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EPIGRAFE

“Aprender € a unica coisa de que a mente nunca se cansa, nunca tem medo e
nunca se arrepende”.

Leonardo Da Vinci



RESUMO

O reconhecimento bimolecular pode ocorrer por interveniéncia de diferentes
interacdes nao-covalentes: ligagdo hidrogénio, forcas de van der Waals e
hidrofébicas, interagdes 11, eletrostaticas. Através da ITC (calorimetria de
titulacédo isotérmica), a mudancga de calor quando um composto interage com
uma proteina alvo permite a determinacao precisa da afinidade, bem como as
forcas que dirigem o processo. A titulacdo na presenca de ligantes fornece
informacdes sobre as forcas que controlam a interacdo e permite a
identificacdo dos complexos intermoleculares que sédo relevantes para o
planejamento baseado em estrutura. A ITC é a Unica técnica que mede
diretamente a entalpia de interacdo (AH). Os sistemas bioquimicos exibem
caracteristicamente compensacao entalpia-entropia (EEC) em que o aumento
da entalpia € compensado por uma penalidade entrépica, reduzindo a
magnitude da mudanga na afinidade. Ao caracterizar as relagdes estrutura-
atividade (SAR), a maioria dos grupos envolvidos na interacdo pode ser
observada como contribuindo para AH, mas nao para a afinidade. Assim, os
valores de AH podem destacar uma possivel descontinuidade na SAR, de
modo que o0s dados estruturais experimentais provavelmente serédo
particularmente valiosos no planejamento molecular. Neste trabalho, tivemos
como objetivo usar a ITC para determinar a assinatura termodindmica de
inibidores da cisteino protease cruzaina com o principal objetivo de avaliar
eventuais descontinuidades na SAR. Além disso, a calorimetria diferencial de
varredura (DSC) foi empregada para avaliar as mudangcas na temperatura de
transicao da proteina (Tm) que ocorre quando da interagao do ligante. Enquanto
a ITC permite avaliar a contribuicao do ligante para o complexo, a DSC permite
a correlacao da termodinamica que impulsiona a interacdo com as alteracoes
conformacionais na macromolécula. As duas técnicas foram utilizadas para o
estudo de moléculas biotivas contra o Trypanosoma cruzi, causador da doenca

de Chagas, que ainda & uma doenca negligenciada.

Palavras-Chave: Cruzaina, cisteino-proteases, ITC, DSC, assinatura

termodindmica, compensacao entalpica-entropica.



ABSTRACT

Bimolecular recognition can occur via distinct non-covalent interactions:
hydrogen bonding, van der Waals and hydrophobic forces, te1, electrostatic
interactions. Through ITC (isothermal titration calorimetry), the heat change
when a compound interacts with a target protein allows accurate determination
of the affinity as well as the forces driving the process. Titration in the presence
of ligands provides information about the forces that control the interaction and
allows the identification of intermolecular complexes that are relevant for
structure-based design. ITC is the only technique that directly measures the
enthalpy of interaction (AH). Biochemical systems characteristically exhibit
enthalpy-entropy compensation (EEC) in which the increase in enthalpy is offset
by an entropic penalty, reducing the magnitude of the change in affinity. When
characterizing the structure-activity relationships (SAR), most of the groups
involved in the interaction can be observed as contributing to AH, but not to
affinity. so the experimental structural data are likely to be particularly valuable
in molecular design. In this work, we aimed to use the ITC to determine the
thermodynamic signature of cysteine protease cruzi inhibitors with the main
objective of evaluating eventual discontinuities in the SAR. In addition,
differential scanning calorimetry (DSC) was employed to assess changes in
protein transition temperature (Tm) that occur upon ligand interaction. While the
ITC allows the assessment of the ligand's contribution to the complex, the DSC
allows the correlation of the thermodynamics that drives the interaction with the
conformational changes in the macromolecule. Both techniques were used to
study bioactive molecules against Trypanosoma cruzi, which causes Chagas

disease, which is still a neglected disease.

Keywords: Cruzain, cysteine proteases, ITC, DSC, thermodynamic signature,

enthalpic-entropic compensation.
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1. Introducao

As doencas negligenciadas sao causadas por agentes infecciosos ou
parasitos € sdo consideradas endémicas em populacoes de baixa renda. As
doencas como leishmaniose visceral, doenca de Chagas, doenca do sono,
esquistossomose e dengue continuam sendo algumas das principais causas de
mortalidade em todo o mundo. As doencas negligenciadas sao um problema
global de satde publica. ' Embora apresentem alta incidéncia de enfermidades
em todo o mundo, essas doencas sdo alvo de uma pequena fracdo de
medicamentos que sdo desenvolvidos todos os anos. Entre janeiro de 2012 e
setembro de 2018, 256 novos farmacos chegaram ao mercado, mas apenas

oito deles tinham como alvo as doencas negligenciadas. ?

1.2 A Doenca de Chagas

A doenca de Chagas passou a ser assim nomeada pelo médico
sanitarista brasileiro Carlos Chagas que descobriu a doenca em 1909.2 E
causada pelo parasito Trypanosoma cruzi, que € transmitido para seres
humanos pelas fezes de insetos vetores. A doenca também pode ser
transmitida por transfusdo de sangue, transplante de o6rgaos, de forma
congénita (de mé&e para filho) e também por alimentos contaminados com o
parasito (suco de acai, goiaba ou caldo de cana). Também ¢é possivel a
contaminagdo em acidentes de laboratério. E encontrada principalmente nas
Américas (geralmente em areas rurais da América Latina, onde existem
maiores niveis de pobreza).

Nas Uultimas décadas, a doenca de Chagas tem sido encontrada
principalmente na parte continental da América Latina e ndo apenas nas ilhas
do Caribe. Devido, essencialmente, a fenbmenos de migracdo, tem sido
observada nos Estados Unidos, Canada, e em muitos paises europeus bem
como em alguns paises do Pacifico Ocidental.? Estima-se que cerca de 6 a 7
milhnbes de pessoas estejam infectadas no mundo pelo Trypanosoma cruzi,
sendo 6 milhdes apenas na América Latina. Calcula-se que no mundo, 70
milhGes de pessoas estejam em risco de contrair a doenca. Estimam-se ainda
14.000 mil mortes por ano, além de significativa morbidade. **
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A Figura 1.0 mostra os paises afetados pela Doenga no mundo:

Figura 1.0: Paises afetados pela Doencga de Chagas

Endémica em 21 paises da América Latina

L) ¥ e 4 e

@ Endémica
N3o endémica mas presente

A doenca de Chagas apresenta-se em duas fases. A primeira, a aguda,
dura cerca de dois meses apds a infecgdo. Durante essa fase, um grande
nuamero de parasitos circula no sangue, mas na maioria dos casos 0s sintomas
estdo ausentes, sdo leves e inespecificos. Em menos de 50% das pessoas
infectadas, os primeiros sinais visiveis pode ser uma lesado cutanea ou inchaco
purpura das palpebras de um olho. Podem apresentar também febre, dor de
cabega, glandulas linfaticas aumentadas, palidez, dores musculares,
dificuldade para respirar, inchaco e dor abdominal ou toracica.

Durante a fase crénica (segunda fase), os parasitos estdo escondidos
principalmente no coracdo e nos musculos digestivos. Até 30% sofrem de
disturbios cardiacos e 10% de disturbios digestivos. Nos ultimos anos, a
infeccdo pode levar a morte subita devido a arritmias cardiacas ou insuficiéncia
cardiaca progressiva causada pela destruigdo do musculo cardiaco e do
sistema nervoso.

Nos dias de hoje, a doenca de Chagas ¢é tratada com dois
medicamentos, descobertos ha quase meio século: O Nifurtimox e o
Benzonidazol. Ambos séo eficazes se forem administrados na fase aguda da
doenca e perdem a eficacia quando a pessoa esta infectada ha mais tempo.
Ambos possuem efeitos colaterais indesejaveis como dermatites alérgicas e

anorexia com perda de peso para o Benzonidazol e sintomas como nausea e
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vomito para o Nifurtimox.?® Somente o Benzonidazol é usado terapeuticamente
no Brasil, 0 uso do Nifurtimox foi descontinuado pela sua toxicidade. A Figura

1.1 mostra as estruturas desses compostos.

Figura 1.1: Mostra as estruturas Quimicas do Nifurtimox e Benzonidazol.
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Fonte: Reyes, C.C.*

Menos de 10% das pessoas com doenca de Chagas sao
diagnosticadas nas Américas e somente cerca de 1% das que tém a doenca

recebe o tratamento antiparasitario. °

1.3 A Cisteino - Protease Cruzaina

As cisteino - proteases estao envolvidas em uma série de processos,
ndo apenas degradacao de proteinas, mas também desempenham um papel
biolégico essencial em doencas infecciosas e sistémicas como o cancer (no
caso das catepsinas).

Sao alvos terapéuticos fundamentais do desenvolvimento de novos
farmacos para muitas doengas humanas. Das parasitarias até o cancer.®

A cisteino-protease do Trypanosoma cruzi € chamada de cruzipaina
quando extraida do parasito natural e cruzaina na sua forma recombinante. A
cruzipaina natural € um complexo de isoformas devido a expressao simultanea
de varios genes e a presenca de hibridos do tipo manose ou complexo do tipo
biantenario em ASn255 da extensao C terminal.’

Grande parte dos inibidores da cruzaina sao peptideo-miméticos do tipo
covalente irreversiveis cujo desenvolvimento tem sido evitado devido ao

potencial efeito off target e também ao perfil farmacocinético indesejavel. 72
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Esta enzima esta envolvida no processo de infeccdo da célula do
hospedeiro, diferenciacao, replicacdo, metabolismo, evasdo de mecanismos de
defesa sendo essencial na regulacao da interacdo entre hospedeiro e parasito.

E uma glicoproteina expressada como uma pré-proenzima com trés
dominios distintos: o pro-dominio N-terminal com 104 amino&cidos (aa), o
dominio catalitico com 215 residuos de aminoacidos e uma extensao carbox i -
ou C-terminal com 130 aa.®® Foi desenvolvido um protocolo de cristalizacdo da
enzima onde a resolucéo da estrutura revelou dois dominios, um a-helicoidal e
0 outro possuia varias extensdes de folhas . Os residuos da triade catalitica
foram identificados como His159, Cys25 e GIn19 (muito similar a papaina) e
um extenso sitio de ligacao foi encontrado entre os dominios. A Figura 1.2
mostra uma figura ilustrativa da estrutura cristalogréfica da enzima de estudo
complexada com um inibidor do tipo covalente.

A cruzaina recombinante é homogénea e desprovida da extensao C -
terminal e glicosilacdo. A extensao C terminal ndo esta envolvida na inibigao do
substrato nem é necessario no enovelamento da cruzipaina.” Corresponde a
enzima madura. Foi desenvolvido um protocolo de cristalizacdo da enzima
onde a resolugdo da estrutura revelou 215 residuos de aminoacidos
enovelados em dois dominios.®'°

A Figura 1.2 mostra a estrutura tridimensional da cruzaina.

Figura 1.2: Representacao da estrutura cristalografica tridimensional da enzima
cruzaina. Fonte: PDB (Codigo 2AIM)
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Como outras proteases da familia da papaina, a cruzaina é
inicialmente expressada como um zimogénio inativo que é auto-ativado em um
processo dependente do pH, da temperatura e da concentracao,
transformando-se na enzima ativa mediante quebra e digestdo do pré-dominio

em cadeias menores de peptideos.®®

1.4 Cruzaina C25A

A cruzaina mutante C25A é uma enzima inativa (possui uma alanina
substituindo a cisteina), mas mantém as caracteristicas do sitio catalitico da

cruzaina nativa.'’

1.5 Inibidores da Cruzaina

Os inibidores da cruzaina causam a morte do Trypanosoma cruzi devido
a interrupcao do processamento auto catalitico natural da enzima e posterior
transporte para os lisossomos levando a um acumulo de procruzaina nao
processada no complexo de Golgi. '

Uma tatica comumente empregada no projeto de inibidores de cisteino
protease é incorporar uma entidade eletrofilica, comum referida como
“warhead”, na estrutura do inibidor. '®

A maioria dos inibidores mais conhecidos da cruzaina mimetiza
substratos naturais peptidicos (peptidios miméticos), sendo divididos em
reversiveis e irreversiveis.'

Dentre os inibidores covalentes irreversiveis destacam-se o0s que
possuem reconhecimento quimico (warheads) baseados em alil e vinil sulfonas,
epoxidos peptidicos, diazometanos, etc.'

Dentre os inibidores covalentes reversiveis destacam-se 0s que
possuem warheads do tipo alfa cetonas, aldeidos peptidicos, a-cetonas e as
nitrilas que formam um complexo covalente reversivel com a cisteina

catalitica.®
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1.6 Dipeptidil nitrilas como inibidores da cruzaina

Nos ultimos anos, as dipeptidil nitrilas tém sido estudadas como
inibidores de cisteino proteases com atuacéo potente e seletiva. '*'”

O grupo NEQUIMED/IQSC/USP tém estudado esses inibidores
conhecidos como ponto de partida inicial para a sintese de novos inibidores da
enzima cruzaina, onde o0s substituintes do esqueleto basico podem ser
facilmente variados para a sintese de novos inibidores.

O primeiro composto estudado no grupo recebeu o cddigo de NEQO409
e foi desenvolvido pelo Pesquisador visitante Dr. Peter Kenny e a partir desse,
muitos outros compostos foram projetados pelo grupo de bioinformética e
sintetizados pelo grupo de sintese organica e posteriormente testados contra a
cruzaina.

Silva et al, 2017"'® por exemplo, identificaram varios desses compostos
que foram testados contra a enzima, sendo que 0s mais potentes receberam os

codigos de NEQ0689 e NEQO690 que apresentaram valores de pK;de 8.8."°

Os pesquisadores do grupo de Quimica Medicinal partem de um
esqueleto molecular e vao fazendo modificacées de forma a obter moléculas
diferentes que possam inibir a cruzaina. As mesmas moléculas s&o
posteriormente testadas contra o alvo (cruzaina recombinante). A Figura 1.3
mostra o esqueleto da molécula e as interagdes com os sitios da proteina. '°

Figura 1.3: Esqueleto molecular mostrando as posi¢cées de substituicdo dos grupos
organicos e possiveis interacdes com o sitio da cruzaina.'

Q*Ir% QAQSO
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1.7 Inibidores K777 e MMTS (Metanotiosulfonato de metila)

O MMTS é um pequeno composto que bloqueia reversivelmente
cisteinas e outros grupos sulfidrilas permitindo o estudo da ativacao enzimatica
e outras fungdes proteicas. O MMTS converte grupos sulfidrilas nas cadeias
laterais de cisteinas em -S-S-CHs." A reacéo é reversivel com DTT, TCEP ou
B- mercaptoetanol restaurando o sulfidril livre. Inicialmente, desde os primeiros
protocolos de purificacdo da cruzaina, o uso de MMTS era recomendado logo
apos a etapa de ativagdo para evitar a degradagdao enzimatica durante as
etapas subsequentes de purificagdo da enzima.'®

O K777 é um inibidor irreversivel de cisteino protease, que inibe a
cruzaina. Possui um grupo vinil sulfona e foi originalmente caracterizado pelo
Sandler Centro para pesquisa em Doencas Parasitarias Tropicais da UCSF.
Apesar de sua importancia, os inibidores irreversiveis sdo frequentemente

evitados devido ao risco de efeitos adversos. 222

1.7 Calorimetria de Titulacao Isotérmica

A Calorimetria de Titulacao Isotérmica (ITC) mede o calor liberado ou
absorvido em eventos bioquimicos de ligacao, estequiometria (n), entalpia (AH)
e entropia (AS) a partir dos quais se calcula a afinidade de ligagao (Kg)*.

De todas as técnicas que sao geralmente usadas para medir interacéo, a
calorimetria de titulagdo isotérmica (ITC) € capaz de medir ndo apenas a
magnitude da afinidade da interacdo, mas também a magnitude de dois termos
termodinamicos que definem a afinidade da interagdo: a variagcao da entalpia
(AH) e variagao de entropia (AS)?*.

A maioria dos calorimetros mede os efeitos diferenciais do calor entre a
cela de referéncia (preenchida com tampao ou agua) e a cela de amostra (ou
cela de reacéo) e trabalha com base no sistema de compensacéao de calor.

A diferenga de temperatura entre as duas celas é constantemente
monitorada e uma energia constante (definida pelo usuario) é aplicada na cela
de referéncia, a qual ativa o circuito de retorno para aplicar uma quantidade de
energia varidvel sobre a cela de amostra para manter uma diferenca de

temperatura entre as duas celas préxima de zero.
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O sinal observado num experimento calorimétrico é a energia fornecida a
esta cela.

Quando a interacao ocorre, ha uma alteracao da temperatura na cela de
amostra, o que leva a uma diferenca de temperatura entre as duas celas. Isto é
detectado pelo calorimetro e a energia aplicada na cela de amostra é
ajustada’®.

A Figura 1.4 mostra o funcionamento do calorimetro de titulagéo

isotérmica.

Figura 1.4: Funcionamento do calorimetro de titulagao isotérmica.
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A Figura 1.5 mostra o grafico com o sinal da interacdo obtido no
calorimetro e também a curva com a integracao dos picos, mostrando como
sdo calculados alguns parametros de interagcdo (Adaptado PANALYTICAL,
2021%,
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Figura 1.5: a) Grafico do sinal da interacdo obtido no calorimetro. b) Curva de
integracao dos picos.
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De acordo com BOUCHEMAL et. al?®, do ponto de vista técnico, o
experimento de e ITC é relativamente simples. Consiste em titular poucos
microlitros de um composto, geralmente em solucdo aquosa em uma solugao
contida na cela.

Essa cela é mantida a temperatura constante e o calor de diluicao é
monitorado a cada injecédo e descrito em funcdo do tempo.

Geralmente, o experimento de ITC é conduzido em solucdo aquosa
(tampao), oferecendo a possibilidade de monitorar o efeito do pH nas
interacodes.

Com o experimento de ITC, & possivel determinar em um Unico
experimento, todos os parametros termodinamicos (AH, AG, AS) de um ligante
frente ao seu alvo. Esses sdo parametros indispensaveis para o planejamento

e otimizagAo de novas entidades quimicas. 2" 2%

Onde:
Equacéo 1.1:

K

a

Kq

P+L

- PL

[PL]

(P1[L]

Equacéo 1.2
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Em condi¢cbes de equilibrio, K, pode ser descrita em funcédo da Energia
Livre de Gibbs.

Equacéo 1.3
AG = -RT/nK,

Quanto mais negativo o valor de AG, maior afinidade do ligante pela
enzima. O valor de AG pode ser descrito em fung¢ao da entalpia e entropia.

Equacéo 1.4

AG = AH-TAS

Nesta técnica, o parametro c (equacdo 1.5)*°

€ usado no ajuste
sigmoidal da curva de afinidade e também no planejamento do experimento
através do planejamento das curvas de interacdo onde n € a fracdo molar, M; é

a concentracao total da proteina e Ky= 1/K,.
Equacéo 1.5
C= thKd

De acordo com o valor da constante c, é possivel classificar 0 processo
de interacdo como forte afinidade (tight-binding), onde ¢ > 100, afinidade
moderada (10 < ¢ < 100) e afinidade baixa (c < 10). O parametro ¢ pode
acarretar problemas no resultado. Se ¢ > 100, a curva de interacdo é muito
inclinada, causando problemas na determinacédo do valor de K5 Se ¢ < 10, a
curva apresentara pouca inclinacao, causando problemas na determinacao dos
valores de n, K, e AH*'. Quando o valor de ¢ é muito elevado, pode-se utilizar o
método indireto, descrito por Velasquez-Campo®?, onde a proteina é
previamente incubada com um ligante mais fraco, cujos parametros
termodinamicos sao previamente conhecidos e titulada com um ligante forte,
com uma estrutura semelhante a do ligante mais fraco. Usando o ajuste
especial (modo de competicdo) no software do equipamento, todos os
parametros termodindmicos do ligante forte podem ser facilmente

determinados.
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A Figura 1.6 mostra exemplos de experimentos obtidos com diferentes
valores da constante c¢ obtidos pelo método direto:

Figura 1.6: Mostra exemplos de experimentos obtidos no ITC para diferentes valores
da constante ¢.®
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No experimento de ITC, o calor de injecdo individual é calculado
integrando os dados brutos de poténcia de cada injecdo ao longo do tempo. A
Figura 1.7 mostra o calor de injecdo individual normalizado pela quantidade de
calor injetado em funcdo da razdo molar do titulante/ material celular na cela. A
curva ajustada de um modelo de ligacdo n = 1 é sobreposta em vermelho. Uma
ilustracdo geral como parametro termodindmicos, n, Kd e AH estdo

relacionados a titulacéo.



29

Figura 1.7: Ajuste do modelo sigmoidal e os parametros adquiridos por calorimetria de
titulac&o isotérmica.?
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No caso de desse experimento simples de ligagdo 1:1, a entalpia é
diretamente medida como o calor de 100% de ligacdo. A estequiometria é

indicada pelo ponto médio da titulacao.
A caracterizacao termodinamica das interacdes proteina-ligante usando
a técnica de calorimetria de titulacao isotérmica (ITC) tornou-se um método
rotineiramente usado para entender as interacées biomoleculares com ligantes
que ocorrem naturalmente, bem como uma ferramenta poderosa no design de
medicamentos.*
Além dos parametros termodinamicos € possivel obter a assinatura

termodinamica de cada interacdo como mostra a Figura abaixo:
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Figura 1.8: Assinaturas Termodindmicas de trés interagbes diferentes.
(PANALYTICAL, 2021. Figura Adaptada).®
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A Figura 1.8 mostra exemplos de assinaturas termodinamicas de trés

interacoes que apresentam a mesma energia de ligacdo (AG), que esta
relacionada com a afinidade.
A afinidade da interagdo € uma combinacao de fungcédo da entalpia de interacao
(AH) e da entropia de interacao (AS). A entalpia de interagao reflete a forca de
interacao devido a formacgao das ligacées de hidrogénio e interacdo de Van der
Waals.

J& a entropia de interacdo é uma combinacdo de mudanca na entropia
de dessolvatacao e cargas conformacionais na formagao do complexo proteina
— ligante.®

Uma entropia favoravel esta associada com a dessolvatacao de grupos
nao polares (efeito hidrofébico). Por outro lado, uma entropia de ligacao
desfavoravel esta relacionada com enovelamento como observado na
interacdo de ligantes com dominios intrinsicamente desordenados.?®

No exemplo da primeira interagdo, o composto apresenta uma grande
contribuicdo entalpica enquanto a contribuicdo entrépica é detrimental. Na
segunda interacao, observa-se o contrario, ja na terceira interacao é observada
uma contribuicdo mais equilibrada dos termos e cabe ao Quimico Medicinal

otimizar o composto de forma a se obter maxima contribuicdo entalpica e
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entropica sem nenhum parametro detrimental. Portanto, o grupo NEQUIMED
tém planejado seus ligantes para obter interac6es como a do exemplo 3.

1.8 Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

A calorimetria diferencial de varredura (DSC) é uma técnica
termodinamica, que mede a capacidade de calor, como funcdo da
temperatura.°

A DSC é uma técnica de grande importdncia na caracterizacao
termodindmica de modelos de membranas e biomembranas. Além disso,
representa um dos métodos mais empregados nos estudos de interacdes entre
proteina-proteina ou proteina-pequenas moléculas. Baseado nos valores
fornecidos por essa técnica, a analise termodindmica de enovelamento de uma
proteina permite a determinacdo das contribuicdes das interacbes do tipo
pontes dissulfetos, ligacbes de hidrogénio, interagdes hidrofébicas e
eletrostaticas que mantém a estabilidade da estrutura nativa.>* O equipamento
de DSC consiste de duas células, uma contendo a amostra e a outra uma
solucdo de referéncia inerte, que sao aquecidas a uma velocidade pré-
programada, o0 que se acompanha é a variacado da temperatura na amostra
(AT), em relacéo a referéncia.®
A Figura 1.9 mostra um gréfico tipo obtido pela técnica de DSC:
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Figura 1.9: Grafico obtido por calorimetria diferencial de varredura mostrando a
desnaturagéo térmica de uma proteina padréo e o ajuste feito pelo equipamento para
fornecer os valores da temperatura de desnaturagao e a variagdo da entalpia.
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No grafico da Figura 1.9, mostra-se a curva em vermelho que
representa o ajuste feito pelo aparelho e a curva em preto, referente aos dados
experimentais. Os valores de Ty, e AH sdo obtidos diretamente do aparelho, T,
€ a temperatura correspondente ao maximo de capacidade calorifica (Cp).25

A Figura 1.10 mostra como os parametros sao calculados a partir do
grafico obtido no ensaio:
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Figura 1.10: Parametros calculados a partir do gréafico obtido no ensaio. FONTE:
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A entalpia de desenovelamento de proteinas é a area do pico
normalizado por concentragdo e tem unidade de calorias ou joules por mol. Em
certos casos, 0s modelos termodinamicos podem ser ajustados aos dados para
obtera a entalpia calorimétrica (AH), entalpia de Van't Hoff (AHyy) e a mudanca
da capacidade calorifica (Acp). A andlise de calorimetria de varredura é
amplamente utilizada para descoberta e desenvolvimento de medicamentos.
As principais aplicagdes incluem: Caracterizacdo e sele¢ao das proteinas mais
estaveis ou candidatos potenciais no desenvolvimento bioterapéutico, ensaio
de indicacdo de estabilidade rapida para proteinas a serem usadas para
triagem. %’

A Figura 1.11 mostra a cela de referéncia (esquerda) e amostra (direita),

presentes no equipamento.
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Figura 1.11: Celas de referéncia e amostra presentes no nano calorimetro diferencial
de varredura (n-DSC). Fonte TA Instruments 2021.

1.9 A Calorimetria Diferencial de Varredura na presenca de ligantes

A interacdo da proteina com um ligante ocorre apenas se houver
liberacao de energia livre. Dessa forma, o complexo proteina - ligante
geralmente € mais estavel do que a proteina apo. A magnitude dessa
estabilizacao depende da magnitude da energia de ligagdo. A comparacao da
estabilidade do complexo com a estabilidade da proteina livre permite a
estimativa da energia de ligagdo. Essa abordagem permite a caracterizagao de
ligacbes muito rigidas ou compostos de equilibrio lento que néo séo facilmente

analisados por ITC.

A Figura 1.12 mostra a estabilidade da proteina apo, comparada com a

de um complexo proteina — ligante.
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Figura 1.12: Estabilidade térmica da proteina livre e na presenca de um ligante.
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Com a técnica de DSC é possivel calcular o valor de Kq na temperatura
de desnaturaco, usando a equacao abaixo®’:

[L] =Concentragéo do ligante

Tm = Temperatura de desnaturacao na presenca do ligante

To = Temperatura de desnaturacdo na auséncia do ligante.

AC,p.n = Variagdo de capacidade calorifica na presencga do ligante.
AHp.n = Energia de ligacao na presenca do ligante.

K4 Tm = Constante de dissociacédo no Tn,

Entretanto, ndo é trivial o calculo de Ky uma vez que o célculo de ACgp.n

nao & muito preciso. Portanto, raramente o DSC é usado para determinagéo da
constante de binding. 3%

1.9.1 Aplicacoes da Calorimetria em Quimica Medicinal

Os métodos biofisicos sdo a plataforma para avaliar o impacto de novas

moléculas bioativas®’. Dessa forma, a triagem de moléculas baseada em
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métodos biofisicos nos permite obter informacdes das acdes de compostos em
redes metabdlicas.

A calorimetria de titulacdo isotérmica (ITC) & uma ferramenta
excepcionalmente poderosa na caracterizagao da termodindmica de compostos
de teste de ligacdo ao alvo (proteinas). Auxilia na compreensdo do
reconhecimento biomolecular, ajudando na invencdo de compostos
melhorados.

A técnica de ITC ndo requer reagentes especializados e o mesmo
método de deteccao € usado para todas as proteinas alvo, sendo que o tempo
necessario para o desenvolvimento do ensaio nao é muito grande, o que é um
atributo valioso na industria farmacéutica. A ITC possui uma série de
caracteristicas uteis, sendo que as medidas sao realizadas em solugao, sem
qualquer necessidade de imobilizacdo nem modificagdo quimica de nenhum
reagente. %

A combinacdo de caracterizacdo estrutural e simulagdes
computacionais, termodinamicas (AH, AG, -TAS) e as analises cinéticas Kqn €
Kot fornecem informacbes essenciais para compreender os mecanismos de
ligacdo das biomoléculas. A Figura 1.13 ilustra as constantes de velocidade Ko,

40
e Ko,

Figura 1.13: Esquema de representacao dos parametros de Kon e Koff.
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Embora métodos néo calorimétricos possam medir apenas uma parte
dessas assinaturas termodindmicas, a calorimetria de titulacao isotérmica (ITC)
€ considerada como potencial para adquirir assinaturas completas em um uUnico
experimento. No entanto, parametros cinéticos sao geralmente mais dificeis de
extrair da curva de ITC, pois sado inevitavelmente afetados pela funcédo de

resposta do instrumento e o calor do processo associado durante as titulacdes.
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Um instrumento de DSC mede a capacidade calorifica de um sistema
em funcdo da temperatura. Isso pode ser usado para determinar a transicao
térmica ou temperatura de fusdo (Tm), AH e AC, de desenovelamento da
amostra em estudo. Em quimica medicinal, essa técnica é utilizada como
complementar a ITC, sendo utilizada para estudo de estabilidade térmica de
proteinas, comparacdes entre proteinas nativas e mutantes e confirmacao de
interagdes moleculares incluindo determinagéo quantitativa.*’

A técnica de DSC tem sido amplamente utilizada na industria
biofarmacéutica para estudos de estabilidade térmica, conformacdo geral e
integridade do enovelamento das proteinas.

Recentemente tem havido um aumento nas solicitacbes das agéncias
regulatérias para a qualificacdo de métodos de caracterizacdo, incluindo a
DSC. Compreender a precisdao do método pode ajudar a determinar quais
diferengas entre as amostras sdo significativas e também estabelecer os

critérios de comparagéo com outros estudos de caracterizagdo. 4

1.9.2 Relacao estrutura-atividade (SAR)

A relacdo da estrutura quimica de uma molécula e sua atividade
farmacoldgica representa um dos principais objetos de estudo da Quimica
Medicinal englobando estudos dos efeitos que a estrutura e composicao
quimica de um determinado composto podem ter durante sua interagcdo com o
receptor bioldgico, favorecendo assim, os principais fatores que governam essa
interacdo.

As forgas intermoleculares determinam as interagées de uma molécula
com seu receptor bioldgico, tais como polaridade, biossolubilidade e atividade
eletrostatica. Dessa forma, as substancias que apresentam propriedades
terapéuticas, devem apresentar uma conformacéo tridimensional de forma que
as disposicoes dos seus grupos funcionais favorecam sua complementariedade
bioquimica ao sitio de ligacdo quando as mesmas interagem com uma enzima,
por exemplo.

Assim, a relacdo estrutura-atividade estuda as alteragdes nas estruturas
moleculares, que geralmente sdo determinadas realizando-se pequenas
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alteracdes na estrutura quimica de um protoétipo, seguida de testes em que séao
observados os efeitos biolégicos dessas modificagdes. **
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2.0 Objetivos

O objetivo do trabalho foi comparar as assinaturas termodinamicas das
diferentes classes de dipeptidil nitrilas complexadas com a enzima cruzaina em
estudo no grupo NEQUIMED/IQSC/USP que estdo em estudo contra o
Trypanosoma cruzi, assim como suas desnaturacdes térmicas usando as
técnicas de ITC e DSC. Um estudo de relacdo estrutura-atividade (SAR)

também foi realizado.
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3. Materiais e Métodos

3.1 Inibidores

Todos os inibidores foram sintetizados no grupo NEQUIMED a partir do
protétipo desenvolvido pelo Dr. Peter Kenny (pesquisador visitante) no grupo
de Quimica Medicinal. Todas as moléculas sintetizadas pelo grupo recebem
um cédigo chamado de “Cdodigo Nequimed”. O primeiro composto sintetizado
no grupo recebeu o codigo de NEQO0409, a partir dele, todos os outros

compostos, receberam um numero diferente.

3.2 Experimentos ITC

Para que os experimentos pudessem ser realizados, foi necessario
realizar uma otimizagdo do experimento no PEAQ-ITC. A Tabela 3.0 mostra a
comparacao entre os parametros utilizados para os dois equipamentos usados
nos estudos.

Tabela 3.0: Parametros utilizados no PEAQ-ITC e VP-ITC.

Parametros VP-ITC Parametros PEAQ-ITC
Temperatura 25 Temperatura 19
(°C) (°C)
Reference 5 Reference 5
Power (ucal/s) Power (ucal/s)
Feed Back High Feed Back High
Velocidade de 307 Velocidade de 120
rotacao rotacao
(seringa) (seringa)
Numero de 28 Numero de 19
injecoes injecoes
Volume de 10 Volume de 2
injecao (pL) injecao (pL)

Duracao da 20 Duracao da 4
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injecao (s) injecao (s)
Espaco entre as 300 Espaco entre as 120
injecoes (s) injecoes (s)
Volume total da 1,4 Volume total da 200
cela (mL) cela (pL)
Volume total da 292 Volume total da 40
seringa (mL) seringa (mL)
Delay (s) 120 Delay (s) 120

Os dois equipamentos se encontram no grupo NEQUIMED e foram
usados para os ensaios. Os resultados obtidos pelos dois equipamentos séo
muito parecidos. Ambos utilizam praticamente as mesmas concentracées de
proteina e ligantes, sendo que o PEAQ-ITC utiliza um volume muito menor de
amostra, havendo uma grande economia no uso de proteina. O VP- ITC usa
um volume maior de solucao da proteina, mas € um equipamento mais estavel
com menores interferéncias externas.

Os parametros para o VP-ITC foram inicialmente otimizados por
PROKOPZYCK* e adaptados nesse trabalho, para ensaios com o PEAQ-ITC.

3.3 Método Indireto

Quando a interacao é muito forte (tight-binding), o valor de Kyq é mais
dificil de ser calculado com precisao, entdo o método indireto é utilizado para
comparacao e confirmacao do resultado.

Conforme o método descrito por VELASQUEZ-CAMPOY et al* a
solucdo da enzima cruzaina foi incubada com 200 uM de NEQO0682 (cujos
parametros termodinamicos de interacdo ja eram previamente conhecidos) e
colocada na cela do equipamento. Logo apos, esse complexo foi titulado com
uma solucdo de 300 uM de K777 que foi colocada na seringa. Ao final do
experimento, os parametros termodindmicos da interacdo com o0 composto
K777 foram calculados também pelo Microcal PEAQ-ITC Analysis Software
usando o método competitivo de analise. A enzima e o ligante foram

preparados usando o tampao da didlise com a adicdo dos mesmos reagentes
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que foram utilizados no método direto. Os parametros usados nesse

experimento encontram-se na tabela 3.1:

Tabela 3.1: Parametros utilizados para o ensaio pelo método indireto (PEAQ-ITC).

Parametros: Valores
Numero de injecoes 19
Reference Power (pcal/s) 5
Volume das injecoes (uL) 2
Espaco entre as injecoes (s) 120
Tempo de Delay (s) 120
Rotacao da Seringa (rpm) 750 rpm
Temperatura do experimento (°C) 25°C
Volume total da cela (pL) 200
Volume total da seringa (pL) 40

A enzima cruzaina WT foi expressada e purificada no grupo NEQUIMED

segundo o protocolo descrito.

3.4 Ensaios por DSC

O instrumento usado para os experimentos foi o nano-DSC (TA
Instruments) e os parametros otimizados previamente encontram-se na tabela

abaixo:

Tabela 3.2: Parametros usados no n-DSC.

Parametros Valores
Varredura 0a90°C
Velocidade de varredura 2 graus/min
Pressao constante 3 atm
Volume da cela 300 pL
Tempo de equilibrio 600 s

Concentracao de equilibrio 0,7 mg.mL™" (30,8 pM)
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4. Procedimento Experimental

4.1 Expressao e Purificacao da Enzima Cruzaina

- Transformacao das células:

A Figura 4.0 mostra a sequéncia de aminoacidos que sao codificadas
pelo gene para a producdo da enzima cruzaina. Os aminoacidos que estao
sublinhados pertencem a cauda de histidina na regido N-terminal, os que estéao
em cinza mais claro sao do pré-dominio e os que estdo em negrito pertencem a
cruzaina madura. A massa molecular da enzima é de 22,703 KDa. O vetor
utilizado foi o pET21a.

Figura 4.0: Aminoéacidos codificados pelo gene para a producdo da cruzaina. O

dominio catalitico (1 a 215) esta em negrito. Os residuos da cauda de histidina e o
prodominio N-terminal estdo numerados de -112 até -1."

|  Hisg+ Pro-Region | Cruzain

’ HH HHHHGSCLVI

0 AATASLHAEE TLTSQFAEFK QKHGRVYESA AEEAFRLSVF RENLFLARLH
-50 AAANPHATFG VTPFSDLTRE EFRSRYHNGA AHFAAAQERA RVPEVEKVEVVG
APAAVDWRAR GAVTAVEDQG QCGSCWAFSA IGNVECQWFL AGHPLTNLSE
o~ QOMLVSCDKTD SGCSGGLMNN AFEWIVQENN GAVYTEDSYP YASGEGISPP
] CTTSGHTVGA TITGHVELPQ DEAQIAAWLA VNGPVAVAVD ASSWMTYTGG
152 VMTSCVSEQL DHGVLLVGYN DSAAVPYWII ENSWTTQWGE EGYIRIAKGS

2 NQCLVEEEAS SAVVG

- Procedimento de transformacao das células:

Retirou-se 100 pL de células de e-coli Artic Express DE3-RIL (Agilent)
gue estava congelada a -80°C (Sanyo Ultrafrezzer), adicionando-se 3 pL do
plasmideo (80 ng/uL) previamente adquirido (Epoch Life Sciences). A solucéao
foi colocada em banho de gelo por 30 minutos. Logo apdés, efetuou-se o choque
térmico a 42°C em banho-maria por 30 segundos e colou-se novamente em
banho de gelo por mais 3 minutos. Entdo, foram adicionados 250 uL de meio
SOC (Sigma-Aldrich) e a solucao foi colocada em uma incubadora shaker a
37°C a 250 rpm por 60 minutos.
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Enquanto isso, uma placa com meio LB-Agar foi preparada contendo 20
Hug/mL de Gentamicina e 100 ug/mL de Ampicilina. Apés 1 hora de agitacao, a
solucao da bactéria com o plasmideo foi colocada na placa e deixada em uma
estufa (Nova ética) a 37°C overnight. No dia seguinte surgem as col6nias
contendo o plasmideo na placa.

- Expressao

Preparo do meio de alta inducao: O meio de alta inducdo foi
preparado usando os reagentes abaixo listados. Uma solugcéo de lactose 0,2%
foi usada para o processo de indugdo. O IPTG (lsopropyl B-D-1-
thiogalactopyranoside) nao foi utilizado nesse procedimento.

Nesse caso, usou-se a autoindugdo minima, que utiliza a maquinaria de
regulacdao génica contida no organismo na prépria Escherichia coli. A lactose
atua como agente indutor e tem como fontes de energia primaria e secundaria,
a glicose e o glicerol respectivamente. Durante o crescimento da bactéria a
glicose € totalmente consumida. Logo ap6s o término do estagio de
crescimento da bactéria, a lactose disponivel passa a ser convertida em
alolactose (que é um dissacarideo analogo ao IPTG) que libera o repressor lac
induzindo a producdo da enzima. A principal vantagem da utilizacao desse
método em relacdo ao uso do IPTG é a maior quantidade de enzima soluvel

que é produzida. *°:464748

- Para 1L de meio de cultura:

A seguinte mistura foi previamente autoclavada: 10 g de N-Zamina
(Sigma-Aldrich), 5g de extrato de levedura (Sigma- Aldrich), 5 mL de Glicerol
(Vetec) dissolvidos em 900 mL de agua desionizada. As seguintes solugdes de
sais foram preparadas e autoclavadas: Fosfato de sodio dibasico (Sigma-
Aldrich) 0,023M, Fosfato de potassio monobasico (Alfa-Aesar) 0,023M, Cloreto
de amobnio (Vetec) 0,045M, Sulfato de Sodio (Sigma-Aldrich) 0,0045M e Sulfato
de magnésio (Sigma-Aldrich) 0,0018M.

As solucbes dos seguintes antibidticos foram preparadas: Ampicilina
(Sigma-Aldrich) 100 pg/mL e Gentamicina (Sigma-Aldrich) 20ug/mL.
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Por ultimo, as seguintes solugdes de acucares foram preparadas: D-
glicose (Vetec) 0,045 w/v e a-Lactose monohidratada (Sigma-Aldrich) 0,18%

w/v.

Pré - Inéculo: Foram autoclavados trés frascos de 150 mL de meio de cultura
(LB) (Sigma Aldrich), coloca-se Gentamicina (20 pg.mL™") e Ampicilina (100
ug.mL™). Na capela de fluxo laminar, pegou-se uma col6nia (a mais isolada) e
adicionou-se em cada frasco contendo o meio de cultura. Os frascos foram
colocados no shaker (Marconi, incubadora refrigerada) a 37°C overnight a 250
rpm.

No dia seguinte, mediu-se a D.O. que deveria estar em torno de 0,8 e
preparou-se 0 meio de alta inducdo, adicionando-se a primeira mistura
autoclavada (extrato de levedura, N-Z amina, etc.), os sais previamente
autoclavados, os agucares, os antibidticos e o volume de solucdo com a
bactéria suficiente para iniciar a densidade optica (D.O.) em 0,16. A D.O. no
pré indculo devera atingir no maximo o valor 1,0 de absorbancia a 600 nm
(ideal que seja entre 0,8 e 1) para que nao ocorra diminuicdo do rendimento
final da proteina.

Essa preparacao foi realizada em ambiente estéril usando uma capela
de fluxo laminar para evitar contaminagao.

A mistura foi colocada em um shaker (Lab Companion modelo SIF600R)
a 18°C a 200 rpm por 72 horas.

Logos apos, centrifugou-se essa solugao a 9.000 rpm (Hitachi, modelo
CR21Glll) a 4°C e o pellet foi congelado a -80°C.

- Purificacao:

Os seguintes tampdes foram necessarios para a purificacao:

Tampao A: Tris 50 mM (Sigma-Aldrich), 300 mM de NaCl (Synth), 10
mM de imidazol (Sigma Aldrich) pH=10.

Tampao B: Tris 50 mM (Sigma Aldrich), 300 mM de NaCl (Sigma-
Aldrich), 500 mM de imidazol (Sigma Aldrich) pH=10.
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Solucao de lise: Para um pellet de 500 mL do meio de cultura: 60 mL
de tampao A; 0,5 mM de CaCl, (Sigma-Aldrich); 0,5 mM de MgSQO4 (Sigma
Aldrich), 20 uL de DNase (Promega), alguns miligramas de lisozima (Sigma-
Aldrich) e 100uM de PMSF (Phenylmethylsulfonyl Fluoride, Sigma-Aldrich).

O pellet foi ressuspenso na solugédo de lise e foi deixada em repouso
durante uma hora. Logo apds, a mesma foi sonicada usando um
desmembrador sénico (Fisher Scientific Sonic Dismembrator, model 500) com
30 s de pulso on e 30 s de pulso off.

Apbs o final da sonicacdo, a solucdo foi centrifugada usando uma
centrifuga de chédo a 19.000 rpm por 30 minutos (Hitachi centrifuge model
CR21Glll). A solugédo do sobrenadante foi misturada a 5 mL de resina de niquel
(Ni, Sepharose 6 fast flow, GE Healthcare) e deixada sob agitacdo por
aproximadamente 3 horas em um agitador magnético a 4°C. Para esse
procedimento, utilizou-se uma camara fria existente no laboratério.

Ao final desse tempo, a solucéo foi colocada em uma coluna de bancada
(coluna de afinidade pelo Niquel), em seguida a resina foi lavada com 50 mL de
tampao A e logo apés, a proteina foi eluida com 60 mL do tampao B.

Entdo, a solucdo contendo a proteina foi colocada em uma membrana
de dialise de 10 KDa (Dialysis tubing cellulose/Sigma Aldrich) e deixada
overnight em tampé&o de ativacédo a 4°C sob agitacéo.

O tampéo de ativacao tinha a seguinte composicdo: 100 mM de NaAC
(Sigma Aldrich), 5mM de EDTA (Sigma Aldrich) e 300 mM de NaCl (Synth),
pH=5,5.

No dia seguinte, a proteina foi retirada e novamente colocada em mais
um litro de tampao de ativacao por mais seis horas sob constante agitacédo a
4°C.

Ao final, mediu-se o pH (pHmetro Qualxtron model 8010), que foi
ajustado a 5,2 ou 5,0 caso a proteina estivesse precipitada.

A solucao da proteina foi diluida para uma concentracao menor ou igual
a 0,5 mg/ml para evitar a precipitacdo durante a etapa de ativacado. Para a
determinacao da concentracdo da proteina total, usou-se o Denovix DS-11 +

Spectrophotometer.
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Etapa de ativacao:

Nessa etapa, adicionou-se 1mM de [(-mercaptoetanol (Sigma-Aldrich)
que foi usado com agente redutor da cisteina e deixou-se no Shaker (Marconi)
a 37°C sob agitacéo lenta, por aproximadamente uma hora (a solugdo passou
de turva para branca levemente leitosa e depois para incolor, durante esse
processo). Essa etapa € importante, onde a enzima perde seu pré-dominio N-
terminal (14KDa).

Ao final da ativagdo, a proteina foi concentrada usando amicon Ultra,
Merck- Millipore (10 kDa) usando uma centrifuga de bancada (Eppendorf
centrifuge model 5804R) a 4.500 RCF por 30 minutos, aliquotada, congelada
em nitrogénio liquido e armazenada em freezer a - 80°C. (Ultra Low, Sanyo).
Aliquotas de todas as etapas foram retiradas para eletroforese em gel.

Foi realizado um ensaio enzimatico usando um leitor de placas de 96
pocos (Biotek, Synergy HT) para monitorar a reacdo de hidrélise do substrato
Z-FR-AMC (Z-Phe-Arg-7-amino-4-metilcoumarina) para verificar a atividade da
enzima. Para a determinagdo da concentracdo total da enzima (MW: 22,703
KDa), foi usado o DENOVIX Spectrophotometer.

Uma aliquota foi retirada de todas as etapas da purificacéo para o gel de

eletroforese.

4.2 Cruzaina C25A

A transformacao do plasmideo, a expressao e a purificacdo da enzima
mutante (C25A) foram desenvolvidas pelo grupo do Professor Brian Schoichet
da UCFS. O protocolo foi trazido ao grupo e preparada por FERNANDES'",
que fez a adaptagado do procedimento de expressao e purificacao da enzima. A
transformacao do palsmideo, a expressao e purificacdo da enzima foram feitos
da mesma forma que a enzima nativa, tendo a principal diferenca, a etapa de
ativagdo uma vez que a enzima € inativa e ndo apresenta capacidade de se

autoativar.
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4.3 Preparo da proteina para os estudos de afinidade por ITC

Pegou-se uma aliquota da solucéo da proteina e fez-se uma nova didlise
usando o ultimo tampdo empregado no processo de dialise durante sua
purificacdo. Essa nova didlise e a concentragdo da proteina foram realizadas
durante o periodo de 30 a 60 minutos em membranas Amicon ultra 10 KDa
(Merck/Millipore) usando uma centrifuga de bancada a 4500 RCF (Eppendorf
centrifuge model 5804R). Ao final, as solucdes da cela e da seringa foram
preparadas usando o tampao da dalise nas concentracbes desejadas para o
ensaio. Nesse caso, o inibidor foi colocado na seringa e a proteina na cela.
Foram acrescentados 0,001% de Triton-X 100 (Sigma-Aldrich) na solu¢do da
seringa e da cela para evitar que a proteina sofresse agregacao e ficasse
aderida na parede da cela.

Todos os parametros termodinamicos foram calculados pelo Software
Microcal PEAQ ITC Analysis Software. Todos o0s experimentos foram
realizados em duplicata.

4.4 Preparo da proteina para ensaios por DSC

Inicialmente, foram realizados varios ensaios de otimizacdo dos
parametros instrumentais e também de algumas variacées da enzima cruzaina,
esperando obter uma boa condicdo de trabalho para que os ligantes
sintetizados no grupo fossem testados. Foram entdo estudados a velocidade
de varredura, o comportamento da enzima mutante em relacéo a wild type e o
tipo de agente redutor. A concentracao da proteina total foi determinada pelo
equipamento DENOVIX Spectrophotometer D-11.

O preparo da enzima foi realizado da mesma maneira que foi feito para
os ensaios de ITC.

Inicialmente, a cruzaina era purificada utilizando-se 0 reagente
Dithiotreitol (DDT) como agente redutor, na etapa de ativacdo da enzima.
Como o DTT nao é indicado para estudos calorimétricos, por causar muitos
ruidos na linha base, antes de cada experimento, era feito uma dialise de 1,5 h
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para trocar o DTT pelo TCEP (tris (2-carboxyethyl) phosphine), mais indicado
para estudos em calorimetria.

Foram feitos varios ensaios até que os parametros otimizados para a
continuagao dos estudos foram os seguintes:

O instrumento usado para os experimentos foi o nano-DSC (TA
Instruments) e os parametros otimizados previamente encontram-se na tabela
abaixo:

Tabela 4.0: Parametros utilizados no DSC.

Parametros Varredura

Varredura 0a90°C
Velocidade de Varredura 2 graus/ min
Pressao Constante 3 atm

Volume da Cela 300 uL
Tempo de Equilibrio 600 s
Concentracao da proteina 0,7 mg.mL™"

Concentracao do ligante 120 uM

Apbs os estudos de otimizacdo, a enzima passou a ser purificada
usando B-mercaptoetanol como agente redutor, uma vez que esse € mais
indicado para os estudos de calorimetria por causar menores interferéncias na
linha base. Por ultimo, a dialise passou a ser apenas de 30 minutos.

Foram realizados experimentos com a proteina livre (apo) e também
incubada com cada uma das moléculas selecionadas para o estudo com o
objetivo de observar o efeito de cada ligante na estabilidade térmica da
proteina.
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5. Resultados e Discussao:

5.1 Comparacao entre os experimentos de VP-ITC e PEAQ-ITC

Para os experimentos, foram usados dois equipamentos, o PEAQ-ITC,
mais moderno e que apresenta a cela de amostra com um volume menor (200
uL) e, portanto, € usado também um volume muito menor da solugdo da
proteina, mas pode apresentar mais ruido na linha base e o VP- ITC que € um
equipamento mais robusto e menos suscetivel a interferéncias externas, mas
que possui uma cela de amostra com volume muito maior (~1,4 mL). Observa-
se pela figura abaixo que os resultados obtidos para um mesmo ligante séo
parecidos. Geralmente, o PEAQ-ITC é usado nos estudos, mas dependendo da
dificuldade do experimento e disponibilidade da proteina, o VP-ITC é escolhido
para o ensaio. Inicialmente, as andlises de ITC eram feitas apenas no VP-ITC e
foram otimizadas por PROKOPZYCK®. Quando o PEAQ-ITC foi instalado
tornou-se necessario, uma nova otimizagdo, principalmente por causa da
miniaturizagdo da técnica. Para esse estudo, foi escolhido o composto
NEQO0409 que foi um dos primeiros compostos sintetizados pelo grupo e
inicialmente foi usado como padrao para os experimentos. A Figura 5.0 mostra
o resultado do estudo:
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Figura 5.0: Resultados obtidos no PEAQ-ITC X VP-ITC para a NEQ0409.
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A Tabela 5.0 mostra a comparacgao entre os parametros obtidos nos dois

equipamentos.

Tabela 5.0: Comparacao dos parametros obtidos pelo VP-ITC e PEAQ-ITC.

Parametros | [P] [L] n Ka | pKg AH AG -TAS
(M) | (M) (nM) (Kcal.mol™) | (kcal.mol™) | (kcal.mol™)

PEAQ-ITC 155 150 0,9 422 6,37 -16,8 -8,70 8,06

VP-ITC 145 170 10,9 326 | 6,48 15,4 -8,85 6,52

Pode-se observar que o experimento feito com o PEAQ-ITC apresenta
alguns ruidos na linha base em alguns experimentos, mas apesar disso, nao
houve diferengas significativas nos resultados obtidos. Entdo, as anélises
seguintes foram feitas usando o PEAQ-ITC, uma vez que sdo mais rapidas e
usam um volume menor de solucdo da proteina. Dependendo da estrutura da
molécula em estudo no ITC, pode haver ruidos muito intensos, prejudicando o
resultado. Nesses casos, as moléculas foram testada no VP-ITC.

O problema do ruido se deve também ao fato do software do PEAQ-ITC
nao disponibilizar a possibilidade de se fazer o equilibrio manual da linha base,
0 que esta disponivel no software do VP-ITC e que promove um experimento
mais estavel e com menos ruidos.

O préximo estudo foi feito com a NEQO570 que é usada agora como
padrao para os experimentos bioquimicos, biofisicos e celulares e também a
NEQO0820 que é um dos inibidores muito potentes estudados no grupo.

A Figura 5.1 mostra a comparacgao dos resultados obtidos para as duas

moléculas.
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Figura 5.1: Comparagao dos resultados obtidos com a NEQO570 (molécula padréo) e

a NEQO0820.
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Pode-se observar que os valores de pKy e pKi sdo praticamente iguais
para a NEQO0570, apesar de uma constante ser cinética e a outra

termodinamica. Para o célculo de pK; é usado o substrato da enzima, j& para o
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calculo de pKy apenas a enzima e o ligante. O trabalho com os resultados
obtidos com a NEQO0570 foi publicados em DOS SANTOS et al.?

Para a NEQO0820, o valor de pK; € um pouco maior que o valor de pKg,

mesmo assim sao comparaveis.

A Tabela 5.1 mostra a comparacédo dos valores de pKy e pK; para os

dois compostos:

Tabela 5.1: Comparacao entre os valores de pKy e pK; para interagdes da cruzaina
com a NEQ0570 e NEQO0820.

Compostos pKy pKi
NEQO0570 6,90 (0,04) 6,70 (0,01)
NEQO0820 7,12 (0,03) 8,80 (0,01)

O composto NEQO570 foi uma das primeiras nitrilas sintetizadas no
grupo e é usado como padrdo para oS ensaios bioquimicos e biofisicos.
Observa-se que a interacado é entalpicamente controlada, mas a variacao da
entropia é detrimental, ou seja, ndao apresenta todos os parametros
termodindmicos favoraveis, o que seria mais apropriado para o0
desenvolvimento de novos farmacos. O grupo de sintese organica do grupo
NEQUIMED fez varias alteragdes em algumas moléculas com o objetivo de
tornar todos os parametros termodinamicos obtidos, fossem favoraveis. Esse
trabalho ja foi publicado em DOS SANTOS et al.??

O composto NEQO820 apresentou todos os parametros
termodinamicamente favoraveis como o considerado ideal no desenvolvimento
de novos farmacos. Outros compostos foram modificados estruturalmente,
sintetizados e tiveram suas assinaturas termodinamicas comparadas. O
NEQO0820 é analogo ao NEQO0659, que € um dos inibidores mais potentes
estudados pelo grupo NEQUIMED. Esse ultimo nao foi estudado por ITC por
ser insoluvel na concentragdo do ensaio. Esse trabalho foi publicado em
CIANNI et al.*®

/., 49

Como foi mostrado por CIANNI et. a a troca do grupo pirimidina da

posicao” para” para a posicao “meta” resultou na contribuicdo detrimental da
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entropia por causa da regioquimica da substituicdo como ilustrado na Figura
5.2. Pode-se dizer que a troca de posicédo da pirimidina gerou um aumento da
entalpia, 0 que acabou proporcionando um pequeno aumento no valor da
afinidade e também no valor de AG, como consequéncia, o valor de —TAS foi
detrimental.

Figura 5.2: Substituicdo da posicdo da pirimidina de para para meta resultou em
contribuicdo detrimental.*®

CF : CF4
C AN it
= e ’
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Um outro estudo feito no grupo foram os experimentos de calorimetria de
titulagdo isotérmica para o inibidor K777, que € um inibidor irreversivel de
cisteino protease ja conhecido e o NEQO682. Esse ultimo, foi um composto
modificado pelo grupo de sintese do NEQUIMED, onde o grupo vinil sulfona do
K777 foi substituido por um grupo nitrila. Primeiro, titulou-se o0 NEQ0682, e em
seguida o K777 que como era um ligante muito forte (tight-binding), o

experimento foi realizado de forma direta e indireta.

O método indireto de interacdo foi usado para comprovar os valores
obtidos pelo método direto. Esse método é usado quando a interacdo é muito
forte (tight-binding) e a constante de dissociagao é dificil de ser calculada com
precisdo como descrito por VELASQUEZ — CAMPOY®', onde a proteina foi
previamente incubada com o ligante mais fraco (que tem seus parametros
termodinamicos previamente conhecidos) e posteriormente titulada com o
ligante mais forte, cujos parametros termodinamicos ainda eram
desconhecidos.

O ajuste foi feito pelo software do equipamento, utilizando o método
competitivo de analise. Pode-se dizer que a energia de ligacdo é exotérmica

para as duas moléculas em estudo. Os dois ligantes apresentam ganhos de
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entalpia que sdao compensados por uma perda de entropia. Observando a
assinatura termodinamica, podemos observar que o inibidor irreversivel é
termodinamicamente mais favoravel (K777) do que o inibidor reversivel
(NEQO0682). Com a complexidade da molécula K777 reduzida, houve a perda
de afinidade de 1,9 unidades em escala logaritmica que se deve ao efeito de

compensacao entalpia-entropia (EEC).
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5.1 Estudo com o K777 e NEQ0682

A Tabela 5.2 abaixo mostra os parametros termodinamicos obtidos para um estudo realizado com a substancia K777 (um
dos mais bem sucedidos agentes tripanocidas) que é uma vinil sulfona, inibidor irreversivel da enzima cruzaina e o composto
NEQO0682, que foi sintetizado no grupo NEQUIMED, onde houve uma substituicdo do grupo vinil sulfona pelo grupo nitrila,
tornando o composto NEQ0682, um inibidor reversivel. Esses dados ja foram publicados em SILVA et aF’. Abaixo encontram-se
os resultados de ITC para as interagdes cruzaina com o K777 (método direto e indireto) e com o NEQO682. Os valores de desvio

padrao calculados estao entre parénteses.

Tabela 5.2: Parametros termodinamicos obtidos para as trinte e seis moléculas estudadas contra a enzima cruzaina.

Molécula [P] UM [L] pM Kd (nM) PKg4 n AH AG -TAS Chi-sqr
(kcal.mol™) 1 p 2
(kcal.mol’) (kcal.mol’) (kcal/mol)
NEQO0682 14,6 (1,70) 160 422 (9,19) 6.37 0.9 -14,9 (1,13) -8,70 6.16 (1,12) 3.6.10°
(0,007) (0,014)

K777 14,0 (1,68) 160 11,8 (7,31) 7,92 (0,64) 0.9 -19,8 (2,12) -10,8 (0,92) 8,94 (2,98) 9,3.10%
direto
K777 33,1 (0,80) 300 1,87 (0.85) 8,73 (0,56) 0.9 -21,9 (1,53) -11,9(0,42) 9.96 (1,95) 9.1.10%
indireto*
*Método indireto: Proteina incubada com Neq0682 200uM



A Figura 5.3 mostra os dados obtidos no PEAQ-ITC para esse estudo:

- Estudos K777 e NEQ0682

Figura 5.3 a) Estrutura dos compostos K777 e NEQ0882 b) Comparacao dos resultados de ITC obtidos pelo método direto e indireto para o
composto K777 e o composto modificado NEQ0682 c) Comparagao entre as assinaturas termodinamicas.
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5.2 Comparagao entre as Assinaturas Termodinamicas

Figura 5.4: Comparacao entre as assinaturas termodinamicas das trinta e seis moléculas em estudo.
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A Figura 5.4 mostra a comparacao das assinaturas termodindmicas para 36 moléculas sintetizadas e estudadas no grupo
NEQUIMED.

Para todos os experimentos, o valor de n foi fixado em 0,9 e a concentracao da proteina ativa foi calculada pelo software do
equipamento. O experimento foi realizado dessa forma, uma vez que a proteina sofre auto protedlise e uma parcela da proteina
total pode nao estar ativa. Os valores de pKqy foram calculados aplicando-se o operador p (- log-10) que é um valor escalonado da
constante de dissociacdo. Muitas moléculas apresentam interagdes fortes (valores pequenos de Ky) com a cruzaina, como € o
caso da NEQO0569 (K4 = 23,5 nM), NEQ0940 (K4 = 33,20 nM) e NEQ1009 (K4 = 29,8 nM). Para essas moléculas, é possivel
observar também, valores muito negativos para AG, uma vez que quanto mais forte a interacao (valores baixos de Ky) mais
negativos sao esses valores.

Observa-se também que todas as moléculas apresentam interacées entalpicamente dirigidas e praticamente todas
apresentam contribuicao entrdpica detrimental que é decrescente de acordo com o grafico (da esquerda para a direita). Até mesmo
a molécula NEQO0570, (utilizada como padrao) apresenta contribuicdo entrdpica detrimental. Observa-se também que o valor de
AG é praticamente constante para os 36 compostos em estudo. O composto NEQ0958 ainda apresenta entropia detrimental, mas
€ a menor de todas. Ja os compostos NEQ0867, NEQ0868 e NEQ0820 e NEQ0997 apresentam todas as condicbes favoraveis.
Sabe-se que apesar da busca por compostos que apresentem todos os paradmetros termodindmicos favoraveis, nem sempre é
possivel modificar a estrutura da molécula para conseguir todos os parametros favoraveis, uma vez que a moléculas pode perder
solubilidade, por exemplo. As féormulas estruturais de todos os compostos em estudo encontram-se no Anexo 1.
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5.3 Grafico de EEC

A analise dos parametros termodinamicos nos permite contornar
armadilhas potenciais tais como as contribuicbes entalpicas que sao
compensadas pelas penalidades entrépicas®. A curva de compensacgio
entalpica-entropica (EEC) facilita a pontuacao de compostos na fatorizacao da
energia de interacdo em funcao da entalpia e da entropia. Com a curva de
EEC, é possivel observar se existe um balanco entre os dois parametros.=>%°!2
A Figura 5.5 mostra a relacdo entre AH e -TAS para as 36 dipeptidilnitrilas
estudadas e pode-se observar um comportamento linear (com inclinag&o igual

a-0,9024 e R?=0,9351). Onde (AH = - 0,9024(-TAS) — 9,3694 para n = 36).

Figura 5.5: Curva EEC. A linha azul representa o ajuste linear.
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5.4 Resultados DSC

- Otimizacdo dos estudos de calorimetria diferencial de varredura (DSC)

Estudos preliminares foram feitos para a otimizacdo dos estudos de
DSC. Primeiramente, a estabilidade térmica da cruzaina em diferentes formas:
a selvagem (Wild type), mutante (C25A), selvagem inibida com MMTS (methyl
methanethiosulfonate) e também o zimogénio (proteina com o prodominio). A
enzima mutante, possui uma alanina substituindo a histidina.

Inicialmente, os experimentos estavam sendo feitos utilizando uma
varredura de 1 grau/ min, mas como mostrado por ROCHO et al.'® O processo
€ irreversivel, portanto, fez-se um estudo rapido de velocidade de varredura
com o objetivo de verificar a dependéncia do valor de T, em fungdo da
velocidade de varredura.

A tabela abaixo mostra os resultados:

Tabela 5.3: Estudo de otimizag&o de velocidade de varredura para os ensaios de
DSC.

Velocidade Tm1 (°C) AH T2 AH
de (kcal/mol) (kcal/mol)

varredura

(°C/min)

0,5 - - 61,56 96,38
1,0 55,00 53,70 65,78 114,81
1,5 57,99 44.60 67,53 130,40
2,0 57,99 56,17 68,33 121,20

Pode-se observar que com o aumento da velocidade de varredura,
houve um aumento também nos valores de T, que passou a ser praticamente
constante quando as velocidades foram de 1,5 e 2,0 °C/min. Como o
equipamento ndo permite uma velocidade maior de varredura, a velocidade de
2,0 °C/min foi adotada para os proximos experimentos. Esse comportamento ja

era esperado, por ser um processo irreversivel, como foi mostrado por
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ROCHO." Por isso, os experimentos ndo foram repetidos e ndo houve a
apresentacao de desvios padréao nos resultados.

Escolheu-se entdo, para os experimentos, a condicdo de 2 graus/minuto
e uma varredura de 0 a 90°C visto que a temperatura de desnaturagdo térmica
da enzima era em torno de 65°C. Foram realizados também, alguns
experimentos para verificar a estabilidade térmica da enzima cruzaina com o
inibidor MMTS, da enzima com o prodominio (zimogénio) e da mutante C25A.

5.5 Cruzaina mutante (C25A)

A figura abaixo mostra o termograma da enzima mutante (C25A).

Figura 5.6: Varredura da cruzaina C25A obtida por DSC.
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A enzima cruzaina mutante, que possui uma alanina substituindo a
cisteina (foi produzida no grupo NEQUIMED). Ela foi testada, uma vez que néo
sofre auto protedlise como a Wild Type. Observando-se o grafico, pode-se
concluir que a C25A é estavel, mas sua interacdo com os melhores ligantes
sintetizados pelo grupo NEQUIMED n&o se mostrou eficiente no ITC, por isso
nao foi mais utilizada.



70

5.6 Varredura usando o zimogénio (proteina com o prodominio)

Figura 5.7: Grafico de varredura obtido para o zimogénio
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Esse experimento foi realizado apenas para mostrar 0 que ocorre com

a enzima antes da etapa de ativacao, é mais estavel que a enzima Wild Type,

mas nao apresenta atividade, portanto ndo foi usado para os ensaios com 0s

ligantes.
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5.7 Varredura usando a enzima Wild type inibida com MMTS (S-Metil
metanotiosulfonato).

Figura 5.8: Termograma da cruzaina inibida com MMTS.
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Pode-se observar que na presenca do inibidor reversivel MMTS, a
cruzaina WT fica menos estavel, ou seja, o valor de T, fica com treze graus a
menos do que na auséncia do ligante. Em todos os experimentos, houve a
formacao de 2 picos. O pico menor pode ser explicado pelo tempo longo de

didlise, uma vez que a enzima sofre auto protedlise.

5.8 Cruzaina Wild Type com TCEP (Tris (2-carboxyethyl) phosphine)

A Figura 5.9 mostra o estudo realizado com a proteina Wild Type (WT)
usando TCEP como agente redutor.
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Figura 5.9: Gréfico de varredura obtido com a cruzaina WT usando TCEP e 1,5 horas
de didlise.

Inicialmente, a cruzaina WT era purificada e armazenada com 5 mM do
agente redutor Diethiotreitol (DTT). Antes do experimento, era feita a dialise por
aproximadamente 1,5 horas com uma membrana de 10 KDa, Amicon ultra
(Merck — Millipore) com o tamp&o contendo TCEP, mais indicado para uso em
calorimetria. Observou-se que houve o aparecimento de dois picos, um na
regido de 55 °C e outro na regido de 65°C. Esse fato pode ser explicado pelo
tempo de dialise muito longo, uma vez que a proteina sofre auto protedlise.
Como é uma enzima monomérica, esperava-se encontrar apenas um pico de
desnaturagdo, dessa forma, houve a tentativa de otimizacdo do experimento.
Assim, nos proximos experimentos, passou-se entao a preparar a proteina e ja
guarda-la armazenada em B-mercaptoetanol, que também é recomendado para
uso em calorimetria. Dessa forma, o tempo de didlise passou a ser apenas de

30 minutos.

5.9 Cruzaina com $3- mercaptoetanol

Com a substituicdo do agente redutor e consequentemente, o tempo de
didlise, foi obtido apenas um pico da proteina com o T, aproximado de 65°C e

esse método foi utilizado para os experimentos seguintes com os ligantes.
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Figura 5.10: a) Gréafico mostrando os valores de ACp e AH., obtidos para a cruzaina
Apo. b) Grafico de varredura usando B-mercaptoetanol e 30 minutos de dialise,
mostrando o ajuste do equipamento e os parametros calculados (linha preta:
experimento e linha vermelha: ajuste.

a) b)

Observando as figuras, podemos concluir que wusando o -
mercaptoetanol como agente redutor e um tempo menor de didlise, obteve-se
um Unico pico de desnaturacdo da proteina com um ajuste dos parametros
praticamente perfeitos. Observa-se uma temperatura de desnaturacao (Tn) de
65,95 °C, um ACp = 6,28 kcal/mol, AHcy = 114,74 kcal/mol e AHyy = 142,75
kcal/mol.

Um AC, positivo indica que o C, do estado desnaturado é maior que o
C, do estado nativo. Isso se deve principalmente a exposi¢cdo de aminoacidos

hidrofébicos da estrutura da proteina as moléculas do solvente.

5.9.1 Resultados obtidos na varredura da cruzaina com alguns ligantes

Utilizando as condigbes previamente otimizadas, alguns ligantes
sintetizados no grupo foram testados contra a enzima cruzaina no DSC.



Tabela 5.4: Parametros obtidos por DSC com alguns ligantes sintetizados no grupo.

Molécula Tm (°C) AH,;, AHcal
(Keal.mol ') (Keal.mol ')
Cruzaina | 6595 (0,16) | 142,7 (4,16) | 114,7 (6,07)
Apo
NEQO409 71,75 (0,43) | 132,1 (27,19) | 62,67 (50,03)
NEQ0543 @ 76,52 (0,36) 1745 (11,2) @ 160,2 (6,78)
NEQO551 | 71,05 (0,08) | 123,1 (0,023) 116,7 (1,60)
NEQ0568 78,18 (0,30) @ 210,1 (18,7) @ 113,8 (38,5)
NEQO569 | 78,09 (0,94) | 184,3(0,32) @ 174,1 (3,93)
NEQO570 72,62 (0,035) 1350 (1,56) @ 1254 (25,4)
NEQO572 66,74 (0,03) @ 129,9 (25,4) | 127,3 (0,275)
NEQO710 | 73,35 (0,04) 141,87 (2,16) 139,84 (17,3)
NEQ0805 | 74,25 (0,43) 184,26 (24,5) 111,0 (28,1)
NEQ1040 76,11 (0,25) @ 168,6 (2,67) @ 143,1 (9,78)
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Os altos valores de T, na presenca do ligante mostrados na Tabela 5.4,
significa que o mesmo interagiu com a fracdo enovelada da proteina,
estabilizando sua estrutura®. Podemos observar que os ligantes NEQ0568 e
NEQO0569 sdo os que mais estabilizam a cruzaina com um AT,, de 12,23°C e
12,14°C. O composto NEQ0572 apresenta uma interagdo mais fraca com a
cruzaina, mantendo o valor de T, muito préximo ao da cruzaina apo.

De forma geral, observa-se que quando a interacao é muito forte no ITC,
o deslocamento do valor de T, também é grande, como é o caso da NEQ0569,
que apresenta um Kq = 23,5 nM e AT, de 13°C.

Houve a tentativa de se calcular os valores de Ky no T, da proteina para
se fazer posteriormente uma extrapolacdo e obter os valores a 25°C e dessa
forma, conseguir uma comparacao para os valores de Ky obtidos pelo ITC.
Mas nao foi possivel, uma vez que o célculo desse parametro para o n-DSC
envolve o valor de AC, na presenca do ligante, que & um valor calculado com

pouca precisdo nos experimentos, podendo induzir a erros de calculo.
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5.9.2 Perspectivas Futuras

O grupo NEQUIMED continuara a busca por substituicées nas estruturas
quimicas das moléculas para que se diminua as penalidades entrépicas e que
nao ocorra parametros termodindmicos detrimentais. Alguns parametros
cinéticos importantes como Ky, « Ko serdo calculados para a proxima
publicacdo. A razao Ky sobre Ky, é igual ao valor de Ky O célculo desse
parametro é importante para determinar o tempo de residéncia do ligante no
sitio ativo da enzima e dessa forma poder avaliar a afinidade da enzima pelo

inibidor.
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6. Relacao Estrutura-Atividade (SAR)

Em Quimica Medicinal, as analises de relacao estrutura atividade (SAR)
relacionam a estrutura quimica a atividade biolégica de uma série de
compostos analogos.

Foram escolhidas alguns grupos de moléculas estudadas por ITC para o
estudo de SAR. As moléculas desse estudo sdo as mesmas usadas por
CIANNI®® que fez a determinacéo dos pKis.

Por exemplo, a NEQO0570 (usada como padrdo em todos o0s
experimentos) teve sua estrutura modificada com diferentes substituintes (-
OH), (-Cl), (-CHgz) nas posicoes orto, meta e para do anel aromatico.

A tabela 6.0 mostra os compostos com as modificagcdes nas diferentes
posicoes:

Tabela 6.0: Modificagdes feitas na estrutura quimica do composto em diferentes
posigoes.

N° R, R Rs ‘
NEQO0710 -H -Cl -H
NEQO0712 -H -CH; -H
NEQO717 -H -OH -H
NEQ0802 -H -F -H
NEQO0803 -H -Br -H
NEQO0804 -H -l -H
NEQO0805 -H -CF; -H

A figura abaixo mostra as estruturas modificadas com os respectivos valores de
pKi, pKq € AT,
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Figura 6.0: Mudanca estrutural feita nas moléculas com seus respectivos valores de
pKi, pKd e ATm.
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Comparando-se todas as estruturas, pode-se observar que na maioria
dos casos, os valores de pKy sdo um pouco menores que os valores de pK;
apesar de muito préximos®, isso pode ser explicado pela maior afinidade da
enzima pelo substrato do que pelo ligante, uma vez que o substrato da enzima
€ usado apenas no ensaio de pKi. A maior afinidade do ligante pela proteina
ocorre com a NEQO0804 que comparada a NEQO712, tem uma perda de
afinidade de 0,70 na escala log quando os valores de pKy sdo comparados.
Para todas as moléculas, o valor da entropia é detrimental.

Os valores de AT, sdo muito préximos, com valores um pouco maiores
do que 7° C para todas as moléculas, com excecdo da NEQO803 que
apresenta um AT, de 8,65° C, mostrando que todos os compostos se ligaram a
fracdo enovelada da proteina, estabilizando-a.

O composto NEQ0570 também foi modificado na posicdo P1, onde
temos outros dois compostos, O NEQ0409 e NEQ0410.
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Figura 6.1: Representacdo de SAR para os compostos NEQ0570, NEQO0409 e
NEQO0410.

4
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As modificagbes feitas na NEQO0570 diminuiram a afinidade dos
compostos NEQ0409 e NEQO410 pela cruzaina. Para o NEQ0410, houve uma
diminuicéo de 1,07 no valor de pK4 e para o NEQ0409, a diminui¢do foi menor,
de 0,1.

A tabela abaixo mostra a comparacao das assinaturas termodinamicas

para os trés compostos:

Tabela 6.2: Comparacgao entre as assinaturas termodinamicas dos trés compostos em
estudo.

NEQO0410 NEQO0570 NEQO0409

AH
AG
-TAS

Observando as assinaturas termodinamicas, podemos concluir que
mesmo com as modificagdes feitas na estrutura da NEQO0570, a entropia

continuou detrimental para as novas moléculas.
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Para a NEQO0409, o valor da entropia ficou ainda mais positivo quando
comparado a NEQO0410.

No préximo estudo, as moléculas foram testadas contra a forma
amastigota da cepa Tulahuen de Trypanosoma cruzi. O composto NEQ0940
teve 0 mesmo desempenho tripanocida que foi obtido com o composto

Benzonidazol.

Figura 6.2: SAR para os compostos NEQ0533.1, NEQ0940, NEQO0866.1 e NEQ0952
contendo os valores de pKd e pKi.

NEQO0533.1 NEQO0940

2 ' g
pk; = 7,30 Q/ .

pk; = 7,30 P2 Wi

pk; = 5,10
pk, = 7,50

P1 \ j

pK. = 6,30 el

8@ PKy=620 I PK, = 6,46
S T\ ] .

NEQ0866.1 NEQ0952

O potencial citotoxico do composto NEQO0940 foi estudado usando

ensaio celular e o composto foi avaliado durante trés dias sendo que o
Benzonidazol foi utilizado como controle. Foi observado que o composto
NEQO0940 nao apresenta toxicidade, assim como o Benzonidazol e pode ser
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considerado como um novo candidato para testes in vitro contra a forma
infectiva da cepa Tulahuen de Trypanosoma cruzi.

Quanto aos ensaios biofisicos e bioquimicos, os valores de pKq e pK;
obtidos sdo muito proximos e para os ensaios de ITC, nenhum desses
compostos apresentou os trés parametros termodinamicos favoraveis, ou seja,

o valor de -TAS é detrimental.

5.9.3 Conclusoes Finais

Apesar da doenca de Chagas ter sido descoberta em 1909, ndo existe
até hoje nenhum tratamento eficaz para a doenca. Nos ultimos anos, diversos
grupos de pesquisa no Brasil e no mundo tém se dedicado a descoberta de
compostos com propriedade tripanossomicida.

Inicialmente foram otimizadas condi¢des experimentais para os estudos
de interagdes usando o PEAQ-ITC que utiliza uma menor quantidade de
solucdo da proteina para o ensaio. Apesar de estar sujeito a maiores
interferéncias do meio externo, foi possivel observar que os resultados sao
parecidos aos obtidos quando o mesmo estudo foi realizado usando o VP-ITC.
Das 36 moléculas que tiveram suas estruturas modificadas, quatro delas
apresentaram o perfil termodinamico favoravel como exigido no planejamento
de novos candidatos a novos farmacos.

Estudos de interacdo no DSC também foram feitos para algumas
moléculas. Como poucos ensaios tinham sido realizados com a cruzaina
usando essa técnica, foi necessario que um estudo prévio de otimizacdo dos
parametros experimentais fosse realizado. Pode-se observar um valor elevado
de AT, em para algumas moléculas estudadas, mostrando a forte interacéo da
cruzaina com esses compostos.

Para os ensaios de SAR, foram comparados os valores de pKy e pK; e
verificou-se que sao muitos proximos. O composto NEQ0940 ndo se mostrou
téxico, assim como o benzonidazol e pode ser selecionado para 0s ensaios in
vitro. Os compostos que apresentaram todos os parametros termodinamicos
favoraveis ainda nao foram testados contra o parasito e estdo em fase de

otimizacdo. O trabalho experimental para a publicacdo do ultimo artigo (de
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primeira autoria) referente a esse trabalho esta em fase de conclusdo. O
manuscrito ja estd sendo redigido e mostrard a comparacao entre assinaturas
termodin&micas de diferentes moléculas sintetizadas pelo grupo NEQUIMED e
também o calculo dos parametros Ky, € Ky para verificar por quanto tempo a
enzima ficaria inibida por cada um dos ligantes em estudo.
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Anexo 1

Termogramas obtidos no ITC para as moléculas em estudo.
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Anexo 2:

Termogramas obtidas no DSC para as moléculas em estudo.
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