Vmax "P foram calculados a partir das retas de melhor ajuste dos gréaficos de Michaelis-Menten

obtidas utilizando a fungdo “nls” do programa R (R CORE TEAM, 2013).

3.6.2. Testes de inibicdo da sLbP™ do virus da FA

Todos os compostos selecionados pelos dois modelos de busca virtual (Modelo | — FA

a Modelo Il — FA) como potenciais inibidores da sLb™ do virus da FA foram submetidos a

uma etapa de validagdo experimental, através de ensaios de inibi¢do enzimatica. Os testes de
inibicdo da sLb® do virus da FA foram realizados nos laboratérios da Prof®. Dr®. Antonia
Tavares do Amaral (Departamento de Quimica Fundamental do Instituto de Quimica da
Universidade de S&o Paulo — SP) usando a sLb®® do virus da FA (sorotipo O1k)

disponibilizada pelo Prof. Dr. Luiz Juliano Neto (Departamento de Biofisica da UNIFESP).
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Nesta etapa de validacdo, os compostos selecionados pelo Modelo I — FA como

P9 do virus da FA tiveram seus valores de ICs

potenciais inibidores covalentes da sLb
determinados. Em seguida, para os compostos que apresentaram alguma atividade inibitoria
frente a sLbP™ do virus da FA, a reversibilidade da inibicdo foi avaliada. Para os compostos

selecionados pelo Modelo Il — FA como potenciais inibidores da sLb", foram determinados

os valores de porcentagem de inibicdo de cada composto (na concentracdo de 200 pM).

3.6.2.1. Determinacdo dos valores de ICsy para 0s compostos selecionados pelo

Modelo | — FA

Diferentemente do descrito para protease do DENV, todos compostos selecionados

pelo Modelo | — FA como potenciais inibidores covalentes da sLb”™ do virus da FA tiveram

seus valores de ICsg determinados.

Procedendo-se como descrito na literatura (COPELAND, 2005; SANTOS et al.,
2009), os ensaios de inibicdo foram realizados utilizando o substrato fluorogénico
KVQRKLKGAGQSSQ-Abz (dissolvido em DMSO) sintetizado e disponibilizado pelo grupo
do Prof. Juliano (UNIFESP). As medidas foram feitas utilizando cubeta de quartzo (1,4 mL e
caminho Optico de 10 mm) contendo solugdo tampdo de ensaio (pH=7,8 [Borato (50 mM)]),
Triton X-100 (0,01 % v/v) e 8,5 pM de sLb"™ do virus da FA com volume final de 1 mL. Para
a ativacdo da enzima, esta solucdo foi mantida, sob agitagdo, por 5 min na presenca de DTT
(2,5 mM) em um banho termostatizado (ajustado para 37 = 0,1 °C). A reacdo foi iniciada pela
adicdo do substrato KVQRKLKGAGQSSQ-Abz numa concentracdo final de 3 pM. A
variacdo da intensidade de fluorescéncia foi seguida em um fluorimetro equipado com
agitador magnético e banho termostatizado (ajustado para 37 + 0,1°C), emitindo radiagdo em
320 nm e registrando-se fluorescéncia em 420 nm. A seguir, aliquotas 1,0 pL de uma solugéo

estoque do composto foram adicionadas a cubeta e a varia¢do da intensidade de fluorescéncia
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foi acompanhada, até que se fosse observada ou a total inibigéo (i.e. valores de fluorescéncia
mantidos constantes durante o tempo do experimento) ou a perda de solubilidade na cubeta.
As solucdes estoque dos compostos foram preparadas em DMSO e logo utilizadas nos testes
de inibicdo. O efeito do DMSO na atividade enzimatica foi avaliado com um experimento
controle feito nas mesmas condigdes, no entanto, adicionando aliquotas de DMSO. Todos os
experimentos foram feitos, pelo menos, em duplicata.

De modo analogo ao descrito pra NS2B/NS3pro do DENV, o valor de velocidade
inicial de formacdo do produto (vo) para cada concentracdo de inibidor utilizada foi obtido do
gréfico de fluorescéncia em funcdo do tempo, em segundos. A seguir, utilizando a funcao
LL.2 do pacote “drc” (RITZ; STREIBIG; RITZ, C. & STREIBIG, 2006) disponivel no
programa R (R CORE TEAM, 2013) foi construida a curva dose-resposta, ou seja, grafico dos
valores da fracdo de enzima ativa (vi/vp) em funcdo do logaritmo da concentracédo do inibidor,
sendo v; a velocidade inicial na presenca do inibidor e vq a velocidade inicial na auséncia do
composto. Os valores de 1Cso foram obtidos a partir da equacéo de reta de melhor ajuste das

curvas dose-resposta (vide Anexo I11).

3.6.2.2. Avaliacdo da reversibilidade da inibicdo para 0s compostos

selecionados pelo Modelo | — FA

Em seguida, os compostos selecionados pelo Modelo I - FA que apresentaram alguma
atividade inibitoria frente a sLb do virus da FA tiveram a reversibilidade da inibigdo foi
avaliada. Estes experimentos foram realizados seguindo protocolo adaptado da literatura
(COPELAND, 2005; SANTOS et al., 2009). E, a reversibilidade da inibicdo foi avaliada
medindo-se a recuperacédo da atividade enzimatica, imediatamente, apds uma grande diluicéo
(~100 vezes) da solucdo contendo o complexo enzima-inibidor. Este protocolo foi validado
utilizando-se E64 como referéncia, sendo este descrito como inibidor covalente da sLb”™ do

virus do FA (K; = 3,4 £ 0,1 uM (NOGUEIRA SANTOS et al., 2012)).
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Inicialmente, foi preparada uma solucdo aquosa contendo tampéo do ensaio (pH=7,8
[Borato (50 mM)]), Triton X-100 (0,01 % v/v) e 170 nM de sLb"® do virus da FA com

volume final de 100 pL. Para a ativacéo da sLb"™

, esta solucdo foi mantida, sob agitacdo, por
5 min na presenca de DTT (2,5 mM) em um banho de gelo. A seguir, a esta solucédo da
enzima ativada foi adicionado diferentes aliquotas de uma solu¢édo do composto (em DMSO)
de acordo com a potencia do mesmo. A solucdo foi mantida em um banho gelo por 30 min,
com agitacao a cada 5 min. Em seguida, uma aliquota de 10,0 uL foi retirada desta solugao e
diluida uma cubeta de quartzo (1,4 mL e caminho 6ptico de 10 mm) contendo 990,0 uL do
tampédo de ensaio (pH=7,8 [Borato (50 mM)]). A atividade enzimatica foi medida de modo
analogo ao descrito na etapa de determinacdo dos valores de 1Cso. As solucbes estoque dos
compostos foram preparadas em DMSO e logo usadas nos testes de inibicao.

As curvas de progresso da reacdo (ou seja, valores de fluorescéncia em funcdo do
tempo, em segundos) foram construidas para cada composto e para o inibidor E64. Por fim,
procedendo-se como descrito na literatura (COPELAND, 2005), a reversibilidade da inibicao
foi avaliada comparando a inclinagdo destas curvas de progresso da reagdo com a inclinagdo

da curva do experimento controle, realizado nas mesmas condicdes, no entanto, sem adicionar

nenhum composto/inibidor.

3.6.2.3. Determinacdo dos valores de porcentagem de inibicdo para 0s

compostos selecionados pelo Modelo I1 — FA

Os compostos selecionados pelo Modelo 1l - FA como potenciais inibidores da LbP™

do virus da FA foram avaliados através de ensaios enzimaticos. Todos estes compostos
tiveram seus valores de valores de porcentagem de inibicdo frente a sLbP™ do virus da FA

determinados (na concentragédo de 200 uM).
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Procedendo-se como descrito na literatura (NOGUEIRA SANTOS et al., 2012), os
ensaios de inibicdo foram realizados utilizando o substrato fluorogénico Z-LR-AMC
(dissolvido em DMSOQO) disponivel comercialmente. As medidas foram feitas utilizando
cubeta de quartzo (1,4 mL e caminho oOptico de 10 mm) contendo solugdo tampao de ensaio
(pH=7,8 [Borato (50 mM)]), Triton X-100 (0,01 % v/v) e 8,4 nM de sLb’™ do virus da FA
com volume final de 1 mL. Para a ativacdo da enzima, esta solucdo foi mantida, sob agitacéo,
por 5 min na presenca de DTT (2,5 mM) em um banho termostatizado (ajustado para 37 £ 0,1
°C). A seguir, o composto (200 uM) foi adicionado e a reacdo foi iniciada adicionando
substrato numa concentracdo final de 100 uM. A variacao da intensidade de fluorescéncia foi
seguida em um fluorimetro equipado com agitador magnético e banho termostatizado
(ajustado para 37 = 0,1°C), emitindo radiacdo em 380 nm e registrando-se fluorescéncia em
460 nm. As solucBes estoque dos compostos foram preparadas em DMSO e logo utilizadas
nos testes de inibicdo. A quantidade de DMSO nos experimentos foi mantida constante, sendo
menor ou igual a 0,01 % (v/v). Todos os experimentos foram feitos, pelo menos, em triplicata.

O valor de velocidade inicial de formacao do produto (Vo) para cada inibidor foi obtido
do grafico de fluorescéncia em funcdo do tempo, em segundos. A seguir, os valores de
porcentagem de inibi¢do foram calculados comparando o valor de v, obtido para cada inibidor
com o valor obtido em experimento controle, realizado de modo analogo ao descrito acima,

no entanto, sem adicionar nenhum composto.

3.6.3.Avaliacdo da estabilidade de cada um dos inibidores nas condi¢des do

experimento de inibicéo

Os compostos adquiridos/selecionados que apresentaram atividade inibitdria tiveram
sua estabilidade nas condi¢des do experimento (ou seja, nas solugdes tampdo dos ensaios) de
inibicdo avaliada. A estabilidade de cada um dos inibidores foi analisada acompanhando

alteracbes atraves dos correspondentes espectros de absorcdo. Nesta analise, para 0s
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compostos adquiridos como potenciais inibidores da NS2B/NS3pro foi utilizada solucao
tampdo de ensaio pH = 9,0 [Tris-HCI (50 mM) e Chaps (1 mM)] e para os compostos
adquiridos/selecionados como potenciais inibidores da sLbP® do virus da FA foi utilizada
solucédo tampéo de ensaio pH = 7,8 [Borato (50 mM)]. Para tanto, foi preparada uma solucéo
estoque de cada um dos compostos na solucdo tampéo do correspondente ensaio (pH = 9,0 ou
pH = 7,8), a partir de solugdes estoque recém-preparadas (em DMSO). Estas solugdes foram
mantidas a 37 °C com agitacdo de 500 rpm, utilizando agitador com controle de temperatura.
E, a seqguir, os espectros foram registrados entre 200 nm — 600 nm, a cada 15 min, durante 1
hora usando um espectrofotdmetro Hitachi U-2010 (UV/VIS). Todas as medidas foram feitas
em cubeta de quartzo (de 2,0 mL e caminho 6ptico de 10,0 mm) usando-se como branco 2 mL
da correspondente solucdo tampdo do de ensaio (pH = 9,0 ou pH = 7,8). Em seguida, para
cada composto, valores de L™ foram selecionados, a partir dos espectros de absorbancia.
Variagdes de absorbancias nos L™ selecionados foram utilizadas para avaliar sua estabilidade

de cada composto.

3.6.4. Identificacdo e/ou caracterizacdo dos compostos adquiridos

A identificacdo e/ou caracterizagdo de alguns compostos adquiridos foi feita
registrando-se 0s respectivos espectros de RMN'H.

Em um tubo de ressonéncia foi preparada uma solucdo de cada composto em DMSO-
ds 99,9 % (18,8 uM) com TMS (0,1 uL). O espectro de RMN'H desta solucdo foi registrado
utilizando espectrometro, operando em transformada de Fourier. O sinal do TMS (0 ppm) foi
utilizado como referéncia para calcular os valores do deslocamento quimico dos sinais no
espectro de RMN*H, expressos em ppm. Os compostos selecionados pelo primeiro modelo

Modelo I -DENYV, ainda tiveram sua estabilidade em DMSO avaliada. Para isto, a solucédo

utilizada para registrar o espectro de RMN'H foi armazenada a 0 °C durante 3 dias. Apés este
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periodo, o espectro de RMNH desta solucdo foi registrado usando as condicBes descritas
acima. Os dois espectros foram comparados considerando os valores do deslocamento
quimico de cada sinal. Adicionalmente, o espectro do Reagente de Purpald®, que contém

parte da estrutura dos compostos selecionados pelo Modelo | -DENV, foi registrado e usado

para confirmar os valores de deslocamentos quimicos atribuidos aos 4&tomos de hidrogénio

ligados aos atomos de nitrogénio.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1.  Introducéo

Esta Tese de Doutorado foi desenvolvida no Laboratério de QSAR e Modelagem
Molecular de Compostos Bioativos do Instituto de Quimica da Universidade de Sao Paulo,
liderado pela Profa. Associada Antonia Tavares do Amaral, que vem se dedicando, nos
ultimos quase 30 anos, ao estudo de diversos aspectos envolvendo compostos bioativos
(AMARAL et al., 2017). Entre eles, destacam-se estudos de RelacGes Quantitativas entre
Estrutura Quimica e Atividade biol6gica, incluindo-se aqueles com modelagem molecular
(QSAR/QSAR-3D) bem como estudos para a determinacdo de propriedades fisico-quimicas
e/ou estruturais (como lipofilicidade e variacdo de densidade eletrénica no grupo carbonila)
de compostos com atividade biologica. Dentre as classes terapéuticas estudadas pelo grupo,
destacam-se: antiarritmicos e anestésicos locais (CHEFFER et al., 2012; MALVEZZI; DO
AMARAL, 2010), antitumorais (RAMINELLI, 2001), antibacterianos (PIRES et al., 2001),
antivirais anti-HIV (ISHIKI; GALEMBECK, S. E. AMARAL, 2001); tuberculostaticos
(ISHIKI; AMARAL, 2009) e antichagésicos (MALVEZZI, 2008; MALVEZZI et al., 2008;
MALVEZZI; DE REZENDE; AMARAL, 2009; SCOTTI et al., 2016). Estes estudos foram
planejados visando-se a contribuir para elucidacdo do mecanismo de acdo destes compostos e,
qguando possivel, para prever derivados mais potentes e/ou menos toxicos. No contexto do
planejamento de compostos bioativos, estes estudos consideraram apenas informacdes do
sistema quimico, sem considerar a estrutura do alvo bioldgico, podendo ser classificados
como planejamento de farmacos baseado no ligante (do inglés, Ligand Based Drug Design).
Conforme apresentado por Malvezzi (MALVEZZI, 2008), com a disponibilidade de recursos
de hardware e de software para manipulacdo e tratamento de grande numero de dados, foi

possivel incluir no planejamento de compostos bioativos informagdes sobre a estrutura do
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alvo molecular bem como suas interagfes com os ligantes. Assim, nos ultimos dez anos, além
de estratégias de planejamento baseadas no ligante, aquelas com base no receptor (do inglés,
Structure Based Drug Design) também passaram a ser aplicadas no grupo e para
colaboradores (MALVEZZI et al., 2011, 2012; MALVEZZI; DE REZENDE; AMARAL,
2009; MILANI et al., 2014).

O presente trabalho, desenvolvido no ambito de um projeto de doutoramento no
Instituto de Quimica da Universidade de Sdo Paulo, sob a orientacdo da Profa. Associada
Antonia Tavares do Amaral, foram estudados e incluidos aspectos relacionados a flexibilidade
do alvo molecular, até entdo inéditos ao Laboratorio de QSAR e Modelagem Molecular de
Compostos Bioativos. Alem disso, neste trabalho, foram aplicados diversos filtros fisico-
quimicos e/ou estruturais para a construcdo de banco de dados de moléculas virtuais, o qual
teve sua diversidade estrutural subsequentemente analisada, sendo estes também inéditos no
grupo. As estratégias desenvolvidas e/ou implementadas foram: (i) a simulacdes de Dindmica
Molecular (DM) e andlise dos resultados obtidos (ver Introdugdo item 1.10), (ii) o
ancoramento de moléculas orgéanicas pequenas usando diferentes conformacdes da proteina
alvo obtidas por simulacGes de DM (ver Introducéo item 1.10), (iii) a construcdo de modelos
farmacofdricos utilizando diferentes modos de ligacdo obtidos durante a simulagdo de DM
(ver Introducdo item 1.7.1), (iv) a aplicacdo de filtros fisico-quimicos e/ou estruturais durante
a construcdo do banco de dados de moléculas virtuais (ver Introducédo item 1.9), (v) a analise
da diversidade quimica e estrutural do banco de dados construido através de metodos
estatisticos e ferramentas quimiométricas. Estas estratégias foram aplicadas, junto com outras
metodologias ja implementadas no grupo, para a descoberta de novos inibidores de proteases
do virus da Dengue e do virus da Febre Aftosa.

Os resultados obtidos, descritos nos itens 4.2 e 4.4, que serdo e apresentados, a seguir,

se referem a: (i) a criagdo dos bancos de dados de moléculas virtuais (em especial do banco
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denominado nesta tese ZINC-Curated) bem como a andlise da diversidade estrutural do banco
de dados ZINC-Curated; (ii) ao reconhecimento da estrutura da protease do virus da Dengue
(NS2B/NS3pro do DENV) bem como o estudo da flexibilidade conformacional desta
protease; (iii) preparacdo, construcdo e validacdo dos quatro modelos de busca virtual de

inibidores da NS2B/NS3pro do DENV, denominados nesta tese Modelo | — DENV ao Modelo

IV_— DENV; (vi) a construcdo de uma série de inibidores da NS2B/NS3pro do DENV
considerando-se a estrutura do inibidor mais potente obtido pelos modelos de busca virtual;

P do virus

(v) ao reconhecimento da estrutura da protease lider do virus da Febre Aftosa (Lb
FA) e (vi) preparacdo, construcdo e validacdo dos dois modelos de busca virtual de inibidores

da LbP™® do virus da FA, denominados nesta tese Modelo | — FA e Modelo Il —FA. Deve-se

esclarecer que, os resultados obtidos nesta tese serdo apresentados na mesma sequéncia usada
em Materiais e Métodos, ou seja, primeiramente para a NS2B/NS3pro do DENV e depois

para a LbP™ do virus da FA.

4.2. Banco de dados de moléculas virtuais

4.2.1.Construcgdo dos bancos de dados de moléculas virtuais

Uma das etapas fundamentais na busca virtual de compostos bioativos é a preparacao
dos bancos de dados de moléculas virtuais (BOLOGA; OLAH; OPREA, 2006; SCIOR et al.,
2012). Assim, nesta tese, foram preparados e construidos trés diferentes bancos de dados de
moléculas virtuais, denominados: ZINC-Original, NCI e ZINC-Curated. Procedendo-se como
descrito no item 3.5.1.1 (Materiais e Métodos), para os dois primeiros, a reducdo do numero
de moléculas foi feita unicamente pela remocéo de estruturas duplicadas usando o programa
Open Babel (O’BOYLE et al., 2011). A Tabela 4.1 apresenta os resultados obtidos: numero
de moléculas presentes originalmente, no final da construcdo dos bancos ZINC-Original e

NCI e removidas neste processo, bem como as porcentagens de reducdo alcancadas (1,44 e
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3,75% para os bancos ZINC-Original e NCI, respectivamente). Por fim, considerando-se que
algumas moléculas apresentam certo grau de flexibilidade, fez-se necessario gerar diferentes

conformacdes (até 30 para cada molécula).

Tabela 4.1. NGmero de moléculas presentes originalmente, no final da construcédo e removidas neste
processo para os bancos de dados ZINC-Original e NCI. Entre paréntesis sdo indicadas as
correspondentes porcentagens de reducdo observadas em cada um dos bancos de dados.

Numero de moléculas presentes
Banco de dados

Originalmente No final Removidas®
ZINC-Original 23.604.544 23.265.387 339.157 (1,4 %)
NCI 280.817 270.569 10.248 (3,6 %)

®  Correspondendo a estruturas duplicatas removidas pelo programa Open Babel (O’BOYLE et al., 2011).

Ainda, uma das estratégias para enriquecer bancos de dados com moléculas com
caracteristicas de farmacos ¢é aplicagao de alguns filtros de propriedades “drug-like” e
estruturais. Isto é feito visando melhorar a qualidade dos compostos selecionados pela busca
virtual bem como evitar resultados falso-positivos. Estas estratégias foram usadas para criar
um banco de dados enriquecido com compostos com caracteristicas de farmacos, sendo este
denominado ZINC-Curated. Desta forma, além das etapas aplicadas na construcdo dos bancos
ZINC-Original e NCI foram incluidos mais dois filtros, a saber: filtro de predicdo de
solubilidade e filtro de propriedades “drug-like” e/ou estruturais. Todos os procedimentos
usados na construgdo do banco ZINC-Curated estdo descritos no item 3.5.1.1.

Existem inimeras limitagdes na predicdo da solubilidade aquosa de um composto.
Reconhecendo, no entanto, todas estas limitacGes e, a0 mesmo tempo, sabendo da importancia
de se considerar a solubilidade nas etapas inicias da busca virtual, optamos por utilizar um
modelo de predi¢ao baseado no “Solubility Forecast Index- SFI” (HILL; YOUNG, 2010).
Resumidamente, este modelo prevé que moléculas com valores de SFI > 5,00 apresentariam
grande probabilidade de terem uma baixa solubilidade em agua (para mais detalhes vide item
1.6.1). Além deste filtro, optamos por utilizar filtros de propriedades “drug-like” e/ou

estruturais visando selecionar moléculas com outras caracteristicas desejaveis para um
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farmaco (BOLOGA; OPREA, 2012). Dentre estas, se consideram as seguintes: ter boa
biodisponibilidade via oral (“Regra dos 5” de Lipinski (LIPINSKI et al., 1997)); apresentar
pelo menos um atomo doador e um atomo aceptor de ligacdo de hidrogénio (N-H e/ou O-H e
O elou N, respectivamente); ter mais de nove atomos; ter pelo menos um heteroatomo, ter
menos de quatro atomos de halogénios; apresentar menos de dez centros quirais; apresentar
menos de dezesseis ligacGes com livre rotacdo e ndo ter grupamentos reativos (descritos no
item 1.3.1). Este filtro foi proposto considerando os critérios “drug” definidos pelo programa
Filter (“FILTER 2.1.1: OpenEye Scientific Software Inc., Santa Fe, NM”, [s.d.]).

A Tabela 4.2 apresenta 0 niumero de moléculas presentes originalmente, no final da
construcdo do banco ZINC-Curated e removidas em cada etapa deste processo, acompanhadas
das correspondentes porcentagens de reducdo alcancadas. A remocéo de estruturas duplicadas
apresentou uma reducdo menor que 1%. Enquanto que a remog¢do de moléculas preditas como
insolGveis (SFI > 5,01), foi a etapa que mais contribuiu para a reducdo removendo ~ 8x10°
moléculas. Ainda, um niimero significativo de moléculas (~ 3,6x10°) foi removido pelo filtro
de propriedades “drug-like” e/ou estruturais. Considerando todas as etapas de redugdo
envolvidas na construgdo do banco ZINC-Curated, o percentual de moléculas removidas foi

igual a 59, 9%.
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Tabela 4.2. Namero de moléculas presentes originalmente, no final e removidas em cada uma das etapas
de reducdo utilizadas na construcé@o do banco de dados ZINC-Curated. Entre paréntesis sdo
indicadas as correspondentes porcentagens de reducdo em cada etapa.

3 Ndmero de moléculas presentes
Etapa de reducéo

Originalmente Final Removidas
Remocao de duplicadas® 19.607.722 19.450.010 157.712 (0,8 %)
Filtro de solubilidade® 19.450.010 11.445.533 8.004.477 (41,2 %)
Filtro de propriedades
11.445.533 7.862.087 3.583.446 (31,3 %)

“drug-like” e estruturais®

Todas as etapas 19.607.722 7.862.087 11.745.635 (59,9 %)

®  Removidas pelo programa Open Babel (O’BOYLE et al., 2011)

®  Seguindo 0 modelo de predigdo do SFI (HILL; YOUNG, 2010)

© Seguindo os critérios presentes no filtro “Drug” do programa Filter (“FILTER 2.1.1: OpenEye Scientific
Software Inc., Santa Fe, NM”, [s.d.]), com algumas modificagdes.

Adicionalmente, uma das fontes de erros nos procedimentos de busca virtual é a
presenca de estruturas escritas incorretamente no banco de dados de moléculas virtuais
(SCIOR et al., 2012). Assim, na construcdo do banco ZINC-Curated foi incluida uma etapa de
correcdo de estruturas, considerando-se seus correspondentes tautdbmeros e estados de
protonacdo. No entanto, visando evitar o0 aumento do nimero de compostos estruturalmente
semelhantes no banco de dados, nesta etapa, foram incluidos apenas o tautdmero mais
abundante (em &gua) e o estado de protonacdo mais favoravel (em pH = 7,4). Por fim, de
modo analogo ao descrito acima para os bancos ZINC-Original e NCI, para cada molécula

presente no banco ZINC-Curated foram geradas até 30 possiveis conformacdes.

4.2.2.Anélise da diversidade das propriedades fisico-quimicas e/ou estruturais no

banco ZINC-Curated

Como apresentado e discutido na Introducdo, embora a aplicagdo destes filtros “drug-
like” e estruturais seja recomendada na literatura (BAELL; WALTERS, 2014; BOLOGA;
OPREA, 2012; LIPINSKI et al., 1997; MEANWELL, 2011; MIGNANI et al., 2016), esta é

também bastante criticada (DOAK et al., 2016; LIPINSKI, 2016; SCIOR et al., 2012). Uma
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das principais criticas a aplicacdo destes filtros é a possivel diminuicdo significativa da
diversidade estrutural e das correspondentes propriedades fisico-quimicas dos compostos
presentes nestes bancos. Considerando-se todas as limitacbes bem como as opinides
divergentes ressaltadas na literatura sobre o uso desta estratégia, fizemos uma analise critica,
usando ferramentas estatisticas, sobre o efeito da aplicacdo destes filtros na diversidade
estrutural dos compostos no banco ZINC-Curated. Ainda, a diversidade das caracteristicas
fisico-quimicas e/ou estruturais dos compostos deste banco também foi analisada.

Procedendo-se como descrito no item 3.5.1 (Materiais e Métodos), as propriedades
fisico-quimicas e estruturais dos compostos do banco ZINC-Curated foram comparadas com
as dos compostos presentes em diferentes bancos de dados de moléculas virtuais dentre os
disponiveis gratuitamente, ja usados como referéncia na area de planejamento de compostos
bioativos (SCIOR et al., 2012). A escolha destes bancos de dados foi feita com o objetivo de
analisar se os critérios e os filtros usados na construcdo do banco ZINC-Curated foram
capazes, ou ndo, de enriquecer este banco com moléculas com caracteristicas de farmacos
sem, no entanto, comprometer significativamente a sua diversidade estrutural. Assim, foram
escolhidos bancos de dados que representassem os espagos quimicos tanto dos farmacos e dos
compostos com alguma atividade biolégica bem como representassem o espago quimico com
grande diversidade estrutural. Os bancos selecionados estéo apresentados a seguir:

¢ DrugBank (denominado DB), representando o espaco quimico dos farmacos;

e Subconjuntos de produtos naturais do banco de dados ZINC (denominado ZNP),
representando o espago quimico com grande diversidade estrutural;

e ChEMBL (denominado ChEMBL), representando 0 espago quimico de compostos ja
avaliados experimentalmente quanto a sua atividade biol6gica;

e Versdo original e atualizada do ZINC (denominado ZINC-2014), representando a
diversidade quimica e estrutural esperada para bancos de moléculas comerciais sem aplicar

filtro algum.
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De modo andlogo ao descrito acima, na etapa de preparacdo destes bancos as
estruturas duplicadas foram removidas. Para o banco DB, foram também removidos o0s
compostos classificados neste banco como nutracéuticos (e.g. vitaminas e suplementos
alimentares). A Tabela 4.3 mostra o nimero de moléculas presentes originalmente em cada
banco, no final e removidas. Nesta tabela, podemos observar que os bancos ZNP e ZINC-
2014 apresentavam um namero significativo de estruturas duplicadas, correspondendo a 11,8

e 26,2 % do numero de moléculas originalmente presentes em cada um dos bancos.

Tabela 4.3. Namero de moléculas originalmente presentes, no final da construcéo, removidas e na amostra
representativa de cada um dos bancos de dados.

NUmero de moléculas

Banco de dados . ] ] Na amostra
Originalmente Final Removidas (em %0) )
representativa®
DB 1.826 1.607 219 (12,0 %)™ 1.377
ZNP 166.544 146.882 19.662 (11,8 %)© 9.015
ChEMBL 1.456.020 1.454.442 1.578 (0,1 %)© 9.541
ZINC-2014 22.724.825  16.7.82.126 5.942.699(26,2 %) 9.599
ZINC-Curated 19.607.722 7.862.087 11.745.635 (59,9 %) 9.592

®  Calculado considerando intervalo de confianca de 1% e um nivel de confianca de 95%.
®  Remocao das duplicadas e dos nutracéuticos.

©  Remogao apenas as duplicadas.

@ Considerando todas as etapas descritas na Tabela 4.2.

Observa-se na Tabela 4.2 que o banco ChEMBL €é o Unico onde o numero de
moléculas duplicadas é pequeno (0,1 % de moléculas removidas). E ainda, em relacdo as
estruturas presentes originalmente no banco DB, 139 estruturas removidas correspondem aos
compostos classificados como nutracéuticos. Ainda, vale lembrar que o nimero de moléculas
presentes no final da construgcdo de cada um dos bancos ChEMBL, ZINC-2014 e ZINC-
Curated é muito grande (> 1,5x10°). Considerando-se a grandeza destes bancos de dados e
visando-se a viabilizagdo das anélises apresentadas a seguir (itens 4.2.2.2, 4.2.2.3 e 4.2.2.6),

fez-se necessario reduzir o nmero de compostos a serem analisados, sem que houvesse perda
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de informacOes relevantes. Esta reducdo foi feita gerando amostras estatisticamente
representativas de cada banco de dados.

Assim, como descrito item 3.5.1.2 (Materiais e Métodos), o nimero de compostos
necessarios para gerar trés amostras representativas de cada um dos cinco bancos de dados
analisados foi calculado usado ferramentas estatisticas e esta apresentado na Tabela 4.3. Esta
estratégia de analise permitiu reduzir significativamente 0 nimero de compostos a serem
analisados de cerca de 44 milhdes para apenas 39 mil, permitindo, assim, o célculo de
diferentes propriedades fisico-quimicas e/ou estruturais e, principalmente, a analise destas

propriedades, apresentadas nos proximos paragrafos.
4.2.2.1. Validacdo estatistica da etapa de amostragem

Considerando-se a necessidade de gerar amostras representativas, antes de se iniciar a
analise da diversidade das propriedades fisico-quimicas e/ou estruturais dos compostos
presentes no banco ZINC-Curated, fez-se necessario validar esta etapa. Todos o0s
procedimentos envolvidos nesta validacdo foram realizados usando testes estatisticos e
analisando graficos de caixa, que estdo descritos no item 3.5.3 (Materiais e Métodos). Para
tanto, foram usadas nove propriedades fisico-quimicas comumente empregadas na literatura
para descrever bancos de dados de moléculas, a saber: massa molecular, XlogP, LogDp7s
calculados, area de superficie polar (X2d.PSA), nimero de 4&tomos; nimero de anéis; nimero
de ligacGes com rotacdo livre; numero de atomos doadores e de aceptores de ligacdo de
hidrogénio. Nesta tese, atomos ou regides doadoras e aceptoras de ligacdo de hidrogénio
foram abreviados como HBD e HBA (do inglés hydrogen bond donor and acceptor),
respectivamente. Esta etapa de validacao foi feita apenas para o banco DB, uma vez que este
banco possui apenas 1.607 moléculas sendo, assim, possivel calcular e analisar cada uma das

nove propriedades fisico-quimicas descritas para toda a populacéo do banco.
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A escolha do teste estatistico a ser usado depende do tipo de distribuicdo das variaveis
(ex. propriedades fisico-quimicas) que descrevem os bancos de dados (KRZYWINSKI,
ALTMAN, 2014). Assim, a analise do tipo de distribuicdo das variaveis continuas (massa
molecular, XlogP, LogD,7 5 calculado e X2d.PSA) foi feita usando graficos de probabilidade
Normal. Os gréficos de probabilidade Normal gerados para o banco DB mostram que 0sS
valores do peso molecular, XlogP e LogDpH7,5 calculados e da X2d.PSA ndo seguem uma
distribuicdo Normal (Figura 4.1). Adicionalmente, o teste estatistico de Kolmogorov-Smirnov
(bilateral para uma amostra) foi utilizado para confirmar a hipotese que estas variaveis nao
seguem uma distribuicdo Normal, mostrando valores de p < 0,05 e valores de D > 0,03. A
partir destes resultados e assumindo-se que as varidveis continuas ndo seguem uma
distribuicdo Normal, testes estatisticos ndo paramétricos foram escolhidos e utilizados para

validar a etapa de amostragem.
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Anélise do tipo de distribuicdo das varidveis continuas para o banco DB. Gréficos de
probabilidade Normal® e teste Kolmogorov-Smirnov (bilateral para uma amostra)® para os
seguintes descritores: (A) peso molecular (valores de p < 0,05 e D = 0,16); (B) XlogP (valores de p
<0,05e D =0,07); (C) logDg7s (valores de p < 0,05 e D = 0,09) e (D) Area de superficie polar —
X2d.PSA (valores de p < 0,05 e D =0,10).

Gréficos de probabilidade Normal (gréfico dos quantis tedricos obtidos para uma distribuicdo Normal em

funcédo dos quantis da amostra) foram gerados utilizando a fungdo “qgplot” do programa R (R CORE TEAM,
2013). Neste gréfico, a linha vermelha representa os valores esperados se os descritores seguissem uma

distribuigdo préxima da Normal.

O teste Kolmogorov-Smirnov (bilateral para uma amostra) foi feito utilizando a fungdo “ks.test” do programa R
(R CORE TEAM, 2013) e usando a =0, 05 e Dcrit = 0,03.

Em seguida, as nove propriedades fisico-quimicas selecionadas (representando

varidveis continuas e discretas) das trés amostras do banco DB foram analisadas,

separadamente, usando o teste estatistico ndo paramétrico de Kruskal-Wallis (SPRENT,

1988). Este teste comparou as amostras com base em suas funcdes de distribuigéo e verificou
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se estas provém, ou ndo, de uma mesma populacdo. Para todos os descritores de todos os
bancos valores de p > 0,05 foram obtidos (variando de 0,077 a 0,986), confirmando a hipdtese
de que as trés amostras provém da mesma populacdo. A seguir, a distribuicdo destas
propriedades em cada uma das amostras do banco DB (Amostra 1, 2 e 3) foi comparada com
a distribuicdo observada para toda a populacdo do banco DB, usando graficos de caixa e de

porcentagem acumulativa (Figura 4.2 e Figura 4.3, respectivamente).
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Figura 4.2. Analise comparatlva entre as trés amostras e toda a populagdo do banco DB através dos

gréficos de caixa®

. Gréficos de caixa e valores de mediana para cada uma das propriedades

calculadas® apresentadas, sempre, na sequéncia, para todo banco (branco), Amostra 1 (cinza
claro), Amostra 2 (cinza) e para Amostra 3 (cinza escuro): (A) peso molecular; (B) XlogP; (C)
logD,7 5 calculado; (D) Area de superficie polar (X2d.PSA); (E) nimero de atomos; (F) nimero
de atomos HBA; (G) numero de 4tomos HBD e (H) ndmero de liga¢cBes com livre rotacéo e (1)

ndmero de anéis.
(a)

Graficos de caixa tipo Tukey, no qual as caixas indicam a distancia interquartil (Q; - Qs), a linha preta mostra o

valor da mediana (Q,), os whiskers (fio de bigode) sdo segmentos que estendem 1,5 vezes a distancia

interquartil e os circulos representam os valores atipicos (outliers).
Calculadas (item 3.5.3) usando os programas Volsurf+ (CRUCIANI et al.,

(b)

OpenEye Scientific Software Inc., Santa Fe, NM”, [s.d.]).

2000) e Filter (“FILTER 2.1.1:
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Figura 4.3. Anélise comparativa entre das trés amostras e toda a populagdo do banco DB através dos
gréficos de porcentagem acumulativa®. Graficos da porcentagem cumulativa para cada uma das

propriedades fisico-quimicas calculadas®™ apresentadas, sempre, na sequéncia, para todo banco

(circulo branco), Amostra 1 (quadrado cinza claro), Amostra 2 (triangulo cinza) e para Amostra 3

(triangulo invertido cinza escuro): (A) peso molecular; (B) XlogP; (C) logDpH7,5 calculado; (D)

Area de superficie polar (X2d.PSA); (E) nimero de atomos; (F) nimero de atomos HBA; (G)

namero de atomos HBD; (H) nimero de ligac6es com livre rotacdo e (I) nimero de anéis.

Graficos da porcentagem cumulativa, no qual cada ponto representa 0 nimero de compostos (em %) com

valores abaixo de um determinado valor de corte.

®  Calculadas (item 3.5.3) usando os programas Volsurf+ (CRUCIANI et al., 2000) e Filter (“FILTER 2.1.1:

OpenEye Scientific Software Inc., Santa Fe, NM”, [s.d.]).

Nos graficos de caixa (Figura 4.2) podemos observar que os valores do primeiro
quartil (Q1), da mediana (Q_) e do terceiro quartil (Q3) das propriedades fisico-quimicas das
trés amostras sdo comparaveis com as observadas para toda a populagéo do banco DB, exceto

para o terceiro quartil relativo ao nimero de atomos HBD da Amostra 2 (Figura 4.2 (G)).
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Contudo, nos graficos de porcentagem cumulativa nenhuma diferenca significativa entre as
amostras e toda a populacdo é observada (Figura 4.3) indicando que as amostras sdo
representativas da populacdo. Ainda, visando a entender a diferenca observada no gréafico de
caixa do nimero de atomos HBD, calculou-se para as trés amostras bem como para a
populacdo o niumero de compostos (em %) contendo nenhum (zero) a 17 atomos HBD (vide

Tabela 4.4).

Tabela 4.4. Nimero de compostos (em %) contendo nenhum (zero) a 17 atomos HBD calculados para a
populacéo e para cada uma das amostras.

Numero de &tomos NuUmero de compostos (em%o)
HBD Populagdo Amostral Amostra2 Amostra3
0 15,09 15,51 14,85 14,97
1 33,76 33,78 33,66 34,40
2 26,34 26,25 26,34 25,91
3 12,85 12,98 12,76 13,03
4 5,95 5,74 6,04 6,11
5 2,49 2,31 2,46 2,46
6 1,09 1,27 1,27 0,97
7 0,58 0,52 0,52 0,30
8 0,70 0,60 0,82 0,67
9 0,06 0,22 0,07 0,07
10 0,19 0,30 0,22 0,22
11 0,26 0,07 0,30 0,30
12 0,06 0,15 0,30 0,07
13 0,26 0,07 0,15 0,22
14 0,13 0,07 0,07 0,15
15 0,06 0,07 0,07 0,07
16 0,06 0,07 0,07 0,07

[EEN
\I

0,06 0,00 0,00 0,00
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Por definicdo, o primeiro (Q1) e o terceiro (Qs) quartis sdo valores que dividem o
conjunto de dados ordenados em dois subconjuntos. Isto é feito de modo que 25% das
observacOes ordenadas estejam abaixo do Q; e 75% das observacbes ordenadas estejam
abaixo do Qs. Assim, 75% dos compostos ordenados pelo nimero de atomos HBD estdo
abaixo do Q3. Somando-se os valores da porcentagem de compostos contendo 0, 1 e 2 atomos
HBD (Tabela 4.4) resultou em: 75,19% para a populacdo; 75,54 % para Amostra 1, 74,85%
para Amostra 2 e 75,28% para Amostra 3. Considerando-se a definicdo de Q; e Qs, podemos
entender a razdo pela qual na Amostra 2 o valor de Qs corresponde a 3 atomos HBD. A
alteracdo do valor do terceiro quartil de 2 para 3 modifica tanto a distancia interquartil
(disténcia entre Q; e Q3) bem como o tamanho do whiskers (1,5 vezes o valor da distancia
interquartil). Estas modificacGes alteram significativamente a aparéncia do grafico de caixas.
No entanto, a diferenca entre a porcentagem de composto da Amostra 2 para as demais
amostras e para a populacdo € menor do que 0,7 %, portanto, dentro do erro da amostragem
que é de + 5%. Desta forma, embora o grafico de caixa do nimero de 4&tomos HBD da
Amostra 2 seja diferente das demais amostras e da populacdo, a Amostra 2 foi também
considerada como representativa da populacéo.

De acordo com os resultados descritos anteriormente, a etapa de amostragem foi
considerada validada. Assim, assumindo-se que as amostras que se originam da mesma
populagdo sdo estatisticamente representativas desta populacdo, qualquer uma das trés
amostras geradas para um determinado banco poderia ser, entdo, utilizada para representa-lo.
Para evitar um viés decorrente da visualizacdo da distribuicdo de algumas propriedades das
amostras do banco DB, durante a etapa de validacdo, a escolha da amostra a ser usada foi feita

randomicamente, sendo a nimero 2 escolhida e sempre usada nas analises subsequentes.
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4.2.2.2. Distribuicao de algumas propriedades fisico-quimicas e/ou estruturais

Inicialmente, as mesmas propriedades fisico-quimicas e/ou estruturais utilizadas na
etapa de validacdo da amostragem foram usadas para analisar e comparar 0s bancos DB, ZNP,
ChEMBL, ZINC-2014 e ZINC-Curated. Esta comparacdo foi feita, de modo analogo a etapa
de validacdo da amostragem, através dos correspondentes graficos de caixa e de porcentagem

cumulativa (Figura 4.4 e Figura 4.5, respectivamente).

Comparando os bancos

Nos gréficos de caixa (Figura 4.4) podemos observar que, no geral, as distancias
interquartis dos bancos DB, ZNP e ChEMBL (ou seja, a altura das caixas) sdo sempre
maiores quando comparadas as correspondentes dos bancos ZINC e ZINC-Curated. Nos
gréficos de caixa, quanto maior a distancia interquartil de uma amostra maior € a dispersao
dos valores de dada propriedade nesta amostra. Assim, pode-se inferir que os compostos dos
bancos DB, ZNP e ChEMBL possuem a maior diversidade nas propriedades fisico-quimicas
e/ou estruturais. Supreendentemente, diferentemente do esperado, embora os valores de
mediana observados para o banco ZNP sejam maiores que os do banco DB, a variabilidade do
primeiro é igual ou comparavel a observada no banco DB. Ainda, as distancias interquartis do
banco ZINC-Curated sdo sempre menores quando comparadas as distancias dos demais
bancos de dados. Estes resultados indicam que o banco ZINC-Curated apresenta menor
variabilidade destas propriedades quando comparado com os demais, incluindo o banco
ZINC-2014. No entanto, os valores de mediana do banco ZINC-Curated s&o idénticos, ou
muito proximos, aos valores de mediana do banco DB. Ainda, nestes graficos quanto maior a
sobreposicdo das caixas mais semelhante é a distribuicdo de uma determinada propriedade
entre 0s bancos. Interessantemente, comparando a distribuicdo de cada uma das nove

propriedades do banco ZINC-Curated com a dos bancos DB e ZINC-2014 podemos observar
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que as propriedades dos compostos do banco ZINC-Curated estdo, no geral, mais proximas
daquelas observadas no banco DB do que as observadas no banco ZINC-2014. As unicas
excecdes sdo 0 numero de atomos HBD (Figura 4.4 (G)) e pelo numero de anéis (Figura 4.4
(I)). Como apresentado no item anterior, a distribuicdo do numero de atomos HBD da
Amostra 2 do banco DB esta um pouco diferente da observada na correspondente populacéo.
Tendo em vista esta diferenca, podemos considerar que a distribuicdo desta propriedade do
banco ZINC-Curated também esta proxima a observada no banco DB. Pelas mesmas razoes, a

distribuicdo das propriedades no banco ZNP se assemelha a distribui¢do no banco ChEMBL.
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Figura 4.4. Distribuicdo das propriedades® fisico—%uimicas e/ou estruturais selecionadas para cada um
dos bancos de dados. Graficos de caixa® e valores de mediana para cada uma das propriedades
calculadas para cada banco de dados, mostrados sempre, na sequéncia, DB (roxo), ZNP (verde),
ChEMBL (vermelho), ZINC-2014 (azul) e ZINC-Curated (amarelo). (A) peso molecular; (B)
XlogP; (C) logDyn7s calculado; (D) X2d.PSA; (E) nimero de atomos; (F) nimero de atomos
HBA; (G) nimero de atomos HBD; (H) nimero de ligagbes com livre rotagdo e (1) nimero de
anéis.

@ Calculadas (item 3.5.3) usando os programas Volsurf+ (CRUCIANI et al., 2000) e Filter (“FILTER 2.1.1:
OpenEye Scientific Software Inc., Santa Fe, NM”, [s.d.]).

®  Graficos de caixa tipo Tukey, para mais detalhes vide a descri¢do que acompanha a legenda da Figura 4.2.
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Figura 4.5. Porcentagem acumulativa das propriedades® fisico-quimicas e/ou estruturais selecionadas
para cada um dos bancos de dados. Graficos da porcentagem cumulativa® e a porcentagem de
compostos com valores abaixo dos valores de corte descritos pela “Regra dos 5 de Lipinski e/ou
usados no filtro de propriedades aplicado ao banco ZINC-Curated, mostrados sempre, na
sequéncia, DB (roxo), ZNP (verde), ChEMBL (vermelho), ZINC-2014 (azul) e ZINC-Curated
(amarelo). (A) peso molecular; (B) XlogP; (C) logDy7 5 calculado; (D) X2d.PSA; (E) nimero de
atomos; (F) nimero de dtomos HBA; (G) nimero de &omos HBD; (H) nimero de ligaces com
livre rotagdo e (1) nimero de anéis.

@ Calculadas (item 3.5.3) usando os programas Volsurf+ (CRUCIANI et al., 2000) e Filter (“FILTER 2.1.1:
OpenEye Scientific Software Inc., Santa Fe, NM”, [s.d.]).

®  Grafico da porcentagem acumulativa, para mais detalhes vide a descri¢cdo que acompanha a legenda da Figura
4.3.

Para cada um dos bancos de dados, foram calculados os valores de porcentagem de
compostos considerando como corte os mesmos valores aplicados nos filtros usados para

construir o banco ZINC-Curated (Figura 4.5). Em uma analise preliminar, foi observado que
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um numero consideravel dos compostos apresenta propriedades com valores abaixo daqueles
usados como corte, sendo a distribuicdo de cada uma destas propriedades discutida a seguir.
Ainda, a comparacdo da distribuicdo de cada propriedade nos bancos foi feita aos pares (dois
a dois) através do teste estatistico ndo paramétrico de Mann-Whitney U (a = 0,05) aplicando a
correcdo de Bonferroni. Este teste assume que os bancos de dados a serem comparados devem
ter observacdes totalmente independentes, ou seja, que um dado composto ndo pode estar
presente em mais de um banco, o que seria pouco provavel na nossa analise. Assim,
compostos presentes em mais de um banco foram removidos e os parametros estatisticos
foram recalculados. Porém, semelhantemente ao observado por Wenlock e colaboradores
(2003), a remocéo dos compostos comuns a mais de um banco (144 compostos, considerando
apenas as amostras) ndo teve efeito significativo sobre as analises feitas. Assim, nao

consideramos necessario remover 0s compostos comuns a mais de um banco.

Peso molecular

Os valores de mediana do peso molecular (PM) dos bancos DB e ZINC-Curated foram
iguais a 333, ndo sendo observada diferenca significativa entre a distribuicdo desta
propriedade nestes dois bancos (teste Mann-Whitney U: valor de p = 0,30 depois da correcao
de Bonferroni). Ja as distribuicdes do PM dos demais bancos de dados sdo significativamente
diferentes (testes de Mann-Whitney U: valores de p <0,05 depois da correcdo de Bonferroni).
Estas ultimas apresentam valores de mediana maiores do que os observados para 0s bancos
DB e ZINC-Curated. E interessante observar que a maioria dos compostos dos bancos DB
(86,3%), ZNP (79,2%) e ChEMBL (84,5%) apresentam PM <500 (Figura 4.5(A)), ou seja,
compostos ndo muito grandes. Esta porcentagem &, ainda, maior para os bancos ZINC-2014
(97,1%) e ZINC-Curated (99,9%). Além disso, o banco DB é o Unico banco que possui um

namero significativo (21,4%) de compostos com baixo PM (<250). Deve-se salientar que o
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banco ZINC-Curated ndo possui compostos com PM <200, devido aos valores de corte
aplicados no filtro usado quando se construiu este banco (200< PM <600). Adicionalmente,
foi verificado que o banco ZINC-2014 possui apenas um numero muito pequeno (0,4%) de
compostos com PM <200. De modo analogo, os bancos DB, ZNP, ChEMBL e ZINC-2014
possuem um numero pequeno de compostos com PM >600 (variando entre 1 e 8%). Assim,
considerando o uso do PM como filtro, no banco ZINC-Curated observou-se uma menor
variabilidade, sem que houvesse perda significativa de compostos com PM fora da faixa

considerada (200 — 600).

XLogP

Os valores de XlogP calculados (no sistema octanol/agua, sem incluir correcdes para
ionizacdo) para cada composto foram obtidos como descrito no item 3.5.3, usando o programa
Filter (“FILTER 2.1.1: OpenEye Scientific Software Inc., Santa Fe, NM”, [s.d.]).
Considerando os erros associados tanto a determinacdo experimental de logP bem como a
limitacdo para calcular/prever estes valores, as distribuicdes dos valores de XlogP serdo
analisadas nos gréaficos de caixa e de porcentagem cumulativa das Figura 4.4 e Figura 4.5,
sem considerar seus valores individuais de mediana.

Em geral, os compostos nos bancos DB e ZINC-Curated apresentam valores de XlogP
menores quando comparados aos dos bancos ZNP, ChEMBL e ZINC-2014, indicando que 0s
compostos dos dois primeiros (DB e ZINC-Curated) tém um cardter um pouco menos
lipofilico quando comparados com os demais. Nos graficos de porcentagem cumulativa
(Figura 4.5), podemos observar que o banco DB possui 20% de compostos com carater
hidrofilico (XlogP <0), enquanto que para 0s demais bancos esta é menor que 10%. Nos testes
de Mann-Whitney U foi observada diferencas estatisticamente significativas nas distribui¢oes
dos valores de XlogP para todos os pares de bancos, exceto para DB - ZINC-Curated e ZNP -

ZINC-2014 (valores de p = 1 depois da correcdo de Bonferroni). Ainda, € importante ressaltar
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que a grande maioria (entre 92 a 96 %) dos compostos nos bancos DB, ZNP, ChEMBL e
ZINC-2014 tém valores de XlogP entre -6 e 6. Assim, considerando o uso do XlogP como
filtro, no banco ZINC-Curated observou-se uma menor variabilidade, sem que houvesse perda

significativa de compostos com XlogP fora da faixa considerada (-6< XlogP <6).

LogDpH7,5

Os valores de logDpn75 calculados (no sistema octanol/agua, incluido correcdo(des)
para ionizacdo no pH 7,5) para cada composto foram obtidos como descrito no item 3.5.3,

usando o programa Volsurf+ (CRUCIANI et al., 2000). Como discutido para o XlogP, as

Volsuf+

distribuicdes dos valores de 10gDg7,5 serdo analisadas graficamente (Figura 4.4 e Figura

4.5), sem considerar seus valores individuais de mediana.
Nos bancos DB e ZINC-Curated mais de 75% dos compostos tem valores de

volsurt menores que 3. A distribuicéo dos valores de logDp75 "™ no banco ZINC-

|OgDpH7y5
Curated é a mais proxima da observada para o banco DB. De modo analogo ao descrito para

XlogP, o banco de dados DB é o que possui um maior nimero de compostos com carater

Volsurf+ Volsurf+

hidrofilico (logDpn7,5 calculados <0). As distribui¢des dos valores de logDpn75
nos bancos ZNP, ChEMBL e ZINC-2014 sdo comparaveis, ndao havendo diferencas
estatisticamente significativas entre as distribuicdes dos bancos ZNP e ChEMBL (teste de
Mann-Whitney U: valor de p = 1 ap0s correcdo de Bonferroni) e entre aquelas dos bancos
ZNP e ZINC-2014 (teste de Mann-Whitney U: valor de p 0,08 apds correcao de Bonferroni).
De modo analogo ao XlogP, é importante ressaltar que a grande maioria (entre 85 e 94 %) dos
compostos nos bancos DB, ZNP, ChEMBL e ZINC-2014 tém valores de logDph7s "™

Volsurf+

calculados <5. Embora os valores de l0gDpn75 nao tenham sido diretamente usado

como filtro para construir o banco ZINC-Curated, estes foram utilizados indiretamente no
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Moka Moka

filtro de solubilidade'®, na forma de logDp74 . Isso foi possivel, pois logDyn74""® e

Volsurf+
5

logDphy7, sdo calculados de modo analogo sendo, portanto, comparaveis (CRUCIANI et

al., 2000; MANNHOLD et al., 2006). O valor de corte no neste filtro de solubilidade foi igual

Volsurf+

a 5,01. Portanto, apenas compostos com valores de 10gDpH=75 menores do que 5,01

foram mantidos no banco ZINC-Curated, independente dos seus numeros de anéis

Volsurf+

aromaticos. Assim, considerando o uso indireto de logDpn=75 como filtro de

solubilidade no banco ZINC-Curated, observou-se uma menor variabilidade, sem que

Volsurf+

houvesse perda significativa de compostos com 10gDpn-=75 fora do limite considerado

(>5,01).

Por fim, de modo geral, para todos 0s bancos observou-se que os valores de

Volsurf+

logDph7,5 foram menores do que os de XlogP . Além dos erros inerentes, discutidos

Volsurf+

acima, estas diferencas entre logDpn=75 e 0 XlogP podem ser atribuidas tanto a presenca

Volsurf+

e contribuicéo de espécies ionizadas para calculo de logDpn=75 quanto as diferencas nas

metodologias de célculo utilizadas pelos dois programas (Volsurf+ e Filter).

Comparacdo entre os LogP e logD calculados (Volsurf+): contribuicdo da ionizacdo

para particao.

Volsurf+

Com o objetivo de verificar se as diferencas observadas l0gDpn=75 e 0 XlogP

podem, ou nao, ser atribuidas a presenca e contribuicdo de espécies ionizadas para calculo de

Volsurf+

l0gDpH=75 , valores de logP foram calculados usando o programa Volsurf+ como

descrito no item 3.5.1.2. A Figura 4.6 mostra os graficos de caixa e de porcentagem

PVoIsurf+

cumulativa dos valores de log calculados.

10 Nesta tese, 0 SFI foi calculado usando os valores de l0gDgh7,4 Obtidos pelo Moka (MILLETTI et al.,

2007) e ndo os obtido pelo ACDLabs, como proposto por Hill e Young (2010). Assim, temos que: SFI =

Moka

10gDpH7.4 + ndimero de anéis aromaticos.
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Figura 4.6. Distribuicdo e porcentagem acumulativa dos valores logP"**""™ para cada um dos bancos de
dados. Os valores de logP"**""™® para cada banco de dados estdo mostrados sempre na sequéncia
DB (roxo), ZNP (verde), ChEMBL (vermelho), ZINC-2014 (azul) e ZINC-Curated (amarelo). (A)
Grafico de caixa® e valores de mediana e (B) grafico da porcentagem acumulativa® e a
porcentagem de compostos com valores logP"**""™ <5,
@ Calculados (item 3.5.1.2) usando o programa Volsurf+ (CRUCIANI et al., 2000).
Gréficos de caixa tipo Tukey, para mais detalhes vide a descri¢édo que acompanha a legenda da Figura 4.2.

Graéfico da porcentagem acumulativa, para mais detalhes vide a descricdo que acompanha a legenda da Figura
4.3.

PVoIsurf+

De modo anélogo ao observado para o XlogP, os valores do log calculados séo

Volsurf+

menores que os valores 10gDpH75 . Sabendo-se ambos foram calculados pelo mesmo

programa, as diferencas observadas podem ser atribuidas a presenca e contribuicdo de

espécies ionizadas para o célculo do logDph7s ™"

. Assim, como esperado, podemos
concluir que todos os bancos de dados devem possuir compostos com grupamentos ionizaveis

que aumentam sua hidrofilicidade.

Area de superficie polar (X2d.PSA)

Os valores de area de superficie polar - X2d.PSA calculado para cada composto foram
obtidos como descrito no item 3.5.3, usando o programa Filter (“FILTER 2.1.1: OpenEye
Scientific Software Inc., Santa Fe, NM”, [s.d.]).

Os bancos ZINC-2014 e ZINC-Curated apresentam 0s menores valores de mediana de
X2d.PSA (69 e 67 A?, respectivamente). J4 o0 banco ZNP é o que apresenta maiores valores de

mediana de X2d.PSA (84 A?) e o maior nimero de compostos (32%) com valores de
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X2d.PSA >100 A? Diferentemente do observado para as outras propriedades, o banco
ChEMBL (Q., = 75 A% é o que apresenta a distribuicdo da X2d.PSA mais préxima a
observada para o banco DB (Q, = 73 A?). N#o sendo observada diferenca estatisticamente
significativa entre a distribuicdo destes dois bancos (teste de Mann-Whitney U: valor de p =
0,35 apos a correcao de Bonferroni). A maioria (90%) dos compostos dos bancos DB, ZNP,
ChEMBL e ZINC-2014 tem valores de X2d.PSA menores do o0 usado para corte (X2d.PSA <
160 A?) no filtro aplicado ao banco ZINC-Curated. Assim, considerando o uso do X2d.PSA
como filtro, no banco ZINC-Curated observou-se uma menor variabilidade, sem que houvesse

perda significativa de compostos com X2d.PSA fora do limite considerado ( >160 A?).

Numero de 4tomos

A distribuicdo do numero de atomos é semelhante a observada para o peso molecular,
sendo esta semelhanca esperada uma vez que estes descritores sdo altamente correlacionados.
Assim, de modo analogo, ndo se observou diferenca estatisticamente significativa entre as
distribuicbes dos bancos DB e ZINC-Curated (teste de Mann-Whitney U: valor de p = 1 ap0s
correcdo de Bonferroni). Por outro lado, as distribuicdes do peso molecular dos demais
bancos de dados séo significativamente diferentes (testes de Mann-Whitney U: valores de p
<0,05 depois da correcdo de Bonferroni). Ainda, o banco DB possui 0 maior nimero de
compostos (30%) com menos de 20 4tomos, enquanto que o banco ZNP é o que possui 0
maior nimero de compostos (23%) com mais de 35 atomos. Por fim, em relacdo ao valor de
corte usado como filtro aplicado para construir o banco ZINC-Curated, a maioria (> 77%) dos
compostos dos bancos DB, ZNP, ChEMBL e ZINC-2014 tem até 35 atomos. De modo
analogo, pelo menos 82% dos compostos dos bancos ZNP, ChEMBL e ZINC-2014 tém mais
de 20 atomos. Assim, considerando o uso do o nimero de &omos como filtro, no banco
ZINC-Curated observou-se uma menor variabilidade, sem que houvesse perda significativa de

compostos com 0 numero de atomos fora do limite considerado (20 — 35).
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Numero de dtomos aceptores e doadores de ligacdo de hidrogénio

Os nameros de atomos HBA e HBD para cada composto foram obtidos como descrito
no item 3.5.3, considerando a defini¢do de Lipinski (LIPINSKI et al., 1997).

Os valores de mediana do numero de atomos HBD dos cinco bancos sdo comparaveis
(variando entre 5 e 6 atomos). No entanto, todas as distribuicGes mostraram diferencas
estatisticamente significativas no teste de Mann-Whitney U (valores de p <0,05 apos a
correcdo de Bonferroni). Ainda, o numero de compostos com menos de 10 atomos HBD
presentes nos bancos DB, ZNP e ChEMBL é alto e compardvel (87, 87 e 89 %,
respectivamente). Para o banco ZINC-2014, este numero € ainda maior (98%), sendo
comparavel com o do banco ZINC-Curated (99%). J4 em relacdo ao nimero de &tomos HBA
todos os bancos apresentaram valores de mediana iguais a 1, exceto o banco DB (Q; = 2).
Embora, tenha-se constatado esta diferenca no DB, ndo ha diferenca estatisticamente
significativa entre a distribuicdo do namero de HBA deste banco com a distribuicdo do banco
ZNP (teste de Mann-Whitney U: valor de p = 0,07 ap6s correcdo de Bonferroni).
Interessantemente, ndo ha diferenca significativa entre a distribuicdo do nimero de HBA dos
bancos ZINC-Curated e ChEMBL (teste Mann-Whitney U: valor de p = 1 apds correcdo de
Bonferroni) enquanto que aquelas nos bancos ZINC-Curated e ZINC-2014 séao
significativamente diferentes (teste Mann Whitney U: valor de p <0,05 apds correcdo de
Bonferroni). Por fim, pelo menos 89% dos compostos presentes em todos 0s bancos
apresentam numero de &tomos HDA < 10. Assim, considerando o uso dos nimeros de atomos
HBD e HBA como filtros, no banco ZINC-Curated observou-se uma menor variabilidade, sem
gue houvesse perda significativa de compostos com numeros de atomos fora dos limites

considerados (>5 e >10, respectivamente).
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Numero de ligacoes com livre rotacéo

O numero de ligagcdes com livre rotacdo para cada composto foi obtido como descrito
no item 3.5.3, usando o Filter (“FILTER 2.1.1: OpenEye Scientific Software Inc., Santa Fe,
NM?”, [s.d.]).

Os valores de mediana do numero de ligagbes com livre rotacdo de todos os bancos
sdo comparaveis (5 ou 6 ligacBes). No entanto, todas as distribui¢cbes do numero de ligacoes
com livre rotacdo mostraram diferencas estatisticamente significativas no teste de Mann-
Whitney U (valores de p <0,05 apds a correcdo de Bonferroni), exceto para agquelas dos
bancos ChEMBL e ZINC-2014 (teste de Mann-Whitney U: valor de p = 0,08 ap0s a corre¢ao
de Bonferroni). Ainda, quase todos os compostos (de 99 a 100%) dos bancos DB, ZNP,
ChEMBL e ZINC-2014 tém até 20 ligacbes com livre rotacdo, sendo este o valor de corte
usado como filtro aplicado para construir o banco ZINC-Curated. Assim, considerando o0 uso
do numero de ligacdes com livre rotacdo como filtro, no banco ZINC-Curated observou-se
uma menor variabilidade, sem que houvesse perda significativa de compostos com namero de

ligacGes com livre rotacdo fora do limite considerado (>20).

Numero de anéis

O namero de anéis para cada composto foi obtido como descrito no item 3.5.3, usando
o Filter (“FILTER 2.1.1: OpenEye Scientific Software Inc., Santa Fe, NM”, [s.d.]).

Todos os bancos tem valor de mediana relativo ao nimero de anéis igual a 2. Os
compostos do banco DB tém um namero menor de aneis (25% com até 1 anel e 50% com 2
anéis). Ja no banco ZNP, 50% dos compostos tém de 1 a 3 anéis. Os compostos dos bancos
ChEMBL, ZINC-2014 e ZINC-Curated por sua vez tém de 2 a 3 aneéis. No teste de Mann
Whitney U, todas as distribui¢cbes do numero de anéis mostraram diferencas estatisticamente

significativas (valores de p <0,05 apds a correcdo de Bonferroni), exceto aquelas nos bancos
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ChEMBL e ZINC-2014 (valor de p = 1 ap0s a correcao de Bonferroni). Por fim, menos de 1%
dos compostos presentes em todos os bancos possuem mais de 5 anéis, sendo este o valor
corte usado como filtro aplicado para construir o banco ZINC-Curated. Assim, considerando
0 uso do numero de anéis como filtro, no banco ZINC-Curated observou-se uma menor
variabilidade, sem que houvesse perda significativa de compostos com ndmero de anéis fora

do limite considerado (>5).

Andlise de alguns valores de cortes usados para construir o banco ZINC-Curated

Esta analise foi feita determinando-se, inicialmente, para cada banco de dados os
valores de algumas propriedades (discutidas acima) abaixo dos quais sdo encontrados 90%
dos compostos em cada banco. Estes foram comparados com aqueles usados como corte nos

filtros aplicados para construir o banco ZINC-Curated (Tabela 4.5).

Tabela 4.5. Valores das propriedades fisico-quimicas e/ou estruturais abaixo dos quais sdo encontrados
90 % dos compostos de cada banco de dados, acompanhados dos valores de cortes usados
como filtros para construir o banco ZINC-Curated.

Valor de cada propriedade abaixo do qual séo

_ Valor de
Propriedades . encontrados 90 % dos compostos
corte
DB ZNP ChEMBL ZINC-2014 ZINC-Curated
Peso Molecular 600 540 583 548 463 386
XLogP 6 487 544 5,49 4,93 3,41
LogDyprzs ™ 411 579 5,23 4,83 2,99
Atomos HBD 5 4 5 3 2 3
Atomos HBA 10 11 10 10 8 7
X2d.PSA 160 159 160 133 101 94
Numero
) 35 36 42* 39 32 27

de 4&tomos

Ligacdes com

_ 20 11 11 11 9 9
livre rotacéo

Numero de anéis 5 3 3 4 4 3

* Valor acima do valor de corte usado.
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No geral, observamos na Tabela 4.5 que para cada um dos filtros usado 90 % dos
compostos, em cada um dos bancos, possuem valores proximos, ou abaixo, dos aqueles
usados como corte. A Unica excecdo € o numero de atomos do banco ZNP, indicado Tabela
45 com um asterisco. No entanto, isto ndo significa, necessariamente, que 90% dos
compostos presentes em cada um dos bancos sejam capazes de respeitar, simultaneamente,
todos os limites/faixas usados como cortes. Pela analise individual dos valores de cortes
usados para construir 0 banco ZINC-Curated pode-se sugerir que se estes fossem aplicados

aos demais bancos ndo haveria uma perda significativa de compostos.

Violacdo da Regra dos 5 de Lipinski (VR5L)

Além dos filtros descritos acima, outro filtro utilizado foi o nimero de violacGes a
Regra dos 5 de Lipinski (LIPINSKI et al., 2012), denominado nesta tese VR5L. Aqui,
consideramos como sendo permitida até duas violagdes a regra (<2), ao invés de uma Unica,
como proposta originalmente por Lipinski (VR5L <1, (LIPINSKI et al., 1997)). Além disso,
nesta tese, o XlogP foi usado no lugar do ClogP, proposto originalmente por Lipinski
(LIPINSKI et al., 1997).

De modo analogo ao observado para os outros filtros, 90% dos compostos presentes
em todos os bancos, inclusive no banco de produtos naturais (ZNP), estdo abaixo do valor de
corte usado (VR5L <2). Assim, considerando o uso do numero de VR5L como filtro, no banco
ZINC-Curated observou-se que ndo houve perda significativa de compostos fora do limite
usado (>2).

Adicionalmente, visando verificar se 0os compostos de cada um dos bancos de dados
seguiam, ou ndo, a regra original de Lipinski (LIPINSKI et al., 1997), estes compostos foram
contados e agrupados considerando nenhuma, uma, duas, trés ou quatro violagdes. Os

resultados estdo apresentados Tabela 4.6. Nesta tese, todos os compostos de todos os bancos,
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inclusive o DB (farmacos), foram considerados e contados independentemente das suas

biodisponibilidades orais como classificados por Lipinski (LIPINSKI et al., 1997).

Tabela 4.6. NUmeros de compostos (em %) e de violagdes a Regra dos 5 de Lipinski (LIPINSKI et al.,
1997) encontrados em cada um dos cinco bancos de dados analisados.

Banco de NuUmeros de compostos (em %) e de violagdes encontrados
dados 0 1 2 3 4
DB 77,09 11,79 7,76 3,28 0,08
ZNP 67,77 17,09 10,48 4,60 0,06
ChEMBL 72,46 17,08 8,18 2,11 0,17
ZINC-2014 88,86 9,59 1,48 0,07 0,00
ZINC-Curated 99,47 0,52 0,01 0,00 0,00

Como pode ser observado na Tabela 4.6, a maioria (>68%) dos compostos em todos 0s
bancos ndo viola qualquer um dos critérios da Regra dos 5 de Lipinski (LIPINSKI et al.,
2012), ou seja, tem peso molecular < 500, XlogP <5, nimero de atomos HBD <5 e nimero de
atomos HBA <10. Ainda, observa-se que mais de 85% dos compostos destes bancos dados
seguem a Regra original de Lipinski (VR5L <1). Isso significa que a maioria dos compostos
analisados nestes bancos — contendo farmacos (DB), produtos naturais (ZNP), compostos
avaliados experimentalmente quanto a sua atividade bioldgica (ChEMBL) e compostos
disponiveis comercialmente (ZINC-2014) — estdo no “espago quimico de Lipinski”, embora
ndo se tenha feito distingdo quanto as suas biodisponibilidades via oral.

Dentre estes resultados, € surpreendente que os produtos naturais do banco ZNP
tenham este comportamento, pois estes sdo considerados, por alguns, excecbes da Regra de
Lipinski (LIPINSKI, 2016; LIPINSKI et al., 1997; NEWMAN; CRAGG, 2012).
Adicionalmente, deve-se lembrar que o banco ZNP, contendo somente 146.882 estruturas,
pode ndo estar, na verdade, representando toda a diversidade esperada para este conjunto de
compostos. Assim, os resultados obtidos para 0 ZNP podem ser decorrentes do uso de um

banco de dados néo representativo. Na literatura sdo encontrados relatos corroborando nossos
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resultados. Em relacdo aos farmacos (DB) e aos compostos avaliados experimentalmente
quanto a sua atividade biologica (ChEMBL), uma possivel explicacdo para os resultados
observados é que a Regra dos 5 de Lipinski, embora por vezes criticada na literatura (DOAK
et al., 2016; SCIOR et al., 2012), ja foi incorporada para a maioria dos protocolos no
desenvolvimento de farmacos. Em relacdo aos compostos disponiveis comercialmente (ZINC-
2014), os resultados observados poderiam ser devido a interesses puramente comerciais ou as

limitacGes sintéticas.
4.2.2.3. Espaco quimico

O espaco quimico (espaco multidimensional ocupado por todos 0Ss compostos
quimicos) pode ser analisado de varias maneiras. Nesta tese, a comparacdo do espago quimico
foi feita pela Analise de Componentes Principais usando 128 descritores moleculares gerados
pelo programa Volsurf+ (CRUCIANI et al., 2000). Procedendo-se como descrito no item
3.5.3 (Materiais e Métodos), os descritores moleculares foram submetidos a um pré-
tratamento. No pré-tratamento, dos 128 descritores gerados, 60 foram selecionados. A seguir,
2 descritores moleculares que ndo forneceram informacGes relevantes sobre o sistema (ou
seja, descritores com valores constantes) foram excluidos. Esta etapa foi feita visando a
diminuir o nimero de dados a serem tratados e o ruido da amostra (WOLD, 1997). Os 58
descritores (para a lista completa vide Anexo I1) restantes foram auto escalonados. Este auto
escalonamento removeu qualquer ponderacdo decorrente, unicamente, das unidades usadas
para expressar estes descritores. Apos este pré-tratamento, estes 58 descritores moleculares
foram usados na Anélise de Componentes Principais (ACP) feita como descrito no item 3.5.3.
Os resultados foram analisados através do grafico de escores (Figura 4.7), usando somente a
primeira e a segunda componente principal (CP1 e CP2, respectivamente). A CP1 e a CP2

explicam 30 e 23 % da varia¢édo dos dados, respectivamente.
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Figura 4.7. Espaco quimico dos compostos presentes nos bancos de dados ZINC-Curated, ZINC-2014, DB,
ZNP e ChEMBL. O gréfico dos escores® obtidos na ACP® para CP1 e CP2 representam o
espaco quimico dos compostos presentes nos bancos DB (roxo), ZNP (verde), ChEMBL
(vermelho), ZINC-2014 (azul) e ZINC-Curated (amarelo). (A) Grafico dos compostos de todos 0s
bancos. Gréfico dos compostos de cada um dos bancos: (B) DB, (C) ZNP, (D) ChEMBL, (E)
ZINC-2014 e (F) ZINC-Curated. A area do retdngulo em cinza (CP1 e CP2 entre -10 e 10) mostra
a regido com maior concentracdo de compostos, correspondendo a 8 % do DB, 89% do ZNP, 94%
do ChEMBL, 99% do ZINC-2014 e 99% do ZINC-Curated.

Neste grafico cada ponto representa um composto no eixo de coordenadas de CP1 e CP2.

Anélise de Componentes Principais foi realizada utilizando 58 descritores do programa Volsurf+ (CRUCIANI
et al., 2000) e usando a fun¢do prcomp do programa R (R CORE TEAM, 2013).

@
(b)

Na Figura 4.7(A) podemos observar que ha uma sobreposicdo entre 0S espacos
quimicos dos diferentes bancos de dados e que 0s compostos estdo concentrados numa regiao
proxima a origem (CP1 e CP2 entre -10 e 10). Esta regido central do espaco quimico, comum
a todos os bancos, foi demarcada em cinza. A seguir, a porcentagem de compostos de cada
banco dentro desta regido foi calculada. Os bancos DB, ZNP e ChEMBL apresentam um
maior nimero de compostos fora da “regido comum” quando comparados aos bancos ZINC-
2014 e ZINC-Curated. Interessantemente, o banco DB €é o que possui uma porcentagem maior
de compostos fora desta regido comum (~ 15%) seguido pelo banco ZNP (~ 11%). Estes

resultados indicam que os bancos DB e ZNP possuem uma maior diversidade quimica, dentre



187

0s bancos analisados. Ainda, pode-se observar que os compostos do banco ZINC-Curated
estdo mais concentrados que os do banco ZINC-2014, indicando uma diminuicdo da

diversidade quimica (Figura 4.8 (A)).
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Figura 4.8. Espago quimico dos compostos presentes nos bancos de dados ZINC-Curated sobreposto aos
bancos ZINC-2014 e DB. O gréfico dos escores® obtidos na ACP® para CP1 e CP2 representam
0 espaco quimico dos compostos presentes nos bancos ZINC-Curated (amarelo), ZINC-2014
(azul) e DB (roxo). Grafico dos compostos do banco ZINC-Curated sobrepostos aos compostos do
banco ZINC-2014 (A) e os do banco DB (B). A area do retdngulo em cinza mostra a regido com
maior concentragdo de compostos, correspondendo a 85% do DB, 99% do ZINC-2014 e 99% do
ZINC-Curated.

Neste grafico cada ponto representa um composto no eixo de coordenadas de CP1 e CP2.

Anélise de Componentes Principais foi realizada utilizando 58 descritores do programa Volsurf+ (CRUCIANI
et al., 2000) e usando a fun¢do prcomp do programa R (R CORE TEAM, 2013).
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Além do gréfico de escores, a ACP nos fornece o grafico de pesos que mostra a
contribuicdo de cada descritor para CP1 e CP2 (Figura 4.9). Neste grafico podemos observar
que descritores moleculares relacionados a uma alta hidrofilicidade contribuem positivamente
para CP2, enquanto que descritores relacionados a uma alta hidrofobicidade contribuem
negativamente para CP2. Ainda, descritores relacionados a um grande volume e/ou peso
molecular contribuem negativamente para CP1. Considerando a contribuicdo dos descritores,
este grafico foi divido em quatro quadrantes (denominados Q-1 a Q-1V), a saber: Q-I contendo
descritores que contribuem positivamente para CP1 e CP2 (ex. MetStab, SOLY, LgS7.5 e
DIFF); Q-1l contendo descritores que contribuem positivamente para CP1 e negativamente
para CP2 (ex. CACO2, LgBB e SKIN); Q-IlIl contendo descritores que contribuem

negativamente para CP1 e negativamente para CP2 (ex. HSA, V, S e DRDRDR) e, Q-1V
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contendo descritores que contribuem negativamente para CP1 e positivamente para CP2 (ex.

PSAA, PSAR e PHSAR).
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Figura 4.9. Contribuicdo de cada um dos descritores para as Componentes Principais (CP1 e CP2). O
grafico dos pesos obtidos na ACP® para CP1 e CP2 mostra a contribuicdo de cada descritor para
estas componentes principais. Cada ponto representa um dos 58 descritores calculados pelo
programa Volsurf+ (CRUCIANI et al., 2000). As linhas que cortam os eixos CP1 e CP2 na origem
(CP1 = CP2 = 0) dividem o gréafico em quatro quadrantes (denominados Q-1 a Q-1V).

@ Analise de Componentes Principais foi realizada utilizando 58 descritores do programa Volsurf+ (CRUCIANI
et al., 2000) e usando a funcéo prcomp do programa R (R CORE TEAM, 2013).

De modo anélogo, o grafico de escores foi divido em quatro quadrantes (Q-1 a Q-1V)
considerando os valores de escore de CP1 e de CP2 (Q-I: CP1 e CP2 >0; Q-II: CP1 >0 e CP2
<0; Q-IlI: CP1 e CP2 <0 e Q-1V: CP1 <0 e CP2 >0). Considerando a distribuicdo dos
descritores moleculares no grafico de pesos da ACP (Figura 4.9), podemos inferir sobre
algumas propriedades fisico-quimicas (calculadas) e/ou estruturais dos compostos presentes
nos bancos, de acordo com o quadrante que estes se encontram. Assim, compostos presentes
nos quadrantes Q-1 e Q-1V sdo mais hidrofilicos, enquanto que compostos presentes nos
guadrantes Q-I1 e Q-Ill sdo mais lipofilicos. Adicionalmente, compostos presentes nos

guadrantes Q-I1l e Q-1V séo grandes, ou seja, volumosos e/ou com alto peso molecular. A
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seguir, 0 nimero de compostos (em %) de cada banco de dados nos quatro quadrantes foi
calculado e estd mostrado na Tabela 4.7.

Tabela 4.7. NUmero de compostos (em %0) localizados em cada um dos quatro quadrantes (Q-I, Q-11, Q-111
e Q-1V) do grafico dos escores obtidos na ACP para cada um dos bancos de dados.

NuUmero de compostos (em %) em cada quadrante
Banco de Dados

Q-I Q-1 Q-1 Q-IV
DB 42,02 20,37 15,21 22,40
ZNP 18,00 21,34 32,11 28,55
ChEMBL 24,42 26,47 29,01 16,09
ZINC-2014 28,69 36,01 26,28 9,02
ZINC-Curated 42,58 38,68 8,68 10,06

E interessante observar que a maior parte dos compostos do banco DB (42 %) se
encontra no quadrante Q-1 (compostos hidrofilicos pouco volumosos e/ou com baixo peso
molecular). Um perfil parecido pode ser observado para o banco ZINC-Curated, contendo 42
% dos compostos no quadrante Q-I. Estes resultados corroboram com 0s ja observados nas
andlises apresentadas acima, usando o peso molecular e os valores de XlogP. Os demais
compostos do banco DB se distribuem, principalmente, entre os quadrantes Q-1 (compostos
lipofilicos pequenos, ou seja, pouco volumosos e/ou com baixo peso molecular) e Q-IV
(compostos hidrofilicos grandes). J& no banco ZINC-Curated os demais compostos se
encontram, principalmente, no quadrante Q-I1 (38,68 %). Comparando a distribuicdo dos
compostos do banco ZINC-Curated com a distribui¢do dos compostos do banco ZINC-2014
podemos observar que este ultimo apresenta compostos mais lipofilicos concentrados,
principalmente, no quadrante Q-1 (36 %). Desta forma, o banco ZINC-Curated possui
compostos com caracteristicas mais proximas as observadas para 0s compostos do banco DB
do que as observadas para os compostos do banco ZINC-2014. Esta observacdao pode ser
confirmada analisando-se a sobreposicdo do espaco quimico ocupado pelos compostos

presentes nos bancos DB e ZINC-Curated (Figura 4.8 (B)). Adicionalmente, os compostos do



190

banco ZNP sdo grandes, apresentando tanto carater lipofilico (32,11 % no Q-I11) bem como
hidrofilico (28,55 % no Q-1V). Por fim, no banco ChEMBL estdo presentes, no geral,
compostos lipofilicos (grandes e pequenos) bem com compostos hidrofilicos pequenos.

Em geral, os resultados mostram que embora a aplicacdo dos filtros ao banco de dados
ZINC-Curated tenha acarretado numa diminuicdo da diversidade quimica, este banco foi
enriquecido com compostos com caracteristicas proximas as encontradas em farmacos,
representados, nesta analise, pelo banco DB. Dentre estas, cita-se uma maior solubilidade em
agua bem como uma maior estabilidade metabolica, sendo ambas as caracteristicas
representadas por descritores presentes no quadrante Q-1 (SOLY e MetStab, respectivamente).
Considerando a importancia destas caracteristicas, graficos de caixa foram gerados para estes
dois descritores e estdo apresentados na Figura 4.10. Sendo cada um destes descritores
apresentados e analisados separadamente nos itens 4.2.2.4 e 4.2.2.5, respectivamente.
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Figura 4.10. Distribuicdo da solubilidade em &gua calculada e da estabilidade metabdlica predita para
cada um dos bancos de dados. Graficos de caixa® e valores de mediana das duas propriedades
calculadas para cada um dos bancos de dados, mostrados sempre na sequéncia DB (roxo), ZNP
(verde), ChEMBL (vermelho), ZINC-2014 (azul) e ZINC-Curated (amarelo): (A) solubilidade em
4gua calculada (log[mol/L], a 25 °C)® e (B) estabilidade metabdlica frente & CYP3A4 humana
predita (%)©
Graficos de caixa tipo Tukey, para mais detalhes vide a descri¢do que acompanha a legenda da Figura 4.2.
Calculada pelo programa Volsurf+ (CRUCIANI et al., 2000) usando um modelo de PLS (3 varidveis latentes,
=0,74; > = 0,73; SDEC = 0,89 e n = 1028) com um erro de predicéo de 0,7 log (MANNHOLD et al.,
2006).
Predita pelo programa Volsurf+ (CRUCIANI et al., 2000) usando um modelo qualitativo (2 variaveis latentes,
R? = 0,44; ¢ = 0,43; SDEC = 0,74 e n = 1507) no qual compostos com valores de MetStab % >50 s&o preditos
como estaveis e compostos com valores de MetStab % <50 como instaveis (MANNHOLD et al., 2006).

@
(b)

©



191

4.2.2.4. Analise da solubilidade em &gua predita

A predicdo da solubilidade em agua € extremamente dificil e ndo é, por nos, conhecido
um modelo universal capaz de prever de forma eficiente a solubilidade de compostos
quimicamente diversos. Para a solubilidade calculada usando o descritor do Volsurf+, o valor
do erro de predicdo descrito por Mannhold e colaboradores é igual 0,7 log (MANNHOLD et
al., 2006). Contudo, estes autores defendem o uso desde modelo para classificar um conjunto
de compostos desde que estes compostos ndo sejam muito similares. Tendo em vista que 0s
compostos presentes nos bancos ndo sdo muito similares (conforme sera apresentado no
préximo item), o modelo de solubilidade do Volsurf+ pode ser usado para classifica-los.
Desta forma, apenas a distribuicdo dos valores preditos de solubilidade mostrados na Figura
4.10 serdo analisados. Nestes graficos de caixa, podemos observar que o banco DB é o que
possui um maior numero de compostos com valores de solubilidade >-4 log (mol/L),
indicando que este € o0 banco com o maior nimero de compostos sollveis. A distribuicdo dos
valores de solubilidade preditos do banco ZINC-Curated é a que mais se aproxima da
observada para o0 banco DB. Ainda, o fato dos valores de solubilidade preditos serem menores
no banco ZINC-2014 quando comparados aos do banco ZINC-Curated, sugere que o filtro de
solubilidade (SFI) aplicado ao Gltimo o enriqueceu com compostos soluveis.

Neste contexto, optamos por analisar a porcentagem de compostos comprovadamente
insollveis, classificados corretamente como tendo uma baixa solubilidade usando o SFI
(HILL; YOUNG, 2010). Com este objetivo, calculamos o valor do SFI de cada composto do
banco DB de modo analogo ao descrito na constru¢do do banco ZINC-Curated (vide item
3.5.3). Dos compostos presentes neste banco, 21,44% apresentaram valores de SFI >5,01.
Para cada um destes compostos (SFI >5,01), os valores de solubilidade experimentalmente
determinados (em agua) foram, quando disponiveis, retirados da literatura (KIM et al., 2016;

O’NEIL, 2006; “U.S. Food and Drug Administration”, 2017, “USP - United States
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Pharmacopeial Convention”, 2017; WISHART, 2006). Ainda, para 0S compostos cujos
valores de solubilidade experimental ndo estavam disponiveis, estes foram “estimados”
considerando os valores calculados pelo programa ALOGPS (KIM et al., 2016), uma vez que
os valores estavam disponiveis no website do banco DrugBank (WISHART, 2006). Em
seguida, estes valores foram usados para dividir os compostos em trés categorias, seguindo a
classificacdo apresentada por Hill e Young (HILL; YOUNG, 2010). Sendo estas: compostos
com baixa solubilidade (<30 uM), compostos com solubilidade intermediaria (30 — 200 uM) e
compostos com alta solubilidade (>200 uM). O grafico de setores apresentado na Figura 4.11
mostra as porcentagens de compostos com baixa solubilidade, solubilidade intermediaria e
alta solubilidade diferenciando, os valores experimentais retirados da literatura dos preditos

usando o programa ALOGPS (KIM et al., 2016).

Baixa
(60 % - Exp)

Baixa
(11 % - Pred)

Alta
(11 % - Exp)

Alta
Intermediaria  Intermediaria (1 % - Pred)
(5 % - Pred) (12 % - Exp)

Figura 4.11. Solubilidade em agua experimentalmente determinada e predita para os compostos do banco
DB que apresentaram valores de SFI® > 501. Graficos de setor com os correspondentes
valores de porcentagem seguindo-se a classificacdo apresentada por Hill e Young®, mostrando a
porcentagem de compostos com: baixa solubilidade, experimental® (vermelho) e predita®
(magenta); alta solubilidade, experimental (azul) e predita (ciano), e solubilidade intermediaria,
experimental (verde) e predita (amarelo).
@ valores de SFI (HILL; YOUNG, 2010) foram calculados como descrito no item 3.5.3.
®) Segundo a classificagdo de Hill e Young (2010), os compostos foram divididos em trés categorias de acordo
com sua solubilidade: alta (> 200 uM), intermediaria (30 — 200 pM) e baixa (< 30 uM).
Solubilidade experimentalmente determinada obtida da literatura (KIM et al., 2016; O’NEIL, 2006; “U.S.
Food and Drug Administration”, 2017, “USP - United States Pharmacopeial Convention”, 2017; WISHART,
2006).

Solubilidade predita usando os valores do programa ALOGPS (KIM et al., 2016), disponiveis no website do
banco DrugBank (WISHART, 2006).

@

Neste grafico podemos observar que a maioria (71%) dos compostos realmente

apresentam uma baixa solubilidade, como predito. Além disso, a porcentagem de compostos
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com alta solubilidade, preditos como insoliveis (falsos negativos), € consideravelmente
pequena (12%). Estas porcentagens sdo comparaveis com as, por nos, estimadas considerando
os dados apresentados na Figura 9 do artigo de Hill e Young (2010). Para estes dados,
estimamos que 54, 29 e 17% dos 36.610 compostos com valores de SFI >5 teriam
solubilidade baixa, intermediaria e alta, respectivamente. Assim, a porcentagem esperada de
compostos preditos corretamente como insoltveis, usando o modelo de SFI, esta entre 54 e
71%. Baseado nisto, pode-se considerar que 0 aumento do nimero de compostos com valores
mais altos de solubilidade, segundo 0 modelo do Volsurf+ (Figura 4.10), realmente indica que

0 banco de dados ZINC-Curated foi enriquecido com compostos mais sollveis.
4.2.2.5. Analise da estabilidade metabdlica predita

Apresentar uma certa estabilidade metabdlica € uma caracteristica desejavel para a
grande maioria dos farmacos (KIRCHMAIR et al., 2015). Nesta analise, a estabilidade frente
a CYP3A4 foi inferida usando o descritor MetStab (MANNHOLD et al., 2006) calculado
pelo programa Volsurf+ (CRUCIANI et al., 2000). Segundo os autores, este modelo deve ser
considerado de forma qualitativa. Assim, compostos com valores acima de 50 sdo
considerados estaveis, enquanto que, compostos com valores abaixo de 50 sdo tidos como
instaveis (MANNHOLD et al., 2006). No grafico (B) da Figura 4.10, é interessante observar
que apenas 29% dos compostos presentes no banco DB sdo preditos como instaveis frente a
CYP3A4 (ou seja, valores menores que 50). Uma porcentagem comparavel de compostos
com valores menores que 50 foi observada para o banco ZINC-Curated (35%). Além disso,
estd porcentagem € muito menor do que a observada para o banco ZINC-2014 (56%),
indicando que a remoc¢do de grupos funcionais reativos enriqueceu o banco ZINC-Curated

com compostos mais estaveis.
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4.2.2.6. Diversidade estrutural

Os valores do coeficiente de Tanimoto (Tc), calculados a partir de fingerprints
moleculares (WILLETT, 2011), podem ser usados como filtros de selecdo na busca por
similaridade 2D. Assim, nesta tese, a diversidade estrutural (dentro de um mesmo banco) e a
similaridade (entre diferentes bancos) foram analisadas usando valores de Tc, calculados
como descrito no item 3.5.3. A diversidade estrutural de cada banco foi analisada
considerando-se, inicialmente, valores de Tc calculados para todos os possiveis pares de
compostos presentes dentro do correspondente banco (graficos (A) e (B) da Figura 4.12).

Nos graficos A e B (Figura 4.12), é interessante observar que 0s compostos presentes
no banco DB sdo os mais dissimilares entre si (69% dos pares de compostos apresentam
valores Tc <0,2). Os compostos disponiveis no banco ChEMBL sdo um pouco mais
dissimilares entre si (58% dos pares de compostos tem valores Tc <0,2) que 0S compostos
presentes no banco ZNP (53% dos pares de compostos tém valores de Tc <0,2). Estes
resultados ndo seriam esperados, uma vez que os produtos naturais sdo reconhecidos na
literatura como um conjunto de compostos com grande diversidade quimica/estrutural
(HARVEY; EDRADA-EBEL; QUINN, 2015). Dentre as possiveis explicagdes para nossos
achados, citam-se que: (i) o fingerprint molecular usado néo ser capaz de distinguir isbmeros
enantioméricos (ou seja, isdbmeros R/S, bastante frequente em produtos naturais (FEHER,;
SCHMIDT, 2003)) e (ii) para alguns pares de compostos com valor de coeficiente de Tc =1,
um dos compostos pode ser uma substrutura do outro, pois cada fragmento € contado uma
unica vez (ou seja, dois compostos de diferentes tamanhos com os mesmos fragmentos teréo
Tc =1, mesmo que um deles tenha o dobro de fragmentos que o outro). Adicionalmente, os
compostos do banco ZINC-Curated sdo um pouco menos dissimilares que os do banco ZINC-
2014, indicando que a remocdo de grupos funcionais acarretou numa certa perda de

diversidade estrutural.
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Figura 4.12. Distribuicdo dos valores do Tc® e do nimero de bits para cada banco de dados. Gréficos de
caixa® e valores de mediana (esquerda) e graficos de porcentagem cumulativa® (direita) para
cada um dos bancos, mostrados sempre na sequéncia: DB (roxo), ZNP (verde), ChEMBL
(vermelho), ZINC-2014 (azul) e ZINC-Curated (amarelo): (A) e (B) distribui¢do dos valores do

% para todos os pares de compostos presentes dentro de um mesmo banco e (C) e (D) nimero
de bits iguais a 1 em cada um dos compostos.
@ valores do coeficiente de Tanimoto (Tc) calculados utilizando a fungéo fpSim do pacote ChemmineR (CAO et
al., 2008) usando os fingerprints tipo FP2 calculados pelo programa Open Babel (O’BOYLE et al., 2011).
®) para mais detalhes vide legenda da Figura 4.2.

Além da anélise da diversidade estrutural, podemos analisar a complexidade®*
estrutural, dos compostos presentes em cada banco, contando o numero de fragmentos
diferentes em uma mesma molécula, ou seja, numero de bits iguais a 1. Esta contagem esta
apresentada nos gréaficos (C) e (D) da Figura 4.12. Nestes graficos, podemos observar que
embora 0s compostos presentes no banco DB sejam os mais dissimilares, entre si, estes
compostos sdo estruturalmente mais simples. Neste contexto, o banco ZINC-Curated € o que

mais se assemelha ao banco DB. Como esperado, 0 banco ZNP apresenta 0s compostos com a

! Nesta tese, complexidade estrutural se refere & presenca de diferentes grupos funcionais numa mesma

molécula.
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maior complexidade estrutural. Para exemplificar esta simplicidade/complexidade estrutural,
selecionamos 0 composto com 0 maior, e com 0 menor, numero de bits iguais a 1, presentes

em cada um dos bancos (Figura 4.13).

(A)

ZINC-2014 (ZINC2075917) ZINC-Curated (ZINC20609511)
(B) . .
N/
\\Cj F(/
NScfr cEN
& N
V.
I\// &
DB (DB00325) ZNP (ZINC06920430)
H a a o
~ | X O
N*— Cl- N=
} d
ChEMBL (ChEMBL1231491) ZINC-2014 (ZINC01724826) ZINC-Curated (ZINC26513762)

Figura 4.13. Representacdo em 2D das estruturas dos compostos com o0 maior e com 0 menor nimero de
fragmentos® (bits iguais a 1) para cada um dos bancos de dados. (A) Estrutura do composto
com maior nimero de fragmentos nos bancos DB (DB06590, com 340 bits =1), ZNP
(ZINC85593852, com 413 bits =1), ChEMBL (ChEMBL501807, com 378 bits =1), ZINC-2014
(ZINC2075917, com 347 bits =1) e ZINC-Curated (ZINC20609511, com 340 bits =1). (B)
Estrutura do composto com menor nimero de fragmentos nos bancos DB (DB00325, com 3 bits
=1), ZNP (ZINC06920430, com 6 bits =1), ChEMBL (ChEMBL1231491, com bits =1), ZINC-
2014 (ZINC01724826, com 10 bits =1) e ZINC-Curated (ZINC26513762, com 20 bits =1).
Fragmentos gerados usando os fingerprints calculados pelo Open Babel (O’BOYLE et al, 2011),

correspondendo aos diferentes grupos funcionais presentes numa mesma molécula.

@

Em seguida, para analisar a similaridade entre diferentes bancos, os valores Tc foram
calculados para todos o0s possiveis pares de compostos de dois bancos diferentes,
considerando-se todas as possiveis combinacdes. E os resultados foram, inicialmente,

analisados calculando-se 0 numero de compostos similares entre o banco DB e cada um dos
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outros bancos de dados, usando diferentes valores de corte de Tc que variou (variando de 0,5
a 1,0). A Tabela 4.8 mostra o0 nimero de compostos similares entre o banco DB e cada um dos

bancos de dados.

Tabela 4.8. NUmero de compostos similares (em %) entre o banco DB e cada um dos bancos considerando
seis diferentes valores de corte do Tc, variando de 0,5 a 1,0.

Banco de Numero de compostos similares ao banco DB (em %)
dados Tc>0,5 Tc >0,6 Tc >0,7 Tc >0,8 Tc >0,9 Tc=1,0
ZNP 51,75 24,10 9,23 3,05 1,18 0,27
ChEMBL 37,63 17,33 8,25 3,46 1,17 0,21
ZINC-2014 27,97 7,92 1,63 0,33 0,13 0,00
ZINC-Curated 36,92 11,53 2,25 0,24 0,07 0,00

Nesta tabela, podemos observar que o banco ZNP é que possui maior nimero de
compostos similares ao banco DB. Esta semelhancga pode ser considerada esperada, pois dos
1.355 novos farmacos aprovados entre 1981 e 2010, 26 % séo produtos naturais ou derivados
sintéticos de produtos naturais e 24% sdo produtos sintéticos baseados em produtos naturais
(NEWMAN; CRAGG, 2012). O banco ChEMBL, é segundo banco com maior nimero de
compostos similares ao banco DB. E interessante observar que o banco ZINC-Curated possui
mais compostos estruturalmente semelhantes ao banco DB do que ao banco ZINC-2014.
Estes resultados corroboram com os resultados apresentados anteriormente nesta tese, nos
quais se observou que o banco ZINC-Curated foi enriquecido com compostos com
caracteristicas proximas as observadas no banco DB. Uma limitagdo desta andlise é a
necessidade de se considerar um banco como referéncia. A seguir, visando-se a analisar a
similaridade entre todos os pares de bancos, sem ter de considerar um como referéncia, foi
usado o indice de Similaridade Hausdorff-Like - HLS (do inglés, Hausdorff-like Similarity)
(MAURI et al., 2016). O HLS foi, recentemente, proposto por Todeschini como um método
para comparar dois sistemas quimicos (MAURI et al., 2016). Para isso, sdo calculados valores

de similaridade (variando de 0 a 1) entre todos os pares de elementos destes dois sistemas.
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Nesta tese, 0s bancos de dados, os compostos e a valores de Tc correspondem aos sistemas
quimicos, aos seus correspondentes elementos e a medida de similaridade variando de 0 a 1,
respectivamente. Os valores dos indices de HLS calculados para todos os pares de bancos

estdo mostrados na Tabela 4.9.

Tabela 4.9. Valores dos indices de Similaridade Hausdorff-Like (HLS) (MAURI et al., 2016) entre dois
bancos calculados para todos os possiveis pares de bancos.

Valores dos Indices de HLS
Banco de dados

DB ZNP ChEMBL  ZINC-2014 ZINC-Curated
DB 1,00
ZNP 0,53 1,00
ChEMBL 0,46 0,53 1,00
ZINC-2014 0,48 0,57 0,58 1,00
ZINC-Curated 0,46 0,44 0,57 0,64 1,00

O indice de HLS também mostra que o banco ZNP possui compostos estruturalmente
mais similares aos compostos do banco DB (HLS = 0,53). No entanto, diferentemente da
analise anterior, a semelhanca estrutural entre 0 banco DB e os bancos ChEMBL, ZINC-2014
e ZINC-Curated é comparavel. Como esperado, os bancos ZINC-2014 e ZINC-Curated sdo 0s
mais parecidos entre si (HLS = 0,64). Ainda, podemos observar que embora o banco ZINC-
2014 seja 0 que apresenta a maior similaridade com o banco ZNP (HLS = 0,57), este resultado
é esperado, uma vez que 0 ZNP é um subconjunto de produtos naturais do ZINC. No entanto,
0 ZINC-Curated é o que apresenta a menor similaridade com o banco ZNP (HLS = 0,44). Esta
diferenga se deve ao fato dos compostos do banco ZINC-Curated serem estruturalmente mais
simples do que os dos bancos ZINC-2014 e ZNP. Adicionalmente, a semelhanga entre
ChEMBL e os bancos ZINC-2014 e ZINC-Curated é comparavel.

No geral, a analise da similaridade estrutural mostra que a aplicacdo dos filtros

acarretou numa certa diminuigdo da diversidade estrutural do banco ZINC-Curated quando
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comparada a do ZINC-2014. Embora estes resultados ndo fossem desejados, eles podem ser
considerados esperados. No entanto, é importante ressaltar que parte da diversidade estrutural
perdida pode ser devido a remocdo de grupos funcionais reativos, sendo alguns deles
relacionados a ocorréncia de resultados falso-positivos e/ou associados a falta de estabilidade
e toxicidade dos compostos.

Por fim, considerando todas as analises feitas, embora com uma certa diminui¢do na
diversidade das propriedades fisico-quimicas e/ou estruturais tenha sido observada, o banco
ZINC-Curated foi considerado como enriquecido em compostos com caracteristicas de

farmaco podendo ser usado nas buscas virtuais.

4.3. Busca virtual de inibidores da protease do virus da Dengue

Nesta tese, foram construidos e utilizados quatro diferentes modelos de buscas de

inibidores da protease do virus da Dengue (denominados Modelo | — DENV a Modelo IV -

DENV). Como apresentado e descrito na Introducdo, estes modelos de busca virtual foram
feitos aplicando-se, em sequéncia, diferentes filtros de selecdo. Inicialmente, serd apresentado
o0 item referente ao reconhecimento do alvo. Em seguida, serdo apresentados os resultados de
cada um dos quatro modelos, incluindo os compostos selecionados bem como a etapa de
validacdo experimental. A ordem apresentada dos modelos corresponde a ordem cronolégica

em que foram construidos.

4.3.1.Reconhecimento da estrutura e caracteristicas do sitio ativo da protease do virus

da Dengue para escolha da estrutura 3D

Conforme apresentado e discutido na Introducdo, para 0 sucesso de estratégias
baseadas na estrutura do receptor, alem da disponibilidade da estrutura tridimensional do
receptor, outros aspectos relacionados a interacao receptor-ligante precisam ser considerados.

Dentre estes, citam-se: (i) a identificacdo da funcéo do receptor estudado; (ii) a identificacéo
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do seu sitio de ligacdo; (iii) as caracteristicas fisico-quimicas deste sitio de ligacdo; (iv) a
flexibilidade conformacional, quando relevante, e (v) a qualidade da estrutura tridimensional
disponivel.

Nesta tese, o primeiro alvo a ser apresentado e discutido sera a protease do virus da
Dengue (DENV). A estrutura tridimensional desta protease foi elucidada pela primeira vez
por Erbel e colaboradores, em 2006 (ERBEL et al., 2006) utilizando cristalografia de Raios-
X. Atualmente, existem pelo menos quinze estruturas da NS2B/NS3pro do DENV
depositadas no PDB, sendo trés estruturas com os dois dominios (helicase e protease) da
proteina NS3 junto com a regido da proteina NS2B (cddigos PDB: 2VBC; 2WZQ E 2WHX)
(LUO et al., 2008) e doze contendo o dominio protease da proteina NS3 junto com a regido da
proteina NS2B (codigos PDB: 2M9P; 2M9Q; 4M9F; 4M9l; 4M9K; 4M9OM; 4M9IT; 3UL1lI;
1U1J; 3LP6; 3LKW, 2FOM) (CHANDRAMOULI et al., 2010; ERBEL et al., 2006; GIBBS;
STEELE; TOUNGE, 2014, 2014; NOBLE et al., 2012; YILDIZ et al., 2013). A Tabela 4.10
apresenta os codigos PDB de cada uma delas, os correspondentes métodos de obtencdo, a
resolucdo (quando obtida por cristalografia de Raios-X), o sorotipo do DENV usado, a
informacdo da presenca, ou ndo, de ligantes, os dominios da proteina NS3 e a conformacédo da
regido NS2B. A representacdo das estruturas do(s) ligante(s) presentes nas estruturas 3D da

NS2B/NS3pro do DENV disponiveis no PDB estdo apresentadas na Figura 4.14.
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Tabela 4.10. Codigos PDB das quinze estruturas da proteina NS2B/NS3pro do DENV disponiveis no PDB, sorotipo do DENV, método de obtencdo, valores de
resolucéo (A), ligante, dominio da proteina NS3 e a conformagcéo da regio NS2B.

Cddigo Sorotipo Método de  Resolugao _ Dominios da _
Ligante Conformacao da regido NS2B
PDB do DENV  obtencéo (A) proteina NS3
2FOM 2 Raios-X 1,5 Né&o Protease Parcialmente resolvida
2VBC 4 Raios-X 3,2 Né&o Ambos Parcialmente resolvida
2WHX 4 Raios-X 2,2 N&o Ambos Parcialmente resolvida
2WZQ 4 Raios-X 2,8 N&o Ambos Parcialmente resolvida
3L6P 1 Raios-X 2,2 Nao Protease B-harpin periférico
3LKW 1 Raios-X 2,0 Nao Protease B-harpin periférico
3U1l 3 Raios-X 2,3 Bz-nKRR-H® Protease B-harpin formando parte do sitio ativo
3U1] 3 Raios-X 1,8 Aprotinina® Protease Parcialmente resolvida
4M9K 2 Raios-X 1,5 Né&o Protease Parcialmente resolvida
4AMOM 2 Raios-X 1,5 Né&o Protease Parcialmente resolvida
4AMOI 2 Raios-X 2,4 Né&o Protease Parcialmente resolvida
AMOIF 2 Raios-X 2,7 Né&o Protease Parcialmente resolvida
4AMOT 2 Raios-X 1,7 Né&o Protease Parcialmente resolvida
2M9P 2 RMN - Bz-nKRR-CF5®© Protease B-harpin formando parte do sitio ativo
2M9Q 2 RMN - Bz-nKRR-CF5®© Protease B-harpin formando parte do sitio ativo

®  Benzoil-norleucina-lisina-arginina-arginina-aldeido, estrutura apresentada na Figura 4.14(A).
®  Estrutura apresentada na Figura 4.14(B).
©  Benzoil-norleucina-lisina-arginina-arginina-trifluormetil, estrutura apresentada na Figura 4.14(C).
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Figura 4.14. Representagdo das estruturas dos ligantes presentes nas estruturas tridimensionais da
NS2B/NS3pro do DENV disponiveis no PDB. (A) Estrutura 2D do Bz-nKRR-H, inibidor
peptideo mimético covalentemente ligado a Ser135 (K; = 5,8 uM) como encontrado no PDB 3U11
(resolugdo 2,30 A, (NOBLE et al., 2012)). (B) Estrutura 3D da aprotinina, inibidor polipeptidico
(Ki = 26nM) como encontrado no PDB 3U1J (resolucdo 1,80 A, (NOBLE et al., 2012)). (C)
Estrutura 2D do Bz-nKRR-CF;, inibidor peptideo mimético covalentemente ligado a Ser135 (K; =
0,85 uM) como encontrado nos PDBs 2M9P e 2M9Q (obtidos por RMN, (GIBBS; STEELE;
TOUNGE, 2014, 2014)).

44

OH
o/‘

Serl35

Bz (GAP)
Lys P;

NH
)\ ArgP;
*H,N” TNH,

Conforme apresentado na Introducdo, embora a triade catalitica (His51, Asp75 e
Ser135) se encontre no dominio protease da proteina NS3 (denominado NS3pro), a presenca
de alguns residuos da proteina NS2B (~40 aminoacidos) é essencial para atividade catalitica
desta protease (denominada NS2B/NS3pro). Assim, esta regido da proteina NS2B seria
responsavel por formar parte do sitio ativo da protease (NOBLE et al., 2012). No entanto, nas
estruturas da NS2B/NS3pro obtidas sem ligante (PDBs 4M9F; 4M9l; 4M9K; 4M9M; 4MOIT;
3LP6; 3LKW; 2FOM 2VBC; 2WZQ, 2WHX), a regido NS2B apresenta diferentes
conformac@es e ndo interage com a porcdo central do dominio NS3pro (vide regido colorida
de amarelo na Figura 4.15 (A) e (B)), com exce¢do de uma tunica folha B. Esta prolonga o

nucleo de folhas B do dominio NS3pro (vide folha  colorida de azul escuro na Figura 4.15).
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Figura 4.15. Diferentes conformacgdes da regido NS2B observadas nas estruturas tridimensionais da
NS2B/NS3pro do DENV cristalizadas na auséncia de ligante e na presenca da aprotinina: (A)
NS2B/NS3pro do DENV2 com a regido NS2B parcialmente resolvida (amarelo), PDB 2FOM
(resolucdo 1,5 A, (ERBEL et al., 2006)); (B) NS2B/NS3pro do DENV1 com a regido NS2B formando
um B-harpin periférico (amarelo), PDB 3L6P (resolucdo 1,2 A, (CHANDRAMOULI et al., 2010)) e,
(C) NS2B/NS3pro do DENV3 em complexo com aprotinina (verde), PDB 3U1J (resolucdo 1,8 A,
(NOBLE et al., 2012)). As cadeias principais das proteinas estdo representadas em cartoon. O dominio
NS3pro estd mostrado em cinza e a regidao NS2B formando uma folha  presentes em todas as estruturas
esta mostrada em azul escuro. Figura preparada com o programa PyMOL (SCHRODINGER, 2013).

De modo anéalogo, no complexo NS2B/NS3pro com aprotinina (inibidor polipeptidico
de com 58 aminoéacido e K; = 26 nM, Figura 4.14 (B)), a regido NS2B ndo interage com a
regido NS3pro, uma vez que a cavidade de ligacdo desta regido é completamente ocupada
pela aprotinina (Figura 4.15 (C)). No entanto, no complexo NS2B/NS3pro com o inibidor Bz-
nKRR-H covalentemente ligado a Ser135 (inibidor peptideo mimético com K= 5,8 uM (YIN
et al., 2006), Figura 4.14 (A)), a regido NS2B envolve a NS3pro formando um B-harpin (duas
folhas betas antiparalelas) que compdem parte do sitio ativo da protease (vide B-harpin

colorido de amarelo na Figura 4.16). Analogamente, esta estrutura de 3-harpin ja havia sido
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observada para complexos da NS2B/NS3pro do virus da Febre do Nilo (WNV, West Nile
virus) com outros inibidores peptidicos, sendo que esta apresenta 56% de identidade em
relacdo a protease do DENV (NOBLE et al., 2012; WICHAPONG et al., 2010). Em 2014,
duas estruturas da NS2B/NS3pro do DENV complexadas com o inibidor Bz-nKRR-CF;
covalentemente ligado a Ser135 (inibidor peptideo mimético com K;= 0,85 uM (YIN et al.,
2006), Figura 4.14 (C)) foram obtidas por RMN (2M9P e 2M9Q, (GIBBS; STEELE;
TOUNGE, [s.d.]; GIBBS; TOUNGE; STEELE, [s.d.]b)). Em ambos os complexos, a regido
NS2B envolve o dominio NS3pro formando um B-harpin. Cabe ressaltar ainda que nas trés
estruturas contendo os dois dominios da proteina NS3 — 2VBC; 2WZQ ¢ 2WHX (LUO et al.,
2008) — observa-se uma clara separacdo entre o dominio protease e helicase da proteina NS3
sendo, assim, possivel considerar apenas o dominio NS3pro tanto para estudos in vitro bem

como in silico.

Figura 4.16. Regido NS2B formando um B-harpin que comp8em parte do sitio ativo da NS2B/NS3pro do
DENV. NS2B/NS3pro do DENV3 co-cristalizada com o inibidor Bz-nKRR-H (verde)
covalentemente ligado & Ser135, PDB 3U1lI (resolugdo 2,3 A, (NOBLE et al., 2012)), na qual a
NS2B forma um B-harpin que compdem parte do sitio ativo (amarelo). As cadeias principais das
proteinas estdo representadas em cartoon. O dominio NS3pro esta mostrado em cinza e a regido
NS2B formando uma folha § presente nesta estrutura esta mostrada em azul escuro. O inibidor Bz-
NKRR-H e a cadeia lateral da Ser135 estdo representados em sticks. Figura preparada com o
programa PyMOL (SCHRODINGER, 2013).

Desta forma, considerando-se que a Otima atividade catalitica depende tanto da
presenca da regido NS2B bem como desta estar formando parte do sitio ativo da

NS2B/NS3pro, a estrutura 3D da NS2B/NS3pro co-cristalizada com o inibidor Bz-nKRR-H
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(3U1l, resolucdo 2,3 A, (NOBLE et al., 2012)) foi escolhida como referéncia para se iniciar
os estudos de modelagem molecular, embora esta ndo seja a estrutura com melhor resolucéo
disponivel no PDB. Vale salientar que embora as estruturas 2M9P e 2M9Q também
apresentem as regifes NS2B interagindo com o dominio NS3pro, detalhes destas estruturas
ndo estdo disponiveis no PDB, até a elaboracdo desta tese, impossibilitando que estas fossem

utilizadas nos nossos estudos de modelagem molecular.
4.3.1.1. Reconhecimento da estrutura da proteina por inspecéo visual

O reconhecimento da estrutura da NS2B/NS3pro foi realizado, inicialmente, por
inspecdo visual utilizando a estrutura 3U1l (2,3 A). Esta estrutura apresenta duas
macromoléculas na unidade assimétrica formadas respectivamente pelas cadeias A (NS2B) e
B (NS3pro) e C (NS2B) e D (NS3pro), respectivamente. Na primeira macromolécula, o
inibidor Bz-nKRR-H se encontra no sitio ativo da NS2B/NS3pro. J& na segunda
macromolécula, Noble e colaboradores observaram a presenca de um ligante menor
(modelado como sendo Arg-Arg). Segundo estes autores, esta diferenca se deve a efeitos de
empacotamento cristalino. Sendo assim, em todos os estudos de modelagem apresentados
nesta tese apenas as cadeias A e B da estrutura 3U1l foram usadas. Conforme descrito por
Noble e colaboradores (NOBLE et al., 2012), o carbono carbonilico do residuo Arg(P;) do
inibidor Bz-nKRR-H se encontra a uma distancia de 1,3 A do atomo de oxigénio da cadeia
lateral da Ser135. Esta distancia é concordante com a formagdo de uma ligacdo covalente
dando origem ao hemiacetal observado nesta estrutura (Figura 3.17 (A)). Ainda, pode-se

observar densidade eletronica entre estes dois &tomos (NOBLE et al., 2012).
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Figura 4.17. Representacdo das interacdes proteina - Bz-nKRR-H e das cavidades S; a S, da

@

NS2B/NS3pro do DENV®. (A) Interagdes entre os residuos do sitio ativo e o inibidor Bz-nKRR-
H covalentemente ligado a Ser135, intermediadas, ou ndo, por moléculas de agua. O inibidor Bz-
nKRR-H e os residuos do sitio ativo, a proteina e as moléculas de &gua estdo mostrados como
sticks, cartoon e esferas, respectivamente. Os atomos de carbono do inibidor e dos residuos do
dominio NS3pro e da regido NS2B estdo mostrados em verde, cinza e amarelo, respectivamente.
Ligacdes de hidrogénio estdo mostradas com linhas pontilhas. As moléculas de &gua nimeros 1, 2
e 3, correspondem as moléculas 206, 225 e 202 do PDB 3Ull. (B) Cavidades S; - S,’ da
NS2B/NS3pro do DENV. As cavidades S; a S4 foram definidas com base nos residuos do inibidor
Bz-nKRR-H (P, a P,) e as cavidades S;” a S,’ foram definidas conforme descrito na literatura
(NOBLE et al., 2012). A proteina, os residuos das cavidades e o inibidor estdo mostrados como
superficie, sticks e ball and sticks, respectivamente. Os &tomos de carbono dos residuos do
dominio NS3pro, da regido NS2B e da triade catalitica e do inibidor estdo mostrados em cinza
claro, amarelo, ciano e verde, respectivamente. Figura preparada com o programa PyMOL
(SCHRODINGER, 2013).

A estrutura NS2B/NS3pro do DENV3 corresponde ao PDB 3U11 (resolugéo 2,3 A (NOBLE et al., 2012)).

Os residuos que compdem a triade catalitica desta estrutura (Asp75, His51 e Ser135)

estdo localizados entre as cavidades do sitio ativo S; e S2. Dentre os residuos que formam a
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cavidade S; destacam-se a His51, o Aspl129, a Phel30, a Ser135, a Tyrl50 e a Tyr160. O
residuo His51 faz uma ligacdo de hidrogénio com o oxigénio do hemiacetal formado. E
interessante observar que ndo ha interacdo direta entre os residuos da cavidade oxanion
(Gly133, Thr134 e Ser135 do dominio NS3pro) e o hemiacetal formado, uma vez que esta
cavidade é ocupada por uma molécula de agua (HOH206 do PDB 3U1l) e um ion sulfato
(NOBLE et al., 2012). Contudo, esta molécula de agua (denomina nesta tese &gua nimero 1)
intermedeia as ligacbes de hidrogénio entre o hemiacetal e os residuos Val36, Gly133 e
Ser135 da protease (Figura 4.17(A)). Os residuos Aspl29 e Phel30 formam ligacdes de
hidrogénio com o grupo guanidino da Arg(P;) do inibidor Bz-nKRR-H. Além destas
interacdes, este grupo guanidino forma uma ligacao iénica e uma interacao cation-n com os
residuos Aspl129 e Tyr160, respectivamente. A cavidade S, é composta pelos residuos His51,
Val72, Asp75, Gly151, Asn152 do dominio NS3pro e pelos residuos Asp81 e Gly82 da regido
NS2B. Os residuos Glyl51 e Asn152 formam ligacGes de hidrogénio diretamente com a
Arg(P,) do inibidor Bz-nKRR-H, ja para os residuos Val72 e Asp81 (ambos da regido NS2B)
as ligagcdes de hidrogénio com a Arg(P;) sdo intermediadas por uma molécula de agua
(denomina nesta tese agua numero 2, correspondendo a HOH225 do PDB 3UL1l). De modo
analogo, a cavidade S; é composta por residuos do dominio NS3pro (Gly153, Vall54 e
Tyr160) e da regido NS2B (Thr83, Met84 e Arg85). A Lys(P3) do inibidor Bz-nKKR-H forma
ligagdes de hidrogénio com os residuos Gly153, Tyr160 e Met84 (regido NS2B). Por fim, a
norleucina — n(P4) e o grupo benzoil (Bz) parecem n&o formar interagdes com os residuos do
sitio ativo ficando exposto ao solvente. Alem das interagdes descritas acima, este inibidor
estabelece trés ligagcdes de hidrogénio intramoleculares intermediadas por uma Gnica molécula
de &gua (denominada nesta tese agua numero 3, correspondendo a HOH202 do PDB 3UL1l).
Embora nesta estrutura ndo se observa qualquer interacdo entre o inibidor Bz-nKRR-H e 0s

residuos das cavidades S;’ a S4’, a posicdo destas cavidades foi inferida de dados de literatura
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(NOBLE et al., 2012) e mostrada na Figura 4.17 (B). Vale ainda ressaltar que as cavidades

que compBem o sitio ativo da NS2B/NS3pro sdo rasas e expostas ao solvente.
4.3.1.2. Reconhecimento da estrutura da proteina auxiliado por computador

Numa segunda etapa, a analise da superficie e da natureza das interagdes possiveis na
NS2B/NS3pro do DENV (PDB 3UL1l) foi feita através dos potenciais eletrostaticos e das
densidades doadora e/ou aceptora de ligacdo de hidrogénio calculados pela ferramenta
MOLCAD do programa SYBYL-X (SYBYL, 2013) Estas trés propriedades da superficie estdo
apresentadas na Figura 4.18. O potencial eletrostatico calculado para superficie da
NS2B/NS3pro do DENV variou de 229 até -316 kcal/mol elétron. Conforme descrito na
literatura (NITSCHE et al., 2014), podemos observar o carater polar do sitio ativo da
NS2B/NS3pro do DENV, principalmente nas cavidades S;, S; e Ss;. Adicionalmente, as
cavidades S;, S, e Sz tem um potencial eletrostatico negativo sendo, portanto, favoraveis as
interacdes com ligantes contendo grupos carregados positivamente. Esta preferéncia por
grupos carregados positivamente esta de acordo com as observacfes experimentais de que 0s
substratos naturais (porcdes da poliproteina viral) da NS2B/NS3pro possuem, geralmente,
residuos de aminoacidos basicos (Lys-Arg, Arg-Arg ou Arg-Lys) nas posices P,-P;. Além
disso, estes substratos possuem residuos com carater alifatico ou polar neutro em Py’ —
Gly/Ser/Ala (ARAVAPALLLI et al., 2012; NOBLE et al., 2012) — concordando também com o

potencial eletrostatico observado para a cavidade S;’ (nem positivo e nem negativo).
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Figura 4.18. Representacdes da superficie® da NS2B/NS3pro do DENV® colorida de acordo com algumas

@

(b)
©

propriedades®: (A) potencial eletrostatico variando de 229 até -316 kcal/mol elétron (vermelho e
roxo, respectivamente); (B) a densidade HBA variando de 0.000 até 0.085 A? (cinza e azul,
respectivamente) e (C) a densidade de HBD variando de 0.000 até 0.172 A (cinza e vermelho,
respectivamente). As cavidades S, a S;’ foram definidas com descrito na Figura 4.17. A proteina e
o0 inibidor estdo mostrados como superficie e ball and sticks, respectivamente. Figura preparada
com o programa SYBYL-X (SYBYL, 2013).

Superficie acessivel ao solvente gerada usando o algoritmo de Connolly (CONNOLLY, 1983) do programa
SYBYL-X (SYBYL, 2013).

A estrutura NS2B/NS3pro do DENV3 corresponde ao PDB 3U11 (resolugdo 2,3 A, (NOBLE et al., 2012)).
Propriedades calculadas utilizando a ferramenta MOLCAD do programa SYBYL-X (SYBYL, 2013) apds

adicionar todos os atomos de hidrogénio e calcular as cargas parciais tipo Gasteiger-Hueckel (PURCELL;
SINGER, 1967).

Ainda, vale ressaltar o carater eletrostatico positivo proximo a His51 (entre S; e Sy),

uma vez que nesta regido se forma o intermediario tetraédrico carregado negativamente que

deve ser estabilizado pelos residuos da cavidade oxanion. Em relacdo a densidade doadora e
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aceptora de ligacdo de hidrogénio, se observa uma preferéncia por grupos doadores de ligacao
de hidrogénio nas cavidades S; e Sy, ou seja, regido com alta densidade de aceptores de
ligacdo de hidrogénio (azul). E interessante observar que o valor da densidade de aceptores de
ligacdo de hidrogénio na cavidade S, é maior quando comparado ao da cavidade S;. Na
estrutura 3U1I, esta regido é ocupada pela molécula de agua numero 2 (Figura 4.17). Ja
grupos aceptores de ligacdo de hidrogénio seriam mais favoraveis na regido formada pelas
cavidades S;’, S; e S, proxima a His51 e a cavidade oxanion. Esta preferéncia € concordante
com 0 mecanismo de catalise desta enzima, no qual ocorre a formacdo de um intermediario
tetraédrico entre as cavidades S;’, S; e S, que € estabilizado por ligacbes de hidrogénio.

No reconhecimento da NS2B/NS3pro do DENV por inspecéo visual foi observado que
seu sitio ativo é raso e achatado. Esta observacdo foi comprovada calculando-se a
profundidade desta cavidade utilizando a ferramenta MOLCAD do programa SYBYL-X
(SYBYL, 2013). Nesta representacdo, cavidades profundas sdo coloridas em vermelho e
cavidades rasas em azul como mostrado na Figura 4.19. E, assim com esperado, a coloragéo
das cavidades do sitio ativo da NS2B/NS3pro do DENV variam de azul escuro a um amarelo
claro, indicando um sitio raso com por¢des expostas ao solvente. A profundidade do sitio
ativo é uma das caracteristicas utilizadas para medir sua druggability’® (VOLKAMER et al.,

2012). Assim, sitios ativos rasos podem ser um indicativo de sitios ndo druggables.

12 probabilidade de um alvo biolégico de interesse ser modulado por uma molécula pequena.
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Figura 4.19. Representacdo da profundidade® da superficie® da NS2B/NS3pro do DENV. Superficie da
NS2B/NS3pro do DENV colorida de acordo com a profundidade de cada regido variando de -0,3
A (azul) a 11 A (vermelho). As cavidades S, a S, foram definidas com descrito na Figura 4.17. A
proteina e o inibidor estdo mostrados como superficie e ball and sticks, respectivamente.
@ A profundidade foi calculada usando a ferramenta MOLCAD do programa SYBYL-X (SYBYL, 2013).
®) Superficie acessivel ao solvente gerada como descrito na Figura 4.18.

A andlise da druggability deste sitio ativo foi feita com auxilio da ferramenta
DoGSiteScorer (VOLKAMER et al., 2012). Nove sitios foram identificados e classificados de
acordo com seu valor de drugScore (denominados 1 a 9). Estes sitios estdo mostrados na
Figura 4.20 e seus respectivos valores de drugScore, de profundidade e da razéo

superficie/volume estdo apresentados na Tabela 4.11.

Figura 4.20. Sitios de ligagéo identificados® para a NS2B/NS3pro do DENV. Os sitios de ligacéo 1 a 9 estéo
mostrados como superficie de malha (bege, verde, rosa, vermelho, laranja, ciano, azul claro, azul
escuro e preto, respectivamente). A proteina e o inibidor estdo mostrados como cartoon e sticks,
respectivamente. A regido NS2B e o dominio NS3pro estdo em amarelo e cinza, respectivamente.
Figura preparada com o programa PyMOL (SCHRODINGER, 2013).

@ |dentificados para estrutura 3U1l (resolucio 2,3 A, (NOBLE et al., 2012)), usando a ferramenta
DoGSiteScorer (VOLKAMER et al., 2012) e classificados de acordo com seus valores de drugScore (variando
de 0,80 a 0,23).
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Tabela 4.11. Valores de DrugScore, da profundidade e da razdo superficie/volume de cada um dos nove
sitios de ligagéo identificados para a NS2B/NS3pro do DENV (estrutura 3UL1l).

Sitio de ligacao DrugScore  Profundidade Superficie/volume
1 0,80 18,39 1,38
2 0,57 13,89 1,90
3 0,58 14,20 1,53
4 0,39 10,72 1,42
) 0,51 13,15 2,10
6 0,32 9,14 2,14
7 0,52 14,51 2,35
8 0,23 8,14 1,30
9 0,46 13,45 2,13

Dos nove sitios de ligacdo identificados, dois sitios (4 e 8) se encontram na regido do
sitio ativo da NS2B/NS3pro do DENV. Estes sitios de ligacdo estdo localizados nas cavidades
S; e S, (Figura 4.21 (A)). Os baixos valores de drugScore (0,39 e 0,23 para 4 e 8,
respectivamente) obtidos se devem, principalmente, ao fato deles serem rasos. Contudo, estes
dois sitios juntos cobrem 44 % da &rea total do inibidor Bz-nKRR-H e quase toda a area ndo
exposta ao solvente deste inibidor. Os sitios de ligacdo com maior valor de drugScore (1 e 2)
se encontram abaixo do sitio ativo da NS2B/NS3pro do DENV, sendo o primeiro formado
tanto pela regido NS2B quanto pelo dominio NS3pro (Figura 4.21 (B)). O sitio de ligacdo 1 ja

foi sugerido na literatura como um possivel sitio alostérico (WU et al., 2015).
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(A)

(B)

Z o~
Figura 4.21. Representacao dos sitios de ligacdo identificados® na regi&o do sitio ativo da NS2B/NS3pro
do DENV e do sitio de ligacdo com maior valor de drugScore. (A) Sitios de ligagdo,
denominados 4 e 8, localizados nas cavidades S; e S, do sitio ativo da NS2B/NS3pro do DENV.
(B) Sitios de ligacdo, denominados 1 e 2, com os melhores valores de drugScore (0,80 e 0,57,
respectivamente) localizado a abaixo do sitio ativo da NS2B/NS3pro (rotacdo de 270° entorno do
eixo X) e sitio de ligagdo 5 (drugScore = 0,51). Os sitios de ligagdo 1, 2, 4, 5 e 8 estdo mostrados
como superficie de malha (bege, verde, vermelho, laranja e azul escuro, respectivamente). A
proteina e o inibidor estdo mostrados como superficie e sticks, respectivamente. A regido NS2B e
o dominio NS3pro estdo representados em amarelo e cinza, respectivamente. Figura preparada
usando 0 PyMOL (SCHRODINGER, 2013).

@ |dentificados para estrutura 3U1l (resolugdo 2,3 A (NOBLE et al., 2012)), usando a ferramenta DoGSiteScorer
(VOLKAMER et al., 2012) e classificados de acordo com seus valores de drugScore (variando de 0,80 a 0,23)

Embora o sitio ativo da NS2B/NS3pro do DENV seja superficial e achatado, ainda foi
possivel identificar sitios de ligacdo proximos as cavidades S; e S,. Ainda, estas cavidades
apresentam um alto potencial eletrostatico e uma grande densidade de doadores e de aceptores
de ligacdo de hidrogénio. Sendo assim, as cavidades S; e S, do sitio ativo da NS2B/NS3pro do

DENV foram escolhidas como cavidades alvo para os procedimentos de busca virtual.

4.3.1.3. Escolha da conformacdo do receptor e consideragdes sobre sua

flexibilidade conformacional

Conforme apresentado na Introducdo, uma das limitagBes nos estudos baseados na

estrutura do receptor é considerar o receptor como uma estrutura rigida, sendo este ainda um
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dos aspectos pouco explorados nas buscas virtuais (SCIOR et al., 2012). Neste contexto,
torna-se importante ndo s6 escolher uma conformacéo relevante do receptor, mas também
considerar, dentro do possivel, aspectos relacionados a sua flexibilidade conformacional.
Como apresentado no item 4.2.1.1, nas estruturas cristalogréaficas obtidas na auséncia de
ligante se observam diferencas significativas na posi¢cdo e no enovelamento da regido NS2B.
Na literatura as diferentes formas de enovelamento da regido NS2B da protease do DENV
sdo, as vezes, denominadas de ‘“aberta” e “fechada”, sendo estd ultima a conformacgao
observada na estrutura 3U1l (NITSCHE et al., 2014). Ainda, a formacdo da conformacéo
“fechada” ¢ descrita como consequéncia da ligacdo do substrato/ligante ao sitio ativo, que
levaria ao ajuste induzido da regido NS2B (NITSCHE et al., 2014). Entretanto, mais
recentemente, estudos de RMN e de dindmica molecular (DM) evidenciaram que a
conformagdo “fechada” ¢ a conformagao predominante independentemente da presenca, ou
auséncia, do ligante (DE LA CRUZ et al., 2011; PICCIRILLO et al., 2016). Outro estudo
feito por RMN (DE LA CRUZ et al., 2014) mostrou que a conversdo entre a conformacéo
“fechada” e “aberta” aumenta significativamente com os aumentos do pH e da concentracao
de sal, indicando a importancia das interacBes eletrostaticas para a associagdo entre a regiao
NS2B e o dominio NS3pro, também observadas por estudos de DM (PICCIRILLO et al.,
2016). Por fim, nestes estudos as conformagdes “abertas” observadas nas estruturas
cristalogréficas sdo explicadas tanto pela presenca de artefatos do empacotamento cristalino
bem como por uma possivel degradacao desta protease (CHEN et al., 2014). Contudo, embora
a conformacao “fechada” seja a predominante em solucao, todos estes estudos observaram
uma alta flexibilidade na regido NS2B. Baseado na literatura (NITSCHE et al., 2014) e no
apresentado acima, a conformacao “fechada” ¢ considerada como a Unica conformacgdo
relevante da NS2B/NS3pro do DENV. Nesta tese, incialmente, a busca virtual foi realizada

sem considerar a flexibilidade conformacional ja descrita para esta protease (Modelo | —
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DENV). Posteriormente, alguns aspectos relacionados a esta flexibilidade foram, entéo,

incluidos na busca virtual, resultando em mais trés modelos (Modelo Il - DENV a Modelo 1V

_ DENV).

4.3.2.Modelos de busca virtual: Modelo | - DENV

Uma das alternativas descritas na literatura para superar as dificuldades associadas a
proposicdo de modelos de busca virtual validos € a de aplicacdo diferentes filtros de selecéo
de modo sequencial (KLEBE, 2006). Assim, procedendo-se como descrito item 3.5.4.9
(Materiais e Métodos) e partindo-se do banco de dados ZINC-Original, foram aplicados
filtros de diferentes naturezas para selecionar inibidores da NS2B/NS3pro do DENV. Os
filtros de selegdo aplicados foram farmacoforico, “drug-/ike”, similaridade, ancoragem e
inspecdo visual. Os compostos selecionados por este primeiro modelo de busca virtual

(denominado Modelo | - DENV) foram testados como inibidores da NS2B/NS3pro do

DENV. A Figura 4.22 mostra uma representacdo esquematica da sequéncia de aplicacdo de
cada filtro bem como os valores da porcentagem de reducdo do nimero de compostos em

cada etapa.
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} (~23x10°)
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Figura 4.22. Representagdo esquematica da sequéncia de filtros de selecdo aplicados ao banco ZINC-
Original usada no primeiro modelo de busca virtual (Modelo | — DENV). Entre parénteses séo
indicados os nimeros de compostos selecionados em cada etapa e ao lado a porcentagem de
reducdo por cada filtro.

4.3.2.1. Filtro farmacoférico

A primeira etapa do procedimento de busca virtual foi a aplicacdo de um filtro
farmacoférico ao banco de dados ZINC-Original, como descritos no item 3.5.4.9. O modelo
farmacofdrico foi construido usando apenas as regides de interacdo entre o inibidor Bz-nKRR
e a NS2B/NS3pro do DENV presentes na estrutura 3U1l. O reconhecimento de todas as
regides de interacdo entre este inibidor e a NS2B/NS3pro do DENV foi feito pelo programa
LigandScout (WOLBER; LANGER, 2005). Nesta etapa, foi possivel identificar todas as 11
interacdes reconhecidas anteriormente por inspecao visual (item 4.2.1), sendo estas: 6 regides
HBD envolvendo os residuos His51, Glyl51, Asp129, Phel30 e Met84 (NS2B); 2 regides
HBA envolvendo os residuos Gly153 e Tyrl61; 2 regides de interacdo ibnica com carga
positiva com o0s residuos Asp75 e Aspl29 e, 1 regido de interacdo cation-m com a Tyrl61.

Estas regides de interacdo estdo apresentadas na Figura 4.23 (A) e (B).
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Sabendo-se que para séries de inibidores peptideo miméticos, modificacbes nos
residuos P; tem uma grande influéncia na atividade inibitoria e que a cavidade S; foi predita
como mais druggable que a cavidade S, (vide item 4.2.1.2), neste primeiro modelo
farmacofdrico apenas as regides de interacdo com residuos proximos a cavidade S; foram
consideradas, como descritos no item 3.5.4.9. Ainda, dentre estas interacdes optou-se por
manter apenas as ligacbes de hidrogénio com os residuos Asp129, Phel30, Gly151, Gly153 e
Tyrl61. Estas interacGes geraram o modelo farmacofdérico ME-Cristal que contém seis regides
de interacdo, a saber: quatro regides HBD e duas regides HBA (Figura 4.23 (C)).

O modelo farmacoférico MF-Cristal aplicado ao banco ZINC-Original selecionou
2.756 compostos (Pharmacophore Fit entre 61,30 e 68,10) capazes de satisfazer todas as
caracteristicas do modelo. Desta forma, a aplicacdo deste filtro representou uma reducao de

99,99% em relacdo ao nimero de compostos no banco ZINC-Original (~ 23x10°).
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Figura 4.23. Representacdo esquematica das 11 regides de interacdo identificadas entre o inibidor Bz-
NKRR-H e a NS2B/NS3pro do DENV e modelo farmacoférico ME-Cristal® gerado a partir
destas interacgdes. (A) Sitio de ligacdo do inibidor Bz-nKRR-H mostrando as 11 regiGes de
interacBes identificadas. (B) Representacdo 2D das 11 regides de interacdo identificadas,
destacando as interacGes utilizadas para gerar o modelo MF-Cristal. (C) Modelo farmacoférico
MF-Cristal com 6 regides de interacdo® obrigatérias (2 HBD e 4 HBA) e vérias regides de
exclusdo de volume®. Regides de interagdo HBD, HBA, idnica com carga positiva, cation-t e
regifes de exclusdo de volume estdo representadas em verde, vermelho, azul, azul e cinza,
respectivamente.

@ Gerado com o programa LigandScout (WOLBER; LANGER, 2005) a partir da estrutura 3U1l (vide 3.5.4.9).
® Todas as regides de interagdo HBA e HBD possuem um raio de 1,8 A.
©  Definidas a partir das coordenadas dos atomos dos residuos que formam o sitio de ligagdo da NS2B/NS3pro.

4.3.2.2. Filtro “drug-like”

A segunda etapa do procedimento de busca virtual foi a aplicacdo de um filtro fisico-
quimico aos 2.756 compostos selecionados pelo modelo farmacoférico visando selecionar
compostos com caracteristicas de farmacos (e.g. boa permeabilidade e biodisponibilidade via
oral e baixa toxicidade). Ao mesmo tempo, reconhecemos que a aplicacdo destes filtros

embora extensivamente recomentada (BOLOGA; OLAH; OPREA, 2006; LIPINSKI et al.,
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1997) é também bastante criticada na literatura (SCIOR et al., 2012). Procedendo-se como
descrito no item 3.5.4.9, as propriedades fisico-quimicas utilizadas neste filtro foram
baseadas na “Regra dos 5” de Lipinski (LIPINSKI et al., 1997). Os valores de corte das
quatro propriedades da “Regra dos 5” bem como os correspondentes intervalos de variacao

(maximo e minimo) calculados para os 2.756 compostos estdo apresentados na Tabela 4.12.

Tabela 4.12. Valores das propriedades fisico-quimicas (peso molecular, ClogP e nimero de atomos HBD e
HDA) sugeridos por Lipinski (LIPINSKI et al., 1997) e dos correspondentes intervalos de
variacao calculados® para os 2.756 compostos selecionados pelo modelo MF-Cristal.

Valores

Propriedade fisico-quimica —
Pela Regra dos 5 Intervalo de variagéo

Peso Molecular 500 121 - 528
logP calculado 5 -7,64 -5,7
NUmero de dtomos HBD 5 3-10
NUmero de atomos HBA 10 1-17

@ Propriedades calculadas utilizando o programa LigandScout (WOLBER; LANGER, 2005).

Dos 2756 compostos selecionados, 186 violaram pelo menos um dos quatro critérios
da “Regra dos 57, a saber peso molecular > 500 (19 compostos), LogP calculado > 5 (10
compostos), niumero de atomos HBD > 5 (156 compostos) e nimero de &tomos HBA > 10 (33
compostos). De acordo com a literatura (LIPINSKI et al., 2012) os critérios mais comumente

violados sdo peso molecular e logP calculado. No Modelo | - DENV, no entanto, 0s critérios

mais violados foram o nimero de 4&tomos doadores/aceptores de ligacdo de hidrogénio. Esta
observacdo pode ser explicada considerando o tamanho (pequeno) e a natureza polar das
regides de interacdo do modelo MFE-Cristal (Figura 4.23 (C)). De acordo com a “Regra dos 5”
compostos que violem dois ou mais dos critérios sugeridos por ela, deveriam provavelmente
apresentar baixa biodisponibilidade via oral. No entanto, neste primeiro modelo de busca
virtual, na tentativa de ser mais rigorosos, optamos por excluir todos os compostos (186) que
violaram pelo menos um destes critérios, restando 2.570 compostos para proxima etapa.
Ainda, conforme apresentado na Introducdo, compostos com caracteristicas de

farmacos (“drug-like”) além de apresentarem uma boa permeabilidade/biodisponibilidade
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devem apresentar uma baixa toxicidade (LIPINSKI et al., 2012; OPREA et al., 2001). A
toxicidade de um composto pode ser devido, dentre outros fatores, tanto a uma baixa
seletividade bem como a presenca de grupos funcionais com toxicidade conhecida
(MEANWELL, 2011). Com este objetivo, neste primeiro modelo foram retirados derivados
de monossacarideos (hexoses e pentoses) - estruturas com grande ndmero de grupos
hidroxilas, que através das muitas ligacGes de hidrogénio, poderiam acarretar uma baixa
especificidade. Assim, com este filtro, 2.433 compostos (reducdo de 11,72 %) seguiram para

préxima etapa.
4.3.2.3. Filtro de Similaridade

Uma primeira analise visual das estruturas dos 2.433 compostos selecionados permitiu
observar que muitos compostos apresentavam estruturas quimicas semelhantes, apresentando
diferencas em regides que ndo se sobrepunham ao modelo farmacofoérico e que, geralmente,
se encontravam voltadas para fora do sitio ativo. Considerando o custo computacional
envolvido na etapa de ancoramento e que compostos similares podem apresentar atividades
biol6gicas comparaveis, a terceira etapa da busca virtual foi a aplicacdo de um filtro de
similaridade visando-se excluir compostos similares mantendo, no entanto, a diversidade
estrutural (LARSON, 2012). Procedendo-se como descrito no item 3.5.4.4, os compostos
similares foram agrupados usando trés diferentes medidas de similaridade (MS1, MS2 e
MS3). O numero de grupos gerados usando cada uma das medidas de similaridade esta

apresentado na Tabela 4.13.

Tabela 4.13. NGmero de grupos gerados® usando cada uma das trés medidas de similaridade: MS1, MS2

e MS3.
Medida de similaridade Numero de grupos
MS1 (fingerprints moleculares) 1480
MS2 (descritores moleculares - E-dragon) 453
MS3 (descritores moleculares — Volsurf+) 273

@  Aplicando-se um valor de corte de 0,20 de dissimilaridade.
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Analisando-se os resultados apresentados na Tabela 4.13, podemos observar que 0
agrupamento feito com a medida de similaridade MS1 (fingerprints moleculares) gerou o
maior nimero de grupos, dentre eles. Ja o agrupamento feito com a medida de similaridade
MS3 (descritores moleculares — Volsurf+) gerou o menor niumero de grupos. Na medida de
similaridade MS1 a diferenca estrutural entre dois compostos se baseia unicamente na
presenca/auséncia de diferentes fragmentos, ja nas medidas de similaridade MS2 e MS3 a
diferenca entre os compostos depende da diferenca entre suas caracteristicas fisico-quimicas
representadas pelos diferentes descritores moleculares. Nas medidas de similaridade baseadas
em descritores moleculares (MS2 e MS3) compostos estruturalmente diferentes, mas com
propriedades fisico-quimicas semelhantes, sdo colocados em um mesmo grupo. Assim, seria
esperado que estas duas medidas de similaridade gerassem um nudmero menor de grupos
guando comparados aos da MS1 (usando fingerprints moleculares). Ainda, quando
comparamos 0 numero de grupos utilizando os descritores calculados pelos programas E-
dragon (MS2) e Volsurf+ (MS3), a diferenca observada pode ser uma consequéncia tanto da
natureza dos descritores quanto ao numero diferente de descritores (1.600 e 128,
respectivamente) gerados em cada uma das medidas. Desta forma, o maior nimero de
descritores moleculares calculados pelo programa E-dragon permite diferenciar mais 0s
compostos refletindo, portanto, em um maior nimero de grupos. A seguir, um representante
de cada grupo foi selecionado.

A andlise dos compostos selecionados usando cada uma das trés medidas de
similaridade permitiu observar que 164 compostos (~9%) foram selecionados pelas trés
medidas; 810 compostos (~44%) foram selecionados por duas e 868 (~47%) foram
selecionados por apenas uma (Figura 4.24). Em seguida, visando analisar se 0s compostos
selecionados por cada uma das medidas de similaridade apresentavam diferentes

caracteristicas fisico-quimicas, optamos por avaliar as quatro propriedades ja calculadas no
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filtro “drug-like ”. A Figura 4.25 mostra a distribuicdo dos valores de peso molecular, logP
calculado, nimero de atomos HBD e HBA considerando os compostos selecionados usando as

medidas MS1, MS2 e MS3.

40 %

1,2 e 3: #169 (9%)
1 e 2: #401 (22%)
1 e 3: #238 (13%)
2 e 3: #171 (9%)

1: #745 (40%)

2: #90 (5%)

3: #33 (2%)
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[ I B B
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Figura 4.24. Analise dos compostos selecionados utilizando cada uma das medidas de similaridade. Grafico
de setor com os correspondentes valores de porcentagem de compostos selecionados® por uma,
duas ou trés medidas de similaridade, sendo 1, 2 e 3 as medidas MS1, MS2 e MS3,
respectivamente.

Correspondendo as estruturas representativas de cada um dos grupos gerados, com descrito no item 3.5.4.4.

@
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Figura 4.25. Analise comparativa entre os compostos selecionados usando as trés medidas de similaridade.
Gréaficos de caixa® para cada uma das propriedades® fisico-quimicas usadas no filtro drug-like
apresentados sempre na sequéncia MS1 (branco) MS2 (cinza claro) MS3 (cinza escuro): (A) peso
molecular; (B) logP calculado; (C) nimero de atomos HBD e (D) nimero de 4&tomos HBA.

Para mais detalhes vide a descri¢cdo que acompanha a legenda da Figura 4.2.

Calculadas usando o programa LigandScout (WOLBER; LANGER, 2005), vide item 3.5.4.3.

@
(b)

A analise dos graficos de caixa apresentados na Figura 4.25 permite observar que nao

ha diferenca significativa entre a distribuicdo das propriedades fisico-quimicas. Assim, 0s
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compostos que foram selecionados usando qualquer uma das medidas de similaridade foram
mantidos para proxima etapa. Desta forma, foram selecionados 1.842 compostos (reducao de

~24 %) para realizar procedimentos de ancoramento.
4.3.2.4. Ancoramento

Uma discussdo detalhada sobre filtros de ancoramento aplicados para selecdo de
compostos bioativos estd apresentada no item 1.8 da Introducéo desta tese.

As moléculas selecionadas pelo filtro de similaridade foram, a seguir, ancoradas no
sitio ativo da NS2B/NS3pro do DENV. Procedendo-se como descrito no item 3.5.4.9
(Materiais e Métodos), foi realizada uma etapa de validagdo do ancoramento (“re-docking”)
usando o inibidor Bz-nKRR-H, a estrutura 3U1I e, inicialmente, as opc¢Bes padrdo da funcéo
de ranqueamento. No entanto, a pose de melhor fitness obtida para este inibidor néo

apresentou 0 mesmo modo de ligacdo observado na estrutura 3ULl (Figura 4.26(A)).

(A) (B)

-

Figura 4.26. Validacdo do procedimento de ancoramento sobre a cavidade da NS2B/NS3pro do DENV.
(A) Pose de melhor fitness® (laranja) obtida sobreposta ao modo de ligagdo do inibidor Bz-nKRR-
H observado na estrutura 3U1l (verde). (B) Pose de melhor fitness® (azul) obtida apés as
modifica¢des na funcdo de ranqueamento sobreposta ao modo de ligagdo do inibidor Bz-nKRR-H
observado na estrutura 3U1l (verde). A proteina e o inibidor Bz-nKRR-H estdo representados em
superficie e sticks, respectivamente. A regido NS2B em amarelo e o dominio NS3pro em cinza.
Figura preparada com o programa PyMOL (SCHRODINGER, 2013).

Obtida usando a funcédo de ranqueamento ChemPLP e o programa GOLD (VERDONK et al., 2003)

Obtida usando a funcéo de ranqueamento ChemPLP, com modificacdes, e o programa GOLD (VERDONK et
al., 2003)

@
(b)

Nesta pose, 0 grupo benzoil ocupa o sitio S; (posicdo que deveria ser ocupada pela

Arg-P;) e a Arg-P; ocupa a cavidade Sz (que deveria ser ocupado pela Lys-P3). Ainda, o valor
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do RMSD entre a pose do inibidor Bz-nKRR-H obtida por ancoramento e observada na
estrutura 3U1l foi igual a 7,7 A. Com base nestes resultados, este ancoramento néo foi
considerado validado. Estes resultados podem ser devido, entre outros fatores, a menor taxa
de acerto dos programas de ancoramento em posicionar corretamente ligantes com alta
flexibilidade (ou seja, com grande nimero de ligagcdes com livre rotacdo) (BOSTROM;
NORRBY; LILJEFORS, 1998; LARSON, 2012). Assim, visando favorecer o posicionamento
correto deste inibidor no sitio ativo da NS2B/NS3pro do DENV foi necessario introduzir
algumas mudancas na funcdo de ranqueamento e incluir uma ligacdo covalente entre ele e a
proteina. Estas mudancas na funcdo de ranqueamento consistiram em indicar alguns atomos
dos residuos de aminoacido do sitio ativo como favoraveis para formar ligac6es de hidrogénio
(aceptoras e/ou doadoras) com o inibidor (para uma descri¢cdo completa destas mudancas vide
item 3.5.4.9). A inclusdo das mudancas na funcdo de ranqueamento e a formacéo da ligacédo
covalente produziram resultados significativamente melhores que os obtidos, anteriormente,
usando os parametros padrdes do programa. Na pose de melhor fitness obtida para o inibidor
Bz-nKRR-H, os residuos Arg-P1, Arg-P; e Lys-P3 foram posicionados de modo semelhante ao
observado na estrutura 3U1l, ocupando as correspondentes cavidades Si;, S, e S;. Ainda, 0
valor de RMSD obtido foi igual a 3,18 A. O residuo norleucina (n-P4) e o grupo benzoil (Bz)
do inibidor, entretanto, adotam uma orientacdo invertida em relacdo a observada na estrutura
3U1lI (Figura 4.26 (B)). Esta diferenga pode explicar o alto valor de RMSD obtido. A inspegéo
visual da estrutura 3U1l mostrou que o residuo n-P4 e o grupo Bz estdo expostos ao solvente
formando contatos com uma segunda molécula da célula unitaria, devido ao efeito do
empacotamento cristalino (NOBLE et al., 2012). Considerando que estas posi¢oes
experimentais podem ser um artefato da cristalizagdo ausente no ancoramento, parece
razoavel propor que duas regides do inibidor expostas ao solvente e de mesma natureza —

ambas hidrofobicas — poderiam adotar orientacfes invertidas as observadas no cristal. Com
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base no descrito acima, o valor do RMSD foi calculado, agora, apenas para os residuos Py, P,
e P3 do inibidor sendo igual a 1,32 A. Assim, o ancoramento foi considerado validado e,
entdo, aplicado aos 1.842 compostos previamente selecionados pelo filtro de similaridade.
Cabe ressaltar que nestes ancoramentos todas as mudancas na funcéo de ranqueamento foram
mantidas, exceto pela formacéo da ligacdo covalente.

Tendo em vista que o primeiro filtro aplicado foi 0 modelo farmacoférico ME-Cristal
(Figura 4.23) e que a construcao deste modelo foi baseada em dados experimentais (estrutura
3U1l), neste filtro de ancoramento foram selecionados apenas 0s compostos cujas poses
geradas satisfizessem todas as interacdes preditas pelo modelo MF-Cristal. Procedendo-se
como descrito no item 3.5.4.9 (Materiais e Métodos), a analise dos descritores de ligacdo de
hidrogénio mostrou que 241 compostos tiveram pelo menos uma pose capaz de satisfazer
todas as interacdes preditas pelo modelo farmacoférico. Estes 241 compostos (reducdo de

86,92 %) foram selecionados e, em seguida, submetidos a uma analise por inspecéo visual.

4.3.2.5. Inspecdo visual e selecdo dos compostos para testes de inibicdo frente a

NS2B/NS3pro do DENV

Uma discussdo detalhada sobre a necessidade de se realizar a inspe¢do visual dos
resultados obtidos pelo ancoramento esta apresentada no item 1.8 da Introducédo desta tese.

Procedendo-se como descrito no item 3.5.4.9 (Materiais e Métodos), os 241
compostos selecionados no filtro de ancoramento foram analisados, por inspecao visual, para
verificar seus ajustes no sitio ativo da NS2B/NS3pro do DENV e se suas poses se mostravam
reprodutiveis. Nesta inspecéo visual, foi possivel observar que além dos residuos utilizados
para construir 0 modelo MF-Cristal (Aspl29, Phel30, Glyl151, Glyl53 e Tryl61) os
compostos interagiram, também, com outros residuos do sitio ativo, a saber: (i) His51, Asp75
e Serl35 (triade catalitica); (ii) Val72, Lys131, Gly133, Thr134, Tryl150, Asnl152, Vall54 e

Val155 (dominio NS3pro) e (iii) Arg54, Asp81, Thr83, Met84, Arg85 e 11e86 (regido NS2B).
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Os compostos com pelo menos trés poses capazes de interagir com os residuos da triade
catalitica e/ou com os residuos Met84 e Thr83 da regido NS2B — sugeridos pela literatura
como responsaveis pelas diferencas de especificidade entre as N2SB/NS3pro do DENV e do

WNV (NOBLE et al., 2012) — foram priorizados nesta seleg¢ao visual.

Nesta etapa, 46 compostos foram selecionados como potenciais inibidores da
NS2B/NS3pro do DENV, representando uma reducdo de 80,09 % em relacdo aos 241
compostos selecionados na etapa anterior. Destes 46 potenciais inibidores, 10 (21,74 %)

estavam disponiveis e foram adquiridos para validacdo experimental do Modelo | - DENV.

Por fim, a aplicacdo de todos os filtros de selecdo representou uma reducao total de mais de
99 % em relacdo ao banco ZINC-Original (~ 23x10° compostos). A Tabela 4.14 mostra a
representacdo das estruturas dos dez compostos (denominados DV-01 a DV-10) selecionados

pelo Modelo | — DENV que foram adquiridos e submetidos a testes de inibi¢cdo enzimatica

frente a NS2B/NS3pro do DENV.

Tabela 4.14. Representacéo da estrutura 2D dos 10 compostos (DV-01 a DV-10) selecionados pelo Modelo
I — DENV como potenciais de inibidores da NS2B/NS3pro do DENV e que foram adquiridos
e submetidos ao teste de inibicdo enzimatica. Estas estdo acompanhadas dos seus
correspondentes cddigos ZINC, valores de peso molecular e empresa fornecedora.

#Ref Estrutura Cddigo ZINC  Peso Molecular  Vendedor
N
Il o
DV-01 N g ZINC01654187 232,34 NCI
I H
DV-02 2 D ZINC00270493 313,76 Vitas M Labs
AL
Cl H H
o
I
W\O’
DV-03 @i Vi Q\(o ZINC6214069 322,32 Vitas M Labs
//S\N
O H NH,
DV-04 M ZINC29588623 301,70 Enamine
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Tabela 4.14. (Continua)

#Ref Estrutura Cddigo ZINC Peso Vendedor
Molecular
= o //O .
DV-05 \N' o~ )H J:/\S\\O ZINC44966262 327,42 Enamine
H H H
o
DV-06 M ZINC48260384 278,28 Enamine
HN
— " OH F
0 —N NH, . g
\ /
DV-07 MM 2inc20020078 373,25 Scientific
Iow \, Exchange
//N
o —N Scientific
- | | D
DV-08 BN M D ZINC20922301 379,48 Exchange
H \NHZ
\0
o N—N NH, . v g
H | N /
DV-09 - NW]AS/H% "o ZINC20922428 398,48 Scientific
I e, Exchange
O 4 f
H [ A Scientific
DV-10 Nm/\s/k"\ ZINC21035463 328,80 Exchange

4.3.2.6.

Validagdo experimental

Como apresentado e discutido no item 1.4 da Introducéo desta tese, por melhor e mais

adequados que tenham sido os filtros usados para construir o modelo de busca virtual, a

verdadeira utilidade deste modelo na busca de compostos bioativos s6 pode ser avaliada e/ou

comprovada apos a sua validacdo experimental, atraves, por exemplo, de ensaios enzimaticos.

Assim, os 10 compostos selecionados pelo Modelo | - DENV foram adquiridos e submetidos

a ensaios de inibicdo enzimatica frente a NS2B/NS3pro do DENV2. Todos os procedimentos

experimentais usados nesta etapa foram realizados nos laboratérios da Prof®. Wibke Diederich

(Philipps-Universitat de Marburg, Marburg, Alemanha) e estdo descritos no item 3.6.1.
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Ensaios de inibicdo enzimatica frente 2 NS2B/NS3pro do DENV

Como proposto no item 3.6.1, somente compostos com valores de atividade inibitoria
maiores, ou préoximos a 50%, foram considerados como tendo atividade inibitoria
significativa. Assim, dos 10 compostos adquiridos, dois mostraram atividade inibitdria
significativa frente 8 NS2B/NS3pro do DENV2 na concentracdo utilizada (100 pM), sendo
eles: compostos DV-08 (ZINC20922301) e DV-09 (ZINC20922428). Os valores de
porcentagem de inibi¢do dos compostos DV-08 e DV-09 (em 100 puM) foram iguais a 44 + 8
e 53 + 11, respectivamente. Por outro lado, oito deles ndo foram considerados ativos na
concentracdo usada, sendo estes: compostos DV-01 (ZINC01654187), DV-02
(ZINC00270493), DV-03  (ZINC6214069), DV-04 (ZINC29588623), DV-05
(ZINC44966262), DV-06 (ZINC48260384), DV-07 (ZINC20922978) e DV-10
(ZINC21035463). A Tabela 4.15 mostra os valores de porcentagem de inibi¢do (em 100 uM)

obtidos para cada um dos 10 compostos testados e os correspondentes desvios padrdes.

Tabela 4.15. Valores de porcentagem de inibicdo (%, em 100 pM)®@ e dos correspondentes desvios
padréo®™ de cada um dos compostos selecionados pelo Modelo | — DENV.

Inibicdo da NS2B/NS3pro do
DENV2 (%, em 100 puM)

#Ref Estrutura

N
Il o
DV-01 Eﬁ(«vJ\/mz 14+6
I N
DV-02 ( j\f S 15+8
o//s\n)\N/ ”/NHZ

N
DV-03 f,ii:L?ﬂ 242
S
/] N
(o] H

®  Em solucéo tampao pH=9,0 [Tris Base (50 mM) e CHAPS (1 mM)] contendo NS2B/NS3pro do DENV?2 (50
nM, disponivel no grupo da Prof®. Diederich), PhAc-KRR-MCA (20 uM) e cada um dos compostos (100 pM).
®  Considerando pelo menos trés experimentos independentes.
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Tabela 3.15. (Continua).

Inibicdo da NS2B/NS3pro do

#Ref Estrut
e strutura DENV2 (%, em 100 pM)

DV-04 | 15+3
NMCI
2 [o] //0
DV-05 T J X 103

DV-06 NNy 10+9
HN H H
- OH F
o N—N NH
\ /o
DV-07 N)J\/\s/“\,?\ M 26 + 6
Br H \NHz
//N
DV-08© GO 44+38
S N S F{
H

N/N
N\
DV-09© ;\'/ 7(\ >‘ N 53 + 11

DV-10 Wﬁ J\ \>‘"“ 20+ 11

@ Determinados em solucéo tamp&o pH=9,0 [Tris Base (50 mM) e CHAPS (1 mM)] contendo NS2B/NS3pro do
DENV2 (50 nM, disponivel no grupo da Prof® Diederich), PhAc-KRR-MCA (20 puM) e cada um dos
compostos (100 uM).
®  Considerando pelo menos trés experimentos independentes.
©  Compostos considerados significativamente ativos, destacados em cinza na tabela.
Para estes inibidores DV-08 e DV-09, os valores de ICs, foram determinados a partir
de suas curvas dose-resposta, construidas como descrito no item 3.6.1.2 e apresentadas na
Figura 4.27. Estes foram iguais a 266 = 13 e a 195 + 36 UM para os inibidores DV-08 e DV-

09, respectivamente.
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Fragao ativa de NS2B/NS3pro do DENV2 ( vifvg)
Fragao ativa de NS2B/NS3pro do DENV2 ( vifvg)

0,1 0,1

0,0 - 0,0 -

logso [DV-08], uM 10g+o [DV-08], pM

Figura 4.27. Curvas dose-resposta® para os compostos DV-08 e DV-09. Fragio ativa® de NS2B/NS3pro do
DENV2 em funcéo dos valores do logaritmo da concentragdo® (em pM) de cada composto: DV-
08 (A) e DV-09 (B). Experimentos realizados uma Unica vez ou em duplicata
Construida utilizando-se a opcdo LL.2 para curvas dose-resposta do pacote “drc¢” (RITZ; STREIBIG; RITZ,
C. & STREIBIG, 2006) disponivel no programa R (R CORE TEAM, 2013).
®) valores de velocidade inicial de formagdo de produto com (v;), e sem (vp), 0 composto, determinados a partir
das retas de melhor ajuste dos valores de fluorescéncia® em fungéo do tempo (s). Estes foram determinados
usando um dos compostos: DV-08 ou DV-09.

©  Os valores da concentragdo de cada composto utilizados no teste variaram de 0,00 a 500,00 pM.

@ Valores de fluorescéncia obtidos em solucdo tampdo pH=9,0 [Tris Base (50 mM) e CHAPS (1 mM)] contendo
NS2B/NS3pro do DENV2 (50 nM, disponivel no grupo da Prof®. Diederich) e PhAc-KRR-MCA (20 uM), a
37 £ 0,1°C e utilizando-se Agm = 380nm € Ag = 460 nm.

@

Embora os compostos DV-08 e DV-09 tenham apresentado uma certa atividade
inibitdria frente a NS2B/NS3pro do DENV?2, seus valores de ICsy foram consideravelmente
altos (> 100 uM). Adicionalmente, os graus de pureza destes inibidores DV-08 e DV-09 néo

foram avaliados devido a sua baixa atividade inibitoria.

Avaliacdo da estabilidade dos inibidores nas condicées do experimento de inibicao

frente & da NS2B/NS3pro do DENV2

O inibidor DV-09 se mostrou estavel durante os experimentos de inibi¢do. Por outro
lado, foi observada uma mudanca de cor significativa, de marrom para rosa, nas solucoes
estoque do inibidor DV-08 (em DMSO). Assim, fez-se necessario analisar a estabilidade deste
inibidor nas condi¢des do experimento de inibi¢do (solucdo tampdo pH 9,0 [Tris Base (50

mM) e CHAPS (1 mM)]). Nesta tese, procedendo-se como descrito no item 3.5.6.1, a analise
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da estabilidade foi feita acompanhando alteragdes nos correspondentes espectros de absorgéo,
durante 5 horas.

Assim, a partir do espectro de absorbancia da solucéo do inibidor DV-08 (197 uM em
tampao pH =9,0), dois comprimentos de onda maximos (A" = 313 nm e A" 380 nm)
foram selecionados e usados para analisar as estabilidades. A Tabela 4.16 mostra os valores
de absorbancia do inibidor DV-08 registrados a cada hora, durante 5 horas, para cada um dos

comprimentos de onda selecionados.

Tabela 4.16. VValores de absorbancia observados para a solugéo de DV-08 (197 pM em tampio® pH = 9,0),
registrados a cada hora durante 5 horas, em 1, =313 nm e 2,"*= 380 nm.

Valores de absorbéancia
Tempo (horas)

1" (313 nm) 22" (380 nm)
0 1,714 0,074
1 1,703 0,103
2 1,678 0,128
3 1,661 0,152
4 1,651 0,167
5 1,631 0,164

®  Solugdo tampao pH=9,0 [Tris Base (50 mM) e CHAPS (1 mM)].

Considerando-se o erro sistematico do equipamento utilizado (+ 0,004 e + 0,002 para
valores de absorbancia > 0,5 e < 0,5, respectivamente), as variacdes observadas nos valores de
absorbancia ndo foram significativas (A = 0,011 para A;"*) para tempos até 1 hora (tempo
méaximo utilizado nos experimentos de inibicdo). No entanto, ap6s 1 hora de experimento
variagdes significativas (A = 0,036 a 0,083 e A = 0,054 a 0,093 para A" e A"
respectivamente) foram observadas. De acordo com este critério de analise, pode-se
considerar que o inibidor DV-08 mostrou-se estavel apenas durante o tempo do experimento

(< 1 hora), o que ndo ocorria em tempos maiores.
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Para os tempos maiores, considerando a baixa estabilidade observada para DV-08, fez-
se necessario verificar se a mudanca de cor estava associada a qualquer mudanca estrutural.
Assim, procedendo-se como descrito no item 3.5.6.2 (Materiais e Métodos), a identificacdo
e/ou caracterizacdo do inibidor DV-08 bem como dos seus possiveis produtos de degradacéo
foi feita pela analise dos espectros de RMN*H de uma solugéo do inibidor DV-08 registrados
nos diferentes intervalos de tempo (t = 0 e t = 3 dias) onde se observava mudanca de cor. Os
valores de deslocamento quimico (5, ppm) bem como os valores das constantes de
acoplamento J (Hz) observados nestes espectros estdo mostrados na Tabela 4.17.

As atribuicbes dos sinais NH do DV-08 foram confirmadas comparando-as com
aquelas observadas para o reagente de Purpald®, que contém parte da estrutura do inibidor
DV-08. Os valores de deslocamento quimico (8) observados nos espectros de RMN'H,

registrados nas mesmas condicOes, para este reagente estdo apresentados na Tabela 4.18.

Tabela 4.17. Valores dos deslocamentos quimicos (8, ppm) relativos ao TMS (8 = 0 ppm) e das constantes
de acomplamento J (Hz) obtidos nos espectros de RMN'H (DMSO-dg 99,9 %) para o
inibidor DV-08 (3-[(4-amino-5-hidrazino-1,2,4-triazol-3-il)sulfanil]-N-(3-ciano-4,5,6,7-
tetrahidrobenzo-tiofen-2-il) nos diferentes tempos onde se observava mudanca de cor (t=0¢e

t = 3 dias).
7 oA
0 W OH N N\ /N\H
I \ "
H H H H/N\H
Espectro de RMN'H 5 (ppm) e J (Hz)
t=0 12,26 (s, 1H, CONH); 7,15 (s, 1H, (NH): 5,27 (s, 2H, NH-NH,): 4,09

(s, 2H, NNH,); 4,03 (d, 2H, SCH,, J=4,64); 3,27 (d, 2H, COCH,CH,,
J=4,64); 2,61 — 2,58 (m, 2H, SCCH,); 2,47 — 2,45 (m, 2H,
CNCCCHy); 1,76 -1,74 (m, 4H, (CH2CH;)2). Possiveis Impurezas:
2,89 (s, 0,16H); 2,73 (s, 0,21H);

(cor marrom)

t =3 dias 12,68 (s, 1H, CONH); 7,15 (s, 1H, (NH); 5,27 (s, 2H, NH-NH); 4,09
(s, 2H, NNH,); 4,03 (d, 2H, SCH,, J=4,73); 3,26 (d, 2H, COCH,CHj,
J=4,73); 2,61 — 2,57 (m, 2H, SCCHy); 2,47 — 2,45 (m, 2H,
CNCCCHYy); 1,76 -1,74 (m, 4H, (CH2CH;)2). Possiveis Impurezas:
8,44 (s, 0,25H); 5,68 (s, 0,41H); 2,89 (s, 0,16H); 2,73 (s, 0,21H)

(cor rosa)
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Tabela 4.18. Valores de deslocamentos quimicos (6, ppm) relativos ao TMS (6 = 0 ppm) obtidos no
espectro de RMN'H (DMSO-ds 99,9 %) para o reagente de Purpald® (4-Amino-3-hidrazino-
5-mercapto-1,2,4-triazol).

N—/-N H\
/ \ N—
HS/QN)\N\/ :
| H
H/N\H
Composto 0 (ppm)
Purpald® 7,15 (s, 1H, NH); 5,27 (s, 2H, NHNH>); 4,09 (s, 2H, NNH)

Deste modo, pode-se confirmar que os sinais NH para o DV-08 foram atribuidos de
forma correta. Ainda mais, pela Tabela 4.17, observa-se que os espectros de RMN'H do
inibidor DV-08 registrados em tempos diferentes (t = 0 e t = 3 dias) se mostraram
concordantes com a estrutura proposta, entretanto, alguns sinais referentes as possiveis
impurezas foram observados. Para o espectro registrado apds 3 dias, foi observado o
aparecimento de dois novos sinais referentes a possiveis impurezas que ndo haviam sido
observadas de inicio, sugerindo que estes sejam responsaveis pela mudanca de cor observada
para o inibidor DV-08. Nenhuma das possiveis impurezas observadas nestes espectros pode
ser identificada.

Pelas analises feitas, conclui-se que o inibidor DV-08 apresenta estabilidade nas
condicdes do experimento até uma hora ndo sendo possivel, no entanto, identificar a(s) porcéo
estrutural(is) do inibidor DV-08 responsavel(is) pela mudanca de cor.

Tanto a baixa atividade inibitéria dos compostos DV-08 e DV-09 bem como a falta de

estabilidade do inibidor DV-08 sugerem que o modelo de busca virtual (Modelo | - DENV)

precisava ser melhorado. Assim, visando melhorar o modelo de busca virtual duas alteragdes
foram propostas e realizadas: (1) criacdo de outro banco de dados de compostos (“ZINC-
Curated”), removendo os compostos que apresentaram propriedades e/ou estruturas

indesejadas para um composto com caracteristica de farmaco e (2) inclusdo da flexibilidade
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do sitio ativo da NS2B/NS3pro do DENV, em especial dos residuos da regido NS2B. Estes
aspectos foram considerados e serdo apresentados a seguir, no decorrer desta tese (itens 4.3.3

a4.3.6).

4.3.3.Estudos da flexibilidade conformacional da NS2B/NS3pro do DENV por

simulacdes de Dinamica Molecular (DM)

Considerando-se que a regido NS2B da NS2B/NS3pro do DENV apresenta
flexibilidade (vide item 4.3.1.3), somente a partir do segundo modelo de busca virtual
(apresentado no item 4.3.4), tentou-se incluir a flexibilidade conformacional desta protease,
considerando, em especial, os residuos do sitio ativo e da regido NS2B. Uma das ferramentas
para se estudar a flexibilidade conformacional de proteinas sdo as simula¢Ges de Dindmica
Molecular (DM), para mais detalhes vide item 1.10. Assim, simulacdes de DM foram feitas
para explorar a flexibilidade conformacional dos residuos do sitio ativo, em especial, os da
regido NS2B. Todas as simulacdes de DM foram realizadas durante uma visita de trés meses
aos laboratérios da Prof. Christoph A. Sotriffer (Universidade de Wirzburg, Alemanha) e
estdo descritos no item 3.5.4.8 (Materiais e Métodos). Nestas simula¢es foram utilizadas trés
diferentes estruturas inicias, a saber: a primeira corresponde a estrutura 3U1l inalterada,
contendo a Ser135 covalentemente ligada ao inibidor Bz-nKRR-H (denominada “estrutura
covalente”, Figura 4.28 (A)); a segunda foi obtida removendo completamente o inibidor Bz-
NKRR-H (denominada “estrutura livre”) e, a terceira foi obtida mantendo o inibidor Bz-
nKRR-H no sitio ativo, mas clivando a ligacdo covalente entre este e a Ser135 (denominada
“estrutura ndo-covalente”, Figura 4.28 (B)). Parte do material descrito nos proximos
paragrafos faz parte de artigo recentemente publicado no JCAMD, do qual sou primeira autora

(PICCIRILLO et al., 2016), colocado como anexo.
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(A) *‘HZNY NH, (B) mZNY NH,
NleuP, NleuP,
4 HN ArgP, 4 HN ArgP,
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Figura 4.28. Representacdo 2D da estrutura do inibidor Bz-nKRR-H: (A) inibidor covalentemente ligado a
Ser135 (simulagdo de DM da estrutura “covalente™) e (B) inibidor livre (simulacdo de DM da
estrutura “ndo-covalente”). Os residuos do inibidor foram denominados P; a P4, no sentido N-
terminal, seguindo a nomenclatura usual dos substratos de protease.

Visando analisar a flexibilidade dos residuos do sitio ativo da NS2B/NS3pro do
DENV, fez-se necessario definir os residuos que fazem parte deste sitio. Seguindo o critério
descrito no item 3.5.4.8, o sitio ativo da NS2B/NS3pro do DENV contém 17 residuos sendo
estes: Asp81, Gly82, Thr83, Met84 e Arg85 da regido NS2B e His51, Asp75, Asp129, Phel30,
Ser135, Tyr150, Gly151, Asn152, Gly153, Vall54, Vall55 e Tyrl61 do dominio NS3pro

(Figura 4.29).

Figura 4.29. Estrutura 3U1ll (NS2B/NS3pro do DENV3) complexada com o inibidor Bz-nKRR-H
mostrando os residuos do sitio ativo®. A cadeia principal esta mostrada na forma de “cartoon”
e tanto a cadeia lateral dos residuos do sitio ativo (atomos de carbono em cinza e em amarelo
diferenciando os residuos da regido NS2B e dos residuos do dominio NS3pro) bem como do
inibidor Bz-nKRR-H (4tomos de carbono em verde) estdo mostrados na forma de “sticks”.
Figura retirada de Piccirillo, et. al 2016.
@ Definidos nesta tese como sendo todos os residuos da estrutura 3U11 que apresentaram pelo menos trés
atomos distantes 4 A do inibidor Bz-nKRR-H.
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4.3.3.1. Agrupamento hierarquico dos snapshots das simulacdes de DM e

abordagem GRID/PCA

Como descrito na literatura (SCHAEFER; KISKER; SOTRIFFER, 2011), a
flexibilidade dos residuos do sitio ativo foi analisada através do agrupamento hierarquico
baseado nos valores de RMSD. O numero de grupos foi gerado considerando-se um valor de
corte de RMSD igual a 3 A, que resultou em cinco grupos (G1 a G5). O grupo G1 contém
estados conformacionais obtidos nas simulacdes das estruturas “covalente”, “livre” e “néo-
covalente” (10%, 17% e 35%, respectivamente). O grupo G2 contém a maioria dos estados
obtidos nas simulacBes das estruturas “covalente” e ‘“ndo-covalente” (84 e 55%,
respectivamente), além de alguns estados obtidos na simulacao da estrutura “livre” (18%). De
modo analogo, o grupo G3 contém a maioria dos estados obtidos na simulacdo da estrutura
modificada (47%) e, alguns poucos estados obtidos nas simulacdes das estruturas “covalente”
e “ndo-covalente” (6 e 10%, respectivamente). JA os grupos G4 e G5 contém apenas 0s
estados obtidos na simulagdo da estrutura “livre” (9% cada). Para cada grupo, o snapshot
central (Conf-1 a Conf-5) foi escolhido como estrutura representativa do correspondente
grupo e, utilizado nas analises subsequentes bem como na inspecdo visual. Na analise das
estruturas representativas dos grupos (Conf-1 a Conf-5) foi observado que os residuos da
regido NS2B (Asp81, Thr83, Met84 e Arg85) adotam conformacdes diferentes das observadas
na estrutura 3U1l (Figura 4.30). Ja os residuos do dominio NS3pro (His51, Asp75, Asp129,
Phel30, Ser135, Tyrl50, Gly151, Asnl152, Gly153, Vall54, Vall55 e Tyrl61l) adotam
conformagdes proximas as observadas na estrutura 3U1l, sendo os residuos Asp129, Val155 e
Tyrl61 os mais flexiveis. A flexibilidade observada para os residuos da regido NS2B envolve
tanto a cadeia lateral bem como a cadeia principal, enquanto que a flexibilidade dos residuos
Asp129, Vall155 e Tyrl61 do dominio NS3pro envolve apenas a cadeia lateral. Cabe ressaltar

que embora a regido NS2B apresente flexibilidade, nenhuma das estruturas representativas
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esta regido deixou de interagir com a parte central do dominio NS3pro. De modo analogo ao
descrito na literatura (DE LA CRUZ et al., 2014), as mudancas conformacionais observadas
durante as simulacGes de DM correspondem as mudangas na conformagdo “fechada” e ndo ao

equilibrio entre as conformacgdes “aberta” e “fechada”.

(A) | (B)

Figura 4.30. Estrutura 3U11 (NS2B/NS3pro do DENV3) sobreposta & estrutura representativa® (Conf-1 a
Com-5) de cada grupo® (G1 a G5). (A) Cadeia principal da estrutura 3U1l (regido NS2B e
dominio NS3pro em amarelo e cinza, respectivamente) e das estruturas representativas (Conf-1 a
Conf-5 em ciano, verde, azul, roxo e rosa, respectivamente) mostradas na forma de “cartoon”. (B)
Residuos do sitio ativo® da estrutura 3U1I (regido NS2B e dominio NS3pro atomos de carbono
em amarelo e cinza, respectivamente) e das estruturas representativas (Conf-1 a Conf-5 atomos de
carbonos em ciano, verde, azul, roxo e rosa, respectivamente) mostrados na forma de “sticks”.
Figura retirada de Piccirillo, et. al 2016.

Snapshot central do correspondente grupo.

Grupos obtidos através do agrupamento hierarquico usando os valores de RMSD e um valor de corte de 3 A.

Definidos nesta tese como sendo todos os residuos da estrutura 3U1l que apresentaram pelo menos trés &tomos
distantes 4 A do inibidor Bz-nKRR-H.

@
(b)
©

Visando-se analisar se todas estas cinco estruturas representativas precisariam ser
incluidas em nossos modelos de busca virtual, as diferencas estruturais entre a estrutura 3U1l
(cristal) e cada uma das estruturas representativas (Conf-1 a Conf-5) foram analisadas. Esta
analise foi realizada através da abordagem GRID/PCA (PASTOR; CRUCIANI, 1995) como
descrito no item 3.5.4.8 (Materiais e Métodos). As Componentes Principais (CP) 1, 2 e 3

explicaram respectivamente 24, 16 e 13% da variancia dos dados, respectivamente. No
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gréfico de escore das CP1, CP2 e CP3 (Figura 4.31), a CP1 ranqueou as energias de interacdo

das sondas moleculares enquanto que as CP2 e CP3 separaram/distinguiram as seis estruturas.
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Figura 4.31. Gréfico de escore® das CPs 1, 2 e 3 para as energias dos campos de interacéo calculados para
as seis estruturas (3U1l, Conf-1, Conf-2, Conf-3, Conf-4 e Conf-5). Cada ponto representa a
interacdo entre a estrutura e a sonda molecular. Os quadrados em preto, circulos em ciano,
losangos em verde, tridngulos em azul marinho, tridngulos em roxo e asteriscos em rosa
representam as interacfes com as estruturas 3U1l, Conf-1, Conf-2, Conf-3, Conf-4 e Conf-5,
respectivamente. Figura retirada de Piccirillo, et. al 2016.

Obtidos pela ACP das energias dos campos de interagdo molecular calculados para cada estrutura usando o
programa GRID (GOODFORD, 1985) e cinco diferentes sondas moleculares (“DRY”, “N1+”, “N1”, “O” e
“O"’).

Neste grafico, as sondas moleculares “N1” e “N1+” apresentaram os menores valores
de CP1, indicando uma forte interacdo entre estas sondas e os residuos do sitio ativo. Ja a
sonda “DRY”, representando interacdes hidrofobicas, apresenta os maiores valores de CP1.
Considerando a grande densidade de atomos HBA no sitio ativo da NS2B/NS3pro do DENV
(vide Figura 4.18), era esperado que sondas representando grupos HBD (“N1” e “N1+7)
apresentassem uma forte interagdo com os residuos do sitio ativo da NS2B/NS3pro do DENV.
Além disso, a sonda “N1” apresentou valores de CP1 similares ou menores do que 0s valores
observados para a sonda “N1+”. A principio, estes resultados ndo eram esperados, uma vez
que a NS2B/NS3pro do DENV apenas reconhecem substratos com residuos basicos nas

posicdes P; e P, bem como pelo fato desta protease ter residuos &cidos nas cavidades S; e S
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(Asp129 na cavidade S; e Asp75 e Asp81-NS2B na cavidade S;). No entanto, cabe relembrar
que as cavidades do sitio ativo desta protease sdo rasas e que o0 residuo Aspl29 estd exposto
ao solvente, o que pode fazer com que os valores de energia da interacdo iénica com 0s
residuos acidos do sitio ativo desta protease sejam menores. Ainda, os valores de CP2 e CP3
para as estruturas representativas Conf-2 e Conf-3 foram parecidos. Estes resultados indicam
que embora estas estruturas pertencam a grupos diferentes (G2 e G3), os campos de interacdo
moleculares calculados para ambas as estruturas sdo semelhantes. A estrutura Conf-2 foi
escolhida como representativa dos grupos G2 e G3, porque esta representa o grupo G2 que
contétm o maior numero de estados conformacionais. De modo analogo, a estrutura
representativa Conf-4 apresentou valores de CP2 e CP3 comparaveis com 0s observados pra a
estrutura 3ULl. No entanto, os valores de CP2 e CP3 das estruturas representativas Conf-1 e
Conf-5 foram significativamente diferentes entre si e entre os valores observados para as
demais estruturas, exceto pela sonda “DRY”. Adicionalmente, os campos de interagao
molecular calculados para a estrutura Conf-2 sdo claramente diferentes dos calculados pra a
estrutura 3U1l, mostrando diferengas que podem ser importantes para a interacdo ligante-
proteina. Entre estas diferencas, a inspecdo visual dos campos de interacdo destas duas
estruturas (3U1l e Conf-2) indicou que cavidade S, da estrutura Conf-2 é mais favoravel as
interacdes de ligacdo de hidrogénio quando comparada a da estrutura 3U1l. Esta diferenca se
deve ao fato de que nas estruturas Conf-2 a cadeia lateral do Asp81 da regido NS2B estava
voltada para cavidade S, j& na estrutura 3U1l a cadeia lateral deste residuo esta exposta ao
solvente. Na estrutura Conf-4 a cadeia lateral do Asp81 da regido NS2B esta um pouco
distante da porcéo central do dominio NS3pro, adotando uma orientagdo proxima a observada
na estrutura 3U1l. Desta forma, os campos de interacdo modelar calculados para estas duas

estruturas sdo semelhantes. Visando incluir estas diferengas estruturais observadas nos
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modelos de busca virtual, quatro estados conformacionais diferentes (representados pelas

estruturas 3U1l, Conf-1, Conf-2 e Conf-5) devem ser usados.

4.3.3.2. ldentificacdo das interacGes moleculares conservadas durante as

simulacdes de DM

Adicionalmente, todas as ligagdes de hidrogénio, interacdes ibnicas e interacfes
cation-n observadas entre o inibidor Bz-nKRR-H (covalentemente ligado, ou ndo) e os
residuos do sitio ativo da NS2B/NS3pro foram examinadas ao longo das simulaces de DM.
Os resultados obtidos estdo mostrados na Figura 4.32. Seguindo os critérios definidos no item
3.5.4.8, foi possivel identificar quais interacfes se mantiveram estaveis durante as simulacdes
de DM. Assim, ligacdes de hidrogénio envolvendo os residuos Asp81 da regido NS2B e os
residuos Aspl129 e Tyrl61 do dominio NS3pro se mostraram estaveis durante as simulagdes
de DM das estruturas “covalente” e “ndo-covalente” (valores de ocupancia maiores que 30
%). Enquanto que, ligacGes de hidrogénio com os residuos His51 e Glyl51 do dominio
NS3pro se mantiveram estaveis apenas durante a simulagdo da estrutura “covalente” (valores
de ocupéncia iguais a 32 e a 51 %, respectivamente). As ligacdes de hidrogénio com o0s
residuos Phe130, Asn152 e Gly153 do dominio NS3pro observadas na estrutura 3U1I (cristal),
ndo se mostraram estaveis durante nenhuma das simulacdes de DM (valores de ocupéancia
menores que 5%). A ligacdo de hidrogénio com o residuo Met84 da regido NS2B, também
observada na estrutura 3U1l, apresentou uma estabilidade média ao longo das simulagdes de
DM das estruturas “covalente” e “néo-covalente” (valores de ocupancia iguais a 24% e a 12%
respectivamente). De modo analogo, ligacdes de hidrogénio com o residuo Asp75 do dominio
NS3pro, presentes na estrutura 3U1l, mostraram uma estabilidade média durante as duas
simulacbes de DM (valores de ocupéncia iguais a 10% e a 20% respectivamente para
estrutura “covalente” e ‘“ndo-covalente”). Adicionalmente, as ligagdes de hidrogénio

envolvendo o residuo Asp81 da regido NS2B, conservadas nas duas simulagdes, ndo estdo
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presentes na estrutura 3U1I. Esta diferenca se deve ao fato de que na estrutura 3U1I (cristal) o

residuo Asp81 esta exposto ao solvente.
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Figura 4.32. Interagdes envolvendo o Bz-nKRR-H e os residuos do sitio ativo observadas ao longo das
simulacdes de dinAmica molecular das estruturas “covalente” (cinza claro) e “ndo-covalente”
(cinza escuro). (A) Gréfico de barra dos valores de ocupénica das ligacdes de hidrégenio (%) das
interacdes envolvendo os residuos Arg(P,), Arg(P,) e Lys(Ps). (B) Gréficos de caixa® dos valores
de distancia de interacdo (A) para as interacdes idnicas envolvendo os residuos Arg (P;) e Arg
(P,). (C) Gréficos de caixa® dos valores de distancia (A) para interagdo cation-n entre a Tyr161 e
a Arg(P,). As linhas tracejadas em preto mostram os valores de corte (4 A e 3,4 - 4 A) usados pra
definir a estabilidade destas interagdes (BARLOW; THORNTON, 1983; BISSANTZ; KUHN;
STAHL, 2010)(BISSANTZ; KUHN; STAHL, 2010). Figura retirada de Piccirillo, et. al 2016.

Para mais detalhes vide a descricdo que acompanha a legenda da Figura 4.2.

@
Ainda, interacdes ibnicas estaveis com os residuos Asp75 e Aspl29 do dominio

NS3pro foram observadas em ambas as simulagdo de DM. Enquanto que as interacdes idnicas
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com o residuo Asp81 da regido NS2B apresentaram uma estabilidade média. Conforme
apresentado na etapa de reconhecimento da estrutura da NS2B/NS3pro do DENV (item
4.3.1.1), o residuo Arg-P; do inibidor forma interaces cation-t com a Tyrl61 do dominio
NS3pro. Interacdes envolvendo sistemas-n ndo sdo diretamente consideradas pelo campo de
forca ff99SB utilizado nas nossas simulagdes de DM. Contudo, Cerutti e colaboradores
(CERUTTI et al., 2010) observaram em suas simulacdes de DM, realizadas utilizando este
mesmo campo forca, que alguns residuos do sitio ativo mantiveram as orientacdes observadas
em sua estrutura cristalografica, nas quais se observava a formacéo de interagdes de tipo =-
stacking. Baseado nisto, nos propomos (PICCIRILLO et al., 2016) considerar a interacdo
cation-m como estavel se a distancia entre o grupo guanidino do residuo Arg-P; do Bz-nKRR-
H e o anel aromatico da Tyr161 se mantiver, ao longo de toda simulacdo de DM, compativel
com a esperada para este tipo de interacdo (entre 3,4 a 4 A (BISSANTZ; KUHN; STAHL,
2010)). Desta forma, uma interacdo cation-n estavel envolvendo a Tyrl61 foi observada
apenas na simulagdo “covalente”.

A andlise da estabilidade destas interagdes ao longo das simulacdes de DM mostrou
que as interacbes envolvendo o residuo Met84 da regido NS2B e os residuos Phe130, Asn152
e Gly153 do dominio NS3pro nédo séo estaveis. Cabe lembrar que ligacbes de hidrogénio com
os residuos Phel30 e Gly153 do dominio NS3pro foram incluidas no primeiro modelo
farmacoférico gerado, o que poderia explicar a baixa atividade dos compostos selecionados
por este modelo. Desta forma as interagdes com os residuos Met84 (NS2B), Phe130, Asn152
e Gly153 deverdo ser incluidas com cuidado nos proximos modelos farmacoforicos gerados.
Adicionalmente, interagbes tanto com Asp81 da regido NS2B bem com His51, Aspl29 e
Glyl51 do dominio NS3pro serdo priorizadas na constru¢cdo dos proximos modelos

farmacoforicos.
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4.3.3.3. Identificacdo dos modos de ligacdo do inibidor Bz-nKRR-H

De modo analogo ao descrito acima, o espaco conformacional do inibidor Bz-nKRR-H
foi analisado através do agrupamento hierarquico baseado nos valores de RMSD. Como
descrito no item 3.5.4.8 (Materiais e Métodos), a analise das simulacbes de DM das estruturas
“covalente” e “ndo-covalente” foi realizada em separado tendo em vista que 0 nimero de
atomos do inibidor Bz-nKRR-H varia de acordo com estrutura utilizada (presenca, ou
auséncia da ligacdo covalente com a Ser135). O nimero de grupos foi gerado considerando-se
um valor de corte de RMSD igual a 5 A, resultando em seis (denominados Cov-1 a Cov-6) e
sete (denominados Nonc-1 a Nonc-7) grupos para as simulagdes das estruturas “covalente” e
“ndo-covalente”, respectivamente. O grupo Cov-6 contém 64% dos estados conformacionais
do inibidor Bz-nKKR-H observados durante a trajetoria da estrutura “covalente”, enquanto
gue os demais estados conformacionais desta trajetdria estdo distribuidos entre os grupos
Cov-1, Cov-2, Cov-3, Cov-4 e Cov-5 (2, 14, 3, 3 e 14%, respectivamente). J& 64% dos
estados conformacionais do inibidor Bz-nKKR-H obtidos na simulagdo “néo-covalente” estdo
igualmente distribuidos entre os grupos Nonc-2, Nonc-3 e Nonc-7 (23, 20 e 21% dos estados
conformacionais, respectivamente). Os grupos Nonc-1, Nonc-4, Nonc-5 e Nonc-6 contém 16,
6, 13 e 1% dos estados conformacionais do inibidor Bz-nKKR-H obtidos na simulagio “nédo-
covalente”. Estes resultados mostram que durante a simulacdo da estrutura “covalente” 0
inibidor Bz-nKRR-H adota um modo de ligagdo preferencial. Por outro lado, durante a
simulacdo da estrutura “ndo-covalente”, pelo menos trés modos de ligacdo, igualmente
favoraveis, sdo observados. Para os grupos mais populosos (Cov-6, Nonc-2, Nonc-3 e Nonc-
7), 0 snapshot central foi escolhido como estrutura representativa do correspondente grupo
(Conf-Cov6, Conf-Nonc2, Conf-Nonc3 e Conf-Nonc7) e utilizado nas analises subsequentes

bem como na inspecéo visual. Analisando estas estruturas representativas, foi observado que
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Arg-P, € 0 Unico residuo que fica proximo a estrutura 3U1l (cristalografica) em todas as

estruturas representativas, como apresentado na Figura 4.33.

Figura 4.33. Representacdo do inibidor Bz-nKRR-H da estrutura 3U1l (NS2B/NS3pro do DENV3)
sobreposto aos inibidores das estruturas representativas® (Conf-Cové, Conf-Nonc2, Conf-
Nonc3 e Conf-Nonc7) dos grupos® mais populosos. Todos os atomos de oxigénio e de
nitrogénio estdo mostrados em azul e em vermelho, respectivamente. Os atomos de carbono da
estrutura 3U1I estdo mostrados em cinza e os atomos de carbono das estruturas representativas
Conf-Cov6, Conf-Nonc2, Conf-Nonc3 e Conf-Nonc7 estdo mostrados em verde, em laranja, em
amarelo e em rosa, respectivamente. Para melhor visualizagdo, os atomos de hidrogénio foram
excluidos e os demais mostrados na forma de “sticks”. Figura retirada de Piccirillo, et. al 2016.
Snapshot central do grupo.

Grupos obtidos através do agrupamento hierarquico usando os valores de RMSD e um valor de corte de 5 A,

@

Nas estruturas Conf-Cov6, Conf-Nonc2 e Conf-Nonc3 o residuo nLeu-P,4 e o grupo Bz
do inibidor adotam uma orientacdo invertida em relacdo & observada na estrutura 3U1l. E
interessante ressaltar que esta mesma orientacdo invertida havia sido observada na etapa de
validacdo do ancoramento, utilizando o programa GOLD (JONES et al., 1997), descrita no
item 4.2.2.4. De modo anédlogo ao apresentado na etapa de validagdo do procedimento de
ancoramento, estas posi¢cOes experimentais foram consideradas como um artefato da
cristalizacdo sendo este ausente nas simulagdes de DM. Sendo assim, parece razodvel propor
gue duas regides do inibidor expostas ao solvente e de mesma natureza — ambas hidrofébicas
— poderiam adotar orientagBes invertidas as observadas no cristal. Ainda, nas estruturas

Conf-Cov6, Conf-Nonc2 e Conf-Nonc3 os residuos Arg-P;, Arg-P, e Lys-P3 do inibidor Bz-
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nKRR-H apresentam orientagcdes proximas as observadas na estrutura 3U1l. A estabilidade
das posicdes dos residuos Arg-P; e Arg-P, era esperada, considerando sua importancia no
reconhecimento dos substratos naturais da NS2B/NS3pro do DENV (GOUVEA et al., 2007).
Por fim, na estrutura Conf-Nonc7 as regides do inibidor Bz-NKRR-H estdo expostas ao
solvente, exceto pelo residuo Arg-P, que mantém uma orientacdo proxima a observada no
cristal. Ainda, estes quatro modos de ligacao do inibidor Bz-nKRR-H identificados durante as
simulacdes de DM, representados pelas estruturas Conf-Cov6, Conf-Nonc2, Conf-Nonc3 e

Conf-Nonc?7, serdo utilizados na construcdo de outros modelos farmacoféricos.

4.3.4. Modelos de busca virtual: Modelo 1l - DENV

Conforme descrito no item 4.2.2, os resultados obtidos na etapa de validacao

experimental do Modelo | — DENV sugerem que este primeiro modelo de busca virtual

precisava ser melhorado. Assim, a partir dos conhecimentos e experiéncias adquiridos na
preparacdo do primeiro modelo de busca virtual bem como no estudo da flexibilidade
conformacional da NS2B/NS3pro do DENV através de simulacdes de DM, foi proposto um
segundo modelo de busca virtual de inibidores da NS2B/NS3pro do DENV, denominado

Modelo Il — DENV. Neste segundo modelo foram introduzidas algumas modificacdes, a

saber: (i) no banco de dados de moléculas virtuais usado para fazer a busca virtual; (ii) nos
tipos de filtro de selecdo aplicados ao banco de dados; (iii) no programa de ancoramento
utilizado; (iv) nos critérios de cada um destes filtros de selecdo e (v) na sequéncia de aplicacao
dos diferentes filtros de selecdo.

A primeira mudanca em relagdo ao Modelo | — DENV aplicada na construcéo deste

Modelo Il — DENV foi a construcdo de outro banco de dados de moléculas virtuais para ser

utilizado na busca virtual, denominado nesta tese ZINC-Curated. Dentre as principais etapas
envolvidas na construcdo deste banco, cita-se a aplicacdo de um filtro de solubilidade e, em

seguida, de um filtro de propriedades fisico-quimicas e/ou estruturais. Este segundo filtro foi
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proposto visando, em especial, remover moléculas com grupos funcionais reativos evitando,

assim, a selecdo de compostos com baixa estabilidade, que ja havia sido observada por n6s no

Modelo | - DENV. Uma andlise detalhada dos resultados de cada etapa envolvida na criagdo
do banco ZINC-Curated bem como da analise da aplicacdo destes filtros na diversidade das
propriedades fisico-quimicas e/ou estruturais deste banco ja foram apresentados e discutidos
em detalhes no item 4.2 desta tese.

Assim, partindo-se do banco de dados ZINC-Curated, foram aplicados trés filtros de
selecdo na seguinte sequéncia: ancoramento, “grupos funcionais” e inspe¢do visual. O numero
menor de moléculas presentes no banco ZINC-Curated (7,8x10° moléculas) quando
comparado ao niimero no banco ZINC-Original (23,3x10° moléculas) bem como a utilizacdo
do programa de ancoramento FRED (MCGANN, 2011) permitiu aplicar o filtro de
ancoramento a todo banco de moléculas virtuais. Além da estrutura 3U1l (retirada do PDB),
neste filtro foram incluidas as diferentes conformacdes do sitio ativo identificadas durante as
simulagdes de DM. Ainda, foi, por nds, proposto e aplicado um filtro de “grupos funcionais”.
E, de modo analogo ao primeiro modelo de busca virtual, o Gltimo filtro foi a andlise por
inspecdo visual usando, agora, outros critérios de selecdo, descritos no item 3.5.4.10

(Materiais e Métodos). Por fim, os compostos selecionados pelo Modelo Il — DENV foram

testados como inibidores da NS2B/NS3pro do DENV. A Figura 4.34 mostra uma
representacdo esquematica da sequéncia de aplicacdo de cada filtro bem como os valores da

porcentagem de reduc¢do do nimero de compostos em cada etapa.
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Modelo Il - DENV

Banco de dados ZINC-Curated

l (7‘8X106) Etapas usadas para

A d construcéo do banco
ncoramento usando « Limpeza e corregdo de

3Ull e snapshots da DM estruturas (vide item 4.2)
-99% | (2.000%)

H 13 H 1e?’
Filtro de “grupos funcionais Remocao de compostos

- 44 % l (1.124) » Com grupos com carga
negativa em pH 9 (Moka)

Inspecéo Visual
Critérios de selecéo

-98 % l (28) InteracBes com: D81 (NS2B),

. H51, D75, D129, G151, V155 e
Ancoramento usando a estrutura Aquisicao Y161
3U1l e os snapshots da simulacdes  Fracéo do composto exposta
de DM (Confl, Conf2 e Conf5) -43% l (16) ao solvente
Fred v. 3.0.1 e Chemgauss score 4.0 Vallda(;éo Ensaios de inibicdo enzimética
Melhor pose paril cada composto Experimental frente & NS2B/NS3pro do DENV2

*500 compostos com melhor
ajuste em cada ancoramento

Figura 4.34. Representagdo esquematica da sequéncia de filtros de sele¢do aplicados ao banco ZINC-
Curated representando usada no segundo modelo de busca virtual (Modelo 11 — DENV). Entre
parénteses sdo indicados os nimeros de compostos selecionados em cada etapa e ao lado a
porcentagem de redugdo por cada filtro.*Considerando-se os 500 compostos com melhor encaixe
no sitio ativo da NS2B/NS3pro do DENV obtidos em cada um dos quatro procedimentos de
ancoramento.

4.3.4.1. Ancoramento

A primeira etapa do procedimento de busca virtual foi a aplicacdo de um filtro
ancoramento a todas as moléculas presentes no banco de dados ZINC-Curated. Todos 0s
procedimentos envolvidos nesta etapa foram feitos usando o programa FRED (MCGANN,
2011) e estdo descritos no item 3.5.4.10 (Materiais e Métodos). Considerando o tamanho do
banco de ZINC-Curated, a escolha do programa de ancoramento FRED (MCGANN, 2011) ao
invés do programa GOLD (JONES; WILLETT; GLEN, 1995; VERDONK et al., 2003) se
justifica devido: (i) ao menor custo computacional do ancoramento, pois 0 primeiro usa um
algoritmo de complementaridade de formato ao invés de algoritmo genético (vide item 1.8);

(ii) a disponibilidade de distribuir o calculo em diferentes estacdes de trabalho, o que nao é
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possivel com o programa GOLD devido ao tipo de licenca que temos no nosso grupo e (iii)
aos exemplos de sucesso utilizando o programa FRED (MCGANN, 2011) na busca virtual
descritos na literatura (BRUS et al., 2014; MCGANN, 2011, 2012).

Visando considerar parte da flexibilidade dos residuos do sitio ativo da NS2B/NS3pro
do DENV, além da estrutura 3U1l (cristalogréafica), trés diferentes estados conformacionais
identificados nas simulacdes de DM (representados pelas estruturas Conf-2, Conf-4 e Conf-5)
foram usados nestes ancoramentos. Cabe esclarecer que esta etapa foi realizada
concomitantemente com a andlise dos resultados das simulacGes de DM (item 4.2.3.1). Desta
forma, ainda ndo havia sido observado que: os campos de interacdo moleculares da estrutura
Conf-4 eram similares aos observados para a estrutura 3U1l e que os campos calculados para
a estrutura Conf-1 eram diferentes dos campos calculados para as demais estruturas. Ainda,
em uma primeira analise, por inspecdo visual, as estruturas Conf-1, Conf-3 e Conf-2 pareciam
ser semelhantes entre si (Figura 4.30), enquanto, que as estruturas Conf-4, Conf-5 e 3U1l
pareciam ser diferentes umas das outras (Figura 4.30). Baseado nesta primeira analise, a
estrutura Conf-4 foi escolhida para ser usada nos ancoramentos ao invés da estrutura Conf-1,
sendo esta Gltima sugerida ao final da andlise das simulacGes de DM como relevante para ser
incluida na busca virtual. Assim, todas as moléculas presentes no banco de dados ZINC-
Curated foram submetidas aos ancoramentos no sitio ativo da NS2B/NS3pro do DENV
usando, separadamente, as estruturas 3U1l, Conf-2, Conf-4 e Conf-5. Os resultados obtidos
em cada ancoramento foram, inicialmente, analisados separadamente e os 500 compostos com
0 menor valor de escore (ou seja, com 0 melhor encaixe no sitio ativo da proteina) obtidos em
cada ancoramento foram selecionados para proxima etapa. Cabe ressaltar que embora este
criterio de selecdo tenha suas limitacOes, devido aos erros inerentes das funcbes de
ranqueamento, neste primeiro filtro, o grande nimero de compostos (7,8 milhdes) inviabilizou

que a selecdo dos compostos fosse realizada por inspegdo visual. A seguir, 0S cOmpostos
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selecionados em cada ancoramento foram agrupados, resultando na selecdo de 2.000

compostos (reducdo de 99,99%) que foram submetidos a um filtro de “grupos funcionais”.
4.3.4.2. Filtro de “grupos funcionais”

A segunda etapa da busca virtual foi a aplicacdo de um filtro de “grupos funcionais”
aos 2.000 compostos selecionados pelo ancoramento. Conforme apresentado e discutido em
detalnes no item 4.2, durante a etapa de criacdo do banco ZINC-Curated, filtros de
propriedades fisico-quimicas e/ou estruturais foram aplicados para enriquecer o banco de
dados com compostos com caracteristicas de farmacos. Cabe ressaltar, no entanto, que além
das propriedades ja consideradas, outras propriedades podem ser incluidas dependendo do
receptor alvo estudado. Neste contexto, no item 4.3.1 desta tese estdo apresentadas e
discutidas algumas caracteristicas do sitio ativo da NS2B/NS3pro do DENV. Dentre estas,
cita-se sua preferéncia por substratos contendo residuos de aminoacidos basicos em Py e Py,
que € justificada, dentre outros fatores, pela presenca de trés residuos aminoacidos acidos nas
cavidades S; e S, (Asp75 e Aspl29 do dominio NS3pro e Asp8l da regido NS2B). Vale
lembrar que estes trés residuos apresentaram interacdes estaveis ao longo das simulacfes de
DM (item 4.3.3.2).

Diante disso, foi por nos proposto um filtro de grupos funcionais objetivando remover
0S compostos com cargas negativas e com baixa estabilidade nas condi¢Bes dos experimentos
de inibicdo (pH 9,0). Procedendo como descrito no item 3.5.4.5 (Materiais e Métodos),
inicialmente, foram removidos compostos contendo 0s seguintes grupos funcionais:
dicarbonilicos, acidos carboxilicos, grupos contendo 4&tomos ionizaveis com cargas negativas
(em pH 7,4), grupos protetores (ex. acetal); grupos contendo Nsy3-Nsps € ésteres com bons
grupos de partida que poderiam favorecer reacdes de hidrolise levando a formacéo de acidos
carboxilicos. O numero de compostos apresentando cada um dos grupos funcionais utilizados

neste filtro esta apresentado na Tabela 4.19. Todos compostos eliminados nesta etapa foram
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submetidos, na sequéncia, a uma inspecdo visual, na qual se verificou, em especial, se 0s

ésteres de acidos carboxilicos pareciam ser suscetiveis a hidrolise.

Tabela 4.19. Namero de compostos removidos para cada um dos grupos funcionais considerados neste
filtro.

Grupo funcional considerado Numero de compostos removidos

Dicarbonilicos 87
Acidos carboxilicos 79
Grupos ionizaveis com cargas negativas® (em pH 7,4) 31
Grupos protetores 3
Grupo contendo Nsp3-Nsps 66
Esteres® 26

@ Calculadas durante a criagdo do banco ZINC-Curated.

®  Contendo grupos de partida capazes de favorecer reagdes de esterificagao.

Em uma segunda etapa, 584 compostos cujas espécies, ainda, apresentaram carga
negativa em pH 9,0 foram eliminados. A aplicacdo deste filtro resultou 1.124 compostos

(reducdo de 43,80%) que foram, a seguir, submetidos a uma analise por inspecéo visual.

4.3.4.3. Inspecdo visual e selecdo dos compostos para testes de inibicdo frente a

NS2B/NS3pro do DENV

De modo analogo ao primeiro modelo de busca virtual, os 1.124 compostos
selecionados no filtro de “grupos funcionais” foram analisados por inspec¢do visual para
verificar seus ajustes no sitio ativo da NS2B/NS3pro do DENV. Esta anélise foi feita
procedendo-se como descrito nos descritos nos itens 3.5.4.10 (Materiais e Métodos). Neste

segundo modelo, diferentemente do descrito para 0 Modelo | — DENV, os critérios usados

nesta etapa foram definidos visando selecionar compostos capazes de estabelecer interacdes

com residuos do sitio ativo que formaram interagdes estaveis ao longo das simulagdes de DM,
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como: His51, Asp75, Aspl29, Glyl51 e Asp81 (NS2B). Todos os critérios utilizados nesta

inspecdo estdo descritos no item 3.5.4.10.

Nesta etapa, 28 compostos foram selecionados como potenciais inibidores da
NS2B/NS3pro do DENV, representando uma reducdo de 97,51 % em relacdo aos 1.124
compostos selecionados na etapa anterior. Destes 28 potenciais inibidores, 16 (57,14%)

estavam disponiveis e foram adquiridos para validacdo experimental do Modelo | - DENV.

Por fim, a aplicacdo de todos os filtros de selecdo representou uma reducao total de mais de
99 % em relagdo ao banco ZINC-Curated (~ 7,8x10° compostos). A Tabela 4.20 mostra a
representacdo das estruturas dos dezesseis compostos (denominados DV-11 a DV-26)

selecionados pelo Modelo Il — DENV que foram adquiridos e submetidos a testes de inibicédo

enzimatica frente a NS2B/NS3pro do DENV.

Tabela 4.20. Representacéo da estrutura 2D dos 16 compostos (DV-11 a DV-26) selecionados pelo Modelo
I1 — DENV como potenciais de inibidores da NS2B/NS3pro do DENV e que foram adquiridos
e submetidos ao teste de inibicdo enzimatica. Estas estdo acompanhadas dos seus
correspondentes cddigos ZINC, valores de peso molecular e empresa fornecedora.

#Ref Estrutura Cddigo ZINC  Peso Molecular  Vendedor

o
H
N
DV-11 Oﬁ)kuﬁ( O m  ZINC69421108 283,29 Enamine
° =N

cl
o}
DV-12 °§:©\NJ\N/\EN> ZINC40540323 293,71 Enamine
H H NH
NH, =

~ N/\\
DV-13 ©/\/\ \\/N%NH{ ZINC25605802 244,34 UORSY

NH,

DV-14 C'OQH("\)H 7" ZINC58246768 267,67 Enamine
H
(o]

DV-15 CL ZINC12382552 29641  Vitas M Labs
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Tabela. 4.20 (Continua).

#Ref Estrutura Cddigo ZINC  Peso Molecular  Vendedor

N =
| .
DV-16 Q@AQA@ ZINC12449348 348,48 ChemBridge
DV-17 ©A©v%( ZINC58145695 322.41 Enamine

N
N

/N N [o]
DV-18 @ACLK . ZINC40549171 330,45 Enamine

HN
) J
DV-19 @ J\ /O‘ ZINC71803380 286,37 Enamine
I
o]
S PU
NH n

DV-20 \ ZINC69433258 296,32 Enamine

o

DV-21 . ‘
DWAX@[% ZINC65585171 336,40 Enamine
NH,

DV-22 0 O
= g/\/ " ZINC09581802 287,36 Vitas M Lab
/0 NH
DV-23
Q 0 Princeton
ZINC72258613 294,35 )
W~ N BioMolecular
HN—N |

DV-24 cl !
@j C w—  ZINC08935785 353,20 Enamine
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Tabela. 4.20 (Continua).

#Ref Estrutura Codigo ZINC  Peso Molecular ~ Vendedor

DV-25 o

/ H Princeton
o N NH ZINC72258577 314,34 )
\E/< BioMolecular
/
N
\

(o]

DV-26

[o}
Hzn)h )L/\/ ZINC37046989 255,70 UORSY
Cl N N
H

4.3.4.4. Validacdo experimental

De modo analogo ao Modelo | - DENV, a verdadeira utilidade do modelo Modelo Il —

DENV na busca de compostos bioativos foi comprovada com sua validacdo experimental,

através de ensaios enzimaticos. Assim, 0s 16 compostos selecionados pelo Modelo 11 - DENV
foram submetidos a ensaios de inibi¢do enzimatica frente a8 NS2B/NS3pro do DENV2. Todos
0s procedimentos experimentais usados nesta etapa foram realizados nos laboratérios da
Prof®. Wibke Diederich (Philipps-Universitat de Marburg, Alemanha) e estdo descritos no

item 3.6.1.

Ensaios de inibicdo enzimética frente & NS2B/NS3pro do DENV

Procedendo-se como descrito 3.6.1.1 (Materiais e Métodos), inicialmente, foram
determinados os valores de porcentagem de inibicdo da NS2B/NS3pro do DENV2 de cada
composto (em 100 pM), sendo apresentados na Tabela 4.21. Ainda, como proposto no item
3.6.1.1 somente compostos com valores de atividade inibitoria maiores, ou proximos a 50%,
foram considerados como tendo atividade inibitdria significativa.

Assim, dos 16 compostos adquiridos, o0 composto DV-14 (ZINC58246768) foi o que
apresentou a maior atividade inibitéria (inibicdo de 39 £ 3 %, em 100 uM), no entanto, este

valor € menor do que o observado para os compostos DV-08 e DV-09 selecionados pelo
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primeiro modelo de busca virtual. Os demais compostos nao apresentaram atividade inibitoria

significativa na concentracdo usada, sendo eles: compostos DV-11 (ZINC69421108), DV-12

(ZINC40540323), DV-13
(ZINC12449348), DV-17
(ZINC71803380), DV-20
(ZINC09581802), DV-23

(ZINC72258577) e DV-26

(ZINC25605802), DV-15
(ZINC58145695), DV-18
(ZINC69433258), DV-21
(ZINC72258613), DV-24

(ZINC37046989). A Tabela

(ZINC12382552),
(ZINC40549171),
(ZINC65585171),

(ZINC08935785),

DV-16

DV-19

DV-22

DV-25

421 mostra os valores de

porcentagem de inibicdo (em 100 uM) obtidos para cada um dos 16 compostos testados bem

como os correspondentes desvios padrdes. Considerando a baixa atividade inibitdria destes

compostos seus correspondentes valores de 1Csq ndo foram determinados.

Tabela 4.21. Valores de porcentagem de inibicdo (em 100 pM)® e dos correspondentes desvios padrao®

de cada um dos compostos (DV-11 a DV-26) selecionados pelo Modelo 1l —- DENV.

#Ref

Estrutura

Inibicdo da NS2B/NS3pro do

DENV2 (%, em 100 pM)

o
H
DV-11 Qﬁl)k:/\[o("\i\/w
N
Cl
o
DV-12 °§:©\N)HA©
H H NH
NH, S
=
DV-13 W O" o

NH,

DV-14 — N \
o

DV-15

o,

39+3

@ Determinados em solucéo tamp&o pH=9,0 [Tris Base (50 mM) e CHAPS (1 mM)] contendo NS2B/NS3pro do
DENV2 (50 nM, disponivel no grupo da Prof* Diederich), PhAc-KRR-MCA (20 uM) e cada um dos

compostos (100 pM).

®  Considerando pelo menos trés experimentos independentes.
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Tabela 4.21. (Continua).

Inibicdo da NS2B/NS3pro do
DENV?2 (%, em 100 uM)

#Ref Estrutura

N —
DV-16 Jﬁ@/\@ 19+6
DV-17 @AOVW 1245

N N

/N N o
DV-18 @AO\X _ 1214

HN \ J
DV-19 0 /O« 25+ 11
AN
H H
o]
NH :

DV-20 V) 136
(o)
DV-21 \O o F
NW/\N)kN/©if° 14+1
H H i,
DV-22 B
/\/D
N 20+ 9
o NH
/
DV-23 o
O 13+1
HN—_~ -
Ty
DV-24

cl o
@-@% 15+12
Cl

@ Determinados em solucéo tamp&o pH=9,0 [Tris Base (50 mM) e CHAPS (1 mM)] contendo NS2B/NS3pro do
DENV2 (50 nM, disponivel no grupo da Prof® Diederich), PhAc-KRR-MCA (20 uM) e cada um dos
compostos (100 uM).

®  Considerando pelo menos trés experimentos independentes.
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Tabela 4.21. (Continua).

Inibicdo da NS2B/NS3pro do

#Ref Estrutura
DENV?2 (%, em 100 uM)
DV-25 o
4 H
) N NQN 12+ 6
/
N
\
DV-26

o
Hzn)n 0 13+4
MNHZ
ClI N
H

@ Determinados em solucéo tamp&o pH=9,0 [Tris Base (50 mM) e CHAPS (1 mM)] contendo NS2B/NS3pro do
DENV2 (50 nM, disponivel no grupo da Prof® Diederich), PhAc-KRR-MCA (20 uM) e cada um dos
compostos (100 uM).

®  Considerando pelo menos trés experimentos independentes.

Avaliacdo da estabilidade dos compostos nas condicfes do experimento de inibicdo

frente a da NS2B/NS3pro do DENV2

Como planejamos com relacdo a estabilidade, todos os 16 compostos adquiridos (DV-
11 a DV-26) se mostraram estaveis nas condi¢des do experimento de inibicdo (tampédo pH
9,0). Desta forma, a baixa atividade inibitdria observada para estes compostos ndo pode ser
atribuida a uma falta de estabilidade nas condicdes dos experimentos de inibicdo. Ainda,

considerando que nenhum dos 16 compostos selecionados pelo Modelo II — DENV

apresentou atividade inibitéria frente 8 NS2B/NS3pro do DENV, optamos por nao realizar as
etapas de identificacdo, caracterizacao e determinacdo dos graus de pureza destes compostos.
Assim, considerando que os resultados obtidos, embora tenha selecionado compostos

com maior estabilidade que o Modelo | - DENV, o Modelo Il -DENV néo foi capaz de

selecionar qualquer composto com atividade inibitdria significativa frente a NS2B/NS3pro do
DENV. Dentre as possiveis justificativas para a falta se sucesso desse modelo, quanto a

atividade inibitdria, podemos considerar:
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a) O fato de a selecdo dos compostos ter sido, inicialmente, baseada nos valores de escore
da melhor pose, sem a anélise concomitante da reprodutibilidade de suas correspondentes
poses de ancoramento.

b) A ndo inclusdo de uma etapa de validacdo do procedimento de ancoramento que poderia
ter demostrado alguma limitag&o do programa FRED (MCGANN, 2011)

c) O fato de ter sido utilizado apenas o filtro de ancoramento. Este pode néo ter sido ideal
pra sitios rasos e achatados, como o sitio ativo da NS2B/NS3pro do DENV, pois para

estes espera-se uma menor taxa de sucesso para proteases (IRWIN; SHOICHET, 2016).

Independentemente da razdo do insucesso do Modelo Il — DENV, os resultados

obtidos até este modelo ndo foram satisfatérios. Assim, um novo modelo de busca virtual foi

proposto e construido.

4.3.5. Modelos de busca virtual: Modelo 111 - DENV

Os resultados obtidos na etapa de validacdo experimental do Modelo | — DENV sugere

que este modelo de busca virtual precisaria ser melhorado (vide item 4.3.2.6). Assim, foi
proposto um terceiro modelo de busca virtual de inibidores da NS2B/NS3pro do DENV,

denominado Modelo Il — DENV. Cabe esclarecer que este terceiro modelo de busca virtual

foi proposto e construido concomitantemente com o segundo modelo de busca virtual

(Modelo Il — DENV), incluindo alguns outros aspectos relacionados a flexibilidade

conformacional da NS2B/NS3pro do DENV. Neste terceiro modelo foram introduzidas
algumas modificagdes em relacdo ao segundo modelo de busca virtual, especificamente para:
(i) o banco de moléculas virtuais usado para fazer a busca virtual; (ii) o primeiro filtro de
selecdo aplicado ao banco de moléculas virtuais; (iii) a inclusdo de uma etapa de analise do
desempenho dos modelos farmacoforicos, usando uma série de inibidores peptidomiméticos
da literatura e (iv) os criterios usados em cada um dos filtros de selecdo.

A primeira mudanca em relacdo ao primeiro e segundo modelos de busca virtual na

construgéo do Modelo 111 — DENV foi a escolha do banco de moléculas virtuais NCI para ser
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usado na busca virtual. Esta escolha foi feita considerando que NCI contém varios compostos
com atividade bioldgica ja descrita, além dos seus compostos serem enviados gratuitamente e,
em geral, mais rapidamente do que para os comerciais. Assim, partindo-se do banco NCI,
foram aplicados trés filtros de selecdo na seguinte sequéncia: farmacoforico, “grupos
funcionais” e inspecao visual. Na constru¢ao destes modelos farmacoféricos, além do modo
de ligacédo do inibidor Bz-nKRR-H observado na estrutura 3U1l foram incluidos os diferentes
modos de ligacdo deste inibidor identificados durante as simulacbes de DM. Ainda, o
desempenho destes modelos farmacofdricos foi avaliado, in silico, utilizando uma série de
peptidomiméticos da literatura (YIN et al., 2006). Esta etapa de validacao foi incluida visando
remover 0s modelos que ndo fossem capazes de diferenciar os compostos ativos dos inativos.

De modo anélogo ao Modelo Il — DENV, um filtro de “grupos funcionais” foi aplicado

seguido de inspecdo visual usando, agora, outros critérios de selecdo (descritos no item

3.5.4.12, Materiais e Métodos). Por fim, os compostos selecionados pelo Modelo 11l — DENV

foram testados como inibidores da NS2B/NS3pro do DENV. A Figura 4.36 mostra uma
representacdo esquematica da sequéncia de aplicacdo de cada filtro bem como os valores da
porcentagem de reducdo do nimero de compostos em cada etapa. Parte do material descrito
nos préximos paragrafos faz parte de artigo recentemente publicado no JCAMD, do qual sou

primeira autora (PICCIRILLO et al., 2016), colocado como anexo.



259

Modelo 1l - DENV

Banco de dados NCI

l (259.556) Versao 2014

*Preparado removendo

Modelos farmacoforicos somente as estruturas
duplicadas
-99% | (208"

e B ‘ Filtro de “grupos funcionais’} .
js\ { %‘_\ ) 3 Remocdo de compostos

. &%1 S -44 % l (116) » Com grupos com carga

e 8 e e negativa em pH 9 (Moka)
, Inspecédo Visual e

Modelos farmacoféricos usando disponibilidade Critérios de selecio
os modos de ligacdo da -87 % l (15) -
estrutura 3U1l (Estético-2) e das * Interagbes com: D81 (NS2B), H51,

Aquisic&o D75, D129, G151, V155 e Y161

simulacdes de DM (Dinamico-2) Iy
+ Fragéio do composto exposta ao

Avaliados usando uma série de 31 -0% l (15) solvente
eptidomiméticos (28 ativos e 3 decoys ; 5
pep ( ys) Validacao
*Sendo considerados como hits apenas aqueles ; Ensaios de inibicdo enzimatica
com mais de 6 interacdes: 4 opcionais e 2 Xpe”mental

obrigatérias (ligacGes de hidrogénio estaveis frente a NS2B/NS3pro do
durante as simulagao) DENV2/DENV3

Figura 4.35. Representagdo esquematica da sequéncia de filtros de selecdo aplicados ao banco NCI usada
no terceiro modelo de busca virtual (Modelo 111 — DENV). Entre parénteses sdo indicados 0s
nimeros de compostos selecionados em cada etapa e ao lado a porcentagem de reducéo por cada
filtro.*Compostos selecionados utilizando dois diferentes modelos farmacoféricos previamente
validados in silico aplicando-se os critérios definidos na etapa de validacéo.

4.35.1. Filtro farmacoférico

De modo anédlogo ao primeiro modelo de busca virtual, a primeira etapa do
procedimento de busca virtual foi a aplicacdo de um filtro farmacoférico ao banco NCI
(preparado com descrito no item 3.5.1.1). Visando considerar a flexibilidade do inibidor Bz-
nKRR-H dentro do sitio ativo da NS2B/NS3pro do DENV, além do modo de ligacdo
observado para este inibidor na estrutura 3U1l (cristalografica), os modos de ligagdo, posicao
e orientacdo do inibidor Bz-nKRR-H dentro do sitio ativo das estruturas representativas Conf-
Cov6, Conf-Nonc2 e Conf-Nonc3 foram usados para gerar outros modelos farmacoforicos. O
modo de ligacdo do inibidor Bz-nKRR-H observado na estrutura Conf-Nonc7 mostra apenas
o residuo Arg-P, do inibidor interagindo com os residuos do sitio ativo e, por isto, ndo foi

usado para gerar outros modelos farmacoforicos. A obtencdo das estruturas representativas
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Conf-Cov6, Conf-Nonc2 e Conf-Nonc3, usando simula¢Ges de DM, esta descrita em detalhes

no item 4.3.3.

Construcao de outros modelos farmacoforicos — utilizando os modos de ligacdo do

Bz-nKRR-H obtidos durante as simulacdes de DM (200 ns)

Todos os modelos farmacofdricos gerados com base nas estruturas representativas
(Conf-Cov6, Conf-Nonc2 e Conf-Nonc3) e na estrutura cristalografica foram classificados,
nesta tese, como modelos farmacoforicos “dindmicos” e “estaticos”, respectivamente.
Procedendo-se como descrito no item 3.5.4.12 (Materiais e Métodos), estes modelos
farmacofdricos foram gerados considerando todas as interacdes possiveis entre o inibidor Bz-

nKRR-H e os residuos do sitio ativo da correspondente estrutura usada (Figura 4.36).
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Figura 4.36.

@

(b)

©

@

0]

o o (NS2B)

©

. (NS2B)

Representacéo esquematica dos modelos farmacoféricos® gerados para as estruturas® 3U1l,
Conf-Cov6, Conf-Nonc2 e Conf-Nonc3 da NS2B/NS3pro do DENV3, classificados como:
“estaticos” e “dindmicos”. (A) Modelo farmacoforico “estatico” gerado para estrutura 3U1I com
10 regides de interacéo®. (B? Modelo farmacoforico “dindmico” gerado para estrutura Conf-Cov6
com 9 regides de interagao®. (C) Modelo farmacoforico “dindmico™ gerado para estrutura Conf-
Nonc2 com 13 regides de interagio. (D) Modelo farmacoférico “dinAmico” gerado para estrutura
Conf-Nonc3 com 10 regides de interacdo. Todos os modelos contém regides de exclusdo de
volume® mostradas em cinza As regides HBA, HBD, hidrofébicas e idnicas positivas estio
representadas em verde, vermelho, azul e amarelo, respectivamente. As setas indicam regiGes de
interacdo direcionais. Figura retirada de Piccirillo, et. al 2016.

Gerados com o programa LigandScout (WOLBER; LANGER, 2005) a partir das interagdes identificadas entre
o inibidor Bz-nKRR-H e os residuos do sitio ativo, utilizando os valores de corte padrdo do programa.

A estrutura 3U1I corresponde a estrutura cristalografica obtida por raios-X e as estruturas Conf-Cov6, Conf-
Nonc2 e Conf-Nonc3 correspondem as estruturas representativas dos grupos Cov6, Nonc2 e Nonc3 obtidos
pelo agrupamento hierdrquico dos snapshots das simulagdes de DM (item 4.3.3.3).

Todas as regides de interagdo HBA e HBD possuem um raio de 1,8 A e todas as regides de interagio idnica
positiva ou hidrofébica possuem um raio de 1,95 A,

Definidas a partir das coordenadas dos atomos dos residuos que formam o sitio ativo de cada estrutura.

nimero e natureza da regido de interacdo variam de acordo com o modelo

farmacoférico, como apresentado na Figura 4.36, a saber: (i) modelo farmacoforico “estdtico”

gerado com base na estrutura cristalografica 3U1l, incluindo seis regides HBA, duas regides
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HBD e duas regides interacdo idnica positiva; (ii) modelo farmacoforico “dindmico” gerado
com base na estrutura representativa Conf-Cov6, incluindo quatro regides HBA, duas regides
HBD, duas regides interacdo idnica positiva e uma regido de interacdo hidrofobica; (iii)
modelo farmacoférico “dindmico” gerado com base na estrutura representativa Conf-Nonc2,
incluindo sete regides HBA, trés regides HBD, duas regides interacdo idnica positiva e uma
regido de interacdo hidrofobica e (iv) modelo farmacoférico “dindmico” gerado com base na
estrutura representativa Conf-Nonc3, incluindo quatro regides HBA, trés regides HBD, duas
regides interacdo ibnica positiva e uma regido de interacdo hidrofdbica.

Como descrito no item 4.3.3.2, intera¢des envolvendo ligacGes de hidrogénio estaveis
entre o inibidor Bz-nKRR-H e o0s residuos Aspl129, Tyrl6l e Asp8l (NS2B) foram
identificadas ao longo da simulagdo com a estrutura “covalente”. De modo analogo,
interacdes envolvendo ligacdes de hidrogénio estaveis entre o inibidor Bz-nKRR-H e 0s
residuos Hisb1, Gly151, Tyrl61l e Asp8l (NS2B) foram também identificadas ao longo da
simulagdo com a estrutura “ndo-covalente”. Todas estas interacdes estaveis foram utilizadas
para definir duas regides de interacdo de ligacdo de hidrogénio (aceptoras e/ou doadoras)
como obrigatorias para cada um dos quatro novos modelos farmacoféricos gerados, sendo as
demais regides definidas como opcionais. Considerando que mais de duas interagcdes de
ligacdo de hidrogénio estaveis foram identificadas nas simulagdes de DM com as estruturas
“covalente” e “ndo-covalente” (200 ns, cada), optou-se por usar todas as combinacdes, dois a
dois, possiveis. Assim, a partir destas combinacdes foram gerados dezesseis modelos
farmacofdricos, a saber: seis modelos farmacoforicos a partir das combinagdes do modelo

estatico (denominados Estatico-1 a Estatico-6); seis modelos farmacofdricos a partir das

combinagdes do modelo dindmico baseado na estrutura Conf-Cov6 (denominados Dindmico-
1 a Dinamico-6); trés modelos farmacoforicos a partir das combina¢Ges do modelo dinamico

baseado na estrutura Conf-Nonc2 (denominados Dinamico-7 a Dindmico -9) e, um modelo
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farmacofdrico a partir das combinagdes do modelo dinamico baseado na estrutura Conf-
Nonc3 (denominado Dindmico-10). Os residuos do sitio ativo associados com as duas regides
obrigatdrias, representando ligacfes de hidrogénio estaveis, de cada um dos dezesseis

modelos farmacoféricos estdo apresentados na Tabela 4.22.

Tabela 4.22. Residuos do sitio ativo associados com as regiGes obrigatorias (representando ligagbes de
hidrogénio estaveis) para cada um dos 16 modelos farmacoféricos gerados.

Residuos do sitio ativo associados com as regides

Modelo farmacofdrico .
obrigatorias

Estatico-1 (3U1l) Gly151 e Tyr16l
Estatico-2 (3U1l) Hisb1 e Tyrl61
Estatico-3 (3U1l) Aspl29 e Tyrl6l
Estatico-4 (3U1l) Gly151 e Asp129
Estatico-5 (3U1l) His51 e Asp129
Estatico-6 (3U1l) His51 e Gly151

Dinamico-1 (Conf-Cov6)
Dinamico-2 (Conf-Cov6)
Dinamico-3 (Conf-Cov6)
Dinamico-4 (Conf-Cov6)
Dinamico-5 (Conf-Cov6)
Dinamico-6 (Conf-Cov6)
Din&mico-7 (Conf-Nonc2)
Din&mico-8 (Conf-Nonc2)

Dinamico-9 (Conf-Nonc2)

Hisb1 e Asp129
Gly151 e Asp129
His51 e Gly151
Asp81 (NS2B) e His51
Asp81 (NS2B) e Gly151
Asp81 (NS2B) e Asp129
Asp129 e Tyrl6l
Asp129 e Asp81 (NS2B)
Tyrl61 e Asp81 (NS2B)

Dinamico-10 (Conf-Nonc3) Asp81 (NS2B) e Tyr161

Avaliacdo do desempenho dos 16 modelos farmacoféricos usando série de

peptidomiméticos da literatura

A capacidade destes 16 modelos farmacoforicos selecionarem inibidores conhecidos e
diferenciarem compostos ativos de inativos foi avaliada usando uma série de 31

peptidomimeticos da literatura (YIN et al., 2006) ja testados frente a NS2B/NS3pro do
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DENV. Esta classe de compostos foi escolhida, pois é a mesma do inibidor presente na
estrutura usada como ponto de partida nas simulacdes de DM (item 4.3.3). Esta série foi
preparada procedendo-se como descrito no item 3.5.2.1 (Materiais e Métodos) e contém 28
compostos ativos, incluindo o préprio inibidor Bz-nKRR-H, e ainda 3 inativos. As estruturas
e os valores das constantes de inibicdo (K;) destes peptidomiméticos frente a esta protease

(YIN et al., 2006) estdo apresentados na Tabela 4.23.
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Tabela 4.23. Representacdo esquematica das estruturas dos 31 peptidomiméticos retirados da literatura e os respectivos valores da constante de inibicao (Ki, uM)
frente & NS2B/NS3pro do DENV (YIN et al., 2006). Valores dos erros/desvios nédo relatados.

] e L. Ki . e L. K . e . Ki
# Peptidomimético # Peptidomimético # Peptidomimético
(M) (M) P (M)
H
o} o}
1 Oﬁjﬁﬁ;ﬂé;ﬁt?‘ 1,5 5 7S) H‘fsi G) H{%\ 6,0 9 11,6
0 0 | Ho g Ho o
NH
Ny’ HZNANH; NH;'
HoNe oNH; H,N )
2 \bw“ﬁ wd“ all 28 6 el el 68 10 12,0
HSO HfSJO I(H:L ) ©)‘\n:810 Q:*mo H\LH , ,
NH M
NHy’ H;N)\NHI Ry Hzm’gmg
H, H Hy H
H H Q Q
3 &N&Miémt% 53T v { P 75 11 158
H o H o H o H o § A
NH
NH;" HZN’%\IHZ’ NH;'
NN, N M,
X 9
N a H 0 H O o oD Ho§
4 %M{%&Nﬁu\\{ 5’8 8 @AEW N fS) H(s)o Mﬁ%u:H 9,4 12 15,9
M M
W Hzm’lﬁw; M Hzm’lﬁw;

*Bz-nKRR-H



Tabela 4.23. (Continua).

. L Ki . . Ki . . Ki
# Peptidomimético # Peptidomimético # Peptidomimético
P (UM) P (UM) P (UM)
HZN\%\IH{ HZN‘NﬁNHl HzN\rﬁ\H;
NH
Y 1.9 [ Hol 17 D)Y”uso Mdi all 330 21 @j}r&(ﬂﬁ wg:H ok, 47,4
13 QJNS) N"r‘a:us; M{%\ 18,6 ©)I\NH{S)0 {:‘mo 5 " ' H o ' oN*kL ’
H o H o
NH
L Y NH5* N HQN)\H;
o w)w C
" @)\ II;I|(S
N7S) N7(S)
y mﬁ)o %: A s 18 { 207 22 51,0
Ej H o H 9
{H\ NH HZNANHZ
NH;" NH;
I\H;
HoN )
\ﬁﬁ 0] (o] (o]
H H
15 O\x‘j@ﬁ\ H S)O.L 221 19 w Sy Sy S'A‘H\H 41,3 23 61,4
S, Y S, (o] (0]
Q)%‘i( )O H H( ’o M(HH ! '
j:m MH3 sz’gm;
HN ”
HNa H H N N, — g
pot 4 0
16 \x é”@-o”\ 286 20 Bﬁr‘fd el 37 24 s 109,0
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Tabela 4.23. (Continua).
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. L Ki . . Ki . . Ki
# Peptidomimético # Peptidomimético # Peptidomimético
P (UM) P (UM) P (UM)
H2N 2‘ 2! 2’
fH HIHN/ENH D)Y 0 o Inativo
H H
NI G IRCL
25 @j}fs%rm md;ﬂﬁH 1133 28 @/ﬁ:)fu WéNJLH 1780 31 @ﬁ"o EJT \I\LH > 500
H g H o H o H o ¢£
N X NH
NHS' HZNJ%AHZ' NH;" s HzN/gNH;
HQNYI\H{
)’m 0 H ol H O .
H £ w i NS N/(g(N S')""LH Inativo
26 @jﬁ;"mo NS m( SO 115,0 29 H o H o ﬁ\L
> 500
N . NH
NH HzN/thz' NH; HZN’gNH;
H,l ) HoN: Hy'
P Y
Inativo
27 ©»j:>sﬁ(n’53) Né:; S‘zj\H 138,0 30 @j&,nﬁ Nﬂg:n S‘lj\H
H [e] H (o] {t@ H o H o (5 >500
a
NH NH;"
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Todos os 16 modelos farmacoforicos foram aplicados a série de peptidomiméticos e,
apenas compostos capazes de respeitar seis ou mais regides de interacdo (duas obrigatdrias e
quatro opcionais) foram considerados como hit*3. Os hits e o nimero de hits (total, ativos e

decoys™) selecionados para cada um dos modelos estdo mostrados na Tabela 4.24.

Tabela 4.24. Hits e nimero de hits total, ativos e inativos selecionados para cada um dos 16 modelos

farmacofdricos gerados.

Modelo

farmacoforico

Hits selecionados

Numero de hits

Total  Ativos Decoys
Estatico-1 1,3, 4% 10 - 13, 15, 17, 18, 20, 24, 16  13(81%) 3 (19%)
28, 29°, 30°, 31°
Estatico-2 1,4%, 10, 17, 18, 20, 24, 26, 28 9 9 (100%) 0
Estatico-3 1,2,3 4% 5, 7,9, 10, 12, 14, 16,17, 21  19(90%) 2 (10%)
18, 20, 22, 23, 24, 26, 27, 29°, 30°
Estatico-4 1,4 10, 18, 20, 21, 24, 31° 8 7(88%) 1 (12%)
Estatico-5 1, 18, 20, 26, 31' 5 4 (80%) 1 (20%)
Estatico-6 1, 10, 18, 20, 24, 31' 6 5(83%) 1 (17%)
Dinamico-1 4222, 28, 30 4 3(75%) 1 (25%)
Dinamico-2 429, 10, 14, 19, 22 6 6 (100%) 0
Dinamico-3 4210, 21, 22, 29°, 31° 6 4 (67%) 2 (33%)
Dinamico-4 4210, 21, 29', 30" 5 3(60%) 2 (40%)
Dinamico-5 1,3,4% 6,89, 10,11, 14, 15,19, 21, 13  12(92%) 1 (8%)
29°
Dinamico-6 1,3,4%5, 6,789 10, 11, 12, 13, 20 18 (90%) 2 (10%)
14, 15, 16, 19, 20, 23, 29°, 30°
Dinamico-7 3,4%7,8,10-12,15,16,22,25,29° 12  11(92%) 1 (8%)

@ " Inibidor Bz-nKRR-H.
Composto inativo (K; > 500 pM).

B Hit é molécula com estrutura identificada/conhecida que possui uma atividade em um ensaio
biologico abaixo de determinado valor corte (BUCKLE et al., 2014), correspondendo aos compostos

selecionados na busca virtual.
1 Falsos positivos.
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Tabela 4.24. (Continua).

Modelo NuUmero de hits

farmacoforico

Hits selecionados

Total  Ativos Decoys

Dinamico-8 1,2, 6 8 10, 11, 14, 15, 16, 19, 21, 15  14(93%) 1 (7%)
22,24, 25, 29°

Dinamico-9 1,3, 4% 6,8, 10, 11, 14, 15, 22, 25, 14  13(93%) 1 (7%)
27,28, 29"

Dindmico-10 1,3, 4% 5,6,7, 8,10, 11,12, 13,14, 23 21(91%) 2 (9%)
15, 16, 17, 22, 24, 25, 26, 27, 28, 29",
31°

@ Inibidor Bz-nKRR-H.
® Composto inativo (K; > 500 pM).

Analisando os resultados da Tabela 4.24 observa-se que nenhum dos modelos foi
capaz de selecionar todos os compostos ativos da série de peptidomiméticos. Como esperado,
a maioria dos modelos farmacoféricos foi capaz de selecionar o inibidor Bz-nKRR-H.

Embora os modelos Estatico-1, Estatico-3, Dindmico-3, Dindmico-4, Dinamico-6 e

Dinadmico-10 tenham selecionado grande parte dos compostos ativos, estes modelos também
selecionaram compostos inativos. O fato de tanto compostos ativos como inativos terem sido

selecionados sugere que estes modelos farmacoféricos seriam pouco seletivos. Em

contrapartida, os modelos farmacoféricos Estatico-2 e Dindmico-2 ndo selecionaram qualquer
composto inativo, sendo ainda capazes de selecionar 32 % e 21 % dos compostos ativos,
respectivamente. E interessante observar que estes dois modelos selecionaram hits diferentes,
exceto para os hits numero 4 (inibidor Bz-nKRR-H) e nimero 10. A aplicacdo, concomitante,

dos modelos Estatico-2 e Dindmico-2 permite selecionar cerca de 46 % dos compostos ativos.

Estes resultados sugerem que os modelos Estatico-2 (estrutura 3ULl) e Dindmico-2
(simulagdes de DM) se complementam permitindo identificar um nidmero maior de inibidores

da NS2B/NS3pro do DENV.
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Aplicacdo dos modelos farmacoforicos Estatico-2 e Dindmico-2 ao banco ZINC-

Curated

Considerando os resultados obtidos na etapa de avaliacdo do desempenho dos 16

modelos farmacoféricos gerados, apenas 0s modelos Estatico-2 e Dinamico-2 foram

utilizados como filtro neste terceiro modelo de busca virtual. Procedendo-se como descrito no
item 3.5.4.1, os dois modelos foram aplicados ao banco NCI usando o programa LigandScout
(WOLBER; LANGER, 2005). Durante esta etapa, 0 programa selecionou, respectivamente,
21.701 (reducdo de 91,64%) e 17.005 (reducdo de 93,45%) compostos capazes de satisfazer
as caracteristicas minimas (ou seja, as duas regides de interacdo obrigatorias) requeridas pelos

modelos farmacoféricos Estatico-2 e Dindmico-2. Dos 21.701 compostos selecionados pelo

modelo farmacoforico Estatico-2, apenas 156 (reducdo de 99,94 %) foram considerados hits
(compostos capazes de respeitar seis ou mais regides de interacdo). De modo analogo, dos
17.005 compostos selecionados pelo modelo farmacofoérico Dinamico-2, apenas 52 (reducao

de 99,69 %) foram considerados hits.
4.3.5.2. Filtro de “grupos funcionais”

Os 208 hits selecionados foram submetidos a um filtro de “grupos funcionais”, de
modo analogo ao descrito para o segundo modelo de busca virtual (item 4.3.4.2), visando
excluir tanto compostos com grupos com carga negativa em pH 9,0 (condi¢cBes do
experimento de inibicdo) bem como compostos contendo grupos pouco estiveis nas
condi¢Bes do experimento. De modo anélogo ao descrito no item 4.3.4.2, numa primeira
etapa, foram removidos 0s compostos contendo 0s seguintes grupos funcionais:
dicarbonilicos; acidos carboxilicos; grupos protetores (ex. acetal); grupos contendo Nsp3-Nsps
e ésteres de acidos carboxilicos suscetiveis a hidrélise que poderiam formar os acidos

correspondentes. O nimero de compostos eliminados por cada um dos grupos funcionais
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utilizados neste filtro esta apresentado na Tabela 4.25. Todos compostos eliminados nesta
etapa foram submetidos a inspecdo visual, na qual se verificou, em especial, se 0s ésteres de

acidos carboxilicos pareciam ser suscetiveis a hidrolise.

Tabela 4.25. Namero de compostos removidos por cada um dos grupos funcionais usados neste filtro.

Grupo funcional usado Ndmero de compostos removidos
Dicarbonilicos 2
Acidos carboxilicos 39
Grupos protetores 1
Grupo contendo Ngp3-Nsps 2
Esteres de 4cidos carboxilicos® 11

@ Suscetiveis a hidrolises.

Em uma segunda etapa, 37 compostos cujas espécies, ainda, apresentavam carga
negativa em pH 9,0 foram eliminados. A aplicacdo deste filtro resultou em 116 compostos

(reducdo de 44,23%) que foram, a seguir, submetidos a uma analise por inspecao visual.

4.3.5.3. Inspecdo visual e selecdo dos compostos para testes de inibicdo frente a

NS2B/NS3pro do DENV

Como discutido na Introducdo e de modo analogo aos demais modelos de busca
virtual, os 116 compostos selecionados no filtro de “grupos funcionais” foram analisados,
individualmente, por inspecdo visual para verificar seus ajustes no sitio ativo da
NS2B/NS3pro do DENV. Embora os compostos do banco NCI estejam disponiveis
gratuitamente, sua remessa depende do composto estar, ou nao, disponivel no momento da
solicitacdo. Assim, como descrito no item 3.5.4.11 (Materiais e Metodos), 0s compostos
foram analisados quanto a sua disponibilidade para remessa. Dos 116 compostos
selecionados, apenas 44 (37,93 %) estavam disponiveis em quantidade suficiente (> 5 mg). A

sequir, estes 44 compostos foram analisados por inspe¢éo visual para verificar seus ajustes
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aos correspondentes modelos farmacoforicos (Estatico-2 ou Dindmico-2) utilizados na etapa

de selecdo de cada composto.

Nesta etapa, 15 compostos foram selecionados como potenciais inibidores da
NS2B/NS3pro do DENV, representando uma reducdo de 87,07 % em relacdo aos 116
compostos selecionados na etapa anterior. Todos estes 15 potenciais inibidores foram

adquiridos para validacéo experimental do Modelo 111 - DENV. Por fim, a aplicacdo de todos

os filtros de selecdo, descritos acima, representou uma reducdo total de mais de 99 % em
relacdo ao banco NCI (~ 259x10% compostos). A Tabela 4.26 mostra a representacio das
estruturas dos quinze compostos (denominados DV-27 a DV-41) selecionados pelo Modelo
Il — DENV que foram adquiridos e submetidos a testes de inibi¢cdo enzimatica frente a

NS2B/NS3pro do DENV.

Tabela 4.26. Representacéo da estrutura 2D dos 15 compostos (DV-27 a DV-41) selecionados pelo Modelo

submetidos ao teste de inibico enzimatica frente a esta protease. Estas estdo acompanhadas
dos seus correspondentes codigos NCI e valores de peso molecular.

#Ref Estrutura Cddigo NCI Peso Molecular
P :
DV-27 HO NN NSC667731 430,48
OH —
Il
posNes
DV-28 o : " NSC667732 444,50

DV-29 HO NS NSC667734 464,92
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Tabela 4.26. (Continua).

#Ref Estrutura Cddigo NCI Peso Molecular
DV-30 Ho NN NSC667738 526,99
OH —
I
HaN N4\N
P A~
DV-31 @M " NSC100107 328,37
\=t k‘
OH
OH
DV-32 Q‘H NSC103358 226,23
O==N"
\ OH
.
OH
DV-33 N NCS04966 210,23
O=N OH
h{/o
o;
DV-34 NH, NCS116805 161,20
H2N/\)<\/
o —N
HO N _ o
DV-35 g NCS132361 297,27
OH
DV-36 0 H NCS140276 189,27
)J\/v"\/\OH
OH
DV-37 N I H NCS371365 296,32
>//\$/"\)\/"\/\OH
NCS4288 298,34

DV-38 O O )J\
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Tabela 4.26. (Continua).

#Ref Estrutura Cddigo NCI Peso Molecular
DV-38 i NCS4288 298,34
DV-39 o NCS54839 213,32

DV-40 AN NCS645806 370,41

OH

OH

Dv-41 - NCS83235 281,71

NH

4.3.5.4. Validacdo experimental

De modo analogo aos demais modelos, a verdadeira utilidade do modelo Modelo 111 —
DENV foi comprovada com sua validacdo experimental, através de ensaios enzimaticos.
Assim, os 15 compostos selecionados por este modelos nos foram disponibilizados pelo Drug
Synthesis and Chemistry Branch — que ¢é parte do Developmental Therapeutics Program,
Division of Cancer Treatment and Diagnosis, National Cancer Institute (NCI) — ¢ submetidos
a ensaios de inibicdo enzimatica frente a NS2B/NS3pro do DENV2. Todos 0s procedimentos
experimentais usados nesta etapa foram realizados nos laboratérios da Prof®. Wibke Diederich

(Philipps-Universitat de Marburg, Alemanha) e estdo descritos no item 3.6.1.

Ensaios de inibicdo enzimética frente & NS2B/NS3pro do DENV

Procedendo-se como descrito 3.6.1.1 (Materiais e Métodos), inicialmente, foram
determinados os valores de porcentagem de inibicdo da NS2B/NS3pro do DENV2 de cada

composto (em 100 uM), sendo apresentados na Tabela 4.27. Ainda, como proposto no item
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3.6.1.1 somente compostos com valores de atividade inibitoria maiores, ou proximos a 50%,
foram considerados como tendo atividade inibitoria significativa.

Assim, dos 15 compostos adquiridos, quatro (26,67%) mostraram atividade inibitoria
significativa frente 8 NS2B/NS3pro do DENV2 na concentracdo utilizada (100 puM), sendo
eles: compostos DV-27 (NCS667731), DV-29 (NCS667734), DV-30 (NCS667738) e DV-33
(NCS103358). Os valores de porcentagem de inibicdo dos compostos DV-27, DV-29, DV-30,
e DV-33 (em 100 uM) foram iguais a 52 + 12; 67 £ 2; 66 £ 3 e 74 + 3, respectivamente. Por
outro lado, onze deles ndo foram considerados significativamente ativos, sendo eles:
compostos DV-28 (NCS667732), DV-31 (NCS100107), DV-32 (NCS04966), DV-34
(NCS116805), DV-35 (NCS132361), DV-36 (NCS4288), DV-37 (NCS140276), DV-38

(NCS371365), DV-39 (NCS54839), DV-40 (NCS645806) e DV-41 (NCS83235).

Tabela 4.27. Valores de porcentagem de inibicdo® (em 100 pM) e dos correspondentes desvios padrao®
de cada um dos compostos (DV-27 a DV-41) selecionados pelo Modelo 111 — DENV.

#Ref Estrutura Inibicdo da NSZB/NS3prcga(EI))o
DENV2 (%, em 100 puM)*
. ®
(o] N

DV-27© Ho NN 52 + 12
OH —
S
Il
“Kle X N\\N/©/
DV-28 P 42 £ 12

®  Determinados em solucéo tamp&o pH=9,0 [Tris Base (50 mM) e CHAPS (1 mM)] contendo NS2B/NS3pro do
DENV2 (50 nM, disponivel no grupo da Prof® Diederich), PhAc-KRR-MCA (20 uM) e cada um dos
compostos (100 pM).

®  Considerando pelo menos trés experimentos independentes.

©  Compostos considerados significativamente ativos, destacados em cinza na tabela.
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Tabela 4.27. (Continua).

Inibicdo da NS2B/NS3pro do

#Ref Estrutura

DENV?2 (%, em 100 pM)@®?

DV-29© Ho NN 67 +2

HO, Cl
HO. /©/
o

z

DV-30© HO NN 66 + 3

HaN N4\N
\©\ )ﬁ)\N/\/OH O
DV-31 "= \
QN/J
DV-32 15+6
O=N \jou
o

OH
DV-33¢ Q‘"q 74+3
OH

o=

DV-34 NH, 10+5
H,N
o /=N
HO N\)\(o\
DV-35 Aiz‘ | 13+6
HO oH

=~
NyN

NH,

@

(b)
(©

Determinados em solugdo tampédo pH=9,0 [Tris Base (50 mM) e CHAPS (1 mM)] contendo NS2B/NS3pro do
DENV2 (50 nM, disponivel no grupo da Prof’. Diederich), PhAc-KRR-MCA (20 uM) e cada um dos
compostos (100 uM).

Considerando pelo menos trés experimentos independentes.

Compostos considerados significativamente ativos, destacados em cinza na tabela.
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Tabela 4.27. (Continua).

Inibicdo da NS2B/NS3pro do

#Ref Estrutura b
DENV?2 (%, em 100 pM)@®?
OH
DV-36 0 H 0
/U\/\/N\/\OH
OH
DV-37 N T H 10+5
7N "\)\/N\/\OH
—N
OH
DV-38 O O i 20+ 6
HN’ ”)k
A
OH
DV-39 oH 0
NH
DV-40 NN 30+6
OH
DV-41 ) 10 + 2

NH

@ Determinados em solucéo tamp&o pH=9,0 [Tris Base (50 mM) e CHAPS (1 mM)] contendo NS2B/NS3pro do
DENV2 (50 nM, disponivel no grupo da Prof’. Diederich), PhAc-KRR-MCA (20 uM) e cada um dos

compostos (100 uM).

®  Considerando pelo menos trés experimentos independentes.

Em seguida, para cada um dos quatro compostos ativos (DV-27, DV-29, DV-30 e DV-

33), o valor de ICs, foi determinado a partir de sua curva dose-resposta construida como

descrito no item 3.6.1.2 (Materiais e Métodos) e apresentada na Figura 4.37. Estes valores

estdo apresentados na Tabela 4.28.
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Fragé&o ativa de NS2B/NS3pro do DENV2 ( vi/vg)

o
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Fragao ativa de NS2B/NS3pro do DENV2 ( vi/vg)

logyp [DV-27], uM logyo [DV-29], uM

(D)

Fracdo ativa de NS2B/NS3pro do DENV2 ( v/vp)

05 0 05 1 15 2 25 3 -1 05 0 0,5 1 15 2 25 3

logqp [DV-30], uM logyg [DV-33], uM

Figura 4.37. Curvas dose-resposta® dos compostos DV-27, DV-29, DV-30 e DV-33. Fragdo ativa® de

NS2B/NS3pro do DENV2 em funcgéo dos valores do logaritmo da concentracdo® (em pM) de cada
composto: DV-27 (A), DV-29 (B), DV-30 (C) e DV-33 (D). Experimentos realizados, pelo menos,
em duplicata, exceto para DV-29.

Construida utilizando-se a opcéo LL.2 para curvas dose-resposta do disponivel no programa R (R CORE
TEAM, 2013).

Valores de velocidade inicial de formacdo de produto com (v;), € sem (v,), composto, determinados a partir
das retas de melhor ajuste dos valores de fluorescéncia® em funcio do tempo (s). Estes foram determinados
usando um dos compostos: DV-27, DV-29, DV-30 e DV-33.

Os valores da concentragdo de cada composto utilizados no teste variaram de 0,00 a 1000,00 puM.

Valores de fluorescéncia obtidos em solucdo tampéo pH=9,0 [Tris Base (50 mM) e CHAPS (1 mM)] contendo
NS2B/NS3pro do DENV2 (50 nM, disponivel no grupo da Prof* Diederich) e PhAc-KRR-MCA (20 uM), a 37
+ 0,1°C e utilizando-se Aey, = 380nm € Agy = 460 Nm.
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Tabela 4.28. Valores de ICs, frente & NS2B/NS3pro do DENV2 (uM) e dos correspondentes erros padréao
de ajuste® obtidos para os compostos DV-27, DV-29, DV-30 e DV-33.

#Ref Estrutura I1Cs0 (ULM)
HO.
. S
? |
DV-27 o N 88+ 8
OH _—

HO. Cl
HO. /©/
o N

DV-29 Ho NS 1£5

DV-30 o S 86+7

/—/OH
DV-33 QH 42+3

@ Calculado pelo pacote “drc” (RITZ; STREIBIG; RITZ, C. & STREIBIG, 2006) do programa R (R CORE
TEAM, 2013).

Analisando a Tabela 4.28 podemos observar que os inibidores DV-27, DV-29 e DV-
30 apresentaram valores de 1Csp comparaveis considerando-se o erro padrdo de ajuste (~ 80
puM). Considerando que estes trés inibidores sdo estruturalmente semelhantes, os resultados
obtidos indicam que as substituicdes tanto de um grupo metila pela fenila na porc¢éo central da
molécula bem como de um &tomo de hidrogénio pelo cloro na posigdo 4 do anel benzénico
(porgdo lateral da molécula) tém pouco efeito sobre a atividade destes compostos, dentro do
erros de ajuste. E interessante observar que o inibidor DV-33 foi 0 mais ativo (ICso = 42 + 3
uM frente a NS2B/NS3pro do DENV2), embora seja bem menor que os inibidores DV-27,

DV-29 e DV-30.
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Adicionalmente, para 0 DV-33, o valor de ICs frente a NS2B/NS3pro do DENV3 foi
determinado, de modo analogo, a partir da curva dose-resposta apresentada na Figura 4.38,
sendo este igual a 40 £ 2 uM. Ainda, vale observar que embora o composto DV-32 seja,
estruturalmente, analogo ao composto DV-33 — contendo um grupo nitro no lugar de um
nitroso — o primeiro (DV-32) ndo mostrou atividade significativa frente a NS2B/NS3pro do
DENV2. Estes resultados sugerem que a inibicdo apresentada pelo DV-33 pode estar

relacionada a uma maior reatividade do grupo nitroso, nas condi¢des do experimento.

Fragao ativa de NS2B/NS3pro do DENV3 ( vi/vg)

-1 -0,5 0 0,5 1 15 2 2,5 3

logyg [DV-33], uM

Figura 4.38. Curva dose-resposta® do inibidor DV-33 frente & NS2B/NS3pro do DENV3. Fracéo ativa® de
NS2B/NS3pro do DENV3 em fungdo dos valores do logaritmo da concentragdo® (em pM) do
composto DV-33. Experimentos realizados, pelo menos, em duplicata.
Construida utilizando-se a opcdo LL.2 para curvas dose-resposta do pacote “drc¢” (RITZ; STREIBIG; RITZ,
C. & STREIBIG, 2006) disponivel no programa R (R CORE TEAM, 2013).
®) valores de velocidade inicial de formacdo de produto com (v;), e sem (vo), DV-33, determinado a partir das
retas de melhor ajuste dos valores de fluorescéncia®® em funcao do tempo (s).

©  Os valores da concentragdo de DV-33 utilizados no teste variaram de 0,00 a 500,00 pM.

@ Valores de fluorescéncia obtidos em solucéo tampao pH=9,0 [Tris Base (50 mM) e CHAPS (1 mM)] contendo
NS2B/NS3pro do DENV3 (50 nM, disponivel no grupo da Prof* Diederich) e PhAc-KRR-MCA (40 uM), a 37
+ 0,1°C e utilizando-se Aey, = 380nm € Agy = 460 Nm.
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Avaliacdo da estabilidade dos inibidores nas condicGes do experimento de inibicao

frente a da NS2B/NS3pro do DENV2/DENV3

Dos quatro inibidores selecionados pelo Modelo 111 — DENV, os inibidores DV-27,

DV-29 e DV-30 sdo sensiveis a luz, constando da descricdo disponibilizada pelo Drug
Synthesis and Chemistry Branch — que ¢ parte do Developmental Therapeutics Program,
Division of Cancer Treatment and Diagnosis, National Cancer Institute (NCI). Assim, estes
compostos bem como suas solucBes estoques (em DMSO) foram mantidas protegidas da luz.
Cabe ressaltar que na construcdo do banco NCI ndo foram incluidos filtros fisico-quimicos
e/ou estruturais visando remover compostos com grupos funcionais reativos (ex. N=N), o que
poderia justificar a falta de estabilidade observada. Ainda, embora reconhecendo a
importancia de analisar estes quatro compostos do NCI, quanto a sua estabilidade e grau de
pureza, estas ndo foram realizadas devido a falta de material.

Embora trés dos quatro inibidores identificados pelo Modelo Il1 — DENV possam ter

problemas com a estabilidade (sensiveis a luz), os inibidores por ele identificados sdo mais

ativos do que os encontrados pelo Modelo | — DENV. Assim, ao se considerar a flexibilidade

conformacional do inibidor Bz-nKRR-H durante a criacdo dos modelos farmacoféricos, em
conjunto com a escolha de modelos baseando-se numa avalia¢do de desempenho (validacao in

silico), permitiu construir um modelo de busca virtual bem melhor do que os anteriores.

4.3.6. Modelos de busca virtual: Modelo 1V - DENV

Considerando os resultados preliminares ndo promissores obtidos para alguns
compostos antes da visita aos laboratérios da Prof®. W. Diederich, Philipps-Universitat de
Marburg, Alemanha (de 30/01/2017 a 24/02/2017), foi construido um quarto modelo de busca

virtual (Modelo IV — DENV). Procedendo-se como descrito no item 3.5.4.12 (Materiais e

Métodos), neste quarto modelo foram introduzidas algumas modificacbes, a saber: (i) nos
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tipos de filtros de selecdo aplicados ao banco de moléculas virtuais; (ii) na classe de
compostos usada para criar os modelos farmacoféricos; (iii) na série de compostos usados na
analise do desempenho dos mesmos e (iv) nos critérios de cada um destes filtros de selecéo.
Assim, partindo-se do banco de dados ZINC-Curated, foram aplicados dois filtros
virtuais para selecionar inibidores de NS2B/NS3pro do DENV, a saber: farmacoforico
(previamente validados in silico) e inspecdo visual. Diferentemente dos demais modelos de
busca virtual, este modelo foi criado e avaliado quanto ao desempenho utilizando inibidores

ndo peptidicos da literatura. Os compostos selecionados pelo Modelo IV - DENV foram

testados como inibidores da NS2B/NS3pro do DENV. A Figura 4.39 mostra uma
representacdo esquematica da sequéncia de aplicacdo de cada filtro bem como os valores da

porcentagem de reducdo do nimero de compostos em cada etapa.

Modelo IV - DENV

Banco de dados ZINC-Curated

1 (7,8x106)

Modelos farmacofdrico
(inibidores nao-peptidicos)

Etapas usadas para

construcdo do banco

 Limpeza e corregéo de
estruturas (vide item 4.2)

-99 % | (1.203)

Inspecao visual

Critérios de selecéo -89 % l (128) Modelos farmacoféricos

* Ajuste ao modelo + Conjunto de 12 modelos

« Evitar compostos muito Disponibilidade farmacoféricos  gerados  usando
flexiveis inibidores néo peptidicos da literatura

« Evitar compostos em -37 % l (81) * Todos o0s modelos tiveram seu
conformacg6es de alta desempenho previamente avaliado
energia Aquisicéo

« Evitar SO, como HBD Considerando

« Evitar ésteres susceptiveis a -78 % 1 (18) + Ajuste ao modelo
hidrolise . - » Tempo de entrega

- Compostos quirais: selecéo Validacao
de ambos isomeros opticos Experimental Ensaios de inibic&o enzimatica frente

a NS2B/NS3pro do DENV2/DENV3

Figura 4.39. Representacdo esquematica da sequéncia de filtros de selecdo aplicados ao banco ZINC-
Curated usada no quarto modelo de busca virtual (Modelo 1V — DENV). Entre parénteses sdo
indicados 0s nimeros de compostos selecionados em cada etapa e ao lado a porcentagem de
reducéo por cada filtro.
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4.3.6.1. Filtro farmacoforico

De modo analogo ao Modelo 11 — DENV, a primeira etapa do procedimento de busca

virtual foi a aplicacdo de um filtro farmacoférico ao banco ZINC-Curated. Para tanto,
procedendo-se como descrito no item 3.5.2., uma série de compostos ndo peptidicos, ja
avaliados experimentalmente quanto a sua atividade inibitoria frente a NS2B/NS3pro do
DENV, foi construida usando dados de literatura (obtidos diretamente de artigos cientificos
ou do banco ChEMBL (BENTO et al., 2014)). Estes compostos foram classificados de acordo
com sua atividade em: ativos (Ki/ICsp <50 uM), pouco ativos (Ki/lICsy entre 50 e 300 uM),
inativos (Ki/lICsop >300 pM) e ndo-competitivos. Adicionalmente, visando considerar os

resultados negativos obtidos nos dois primeiro modelos (Modelo | — DENV e Modelo Il —

DENV), os compostos DV-01 a DV-26 foram incluidos nesta série, agora, como inativos. A
Tabela 4.29 resume a composicao final desta série, indicando, entre parénteses, o numero de

compostos obtidos diretamente de artigos da literatura.

Tabela 4.29. Composicao da série de compostos ndo peptidicos, classificados como: ativos (Ki/lICsy < 50
UM); pouco ativos (Ki/ICsy entre 50 a 300 pM); inativos (Ki/ICsy > 300 puM) e, nédo
competitivos frente a NS2B/NS3pro do DENV. O namero entre parénteses corresponde ao
numero de compostos obtidos diretamente de artigos da literatura.

Série de Classificados segundo sua atividade como
compostos Ativos Pouco Ativos  Inativos N&ao competitivos
Né&o peptidicos 650 (95) 383 (174) 293 (167) 9(9)

Considerando-se que os compostos disponiveis no banco ChEMBL (BENTO et al.,
2014) nem sempre possuem uma descricdo detalhada dos procedimentos experimentais
usados, optamos por considerar como ativos apenas os selecionados diretamente de artigos da
literatura, resultando 95 compostos. Em seguida, dos 95 compostos classificados como ativos,
quinze (Ki/lCsp < 10 uM) foram selecionados para serem usados como referéncia para

construcdo dos outros modelos farmacoforicos. A representacdo das estruturas 2D destes 15
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inibidores (denominados LIT-01 a LIT-15), seus valores de atividade frente a NS2B/NS3pro

do DENV bem como a correspondente literatura estdo apresentados na Tabela 4.30.

Tabela 4.30. Representacdo da estrutura 2D, valor da atividade inibitéria frente a NS2B/NS3pro do
DENYV de cada um dos 15 inibidores (LIT-01 a LI1T-15) selecionados da literatura usados na
construcdo dos modelos farmacofdricos do Modelo 1V- DENV.

. 3 Atividade frente a
Inibidor nimero Estrutura
NS2B/NS3pro do DENV
LIT-01 & ICsp=7,8 UM

\
] M= (DENG et al., 2012)
":?@“” o d
@\/\/ i R
LIT-02 NN \?@ o ok

L (DENG etal., 2012)

LIT-03 K@()jk@ K = 2,0 uM

(KNEHANS et al., 2011)

LIT-04 Q My 80 % (em 25 pM)

7
§j\s oL (LAl et al., 2013)

HN—%NH
LIT-05 N=N ICso=1,1 |J.M
y » (BODENREIDER et al., 2009)
\ /

ICSO = 1,3 |J.M

LIT-06 ° O (LAI; SRIDHAR PRASAD;
< 2 ~S OH

PADMANABHAN, 2013)
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Tabela 4.30. (Continua).

Atividade frente a
NS2B/NS3pro do DENV

Inibidor nimero Estrutura

7 S
q//k 1C5,=2,0 lJ.M

NH OH
LIT-07 O O Ny (LAI; SRIDHAR PRASAD;
©v Z PADMANABHAN, 2013)
(o]
NH," NH,
HN)J\NHQ H2N)J\NH |C50 = 5,0 HM
O, O,
LIT-08 (CREGAR-HERNANDEZ et al.,
H NH NH
2012
H;NZ\N'FEWNH H;N)\Nt—g H;N)\NH2 )
NH,

LIT-09 @(;\V“’}ﬂ Q ICso = 3,5 UM

N (TIEW et al., 2012)

o [¢]
M
o~ \\ o] N _
LIT-10 N~ L@* i Q Ki = 4,0 uM
N[ H H (NGUYEN et al., 2013)
\/N\\
o)
ool
o s AN Ki=3,4uM
LIT-11 “\( W
Y (NGUYEN et al., 2013)

QA
S\\O \(// _
LIT-12 M©/ o Ki=20uM

' (SHIRYAEV et al., 2011)

o/
LIT-13@ Qéo o0 05 B
X v oo O (KOH-STENTA et al., 2015)
H,| \ A

e

@ Inibidor covalente, a esfera indica o centro eletrofilico que é atacado pelo oxigénio da Ser135.
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Tabela 4.30. (Continua).

Atividade frente a
NS2B/NS3pro do DENV

LIT-14 d B Hy\/”\S'B\S IC50=2,2 UM
fj 0) I (LIU etal., 2014)
(o] N—"
LIT-15 ’<\ X N/ls\>\8/\© |C50 = 2,9 HM
" (LIU et al., 2014)
N

Construcdo e avaliacdo do desempenho dos modelos farmacoféricos utilizando

Inibidor nimero Estrutura

inibidores ndo peptidicos da literatura

Como apresentado no item 4.2.1, ndo existem disponiveis, estruturas 3D experimentais
da NS2B/NS3pro do DENV ligada a qualquer um dos 15 inibidores referidos acima (Tabela
4.30). Assim, como descrito no item 3.5.4.12 (Materiais e Métodos), o modo de ligacdo de
cada um destes inibidores no sitio ativo da NS2B/NS3pro do DENV foi obtido por
ancoramento. Inicialmente, todos os inibidores foram ancorados no sitio ativo da estrutura

3U1lI e as poses de melhor ajuste foram utilizadas para gerar varios modelos farmacoféricos.

De modo analogo ao Modelo 111 — DENV e procedendo-se como descrito no item 3.5.4.12, 0
desempenho de cada modelo foi avaliado in silico usando a série de compostos ndo peptidicos
(Tabela 4.29). Nesta avaliacdo, os compostos classificados como pouco ativos, inativos e nao
competitivos foram considerados como decoys, resultando em 685 decoys e 95 compostos
ativos. A Tabela 4.31 apresenta 0 numero de compostos selecionados — total, ativos e decoys
— para os modelos farmacoféricos de melhor desempenho gerados para cada um dos 15

inibidores usando a estrutura 3U1l. Estes modelos foram denominados MF-LIT01-3U1l a

ME-LIT16-3U1l, de acordo com o inibidor e a estrutura usada no ancoramento.
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Tabela 4.31. Numero de compostos selecionados (total, ativos e decoys) pelos modelos farmacoféricos de
melhor desempenho gerados para cada um dos 15 inibidores, usando as poses de
ancoramento no sitio ativo da estrutura 3U1l.

Inibidor Modelo Numero de compostos selecionados
nimero farmacofarico Total Ativos Decoys
LIT-01®  MF-LITO1-3U1l 1 1 0
LIT-02®  MF-LIT02-3U1I 1 1 0
LIT-03 MF-LIT03-3U1l 0 0 0
LIT-04 MF-LIT04-3U1l 78 24 54
LIT-05 MF-LIT05-3U1l 7 4 3
LIT-06®  MF-LIT06-3U1I 6 6 0
LIT-07®  MF-LIT07-3U1I 2 2 0
LIT-08 MF-LIT08-3U1l 3 1 2
LIT-09 MF-LIT09-3U1l 13 8 5
LIT-10 MF-LIT10-3U1l 7 5 2
LIT-11 MF-LIT11-3U1l 47 7 40
LIT-12 MF-LIT12-3U1l 24 1 23
LIT-13 MF-LIT13-3U1l 0 0 0
LIT-14 MF-LIT14-3U1I 5 1 4
LIT-15 MF-LIT15-3U1l 10 8 2

®  Modelos considerados com um desempenho razoével, destacados em cinza na tabela.

Dos 15 modelos farmacoféricos construidos, apenas quatro (MF-LIT01-3Ull, MF-

LITO2-3U1l, MF-LIT06-3U1ll e MF-LIT07-3U1l) ndo selecionaram qualquer decoy sendo,

ainda, capazes de selecionar pelo menos um composto ativo (sendo este o proprio inibidor
usado para construir o modelo). Embora estes quatro modelos ndo tenham sido capazes de
selecionar um grande namero de ativos, estes 0s modelos foram considerados como tendo um

desempenho razoavel, devido a diversidade estrutural na série de compostos. Sendo assim,
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estes foram usados nas proximas etapas. Adicionalmente, os modelos MF-LIT03-3U1l e MF-

LIT13-3U1l ndo selecionaram qualquer composto. J& os demais modelos que selecionaram

um, ou mais, decoys foram considerados como tendo desempenho insatisfatorio.

Assim, 0s compostos usados na construcdo destes Gltimos modelos foram novamente

ancorados utilizando-se, agora, a estrutura Conf-1 obtida nas simulacdes de DM (descritas em

detalhes no item 4.3.3.1). De modo analogo ao ancoramento usando a estrutura 3U1l, as poses

de melhor ajuste foram utilizadas para gerar outros modelos farmacoféricos. O desempenho

destes modelos foi subsequentemente analisado e os resultados dos melhores modelos

(denominados de modo anélogo aos anteriores) estdo apresentados na Tabela 4.32.

Tabela 4.32. Numero de compostos selecionados (total, ativos e decoys) pelos modelos farmacoféricos de
melhor desempenho gerados para cada um dos 11 inibidores, usando as poses de
ancoramento no sitio ativo da estrutura Conf-1 (obtida por simulacdes de DM).

Inibidor Modelo Numero de compostos selecionados
nlimero farmacoforico Total Ativos Decoys
LIT-03®  MF-LIT03-Confl 1 1 0
LIT-04  MF-LIT04-Confl 10 7 3
LIT-05  MF-LIT05-Confl 7 4 3
LIT-08®  MF-LIT08-Confl 1 1 0
LIT-09  MF-LIT09-Confl - - -
LIT-109  MF-LIT10-Confl 1 1 0
LIT-11  MF-LIT11-Confl 36 2 34
LIT-12  MF-LIT12-Confl 0 0 0
LIT-13  MF-LIT13-Confl 0 0 0
LIT-14  MF-LIT14-Confl 0 0 0
LIT-15  MF-LIT15-Confl 4 0 4

@ Modelos considerados com um desempenho razoavel, destacados em cinza na tabela.
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Trés modelos farmacoféricos (MF-LIT03-Confl, MF-LIT08-Confl e MF-LIT10-

Confl) ndo selecionaram qualquer decoy sendo, ainda, capazes de selecionar pelo menos um
composto ativo (sendo este o proprio inibidor usado para construir o modelo). De modo
analogo ao descrito acima, estes foram considerados com tendo um desempenho razoavel
podendo seguir para as proximas etapas. Ja os demais modelos foram considerados como
tendo desempenho insatisfatorio, por ndo selecionarem qualquer ativo ou pelo menos um
decoy. Assim, 0s compostos usados na construcao destes Gltimos modelos foram novamente
ancorados no sitio ativo da estrutura Conf-2 obtida nas simulacdes de DM (descritas em
detalhes no item 4.3.3.1). De modo analogo ao descrito acima, as poses de melhor ajuste
foram usadas para gerar outros modelos farmacoféricos. O desempenho destes modelos foi
subsequentemente analisado e os resultados dos melhores modelos (denominados de modo

analogo aos anteriores) estdo apresentados na Tabela 4.33.

Tabela 4.33. Numero de compostos selecionados (total, ativos e decoys) pelos modelos farmacoféricos de
melhor desempenho gerados para cada um dos 8 inibidores, usando as poses de ancoramento
no sitio ativo da estrutura Conf-2 (obtida por simulagdes de DM).

Inibidor Modelo NUmero de compostos selecionados
namero farmacoforico Total Ativos Decoys
LIT-04 MF-LIT04-Conf2 14 8 6
LIT-05 MF-LIT05-Conf2 5 4 1
LIT-09 MF-LIT09-Conf2 0 0 0
LIT-11 MF-LIT11-Conf2 1 0 1
LIT-12 MF-LIT12-Conf2 0 0 0

LIT-13®  MF-LIT13-Conf2 1 1 0
LIT-14 MF-LIT14-Conf2 0 0 0
LIT-15 MF-LIT15-Conf2 0 0 0

®  Modelo considerado com um desempenho razoével, destacado em cinza na tabela.
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Apenas um modelo farmacoférico (MF-LIT13-Conf2) apresentou desempenho

considerado como razoavel, de acordo com os critérios definidos acima, podendo seguir para
as proximas etapas. Os compostos usados para construir os demais modelos foram ancorados
no sitio ativo da estrutura Conf-5 obtida nas simulacGes de DM (descritas em detalhes no item
4.3.3.1). Em seguida, as poses de melhor ajuste foram usadas para gerar outros modelos
farmacofdricos. O desempenho destes modelos foi, subsequentemente, analisado e o0s

resultados dos melhores modelos estdo apresentados na Tabela 4.34.

Tabela 4.34. Namero de compostos selecionados (total, ativos e decoys) pelos modelos farmacoféricos de
melhor desempenho gerados para cada um dos 7 inibidores, utilizando as poses de
ancoramento no sitio ativo da estrutura Conf-5 (obtida por simulacdes de DM).

Inibidores Modelo NuUmero de compostos selecionados
nimero farmacoforico Total Ativos Decoys
LIT-04 MF-LIT04-Conf5 10 7 2
LIT-05 MF-LIT05-Conf5 1 0 1
LIT-09 MF-LIT09-Conf5 0 0 0
LIT-11 MF-LIT11-Conf5 0 0 0
LIT-12 MF-LIT12-Conf5 0 0 0

LIT-14®  MF-LIT14-Conf5 1 1 0
LIT-15 MF-LIT15-Conf5 0 0 0

®  Modelo considerado com um desempenho razoavel, destacado em cinza na tabela.

De modo analogo ao observado acima, apenas um modelo farmacoférico (ME-LIT14-
Conf5) apresentou desempenho considerado como razoavel, podendo seguir para as préximas
etapas. Os compostos usados para construir os demais modelos foram ancorados no sitio ativo
da estrutura DV1 obtida nas simula¢Ges de DM. Esta estrutura (DV1) corresponde a uma das
conformacdes majoritarias obtidas na simulagdo DM utilizando a NS2B/NS3pro do DENV1 e
descrita em detalhes em nosso artigo colocado em anexo (PICCIRILLO et al., 2016). De

modo analogo ao ancoramento usando a estrutura 3U1l, as poses de melhor ajuste foram
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utilizadas para gerar outros modelos farmacoforicos. O desempenho destes modelos foi, em

seguida, analisado e os resultados dos melhores modelos estdo apresentados na Tabela 4.35.

Tabela 4.35. Numero de compostos selecionados (total, ativos e decoys) pelos modelos farmacoféricos de
melhor desempenho gerados para cada um dos 6 inibidores, usando as poses de ancoramento
no sitio ativo da estrutura DV-1 (obtida por simula¢des de DM).

Inibidor Modelo Numero de compostos selecionados
namero farmacoforico Total Ativos Decoys
LIT-04 MF-LIT04-DV1 9 7 2
LIT-05 MF-LIT05-DV1 2 0 2
LIT-09 MF-LIT09-DV1 0 0 0
LIT-11 MF-LIT11-DV1 0 0 0
LIT-12 MF-LIT12-DV1 0 0 0
LIT-15 MF-LIT15-DV1 0 0 0

Nenhum dos seis modelos farmacoféricos gerados foram capazes de selecionar apenas
compostos ativos. Assim, o desempenho destes modelos foi considerado insatisfatorio e estes
seis compostos foram ancorados no sitio ativo da estrutura DV2 obtida nas simulaces de
DM. De modo anadlogo ao descrito para estrutura DV1, a estrutura DV2 corresponde a
conformacdo majoritaria obtidas na simulacdo de DM usando a NS2B/NS3pro do DENV2,
descrita em detalhes em nosso artigo colocado como anexo (PICCIRILLO et al., 2016). De
modo analogo ao descrito acima, as poses de melhor ajuste foram utilizadas para gerar outros
modelos farmacoforicos. O desempenho destes modelos foi subsequentemente analisado e 0s

resultados dos melhores modelos estdo apresentados na Tabela 4.36.
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Tabela 4.36. NUmero de compostos selecionados (total, ativos e decoy) pelos modelos farmacoféricos de
melhor desempenho gerados para cada um dos 6 inibidores, usando as poses de ancoramento
no sitio ativo da estrutura DV-2 (obtida por simulagdes de DM).

Inibidor Modelo Numero de compostos selecionados
nimero farmacofarico Total Ativos Decoys
LIT-04 MF-LITO4-DV2 16 1 15
LIT-05 MF-LITO5-DV2 4 2 2
LIT-09 MF-LIT09-DV2 2 1 1
LIT-11 MF-LIT11-DV2 0 0 0
LIT-12 ME-LIT12-DV2 0 0 0
LIT-15 ME-LIT15-DV2 4 3 1

Infelizmente, os modelos gerados para LIT-04, LIT-05, LIT-09, LIT-11, LIT-12 e
LIT-15 também ndo foram capazes de selecionar apenas compostos ativos. Considerando-se
que todas as estruturas identificadas como relevantes em nossos estudos de DM ja foram
usadas no ancoramento, todos os modelos gerados para estes seis inibidores foram,
novamente, analisados por inspecdo visual. Nesta andlise tentou-se identificar alguma
diferenca entre os ativos e os decoys selecionados pelo modelo que pudesse ser usada como

critério para diferencia-los. Para 0 modelo MF-LIT04-DV1, foi observada uma diferenca

entre os valores de Pharmacophore Fit calculados para os 7 compostos ativos (valores > 66)
quando comparados aos calculados para os 2 decoys (valores < 66). Com base nesta diferenca,

foi considerado que este Ultimo (MF-LIT04-DV1) apresenta um desempenho razoavel desde

gue os compostos selecionados tenham valores de Pharmacophore Fit > 66. Para 0 modelo

MF-LIT05-Conf2, foi observado que o decoy selecionado é uma estrutura analoga a do

inibidor LIT-05 com ICsp = 55 uM frente a NS2B/NS3pro do DENV2. Considerando que
este valor de 1Cso é proximo ao valor de corte utilizado para classificar/separar os compostos

ativos dos pouco ativos, o modelo MFE-LIT05-Conf2 foi considerado com tendo um

desempenho razoavel. Durante esta inspecdo visual, ndo se encontrou qualquer diferenga entre
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0s ativos e 0s decoys selecionados pelos modelos gerados usando os inibidores LIT-09, LIT-
11 e LIT-12. Assim, o desempenho de todos dos modelos gerados, com base nestes trés
inibidores, foi novamente considerado como sendo insatisfatorio. Adicionalmente, na

inspecdo visual dos compostos selecionados pelo MF-LIT15-DV2 foi observado que o Unico

decoy selecionado apresentava um atomo de oxigénio do grupo sulfonil (-SO;) como aceptor
de ligacdo de hidrogénio. No entanto, na literatura (BISSANTZ; KUHN; STAHL, 2010) é
descrito que a maioria (74 a 80%) dos oxigénios do grupo sulfonil sdo encontrados proximos
a grupos alifaticos. Isto sugere que estes tém um maior carater hidrofobico do que aceptor de
ligacdo de hidrogénio. Com base nesta descricdo (BISSANTZ; KUHN; STAHL, 2010), o

decoy selecionado pelo MF-LIT15-DV2 foi desconsiderado e o desempenho deste modelo

também foi considerado razoavel, pois sem este decoy este modelo selecionou trés compostos
sendo todos ativos.

Por fim, considerando todos os modelos farmacoféricos gerados usando os 15
inibidores selecionados da literatura (Tabela 4.30), 12 modelos foram avaliados com um
desempenho razoavel. O nimero e a natureza da regido de interagdo variam de acordo com o
modelo farmacoférico, como apresentado nas Figura 4.40 e Figura 4.41, a saber:

e MF-LIT01-3U1l contém 6 regides de interacdo obrigatdrias, sendo 3 HBD, 1 HBA e 2
hidrofobicas (Figura 4.40 (A));

e MF-LIT02-3Ull contém 7 regiGes de interacdo obrigatdrias, sendo 2 HBD, 1 HBA, 3

hidrofobicas e 1 de interagdo com anéis aromaticos (Figura 4.40 (B));

e MF-LIT03-Confl contém 6 regides de interacdo obrigatorias, sendo 2 HBD, 1 HBA, 2

hidrofébicas e 1 de interagdo com anéis aromaticos (Figura 4.40 (C));

e MF-LIT04-DV1 contém 6 regides de interagdo obrigatorias, sendo 1 HBA, 3 hidrofobicas e

2 de interacdo com anéis aromaticos (Figura 4.40 (D));

e MF-LIT05-Conf2 contém 5 regides de interagdo obrigatorias, sendo 2 HBD, 2 hidrofdbicas

e 1 de interagéo ionica positiva (Figura 4.40 (E));
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MF-LIT06-3U1l contém 8 regibes de interacdo obrigatérias, sendo 2 HBD, 2 HBA e 4
hidrofobicas (Figura 4.40 (F));

MF-LITO7-3U1l contém 6 regides de interacdo obrigatorias e 1 opcional, sendo 2 HBD, 2

HBA, 2 hidrofébicas (desta uma é opcional) e 1 de interacdo com anéis aromaticos (Figura
4.41(A));

MFE-LIT08-Confl contém 8 regides de interacdo, sendo 5 HBD, 1 hidrofobica e 2 de

interacdo i0nica positiva (Figura 4.41(B));

ME-LIT10-Confl contém 6 regifes de interacdo, sendo 1 HBA, 3 hidrofdbicas e 2 de

interacdo com anéis aromaticos (Figura 4.41(C));

ME-LIT13-Conf2 contém 6 regides de interagdo, sendo 1 HBD, 1 HBA, 4 hidrofdbicas e 1

de interacdo com anéis aromaticos (Figura 4.41(D));

ME-LIT14-Conf5; contém 5 regides de interacdo, sendo 2 HBA e 3 hidrofébicas (Figura
4.41(E));

ME-LIT15-DV2 contém 6 regibes de interacdo, sendo 4 HBA e 3 hidrofobicas (Figura
4.41(F)).




Figura 4.40.

Representacdo esquematica dos modelos farmacoféricos® de melhor desempenho gerados
usando as poses de ancoramento® dos inibidores® LIT-01, LIT-02, LIT-03, LIT-04, LIT-05
e LIT-06. (A) MF-LIT01-3U1l com 6 regides de interacdo®. (B) MF-LIT02-3U1l com 7 regides
de interagdo®. (C) MF-LIT03-Conflcom 6 regides de interacdo™. (D) MF-LIT04-DV1 com 6
regides de interacio®. (E) MF-LIT05-Conf2 com 5 regides de interagdo®. (F) MF-LIT06-3U1l
com 8 regides de interacdo™® Todos os modelos contém regides de exclusido de volume® que néo
estdo sendo mostradas para facilitar a visualizacdo dos modelos. As regides HBD, HBA,
hidrofébicas, de interacdo aromatica e ibnica positiva estdo representadas em verde, vermelho,
amarelo, azul e azul, respectivamente. As setas e os circulos azuis indicam regifes de interacdo
direcionais.

Gerados com o programa LigandScout (WOLBER; LANGER, 2005) a partir das interagdes identificadas entre
cada inibidor e os residuos do sitio ativo, utilizando os valores de corte padrdo do programa.
Ancoramento realizado com o programa GOLD (JONES et al., 1997) no sitio ativo da protease usando as
estruturas: 3U1I (cristalografica) e Conf-1 Conf-2 e DV1, obtidas por simulagdes de DM (vide item 3.3.3.1).
Inibidores obtidos de artigos da literatura (vide Tabela 4.30).

Todas as regides de interacdo possuem um raio de 1,5 A.

Definidas a partir das coordenadas dos atomos dos residuos que formam o sitio ativo de cada estrutura.
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Figura 4.41. Representacdo esquematica dos novos modelos farmacoféricos® de melhor desempenho
gerados usando as poses de ancoramento® dos inibidores® LIT-07, LIT-08, LIT-10, LIT-13,
LIT-14 e LIT-15. (A) MF-LIT07-3U11 com 6 regides de interacio®. (B) MF-LIT08-Confl com 8
regides de interacdo®. (C) MF-LIT10-Conflcom 6 regies de interacdo®. (D) MF-LIT13-Conf2
com 6 regides de interacdo®. (E % MF-LIT14-Conf5 com 5 regides de interacdo™. (F) MF-LIT15-

@

(b)

©

(d)
Q]

DV?2 com 6 regides de interacdo® Todos os modelos contém regides de exclusio de volume® que
ndo estdo sendo mostradas para facilitar a visualizacdo dos modelos, As regies HBD, HBA,
hidrofobicas, de interacdo aromatica e ibnica positiva estdo representadas em verde, vermelho,
amarelo, anéis azul e azul, respectivamente. As setas e 0s circulos azuis indicam regibes de
interacdo direcionais.

Gerados com o programa LigandScout (WOLBER; LANGER, 2005) a partir das interagdes identificadas entre

cada inibidor e os residuos do sitio ativo, utilizando os valores de corte padrdo do programa.

Ancoramento realizado com o programa GOLD (JONES et al., 1997) no sitio ativo da protease usando as

estruturas: 3U1I (cristalogréafica) e Conf-1, Conf-2, Conf-5 e DV2, obtidas por simulagdes de DM (vide item

43.3.1).

Inibidores obtidos de artigos da literatura (vide Tabela 4.30).

Todas as regides de interagio possuem um raio de 1,5 A.

Definidas a partir das coordenadas dos atomos dos residuos que formam o sitio ativo de cada estrutura.

Aplicacdo dos modelos farmacoféricos gerados ao banco ZINC-Curated

Considerando os resultados obtidos na etapa de avaliacdo do desempenho dos modelos

farmacoforicos, 12 modelos farmacoféricos (MF-LIT01-3U1l, MF-LIT02-3U1l, MF-LIT03-

Confl, MF-LIT04-DV1, MFE-LIT05-Conf2, MF-LIT06-3U1l, MF-LIT07-3U1l, MF-LITO8-

Confl, MF-LIT10-Confl, MF-LIT13-Conf2, MF-LIT14-Conf5 e MF-LIT15-DV2) foram
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usados como filtro nesta busca virtual de inibidores da NS2B/NS3pro do DENV. Procedendo-
se como descrito no item 3.5.4.12 (Materiais e Métodos), estes modelos foram aplicados, em
sequéncia, ao banco ZINC-Curated utilizando o programa LigandScout (WOLBER;
LANGER, 2005). Durante esta etapa, o programa selecionou 1.325 compostos capazes de
satisfazer as caracteristicas minimas (ou seja, regides de interacao obrigatdrias) requeridas por

pelo menos um dos 12 modelos farmacoforicos. Destes 1.325 compostos, 122 (9,21%) foram

eliminados considerando os critérios adicionais definidos para MF-LIT04-DV1 e MF-LIT15-
DV2 na inspecdo (vide pagina 292). Por fim, os 1.203 compostos (reducdo de 99,98%)

restantes foram submetidos a um filtro de inspecéo visual.

4.3.6.2. Inspecdo visual e selecdo dos compostos para testes de inibicdo frente a

NS2B/NS3pro do DENV

De modo analogo aos trés modelos de busca virtual, os 1.203 compostos selecionados
no filtro farmacoférico foram analisados por inspe¢do visual para verificar seus ajustes no
sitio ativo da NS2B/NS3pro do DENV. Esta analise foi feita como descrito no item 3.5.4.12
(Materiais e Métodos). Neste quarto modelo, diferentemente do descrito para os demais
modelos, além do ajuste no sitio ativo, foram definidos outros critérios considerando-se: (i) a
flexibilidade dos compostos; (ii) a selecdo de apenas um estereoisdmero (para compostos com
centros quirais) e/ou de conférmeros de alta energia e (iii) a presenca de grupos sufonil como
aceptores de ligacdo de hidrogénio e/ou de ésteres de acidos carboxilicos susceptiveis a
hidrolise. Uma descricdo detalhada destes critérios esta apresentada no item 3.5.4.12.

Nesta etapa, 129 compostos foram selecionados como potenciais inibidores da
NS2B/NS3pro do DENV, representando uma reducdo de 89,28% em relacdo aos 1.203
compostos selecionados na etapa anterior. Dos 129 potenciais inibidores, 81 (62,79%)
estavam disponiveis para aquisicdo imediata. Destes, 18 compostos (22,22) foram adquiridos

para validacdo experimental. Por fim, a aplicacdo de todos os filtros de selecdo representou
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uma reducdo total de mais de 99 % em relacio ao banco ZINC-Curated (~ 7,8x10°
compostos). A Tabela 4.37 mostra a representacdo das estruturas dos dezoito compostos

(denominados DV-42 a DV-59) selecionados pelo Modelo IV — DENV que foram adquiridos

e submetidos a testes de inibicdo enzimatica frente a NS2B/NS3pro do DENV.

Tabela 4.37. Representacéo da estrutura 2D dos 18 compostos (DV-42 a DV-59) selecionados pelo Modelo

submetidos ao teste de inibicdo enzimatica frente a esta protease. Estas estdo acompanhadas
dos seus correspondentes codigos ZINC, valores de peso molecular e empresa fornecedora.

#Ref Estrutura Cddigo ZINC  Peso Molecular  Vendedor

! Vee ZINC9591679 428,46 Enamine
DV-42 O@ vi& 0 ,

7 |
DV-43 N WC\%NL(O ZINC15922057 434,50 Enamine
/ ::; N

O
DV-44 Q J\@/& ZINC28731880 486,63 Enamine

NI ZINC21662916 430,55 ChemDiv

DV-45 O
o O
. @JQM— ZINC80196225 285,40 UORSY
_/

DV.47 é\f/ . 4@ ZINC20865739 336,41 ChemDiv
o\%—/ HN

DV-48 ZINC20865752 356,83 ChemDiv

Cl
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Tabela 4.37. (Continua).

#Ref Estrutura Codigo ZINC  Peso Molecular  Vendedor
B 2 hemDi
DV-49 \ 1y ZINC3308809 433,47 ChemDiv
DV-50 ZINC14109553 488,60 Enamine
DV-51 i ZINC14070608 452.56 Enamine
/7
DV-52 ’%
/ N
SJ\HJV r >/>\’ Q ZINC9302446 434,51 Vitas M Lab
DV-53
on K,@% ZINC5032850 398,43 Vitas M Lab
DV-54 @\A 0
YY) @ ZINC13424134 420,85 Vitas M Lab
I 0
DV-55 o
°§/©\u =
on I . ZINC1438749 446,434 Vitas M Lab
DV-56 |
%Dﬁﬁgﬁj ZINC58166454 328,37 Enamine
H 7
DV-57 &
N\
N o ZINC4123995 347,44 Vitas M Lab
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Tabela 4.37. (Continua).

#Ref Estrutura Codigo ZINC  Peso Molecular  Vendedor

DV-58 i
OH HN
P %t@ ZINC9512483 349,18 Enamine

H

Br

DV-59 i
%C ZINC9609087 309,15 Enamine

H

Cl

4.3.6.3. Validagdo experimental

De modo anélogo aos demais modelos, a verdadeira utilidade do modelo Modelo IV —
DENV na busca de compostos bioativos deve ser comprovada com sua validagédo
experimental, através de ensaios enzimaticos. Assim, os 18 compostos selecionados pelo

Modelo 1V - DENV de busca virtual foram adquiridos e submetidos a ensaios de inibigéo

enzimatica frente a NS2B/NS3pro do DENV2. Todos os procedimentos experimentais usados
nesta etapa foram realizados nos laboratérios da Prof®. Wibke Diederich (Philipps-Universitat

de Marburg, Marburg, Alemanha) e estdo descritos no item 3.6.1 (Materiais e Métodos).

Ensaios de inibicdo enzimética frente & NS2B/NS3pro do DENV

Procedendo-se como descrito 3.6.1.1 (Materiais e Métodos), inicialmente, foram
determinados os valores de porcentagem de inibicdo da NS2B/NS3pro do DENV2 de cada
composto (em 100 pM), sendo apresentados na Tabela 4.38. Ainda, como proposto no item
3.6.1.1, somente compostos com valores de atividade inibitoria maiores, ou proximos a 50%,
foram considerados como tendo atividade inibitoria significativa.

Assim, dos 18 compostos adquiridos, quatro (22,22%) mostraram atividade inibitoria
significativa frente 8 NS2B/NS3pro do DENV2 na concentracdo utilizada (100 uM), sendo

eles: compostos DV-53 (ZINC5032850), DV-54 (ZINC13424134), DV-55 (ZINC1438749) e
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DV-57 (ZINC4123995). Os valores de porcentagem de inibicdo dos compostos DV-53, DV-
54, DV-55 e DV-57 foram iguais a 62 = 3; 82 £+ 3; 89 + 7 e 86 £ 5, respectivamente. Por outro
lado, quatorze deles ndo mostraram atividade inibitdria significativa na concentracdo usada,
sendo eles: compostos DV-42 (ZINC9591679), DV-43 (ZINC15922057), DV-44
(ZINC28731880), DV-45 (ZINC21662916), DV-46 (ZINC80196225), DV-47
(ZINC20865739), DV-48 (ZINC20865752), DV-49 (ZINC33088092), DV-50
(ZINC14109553), DV-51  (ZINC14070608), DV-52  (ZINC9302446), DV-56

(ZINC58166454), DV-58 (ZINC9512483) e DV-59 (ZINC9609087).

Tabela 4.38. Valores de porcentagem de inibicdo (em 100 pM)® e dos correspondentes desvios padrao®
de cada um dos compostos (DV-42 a DV-59) selecionados pelo Modelo 1V — DENV.

Inibicdo da NS2B/NS3pro do
DENV2 (%, em 100 uM) @)

DV-42 [j@m@db@ 31+9

#Ref Estrutura

o

DV-43 ) "ol 65

Sy
DV-44 Q k@ﬁ& 3+2

O o

DV-45 ""T_< 10+5
o
. 0

DV-46 L~ C< — 0
ANV

@ Determinados em solucéo tamp&o pH=9,0 [Tris Base (50 mM) e CHAPS (1 mM)] contendo NS2B/NS3pro do
DENV2 (50 nM, disponivel no grupo da Prof* Diederich), PhAc-KRR-MCA (20 uM) e cada um dos
compostos (100 pM).

®  Considerando pelo menos trés experimentos independentes.




Tabela 4.38. (Continua).

302

#Ref Estrutura

Inibicdo da NS2B/NS3pro do
DENV?2 (%, em 100 pMm) @

DV-47

DV-48

TN
@N

cl

DV-49

DV-50

DV-51

DV-52

DV-53¢) on _<\,®~/<

DV-54© h ) o

YQ*V@

HO

DV-550

F

32+7

23+9

20+ 12

39+9

62+3

82+3

®  Determinados em solucéo tamp&o pH=9,0 [Tris Base (50 mM) e CHAPS (1 mM)] contendo NS2B/NS3pro do
DENV2 (50 nM, disponivel no grupo da Prof* Diederich), PhAc-KRR-MCA (20 uM) e cada um dos

compostos (100 puM).

®  Considerando pelo menos trés experimentos independentes.

©  Compostos considerados significativamente ativos, destacados em cinza na tabela.
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Tabela 4.38. (Continua)
#Ref Estrutura

Inibicdo da NS2B/NS3pro do
DENV?2 (%, em 100 pMm) @

| o
DV-56 A \A”/Q\H‘N\[p 2+1

DV-57(C) N NH  OH 86+5

DV'59 (;f;\ Cl 39 i 8

(o]l

®  Determinados em solucéo tamp&o pH=9,0 [Tris Base (50 mM) e CHAPS (1 mM)] contendo NS2B/NS3pro do
DENV2 (50 nM, disponivel no grupo da Prof* Diederich), PhAc-KRR-MCA (20 uM) e cada um dos
compostos (100 pM).

®  Considerando pelo menos trés experimentos independentes.

©  Compostos considerados significativamente ativos, destacados em cinza na tabela.

Em seguida, para cada um dos guatro compostos ativos (DV-53, DV-54, DV-55 e DV-
57), os valores de 1Cso foram determinados a partir de suas curvas dose-resposta construidas
como descrito no item 3.6.1.2 (Materiais e Métodos) e apresentadas na Figura 4.42. Estes

valores estdo apresentados na Tabela 4.39.
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Figura 4.42. Curvas dose-resposta® dos compostos DV-53, DV-54, DV-55 e DV-57. Fracdo ativa® de

@

(b)

©
(d)

NS2B/NS3pro do DENV2 em funcéo dos valores do logaritmo da concentragéo(c) (em uM) de cada
composto: DV-53 (A), DV-54 (B), DV-55 (C) e DV-57 (D). Experimentos realizados, pelo menos,
em duplicata.
Construida utilizando-se a opcdo LL.2 para curvas dose-resposta do pacote “drc¢” (RITZ; STREIBIG; RITZ,
C. & STREIBIG, 2006) disponivel no programa R (R CORE TEAM, 2013).
Valores de velocidade inicial de formagdo de produto com (v;), e sem (vg), 0 composto, determinados a partir
das retas de melhor ajuste dos valores de fluorescéncia® em funcéo do tempo (s). Estes foram determinados
usando um dos compostos: DV-53, DV-54, DV-55 e DV-57.
Os valores da concentragdo de cada composto utilizados no teste variaram de 0,00 a 500,00 uM.
Valores de fluorescéncia obtidos em solucao tampéo pH=9,0 [Tris Base (50 mM) e CHAPS (1 mM)] contendo
NS2B/NS3pro do DENV2 (50 nM, disponivel no grupo da Prof* Diederich) e PhAc-KRR-MCA (20 uM), a 37
+ 0,1°C e utilizando-se Aey, = 380nm € Aey = 460 Nm.

Adicionalmente, procedendo-se de modo analogo, os valores de ICsy frente a

NS2B/NS3pro do DENV3 destes quatro inibidores também foram determinados a partir da

curva dose-resposta construidas como descrito no item 3.6.1.2 e apresentadas na Figura 4.43.

Estes valores estdo apresentados na Tabela 4.39.
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Fragdo ativa de NS2B/NS3pro do DENV3 ( vi/vg)

log1o [DV-53], uM

Fracdo ativa de NS2B/NS3pro do DENV3 ( vj/vp)

logyo [DV-55], uM

Fragao ativa de NS2B/NS3pro do DENV3 (w/vp)

Fracdo ativa de NS2B/NS3pro do DENV3 (vi/vg)

06
0,5
04
0,3
0,2
0,1

0,0

09
08
0.7
06
0,5
0,4
0.3
0,2
0,1

0,0

logyo [DV-54], uM

-1 -0,5 0 05 1 15 2 25 3

logyg [DV-57], uM

Figura 4.43. Curvas dose-resposta® dos compostos DV-53, DV-54, DV-55 e DV-57. Fracdo ativa® de
NS2B/NS3pro do DENV3 em funcéo dos valores do logaritmo da concentragéo(c) (em uM) de cada
composto: DV-53 (A), DV-54 (B), DV-55 (C) e DV-57 (D). Experimentos realizados, pelo menos,

em duplicata.

@ Construida utilizando-se a opcdo LL.2 para curvas dose-resposta do pacote “drc” (RITZ; STREIBIG; RITZ,
C. & STREIBIG, 2006) disponivel no programa R (R CORE TEAM, 2013).

®) valores de velocidade inicial de formacéo de produto com (v;), e sem (vq), 0 composto, determinados a partir
das retas de melhor ajuste dos valores de fluorescéncia® em funcéo do tempo (s). Estes foram determinados
usando um dos compostos: DV-53, DV-54, DV-55 e DV-57.

©  Os valores da concentragdo de cada composto utilizados no teste variaram de 0,00 a 500,00 uM.

@ Valores de fluorescéncia obtido em solucéo tampdo pH=9,0 [Tris Base (50 mM) e CHAPS (1 mM)] contendo

NS2B/NS3pro do DENV3 (50 nM, disponivel no grupo da Prof* Diederich) e PhAc-KRR-MCA (40 uM), a 37

+ 0,1°C e utilizando-se Aey, = 380nm € Agy = 460 NM.
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Tabela 4.39. Valores de I1Csy (UM) frente a NS2B/NS3pro do DENV2 e do DENV3 e dos correspondentes
erros padréo de ajuste® obtidos para os compostos DV-53, DV-54, DV-55 e DV-57.

|C5o (}J.M)
#Ref Estrutura

DENV2 DENV3

DV-53 on *«@4 802+75  T12+26

ovsd SN GUNENS

o I | 46,2+21 41,3+2,0
Oﬁ\n =
DV-55 o ll 0 22,8 +0,7 32,0+£1,6
=
\N | NH OH
DV-57 s N 47 +0,3 3,5+0,2
\ | P

@ Calculado pelo pacote “drc” (RITZ; STREIBIG; RITZ, C. & STREIBIG, 2006) do programa R (R CORE
TEAM, 2013).

Analisando a Tabela 4.39 podemos observar que os valores de 1Csy dos compostos
DV-53, DV-54, DV-55 e DV-57 determinados frente a NS2B/NS3pro do DENV2 foram
préximos aos para a protease do DENV3. Estes valores coincidentes, dentro dos erros de
ajuste, sdo considerados interessantes, pois se espera que um bom inibidor desta protease seja
ativo contra todos os sorotipos do DENV. Considerando estes quatro inibidores selecionados

pelo Modelo IV —-DENV, a taxa de acerto deste modelo foi ~ 22%. Ainda, o composto DV-57

foi o inibidor mais ativo dentre todos (ICso = 4,7 £ 0,3 e 3,5 = 0,2 para a protease do DENV2

e DENV3, respectivamente).
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Por fim, procedendo-se como descrito no item 3.6.1.3, o inibidor DV-57 teve seu tipo
de mecanismo de inibicdo frente a NS2B/NS3pro do DENV2 determinado através dos

gréficos Duplo-reciproco e Dixon (Figura 4.44 e Figura 4.45, respectivamente).

0,0 uM
1,6 uM
5,0 uM
15,0 uM

1o (UAFIs)

1/[Substrato] (uM™)

Figura 4.44. Grafico Duplo-reciproco® para o inibidor DV-57. Valores do inverso da velocidade inicial
(Vo)® em funcéo em fungdo dos valores do inverso da concentracdo do substrato PhAc-KRR-
MCA (uM™) obtidos utilizando quatro diferentes concentragdes do inibidor DV-57 (0,0; 1,6, 5,0 e
15,0 uM). Experimentos realizados em duplicata.

Construida utilizando-se o programa R (R CORE TEAM, 2013).

®)valores de velocidade inicial de formacdo de produto obtidos utilizando diferentes concentracdes® do
substrato e do inibidor DV-57 (variando de 0,0 a 15,0 uM), determinados a partir das retas de melhor ajuste
dos valores de fluorescéncia®® em fungao do tempo (s).

©  Os valores da concentragdo do substrato PhAc-KRR-MCA variaram de 1,6 a 200,00 pM.

@ valores de fluorescéncia obtidos em solucéo tamp&o pH=9,0 [Tris Base (50 mM) e CHAPS (1 mM)] contendo
NS2B/NS3pro do DENV2 (50 nM, disponivel no grupo da Prof® Diederich), PhAc-KRR-MCA (variando de
1,6 a2 200,00 pM) e DV-57 (variando de 0 a 15 uM), a 37 £ 0,1°C e utilizando-se Ay, = 380nm e A, = 460 Nm.
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—=— 40 puM

1ivo (UAFIs)!

-0,3 -

[DV-57] (uM)

Figura 4.45. Gréfico de Dixon® para o inibidor DV-57. Valores do inverso da velocidade inicial (vo)® em

funcdo em funcdo dos valores da concentragdo do substrato PhAc-KRR-MCA (uM) obtidos
utilizando duas diferentes concentracbes do inibidor DV-57 (20 e 40 uM). Experimentos
realizados, pelo menos, em duplicata.
Construida utilizando-se o programa R (R CORE TEAM, 2013).
Valores de velocidade inicial de formacdo de produto obtidos utilizando diferentes concentragcdes do
substrato® e do inibidor DV-57 (variando de 0 a 15 pM), determinados a partir das retas de melhor ajuste dos
valores de fluorescéncia® em fungéo do tempo (5).
Os valores da concentra¢do do substrato PhAc-KRR-MCA variaram de 0 a 15,87 pM.
Valores de fluorescéncia obtidos em solucdo tampédo pH=9,0 [Tris Base (50 mM) e CHAPS (1 mM)] contendo
NS2B/NS3pro do DENV?2 (50 nM, disponivel no grupo da Prof? Diederich), PhAc-KRR-MCA (variando de 0
a 15,87 uM) e DV-57 (20 ou 40 uM), a 37 £ 0,1°C e utilizando-se Ay = 380nm e A, = 460 Nm.

Os dois graficos mostram que o inibidor DV-57 apresenta um mecanismo de inibicdo

reversivel do tipo misto, ou seja, ndo competitivo. Conhecendo-se o tipo de mecanismo de

inibicdo de DV-57 e procedendo-se como descrito no item 3.6.1.3, foi possivel calcular seus

valores de K; e aK;j, sendo estes iguais a 10,4 e 6,1 uM, respectivamente. O fato do valor do

aKj ser menor do que o do K;j indica que a afinidade do inibidor pela enzima é maior quando

esta esta ligada ao substrato.

O inibidor DV-57 foi selecionado usando o modelo farmacoférico MF-LIT06-3U11

(Figura 4.40 (F)) e seus valores de ICs, Kj e aK; estdo na mesma ordem de grandeza que o do

LIT-06 (ICs =1,3 uM, (LAI; SRIDHAR PRASAD; PADMANABHAN, 2013)) usado para

construir ME-LIT06-3U1l. No entanto, o mecanismo de inibicdo misto determinado para
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inibidor DV-57 indica que este ndo se liga no sitio ativo da enzima, como proposto pelo

modelo MF-LIT06-3U1l (Figura 4.40 (F)). Comparando a estrutura dos inibidores DV-57 e

LIT-06 podemos observar que ambos apresentam o grupo 8-hidroxiquinolina ligado a um
grupo amina atraves de um carbono quiral (Figura 4.46). Entretanto, o inibidor DV-57 ¢
consideravelmente menor que o LIT-06. Esta diferenca de tamanho pode ser considerada

esperada tendo em vista as caracteristicas do modelo MF-LIT06-3U11 (Figura 4.46).

(A) (B) (C) e
S
| N 7 on
N
N/ N N
H
=
(D) & V154
(NS2B) V155 G]51
s

Figura 4.46. Comparagcéo entre os inibidores DV-57 (ICsq = 4,7 uM, selecionado pelo Modelo 1V- DENV®)
e LIT-06 (ICsy = 1,3 uM, selecionado da literatura (LAI; SRIDHAR PRASAD;
PADMANABHAN, 2013)). Representacdo das estruturas 2D de DV-57 (A) e de LIT-06 (B),
mostrando em cinza a subestrutura comum. Representacéo 2D da sobreposi¢do de DV-57 (C) e de
LIT-06 (D) ao Modelo IV — DENV. (E) Representacdo 3D da sobreposicdo dos inibidores DV-57
(verde) e LIT-06 (cinza) ao Modelo IV — DENV no sitio ativo da NS2B/NS3pro do DENV®. Em
verde, vermelho e amarelo estdo mostradas as interagcBes doadoras e aceptoras de ligagdo de
hidrogénio e hidrofébicas, respectivamente.

@ Gerados com o programa LigandScout (WOLBER; LANGER, 2005) a partir das interacdes identificadas entre
o inibidor LIT-06 e os residuos do sitio ativo, utilizando os valores de corte padrdo do programa.
® A NS2B/NS3pro do DENV corresponde a estrutura 3U1I.

Adicionalmente, conforme apresentado e discutido na Introducdo desta tese (item
1.5.5), na fase de otimizacdo de um hit tem sido sugerido pela literatura considerar ndo apenas

a poténcia dos compostos, mas tambem suas eficiéncias de ligagdo. Dentre as métricas ja
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apresentadas para descrever a eficiéncia de ligacdo, cita-se a LE (do inglés ligand efficiency).
Os inibidores DV-57 e LIT-06 tém valores de LE iguais a 0,29 e 0,23 kcal/mol,
respectivamente. Embora a comparacéo entre valores de LE seja mais indicada para atividades
medidas nas mesmas condicdes experimentais (HOPKINS et al., 2014), o fato do valor de LE
do DV-57 ser um pouco menor do que o do LIT-06 sugere que o primeiro seria um hit
melhor. Além disso, DV-57 apresenta um valor proximo ao minimo sugerido pela literatura
(LE > 0,30 kcal/mol (MIGNANI et al., 2016)). Por fim, considerando os sitios identificados
no item 4.3.1.2 (Figura 4.20 e Figura 4.21), um possivel sitio de ligacdo de DV-57 seria o
localizado abaixo do sitio ativo (marcado nas figuras como sitio nimero 1), ja sugerido como
um potencial sitio alostérico. Esta hipoOtese sera, futuramente, analisada através de
procedimentos de ancoramento neste sitio.

Cabe esclarecer que, em virtude do curto tempo de duracdo da visita aos laboratorios
da Prof® Diederich, ndo houve tempo para determinar o mecanismo de inibicdo para os

demais inibidores selecionados por este modelo (DV-53, DV-54 e DV-55).

Avaliacdo da estabilidade dos inibidores nas condicGes do experimento de inibicdo

frente & da NS2B/NS3pro do DENV2/DENV3

Como planejamos com relacdo a estabilidade, todos os 18 compostos adquiridos (DV-
42 a DV-59) se mostraram estaveis nas condi¢cbes do experimento de inibicdo (tampéo pH
9,0). Ainda, a identificacdo e/ou caracterizagdo dos quatros compostos com atividade
inibitdria (DV-53, DV-54, DV-55 e DV-57) esta em andamento.

Por fim, em resumo, o Modelo IV — DENV foi capaz de selecionar compostos com

boa estabilidade nos experimentos de inibi¢cdo. Adicionalmente, quatro compostos (22,22%)

selecionados pelo Modelo IV — DENV apresentaram atividade inibitdria significativa frente a

NS2B/NS3pro do DENV2 e a do DENV3. Diferentemente do esperado, 0 mecanismo de

inibicdo determinado para o inibidor mais ativo (DV-57) ndo segue o proposto pelo modelo
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farmacofdrico usado para seleciona-lo. Contudo, o0 modelo Modelo IV — DENV se mostrou

capaz de encontrar compostos ativos e com boa estabilidade. Assim, as alteracdes incluidas

neste modelo conseguiram melhorar, consideravelmente, os resultados da busca virtual.

4.3.7.Série de analogos ao composto mais ativo dentre os selecionados pelo quarto

modelo de busca virtual (Modelo IV — DENV)

O objetivo da busca virtual é identificar o maior niUmero compostos, com a maior
diversidade estrutural possivel, que sejam ativos frente a determinado alvo de interesse (ou
seja, hits). No entanto, embora seja desejado, nem sempre os hits identificados apresentam a
poténcia esperada (SCIOR et al., 2012). Sendo bastante comum que estes apresentem
atividades na ordem de poucos UM (SCIOR et al., 2012). Estes hits podem, no entanto, ser,
considerados como estruturas de partida que devem ser modificadas e otimizadas, com o
objetivo de se obter um composto mais potente (atividade na ordem de pM a nM). Sendo
assim, DV-57 foi considerado como uma estrutura de partida. Considerando que a sintese de
compostos esta fora dos objetivos desta tese, propusemos tentativamente melhorar a atividade
de DV-57 através de abordagens de baseadas na estrutura de ligante (LDBB) partindo de

compostos analogos estruturalmente similares a DV-57 e, ainda disponiveis para compra.

4.3.7.1. Construcdo da série de analogos

Estes estudos foram propostos antes de conhecer 0 mecanismo de inibi¢cdo de DV-57
(inibidor do tipo misto, vide pg. 308) e realizados como descrito no item 3.5.4.13 (Materiais e
Métodos). A busca por similaridade 2D, usando DV-57 como referéncia, resultou em 240
compostos com similaridade estrutural de pelo menos 80 % em relagdo a ele. Em seguida,

estes compostos foram submetidos aos mesmos filtros usados para selecionar DV-57 (modelo

farmacoférico MF-LIT06-3U1l seguido de inspecdo visual, vide itens 4.3.6.1 e 4.3.6.2),

resultando na selecdo de 123 (51,25%) compostos. Destes, 46 (37,40%) estavam disponiveis
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para serem comprados e 13 deles (28,26%) foram adquiridos considerando-se: (i) a
possibilidade de fazer outras interaces com o sitio ativo da protease do DENV, além das

descritas pelo modelo MF-LIT06-3U1l1 e (ii) o tempo de entrega, pois esta etapa foi realizada

durante a visita aos laboratérios da Prof®. Diederich (de 30/01/2017 a 24/02/2017). A Tabela
4.40 mostra a representacdo das estruturas dos treze compostos (denominados DV-60 a DV-
72) analogos estruturais do DV-57 que foram adquiridos e também submetidos a testes de

inibicdo enzimatica frente 8 NS2B/NS3pro do DENV.

Tabela 4.40. Representagdo da estrutura 2D dos 13 compostos (DV-60 a DV-72) da série de anélogos ao
DV-57 que foram adquiridos e submetidos ao teste de inibicdo enziméatica frente a esta
protease. Estas estdo acompanhadas dos seus correspondentes codigos ZINC, valores de peso
molecular e empresa fornecedora.

#Ref Estrutura Cddigo ZINC  Peso Molecular  Vendedor
B _
DV-60 T, ZINC13062711 347,44 Enamine
9 ®
®
DV-61 O | AN ZINC02073889 369,47 Vitas M Lab
7
®
DV-62 O | AN ZINC02470437 387,50 Vitas M Lab
=
|
L
PPt ZINC02874296 369,47 Vitas M Lab
DV'63 O O N\ [}
I =
®
DV-64 O | " ZINC04755363 401,53 Vitas M Lab

—n
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Tabela. 4.40. (Continua).

#Ref Estrutura Codigo ZINC  Peso Molecular  Vendedor
PO
DV-65 ~ ~ ZINC05900688 361,46 Vitas M Lab
o
DV-66 "o ZINC03656379 361,46 Vitas M Lab
QL
DV-67 Sad ZINC00086532 342,40 Vitas M Lab
O
DV-68 . " ZINC01132808 375,49 Vitas M Lab
Y »
®
DV-69 " ZINC18173640 355,44 Vitas M Lab
o
| A
DV-70 : NHooH « ZINC18173644 361,46 Vitas M Lab
S |
®
DV-71 g w ZINC19799769 342,40 Vitas M Lab
N| — I =
®
DV-72 ZINC01171678 387,50 Vitas M Lab

N\ /"
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4.3.7.2. Validacdo experimental

De modo analogo ao realizado para 0 Modelo 1V - DENV, a validacdo experimental

foi feita através de ensaios enzimaticos. Assim, os 13 compostos, analogos ao DV-57 ,
adquiridos foram submetidos a ensaios de inibicdo enzimatica frente a NS2B/NS3pro do
DENV2. Todos os procedimentos experimentais usados nesta etapa foram realizados nos
laboratérios da Prof®. Wibke Diederich (Philipps-Universitait de Marburg, Marburg,

Alemanha) e estdo descritos no item 3.6.1 (Materiais e Métodos).

Ensaios de inibicdo enzimatica frente 8 NS2B/NS3pro do DENV

Procedendo-se como descrito 3.6.1.1 (Materiais e Métodos), inicialmente, foram
determinados os valores de porcentagem de inibicdo da NS2B/NS3pro do DENV2 de cada
composto (em 100 uM), sendo estes apresentados na Tabela 4.41. Ainda, de modo analogo ao

proposto para 0 Modelo IV — DENV somente compostos com valores de atividade inibitoria

maiores, ou préximos a 50%, foram considerados como tendo atividade inibitoria
significativa.

Assim, dos 13 compostos adquiridos, quatro (30,77%) mostraram atividade inibitoria
significativa frente 8 NS2B/NS3pro do DENV2 na concentracdo utilizada (100 uM), sendo
eles: compostos DV-60 (ZINC13062711), DV-66 (ZINC03656379), DV-68 (ZINC01132808)
e DV-70 (ZINC18173644). Os valores de porcentagem de inibicdo dos compostos DV-60,
DV-66, DV-68 e DV-70 foram iguaisa 79 + 4; 80 + 1, 60 £ 6 e 80 £ 1, respectivamente. Por
outro lado, nove deles ndo mostraram atividade inibitdria significativa, sendo eles: compostos
DV-61 (ZINC02073889), DV-62 (ZINC02470437), DV-63 (ZINC02874296), DV-64
(ZINC04755363), DV-65 (ZINC05900688), DV-67 (ZINC00086532), DV-69

(ZINC18173640), DV-71 (ZINC19799769) e DV-72 (ZINC01171678).
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Tabela 4.41. Valores de porcentagem de inibicdo (em 100 pM)® e dos correspondentes desvios padrao®
de cada um dos compostos (DV-60 a DV-72) da série de analogos ao DV-57.

Ry

AN
|
Estrutura geral RS

NH  OH
R1

N
R; S
Pz

Inibicdo da NS2B/NS3pro do

#Ref R
. DENV?2 (%, em 100 uM)

&

R3 R4

DV-609  -H <j/\ “H -CH, 79+ 4
DV-61  -CHs, (©/\ “H “H 4+1
DV-62  -CHs /©/\ “H H 17+6

S
|
DV-63 -H (©/\ “H -CH, 1342
DV-64  -CHs Q/\ -CH “H 16 + 12
S
|
DV-65  -CHj; s<j/\ -CHs -H 42+8
DV-66©  -H g “H -CH 80+ 1
\ s =
DV-67  -H | H -CH, 3548
Ne
DV-689  -CH, \s | -CH;, -H 60 + 6

®  Determinados em solugéo tamp&o pH=9,0 [Tris Base (50 mM) e CHAPS (1 mM)] contendo NS2B/NS3pro do
DENV2 (50 nM, disponivel no grupo da Prof* Diederich), PhAc-KRR-MCA (20 uM) e cada um dos
compostos (100 pM).

®  Considerando pelo menos trés experimentos independentes.

©  Compostos considerados significativamente ativos, destacados em cinza na tabela.
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Inibicdo da NS2B/NS3pro do

#Ref R R, R3 R4
DENV2 (%, em 100 uM)
DV-69 -H /@2\ -CHs -H 17+6
S

DV-709  -H Qr H -CHs 76+ 1
DV-71 -H ©/\ -CH “H 31+1

N~
DV-72 -H /©/\ “H -CH;, 27+1

S

|

@ Determinados em solugéo tamp&o pH=9,0 [Tris Base (50 mM) e CHAPS (1 mM)] contendo NS2B/NS3pro do
DENV2 (50 nM, disponivel no grupo da Prof* Diederich), PhAc-KRR-MCA (20 uM) e cada um dos
compostos (100 uM).

©  Considerando pelo menos trés experimentos independentes.

®  Compostos considerados significativamente ativos, destacados em cinza na tabela.

Diferentemente dos demais modelos, todos os compostos, exceto o DV-69, tiveram

seus valores de ICs, frente & NS2B/NS3pro do DENV2 determinados a partir de suas curvas

dose-resposta, construidas como descrito no item 3.6.1.2 (Materiais e Métodos) e

apresentadas nas Figura 4.47, Figura 4.48 e Figura 4.49. Estes valores estdo apresentados na

Tabela 4.42.
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Figura 4.47. Curvas dose-resposta® dos compostos DV-60, DV-61, DV-62 e DV-63. Fracdo ativa® de

@

(b)

©
(d)

NS2B/NS3pro do DENV2 em funcéo dos valores do logaritmo da concentragéo(c) (em pM) de
cada composto: DV-60 (A), DV-61 (B), DV-62 (C) e DV-63 (D). Experimentos realizados,
dentro do possivel, em duplicata.

Construida utilizando-se a opcdo LL.2 para curvas dose-resposta do pacote “drc¢” (RITZ; STREIBIG; RITZ,
C. & STREIBIG, 2006) disponivel no programa R (INDEX; DEVELOPMENT; TEAM, 2009).
Valores de velocidade inicial de formag&do de produto com (v;), e sem (vg), 0 composto, determinados a partir
das retas de melhor ajuste dos valores de fluorescéncia® em funcio do tempo (s). Estes foram determinados
usando um dos compostos: DV-61, DV-62, DV-63 e DV-64.

Os valores da concentragdo de cada composto utilizados no teste variaram de 0,00 a 500,00 uM.

Valores de fluorescéncia obtidos em solucao tampéo pH=9,0 [Tris Base (50 mM) e CHAPS (1 mM)] contendo
NS2B/NS3pro do DENV2 (50 nM, disponivel no grupo da Prof* Diederich) e PhAc-KRR-MCA (20 uM), a 37
+ 0,1°C e utilizando-se Aey, = 380nm € Agy = 460 NM.
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Figura

4.48. Curvas dose-resposta® dos compostos DV-64, DV-65, DV-66 e DV-67. Fracdo ativa® de

@

NS2B/NS3pro do DENV2 em funcéo dos valores do logaritmo da concentracéo'® (em pM) de
cada composto: DV-64 (A), DV-65 (B), DV-66 (C) e DV-67 (D). Experimentos realizados,
dentro do possivel, em duplicata.
Construida utilizando-se a op¢do LL.2 para curvas dose-resposta do pacote “drc¢” (RITZ; STREIBIG; RITZ,
C. & STREIBIG, 2006) disponivel no programa R (R CORE TEAM, 2013).
Valores de velocidade inicial de formagdo de produto com (v;), e sem (vg), 0 composto, determinados a partir
das retas de melhor ajuste dos valores de fluorescéncia® em funcéo do tempo (s). Estes foram determinados
usando um dos compostos: DV-64, DV-65, DV-66 e DV-67.
Os valores da concentragdo de cada composto utilizados no teste variaram de 0,00 a 500,00 pM.
Valores de fluorescéncia obtidos em solugdo tamp&o pH=9,0 [Tris Base (50 mM) e CHAPS (1 mM)] contendo
NS2B/NS3pro do DENV2 (50 nM, disponivel no grupo da Prof® Diederich) e PhAc-KRR-MCA (20 uM), a 37
+ 0,1°C e utilizando-se Aey, = 380nm € Ag, = 460 Nm.
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Fragao ativa de NS2B/NS3pro do DENV2 ( w/vp)
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4.49. Curvas dose-resposta® dos compostos DV-68, DV-70, DV-71 e DV-72. Fracdo ativa® de
NS2B/NS3pro do DENV2 em funcéo dos valores do logaritmo da concentragéo(c) (em pM) de
cada composto: DV-68 (A), DV-70 (B), DV-71 (C) e DV-72 (D). Experimentos realizados,
dentro do possivel, em duplicata.

Construida utilizando-se a opcdo LL.2 para curvas dose-resposta do pacote “drc¢” (RITZ; STREIBIG; RITZ,

C. & STREIBIG, 2006) disponivel no programa R (R CORE TEAM, 2013).

Valores de velocidade inicial de formag&do de produto com (v;), e sem (vg), 0 composto, determinados a partir

das retas de melhor ajuste dos valores de fluorescéncia® em funcéo do tempo (s). Estes foram determinados

usando um dos compostos: DV-68, DV-70, DV-71 e DV-72.

Os valores da concentragdo de cada composto utilizados no teste variaram de 0,00 a 500,00 uM.

Valores de fluorescéncia obtidos em solucao tampéo pH=9,0 [Tris Base (50 mM) e CHAPS (1 mM)] contendo

NS2B/NS3pro do DENV2 (50 nM, disponivel no grupo da Prof* Diederich) e PhAc-KRR-MCA (20 uM), a 37

+ 0,1°C e utilizando-se Aey, = 380nm € Agy = 460 NM.

(b)

©
(d)

Nas curvas dose-resposta dos compostos DV-60, DV-66, DV-67, DV-68 e DV-70

(Figura 4.47, Figura 4.48 e Figura 4.49) se observa inibicdo proxima a 90 % para a maior

concentragéo utilizada de cada um destes compostos. Sendo assim, seus valores de I1Cs, foram



320

obtidos com baixa incerteza acompanhados dos correspondentes valores pequenos de erro de
ajuste. Por outro lado, nas curvas dose-resposta dos demais compostos desta série (Figura
4.47, Figura 4.48 e Figura 4.49) ndo se observa inibicdo proxima a 90 % para a maior
concentracdo utilizada de cada um destes compostos. Desta forma, seus valores de 1Cso foram
obtidos com altas incertezas, acompanhados dos correspondentes valores grandes de erro de
ajuste. Para estes compostos nao foi possivel aumentar o valor da concentracdo usado devido
a limitagdes quanto a solubilidade nas condi¢bes do experimento (solugcdo tampéo pH 9,0).
Assim, os valores de 1Cso determinados para estes Gltimos foram considerados somente como

estimativas.

Tabela 4.42. Valores estimados de 1Csy (UM) frente @ NS2B/NS3pro do DENV2 e dos correspondentes
erros padréo do ajuste® obtidos para 13 compostos da série de analogos ao inibidor DV-57.

R;

| AN
Estrutura geral R N SNH oH
R, N\ R,
| =
#Ref R R, Rs R4 1Cs (IJM)
Dv-57°  -H 4@/\ H H 47403
DV-60€  -H <j/\ H -CH; 232+25
DV-61  -CHs (©/\ H H > 1000
DV-62 -CH3 /©/\ -H -H > 1000®
S
|

@ Calculado pelo pacote “drc”(RITZ; STREIBIG; RITZ, C. & STREIBIG, 2006) do programa R (R CORE
TEAM, 2013).

®  Curvas dose resposta com poucos pontos devido a limitagdes experimentais.

©  Compostos considerados significativamente ativos.
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Tabela 4.42. (Continua)

#Ref R, R, R3 R4 1Csq (}J.M)
DV-63 -H KQ/\ -H -CHs 292,5 +36,4”
DV-64  -CHj O/\ -CH;, -H > 1000
S
|
DV-65  -CHj, s<j/\ -CH;, -H > 500 ©
DV-66©  -H \s | H -CHs 76+12
DV-67 -H | N -H -CH, 167,9+7,7
AN~
DV-68©  -CHs \s | “CH, H 62,1+6,3
DV-69  -H /@2\ -CH; -H ND©
S
DV-70¢ -H Ol -H -CHs 51+0,7
DV-71 “H | -CHs, “H 212,9 + 18,20
N~
DV-72 -H /©/\ -H -CH; 420,0 + 164,20
S
|

@ Calculado pelo pacote “drc”(RITZ; STREIBIG; RITZ, C. & STREIBIG, 2006) do programa R (R CORE
TEAM, 2013).

®  Curvas dose resposta com poucos pontos devido a limitagdes experimentais.

©  Compostos considerados significativamente ativos.

@ Nao determinado (ND) por falta de tempo.

Ainda, desta série de analogos, os mais ativos frente a NS2B/NS3pro do DENV séo 0s
compostos DV-66 e DV-70 com valores de ICsy iguais a 7,6 £ 1,2 e 51 £ 0,7 uM,

respectivamente. Infelizmente, diferentemente do planejado, nenhum composto desta série se
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mostrou mais ativo que DV-57. Como ja relatado, a construcdo desta série foi proposta,
concomitantemente, com a determinacdo do mecanismo de inibi¢do do DV-57 e, ainda, néo se
havia observado seu mecanismo de inibicdo misto. O fato dos 13 compostos desta série serem
estruturalmente mais similares ao inibidor DV-57 do que ao inibidor LIT-06 (descrito como
competitivo) sugere que estes também possam atuar por um mecanismo de inibicdo misto.
Portanto, embora 0s compostos desta série pudessem fazer outras interacbes, além das

preditas pelo modelo MF-LIT06-3U1l, o fato destes ndo se ligarem no sitio ativo impediu que

as interacOes consideradas pudessem resultar em melhores inibidores do que DV-57.
4.3.7.3. Analise preliminar da Relacdo Estrutura Atividade

Adicionalmente, fizemos uma analise preliminar de Relacdo Estrutura Atividade
Biologica (SAR, do inglés Structure Activity Relationship) desta série de compostos sem
gerar qualquer modelo matematico. Nesta analise, foi observado que a adicdo de uma metila
no anel 8-hidroxiquinolina parece diminuir a atividade inibitéria destes compostos. A adicao
de uma metila na posicéo 4 do anel piridinico parece ser tolerada, embora ndo se observe um
aumento significativo na atividade inibitéria (ex. DV-57 quando comparado a DV-66). Ainda,
esta adicdo da metila na posicdo 4 é preferivel a adi¢cdo na posicdo 6 (ex. DV-67 quando
comparado ao DV-71). Além disso, a presenca do grupo tiofeno é bastante importante para a
atividade inibitéria. Uma analise mais completa desta relacdo estrutura atividade inibitoria
sera, futuramente, realizada através, por exemplo, de modelos Quantitativos de Relagdo

Estrutura Atividade (QSAR).

4.4. Busca virtual de inibidores da protease do virus da Febre Aftosa

Nesta tese, foram construidos e utilizados dois diferentes modelos de buscas de

inibidores da protease lider do virus da Febre Aftosa (denominados Modelo | — FMDV e

Modelo Il — FMDV. De modo analogo a busca virtual da NS2B/NS3pro do DENV, estes
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modelos de busca virtual foram feitos aplicando-se, em sequéncia, diferentes filtros de
selecdo. Inicialmente, sera apresentado o item referente ao reconhecimento do alvo. Em
seguida, serdo apresentados os resultados de cada um dos modelos, incluindo os compostos
selecionados bem como a etapa de validacdo experimental. A ordem apresentada dos modelos

corresponde a ordem cronologica em gue foram construidos.

4.4.1.Reconhecimento da estrutura e caracteristicas do sitio ativo da protease lider do

virus da Febre Aftosa para escolha da estrutura 3D

Conforme apresentado na busca virtual da NS2B/NS3pro do DENV, para o sucesso de
estratégias baseadas na estrutura do receptor, além da disponibilidade da estrutura 3D do
receptor, outros aspectos relacionados a interacdo receptor-ligante precisam ser considerados.

Nesta tese, 0 segundo alvo a ser apresentado e discutido sera a protease lider do virus
da Febre Aftosa (L"™ do virus FA). Como apresentado na Introducdo (item 1.11.2), existem
duas isoformas da L™, denominadas Lab”™ e Lb"™. Estas isoformas tem a mesma atividade,
no entanto, a Lb”™® sugerida como a isoforma biologicamente ativa da L"® (NOGUEIRA
SANTOS et al., 2012; SANTOS et al., 2009). Além disso, uma forma menor desta Gltima
isoforma também é encontrada, sendo denominada sLb"™. A (nica diferenca entre as formas
LbP™ e sLbP™ é o nimero de residuos em suas extensdes C-terminais (CTE), que diferem por
6 ou 7 residuos. Baseado no exposto, nesta tese, as duas formas da Lb”™ (Lb"™ e sLbP") foram
usadas, indiscriminadamente, como alvo para a busca virtual. A estrutura tridimensional da
LbP™ foi descrita pela primeira vez por Guarné e colaboradores em 1996 (GUARNE et al.,
1996). No entanto, a elucidacdo completa desta estrutura por cristalografia de Raios-X, so foi
possivel em 1998 (1QOL (GUARNE et al., 1998)). Atualmente, existem pelo menos cinco
estruturas da Lb"™ do virus da FA depositadas no PDB, sendo trés obtidas por cristalografia
de Raio-X (1QOL, 1QMY e 4QBB (GUARNE et al., 1998; GUARNE et al., 2000;

STEINBERGER et al., 2014)) e duas por RMN (2JQG e 2JQF (CENCIC et al., 2007)). A
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Tabela 4.43 apresenta os cddigos PDB de cada uma delas, os correspondentes métodos de
obtencdo, a resolucéo (quando obtida por cristalografia de Raios-X), a forma da Lb"™ usada, a
informacdo da presenca, ou ndo, de ligantes e de mutacdo na cisteina catalitica (Cys51). A
representacdo da estrutura do Unico ligante complexado com a LbP® do virus da FA,

considerando as estruturas 3D disponiveis no PDB, esta apresentada na Figura 4.50.

Tabela 4.43. Cédigos PDB das quinze estruturas da proteina LbP™ do virus da FA disponiveis no PDB,
forma da LbP™, método de obtencéo, valores de resolucdo (A), ligante e mutacdes da Cys51
catalitica.

Codigo  Forma Método de Resolucdo

PDB daLbP® Obtencio A) Ligante Cys51 catalitica
1Q0L  LbP° Raios-X 3,0 Nio C51A
1QMY  sLb™™® Raios-X 1,9 N30 C51A
2]QG  sLb™ RMN - N&o C51A
2JQF  Lb™ RMN - Nao C51A

Covalentemente ligada
ao E64-R-P-NH,

4Q0BB  sLb”™  Raios-X 1,6 E64-R-P-NH,®

@ N-(trans-epoxisuccinil)-L-leucina-4-guanidinobutilamida-arginina-prolina-amina, estrutura apresentada na

Figura 4.50.

Figura 4.50. Representacdo da estrutura do ligante presente na estrutura tridimensional da LbP™ do virus
da FA disponivel no PDB. Estrutura 2D do E64-R-P-NH,, inibidor peptideo mimético
covalentemente ligado & Cys51 (K; = 30 nM) como encontrado no PDB 4BBQ (resolucio 1,6 A,
(STEINBERGER et al., 2014)). O retangulo cinza, mostra a regido do inibidor que corresponde ao
E64 (trans-Epoxisuccinil-L-leucilamido(4-guanidino)butano) apds a reagdo entre o grupo epoxido
e 0 enxofre da Cys51 da LbP".

Diferentemente da NS2B/NS3pro do DENV, todas as estruturas 3D apresentadas na

Tabela 4.43 correspondem a sequéncia da LbP™/sLbP™ obtida para 0 mesmo sorotipo do virus
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da FA (sorotipo O1k). Ainda, como apresentado na Introducdo (item 1.11.2), a triade

catalitica da Lb"™

¢ composta pelos residuos Cys51, His148 e Aspl63 e um dos seus
substratos naturais é a por¢do C-terminal da propria proteina. Desta forma, as estabilidades
das Lb”™/sLb™, na auséncia de ligantes, durante os experimentos de cristalografia de raios-X
e de RMN foram garantidas substituindo-se a cisteina catalitica por uma alanina (mutante
C51A). Esta mutac&o inativa a Lb"™ impedindo sua auto protedlise (GUARNE et al., 1996).

Nas estruturas obtidas utilizando a Lb™® (2JQF e 1QOL), se observa a formagdo de
dimeros simétricos e tetrdmeros assimétricos, respectivamente. A formacdo deste
dimeros/tetrameros se deve as interacdes dos Ultimos residuos de aminoacidos da regido CTE
de uma determinada proteina com parte do sitio ativo de outra proteina adjacente (Figura
4.51(A)). A literatura (SANTOS et al., 2009) sugere que a formacéo do dimero deva ocorrer
para solugdes com concentragdes de Lb”™ superiores a 2 pM. Embora o dimero da Lb"* seja
estavel em solucdo, este precisa ser desfeito para que os outros substrato naturais desta enzima
possam se ligar de forma eficiente ao sitio ativo (CENCIC et al., 2007). Diferentemente do
observado para LbP®, as estruturas determinadas usando a sLb”® (1QMY e 2JQG) sio
monoméricas (Figura 4.51(B)). Ainda, suas regides CTE ndo apresentam conformacdes
definidas devido a alta flexibilidade destas regides (CENCIC et al., 2007; GUARNE et al.,
2000). De modo analogo, a estrutura da sLbP® complexada com o inibidor E64-R-P-NH,,
covalentemente ligado a Cys51, se encontra na forma monomérica (Figura 4.51(C)).

Com base no exposto, as formas monoméricas obtidas usando a sLbP® (2JQG, 1QMY
e 4QBB) foram escolhidas para serem utilizadas na busca virtual de inibidores desta protease.
A estrutura 3D da sLbP™® complexada com o inibidor E64-R-P-NH, (4QBB, resolucio 1,60 A
(STEINBERGER et al., 2014)) so0 foi disponibilizada no PDB em 11/2014. Assim, para o0

primeiro modelo de busca virtual (Modelo | - FA) ndo havia sido descrita, qualquer estrutura

da 3D da sLb"™ com ligantes, justificando o uso das estruturas sem ligantes (2JQG e 1QMY).
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Dentre estas, a estrutura 2JQG da sLbP™ foi escolhida como referéncia, pois esta foi obtida
mais recentemente e, € considerada de melhor qualidade (CENCIC et al., 2007). Ja para o

segundo modelo de busca virtual (Modelo 1l — FA), a estrutura com ligantes foi usada.

Figura 4.51. Estruturas 3D da LbP™ e da sLbP™ do virus da FA obtidas na forma de dimero e de
mondmero, respectivamente. (A) Lb"™ obtida como dimero devido a interagdo da porgdo CTE
(magenta) de uma determinada proteina (cadeia S, ciano) com o sitio ativo de outra proteina
adjacente (cadeia R, verde) (PDB 2JQF (CENCIC et al., 2007)). (B) sLb"™ (verde) obtida como
mond&mero e com sua regido CTE (magenta) sem conformacédo definida (PDB 2JQG (CENCIC et
al., 2007)). (C) sLbP® (verde) complexada com o inibidor covalente E64-R-P-NH, (cinza) obtida
como mondmero com apenas trés residuos de sua porcdo CTE (magenta) (cadeia A do PDB
4QBB, resolucdo 1,6 A (STEINBERGER et al., 2014)). As cadeias principais da Lb"°/sLb” e as
cadeias laterais dos residuos correspondentes a triade catalitica (“4la51”/Cys51, His148 e Asp163)
estdo mostradas em “cartoon” e em “sticks”, respectivamente. Figura preparada com o programa
PyMOL (SCHRODINGER, 2013).

4.4.1.1. Reconhecimento da estrutura da proteina por inspecao visual

De modo analogo ao apresentado para protease do DENV (item 4.3.1.1), o

reconhecimento da estrutura da LbP°/sLb?™ foi realizado, inicialmente, por inspecdo visual.
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Esta etapa foi feita usando, separadamente, as estruturas 1QOL, 2JQF e 4QBB. No entanto,
considerando a similaridade estrutural entre elas, apenas a da estrutura 4BQQ (resolucédo 1,60
A (STEINBERGER et al., 2014)) sera apresentada. A estrutura 4QBB foi cristalizada com
trés moléculas na unidade assimétrica (correspondendo as cadeias A, B e C). Nesta estrutura,
ndo se observa a densidade eletrébnica completa nos dois residuos de arginina do inibidor E64-
R-P-NH,, devido as suas altas flexibilidades. Steinberger e colaboradores escolheram a cadeia
B como a de referéncia por apresentar uma melhor resolucéo do inibidor, no entanto, esta se
deve a contatos de empacotamento cristalino (STEINBERGER et al., 2014). Ainda, o valor do
RMSD, considerando todos os atomos, entre as trés cadeias é menor que 1,0 A. Nesta tese,
escolheu-se utilizar cadeia A que embora ndo apresente a melhor resolucdo do inibidor, esta
sofre menos contatos cristalinos.

Nesta inspecdo visual podemos observar que o inibidor E64-R-P-NH, ocupa as
cavidades Sz a S;” e que ha uma ligagdo covalente entre o inibidor e a Cys51 catalitica (Figura
450 e Figura 4.52(A)). A triade catalitica desta estrutura é formada pelos residuos de
amino&cidos Cys51, His148 e Aspl163, localizados entre as cavidades do sitio ativo S; e S;’
(Figura 4.52(B)). O atomo de nitrogénio terminal do residuo Pro(P,") do E64-R-P-NH, faz
uma ligacdo de hidrogénio com a cadeia lateral Aspl64 ocupando a cavidade S,’ (Asn46,
His148, Asp163 e Asp164). A cavidade S;’ é composta por trés residuos acidos (Asp49, Glu96
e Glul47) e pela His148 (Figura 4.52(B)). Na estrutura 4QBB, esta cavidade é ocupada pela
Arg(P;’) do E64-R-P-NH,. Embora a posi¢cdo do grupo guanidino deste residuo ndo tenha
sido determinada, parece razoavel propor que este grupo seria capaz de formar interacGes
ionicas com os residuos Asp49, Glu96 e Glu147 (Figura 4.52(A)). A cavidade S; da Lb do
virus do FA ¢ estreita diferindo de outras proteases da familia da papaina, as quais apresentam
cavidades S; grandes com pouca influéncia sobre a especificidade dos substratos (GUARNE

et al., 1998). Dentre os residuos que formam a cavidade S; se destacam: Asn46, Asp49, Cys51,
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Glu96, Gly97 e Glul47. No inibidor E64-R-P-NH, a cadeia lateral do residuo P; corresponde
a um grupo epoxido que é atacado pela Cys51. Além da ligacdo covalente com a Cys51, o
oxigénio carbonilico deste residuo faz ligagdes de hidrogénio com Asn46 (cadeia lateral) e
Cys51 (cadeia principal). Na estrutura 1QOL, a posicdo P; é ocupada pela Lys201 da CTE
(GUARNE, 1998) que forma interacfes i6nicas com os residuos acidos. A presenca de

residuos acidos tanto em S; bem como S; também difere a LbP™

das demais papainas
celulares (STEINBERGER et al., 2014). A cadeia principal do residuo Leu(P,) do E64-R-P-
NH, faz duas ligacdes de hidrogénio com as cadeias principais dos residuos Trp52 e Gly98 da
cavidade S, (Figura 4.52(A)). Ainda, sua cadeia lateral faz interacGes hidrofébicas com os
residuos Leuld43 e Alal49 presentes nesta cavidade. Na estrutura 1QOL, interacdes
hidrofobicas com residuos da cavidade S, (Trp52, Gly97-Pro100, Leul43, Glul47-Alal49 e
Leul78) também sdo observadas para a Leu200(P;) da por¢cdo CTE. Como ja descrito, ndo foi
possivel determinar a posi¢do do grupo guanidino da Arg-m(P3) do E64-R-P-NH,. Ainda sim,
parece razodvel propor que este grupo seria capaz de formar interacGes iGnicas com 0s
residuos GIlu93 e Glul47 desta cavidade. Na estrutura 1QOL, a Lys199(P3) da CTE faz uma
ligacdo de hidrogénio com a cadeia principal do Glu93. Ainda, nesta estrutura, pelas posicdes
dos residuos Argl198(P,), GIn197(Ps) e Val196(Ps) podemos determinar alguns residuos que
compdem as cavidades S4, Ss e Sg, sendo estes: Gly98, Pro99, Leul43 e GIn146 em S4; Pro99
em Ss e Pro99, Alal01, Vall127 e Leul78 em Sg (Figura 4.52(B)). Por fim, vale observar que
de modo anélogo ao Bz-nKRR-H (DENV), as cadeias laterais de alguns residuos do inibidor

E64-R-P-NH, estdo expostas ao solvente (vide Figura 4.52(B)), sendo estes os residuos

Pro(P;2"), Arg(P1’) e Arg-m(P3).
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Figura 4.52. Representacdo das interacgdes proteina — E64-R-P-NH, e das cavidades S,’ a Sg da Lb"™® do
virus da FA®. (A) InteracBes entre os residuos do sitio ativo e o inibidor E64-R-P-NH,
covalentemente ligado a Cys51. O inibidor E64-R-P-NH, (cinza) e os residuos do sitio ativo
(verdes) estdo mostrados como sticks. A cadeia principal da Lb® esta mostrada como cartoon. (B)
Cavidades S, — Sg da Lb"™ do virus da FA. As cavidades S, a S; foram definidas com base nos
residuos do inibidor E64-R-P-NH; (P,” a P3), enquanto que as cavidades S, a Sg foram definidas
considerando a posicdo dos residuos da Argl98(P,), GIn197(Ps) e Vall196(Pg) da regido CTE
como observado na estrutura 1QOL (GUARNE, 1998). A proteina, os residuos das cavidades e o
inibidor estdo mostrados como superficie, sticks e ball and sticks, respectivamente. Os &tomos de
carbono da Lb"® e do inibidor estdo mostrados em verde e cinza, respectivamente. Figura
preparada com o programa PyMOL (SCHRODINGER, 2013).

@ A estrutura LbP" do virus da FA corresponde ao PDB 4QBB (resolucio 1,6 A (STEINBERGER et al., 2014)).

4.4.1.2. Reconhecimento da estrutura da proteina auxiliado por computador

De modo analogo a NS2B/NS3pro do DENV (item 4.3.1.2), numa segunda etapa, a
analise da superficie e da natureza das interacdes possiveis na Lb”°/sLbP™ do virus da FA
(PDB 4QBB) foi feita através dos potenciais eletrostaticos e das densidades doadora e/ou
aceptora de ligagdo de hidrogénio. Estas trés propriedades da superficie estdo apresentadas na

Figura 4.53. O potencial eletrostatico calculado para superficie da sLb® do virus da FA
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variou de -626 até -57 kcal/mol elétron (regides vermelhas e roxas, respectivamente).
Conforme descrito na literatura (GUARNE, 1998), podemos observar o carater polar das
cavidades S, S;” e Sy’ do sitio ativo da LbP™ do virus da FA. Ainda, podemos observar o
carater mais apolar das cavidades S, Si, Ss e Sg quando comprada com as demais.
Diferentemente, do observado para protease do DENV, ndo existem regides com potencial
eletrostatico positivo na superficie da Lb"™ do virus da FA. Adicionalmente, as cavidades S;,
S1’ e S, tem um potencial eletrostatico bastante negativo sendo, portanto, favoraveis as
interacdes com ligantes contendo grupos carregados positivamente. Esta preferéncia por
grupos carregados positivamente esta de acordo com estudo da especificidade da LbP™ frente
a diferentes substratos peptidicos (SANTOS et al., 2009), no qual se observou uma
preferéncia por substratos contendo residuos basicos na posi¢do P;, em especial por lisinas.
Neste estudo ainda se observou uma preferéncia por substratos contendo residuos alifaticos na
porcdo P, com preferéncia por residuos alifaticos ndo aromaticos, o que concorda com o
carater apolar observado para cavidade S.

Em relacdo a densidade doadora e aceptora de ligacdo de hidrogénio, se observa uma
preferéncia por grupos doadores de ligacdo de hidrogénio nas cavidades S; e S,. Ja na
cavidade S; se observa uma preferéncia por grupos aceptores de ligacdo de hidrogénio. Na
estrutura 4QBB, esta regido é ocupada pela cadeia principal do residuo P;, contendo um
oxigénio carbonilico que é um doador de ligacdo de hidrogénio (Figura 4.52 (A)). Por fim,
diferentemente da NS2B/NS3pro, na Lb"® a cavidade oxanion — responsavel por estabilizar o
intermedidrio tetraédrico carregado negativamente que ¢ formado durante a catilise — ¢
formada pelos residuos Cys51 e Asn46. Assim, o carater eletrostatico um pouco menos
negativo e a densidade de doadores de ligacdo de hidrogénio proximo aos residuos Cys51 e

Asnd6 (entre S; e S ) estdo de acordo com o mecanismo de catalise da Lb"™.
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Figura 4.53. Representacdes da superficie® da LbP™ do virus da FA® colorida de acordo com algumas
propriedades®: (A) potencial eletrostético variando de -57 até -626 kcal/mol elétron (vermelho e
roxo, respectivamente). (B) densidade HBA variando de 0.000 até 0.087 A? (cinza e azul,
respectivamente). (C) densidade de HBD variando de 0.000 até 0.128 A? (cinza e red,
respectivamente). As cavidades S, a S; foram definidas com base nos residuos do inibidor E64-R-
P-NH, (P,’ a P3), enquanto que as cavidades S, a S foram definidas considerando a posi¢do dos
residuos da Argl198(P,), GIn197(Ps) e Vall96(Ps) da regido CTE como observado na estrutura
1QOL (GUARNE, 1998). A proteina e o inibidor estdo mostrados como superficie e ball and
sticks, respectivamente. Figura preparada com o programa SYBYL-X (SYBYL, 2013).

Superficie acessivel ao solvente gerada utilizando o algoritmo de Connolly (CONNOLLY, 1983) do programa
SYBYL-X (SYBYL, 2013).

®) A estrutura LbP"® do virus da FA corresponde ao PDB 4QBB (resolucdo 1,6 A (STEINBERGER et al., 2014))
© Propriedades calculadas usando a ferramenta MOLCAD do SYBYL-X (SYBYL, 2013) ap6s adicionar todos os
atomos de hidrogénio e calcular as cargas parciais tipo Gasteiger-Hueckel (PURCELL; SINGER, 1967).

@

De modo analogo a protease do DENV, a profundidade das cavidades do sitio da LbP®
do virus da FA foi calculada. A coloragéo das cavidades do sitio ativo da LbP™ variou de azul

escuro a um amarelo claro, indicando um sitio raso com porcdes expostas ao solvente (Figura
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4.54). Ainda, a regido entre as cavidades S; e S, foi a que apresentou a coloracdo mais
amarelada, dentre elas. Estas cavidades sdo descritas como menos expostas ao solvente
(GUARNE, 1998). Como ja apresentado, a profundidade do sitio ativo € uma das
caracteristicas utilizadas para medir sua druggability. De modo que sitios ativos rasos podem

ser um indicativo de sitios ndo druggables.

Figura 4.54. Representacdo da profundidade® da superficie® da LbP™® do virus da FA®. Superficie da

LbP™ colorida de acordo com a profundidade de cada regifo variando de -0,3 A (azul) a 10 A
(vermelho). As cavidades S, a S, foram definidas com base nos residuos do inibidor E64-R-P-NH,
(P,’ a P3) e as cavidades S; a Sg foram definidas considerando a posicdo dos residuos da
Argl98(P,), GInl197(Ps) e Vall96(Pg) da regido CTE como observado na estrutura 1QOL
(GUARNE, 1998). A proteina e o inibidor estdo mostrados como superficie e ball and sticks,
respectivamente. Figura preparada com o programa SYBYL-X (SYBYL, 2013).

@ A profundidade foi calculada usando a ferramenta MOLCAD do programa SYBYL-X (SYBYL, 2013).

®) Superficie acessivel ao solvente gerada como descrito na Figura 4.53.

© A estrutura LbP™ do virus da FA corresponde ao PDB 4QBB (resolucio 1,6 A (STEINBERGER et al., 2014))

A analise da druggability deste sitio ativo da LbP® foi feita de modo analogo ao
descrito para a protease do DENV. Sete sitios foram identificados e classificados de acordo
com seu valor de drugScore (denominados 1 a 7). Estes sitios estdo mostrados na Figura 4.55
e seus respectivos valores de drugScore, de profundidade e da razdo superficie/volume estdo
apresentados na Tabela 4.44. Dos sete sitios de ligacédo identificados, um sitio (5) se encontra
na regido do sitio ativo da Lb"™ do virus da FA. Este sitio de ligacéo esta localizado préximo
as cavidades S;, S; e S, (Figura 4.52 (B)). De modo analogo ao observado para a protease do
DENV, este sitio teve um baixo valor de drugScore (0,33) que também é justificado pelo fato
dele ser raso. Contudo, o sitio 5 cobre a area da cadeia principal dos residuos P;’, P1e P, e a

cadeia lateral do residuo P,, sendo, portanto, toda a area ndo exposta ao solvente deste
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inibidor. Os sitios de ligacdo com maior valor de drugScore (1 e 2) se encontram na face

oposta do sitio ativo da Lb"™ do virus da FA (Figura 4.55).

Figura 4.55. Sitios de ligagdo identificados® para a LbP™ do virus da FA®. Os sitios de ligacdo estdo
mostrados como superficie de malha (bege, verde, rosa, laranja, ciano, cinza e preto,
respectivamente, sitios de ligacdo 1 a 7). A proteina (verde) e o inibidor (cinza) estdo mostrados
como cartoon e sticks, respectivamente. Figura preparada com PyMOL (SCHRODINGER, 2013).

@ |dentificados utilizando a ferramenta DoGSiteScorer (VOLKAMER et al., 2012) e classificados de acordo
com seus valores de drugScore (variando de 0,73 a 0,20).
®) A estrutura LbP" do virus da FA corresponde ao PDB 4QBB (resolucio 1,6 A (STEINBERGER et al., 2014).

Tabela 4.44. Valores de DrugScore, da profundidade e da razéo superficie/volume de cada um dos sete
sitios de ligacdo identificados para a LbP™do virus da FA (estrutura 4QBB).

Sitio de ligacdo DrugScore  Profundidade Superficie/volume
1 0,73 18,65 1,23
2 0,57 14,87 1,71
3 0,56 13,45 1,60
4 0,38 9,62 1,38
5 0,33 7,95 1,54
6 0,29 10,22 0,78
7 0,20 7,12 2,28

Embora o sitio ativo da Lb” do virus da FA também seja superficial, ainda foi

possivel identificar um sitio de ligagdo préximo as cavidades S;, Si e S,. Ainda, estas
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cavidades apresentam um alto potencial eletrostatico e uma grande densidade de
doadores/aceptores de ligacdo de hidrogénio. Sendo assim, as cavidades S;, S; e S, do sitio
ativo da LbP™ do virus da FA foram escolhidas como cavidades alvo para os procedimentos de

busca virtual.

4.4.1.3. Escolha da conformacdo do receptor e consideragdes sobre sua

flexibilidade conformacional

Conforme apresentado na Introducdo, além de se escolher uma conformacdo relevante
do receptor, torna-se importante também considerar, dentro do possivel, aspectos relacionados
a sua flexibilidade conformacional. No entanto, diferentemente da protease do DENV, néo ha,
dentro do nosso conhecimento, relatos sobre a flexibilidade conformacional envolvendo
residuos do sitio ativo da Lb"™ do virus da FA. Sendo assim, ndo foram incluidos na busca
virtual aspectos relacionados a sua flexibilidade. Ainda, conforme apresentado no item 4.4.1,
as formas monoméricas obtidas usando a sLb”™ (2JQG, 1QMY e 4QBB) foram escolhidas
para serem utilizadas na busca virtual de inibidores desta protease. No periodo referente a

criagdo do primeiro modelo de busca virtual (Modelo | - FA), ndo havia sido descrita,

qualquer estrutura da 3D da sLb”™® com ligantes. Assim, a 2JQG da sLb”™ sem ligantes foi
escolhida como referéncia, pelos motivos ja expostos no item 4.4.1. Entretanto, para o

segundo modelo de busca virtual (Modelo 1l — FA), a estrutura 3D da sLbP™ complexada com

o inibidor E64-R-P-NH, (4QBB, resolucio 1,60 A (STEINBERGER et al., 2014)) ja estava
disponivel sendo escolhida como referéncia.
4.4.2. Modelos de busca virtual: Modelo I — FA

Conforme apresentado acima, durante a criacdo deste primeiro modelo de busca

virtual (denominado Modelo I — FA), ndo estavam disponiveis informacbes sobre as

interacOes entre inibidores e os residuos do sitio desta protease. Assim, visando encontrar
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inibidores bem como obter mais informag@es sobre as interagdes no sitio ativo da sLb”™®, uma
série “in house” de 52 compostos foi utilizada para a busca virtual. Estes foram previamente
selecionados em nosso grupo como potenciais inibidores covalentes da cruzaina
(MALVEZZI; DE REZENDE; AMARAL, 2009), uma cisteino protease da familia das
papainas que apresenta 53% de identidade em relacdo a LbP™°. Embora as cavidades do sitio
ativo da LbP™ tenham caracteristicas diferentes das demais proteases da familia das papainas
(vide item 4.4.1), o fato desta série estar disponivel em nosso laboratério e dos compostos
terem grupos eletrofilicos reativos frente a cisteino proteases nos fez pensar que seria possivel

P Por estes motivos, todos os compostos desta

encontrar dentre estes algum inibidor da Lb
série foram ancorados no sitio ativo da Lb™® e subsequentemente analisados por inspecédo
visual como descrito item 3.5.5.5 (Materiais e Métodos). Os compostos selecionados por estes
filtros foram submetidos a ensaios de inibicdo enzimatica. A Figura 4.56 mostra uma

representacdo esquematica dos filtros de selecdo aplicados, acompanhado do valor da

porcentagem de reducdo do nimero de compostos nesta etapa.

Modelo | - FA

Série “in house” de compostos

l (52) Previamente selecionados
* Como inibidores covalentes
Ancoramento seguido de da cruzaina (cisteino protease,

Inspe¢do Visual 53% de identidade)

Critério de selecdo
-88% l (6) * Apresentar grupo eletrofilico
proximo a Cys51

Ancoramento Validagdo

Gold v. 5.1 e ChemPLP

Ensaios de inibicao enzimatica
frente a sLbP™ do virus da FA

Figura 4.56. Representac¢io esquematica dos filtros de seleciio aplicados a série “in house” de compostos
usada no primeiro modelo de busca virtual (Modelo | — FA). Entre parénteses sdo indicados 0s
nameros de compostos selecionados nesta etapa e ao lado a correspondente porcentagem de
reducéo.
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4.4.2.1. Ancoramento seguido por Inspecdo Visual

O unico filtro usado nesta busca virtual foi 0 ancoramento acompanhado pela inspecéao
visual. Procedendo-se como descrito item 3.5.5.5 (Materiais e Métodos), os 52 compostos da
série foram ancorados no sitio ativo da sLbP™ do virus da FA usando a estrutura 2JQG. Todas
as poses de todos os compostos foram, a seguir, analisadas por inspe¢édo visual. Sabendo-se
que estes compostos foram previamente selecionados como potenciais inibidores covalentes
da cruzaina, apenas compostos que mostram suas poses de ancoramento com grupo
eletrofilico proximos a Cysb1 foram selecionados como potenciais inibidores covalentes da
LbP™ do virus da FA. De acordo com este critério, seis compostos (~ 11% da série inicial)
foram selecionados como potenciais inibidores covalentes da Lb"™ do virus da FA. A Tabela
4.45 mostra a representacdo das estruturas dos seis compostos (denominados FA-01 a FA-06)

selecionados pelo Modelo I — FA que foram adquiridos e submetidos a testes de inibicédo

enzimatica frente a sLbpro do virus da FA.

Tabela 4.45. Representacdo da estrutura 2D e peso molecular dos 6 compostos (FA-01 a FA-06)
selecionados pelo Modelo | — FA como potenciais de inibidores covalentes da LbP™ do virus
da FA e submetidos ao teste de inibicdo enzimatica.

#Ref Estrutura Peso Molecular
(o]
FA-01 /©)an~ 204,9
/\o
(o]
(o)
-~ N/\\
FA-02 Ho SN 220,23
o~
| "
o Il
FA-03 )H(: 313,32
N |
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Tabela 4.45. (Continua).

#Ref Estrutura Peso Molecular

o
o] N/\\
AN
FA-04 O \(9)\ H N 258,28
7 " N
FA-05 oA 219,24
/ — N\/
(o]

(o)
O
FA-06 e NJ\@/ 275,31
He |l
=

4.4.2.2. Validacdo experimental

De modo analogo ao realizado para protease do DENV, a verdadeira utilidade dos
modelos de busca virtual foi comprovada com sua validacdo experimental, através de ensaios

enzimaticos. Assim, os 6 compostos selecionados pelo Modelo | - FA foram submetidos a

ensaios de inibicdo enzimatica frente a LbP™® do virus da FA. Todos os procedimentos
experimentais usados nesta etapa foram realizados nos laboratérios da Prof®. Antonia Tavares

do Amaral (1Q-USP, Séo Paulo) e estdo descritos no item 3.6.2.

Ensaios de inibicdo enzimética frente a Lb"™ do virus da FA

Diferentemente do apresentado para protease do DENV, pretendeu-se, inicialmente,
determinar os valores de ICso frente a sLb”® do virus da FA para todos os compostos

selecionados pelo Modelo | — FA. Esta alteracdo se fez necessaria, pois, além de encontrar

inibidores, 0 Modelo | - FA foi construido visando obter mais informacdes sobre as interagdes

no sitio ativo da sLbP™.
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Procedendo-se como descrito 3.6.2.1 (Materiais e Métodos), determinaram-se,

tentativamente, os valores de ICs, frente a sLb”™ do virus da FA para os compostos FA-01 a

FA-06 a partir de suas curvas dose-resposta. No entanto, FA-01 e FA-03 ndo se apresentaram

solGveis nas condicdes do experimento. Adicionalmente, FA-02 e FA-06 apresentaram

fluorescéncia intrinseca em Aex = 320 nm € Aem = 420 nm, ndo sendo possivel determinar seus

valores de ICsq por este protocolo (item 3.6.2.1). Assim, as curvas dose-resposta sO puderam

ser obtidas para FA-04 e FA-05 e estdo apresentadas na Figura 4.57.

Fragéo ativa de LbP"™ do virus da FA (wyo)

09
08
07
06
05
04

03

Fragdo ativa de Lb"™ do virus da FA (vi/vg)

02

0.1

00 - 0,0

r T T T T T T T 1 T T T T T T T 1
1 15 2 25 3 1 15 2 25 3

logyg [FA-04], M logsg [FA-05], uM

Figura 4.57. Curvas dose-resposta® dos compostos FA-04 e FA-05. Fracdo ativa® de sLb”™ do virus da FA

@

(b)

©
(d)

em funcéo dos valores do logaritmo da concentra(;éo“) (em pM) de cada composto: FA-04 (A) e
FA-05 (B). Experimentos realizados, pelo menos, em duplicata.
Construida utilizando-se a opgdo LL.2 para curvas dose-resposta do pacote “drc¢” (RITZ; STREIBIG; RITZ,
C. & STREIBIG, 2006) disponivel no programa R (R CORE TEAM, 2013).
Valores de velocidade inicial de formagdo de produto com (v;), e sem (vg), 0 composto, determinados a partir
das retas de melhor ajuste dos valores de fluorescéncia® em funcéo do tempo (s). Estes foram determinados
usando um dos compostos: FA-04 e FA-05.

Os valores da concentragdo de cada composto utilizados no teste variaram de 0,00 a 1000,00 puM.
Valores de fluorescéncia obtidos em solugéo tampéo pH=7,8 (Borato 50 mM), contendo sLbP™ do virus da FA
sorotipo Okl (8,4 pM, disponibilizada pelo grupo do Prof Juliano), com 5 minutos de pré-incubagdo na
presenca de 2,5 mM de DTT, de KVQRKLKGAGQSSQ-Abz (3 uM, sintetizado pelo grupo do Prof Juliano) e
de Triton-X100 (0,01 % v/v), a 37+0,1°C e utilizando-se Agy = 320nm € Ae, = 420 Nm.

Os valores de ICsp dos compostos FA-04 a FA-05 foram iguais a 337,5+ 94 uM e a

568,4 + 11,5 uM, respectivamente, ou seja, tem uma baixa atividade inibitdria. Cabe ressaltar

que estes valores foram obtidos na presenca de Triton-X 100 visando-se evitar 0 mecanismo

de inibi¢do promiscuo (MALVEZZI et al., 2008). Adicionalmente, FA-04 a FA-05 tiveram a
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reversibilidade da inibi¢cdo avaliada objetivando verificar se estes atuam, ou ndo, por um

mecanismo de inibicdo covalente (COPELAND, 2005).

120 4

100
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- E64

60 -

40

Fluorescéncia (UAF)

204

0 Zb 46 éO Sb 160
Tempo (s)

Figura 4.58. Curvas do progresso de reacio® obtidas imediatamente apés diluicdo da solugio®™ de sLbP™
com E64. Valores de fluorescéncia® em fungdo do tempo (s). Mostrando as curvas dos
experimentos controle (sem E64) e com E64 em azul e vermelho, respectivamente. Experimento
realizado uma Unica vez.

@ Construida utilizando-se o programa R (R CORE TEAM, 2013).
®) Solugéo tampédo pH=7,8 (Borato 50 mM) com sLbP™ (169 pM, disponibilizada pelo grupo do Prof Juliano)
com 5 minutos de pré-incubacdo na presenga de DTT (2,5 mM) e com E64 (497 uM) mantida em banho de

com gelo, sob agitacdo a cada 5 min, por 30 min. O experimento controle foi feito nas mesmas condicdes
adicionando, no entanto, somente DMSO a solugéo tampéo.

Valores de fluorescéncia obtidos em solugéo tampdo pH=7,8 (Borato 50 mM), contendo sLbP™ do virus da FA
do sorotipo OK1 (1,69 pM, disponibilizada pelo grupo do Prof Juliano), KVQRKLKGAGQSSQ-Abz (3 uM,
sintetizado pelo grupo do Prof Juliano), Triton-X 100 (0,01 % v/v) com, ou sem, E64 (5,0 uM) a 37+0,1°C e
utilizando-se Ay = 320nm € Aey = 420 nm.

Na Figura 4.58, observa-se que para o inibidor E64, usado para validar o protocolo
experimental (vide item 3.6.2.2), a inclinagdo da curva do progresso da reacdo, obtida
imediatamente apo6s a diluicdo, aumenta lentamente com o tempo aproximando-se tardiamente
da curva controle. Estes resultados indicam que E64 apresenta mecanismo de inibigéo
lentamente reversivel (COPELAND, 2005). No entanto, na literatura (ARAFET et al., 2014)
sugere-se que E64 deveria apresentar mecanismo de inibicdo totalmente irreversivel. Esta
falta de concordancia poderia ser explicada, considerando-se que o tempo de incubacdo (30
minutos) ndo foi suficiente para atingir 100 % de inibicdo enzimatica pelo mecanismo
covalente. Ainda assim, o protocolo experimental foi considerado validado e, assim, aplicado
aos compostos FA-04 a FA-05. As curvas de progresso de reacdo para FA-04 a FA-05 foram

obtidas e estdo apresentadas nas Figura 4.59 e Figura 4.60, respectivamente.



340

120

100 -
80 - Controle

= FA-04

60

40

Fluorescéncia (UAF)

20+

0 20 40 60 80 100
Tempo (s)

Figura 4.59. Curvas do progresso de reacéo® obtidas imediatamente apés diluicio da solucdo® de sLbP™
com FA-04. Valores de fluorescéncia® em funcdo do tempo (s). Mostrando as curvas dos
experimentos controle (sem FA-04) e com FA-04 em azul e verde, respectivamente. Experimento
realizado uma Unica vez.

@ Construida utilizando-se o programa R (R CORE TEAM, 2013).

Solugéo tampéo pH=7,8 (Borato 50 mM) com sLbP™ (169 pM, disponibilizada pelo grupo do Prof Juliano)

com 5 minutos de pré-incubacéo na presenca de DTT (2,5 mM) e com FA-04 (5,3 uM) mantida em banho de

com gelo, sob agitacdo a cada 5 min, por 30 min. O experimento controle foi feito nas mesmas condigdes
adicionando, no entanto, somente DMSO a solugéo tampéo.

Valores de fluorescéncia obtidos em solugéo tampdo pH=7,8 (Borato 50 mM), contendo sLbP™ do virus da FA
do sorotipo Ok1 (1,69 pM, disponibilizada pelo grupo do Prof Juliano), KVQRKLKGAGQSSQ-Abz (3 uM,
sintetizado pelo grupo do Prof Juliano), Triton-X 100 (0,01 % v/v) com, ou sem, FA-04 (53 nM) a 37+0,1°C e
utilizando-se Ay = 320nm € Aey = 420 Nnm.
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Figura 4.60. Curvas do progresso de reacio® obtidas imediatamente apés diluicdo da solugio® de sLbP™
com FA-05. Valores de fluorescéncia® em fungdo do tempo (s). Mostrando as curvas dos
experimentos controle (sem FA-05) e com FA-05 em azul e cinza, respectivamente. Experimento
realizado uma Unica vez.

@ Construida utilizando-se o programa R (R CORE TEAM, 2013).

Solugéo tampédo pH=7,8 (Borato 50 mM) com sLbP™ (169 pM, disponibilizada pelo grupo do Prof Juliano)

com 5 minutos de pré-incubacéo na presenca de DTT (2,5 mM) e com FA-05 (6,8 uM) mantida em banho de

com gelo, sob agitacdo a cada 5 min, por 30 min. O experimento controle foi feito nas mesmas condicdes
adicionando, no entanto, somente DMSO a solugdo tampéo.

Valores de fluorescéncia obtidos em solugéo tampdo pH=7,8 (Borato 50 mM), contendo sLbP™ do virus da FA

do sorotipo Ok1 (1,69 pM, disponibilizada pelo grupo do Prof Juliano), KVQRKLKGAGQSSQ-Abz (3 puM,

sintetizado pelo grupo do Prof Juliano), Triton-X 100 (0,01 % v/v) com, ou sem, FA-04 (68 nM) a 37+0,1°C e
utilizando-se Aem = 320nm € Aey = 420 Nm.

Para FA-04 e FA-05, a concentracdo de compostos na solu¢cdo mais concentrada

(solucdo mae) do complexo enzima-inibidor foi menor do que a usada para E64 (5,3 nM de
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FA-04 e 6,8 nM de FA-05 contra 497 uM de E64). Isto ocorreu pela impossibilidade de se
aumentar a concentracdo destes compostos na solucdo concentrada do complexo enzima-
inibidor (100 pL) sem um aumento significativo do volume total de DMSO. Considerando
tanto as baixas concentracGes usadas bem como o curto tempo de incubacdo (30 minutos),
esta avaliacdo foi considerada ainda preliminar. Nesta avaliacdo preliminar foi observado que
as inclinagdes das curvas do progresso da reacdo para os compostos FA-04 e FA-05 (Figura
4.59 e Figura 4.60) aumentam rapidamente com o tempo aproximando-se da curva controle.
Assim, estes resultados, embora preliminares, sugerem que FA-04 e FA-05 ndo se comportam
como inibidores covalentes como proposto e planejado, pois ndo se observou inibicédo

irreversivel, ou lentamente, reversivel.

4.4.2.3. Analise das interacGes dos inibidores compostos FA-04 e FA-05 com

residuos do sitio ativo da Lb""™ do virus da FA

Embora os compostos FA-04 e FA-05 apresentem uma baixa atividade inibitdria
frente a Lb”™ do virus da FA, como descrito acima, os estudos de ancoramento da série de 52
compostos potenciais inibidores também foram feitos para obter mais informacdes sobre as
interacOes no sitio ativo da LbP™. Desta forma, a melhor pose de ancoramento, apresentando
maior valor de escore, de cada composto foi usada para obter alguma informacéo sobre as
interacOes no sitio ativo desta protease. As interacGes entre FA-04 e FA-05 e os residuos do

sitio ativo LbP™®

, preditas pelo ancoramento, estdo apresentadas na Figura 4.61.

Estes dois compostos formam ligacdes de hidrogénio com a His148 catalitica e com o
Glul147 do sitio S;. Adicionalmente, os dois compostos formam interagcdes hidrofébicas com
residuos da cavidade S, (Leuld3 e Alal49), no entanto, FA-04 forma uma interacéo
hidrofobica (Leul78) a mais do que FA-05. Ainda, para FA-04 foi observada ligacdo de

hidrogénio com a Gly98 (cavidade S,), enquanto que, para FA-05 foi observada ligagédo de

hidrogénio com Asn46 (cavidade oxanion).
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Figura 4.61. Representacdo esquematica, em 2D, das interacdes® preditas para a melhor pose de
ancoramento® de cada um dos compostos com os residuos do sitio ativo da sLb”™ do virus
da FA©. (A) e (B) mostram as interacdes preditas para melhor pose de ancoramento de FA-04
(ICs = 337,5 £ 9,4 uM) e de FA-05 (ICso = 568,4 £ 11,5 uM), respectivamente. As intera¢des
HBD e HBA estdo representadas pelas setas verdes e vermelhas, respectivamente, e as interagdes
hidrofébicas pelas esferas amarelas.

InteragBes identificadas com o auxilio do programa LigandScout (WOLBER; LANGER, 2005), usando 0s
valores de corte padrdo do programa.

®) pose com maior valor de escore obtida usando a funcdo ChemPLP e o programa GOLD (JONES et al., 1997).
© A estrutura sLb™ do virus da FA corresponde ao PDB 2JQG (obtida por RMN (CENCIC et al., 2007)).

O fato de FA-04 fazer mais interagdes hidrofdbicas que FA-05 poderia explicar por
gue o primeiro apresenta a maior atividade. Adicionalmente, para este composto, podemos
observar que a cavidade S, é ocupada pelo anel aromético de FA-04 Figura 4.61(A)).
Considerando que a cavidade S, da LbP™® tem uma restricdo a aminoacidos aromaticos
(SANTOS et al., 2009), parece razoavel propor que FA-04 apresentaria uma maior atividade
se seu anel aromatico fosse substituido por um grupo hidrofébico, mas, ndo aroméatico. Com
base no observado, os estudos de ancoramento sugeriram como favoraveis interagdes com 0s
seguintes residuos: Gly98, Leul43, Glul47, His148, Alal49 e Leul78. Estas interacdes serdo,
na medida do possivel, consideradas na construcdo de um segundo modelo de busca virtual
para selecionar inibidores da LbP™ do virus da FA. Por fim, cabe ressaltar que a importancia
dos residuos Asn46, Gly98, Leul143, Glu147, Ala149 e Leul78 para as interacdes Lb"-ligante

puderam ser confirmadas com a publicacdo da estrutura da sLb"™®

complexada com E64-R-P-
NH; (40BB (STEINBERGER et al., 2014)). Assim, exceto pela interagdo com a His148,
todas as interacGes preditas pelos estudos de ancoramento entre Lb"™® e FA-04/FA-05 sdo

encontradas na estrutura 4QBB.
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4.4.3. Modelos de busca virtual: Modelo 1l - FA

Considerando a baixa atividade inibitdria dos compostos selecionados pelo Modelo Il

— FA, foi proposto um segundo modelo de busca virtual de inibidores da Lb”™ do virus da FA,

denominado Modelo Il - FA. Para este segundo modelo, tentou-se considerar, dentro do
possivel, as interacdes com os residuos do sitio ativo sugeridas como favoraveis nos estudos

de ancoragem realizados para Modelo | — FA (item 4.4.2.3). Além disso, no Modelo Il — FA

foram introduzidas algumas modificacdes em relacdo ao primeiro modelo, sendo estas: (i) no
banco de dados de moléculas virtuais usado na busca virtual; (ii) no numero e no tipo de
filtros de selecdo aplicados ao banco de dados e (iii) nos critérios de cada um destes filtros.

A primeira mudanca em relacdo ao Modelo | — FA aplicada na construcdo deste

Modelo Il — FA foi usar o ZINC-Curated visando selecionar compostos sem grupos

eletrofilicos. Esta mudanca foi feita considerando-se que os compostos FA-04 e FA-05,

selecionados pelo primeiro modelo, ndo parecem ser inibidores covalentes da LbP®

(vide po.
341), ndo sendo mais necessario considerar apenas compostos com grupos eletrofilicos. A
segunda mudanca foi a inclusdo de um nimero maior de filtros de selecdo com naturezas
diferentes. Assim, procedendo-se como descrito item 3.5.5.6 (Materiais e Métodos) e
partindo-se do banco de dados ZINC-Curated, foram aplicados trés filtros de selecdo na
seguinte sequéncia: farmacoférico, similaridade e inspecdo visual. Ainda, a partir da
publicacdo, em 11/2014, da estrutura da sLbP® complexada com o inibidor E64-R-P-NH;
(4QBB, resolucio 1,6 A (STEINBERGER et al., 2014)), foi possivel incluir também as
informacdes sobre as interagOes entre este inibidor e os residuos do sitio ativo da Lb"° na

construcdo do modelo farmacofdrico. Por fim, de modo analogo ao primeiro modelo, os

compostos selecionados por este segundo modelo (Modelo Il — FA) foram testados como

inibidores da LbP™ do virus da FA. A Figura 4.62 mostra uma representacio esquematica da
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sequéncia de aplicacdo de cada filtro bem como os valores da porcentagem de reducdo do

nimero de compostos em cada etapa.

Modelo Il - FA
ZINC-Curated

Preparado como descrito
l (7,8x10¢) * Limpeza e corre¢do de
estruturas

Modelo farmacofdrico

. -99% | (14.413) Agrupamento hierérquico
Pontos de minimo de energia * Corte de 0,4 de dissimilaridade
Identificados usando o programa GRID e Filtro de similaridade * Coef. Tanimoto — Fingerprints

as seguintes sondas: DRY (), C3 (@), Moleculares (4.449 grupos)
N1*(®), N1 (®) e OH(®)

-69 % l (4.449)
Critérios de selecdo

Inspecdo Visual * Respeitar todas as regides de

interacdo e ajuste ao modelo
-91% l (15) * N3&o apresentar grupos aromaticos
emsS,
Aquisi¢ao * Fazer interagdo com outros

residuos do sitio ativo
7% | ()
Modelo farmacoférico MF-LbPr
LigandScout 4.1, contendo 5
obrigatdrias e 4 opcionais

Ensaios de inibicdo enzimatica
frente a sLbP™ do virus da FA

Validagao
xperimental

Figura 4.62. Representacdo esquematica da sequéncia de filtros de selecdo aplicados ao banco ZINC-
Curated usada no segundo modelo de busca virtual (Modelo Il — FA). Entre parénteses séo
indicados 0s nimeros de compostos selecionados em cada etapa e ao lado a porcentagem de
reducéo por cada filtro.

4.4.3.1. Filtro farmacoférico

A primeira etapa do procedimento de busca virtual foi a aplicagdo de um filtro
farmacoférico ao banco de dados ZINC-Curated. Como descrito na Introducdo desta tese
(item 1.7.1), modelos farmacoféricos podem tambeém ser construidos usando coordenadas de
pontos de minimo de energia obtidos a partir da estrutura do receptor sem ligantes. Assim,
procedendo-se como descrito no item 3.5.5.6 (Materiais e Métodos), o0 modelo farmacoférico
foi gerado usando pontos de minimo de energia obtidos pelo programa GRID (GOODFORD,
1985). Estes pontos de minimo de energia foram obtidos usando a estrutura 4QBB e sondas
moleculares de diferentes naturezas, a saber: hidrofébica (“DRY” e “C3”), ibnica (“N1+” ¢
“0-"), aceptoras de ligacao de hidrogénio e/ou doadoras de ligacéo de hidrogénio (“N17, “O”

e “OH”). A Figura 4.63 (A) mostra todos os pontos de minimo de energia identificados. Em
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seguida, aqueles proximos aos residuos do sitio ativo da sLbP® foram selecionados e

sobrepostos ao inibidor E64-R-P-NH; (Figura 4.63 (B)).

Figura 4.63. Representacdo dos pontos de minimo de energia®obtidos®. (A) Mostrando todos os pontos de
minimo de energia. (B) Mostrando aqueles proximos ao sitio ativo da sLbP°© sobrepostos ao
inibidor E64-R-P-NH,. O sitio ativo da sLb™ e o inibidor E64-R-P-NH2 estdo representados
como superficie (colorida de acordo com o tipo de 4tomo) e como sticks, respectivamente. As
esferas correspondem aos pontos de minima energia identificados pelas sondas “DRY” (amarelo),
“C3” (laranja), “N1+ (azul), “N1” (ciano), “O-" (vermelho), “O” (magenta) ¢ “OH” (roxo).
Representando as regides de interacdo(des) favoravel(is)

Obtidos a partir dos campos de interacdo moleculares calculados pelo programa GRID (GOODFORD, 1985)
aplicando-se os valores maximos de energia de corte descritos no item 3.5.5.4.

©  Estrutura 4QBB prepara pelo programa SYBYL-X (SYBYL, 2013) como descrito no item 3.5.5.2.

(a)
(b)

Analisando a Figura 4.63 (B), podemos observar que ndo foram identificados pontos
de minimo de energia representando regides de intera¢do idnica positiva (sonda “N1+”) ou
negativa (sonda “O-"), embora fosse esperado identificar regides de interacdo ionica positiva
préximos aos residuos Asp49 e Glul47. Nas cavidades S;, S;’ e S’ ha um predominio de
pontos de minimo de energia representando regides de ligacdo de hidrogénio (esferas ciano,
rosa e roxas). Ainda, ha um predominio de pontos de minimo de energia representando
interacOes hidrofdbicas (esferas amarelas e laranjas) proximos a cavidade S,. Por fim, pode-se
observar que ha uma concordancia entre os pontos de minimo identificados e os atomos do
inibidor E64-R-P-NH,. As regiGes associadas a cada ponto de minimo de energia foram
analisadas e selecionadas priorizando, dentro do possivel, tanto aquelas capazes de estabelecer

interacbes com mais de um residuo bem como as observadas experimentalmente (estrutura
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4QBB vide Figura 4.52) e/ou preditas pelo ancoramento (FA-04 e FA-05 vide Figura 4.61).

Estas regides foram usadas para construir um modelo farmacoférico, denominado MF-LbP",

que esta apresentado na Figura 4.64. O modelo MF-Lb"™ contém nove regides de interagéo,

sendo elas: uma HBD (ndo-direcional obrigatoria), sete HBA (trés ndo-direcionais obrigatorias

e quatro direcionais opcionais) e uma hidrofébica (obrigatdria).

Figura 4.64. Representacdo esquematica do modelo farmacoférico® MF-LbP™. Este modelo contendo 9

@

(b)
©
(d)
(¢

regides de interacdo®, sendo 5 obrigatérias (1 HBD e 3 HBA e 1 hidrofébica) e 4 opcionais (4
HBA) e vérias regides de exclusdo de volume®. As regides HBD e HBA, hidrofébicas e de
exclusdo de volume estdo apresentadas em verde, vermelho, amarelo e cinza, respectivamente. As
setas indicam regides de interagdo direcionais e as esferas indicam regido de interacdo ou exclusdo
de volume ndo-direcionais. As regides hachuradas correspondem a regides de interacdo opcionais.
Gerado pelo programa LigandScout (WOLBER; LANGER, 2005) a partir dos pontos de minimo de energia®
representando regides de interagdo(des) favoravel(eis) no sitio ativo da LbP™°®.
Todas as regides de interacio tem um raio de 1,5 A.

Definidas a partir das coordenadas dos 4tomos dos residuos que formam o sitio ativo de cada estrutura.
Obtidos como descrito na Figura 4.63.

Estrutura 4QBB prepara pelo programa SYBYL-X (SYBYL, 2013) como descrito no item 3.5.5.2.

O modelo farmacoférico MF-LbP™ foi aplicado ao banco ZINC-Curated selecionando

14.413 (reducdo de 99,86 %) compostos capazes de satisfazer todas as caracteristicas

obrigatdrias do modelo (trés regides doadoras de ligacdo de hidrogénio, uma regido aceptora

de ligacao de hidrogénio e uma regido hidrofobica). Em seguida, os 14.413 compostos foram

selecionados e submetidos a um filtro de similaridade.
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4.4.3.2. Filtro de similaridade

De modo anélogo ao descrito para 0 Modelo | — DENV (item 4.3.2.3), um filtro de

similaridade foi aplicado visando excluir compostos similares mantendo, no entanto, a
diversidade estrutural (Bologa and Oprea, 2012). Procedendo-se como descrito item 3.5.5.6
(Materiais e Métodos), os compostos foram agrupados com base nos valores do coeficiente de
Tanimoto. O valor de corte de 60 % de similaridade usado resultou em 4.449 grupos. A
seguir, um representante de cada grupo foi selecionado para a proxima etapa. Assim, 4.449

compostos (reducédo de 69,13 %) foram selecionados.
4.4.3.3. Filtro de inspecédo visual

Como discutido na Introducdo e de modo analogo ao realizado para a protease do
DENV, os 4.449 compostos selecionados no filtro de similaridade foram analisados por
inspecdo visual para verificar seus ajustes no sitio ativo da Lb"™ do virus da FA. Esta analise
foi feita procedendo-se como descrito no item 3.5.5.8 (Materiais e Métodos). Numa primeira
etapa, foram selecionados apenas 0os compostos capazes de satisfazer todas as caracteristicas
propostas pelo modelo MF-LbP, inclusive regiGes de interacdo definidas como opcionais.
Assim, dos 4.449 compostos selecionados, apenas 177 (4 %) foram mantidos. Numa segunda
etapa, cada um dos 177 compostos foi inspecionado dentre do sitio ativo da Lb"™ do virus da
FA. Além do ajuste no sitio ativo, nesta inspecdo visual foram incluidos outros critérios.
Dentre eles, verificar se 0 composto ndo apresentava grupamento aromatico na regido de
interacdo hidrofdbica. Este critério foi incluido considerando que a cavidade S, da LbP™ tem
uma restricdo a aminoacidos aromaticos (SANTOS et al., 2009). Uma descricdo detalhada de
todos os criterios usados esta apresentada no item 3.5.5.8.

Nesta etapa, 15 compostos foram selecionados como potenciais inibidores da LbP™ do
virus da FA, representando uma reducéo de 91 % em relagcdo aos 177 compostos selecionados

na etapa anterior. Destes 15 potenciais inibidores, 14 (93,33 %) estavam disponiveis e foram
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adquiridos para validacdo experimental do Modelo Il - FA. Por fim, a aplicacdo de todos os

filtros de selecdo representou uma reducéo total de mais de 99 % em relacdo ao banco ZINC-
Curated (~ 7,8x10° compostos). A Tabela 4.46 mostra a representacdo das estruturas dos

quatorze compostos (denominados FA-07 a FA-20) selecionados pelo Modelo Il — FA que

foram adquiridos e submetidos a testes de inibigdo enzimatica frente a sSLbP™ do virus da FA.

Tabela 4.46. Representacdo da estrutura 2D dos 14 compostos (FA-07 a FA-20) selecionados pelo Modelo
Il — FA como potenciais inibidores da LbP™ do virus da FA. Estes foram adquiridos e
submetidos ao teste de inibicdo enzimatica frente a esta protease. Estas estdo acompanhadas
dos seus correspondentes codigos ZINC, valores de peso molecular e empresa fornecedora.

#Ref Estrutura Cddigo ZINC Peso Vendedor
Molecular

FA-07 /:( e 68044297 341,45 Enamine
\(\/\N o

/ H
N\\N/|N
0
o NN
FA-08 ~_° | HoOOSW 71905440 247,28 Enamine

FA-09 HWAWQ 67846966 359,35  ChemBridge
HN—N o
FA10  — JVJ.QJ\NAJQ 75107777 301,39 Enamine

FA-11 @%ﬁﬁ \ 69842754 258,28 Enamine

NP
o
FA-12 o U‘%\/@ 22409626 306,36 Enamine
o
~° N =
FA-13 ”/\@ 40512559 223,27 Enamine
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Tabela 4.46. (Continua).

- Peso
#Ref Estrutura Caddigo ZINC Vendedor
Molecular

FA-14 /\O)E@ 30597143 269,72 Enamine

FA-15 H N\@ 03020332 277,39 UORSY

FA-16 O:TI_NH\—O \g 69434864 288,41 Enamine

FA-17 STV 75136897 248,28 Enamine
0\\5//0
FA-18 /@i\ﬂ/\ 69808851 249,71 Enamine
/
cf o
—N
H A
FA-19 O\K\ |/)N 71905439 274,30 Enamine
s N
D ~\ !
N—N

FA-20

(o]
- a ~ 09318924 336,35 UORSY
>\7NH o NH,

4.4.3.4. Validacdo experimental

De modo anélogo realizado para 0 Modelo | - FA, a verdadeira utilidade do modelo

Modelo Il — FA foi comprovada com sua validagdo experimental, através de ensaios

enzimaticos. Assim, os 14 compostos selecionados pelo Modelo Il — FA foram submetidos a

ensaios de inibicdo enzimatica frente a sLb”™ do virus da FA. Todos os procedimentos
experimentais usados nesta etapa foram feitos nos laboratdrios da Prof®. Antonia Tavares do

Amaral (IQ-USP, Sao Paulo) e estdo descritos no item 3.6.2.
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Ensaios de inibicdo enzimética frente & Lb"™ do virus da FA

De modo analogo ao realizado para protease do DENV e como descrito no item
3.6.2.1 (Materiais e Métodos), nos ensaios de inibicdo enzimatica foram determinados valores
de porcentagem de inibicdo da sLbP™ do virus da FA. Ainda, cabe ressaltar que nestes ensaios
foi utilizado um substrato comercial contendo o0 AMC (7-Amido-4-metil-cumarina) como
grupo fluorogénico, ao invés do grupo Abz (amino-benzoil) presente no substrato usado nos

ensaios para 0 Modelo | — FA. Esta modificacdo foi feita visando evitar que os compostos

adquiridos ndo pudessem ser analisados, por apresentarem fluorescéncia intrinseca em Aex =

320 nm e Aem = 420 nm, como observado para os compostos FA-02 e FA-06. O AMC foi

escolhido como grupo fluorogénico pelo fato deste ser mais amplamente usado na literatura.
Considerando a modificacdo feita no protocolo experimental e visando comparar 0s

compostos FA-07 a FA-20 com os selecionados pelo Modelo | — FA, o valor da porcentagem

de inibicdo da sLb"™ do virus da FA do composto FA-04 (em 200 uM) foi determinado,
sendo igual a 42 + 5 %. Em seguida, o valor de porcentagem de inibicdo da sLbP™ do virus da
FA de cada composto (em 200 uM) foi determinado, sendo apresentados na Tabela 4.47.

Diferentemente dos compostos selecionados pelo Modelo | — FA, todos 0s compostos

selecionados pelo Modelo Il — FA foram solGveis e ndo apresentam fluorescéncia intrinseca,

nas condi¢cdes do experimento. O composto mais ativo desta série foi o FA-17 (inibi¢do da
sLbP™ igual a 40 + 3 %). Este composto apresentou, dentro do erro experimental, um valor de
porcentagem de inibicdo comparavel ao do FA-04 (42 + 5 %). Sendo assim, nenhum dos 14

compostos selecionados pelo Modelo 11 — FA apresentou alta atividade inibitoria frente a LbP™

do virus da FA. Ainda, trés compostos parecem ter ativado a enzima, ao invés de inibi-la, ou
seja, a atividade da enzima na presenca do composto foi maior do que na auséncia, sendo eles:

compostos FA-07 (ZINC68044297), FA-08 (ZINC71905440) e FA-12 (ZINC22409626).
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Tabela 4.47. Valores de porcentagem de inibicdo (em 200 pM)® e dos correspondentes desvios padrao®
de cada um dos compostos (FA-07 a FA-21) selecionados pelo Modelo 11 — FA.

ihirs pro .
#Ref Estrutura Inibicdo da sLb™" do virus
da FA (%, em 200 pM)

o\\ S A.E.(C)

FA-07 ) e
\\N/N
FA-08 NN, A.E.©
~°
FA-09 i @ +
Segasal 9
ot D
FA-11 Wﬁ/\ | 71
N/NH ‘
AL
FA'12 HZN/s (\>\ //\0 A E (C)
00
[o]

FA-13 - A@ 16+4

X N

PN
FA-14 A~ )5©/C. 15+1

°\) Ho

FA-15 )\/\u)k/s\("“ 20 + 10

®  Determinados em solugdo tamp&o pH=7,8 (Borato 50 mM) contendo sLbP® do virus da FA sorotipo Ok1 (8,4
pM, disponibilizada pelo grupo do Prof Juliano), com 5 minutos de pré-incubagdo na presenca de 2,5 mM de
DTT, Triton-X 100 (0,001 % v/v), Z-LR-MCA (100 pM) e cada um dos compostos (200 pM).

®  Considerando pelo menos trés experimentos independentes.

©  AE. significa ativacdo da enzima, ou seja, a atividade enzimatica na presenca do composto foi maior do que a
observada na auséncia do composto.
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Inibicdo da sLb"™ do virus

#Ref Estrutura
da FA (%, em 200 pM)
FA-16 :T_LQ \ 4+1
FA-17 ST 40+3
o\\s//o
FA-18 /@\ij \ 2+6
c o’
/:N
H
FA-19 . | j 27 + 8
C W/\s N
N/N
FA-20 \%7 ﬁ( 5+13

@ Determinados em solucdo tamp&o pH=7,8 (Borato 50 mM) contendo sLbP® do virus da FA sorotipo Ok1 (8,4
pM, disponibilizada pelo grupo do Prof Juliano), com 5 minutos de pré-incubagdo na presencga de 2,5 mM de
DTT, Triton-X 100 (0,001 % v/v), Z-LR-MCA (100 uM) e cada um dos compostos (200 uM).

®  Considerando pelo menos trés experimentos independentes.

Dentre as possiveis justificativas para a falta se sucesso desse modelo, quanto a

atividade inibitoria, podemos considerar a ndo inclusdo de uma etapa de avaliacdo de

desempenho do modelo farmacoférico devido a pouca informacdo disponivel sobre

compostos ativos e inativos frente a LbP™ do virus da FA. Independentemente da razdo do

insucesso do Modelo Il — FA, os resultados obtidos até este momento ndo foram plenamente

satisfatorios, desta forma, outro modelo de busca virtual sera, futuramente, proposto

considerando as informagdes sobre 0s compostos inativos obtidos até o presente momento.
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5. CONCLUSOES

Criacdo do banco ZINC-Curated

As ferramentas estatisticas e quimiométricas usadas permitiram analisar e avaliar
extensivamente a diversidade estrutural e das propriedades fisico-quimicas do banco de dados
virtuais de moléculas construido nesta tese, denominado ZINC-Curated. Nestas analises,
observou-se uma certa diminuicdo da diversidade estrutural e das propriedades fisico-
quimicas deste banco quando comparado ao original (ZINC-2014). No entanto, as
carateristicas dos compostos do banco ZINC-Curated sdo mais proximas as observadas para
0s compostos do banco DB (representando o espaco quimico dos farmacos). Dentre estas, a
solubilidade em agua e a estabilidade metabdlica. Portanto, concluimos que o uso dos filtros
de propriedade drug-like e estruturais para construir o banco ZINC-Curated enriqueceu este
banco com compostos com caracteristicas de farmacos. Adicionalmente, todos 0s compostos
selecionados a partir do banco ZINC-Curated e, por nos testados, foram sollveis e estaveis
nas condicdes dos experimentos de inibi¢do (pH 7,8 ou pH 9,0).

Busca virtual de inibidores da protease do virus da Dengue (NS2B/NS3pro DENV)

O uso de estratégias LBDD e SBDD permitiu construir quatro modelos de busca

virtual de inibidores da protease do virus da Dengue (Modelo | — DENV a Modelo 1V -

DENV). A aplicacdo destes quatro modelos a banco de dados comerciais (ZINC-Original e
NCI) e ao ZINC-Curated resultou na identificacdo de oito inibidores desta protease (DV-27,
DV-29, DV-30, DV-33, DV-53, DV-54, DV-55 e DV-57 com ICsp< 100 pM). O inibidor
mais ativo identificado (DV-57) apresenta atividade frente a protease do DENV2 e do
DENV3 (ICsp = 4,7 £ 0,3 UM para DENV2 e ICsp = 3,5 £ 0,2 uM para DENV3). Ainda, este
inibidor apresenta um mecanismo de inibi¢gdo misto, ou seja, ndo competitivo (K; e aK; iguais
a 10,4 e 6,1 uM) com maior afinidade pela enzima na presenca de substrato. A comparacao

entre 0 DV-57 com um inibidor contendo a mesma subestrutura sugere que DV-57 podera ser



354

melhor estrutura de partida. Considerando apenas o modelo que selecionou o DV-57, a taxa
de acerto foi de ~ 22 %. Este resultado é bastante importante e significativo, principalmente se
considerarmos que o alvo analisado € uma protease.

Adicionalmente, as mudangas realizadas nos modelos de busca virtual (descrita em
detalhes nesta tese) permitiram melhorar, significativamente, os resultados. A comparacgédo dos
resultados obtidos pelos modelos | - DENV, Il - DENV e IV - DENV permite concluir que a
incluséo da flexibilidade conformacional na criacdo de modelos farmacofdricos, em conjunto
com a avaliacdo do desempenho destes modelos, permitiu obter resultados significativamente
melhores.

Ainda, o uso das simulacdes de dinamica molecular permitiu estudar alguns aspectos
relacionados a flexibilidade conformacional da NS2B/NS3pro do DENV, resultando em uma
publicacdo (PICCIRILLO, et al. 2016). De acordo com o sugerido, nosso estudo mostra que a
conformacéo fechada é predominante, mesmo na auséncia de ligante. Sendo assim, esta é a
mais relevante para ser usada nas estratégias de SBDD. Ainda, conseguimos identificar outras
conformagdes da NS2B/NS3pro do DENV (Conf-1, Conf-2 e Conf-5) que podem ser
relevantes para busca de inibidores usando SBDD, sendo algumas incluidas em nossos
modelos de busca virtual. Além disso, os estudos permitiram identificar quais residuos do
sitio ativo desta protease formam interacdes estaveis com o inibidor Bz-nKRR-H, sendo eles:
Asp81 (NS2B), His51, Aspl29 e Glyl51. O conhecimento destas interagbes forneceu
subsidios para as etapas de selecdo dos compostos usando inspecao visual (Modelos Il -
DENV a IV — DENV). Por fim, concluimos que estes estudos contribuiram para o
conhecimento da interacdo Bz-nKRR-H — NS2B/NS3pro do DENV, que podera ser usado em
outras buscas virtuais.

Busca virtual de inibidores da protease do virus da Febre Aftosa (Lb°™° do FA)
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O uso de estratéegias SBDD permitiu construir dois modelos de busca virtual de

inibidores da protease do virus da Febre Aftosa (Modelo | — FA e Modelo Il - FA). A

aplicacdo destes dois modelos a uma série in house de compostos e ao banco ZINC-Curated
resultou na identificacdo de dois compostos com alguma atividade inibitoria frente a esta
protease (FA-04 e FA-05 com ICsy igual a 337,5 = 9,4 uM e a 5684 + 11,5 uM,
respectivamente). Os resultados preliminares da reversibilidade de inibicdo sugerem que FA-
04 e FA-05 ndo atuam por um mecanismo covalente. Ainda assim, a atividade destes

compostos frente a Lb""®

foi bastante baixa. Embora ndo desejados, estes resultados podem ser
atribuidos ao fato de que Lb”™ é uma protease e, principalmente, que poucos inibidores desta
protease foram descritos na literatura.

Ainda assim, os estudos de ancoramento realizados e apresentados nesta tese
permitiram identificar residuos do sitio ativo favoraveis a interacao, sendo eles: Asn46, Gly98,
His148, Glul47, Leul43, Alal49 e Leul78. A importancia dos residuos Asn46, Gly98,
Leul43, Glul47, Alal49 e Leul78 para as interagdes LbP™-ligante pode ser confirmada com a
publicacéo da estrutura da sLbP® complexada com E64-R-P-NH, (4QBB (STEINBERGER et

al., 2014)). Assim, os estudos realizados nesta tese puderam contribuir para o entendimento

das interacdes Lb""-ligante.
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Critérios “Drug” do programa Filter, usado para construir o banco ZINC-Curated mostrando em negrito 0s
valores default que foram, por nés, alterados.

MIN_MOLWT 200 "Minimum molecular weight"

MAX_MOLWT 600 "Maximum molecular weight"

MIN_NUM_HVY 15 "Minimum number of heavy atoms"

MAX_NUM_HVY 35 "Maximum number of heavy atoms"

MIN_RING_SYS 0  "Minumum number of ring systems"

MAX_RING_SYS 5  "Maximum number of ring systems"

MIN_RING_SIZE 0 "Minimum atoms in any ring system"

MAX_RING_SIZE 20 "Maximum atoms in any ring system"
MIN_CON_NON_RING 0  "Minimum number of connected non-ring atoms"
MAX_CON_NON_RING 15 "Maximum number of connected non-ring atoms"
MIN_FCNGRP 0  "Minimum number of functional groups"

MAX_FCNGRP 18  "Maximum number of functional groups”
MIN_UNBRANCHED 0  "Minimum number of connected unbranched non-ring atoms™
MAX_UNBRANCHED 6  "Maximum number of connected unbranched non-ring atoms"
MIN_CARBONS 7  "Minimum number of carbons"

MAX_CARBONS 35 "Maximum number of carbons"

MIN_HETEROATOMS 2  "Minimum number of heteroatoms"
MAX_HETEROATOMS 20 "Maximum number of heteroatoms"
MIN_Het_C_Ratio 0.10 "Minimum heteroatom to carbon ratio"

MAX_Het C Ratio 1.0 "Maximum heteroatom to carbon ratio"
MIN_HALIDE_FRACTION 0.0 "Minimum Halide Fraction"
MAX_HALIDE_FRACTION 0.5 "Maximum Halide Fraction"
ADJUST_ROT_FOR_RING true "BOOLEAN for whether to estimate degrees of freedom in rings"
MIN_ROT_BONDS 0  "Minimum number of rotatable bonds"

MAX_ROT_BONDS 20 "Maximum number of rotatable bonds"
MIN_RIGID_BONDS 0  "Minimum number of rigid bonds™

MAX_RIGID_BONDS 35 "Maximum number of rigid bonds"
MIN_HBOND_DONORS 0  "Minimum number of hydrogen-bond donors"
MAX_HBOND_DONORS 6  "Maximum number of hydrogen-bond donors"
MIN_HBOND_ACCEPTORS 0  "Minimum number of hydrogen-bond acceptors"
MAX_HBOND_ACCEPTORS 8 "Maximum number of hydrogen-bond acceptors"
MIN_LIPINSKI_DONORS 0  "Minimum number of hydrogens on O & N atoms"
MAX_LIPINSKI_DONORS 5  "Maximum number of hydrogens on O & N atoms"
MIN_LIPINSKI_ACCEPTORS 0  "Minimum number of oxygen & nitrogen atoms"
MAX_LIPINSKI_ACCEPTORS 10  "Maximum number of oxygen & nitrogen atoms"
MIN_COUNT_FORMAL_CRG 0 "Minimum number formal charges"
MAX_COUNT_FORMAL_CRG 3 "Maximum number of formal charges”
MIN_SUM_FORMAL_CRG -2  "Minimum sum of formal charges"
MAX_SUM_FORMAL_CRG 2 "Maximum sum of formal charges"
MIN_CHIRAL_CENTERS 0 "Minimum chiral centers"

MAX_CHIRAL_CENTERS 4 "Maximum chiral centers"

MIN_XLOGP  -5.0  "Minimum XLogP"

MAX_XLOGP 6.0 "Maximum XLogP"

MIN_SOLUBILITY insoluble  **Minimum solubility"

PSA_USE_SandP false "CountS and P as polar atoms"

MIN_2D_PSA 0.0 "Minimum 2-Dimensional (SMILES) Polar Surface Area"
MAX 2D_PSA 160.0 '"Maximum 2-Dimensional (SMILES) Polar Surface Area"
AGGREGATORS false  "Eliminate known aggregators"

PRED_AGG  false "Eliminate predicted aggregators™

GSK_VEBER false  "PSA>140 or >10 rot bonds"

MAX_LIPINSKI 2 ""Maximum number of Lipinski violations"

MIN_ABS 0.0 ""Minimum probability F>10% in rats"

PHARMACOPIA false "LogP >5.88 or PSA > 131.6"

ALLOWED_ELEMENTS H,C,N,0O,F,S,Cl,Br

ELIMINATE_METALS Sc,Ti,V,Cr,Mn,Fe,Co,Ni,Cu,Zn,Y,Zr,Nb,Mo,Tc,Ru,Rh,Pd,Ag,Cd
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terminal _vinyl
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RULE 1 alkylaniline RULE 5 ether

RULE 4 sulfonamide RULE 1 hydrazone

RULE 1 sulfonylurea RULE 1 hydroxylamine
RULE 1 cyclopropyl RULE 2 nitrile

RULE 2 guanidine RULE 2 sulfide

RULE 1 hydroxamic_acid RULE 2 sulfone

RULE 1 oxime RULE 2 sulfoxide

RULE 3 lactone RULE 1 thioamide

RULE 3 lactam RULE 1 thiol

RULE 1 thioester RULE 2 urea

RULE 1 carbonate RULE 1 acetal

RULE 1 thiocarbamate RULE 1 dioxolane 5MR
RULE 1 malonic RULE 1 dioxane_ 6MR
RULE 2 alkyne RULE 1 tetrahydropyran THP
RULE 4 aniline RULE 1 methoxyethoxymethyl MEM
RULE 4 aryl_halide RULE 2 benzyl_ether

RULE 2 carbamate RULE 2 t_butyl ether

RULE 3 ester RULE 1 phthalimides PHT
RULE 2 arenesulfonyl
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Lista dos 58 descritores do Volsurf+ usados na ACP

Sigla Descritor

\% Molecular Volume

S Molecular surface

R Rugosity

G Molecular Globularity

Flex, Flex_RB Flexibility parameters

w1 Hydrophilic region volume at -0.2 kcal/mol
w8 Hydrophilic region volume at -6.0 kcal/mol
Ccwi Capacity factor at W1 volume

CWw8 Capacity factor at W8 volume

D1 Hydrophobic region volume at -0.2 kcal/mol
D8 Hydrophobic region volume at -6.0 kcal/mol
CD1 Capacity factor at D1 volume

CD8 Capacity factor at D1 volume

DD1 Difference of the hydrophobic at D1

DD8 Difference of the hydrophobic at D8

W1 Interaction energy moment at W1

W4 Interaction energy moment at W4

ID1 Interaction energy moment at D1

ID4 Interaction energy moment at D1

wO1 H-bond donor volume at -1 kcal/mol

WO6 H-bond donor volume at -6 kcal/mol

WN1 H-bond acceptor volume at -1 kcal/mol
WN6 H-bond acceptor volume at -6 kcal/mol

HL1 Hydrophilic/lipophilic balance (low energy)
HL2 Hydrophilic/lipophilic balance (high energy)
A Amphiphilic moment

CP Critical packing

POL Polarizability

DIFF Diffusivity

MW Molecular Weight

LOGP n-Oct Logarithm of the partition coefficient between 1-octanol and water

LOGP c-Hex Logarithm of the partition coefficient between cyclohexane and water
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Sigla Descritor

LgD7.5 Logarithm of the partition coefficient between 1-octanol and water at pH 7.5
PSA Polar Surface Area

HSA Hydrophobic Surface Area

PSAR Polar and Surface Area Ratio

PHSAR Polar and Hydrophobic Surface Area Ratio
NCC Number of Charged Centers

AUS7 .4 Available Uncharged Species at pH 7.4
%FU7 Percentage of unionised species at pH 7.
DRDRDR Dry-Dry-Dry triplet

DRDRAC Dry-Dry-Acceptor triplet

DRDRDO Dry-Dry-Donor triplet

DRACAC Dry-Acceptor-Acceptor triplet
DRACDO Dry-Acceptor-Donor triplet

DRDODO Dry-Donor-Donor triplet

ACACAC Acceptor-Acceptor-Acceptor triplet
ACACDO Acceptor-Acceptor-Donor triplet
ACDODO Acceptor-Donor-Donor triplet
DODODO Donor-Donor-Donor triplet

SOLY Intrinsic solubility in mol/L at 25 °C
LgS7.5 Solubility at pH 7.5

CACO2 CACO2 cells permeability

SKIN Skin permeability

PB Percentage of protein binding

LgBB Log blood-brain barrier distribution
MetStab Metabolic Stability

VD Volume of distribution

HTSflag High throughput screening flag
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Definic0es estatisticas e equagdes matematicas

Agrupamento hierarquico e dendograma

Em cada passo dos agrupamentos, os compostos com menor valor de dissimilaridade, ou seja, mais
semelhantes, foram combinados resultando em dendrogramas horizontais (estruturas em arvore). Cada
dendrograma obtido apresenta uma variedade de solucGes de agrupamento. Assim, diferentes nimeros de grupos

podem ser gerados, dependendo do valor de corte aplicado para considera-los dissimilar/similar.

Auto escalonamento

No auto escalonamento, o valor da média é subtraido dos valores das varidveis e os valores resultantes
sdo divididos pelo desvio padrdo. Este é expresso pela equagéo:

X, —X;

X;= ]T

onde, Xjj € 0 novo valor escalonado da observagéo i da variavel j ; € o valor da média da variavel j ; S;

é o valor do desvio padrdo da varidvel j. Sendo que as observacfes i e as variaveis j representam os compostos e
os descritores, respectivamente.

Curva dose-resposta usada para determinar os valores de ICsg

A fung¢do LL.2 do pacote “drc” (RITZ; STREIBIG, 2005) disponivel no programa R (R CORE TEAM,
2013) foi usada para construir a curva dose-resposta, ou seja, grafico dos valores da fragcdo de enzima ativa
(vilvp) em fungdo do logaritmo da concentracdo do composto, sendo v; a velocidade inicial na presenca do
composto e vy a velocidade inicial na auséncia do composto. Nestas curvas, a equacao de reta de melhor ajuste

esta expressa pela equacao:

1
1+exp(b(log(x)—log(e)))

f&x) =

onde, f(x) é a resposta/fracdo de enzima ativa (vi/Vy), X € a dose (concentracdo do composto), e é o valor

do ICs (dose responsavel por produzir metade da resposta) e b é a inclinagéo relativa ao redor de e.

Distancia Euclidiana

Deyer =

onde, x; e y; valor da variavel i para 0s compostos x e y € n é o nimero total de variaveis.
Graéficos de caixa

Definigdo: Graficos de caixa tipo Tukey sdo graficos no qual as caixas indicam a distancia interquartil
(Q1 - Q3), a linha preta mostra o valor da mediana (Q,), os whiskers (fio de bigode) sdo segmentos que estendem

1,5 vezes a distancia interquartil e os circulos representam os valores atipicos (outliers).
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Graficos de probabilidade Normal

Definicdo: Gréafico dos quantis tedricos obtidos da distribuicdo Normal padrdo em funcdo dos quantis
amostrais, no qual se traca uma reta bissetriz que representa os quantis tedricos da amostra, calculados para uma
distribuicdo Normal. Se os descritores/propriedades seguirem uma distribuicdo préxima da distribuicdo Normal
seus correspondentes valores dos quantis amostrais estardo distribuidos proximos a reta bissetriz
(MAGALHAES; DE LIMA, 2015).

Medida de similaridade (MS2 e MS3)

.Os valores de distancia Euclidiana foram transformados em uma medida de similaridade, usando a
Equacao 3 (VARMUZA,; PETER, 2008).

Sap=1- (d‘i) Equacéo 1

onde, dAB ¢ valor da distancia Euclidiana entre dois compostos A e B e dmax é o valor maximo da
distancia Euclidiana do conjunto de dados.
Root Mean Square Distance (RMSD)

Os valores de RMSD, ou seja, os valores da raiz quadrada da média dos quadrados das distancias, sdo

’ A2
RMSD = ZT

onde A é o valor da distancia entre um par de atomos correspondentes alinhados e n é o

calculados pela equacéo:

nimero de atomos na molécula.

Similaridade Hausdorff-like - HSL

O célculo do HSL foi feito usando uma matriz com todos os valores de coeficiente de Tanimoto

calculados entre dois bancos, na qual as linhas e colunas representam os compostos de cada um dos bancos. A
seguir, a medida de HLS (MAURI et al., 2016), definida pela Equacéo 2, foi calculada somando-se o valor
méximo do coeficiente de Tanimoto de cada linha com o valor maximo de cada coluna e dividindo-se o

resultado pela soma do nimero de compostos dos dois bancos.

H. = Yacamaxpeplsapl+ XpepMaxaealSpal
S ng+np

Equacao 2

onde, Sy, € Sy SA0 qualquer medida de similaridade, par-a-par, entre o elemento a do conjunto A e o
elemento b do conjunto B ; maxpes[Sa] € @ maxima similaridade entre o elemento a (do conjunto A) com o
conjunto B; maxaea[Spa] € @ maxima similaridade entre o elemento b (do conjunto B) com o conjunto A e, na e ng
€ 0 nimero total de elementos no conjunto A e B, respectivamente. Sendo que a medida de similaridade, par-a-

par, corresponde ao coeficiente de Tanimoto.
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Abstract The dengue virus (DENV) has four well-known
serotypes, namely DENV1 to DENV4, which together cause
50-100 million infections worldwide each year. DENV
NS2B/NS3pro is a protease recognized as a valid target for
DENV antiviral drug discovery. However, NS2B/NS3pro
conformational flexibility, involving in particular the NS2B
region, is not yet completely understood and, hence, a big
challenge for any virtual screening (VS) campaign. Molecular
dynamics (MD) simulations were performed in this study to
explore the DENV3 NS2B/NS3pro binding-site flexibility
and obtain guidelines for further VS studies. MD simulations
were done with and without the Bz-nKRR-H inhibitor,
showing that the NS2B region stays close to the NS3pro core
even in the ligand-free structure. Binding-site conformational
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With inhibitor

states obtained from the simulations were clustered and fur-
ther analysed using GRID/PCA, identifying four conforma-
tions of potential importance for VS studies. A virtual
screening applied to a set of 31 peptide-based DENV NS2B/
NS3pro inhibitors, taken from literature, illustrated that
selective alternative pharmacophore models can be con-
structed based on conformations derived from MD simula-
tions. For the first time, the NS2B/NS3pro binding-site
flexibility was evaluated for all DENV serotypes using
homology models followed by MD simulations. Interestingly,
the number of NS2B/NS3pro conformational states differed
depending on the serotype. Binding-site differences could be
identified that may be crucial to subsequent VS studies.

Graphical Abstract

Without inhibitor

Keywords
Molecular dynamics simulations - Conformational
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Dengue virus - NS2B/NS3 protease -

Abbreviations
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