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RESUMO

DE SOUZA, M. L. Identificagdo de novos inibidores da enzima cruzaina de Trypanosoma
cruzi candidatos a farmacos contra a doenca de Chagas. 2012. 84p. Dissertacdo (Mestrado
em Ciéncias) — Instituto de Fisica de Sdo Carlos, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Carlos,
2012,

A doenga de Chagas, uma infec¢do parasitaria amplamente distribuida na América Latina, é
um problema grave de salde publica com consequéncias devastadoras em termos de
morbidade e mortalidade humana. O arsenal terapéutico contra a doenca € bastante limitado e
insuficiente em todos os aspectos clinicos. Visando o desenvolvimento de novos agentes
antichagasicos, varias proteinas do parasita tém sido exploradas como alvos terapéuticos.
Neste contexto, a enzima cruzaina, uma cisteino protease envolvida nos estagios de
desenvolvimento e diferenciacdo do Trypanosoma cruzi, foi selecionada para 0s nossos
estudos, visando a identificacdo de inibidores através do uso do método de planejamento de
farmacos baseado na estrutura do receptor (SBDD, do inglés, structure-based drug design).
Esta metodologia engloba uma diversidade de estratégias, empregando estruturas
cristalogréficas de proteinas alvo, disponiveis usualmente no Protein Data Bank (PDB). Entre
as técnicas modernas utilizadas no SBDD, destaca-se a triagem virtual baseada na estrutura do
receptor (SBVS, do inglés, structure-based virtual screening), que possibilita a selecdo de
novos candidatos a ligantes de proteinas alvo, a partir de grandes bases de dados de
compostos. No presente trabalho de dissertacdo, a selecdo de 19 estruturas da enzima
cruzaina, em complexo com ligantes, permitiu a aplicacdo de métodos de SBDD. Um
conjunto com cerca de 3,4 milhdes de compostos, com caracteristica lider-similar (do inglés,
lead-like), e outro conjunto com aproximadamente 450.000 compostos, com caracteristica
fragmento-similar (do inglés, fragment-like), foram coletados da base de dados ZINC. O
programa DOCK 3.5.54 foi empregado na triagem virtual das bases de dados utilizando-se a
estrutura cristalogréfica PDB ID: 3KKU. Um subconjunto com 35.000 moléculas foi
selecionado para estudos posteriores com os programas GOLD e Surflex. As 500 melhores
moléculas selecionadas por cada um dos programas foram analisadas visualmente
considerando-se diversas caracteristicas estruturais dos subsitios da enzima cruzaina e dos
ligantes (e.g., complementaridade molecular, flexibilidade, lipofilia do subsitio S2, presenca
de doadores e aceptores de hidrogénio entre os subsitios S2 e S1). Desta forma, um conjunto



final de 18 compostos foi priorizado para os ensaios bioquimicos frente a enzima cruzaina.
Destes 18 compostos, 6 apresentaram atividade inibitoria frente a cruzaina, com destaque para
0s 2 mais promissores, com valores de ICsp (concentragéo de inibidor necessaria para reduzir
em 50% a atividade enzimatica) de 20 uM e 580 nM. O inibidor mais potente da série foi
selecionado da base fragmento-similar e apresentou um valor de eficiéncia do ligante (EL) de
0,53 kcal/mol/atomo, considerado significativo para otimizagdo em quimica medicinal. A
integracdo de técnicas computacionais e experimentais permitiu a descoberta de ligantes com
inovacdo estrutural, abrindo novas perspectivas para o planejamento de inibidores mais

potentes e seletivos da enzima cruzaina de T. cruzi.

Palavras-chave: Trypanosoma cruzi. Cruzaina. Triagem virtual. Ensaio enzimatico. Quimica

medicinal.



ABSTRACT

DE SOUZA, M. L. Discovery of novel inhibitors of the cruzain enzyme from
Trypanosoma cruzi as drug candidates against Chagas’ disease. 2012. 84p. Dissertagédo
(Mestrado em Ciéncias) — Instituto de Fisica de Sdo Carlos, Universidade de Sdo Paulo, Sao
Carlos, 2012.

Chagas’ disease, a parasitic infection widely distributed in Latin America, is a serious public
health problem with devastating consequences in terms of human morbidity and mortality.
The therapeutic arsenal against the disease is very limited and insufficient in all clinical
aspects. This has led to a new paradigm for the discovery of new agents that act on specific
enzymes or metabolic pathways. The enzyme cruzain, a cysteine protease essential for the
survival of the parasite Trypanosoma cruzi, has been selected in this work as an attractive
target for the development of new inhibitors through the use of structure-based drug design
(SBDD). This approach brings together a diversity of strategies, which employs crystal
structures of target proteins, usually available in the Protein Data Bank (PDB). Structure-
based virtual screening (SBVS), one of the most important techniques used in SBDD, allows
the selection of new ligands of target proteins from large libraries of compounds. In this work,
19 crystal structures of the cruzain enzyme, in complex with ligands, allowed the application
of SBDD methods. A data set of about 3.4 million compounds, with lead-like characteristics,
and a second data set, with approximately 450,000 compounds, with fragment-like
characteristics, were collected from the ZINC data base. The docking program DOCK 3.5.54
was employed in the virtual screening of the data sets using the crystal structure PDB ID:
3KKU. A subset of 35,000 compounds was selected for further studies with the programs
GOLD and Surflex. The 500 top ranked molecules for each of the programs were visually
inspected considering a number of structural characteristics of the subsites of the cruzain
enzyme, as well as of the ligands (e.g., molecular complementarity, flexibility, the
hydrophobic S2 subsite, and the presence of hydrogen donors and acceptors between the
subsites S2 and S1). Thus, a final subset of 18 compounds was prioritized for the biochemical
assays against the cruzain enzyme. Six out of 18 compounds exhibited enzyme inhibition,
with the most two promising inhibitors having ICsg values (ICsy refers to the concentration of
compound required for 50% inhibition of cruzain) of 20 UM e 580 nM. The most potent

inhibitor of the series was selected from the fragment-like data set and showed a ligand



efficiency of 0,53 kcal/mol/atom, which is considered significant in drug design. The
integration of computational and experimental approaches allowed the discovery of
compounds with innovative structures, providing new perspectives for the design of inhibitors

of T. cruzi cruzain having increased potency and selectivity.

Keywords: Trypanosoma cruzi. Cruzain. Virtual screening. Enzymatic assay. Medicinal
chemistry.
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1  INTRODUCAO

1.1 Doenca de Chagas

A doenca de Chagas, também conhecida como tripanossomiase americana, € uma
infeccdo parasitaria causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi. Estima-se atualmente que
10 milhdes de pessoas estdo infectadas, sendo a situacdo mais grave observada na Ameérica
Latina, principalmente no Brasil, Argentina e México, onde a doenca é endémica’. Mais
recentemente, devido principalmente & intensa mobilidade da populacdo mundial?, a doenca
tem sido considerada também um problema relevante de saude publica nos Estados Unidos,
Canada e em alguns paises do leste europeu e da Asia®. A Figura 1 apresenta o panorama
global da distribuicdo geografica e do numero estimado de individuos infectados com o T.
cruzi, de acordo com dados da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), entre os anos de 2006-
2009.

0000
0°000 ©

NUmero de casos estimados ~ Distribuicéo do vetor detransmissé&o
® <1.000 [ Paises sem transmissédo vetorial O %
e n ® 1 000-99.999 [ Paises com transmiss&o vetorial acidentah /
B 100.000 - 999.999 [l Paises com transmissdo vetorial constante

=1.000.000

[] Casos estimados né&o oficiais
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Figura 1 — Distribuicdo mundial de casos de infecgdo por Trypanosoma cruzi e do vetor de transmissao,
entre 0S anos de 2006 e 2009 (Adaptado de
http://whqglibdoc.who.int/publications/2010/9789241564090_eng.pdf).

A doenca de Chagas é transmitida aos humanos predominantemente pelas fezes de
triatomineos, que sdo insetos hematdfagos conhecidos como “barbeiros”. Outras formas de
contaminagdo menos comuns ocorrem em transfusbes de sangue, transplante de érgdos,
ingestdo de alimentos infectados e transmissdo congénita®. O T. cruzi apresenta um ciclo de
vida complexo, que envolve um hospedeiro invertebrado e outro vertebrado, caracterizado por
trés formas distintas: (i) epimastigota, que se reproduz no intestino do inseto e ndo é
infectante para os vertebrados; (ii) tripomastigota, fase extracelular, que circula no sangue,
constituindo a forma infectante para os vertebrado; e (iii) amastigota, fase intracelular
infectante, forma de replicacdo celular®.

De acordo com a Figura 2, o barbeiro ao se alimentar do sangue de um vertebrado
libera em suas fezes tripomastigotas metaciclicos (1). Estas formas do parasita penetram no
organismo do hospedeiro vertebrado atraves da ferida causada pela picada do inseto
contaminado ou através do contato com as mucosas, como a conjuntiva. No hospedeiro,
tripomastigotas invadem as células proximas ao local da inoculagéo, onde se diferenciam. Em
sua fase intracelular, os tripomastigotas assumem uma forma ovoide e sem flagelo, chamada
amastigota intracelular (2). As amastigotas se multiplicam rapidamente (3) causando o
rompimento celular e a infestacdo do protozoario na corrente sanguinea. Neste estagio, 0
protozoario reassume a forma flagelada (tripomastigota sanguineo), que se espalha pelo
organismo infectando mais células e causando lesdes, principalmente, em tecidos musculares
cardiacos (4). As tripomastigotas sanguineas se transformam em amastigotas intracelulares
em locais de novas infeccGes. Manifestacdes clinicas podem ser originadas a partir deste ciclo
infeccioso. A replicacdo é retomada quando os parasitas penetram em outras células ou sdo
ingeridos por outro vetor. A perpetuacdo do ciclo se dad quando um inseto se alimenta de
sangue humano ou animal que estd contaminado com parasitas tripomastigotas (5). As
tripomastigotas ingeridas pelo inseto se transformam em epimastigotas no intestino do vetor
(6). As epimastigotas se multiplicam e se diferenciam no intestino delgado (7) e se
diferenciam em tripomastigotas metaciclicos infectantes no intestino grosso (8), forma que ¢
eliminada juntamente com as fezes do inseto quando este se alimenta, renovando, assim, 0

ciclo de transmisséo.
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Figura 2 - Esquema geral do ciclo de vida do Trypanosoma cruzi. (Adaptado de
http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/HTML/ImageLibrary/TrypanosomiasisAmerican_il.ntm).

A doenca de Chagas possui duas fases clinicas, uma aguda e uma crénica. A fase
aguda inicia imediatamente apds a infeccdo. Em adultos é normalmente oligossintomatica,
ndo sendo valorizada pelo paciente ou pelo agente de satde. Os sintomas persistem por até
dois meses, sendo possivel o tratamento. Contudo, a doenca é dificilmente identificada neste
estagio, passando para a fase cronica que tipicamente se prolonga por toda a vida do
hospedeiro. Por outro lado, a fase aguda sintomatica pode ocorrer principalmente em criangas,
na primeira década de vida, podendo levar a morte devido a complicacGes decorrentes de
insuficiéncia cardiaca e processos inflamatérios®. Em 2009, celebrou-se o primeiro centenério
da descoberta da doenca de Chagas, realizada pelo médico brasileiro Carlos Chagas. Apds
103 anos, ndo ha qualquer medicamento eficaz disponivel para o tratamento dessa grave
enfermidade”,

Os farmacos disponiveis (Figura 3), benzonidazol (Rochagan®, da Roche) e

nifurtimox (Lampit®, da Bayer), desenvolvidos na década de 1970, sdo extremamente


http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/HTML/ImageLibrary/TrypanosomiasisAmerican_il.htm
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limitados e apresentam sérios problemas, como baixa eficécia e elevada toxicidade’. A
necessidade de novas alternativas terapéuticas € clara, evidenciando a importancia de

investimentos em programas de pesquisa e desenvolvimento (P&D) de novos farmacos.

C”(\).]\N o /o\ 2

Benzonidazol Nifurtimox

Figura 3 - FArmacos utilizados no tratamento da doenca de Chagas.
1.2 Alvos Moleculares para a Doenca de Chagas

A busca por novas alternativas quimioterapicas pode envolver a selecdo de um alvo
molecular do parasita. Com 0 sequenciamento do genoma e 0s recentes avancos relacionados
a protedmica e biologia do T. cruzi, foram identificados diversos alvos macromoleculares
atrativos para o desenvolvimento de novos candidatos a farmacos (Tabela 1), sendo a maioria

de enzimas™*®.
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Tabela 1 - Alvos moleculares e rotas metabodlicas e para o desenvolvimento de novos fadrmacos para o

tratamento da doenca de Chagas’.

Alvo molecular, via ou classe metabélica

(funcéo)

Enzima, organela ou rota

metabolica

Proteases

(maultiplas fungdes que envolvem desde invasdo celular, diferenciagéo,

desenvolvimento até evasdo do parasita do sistema imune)

Biossintese de esterois

(essencial para a composi¢ao estrutural de membranas, mitocondrias e

plasma)

Via glicolitica

(producéo de energia)

Biossintese de lipideos

(essencial em diversos constituintes celulares)

Metabolismo dependente de grupos tiois

(mecanismo de defesa contra estresse oxidativo)

Metabolismo de pentose fosfato
(mecanismo de defesa contra estresse oxidativo)
Super familia de proteinas quinases

(producéo de energia)

Transporte e metabolismo de poliaminas

(defesa contra estresse oxidativo)

Sintese de nucleotideos

(precursores da sintese de matérias genéticos)

Transferéncia de acido sialico

(transferéncia do 4cido a partir de glicoconjugados do hospedeiro e

incorporacdo de moléculas de mucina ligadas a membrana parasitaria)

DNA topoisomerase

(replicacdo do DNA do T. cruzi)

Cisteino proteases
Serino proteases
Metaloproteases

Treonino proteases

Esterol 14-demetilase
Lanoesterol sintase
3-Hidroxi-3-metilglutaril
coenzima A redutase
Farnesiltransferase
Gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase
Hexoquinase
Fosfofrutoquinase
Aquil-lisofosfolipideos
Glicosfingolipideos
Tripanotiona redutase
Tripanotiona sintetase
Triparedoxina peroxidase
6-Fosfogluconato
desidrogenase

Arginina quinase

Fosfatidilinositol-3-quinase
Arginina descarboxilase
Glutationil espermidina

sintetase
Purina fosforibosil transferases
Di-hidrolato redutase
Pteridina redutase

Di-hidro-orato desidrogenase

Trans-sialidase

DNA topoisomerase |

DNA topoisomerase 11
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1.2.1 Proteases

Proteases, peptidases ou enzimas proteoliticas possuem a funcdo de catalisar a
degradacéo de ligacGes peptidicas em proteinas e peptideos. Em protozoarios como o T. cruzi,
as proteases possuem mdaltiplas fungdes que envolvem desde a invasdo celular até a evasdo do
parasita do sistema imune do hospedeiro®. As proteases podem ser divididas de acordo com o
tipo de reacdo que promovem, sendo classificadas como exopeptidases, quando removem
residuos de aminoacidos das extremidades N-terminal (aminopeptidases) ou C-terminal
(carboxipeptidases), e como endopeptidases, quando sdo responsaveis por catalisar a hidrdlise
de ligagBes peptidicas internas em proteinas e peptideos®. Outro critério utilizado para
classificar proteases esta relacionado com o mecanismo catalitico de clivagem, agrupando-as
em seis classes principais: serino proteases, cisteino proteases, aspartil proteases,
metaloproteases, treonino proteases e glutamato proteases'®.

As proteases possuem cavidades em suas estruturas denominadas subsitios. Um
modelo foi desenvolvido para descrevé-los, onde os subsitios da enzima, representados pela
letra “S”, sdo os locais onde se ligam os residuos de aminoécidos do substrato, representados
pela letra “P”. Esses subsitios sdo numerados de S1 a Sn seguindo a direcdo N-terminal do
substrato e numerados de S1” a Sn’ seguindo a diregdo C-terminal do substrato. Os residuos
do substrato acomodados nesses subsitios s&o numerados de P1 a Pn se direcionados ao N-
terminal e de P1’ a Pn’ se direcionados ao C-terminal da ligacdo peptidica do substrato™
(Figura 4).

Ligagdo clivada

M-terminal

54 353 82 81 S1' 82! 8%

Enzima

Figura 4 - Modelo de interacdo enzima-substrato para proteases. Nesse modelo os subsitios da enzima sao
representados pela letra “S”, e os peptideos que interagem com a enzima, pela letra “P”. A

clivagem do substrato est4 representada por uma seta’?.
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1.2.1.1 Cruzaina

A enzima cruzaina (EC 3.4.22.51), principal cisteino protease do T. cruzi, €
considerada um alvo molecular validado para a doenca de Chagas™ e foi selecionada para os
estudos nesta dissertacdo de mestrado. Expressa durante todo o ciclo de vida, a enzima é
fundamental para a nutricdo e desenvolvimento do parasita, evasdo do sistema imune e
invaséo celular do hospedeiro™. A cruzaina, uma cisteino protease da familia da papaina, tem
estrutura formada por dois dominios, onde um deles é predominantemente hélice-a. e o outro

consiste de extensas interagdes de folhas-p antiparalelas (Figura 5).

Sitio Catalitico

2

N-términal

Figura 5 - Estrutura da cruzaina formada por dois dominios, onde um deles é predominantemente hélice-

o e 0 outro consiste de extensas interacdes de folhas-p antiparalelas.

O sitio ativo se encontra na interface entre os dois dominios, onde estdo presentes 0s
residuos de aminoacidos Cys25, His159 e Asn175, que formam a chamada triade catalitica®®.
Este sitio catalitico possui 4 subsitios de ligacdo, denominados S1, S2, S3 e S1”° (Figura 6). O

subsitio S2 (roxo) € o principal responsavel pela especificidade da enzima. Pouco exposto ao
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solvente, € delimitado pelas cadeias laterais dos residuos hidrofébicos Met68, Alal33,
Leul57 e Gly160, o que confere especificidade por grupos hidrofébicos. Por outro lado, a
presenca e a flexibilidade do residuo de Glu205 na extremidade deste subsitio atribui uma
caracteristica negativa ao mesmo, o que possibilita também interaces com grupos carregados
positivamente™®. Os subsitios S1°(verde), S1 (vermelho) e S3 (amarelo) s&o menos definidos e

mais expostos ao solvente.

— —  —

Figura 6 - Subsitios da cruzaina em destaque: S1° (verde), S1 (rosa), S2 (roxo) e S3 (amarelo).

A Figura 7 apresenta as principais classes de inibidores da enzima cruzaina’. Merecem

17.18. 19 o as fluorometilcetonas

destaque os derivados peptidicos, como as vinilsulfonas (1)
(2)'®; e os derivados ndo peptidicos, como os triazéis (3)%°, as pirimidinas (4)*, as

tiossemicarbazonas (5)?, as chalconas (6)*® e os benzimidazéis (7)*.
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OH

Figura 7 — Ao centro, a estrutura cristalogréfica da cruzaina de T. cruzi (PDB ID: 3KKU). Ao redor, um
conjunto de inibidores da enzima alvo de diferentes classes quimicas: (1) vinilsulfonas, (2)
fluorometilcetonas, (3) triazéis, (4) pirimidinas, (5) tiossemicarbazonas, (6) chalconas e (7)

benzimidazois.

A primeira estrutura cristalografica da cruzaina foi determinada em complexo com um
inibidor irreversivel do tipo fluorometilcetona®, servindo de guia para uma variedade de
estudos da enzima. Outras estruturas de inibidores peptidicos em complexo com a cruzaina
estdo depositadas no PDB.

Uma analise das estruturas destes complexos indica a especificidade do subsitio S2 por
residuos hidrofébicos e basicos, que interagem principalmente com a Leu67. O residuo
Glu205 pode assumir duas conformacdes, de acordo com os grupos do inibidor presentes na
posicdo P2. Como pode ser observada na Figura 8, a flexibilidade do Glu205 possibilita tanto
a interacdo com a hidroxila do inibidor benziloxicarbonil-tirosina-alanina-fluorometilcetona
(Z-Tyr-Ala-FMK) (Figura 8, A), quanto a formacdo de uma ponte salina com a guanidina da
arginina do inibidor benziloxicarbonil-arginina-alanina-fluorometilcetona (Z-Arg-Ala-FMK)
(Figura 8, B). A ligacdo de hidrogénio observada com a Gly66 é normalmente encontrada em

complexos cruzaina-inibidor.
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Leub7A

Figura 8 - Interagdes entre a cruzaina e os inibidores: A) Z-Tyr-Ala-FMK (PDB ID: 1AIM) e B) Z-Arg-
Ala-FMK (PDB ID: 2AIM). Os diagramas de interagdo 2D foram gerados com o auxilio do
Poseview (http://poseview.zbh.uni-hamburg.de)®, desenvolvido pelo Centro de Bioinformatica
da Universidade de Hamburgo, Alemanha. As linhas pretas tracejadas representam ligacGes
de hidrogénio e as linhas sélidas verdes representam interagdes hidrofébicas®’. As figuras de

interacdo 3D foram geradas pelo programa Pymol e os subsitios estdo sombreados conforme

figura anterior.

Os primeiros inibidores ndo covalentes descritos para a enzima foram derivados
hidroximetilcetona®®. Um desses, mostrado na Figura 9, contém um grupo fenilalanina na
posi¢do P2. De maneira similar ao observado para outras estruturas, o subsitio S2 apresentou
interacGes hidrofobicas com o ligante através dos residuos Leu67, Alal33 e Leul57. Como
esperado, devido a sua flexibilidade, o residuo Glu205 no fundo do bolsdo S2 se afastou do


http://poseview.zbh.uni-hamburg.de/
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grupo fenilalanina do inibidor. Nesse complexo, o inibidor € estabilizado por ligacdes de
hidrogénio com os residuos GInl19, Gly66 e Ser6l, apresentando também uma ligacdo de

hidrogénio com a His159, residuo pertencente a triade catalitica.

s Glu205
\

Figura 9 - Interac@es entre a cruzaina e um inibidor reversivel hidroximetilcetona (PDB ID: 1IME3).

Uma série de inibidores o-cetamidas, a-ceto acidos e a-ceto ésteres foram
identificados por processos de triagens bioquimicas e posteriormente otimizados utilizando
métodos de SBDD aplicados a modificacdo de residuos especificos nas posicdes P1, P2, P3 e
P1’. Um destes inibidores, mostrado na Figura 10, em complexo com a cruzaina, deu origem
a uma nova estrutura cristalografica com resolucdo de 2,3 A%. Esse inibidor esta ligado a
enzima através de ligacdo covalente com o residuo Cys25 . O fragmento benziloxicarbonil (Z)
ocupa o subsitio S3, interagindo com os residuos Gly66, Alal33 e Leu67. O anel aromatico
do grupo Z faz interacGes hidrofobicas fracas com Leu 67, enquanto que o grupo fenilalanina
na posicao P2 estd bem acomodado no subsitio hidrofébico S2. O Glu205, localizado na base
do S2, estd na conformacdo aberta, ndo interferindo nas interacdes deste fragmento com o S2.
Além disso, ligacGes de hidrogénio sdo observadas entre o inibidor e os residuos Gly66,
Aspl58 e GInl9.
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Figura 10 - InteracBes entre a cruzaina e um inibidor a-ceto éster (PDB ID: 1U9Q).

Em particular, entre os inibidores de cruzaina descritos na literatura, destaca-se a
vinilsulfona denominada “K777”, que além de elevada afinidade e seletividade, apresentou
potente atividade em ensaios in vitro e in vivo contra o T. cruzi, contribuindo para a
comprovagdo da cruzaina como alvo terapéutico e para a consolidacdo do papel crucial do
desenvolvimento de inibidores candidatos a farmacos. A estrutura cristalografica desse
inibidor irreversivel, que esta atualmente em testes pré-clinicos, em complexo com a cruzaina
(PDB ID: 20Z2) foi determinada com resolugdo de 1,95 A *". Como mostrado na Figura 11, 0
inibidor K777 ocupa todos os subsitios da proteina, de S3 a S1°. As interacfes polares,
observadas com os residuos GIn19, Gly66, Asp161, His162 e Trp184, sdo responsaveis pelo
ancoramento do inibidor no sitio ativo da enzima. Esse padrdo de interacdo € consistente em
outros complexos com inibidores desta classe quimica. O Glu208, em conformacéo aberta,
aponta para a superficie da enzima a fim de evitar interagdes desfavoraveis com o grupo
fenilalanina na posicdo P2. As interacBes hidrofébicas ocorrem principalmente com o0s
residuos Gly23, Ser64, Gly65, Gly66, Leu67, Alal38, Leul60, Aspl6l, Alal4l e Metl145.
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Figura 11 - Interagdes intermoleculares entre a cruzaina e o inibidor K777.

1.3 Planejamento de Farmacos Baseado na Estrutura do Receptor

Um método bastante Gtil para o desenvolvimento de inibidores enzimaticos é o
planejamento de farmacos baseado na estrutura do receptor (SBDD, do inglés structure-based
drug design)®. Esta estratégia engloba diversas técnicas computacionais que geralmente
utilizam estruturas cristalograficas de proteinas alvo para a identificacdo, planejamento e
otimizacdo de novos ligantes. Aspectos fundamentais, como mecanismo e modo de ligagéo,
sdo explorados para a caracterizagcdo das interagdes intermoleculares predominantes na
formacgdo de complexos entre o receptor alvo e os compostos bioativos. Entre as técnicas
modernas utilizadas em SBDD, destaca-se a triagem virtual baseada na estrutura do receptor
(SBVS, do inglés, structure-based virtual screening). Normalmente empregada nos estagios
iniciais de projetos de descoberta e desenvolvimento de farmacos, a SBVS possibilita a
selecdo de moléculas candidatas a inibidores a partir de grandes bases de dados de
compostos™.

Um esquema geral de SBVS é apresentado na Figura 12. A primeira etapa envolve a
escolha de um alvo molecular para a doenca em estudo. Apoés a identificacdo do alvo, uma
estrutura tridimensional (3D) deve ser selecionada para a realizacdo da etapa de triagem
virtual de bases de dados de compostos, atraves de docagem molecular (do inglés, molecular

docking). Os compostos selecionados da triagem virtual sdo avaliados em ensaios in vitro para
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a determinacdo da poténcia, afinidade, seletividade e mecanismo de acdo. Possiveis
modificagOes estruturais ocorrem nessa fase de desenvolvimento. Os compostos mais
promissores sdo empregados em estudos de quimica medicinal para a otimizacdo de
propriedades farmacodindmicas e farmacocinéticas até a descoberta de um candidato

promissor para a fase de desenvolvimento clinico®.

Identificacdo do Alvo
Molecular

Doencga
(Via Bioquimica)

Estrutura 3D
(Cristalografia/de Raios X, RMN, Modelagem
Comparativa)

BASE DE

DADOS
(ZINC)

Docagem Molecular

Quimica Medicinal
(Relagdes Estrutura-

Atividade . . ’ »
) Testes in vitro e in vivo

CANDIDATO

. Ti lini
A FARMACO estes Clinicos

Figura 12 - Esquema geral da aplicacdo de métodos de SBVS.

1.3.1 Docagem Molecular

A docagem molecular € uma das principais estratégias de SBDD aplicadas na
identificacdo de novas moléculas bioativas. A docagem envolve a predicdo das conformacdes
dos ligantes no sitio de ligacdo da proteina alvo®, seguida da avaliagdo (pontuac&o) dos
modos de ligacdo. Neste contexto, ocorre inicialmente o processo de acoplamento (do inglés,
pose) dos ligantes das bases de dados na cavidade apropriada da proteina alvo. Diversas
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conformacdes e orientacbes de cada molécula sdo avaliadas de acordo com suas interacGes
intermoleculares com os residuos de aminoacido do sitio de ligacdo, sendo classificadas pelo
algoritmo de docagem de cada programa com base em uma funcdo de pontuacdo (do inglés,
scoring). No final do processo, uma classificacdo € gerada para os ligantes da base de dados,
sendo possivel priorizar os candidatos mais promissores para avaliacdo experimental in vitro
(Figura 13)*.

DOCAGEM DE CADA MOLECULA
o i P p e
( / ,\?z‘ L/\é ( Z g Acoplamento

.97 .25 Pontuacao

Pose de melhor pontuacao

CLASSIFICAGAO DA BASE DE DADOS

- " il .‘ ’KA\,’ - 5_,{\ M " i } v P
S : g7/, N N ose melhor
b2 PO ¢ // 5 p \,-‘ “Yr pontuada de
e NP v N g 0 :
ry-A - X8 A cadamolécula
. ¢ ‘L ¢ Pontuacéoe
-36(19) -35(29) -30(39) - 28 (47) classificacéo

Figura 13 - Esquema geral de docagem molecular de uma base de dados. As moléculas melhores classificadas

podem ser selecionadas para avaliagdo bioldgica.

Os programas de docagem molecular possuem algoritmos de busca e funcbes de
pontuacdo. Os algoritmos sdo responsaveis pela identificagcdo dos possiveis modos de ligacao
entre a proteina e as moléculas. As funcdes de pontuacdo sdo aplicadas para tentar predizer a
afinidade de ligacdo das moléculas acopladas. De acordo com o programa de docagem
utilizado, as fungdes podem ser fisico-quimicas, experimentais ou baseadas no conhecimento.
Existem atualmente cerca de 30 programas de docagem molecular®, entre os quais se

destacam 0 DOCK?>®, GOLD*" e Surflex®, que foram utilizados nesta dissertagdo de mestrado.
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O programa DOCK 3.5.54 utiliza um algoritmo de construcdo incremental que divide
o ligante em diversos fragmentos e os posiciona na cavidade do sitio. Neste processo, tem-se
uma construcdo parte a parte, com minimizacdes de energia apés a adi¢do de cada fragmento,
até que toda a estrutura do ligante esteja no sitio. As moléculas sdo pontuadas através de uma
funcdo baseada em mecanica molecular, levando-se em consideracéo as interacGes de van der
Waals, as interacOes eletrostaticas e as penalidades pela dessolvatacdo do ligante. O programa
GOLD 4.0.1 (do inglés, Genetic Optimization for Ligand Docking) utiliza um algoritmo
genético que se baseia em biologia evolutiva, como hereditariedade, mutacdo, selecdo e
recombinacdo. A funcdo Goldscore, uma das mais utilizadas, emprega métodos de mecénica
molecular baseados em campos de forca. Esta fungédo quantifica a energia das interacGes entre
receptor e ligante, bem como a energia interna do ligante. O programa Surflex utiliza um
algoritmo incremental e a funcdo empirica de Hammerhead. O ligante é idealizado no sitio
ativo, gerando um protomol, onde as poses sdo construidas. Fun¢Bes como esta utilizam
ajustes tedricos a partir de dados experimentais, incluindo energias de ligacdo e conformacdes
derivadas de cristalografia de raios X.

As interacdes intermoleculares mais comumente envolvidas no processo de

3940 530 as ligagdes de hidrogénio*, de van der Waals, idnicas,

reconhecimento molecular
hidrofébicas, do tipo cétions-n envolvendo grupamentos positivamente carregados e anéis
arométicos*?, e do tipo n-. Desta forma, apés concluido o trabalho de docagem, as melhores
moléculas selecionadas devem ser inspecionadas visualmente para garantir a maior

complementaridade possivel com a proteina alvo.
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2 OBJETIVOS

O objetivo geral desta dissertacdo de mestrado é a identificagdo e caracterizagdo
cinética de novos inibidores da enzima cruzaina de T. cruzi, candidatos a farmacos para o
tratamento da doenca de Chagas, empregando uma combinacdo de métodos computacionais
(SBVS) e experimentais (avaliacdo bioquimica in vitro). Os objetivos especificos deste

trabalho incluem:

» Realizacdo de estudos estruturais de complexos cruzaina-inibidor para a caracterizagdo
de aspectos moleculares fundamentais para os estudos de SBDD;

» Planejamento e execucdo do processo de SBVS de bases de dados lider-similar (lead-
like) e fragmento-similar (fragment-like) da cole¢do de compostos ZINC;

= Utilizacdo dos programas DOCK, GOLD e Surflex nas etapas de SBVS;

= Selecdo de compostos candidatos a novos inibidores da enzima-alvo;

» Expressdo e purificacdo da enzima cruzaina de T. cruzi;

» Realizacdo dos ensaios bioquimicos para a determinacdo de pardmetros como poténcia

(ICx) e afinidade (Kj), bem como para a elucidacdo do mecanismo de inibi¢éo;
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Estudos Estruturais

Estudos estruturais da enzima cruzaina de T. cruzi foram realizados utilizando
informagdes de estruturas cristalograficas disponiveis no PDB, com o auxilio dos programas
de visualizacdo molecular Pymol* e Chimera™. As interaces entre os complexos receptor-
ligante também foram analisadas pela ferramenta “Ligand Explorer”, disponivel no PDB. Esta
ferramenta permite observar as principais interaces entre proteina e inibidor (ligacdes de
hidrogénio, interagdes hidrofdbicas, entre outras). Desta forma, foi possivel identificar os
residuos do sitio ativo da enzima que interagem com inibidores, entre outros, principalmente,
os residuos Gly66, Asp161, His162, e Glu208.

3.1.1 Preparacéo do Alvo Molecular

As 19 estruturas da cruzaina em complexo com ligantes, depositadas no PDB (PDB
IDs: 3HD3, 20Z2, 1U9Q, 1EWL, 1IEWM, 1EWO, 1ME3, 1ME4, 1F29, 1F2A, 1F2B, 1F2C,
1EWP, 1AIM, 2AIM, 3106, 3IUT, 3KKU e 3LXS), foram utilizadas para caracterizar as
principais interacdes intermoleculares entre a proteina e os ligantes. Apds analise detalhada de
todos os complexos, a estrutura de codigo 3KKU?* (Figura 14) foi selecionada para os estudos
de SBVS. Esta estrutura apresenta alta resolucéo (1,28A) e o ligante em complexo faz apenas
interacdes ndo covalentes com a proteina. Com o auxilio do programa Sybyl 8.0, a estrutura
foi preparada removendo-se as moléculas de agua, o ligante e as duplas conformacgtes dos
residuos da estrutura. Foram adicionados atomos de hidrogénios e checado o estado de

protonacdo dos residuos His162 (forma protonada) e Cys25 (forma desprotonada)®****.
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Asp161

Figura 14 - Estrutura da enzima cruzaina (PDB ID: 3KKU). A) Complexo proteina-ligante, onde a
proteina esta representada em modelo de fitas e o ligante em bastdo. B) Representacdo do
sitio de ligacdo da enzima (superficie) e as interagdes com o inibidor (bastdo). As interacdes

de hidrogénio estao representadas pelas linhas tracejadas.

3.2 Base de Dados

A base de dados ZINC*® contem uma ampla variedade de compostos disponiveis
comercialmente. Esta base, que foi empregada nos estudos de SBVS deste trabalho de
dissertacdo, reune, atualmente, mais de 21 milhGes de compostos (na época do
desenvolvimento de nosso estudo reunia cerca de 14 milhdes) que estéo divididos em diversos
subconjuntos de acordo com caracteristicas fisico-quimicas especificas, entre outras. Para o
processo de triagem virtual foram utilizadas duas bases de compostos da ZINC. A primeira
(denominada Base 1), com 3.409.091 milhdes de compostos, apresenta exclusivamente
caracteristica lider-similar (lead-like)*”: clog P < 3,5; massa molar < 350 g/mol; e ligagdes
rotacionaveis < 7. A segunda (denominada Base 2), por sua vez, com cerca de 450.000
compostos, apresenta caracteristica fragmento-similar (fragment-like)*: clog P < 2,5; massa

molar < 250 g/mol; e ligacOes rotacionaveis < 5.
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A base de dados lider-similar (Base 1) foi primeiramente utilizada nos estudos de

SBVS. A docagem dos 3.409.091 compostos foi realizada com o programa DOCK 3.5.54

(Figura 15). Os 500 melhores compostos (pontuacdo) passaram por criteriosa inspec¢éo visual.

Um subconjunto do programa DOCK, com 35.000 compostos (aproximadamente 1% do

numero de compostos da base de dados inicial), foi utilizado para os processos de SBVS com

0s programas GOLD 4.0.1 e Surflex, levando a selecdo dos 500 melhores compostos

(pontuacao).
* <4
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\ das moléculas

6 moléculas
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Figura 15 - Esquema geral dos processos de SBVS da Base 1. Inicialmente, o programa DOCK foi utilizado na
docagem dos compostos. Um subconjunto foi selecionado para os estudos com os programas GOLD
e Surflex. Os 500 melhores compostos de cada programa foram inspecionados visualmente para

priorizagdo de compostos para avaliacdo experimental em ensaios em in vitro.
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De acordo com a Figura 15, as 500 melhores moléculas de cada processo individual de
SBVS (DOCK, GOLD e Surflex) foram inspecionadas visualmente, considerando a
pontuacdo de cada molécula, as caracteristicas dos subsitios da enzima alvo e as interacGes
comumente observadas em complexos cristalograficos entre cruzaina e inibidores. Neste
contexto, foram favorecidos grupos aromaticos e hidrofébicos ou grupos carregados
positivamente no subsitio S2. Entre os subsitios S2 e S1, observou-se a presenca de doadores
e aceptores de ligacdo de hidrogénio, envolvidos principalmente em interacbes com 0s
residuos Gly66, Aspl6l e GInl19, e em alguns casos, com o Glu208. A presenca dessas
interacOes foi considerada devido a conservagdo nas estruturas cristalograficas analisadas.
Além disso, foram observadas possiveis ligacdes de hidrogénio e interagdes com grupos
aromaticos entre os ligantes e os residuos His162 e Trpl84. Na Figura 16 podem ser
observados os principais residuos que realizam as interacbes com 0s compostos candidatos

selecionados.

Figura 16 - Principais residuos do sitio ativo da cruzaina que realizam interagdes com 0s compostos

selecionados.

Um esquema similar, apresentado na Figura 17, caracteriza o trabalho de SBVS
realizado com a base fragmento-similar (Base 2), com cerca de 450.000 compostos.
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Figura 17 - Esquema geral dos processos de SBVS da Base 2. Inicialmente, o programa DOCK foi
utilizado na docagem dos compostos. Um subconjunto foi selecionado para os estudos com 0s
programas GOLD e Surflex. Os 500 melhores compostos de cada programa foram
inspecionados visualmente para priorizagdo de compostos para avaliagdo experimental em

ensaios em in vitro.

3.4 Expressao e Purificacdo da Enzima Cruzaina

Para a realizag&o dos experimentos de cinética enzimatica planejados neste trabalho de
dissertacdo, foi indispensavel a obtencdo da proteina pura e ativa. Algumas alteracfes foram

aplicadas a um protocolo de expressao e purificagdo previamente descrito®.
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O vetor pQE30 contendo a construgdo génica que codifica a cruzaina, gentilmente
cedido pela Prof. Dra. Ana Paula Cabral de Araujo Lima, da Universidade Federal do Rio de
Janeiro — UFRJ, foi transformado em células de Escherichia coli linhagem SG13009. Essa
construcao contém as regides que codificam o pro-dominio e a regido central da enzima, mas
é truncada na extensdo C-terminal, pois este possui residuos que ndo sdo essenciais para a
atividade enzimética®. Além disso, esse plasmideo permite a sintese de uma cauda de
histidina, o que possibilita a purificacdo da enzima através de uma coluna de afinidade.

Para a expressao da cruzaina, células de E. coli linhagem SG13009 contendo o vetor
pQE30 foram cultivadas em 500 mL de meio Luria Bertani liquido (LB-liquido)
suplementado com 100 pg/mL kanamicina e 100 pg/mL* ampicilina, sob agitacdo constante
(200 rpm) a 37° C, até atingir uma densidade 6ptica (D.O., a 600 nm) de 0,6. Ap6s, 1 mM de
IPTG (Isopropil-B-D-tiogalactopiranosideo) foi adicionado ao meio para inducdo da
expressdo da proteina durante 4 h a 30° C. Na sequéncia, o meio foi centrifugado a 4.500 rpm
durante 60 min a 4° C, o sobrenadante foi descartado, o precipitado (pellet) de bactérias foi
ressuspendido em tampdo de lise (100 mM fosfato de sédio, 10 mM Tris/HCI, 8 M uréia, pH
8) e incubado sob agitacdo por 1 h a 4° C. Apos promover a lise, a solugdo foi centrifugada a
9.000 rpm durante 40 min a 4° C e o sobrenadante contendo a proteina foi utilizado na
sequéncia para a purificagao.

Na primeira etapa do processo de purificacdo foram utilizadas colunas de niquel (Ni-
NTA Superflow - QUIAGEN). A coluna (aproximadamente 5 mL) foi equilibrada em tampéo
de lise e em seguida a solucdo contendo a proteina foi eluida. A proteina foi lavada com
excesso de tampdo de lise (Figura 18, fragdo 1). A eluicdo se deu por meio de gradientes de
tampdo (100 mM fosfato de sddio, 10 mM Tris/HCI, 8 M uréia, pH 6,3, 200 mM imidazol)
até que toda a proteina fosse retirada da coluna e distribuida em aliquotas de 5 mL. Esta etapa
de purificacdo foi monitorada por eletroforese em gel de poliacrilamida 15% (SDS-PAGE)
(Figura 18, fragdes 2, 3 e 4). A andlise do gel proporcionou o agrupamento das aliquotas da
proteina, que foram concentradas até 1 mg/mL, utilizando concentradores Amicon com uma
membrana de corte de 10 kDa.

A proteina purificada foi incubada em 10 mM de DTT a 37° C por 45 min e na
sequencia diluida (1:100) em tamp&o Tris/HCI 100 mM pH 8, contendo EDTA 1 mM, L-
arginina 250 mM e glicerol 20%, para o renovelamento. Apos incubagdo de 20 h a 4°C, a
proteina foi novamente concentrada até atingir uma concentracéo de 0,5 mg/mL.

Para ativacdo da proteina, foi adicionado o tampéo de ativacdo (acetato de sodio 100
mM pH 5,5, EDTA 10 mM, DTT 5 mM e NaCl 1 M). Esta mistura foi ajustada para um pH



51

5,3 e a ativacdo da proteina ocorreu a 37° C. Durante a ativacéo, a atividade da enzima foi
monitorada através de ensaios enziméticos a cada 30 min, por um periodo de 4 a 7 h, até que a
atividade atingisse um valor maximo. A ativacdo completa da enzima foi confirmada SDS-
PAGE (Figura 18, fracdo 5).

Kbha M 1 2 3 4 5
66 =

45 - ) e P
36 g p”

29 = o g

Figura 18 - Anélise por SDS-PAGE da expressdo heterdloga e da purificacdo da cruzaina. Gel SDS-PAGE 15%
corado com Coomassie-blue. Sendo M = padrdo de massa molecular; 1 = fracdo pds coluna
(flowthrough); 2-4 = fragBes pos purificagdo em coluna de niquel; 5 = enzima cruzaina apés
completada a ativagdo completa (aliquota em destaque em vermelho).

A Ultima etapa da purificacdo foi realizada em coluna de resina tiopropil sefarose 6B
(Thiopropyl Sepharose® 6B — GE Healthcare Life Sciences), previamente equilibrada com
tampado de ligacdo pH 7,2 (20 mM fosfato de sodio, 150 mM NaCl). Para tanto, a proteina foi
adicionada a resina equilibrada juntamente com o tampéo de ligacdo e incubada durante a
noite a 4° C, sob agitacéo lenta. Posteriormente, esta mistura foi adicionada a uma coluna para
eluicdo da proteina através de tampdo de ligacdo suplementado com 20 mM de DTT. A
enzima pura foi lavada em sistema de ultra filtracdo Amicon para a troca de tampdo, sendo
armazenada em aliquotas de 30 pL a -80° C, com o tamp&o de 0,1 M NaAc e 0,000005%
Triton X-100.
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3.5 Ensaios Enzimaticos

Ensaios de fluorescéncia foram padronizados e validados para a avaliacdo bioguimica
dos compostos selecionados neste trabalho de dissertacdo. Para o monitoramento da
fluorescéncia em fluorimetro de placa VICTOR3™ (PerkinElmer), utilizando-se placas pretas
de 96 pogos, foram utilizados os comprimentos de onda de 355 nm para excitacéo e de 460
nm para emissdo>’. Os ensaios enzimaticos foram realizados com uma mistura reacional
contendo 0,5-1,5 nM de cruzaina e 50 UM de substrato Z-Phe-Arg-AMC (benzoil-
fenilalanina-arginina-aminometilcumarina) (Ky = 1,6 pM), em tampéo acetato de sodio 100
mM pH 5,5, na presenca de 5 mM de DTT e 0,01% de Triton X-100.

Os compostos foram testados inicialmente na concentracdo de 100 uM, sendo que
apenas 0s que apresentaram inibigdo enzimatica > 30% foram selecionados para a
determinacdo da poténcia biologica. Os valores de ICso (que se referem a concentracdo
necessaria de inibidor para reduzir em 50% a atividade da enzima cruzaina) foram
determinados com pelo menos seis concentracdes diferentes de inibidor. Todos os ensaios
foram realizados em triplicata e os resultados reportados representam a media e 0 respectivo
erro padrdo. Os dados cinéticos foram analisados com o auxilio dos programas GraphPad

Prism 5 e SigmaPlot 10.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Estudos Estruturais

Por ser uma cisteino protease da familia da papaina, as cadeias de aminoacidos das
estruturas da cruzaina seguiam a mesma numeracao das estruturas da papaina. No entanto,
mais recentemente, as estruturas da cruzaina passaram a apresentar uma numeracao diferente,
seguindo a ordem dos residuos de aminoécidos que formam as cadeias. Como a estrutura
utilizada nos estudos de triagem virtual deste trabalho adota esta nova numeracdo, 0s
resultados apresentados seguem a numeracdo dos residuos encontrados no sitio ativo da

enzima de acordo com a Tabela 2.

Tabela 2 — Numeragéo atual dos residuos do sitio ativo da cruzaina.

Residuo Numeracdo anterior Numeracdo atual
Asp 158 161
His 159 162
Trp 177 184
Glu 205 208

Os estudos estruturais dos 19 complexos cruzaina-ligante levaram a compreensao das
interacdes intermoleculares predominantes, como, por exemplo, a capacidade de clivar
peptideos contendo tanto residuos hidrofébicos quanto positivos em S2, o subsitio de maior
importancia para a especificidade da cruzaina. Para a andlise das interagdes entre proteina e
inibidor (presentes nos complexos) foi utilizada a ferramenta do PDB Ligand Explorer, que
permitiu observar as ligacdes de hidrogénio e interacdes hidrofobicas, entre outras. Algumas
dessas interacOes foram representadas nos formatos 2D e 3D, com o auxilio do Poseview e do
Pymol, respectivamente. Entre estas, encontram-se as que sdo majoritariamente conservadas
nos complexos depositados, como as ligacdes de hidrogénio entre os ligantes e os residuos
GInl9, Ser61, Gly66, Aspl61, His162 e Trpl184, e as intera¢Oes hidrofobicas com os residuos
Gly23, Cys25, Ser64, Gly65, Gly66, Leu67, Alal38, Aspl6l, Hisl62, Alal33 e Leul57.
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Na Figura 19 (A e B), duas vinilsulfonas (inibidores irreversiveis) foram utilizadas
para ilustrar algumas dessas interagdes com a cruzaina. Pode ser observado que os 2
inibidores possuem na posicdo P1 grupos homofenilalanina e na posicdo P2 grupos
fenilalanina. Os grupos na posicdo P3 variam entre anéis aromaticos e heterociclos néo-
aromaticos como a morfolina. Nesses complexos estdo presentes ligacdes de hidrogénio entre
os inibidores e os residuos Gly66, Aspl58, GIn19 e Trpl77. As interacdes hidrofébicas
ocorrem com Leu67, Alal33 e Leul57. A Figura 19 (C e D) permitiu estudar o modo de
interacdo 3D dos inibidores desta classe quimica com os diferentes subsitios da proteina. O
residuo Glu205 (correspondente ao GIlu208 na numeracdo nova) esta presente em todas as

estruturas analisadas na conformagdo aberta, ndo interagindo com os grupos P2 dos ligantes.

Gly66
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Figura 19 — Classe de inibidores vilnilsulfona. Diagramas 2D gerados pelo Poseview para as estuturas: A)
PDB ID: 1F29, B) PDB ID: 1F2B. C) Interagdes entre o inibidor A e a cruzaina (PDB ID:
1F29). D) Ocupacdao do sitio ativo da cruzaina pelas vinilsulfonas A e B.
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O aduto covalente formado com a Cys25 da cruzaina pode ser observado na estrutura
cristalogréfica (PDB 1D: 3106; resolucéo de 1,1 A) da Figura 20, na presenca de um inibidor
purinico®. As interagbes hidrofébicas entre o inibidor covalente reversivel e a enzima
ocorrem principalmente com os residuos Gly23, Ser64, Leu67, Alal38. Essas interacdes
acomodam o inibidor entre os subsitios S1 e S2. As liga¢des de hidrogénio entre inibidor e
enzima sdo formadas pelos residuos GInl9, Cys25 e Aspl61. Em S2, o Glu208 ndo faz

nenhuma interacdo com o ligante.

29
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? v
Glu208 '\ Ala138
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Figura 20 - Interagdes entre a cruzaina e um inibidor purinico (PDB ID: 3106).

A flexibilidade do residuo Glu208 pode também ser verificada no complexo entre a
enzima e o inibidor irreversivel da Figura 21. O derivado triazélico ndo apresenta na posicédo
P2 volume estrutural suficiente para ocupar totalmente S2, o que permite a orientacdo do
residuo Glu208 em direcdo ao interior do subsitio®. O grupo quinolina na posicdo P3 interage
com o subsitio S3, sendo estabilizado por interagdes hidrofébicas e por uma ligacdo de
hidrogénio com o residuo Ser61. Outras ligacdes de hidrogénio ocorrem com 0s residuos
GIn19 e Gly66.
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Figura 21 - Interagdes entre a cruzaina e um inibidor néo peptidico (PDB ID: 3I1UT).

O anélogo do inibidor K777, denominado WRR-483 (Figura 22), mostrou-se eficaz
em testes in vitro e in vivo®. Esta vinilsulfona se encontra covalentemente ligada a cruzaina.
Em contraste com o grupo fenilalanina do K777 presente em P2 (Figura 11), o inibidor WRR-
483 possui uma cadeia lateral arginina que ocupa o subsitio S2, sendo capaz de formar uma
ligagdo de hidrogénio com o Glu208. Outras interagdes observadas anteriormente também

auxiliam na estabilizacdo do complexo proteina-ligante.

Figura 22 - Interagdes entre a cruzaina e um inibidor derivado vinilsulfona (PDB ID: 3LXS).

Merece especial destaque o derivado benzimidazol do complexo cristalografico da
Figura 23 (PDB ID: 3KKU; resolugdo 1,28 A)*. Este inibidor reversivel competitivo,
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descoberto através de triagem bioldgica automatizada em larga escala (HTS, do inglés, high-
throughput screening), possui valor de K; de 2 uM, caracterizando-se como um importante
composto lider para estudos de quimica medicinal. O sitio ativo apresenta alto grau de
conservacao em comparagdo com outras estruturas da cruzaina. Contudo, uma mudanca
significativa € observada em relacdo ao residuo GInl59, que assume uma conformacao para
interagir com o ligante. Pequenas diferencas sdo observadas na orientagdo dos residuos que
formam o S2, onde Glu208, Leu67 e Leul60 se orientam na dire¢do do ligante. Assim como
observado em outras estruturas, ligacdes de hidrogénio séo encontradas entre ligante e os
residuos Gly66 e Aspl61. O grupo m-bromofenil ocupa o S2. Por vérias razdes, incluindo a
alta qualidade da estrutura, a orientacdo dos residuos no sitio ativo, as interacdes observadas
no complexo proteina-ligante e 0 modo de interagdo ndo covalente do inibidor, esta estrutura

foi escolhida para a realizagédo dos estudos de SBVS neste trabalho de dissertagéo.

GlyB6A
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Figura 23 - Interag@es entre a cruzaina e um inibidor reversivel benzimidazol (PDB ID: 3KKU).

4.2 Triagem Virtual

O processo de SBVS da Base 1 foi realizado primeiramente utilizando-se o programa
DOCK (Figura 24). Os programas CHEMGRID®** e Delphi®® foram utilizados para calcular os
mapas de energia potencial. Mdultiplas conformacgdes e orientacdes de cada ligante foram

pontuadas pelo programa, através de uma funcéo baseada em mecénica molecular, que levou



60

em consideracdo as interacGes de van der Waals, as interagdes eletrostaticas e as penalidades
pela dessolvatacdo do ligante®®. A melhor orientagdo de cada molécula foi usada para
classificar a base de dados levando a selecdo de 35.000 compostos, que foram posteriormente
alvo de estudos de SBVS com os programas GOLD e Surflex. Os 500 melhores compostos
pontuados pelo DOCK passaram por uma cuidadosa inspecdo visual e apenas aqueles com
melhor complementaridade multifuncional em relagdo ao sitio ativo foram selecionados entre
0s 10 que formaram o subconjunto final. Entre estes, 6 eram comercialmente disponiveis e
foram adquiridos. De maneira similar, o processo de SBVS da Base 2 levou a selecdo de 10

compostos, sendo que apenas 1 foi adquirido (Figura 24).

i‘\ y

10 compostos 10 compostos
Selecao
1 composto

Figura 24 — Estratégia de SBVS das Bases 1 e 2 com o programa DOCK para a identificacdo de
candidatos a inibidores da enzima cruzaina.

As estruturas 2D dos 6 compostos selecionados da Base 1 sdo mostrados na Tabela 3.
A classificacdo dos compostos no programa DOCK, os respectivos codigos ZINC e as
principais interacfes intermoleculares entre proteina e ligante sdo apresentados também na
Tabela 3. As interacbes foram geradas com o auxilio do programa Chimera e as figuras com o
programa Pymol.
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Tabela 3 — Compostos selecionados da Base 1 pelo programa DOCK para avaliagado bioquimica frente a
enzima cruzaina de T. cruzi.

Classificagéo Estrutura 2D

DOCK cé dig_]o ZINC InteracOes Proteina-Ligante

ZINC14198539

(1)
(@]
NH
4248
b
{
ZINC11639552
(2
/éN
| N\ N /
o

4256 N

ZINC12520293
®)

continua
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(4)

#432 &)
Y
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CH,
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o NH le
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Y

(0]
ZINC15536684
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O subconjunto com 35.000 compostos selecionados pelo DOCK foi empregado em
estudos de SBVS com o programa GOLD (Figura 25). Os parametros padrdes do GOLD
foram utilizados e o sitio de ligacao foi definido com um raio de 10 A a partir da coordenada
do &tomo de carbono carbonilico da cadeia central amidica do ligante da estrutura utilizada. A
avaliacdo das orientacGes das moléculas foi realizada pela fungdo Goldscore. As 500 melhores
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moléculas classificadas pelo programa GOLD passaram por uma cuidadosa inspec¢ao visual
levando a selecdo de um subconjunto final de 10 compostos, sendo que 3 destes foram

adquiridos para a avaliacao in vitro (Tabela 4).

10 compostos

\ 4

Figura 25 — Estratégia de SBVS da Base 1 com os programas GOLD e Surflex para a identificacdo de

candidatos a inibidores da enzima cruzaina.

Tabela 4 — Compostos selecionados da Base 1 pelo programa GOLD para avalia¢do bioquimica frente a

enzima cruzaina de T. cruzi.

Classificacdo Estrutura 2D Interacdes Proteina-Ligante
GOLD Codigo ZINC ¢ g
/
#87

ZINC12974101
™

continua
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#118 \ﬁ

ZINC32750757
(®)

#414 - (

ZINC14016383
©)

De forma semelhante, o subconjunto de 35.000 compostos foi alvo de estudos de
SBVS com o programa Surflex (Figura 25). A estrutura foi preparada pelo mddulo
Biopolymer (Sybyl), com a adicdo dos hidrogénios e a consideracdo das cargas. Este
programa utiliza um algoritmo que gera uma representacdo computacional do sitio de ligacéo
(um protomol), onde os ligantes s@o idealizados e as poses construidas, sendo possivel a
minimizacdo de energia apés a docagem. As moléculas foram pontuadas por uma funcéo
empirica que inclui diversos termos como lipofilia, polaridade, entropia e solvatacdo. Ao final
do processo, 5 compostos foram adquiridos para avaliagdo bioquimica (Tabela 5).
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Tabela 5 - Compostos selecionados da Base 1 pelo programa Surflex para avaliagdo bioquimica frente a
enzima cruzaina de T. cruzi.

Classificagdo Estrutura 2D
Surflex Cadigo ZINC

InteracOes Proteina-Ligante

#2

ZINC10498637
(10)

N/
o

ZINC12667614
(11)

#16

Cl

#26

ZINC14122410
(12)
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CK/X‘/HV\@°>
ZINC14180164
(13)

#27

#63 o

ZINC04858558
(14)

Para a SBVS da Base 2 com o programa DOCK foi aplicada a estratégia
esquematizada na Figura 24, levando a selecdo final de 1 composto que foi adquirido para
avaliacdo frente a enzima cruzaina. A Tabela 6 apresenta as informacdes correspondentes a
esta molécula.

Seguindo a mesma estratégia geral da Figura 25 aplicada para a Base 1, realizou-se o
processo de SBVS da Base 2 com os programas GOLD e Surflex. Ao final do trabalho, 2
compostos foram selecionadas pelo programa GOLD (Tabela 7) e 1 pelo programa Surflex
(Tabela 8).
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Tabela 6 - Composto selecionado da Base 2 pelo programa DOCK para avaliagdo bioquimica frente a
enzima cruzaina de T. cruzi.

Cla[s)scl)fg Iigao gzgil;tou;:ﬁg InteragOes Proteina-Ligante
N
= \N/CH3
o]
CH,
NH

#331 HAC 2/
S

ZINC19553407
(15)

Tabela 7 — Compostos selecionados da Base 2 pelo programa GOLD para avaliagdo bioquimica frente a

enzima cruzaina de T. cruzi.

Classificaao Estrutura 2D Interagdes Proteina-Ligante
GOLD Codigo ZINC ¢ g
o} CH,

#131 OYN“

N

»

ZINC32627510
(16)

continua
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continuagdo

NH

#252
a8

ZINC25685756
(17)

Tabela 8 - Composto selecionado da Base 2 pelo programa Surflex para avaliacdo bioquimica frente a

enzima cruzaina de T. cruzi.

Classificacao Estrutura 2D Interacdes Proteina-Ligante
Surflex Cédigo ZINC ¢ g
N
‘ \ [¢] OH
F
N
#2717

ZINC29651978
(18)

Ao final de todo o processo de SBVS, 18 compostos comercialmente disponiveis
foram priorizados e adquiridos, sendo 14 compostos provenientes da Base 1 (lider-similar) e 4
da Base 2 (fragmento-similar). Todos os compostos foram adquiridos da empresa
ENAMINE® (http://www.enamine.net).


http://zinc.docking.org/srchdb.pl?zinc=29651978
http://www.enamine.net/
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4.3 Avaliacdo Bioquimica

A atividade catalitica da enzima cruzaina € monitorada com base na clivagem do
substrato  Z-Phe-Arg-AMC (benziloxicarbonil-fenilalanina-arginina-aminometilcumarina),
que tem baixa fluorescéncia, mas libera o grupo 7-amino-4-metilcumarina, que apresenta alta

fluorescéncia. O esquema da hidrélise do substrato pode ser observado na Figura 26.
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Figura 26 - Esquema da clivagem do substrato Z-Phe-Arg-AMC.

Os 18 compostos selecionados do SBVS foram avaliados experimentalmente em
concentracdo unica de 100 uM, sem e com incubacdo prévia com a enzima. Os compostos
que apresentaram inibicdo superior a 30% foram selecionados para a determinacdo da

potencia biologica (ICsp). Os resultados s&o apresentados na Tabela 9.
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Tabela 9 — Avaliagdo bioquimica in vitro de uma série de compostos selecionados por SBVS, contra a

enzima cruzaina.

% Inibigdo contra a cruzaina

Composto sem incubacéo 10 minutos de incubacéo Cs0 (uM)
1 0 6+3 ND
2 0 0 ND
3 7%5 1543 ND
4 22+4 53+12 >100
5 8+1 4145 >100
6 0 5+3 ND
7 21+2 38+4 >100
8 0 71 ND
9 0 6+1 ND
10 7%6 24+3 ND
11 543 16+7 ND
12 8+5 33+8 >100
13 3+1 66+7 20+2
14 6+4 72 ND
15 9+6 6+1 ND
16 100+0 1000 0,58+8
17 25+13 4+2 ND
18 0 0 ND

Todos os ensaios foram realizados em triplicada. Os valores de ICs, foram obtidos com 5-7
concentracdes de inibidor com base em 2 experimentos independentes.

Os compostos 1-3, 6, 8-11, 14, 15, 17 e 18 foram inativos ou apresentaram modesta
inibicdo, ndo sendo possivel determinar valores de 1Cso. Os compostos 4, 5, 7 e 12
apresentaram baixa poténcia, com valores de ICso > 100 pM. Verificou-se ainda uma relacdo
tempo-dependente na inibicdo apresentada por estes compostos. O composto 13, embora
também apresentando um perfil tempo-dependente, foi mais potente, com um valor de ICs, de
20 pM. Por outro lado, o composto 16 mostrou uma inibicdo de 100% da enzima na
concentracdo de 100 pM, ndo apresentando relacdo tempo-dependente. Surpreendentemente,
um valor de 1Cso de 580 nM foi determinado para este composto 16 (Figura 27).
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Figura 27 — Gréfico concentragdo X resposta para a determinacdo de 1Cs, do composto 16.

Os resultados promissores obtidos levaram a realizacdo de experimentos para a
determinacdo do mecanismo de inibicdo. Claramente, a estratégia de SBVS empregada neste
trabalho visava a identificacdo de inibidores do tipo reversivel competitivo. O perfil
caracteristico de um inibidor competitivo é observado através de um grafico denominado
Lineweaver-Burk (ou duplo-reciproco), que é obtido com medidas de v, (velocidade inicial de
reacao) para diferentes concentracdes de substrato ([S]), variando-se as concentracdes de
inibidor ([I]). Neste caso, as intersecdes com o eixo y (valores reciprocos de v,) fornecem o
valor de velocidade maxima (1/Vmax), que ndo se altera na presenca de um inibidor
competitivo. Os interceptos com o eixo x (valores reciprocos de [S]) fornecem os valores de
Km (K aparente, -1/ Kyy), que aumentam com o aumento de [1] de um inibidor competitivo.
O resultado da avaliacdo do composto 16 é mostrado na Figura 28, confirmando um
mecanismo do tipo competitivo. A curva de menor inclinacdo refere-se a auséncia de inibidor,
sendo possivel determinar o valor de Ky no intercepto x. Com o aumento de [I], as
inclinacGes se tornam mais acentuadas, obtendo-se valores de Ky*" cada vez maiores em x.
Os valores de Vmax ndo se alteram com diferentes [I]. Este resultado é extremamente
importante porque confirma o sucesso da estratégia de SBVS empregada neste trabalho. O

inibidor 16 se liga a enzima de maneira matua e exclusiva em relagéo ao substrato utilizado.
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Figura 28 — Grafico duplo-reciproco para o inibidor 16. Concentra¢des de inibidor: controle - zero (@); 0,3 uM
(0); 0,6 uM (¥); 1,25 uM (A) e 2,50 uM ().

O valor da constante de afinidade do inibidor K; (constante de equilibrio para a
dissociacdo do complexo Eel), de 100 nM, foi determinado através do grafico de Dixon, que
é obtido com medidas de v, (velocidade inicial de reagdo) para diferentes concentracfes de
inibidor ([I]), variando-se as concentracGes de substrato ([S]). No caso, para o inibidor
competitivo as linhas convergem acima do eixo X, sendo que o valor de x referente a

intersecgdo das retas correspondente ao valor de K; (- Kj).
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Figura 29 — Determinacdo de K; para o inibidor 16. ConcentracGes de substrato: 1,25 uM (@); 2,5 uM (O); 20
MM (H) e 40 pM (0O).
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E importante mencionar que o composto 16 foi classificado na posicdo 131 pelo
programa GOLD, sendo assim considerado em nossos estudos de SBVS. Por outro lado, este
composto ndo apresentou uma classificacdo razodvel nos programas DOCK e Surflex. O
programa DOCK classificou o composto 16 na posicdo 10.822, ao passo que 0 programa
Surflex, somente na posicdo 20.951. Desta maneira fica claro que existem diferencas
significativas entre os métodos empregados (algoritmos de busca e fun¢des de pontuacéo),
que levaram o inibidor 16 a ser classificado como um falso negativo em dois dos programas.
Portanto, a estratégia de usar maltiplos programas pode ser Gtil em estudos de SBVS. Outra
observacgdo pertinente € em relagdo a selecdo de moléculas por consenso. Embora seja uma
estratégia interessante, em muitos casos, como o do presente trabalho, ndo parece ser ideal.
Uma analise por consenso ndo levaria a identificacdo e selecdo do inibidor nanomolar 16.

No planejamento de inibidores enzimaticos utilizando triagens virtuais de bases
fragmentos-similares, um pardmetro que vem sendo atualmente muito utilizado ¢ a eficiéncia
do ligante (EL)*". EL é a medida da energia livre de ligacdo de um ligante para uma proteina
especifica. Matematicamente, a EL pode ser definida pela razéo entre a energia livre de Gibbs

(AG) e o nimero de atomos diferentes de hidrogénio presentes no ligante (Equagéo 1).

EL= —AG/N (1)

sendo AG a energia livre de Gibbs e N o numero de 4tomos diferentes de hidrogénio.

Em geral, um ligante pode ser considerado promissor para valores de EL > 0,30
kcal/mol/atomo™’, pois esse valor tende a diminuir durante o processo de otimizagdo com o
aumento do peso molecular do composto. Como a partir da triagem da base fragmento-similar
obtivemos apenas um composto potente, calculamos o valor de EL para que possa nortear os
futuros estudos na otimizacao deste composto lider.

De acordo com a equacdo 1, um valor de EL de 0,53 kcal/mol/atomo foi obtido para o
composto 16, o que é bastante expressivo para um fragmento molecular que poderé ser alvo

futuro de otimizacdo molecular.
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5 CONCLUSOES

Nessa dissertacdo de mestrado foram apresentados os resultados obtidos da aplicagédo
da estratégia de SBVS de bases de dados de compostos para a enzima cruzaina de T. cruzi,
alvo terapéutico para a doenca de Chagas.

A integracdo de métodos computacionais e experimentais € uma estratégia moderna de
planejamento de farmacos, que se mostrou extremamente Gtil neste trabalho de dissertagcdo. A
estratégia computacional desenvolvida, explorando duas bases de dados de compostos e trés
métodos de docagem molecular, permitiu explorar uma impressionante diversidade quimica,
levando a selecdo de um subconjunto final promissor de candidatos a inibidores da enzima
alvo. Em particular, devido a suas caracteristicas moleculares, 0 uso da base fragmento-
similar (Base 2) caracterizou um importante desafio para a identificacdo de novos ligantes.

A realizacdo dos ensaios experimentais permitiu a caracterizacdo da poténcia (1Csp)
dos melhores inibidores, bem como do mecanismo de acdo, da constante de afinidade (K;) e
da eficiéncia do ligante (EL) do composto mais promissor da série (16), que apresentou um
valor de ICsy de 580 nM, de K; de 100 nM e de EL de 0,53 kcal/mol/atomo. Vale destacar que
este potente composto, selecionado de uma base com caracteristicas similar a de fragmentos, é
um excelente composto-lider para o desenvolvimento de um candidato a novo farmaco para o

tratamento doenca de Chagas.
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