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RESUMO

VITAL-FUJII, D. G. Aplicagao de planejamento baseado na estrutura do receptor
na busca de inibidores de cisteino-proteases parasitarias (cruzaina (7. cruzi) e
CPB (leishmanioses)). 2018. 95f. Tese (Doutorado) — Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2018.

Doengas causadas por agentes infecciosos e parasitarios sdo chamadas
negligenciadas por ndo despertarem interesse das industrias farmacéuticas para o
desenvolvimento de novas alternativas terapéuticas. Essas doencas sao
responsaveis por levar milhdes de pessoas a morte todos os anos e afetam
principalmente os paises pobres e em desenvolvimento. Dentre estas, a doencga de
Chagas e as leishmanioses, parasitoses causadas por parasitas flagelados
pertencentes a familia Trypanosomatidae, T. cruzi e Leishmaina sp., respectivamente,
se apresentam como um sério problema de saude publica mundial. Endémicas em
varios paises e causando milhdes de mortes anualmente, ainda hoje ndo existem
farmacos eficientes e seguros para o tratamento dessas doencgas. Este panorama
torna eminente a necessidade de pesquisa e desenvolvimento de novos farmacos
para essas parasitoses. A busca por agentes quimioterapicos envolve a selecao de
vias metabdlicas essenciais a sobrevivéncia dos parasitas. Dentre estas, destacam-
se cisteino-proteases presentes nesses tripanossomatideos, deste modo a cruzaina
no T. cruzi, e a CPB2.8 na Leishmania mexicana, se mostram como alvos bioquimicos
promissores. A disponibilidade de estruturas cristalograficas da cruzaina e do
sequenciamento gendmico da CPB2.8, nos permite utilizar estratégias de
planejamento de farmacos baseado no receptor (SBDD) na identificagdo de
candidatos a farmacos para essas doencas. Entre as técnicas modernas de SBDD
utilizadas, a triagem virtual possibilita identificar promissores candidatos a novos
farmacos. Assim neste trabalho, obteve-se por meio da técnica de modelagem
comparativa o modelo da enzima CPB2.8 de L. mexicana, visto a indisponibilidade da
estrutura cristalografica no Protein Data Bank (PDB). De modo a refinar o modelo
construido realizou-se a simulagédo por dindmica molecular de 100ns, apresentando
estabilizacado a partir de 80ns. A simulacédo por dindmica molecular foi validada por
meio do grafico de Ramachandran, grafico de raio de giro, RMSD, grafico de superficie
hidrofébica. Foram calculados os mapas de interagdo molecular no programa GRID
das seguintes proteinas: cruzaina, CPB2.8, catepsina B e catepsina L, e,
posteriormente, foi construido um modelo farmacoférico baseado no sitio ativo das
enzimas cruzaina e CPB2.8. O modelo farmacoférico da cruzaina foi validado por
curva ROC apresentando valor de AUC 61%. A triagem virtual foi realizada para
ambas as proteinas e foram obtidos 369 compostos para a cuzaina e 225 compostos
para a CPB2.8. Foi realizado o ancoramento molecular desses compostos obtidos
pela triagem virtual a fim de diminuir a quantidade de compostos a serem avaliados
experimentalmente.

Palavras-chaves: Triagem virtual, cisteino-proteases, doencgas negligenciadas,
SBDD, cruzaina, CPB2.8.



ABSTRACT

VITAL-FUJII, D. G. Structure-based virtual screening in the search of parasitic
cysteine-proteases inhibitors. 2018. 95f. Tese (Doutorado) — Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas, Universidade de S&do Paulo, Sdo Paulo, 2018.

Neglected diseases are caused by parasites and infectious agents and affect mainly
people in poor areas being prevalent in 149 countries and causing 534,000 deaths per
year. Among neglected diseases we can highlight Chagas Disease and Leishmaniasis,
both have a high rate of morbidity and mortality and both are addressed in this project
in the search of new drugs against a NTD. Nowadays, the search for new drugs
involves the selection of biological pathways essential for parasite survival, in this class
of parasites we can suggest the cysteine proteases, a proteases family present in
Trypanosoma cruzi and and Leishmania ssp. In order to obtain a new agent against
Neglected Disease in this work was obtained the model of the enzyme CPB2.8 of L.
mexicana using the comparative modeling technique, due to the unavailability of the
crystallographic structure in the Protein Data Bank (PDB). In order to refine the
constructed model was performed the molecular dynamics simulation of 100ns,
stabilization was achieved from 80ns. Molecular dynamics simulation was validated
using the Ramachandran graph, radius of rotation graph, RMSD, hydrophobic surface
area graph. The molecular interaction fields were calculated in the GRID program to
cruzain, CPB2.8, cathepsin B and cathepsin L. Based on molecular interaction fields
generated pharmacophoric models were constructed using information about the
active site of the enzymes cruzain and CPB2.8. The pharmacophoric model of cruzain
was validated by ROC curve presenting AUC value of 61%. Virtual screening was
performed for both proteins and 369 compounds were obtained for cuzain and 225
compounds for CPB2.8. Docking studies of these compounds was performed in order
to decrease the amount of compounds to be evaluated experimentally.

Keywords: Virtual Screening, Cysteine Proteases, Neglected Diseases, SBDD,
cruzain, CPB2.8
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1. INTRODUGCAO

O grupo de doengas tropicais e subtropicais causadas por agentes infecciosos
e parasitarios que afetam principalmente, os paises em desenvolvimento e
subdesenvolvimento sdo chamadas Doencgas Tropicais Negligenciadas (DTN) (DND;i,
2018a; CDC, 2017; WHO, 2018a).

DTN sao prevalentes em 149 paises e afetam mais de um milh&o de pessoas
em todo o mundo. As populagdes mais pobres sdo afetadas devido a falta de
saneamento basico e o contato direto com os vetores das doengas (DNDi, 2018a;
CDC, 2017; WHO, 2018a).

Atualmente, 20 doengas fazem parte do grupo das DTN, dentre elas, Doenca
de Chagas, Leishmanioses, Dengue e Chikungunya e Tripanossomiase Americana, e
sdo as principais causas de mortalidade e morbidade em todo o mundo (DNDi, 2018a;
CDC, 2017; WHO, 2018a).

Apesar de essas doencas afetarem bilhdes de pessoas, pouca ou quase
nenhuma atencao tem sido dada por parte das industrias farmacéuticas objetivando a
eliminagc&o ou controle epidemioldgico das DTN (AERTS et al., 2017; DNDi, 2018a;
PEDRIQUE et al., 2013; WHO, 2018a).

Prova disso é que somente 4% dos novos produto introduzidos na terapéutica
entre 2000 e 2011 foram direcionados a essas doencas e somente 4 de 336 novas
entidades quimicas foram aprovadas (PEDRIQUE et al., 2013).

Diante deste panorama, faz-se urgente a necessidade de novos farmacos para
o tratamento das DTN. Nas ultimas décadas, as pesquisas direcionadas a descoberta
de novos farmacos passaram a buscar alvos macromoleculares especificos para
doencgas. Neste contexto, as enzimas sao alvos de grande interesse, uma vez que
desempenham papel fundamental em muitas doengas (COPELAND, 2013).

Dentre essas enzimas, a classe das cisteino-proteases se destaca por terem
importéncia para o ciclo de vida e a patogenicidade de alguns parasitas. Essas
enzimas parasitarias desempenham diversas funcdes, entre elas imunoevasao,
viruléncia, invasédo celular e de tecidos (SAJID; McKERROW, 2002). Altamente
expressadas em tripanossomatideos como Trypanosoma cruzi e Leishmania sp.,
essas cisteino-proteases, em sua maioria, sdo semelhantes a enzima humana,
catepsina-L, diferenciando-se pela extensédo C-terminal. O T. cruzi tem como principal
cisteino-protease a cruzipaina, e a Leishmania sp., a CPB (cisteino-protease B)
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(ALVES et al., 2001, McKERROW, 1999). Tendo em vista que essas enzimas sao
essenciais a sobrevivéncia dos parasitas causadores da doenga de Chagas e também
das Leishmanioses, se apresentam como alvos bioquimicos extremamente
interessantes a serem utilizados na descoberta de novos farmacos contra essas
endemias negligenciadas.

Um método bastante utilizado na identificacdo e otimizagdo de inibidores
enzimaticos € o planejamento de farmacos baseado na estrutura do receptor
(Structure Based Drug Design - SBDD) (FERREIRA et al., 2014). Entre as técnicas
modernas de SBDD, destacamos a triagem virtual, que possibilita identificar e
selecionar candidatos a inibidores a partir de grandes bases de dados de compostos.
Portanto, utilizando técnicas do planejamento de farmacos, € possivel realizar estudos
a fim de identificar novos inibidores que possam atuar nesses alvos se apresentando

como novos candidatos a farmacos ou possiveis prototipos.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Doencga de Chagas

Em 1909, o médico brasileiro Dr. Carlos Justiniano Ribeiro Chagas descobriu
uma doenga que acometia humanos, causada por um protozoario hemoflagelado, o
qual denominou Trypanosoma cruzi, em homenagem ao seu companheiro de trabalho
Oswaldo Cruz (NETO; PASTERNAK, 2009). Posteriormente, essa doenga recebeu o
nome de doenga de Chagas, em homenagem a seu descobridor (URBINA, 2010).

A doenca de Chagas, também conhecida como tripanossomiase americana, é
uma endemia infecciosa causada pelo parasita hemoflagelado Trypanosoma cruzi
(ANDREOLLO; MALAFAIA, 2009; DNDi, 2018b; PAHO, 2018a; WHO, 2018b).
Endémica em 21 paises, estima-se que 8 milhdes de pessoas estejam infectadas pelo
parasita e que outros 70 milhdes de individuos se encontrem sob risco de infeccao.
Segundo dados epidemiologicos, a doenga apresenta 28.000 novos casos por ano,
causando cerca de 12.000 mortes (DNDi, 2018b; PAHO, 2018a; WHO, 2018b).

A via de transmissdo mais conhecida para essa doenca € a vetorial, que se da
pela picada de insetos triatomineos conhecidos como barbeiro. Outras vias de
transmissdo, apesar de menos frequentes, também s&o reportadas, tais como
transfusdo sanguinea, transplante de orgaos, transmissédo placentaria, acidentes
laboratoriais e alimentos contaminados (ANDREOLLO; MALAFAIA, 2009; DNDi,
2018b; PAHO, 2018a; WHO, 2018b).

A mudanga no perfil epidemiolégico da doenca de Chagas teve grande
influéncia dos processos migratorios da populagao, que se deslocou das zonas rurais
para zonas urbanizas. Quando a prevaléncia da doencga era rural, relacionava-se o
alto indice de contaminacdo a utilizagdo de casas de taipa como moradia, o que
propiciava o alojamento e a procriagdo dos insetos vetores. Com a chegada de
pessoas infectadas as cidades, houve um espalhamento do numero de infectados e o
risco de transmissdo pelas vias menos frequentes como transfusdo sanguinea.
Processos migratorios internacionais, promovidos em especial pela globalizagao,
levaram focos da doenga para outros continentes (COURA; BORGES-PEREIRA,
2012; DIAS, 2007; URBINA, 2010).
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Com a mudanca no perfil do doente, da transmissé&o e o alto indice de migracéo,
a doenga de Chagas, anteriormente considerada um problema da América Latina,
hoje se encontra em paises da Europa e na América do Norte, e se tornou um
problema de saude publica mundial (Figura 1) (COURA; BORGES-PEREIRA, 2012;
DIAS, 2007; DNDi, 2018b).

Figura 1 — Mapa dos paises com pessoas infectadas pela doenga de Chagas

B Ppaises Endémicos
Paises Nao Endémicos, mas com pessoas
infectadas

Fonte: DNDi, 2018b

2.1.1 Quimioterapia

Desde a descoberta da doenga de Chagas, compostos de diversas classes
quimicas foram testados na tentativa de encontrar farmacos eficazes para a doencga,
porém nenhum demonstrou eficacia para promover a cura dos individuos infectados
(COURA; BORGES-PEREIRA, 2012; COURA; CASTRO, 2002; URBINA, 2010).

A partir do ano de 1962, alguns agentes quimioterapicos se destacaram como
agentes antichagasicos, dentre eles antibidticos e nitrofuranos (COURA; CASTRO,
2002). Ao avaliar biologicamente farmacos ja testados contra o T. cruzi, Brener em
1968, concluiu que a maioria ndo era efetiva, porém verificou que os mesmos
antibidticos e nitrofuranos apresentavam diminuigdo na parasitemia (COURA;
BORGES-PEREIRA, 2012; COURA; CASTRO, 2002).

Entre os anos de 1952 e 1957, Packhanian em estudos com nitrofuranos
descobriu que o composto nitrofurazona (5-nitro-2-furaldeido-semicarbazona),
quando administrado a camundongos infectados com T. cruzi na dose de 100 mg/ kg/
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dia por 53 dias, causava a cura de mais de 90% desses animais (COURA; CASTRO,
2002; DIAS et al.,, 2009). Entdo, varios testes foram realizados em individuos
infectados por T. cruzi que se encontravam na fase aguda da doenca. Porém, na
maioria dos casos, as pessoas apresentaram efeitos adversos graves e, alguns
pacientes mesmo apods o tratamento ainda mostravam sorologia positiva (COURA;
CASTRO, 2002).

Uma série de derivados azois ja foram testados contra as formas do T. cruzi,
incluindo o farmaco Posaconazol, que foi testado em modelo murino infectado com o
parasita, inclusive em cepas resistentes ao benznidazol. O Posacozanol foi capaz de
curar 80-90% dos animais infectados com cepas nao-resistentes e 50% dos animais
infectados com cepa resistente na fase aguda e em uma dosagem menor do que a
utilizada com o benznidazol (MOLINA et al., 2000). Outro estudo demonstrou que a
administracdo conjunta de benznidazol com posaconazol em doses menores que a
usual leva a um aumento na taxa de sobrevivéncia dos animais (DINIZ et al., 2013).

Deste modo, os tratamentos utilizados contra a doenga de Chagas ainda hoje
se apresentam mais sintomaticos que etioldgicos, buscando diminuir as
manifestagdes da doencga, principalmente os sintomas da insuficiéncia cardiaca
congestiva (BUCKNER; URBINA, 2012; PEREIRA NUNES et al., 2013; URBINA,
2010). Do ponto de vista sintomatico, procura-se amenizar as diversas manifestagoes
da doenga, por meio da administragao de diuréticos para o tratamento da insuficiéncia
cardiaca congestiva. Ja do ponto de vista etiolégico, somente dois farmacos s&o
utilizados desde 1970, apesar de enormes esfor¢gos nas pesquisas de novos agentes
antichagasicos, o nifurtimox e o benznidazol (Figura 2 — compostos 1 e 2,
respectivamente), sendo que no Brasil o uso do nifurtimox foi descontinuado devido a
toxicidade. Esses farmacos, apesar de diminuirem a parasitologia, causam graves
efeitos adversos, atuam quase que exclusivamente na fase aguda e nao séo eficazes
em todas as cepas do T. cruzi, ndo promovendo a cura da doenga, o que demonstra
a necessidade urgente da descoberta e desenvolvimento de novos antichagasicos
(AGUIRRE et al., 2004; BUCKNER; URBINA, 2012; CLAYTON, 2010; COURA;
BORGES-PEREIRA, 2012; COURA, CASTRO, 2002; COURA, VINAS, 2010; DIAS,
et al., 2009; GRAYSON, 2010; KOROKOLVAS, 2007; PEREIRA NUNES et al., 2013;
URBINA, 2010).
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Figura 2 — Estruturas quimica dos farmacos Nifurtimox (1) e Benznidazol (2)
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Fonte: Desenhado pela autora

Recentemente, um avanco no que diz respeito ao tratamento da doenca de
Chagas foi realizado nos Estados Unidos, até o momento o pais n&o tinha nenhum
medicamento para o tratamento da doenga de Chagas aprovado pelo FDA (U.S. Food
and Drug Administration). Entdo, em agosto de 2017, o medicamento benznidazol foi
aprovado para o tratamento de pacientes entre 2 e 12 anos apresentando resultados
negativos no teste de anticorpo, sendo que 60 e 55% dos pacientes apresentaram
resultados negativos apds o tratamento com benznidazol, durante dois ensaios
clinicos, respectivamente (FDA, 2018).

Esse dados mostram que alguns esforgos estdo sendo realizados a fim de
encontrar um tratamento eficaz para a doenga de Chagas, mas ainda ha muito o que

se fazer para encontrar um novo candidato a farmaco para essa doenca.

2.2 Leishmanioses

As leishmanioses sdo um conjunto de doengas infecciosas causadas por um
protozoario intracelular do género Leishmania, que afetam principalmente o sistema
fagocitico mononuclear (SFM). Sua transmissdo se da por insetos flebotomineos
encontrados principalmente em regides tropicais e subtropicais (mais de 90 espécies
sdo conhecidas). As fémeas dos géneros Phlebotomus e Lutzomyia tém transmiss&o
comprovada em seres humanos (DEN BOER et al., 2011; DNDi, 2018c; DOSTALOVA;
VOLF, 2012; SINGH; KUMAR; SINGH, 2012; PAHO, 2016b; WHO, 2018c).

As leishmanioses apresentam caracteristicas epidemioldgicas e clinicas
diferentes em cada area geografica, por isso sao consideradas doencgas distintas
estando reunidas em trés grupos: leishmaniose cutdnea (forma mais comum);
leishmaniose muco cutédnea ou cutaneomucosa; leishmaniose visceral ou calazar
(forma mais grave) (DNDi, 2018c; PAHO, 2016b; REY, 2011; WHO, 2018c).
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Ha uma estimativa que 1 bilhdo de pessoas vivam em areas endémicas,
ocorrendo 300 mil novos casos de leishmaniose visceral anualmente com 20.000
mortes. E, nos ultimos 5 anos, 1 milhdo de casos de leishmaniose cutdnea foram
reportados (DNDi, 2018c; WHO, 2018c).

Na leishmaniose visceral ocorrem ataques irregulares de febre, perda de peso,
aumento do baco e do figado, anemia e pode ser fatal se ndo for tratada, podendo
ocorrer co-infecgdo com outras doencgas infecciosas. Em 2014, 90% dos novos casos
reportados ocorreram principalmente em 6 paises, sao eles: Bangladesh, Brasil,
Etiépia, india, Sud&o do Sul e Sudao, sendo altamente endémica no leste de Africa e
no subcontinente indiano (DNDi, 2018c; WHO, 2018c).

A forma mais comum da leishmaniose € a forma cutanea, responsavel por
causar lesdes de pele que podem ser desfigurantes, e ulceras que podem deixar
cicatrizes e/ou deficiéncias graves. Essas lesbes podem se auto-curar em meses ou
anos ou podem torna-se cronicas. Sua distribuicdo geografica € bem ampla e 95%
dos casos ocorrem nas Américas, bacia do Mediterraneo, Oriente Médio e Asia
Central (DNDi, 2018c; WHO, 2018c).

Na leishmaniose muco cutdnea ocorre destruicdo, parcial ou total da mucosa
da boca, nariz e garganta. Esse tipo de leishmaniose é principalmente encontrada na
Bolivia, Brasil e Peru (WHO, 2018c).

O tratamento das leishmanioses depende de uma série de fatores, como por
exemplo, o tipo da doencga, a espécie do parasita, a localizagdo geografica (WHO,
2018c). Apesar do numero de tratamentos ter aumentado na ultima década, ainda ha
muitos inconvenientes como dificuldade de administracdo, duracéo, toxicidade, custo
e resisténcia dos parasitas frente ao medicamento (DNDi, 2018c). Os tratamentos
mais utilizados s&o: antimoniais pentavalentes, pentamidinas, anfotericina B,
miltefosina, imiquimode (Figura 3) (CROFT; OLLIARO, 2011; MCGWIRE;
SATOSKAR, 2013; REY, 2011).
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Figura 3 — Estruturas quimicas dos farmacos mais utilizados no tratamento das leishmanioses
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Fonte: Desenhado pela autora

Com base no panorama acima descrito, é essencial a busca de novos farmacos
que atuem contra a doenga de Chagas e as leishmanioses e que ndo causem
prejuizos a saude e bem-estar dos pacientes.

Como ja descrito, uma forma de estudo de novos farmacos que atuem nessas
parasitologias € através de vias bioquimicas importantes para a sobrevivéncia do
parasita (COPLAND, 2013).

Nos parasitas causadores da doenga de Chagas e leishmanioses encontramos
duas enzimas de extrema importancia para a sobrevivéncia e também para a
viruléncia dos mesmos, essas enzimas sao chamadas cisteino-proteases e

discutiremos mais a seguir.

2.3 Cisteino-proteases

Nas ultimas décadas, as pesquisas direcionadas a descoberta de novos
farmacos passaram a buscar alvos macromoleculares especificos para doencgas.
Neste contexto, as enzimas sdo alvos de grande interesse, uma vez que
desempenham papel fundamental em muitas doengas (COPELAND, 2013).

A grande evolugdo nas areas de biologia e genética possibilitou o

sequenciamento gendmico e a descoberta de diversos alvos bioquimicos em sistemas
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biolégicos. Dentre esses, a classe das cisteino-proteases se destaca por ter
importéncia para o ciclo de vida e a patogenicidade de alguns parasitas. Essas
enzimas parasitarias desempenham diversas funcdes, entre elas imunoevasao,
viruléncia, invasao celular e de tecidos (SAJID; McKERROW, 2002).

As cisteino-proteases s&o divididas em duas familias, denominadas Clan A
(papaina-like) e Clan D (legumaina-like). A papaina foi a primeira cisteino-protease a
ser identificada e caracterizada. Depois de sua caracterizagdo, diversas outras
cisteino-proteases foram identificadas e mostraram um sequenciamento semelhante
ao da papaina; por esta razdo foram denominadas “papaina-like”. A familia CA, ou
também chamada familia “papaina-like”, foi dividida em varios grupos de acordo com
as caracteristicas de cada proteina, como semelhanga de sequenciamento,
especificidade bioquimica, tipo de substrato. A maioria das proteases parasitarias se
encontra na familia C1, assim como as catepsinas humana B e L (SAJID;
McKERROW, 2002).

Altamente expressas em tripanossomatideos como Trypanosoma cruzi e
Leishmania, essas cisteino-proteases, em sua maioria, sdo semelhantes a catepsina-
L, diferenciando-se pela extensao C-terminal e diferencas principalmente no bolso S2
presente nessas enzimas (ALVES et al., 2001a; ALVES et al., 2001b; ALVES et al.,
2001c; SAJID; McKERROW, 2002).

Apresentam um residuo de cisteina (Cys) em seu sitio catalitico e hidrolisam
proteinas por meio do ataque nucleofilico ao carbono carbonilico de uma ligagao
peptidica (McKERROW; ENGEL; CAFFREY, 1999; VERMELHO et al., 2010; SAJID;
McKERROW, 2002).

As cisteino-proteases escolhidas como alvo nesse trabalho s&o a cruzipaina
do T. cruzi e a CPB (cisteino-protease B) de Leishmania mexicana. Tendo em vista
que essas enzimas sao essenciais a sobrevivéncia dos parasitas causadores da
doenca de Chagas e também das leishmanioses, as mesmas se apresentam como
alvos bioquimicos extremamente interessantes a serem utilizados para a descoberta
de novos farmacos contra essas endemias negligenciadas (ALVES et al., 2001a;
ALVES et al., 2001b; ALVES et al., 2001c; SAJID; McKERROW, 2002).
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2.3.1 Cruzaina

A cruzipaina (EC 3.4.22.51) € a mais importante cisteino-protease presente no
T. cruzi, pertence a superfamilia de proteases parasitarias denominadas “papaina-
like”. A enzima é biossintetizada pelo parasita e, em seguida, € clivada na porgao N-
terminal do pro-dominio para gerar a enzima madura. Essa enzima madura contém
uma porgéao catalitica altamente semelhante a catepsina L (humana), que se situa no
N-terminal (DEL NERY et al., 1997; GEA et al., 2006).

A cruzipaina também é conhecida como cruzaina; esta é a forma recombinante
da enzima, a qual em estudos realizados por Alves em 2001a, apresentou aspectos
cinéticos idénticos a enzima original do parasita. Como nos estudos realizados neste
trabalho foi utilizada a forma recombinante, cruzaina, adotaremos esse nome no
decorrer do texto.

A cruzaina é encontrada em todos os estagios evolutivos e cepas do T. cruzi,
porém em localizagbes diferentes, desempenha fungdes especificas em cada estagio
do parasita. Apresenta grande importéncia para a sobrevivéncia do parasita,
principalmente, na entrada na célula do hospedeiro (GEA et al., 2006; SERVEAU et
al., 1996; GILLMOR et al., 1997).

Outra fungéo da cruzaina esta ligada a produg¢ao do peptideo pro-inflamatério
Lys-bradicinina, a partir da protedlise do cininogénio, ou pela ativagdo da pre-
calicreina plasmatica, ativando a cascata da calicreina (CAZULLO; STOKA; TRUK,
2001; DEL NERY et al., 1997).

Nas formas epimastigotas, a enzima cruzaina se encontra em reservossomas
(estruturas semelhantes aos lisossomas) e € altamente expressada; nas
tripomastigotas, se encontra no bolso flagelar; e nas amastigotas intracelulares, esta
localizada na superficie da célula (GEA et al., 2006; SERVEAU et al., 1996; GILLMOR
et al., 1997).

A cruzaina € uma glicoproteina monomeérica, com peso molecular de 60 kDa,
ativada por p-mercaptoetanol ou glutationa reduzida (CAZZULO et al., 1990;
CAZZULO; STOKA; TURK, 2001; DEL NERY et al., 1997; McGRATH et al., 1995).

Possui trés sitios de glicosilagdo da asparigina, dois se encontram no dominio
catalitico e um na porgao do C-terminal, sendo que o sitio da por¢ao C-terminal parece
estar complexado com manose e oligossacarideos (GEA et al., 2006). Sua triade
catalitica é preservada da familia da papaina envolvendo os residuos Cys25, His162
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e Asn182; é composta por uma cadeia polipeptidica de 215 aminoacidos que ficam
dentro de dois dominios constituidos por alfa-hélice e beta-folha. Entre os dois
dominios, encontra-se uma fenda, na qual esta localizado o sitio catalitico, contendo
a triade catalitica (Figura 4) (CAZZULO; STOKA; TURK, 2001; DEL NERY et al., 1997,
McGRATH et al., 1995; SAJID et al., 2011).

Figura 4 — Estrutura cristalografica da enzima cruzaina

Fonte: estrutura cristalografica da enzima cruzaina retirada do pdb: 3106 adaptado pela autora.
Legenda: Em verde a estrutura da enzima. Os residuos da triade catalitica Cys25, His162, Asn182 e
residuo Glu208 no bolso S2 em stick.

Por ser altamente expressa, ha uma grande quantidade de isoformas da
cruzaina, as quais apresentam massa molecular semelhante. Porém, estudos
realizados com as isoformas Cz1 e Cz2 demonstraram que essas isoformas diferem
quanto a preferencia pelas caracteristicas do substrato, exemplo, enquanto que a
isoforma Cz1 aceita grupos hidrofobicos e basicos na posigdo P1’ do substrato, a
isoforma Cz2 prefere grupos somente hidrofébicos (dos REIS et al., 2006).

Em 2001, Alves e colaboradores (2001b), realizaram uma analise do subsitio
S2 da cruzaina pois, como ja descrito na literatura, esse subsitio é importante para a

especificidade na enzima (Figura 5).
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Figura 5 — Representacdo dos bolsos do sitio de interagdo da enzima cruzaina

Fonte: estrutura cristalografica da enzima cruzaina retirada do pdb: 3106 e 1ME4 adaptados pela autora.
Em verde a estrutura da enzima em forma de cartoon; em branco a proteina mostrando a area de
superficie de acesso ao solvente. As letras mostram os bolsos presentes no sitio de interacdo da
proteina.

O subsitio S2 é capaz de fazer interagao tanto com residuos hidrofébicos como
com residuos basicos na porgao P2 do substrato ou do inibidor, devido a rotagao do
residuo Glu208, presente no bolso S2 (Figura 4). Esse residuo Glu208 é capaz de se
orientar em direcdo ao substrato quando o0 mesmo possui um residuo basico, ou em
dire¢ao ao solvente quando o substrato possui um residuo hidrofébico (ALVES et al.,
2001b). Ja o subsitio S1 tem especificidade menos definida que o subsitio S2 e
demonstrou preferéncia para substratos contendo grupos aromaticos e alifaticos com
cadeia lateral curta, na por¢ao P1 (Figura 6) (ALVES et al., 2001c).

Figura 6 — Representacao da interagdo do substrato com a enzima cruzaina.
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Fonte: Saijid; McKerrow, 2002. Em cinza o substrato com suas porgbes (P1, P2, P1’ e P2’) que
interagem com os bolsos da proteina (em branco). No meio do substrato esta o ponto de cisdo entre
os resicuos de aminoacidos que participarao da catalise e terdo a ligagdo rompida pela agédo do residuo
de cisteina (SH).
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Jaishankar e colaboradores, (2008), a partir da técnica de modificacéo
molecular, realizaram estudos de relag&o estrutura-atividade (SAR, structure-activity
relationships) de compostos vinil-sulfénicos com atividade inibitéria em cruzaina e
rodesaina de Trypanosoma brucei. As informagdes obtidas pelo grupo foram de
grande importante para o planejamento de novos inibidores uma vez que mostraram
que substituicdes como adigdo de um grupamento metil na posigdo P3 do inibidor
pode levar a uma diminuigao de atividade frente a enzima cruzaina, mas aumento na
atividade para a enzima rodesaina, mostrando que é possivel um planejamento
seletivo para uma das enzimas.

Problemas na biodisponibilidade oral de alguns inibidores levaram Du e
colaboradores (2002) a sintetizar derivados de tiossemicarbazonas alta poténcia: ICsg
entre 4 e 220 nM e propriedades farmacocinéticas compativeis com a regra de
Lipinski: massa molecular (242-298) ClogP (3,26-4,35), doradores de ligagao
hidrogénio (2-3), aceptores de ligagdo hidrogénio (3). Essa série de compostos
apresentou atividade inibitoria frente a cruzaina e atividade tripanocida (DU et al.,
2002).

Para o planejamento de inibidores seletivos de cruzaina, técnicas modernas de
planejamento de farmacos estdo sendo utilizadas a fim de obter compostos mais
ativos e menos toxicos, utilizando a seletividade como fator crucial (JAISHANKAR et
al., 2008). Entre as principais classes de compostos avaliados, as semi e
tiossemicarbazonas, chalconas, isatinas, hidroximetilcetonas, acil-hidrazidas, tiazolil-
hidrazonas, vinil-sulfonas, aril-uréias, macrociclos e complexos metalicos tém
apresentado atividade inibitoria frente a cruzaina (AGUIRRE et al., 2004, 2006; BLAU
et al., 2013; BORCHHARDT et al., 2009; BRAK et al., 2008; BRYANT et al., 2009;
CARDOSO et al., 2014; CARVALHO et al., 2012; CHEN et al., 2008; DU et al., 2002;
DUSCHAK; COUTO, 2007; ESPINDOLA et al., 2015; FONSECA et al.,, 2015;
HERNANDES et al., 2010; JAISHANKAR et al., 2008; SERAFIM et al., 2014; SILES
et al., 2006; TROSSINI et al., 2010; VITAL, ARRIBAS, TROSSINI, 2014).

O maior avancgo na busca de inibidores seletivos da cruzaina foi a descoberta
do composto K11777 que € uma vinil-sulfona. Foi descrito que a inibicdo da cruzaina
por esse composto pode curar a infecgdo em camundongos com um tratamento de
20 a 30 dias (DOYLE et al., 2007; ENGEL et al., 1998). E um estudo realizado com
caes infectados mostrou que a administragdo oral desse composto por 14 dias pode
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proteger de danos cardiacos (BARR et al. 2005). Porém, os estudos clinicos em

humanos foram interrompidos devido apresentar hepatotoxicidade.

2.3.2 CPB de Leishmania mexicana

Cisteino-protease B (CPB — EC 3.4.22.B5) € uma protease encontrada nos
parasitas de Leishmania e € descrita por ser uma “catepsina-L like”, pois apresenta a
porcdo C-terminal comum nessa classe de enzimas (BERTI; STORER, 1995;
COOMBS, 1982; COOMBS; MOTTRAM, 1997). E altamente expressa nas formas
amastigotas que se encontram nos hospedeiros mamiferos, e em menor quantidade
nas formas promastigotas que vivem nos mosquitos transmissores (COOMBS, 1982;
MOTTRAM; BROOKS; COOMBS, 1998).

E expressada como uma enzima inativa, a qual possui uma pré-regido
contendo 18 aminoacidos que sao retirados e dao origem a enzima madura que
contém 219 aminoacidos incluindo a extensdo C-terminal (COOMBS; MOTTRAM,
1997).

Essa classe de cisteino-protease é encontrada como isoenzima que codifica
um conjunto de 19 sequéncias de genes semelhantes conhecidos como CPB
(cisteino-protease classe B). Sdo importantes para a sobrevivéncia do parasita no
hospedeiro e para infecgdo, porém o mecanismo pelo qual isto ocorre ainda nao foi
esclarecido (MOTTRAM et al., 1992; ROBERTSON; COOMBS, 1990).

Um estudo realizado com enzimas nativas e mutantes, no qual os genes CPB
foram retirados, mostrou que eles sao importantes como fator de viruléncia. Apds
serem retirados os genes CPB, foi verificada a infectividade dos parasitas. Logo em
seguida, uma unica isoforma foi restaurada utilizando um gene com tamanho de 2.8
kb (denominado Imcpb2.8), o qual restaurou a infectividade dos parasitas em
macrofagos (in vitro) de forma semelhante a enzima nativa (MOTTRAM et al., 1996).
Outros estudos utilizando inibidores de CPB mostraram uma redugao na infectividade
dos parasitas tanto em macrofagos como em camundongos, sugerindo mais uma vez
que a CPB é importante no fator de viruléncia dos parasitas de Leishmania
(MOTTRAM et al., 1996; MOTTRAM et al., 1997).

Em 2000, Sanderson e colaboradores, expressaram e caracterizaram a forma
recombinante da CPB2.8 sem a porgdo C-terminal (denominada CPB2.8ACTE) a fim
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de melhorar a producgao e purificacdo da enzima e analisar o processo de modificagao
da enzima inativa para a enzima madura. Nesse estudo, a enzima recombinante
mostrou-se 20 vezes mais ativa do que a enzima nativa e parametros como Km, Kcat €

keat/ Km, semelhantes ao da cruzaina de T. cruzi.

2.4 Planejamento de Farmacos

O planejamento de farmacos consiste em um processo complexo, dindmico e
integrado de métodos experimentais e computacionais, visando a identificagdo e
desenvolvimento de moléculas biologicamente ativas (CERQUEIRA et al., 2015;
FERREIRA; ANDRICOPULO, 2014; MANDAL; MOUDGIL; MANDAL, 2009;
SANT'ANNA, 2002).

Para o planejamento de farmacos, além do conhecimento profundo da doenga
e das vias bioquimicas envolvidas, sado necessarios também estudos de
farmacocinética e toxicidade dos compostos estudados, exigindo interdisciplinaridade
e conhecimento em varias areas de estudo (CERQUEIRA et al., 2015; IUPAC, 2006;
MANDAL; MOUDGIL; MANDAL, 2009; SANT'ANNA, 2002).

Baseada nas bases moleculares da terapéutica, essa estratégia utiliza
modernas ferramentas estruturais, farmacolégicas ou quimicas, bancos de dados
contendo compostos reais ou virtuais, estruturas tridimensionais (3D) dos alvos
bioquimicos, quimica computacional, entre outros para alcangar o objetivo principal:
encontrar um farmaco que encaixe de forma especifica no alvo de interesse
(BARREIRO; FRAGA, 2008; CERQUEIRA et al., 2015; FERREIRA; ANDRICOPULO,
2014; IUPAC, 2006; GUIDO; ANDRICOPULO; OLIVA, 2010; MANDAL; MOUDGIL;
MANDAL, 2009).

Podendo ser realizado com base na estrutura do ligante ou do receptor, o
planejamento de farmacos é utilizado na obtengdo de compostos que tenham um
efeito biologico esperado devido seu desenvolvimento “sob medida”. (GUIDO; OLIVA,;
ANDRICOPULO, 2012; HOPFINGER, 1985; KRUGER; EVERS, 2010; MANDAL;
MOUDGIL; MANDAL, 2009).

Dentre as ferramentas utilizadas para o planejamento de farmacos, tem-se o
Planejamento de Farmacos Auxiliado por Computadores ou CADD (Computer-

Assisted Drug Design), no qual € possivel a partir de técnicas computacionais,
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planejar e otimizar compostos bioativos de forma a melhorar a estrutura do farmaco,
melhorar biodisponibilidade e biotransformagao, diminuir toxicidade, a fim de obter um
novo candidato a farmaco ou melhorar as propriedades de um farmaco ja existente
(IUPAC, 2006; MANDAL; MOUDGIL; MANDAL, 2009; SANT'ANNA, 2002).

2.5 Quimica Computacional

Quimica computacional € composta por um conjunto de técnicas que utilizam
métodos computacionais na resolugao de problemas quimicos (GASTEIGER, 2006a;
IUPAC, 2006). Por meio de recursos matematicos, utilizando métodos de mecanica
classica, fisica quantica, e quimica tedrica para simular situagcées proximas do real,
sob determinadas condi¢des (GASTEIGER, 2006a, b; IUPAC, 2006; OLSSON;
OPREA, 2001). Os métodos realizados utilizam calculos para o processamento,
visualizagdo e analise de resultados na busca de moléculas bioativas e/ou no
entendimento de seu mecanismo de agao (GASTEIGER, 2006a, b; IUPAC, 2006;
OLSSON; OPREA, 2001).

A partir da década de 1980, houveram avancos no desenvolvimento e melhoria
nos softwares e hardwares, juntamente com avangos no conhecimento bioquimico
sobre as bases moleculares das doengas, o que permitiu um avango significativo na
quimica computacional aplicada ao planejamento de farmacos permitindo a utilizagéo
desta tecnologia na academia e nas industrias quimicas e farmacéuticas
(CERQUEIRA et al., 2015; GASTEIGER, 2006a, b; ITAI et al., 1996; WERMUTH,
2008).

Dentre tantos métodos possiveis de realizar com a quimica computacional, a
triagem virtual € amplamente utilizada e tem como objetivo encontrar e selecionar
compostos que apresentem propriedades desejadas para atingir o alvo em estudo
(CERQUEIRA et al., 2015).
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2.5.1 Planejamento de Farmacos Baseado na Estrutura do Receptor (Structure-
Based Drug Design — SBDD) e Planejamento de Farmacos Baseado na Estrutura do
Ligante (Ligand- Based Drug Design — LBDD)

A integracdo de técnicas computacionais e experimentais € cada vez mais
utilizada no planejamento e desenvolvimento de moléculas bioativas candidatas a
farmacos. Assim, estratégias como planejamento de farmacos baseado na estrutura
do receptor (SBDD — Structure-Based Drug Design) e planejamento de farmacos
baseado na estrutura do ligante (LBDD - Ligand-Based Drug Design) ganham
destaque (FERREIRA; ANDICOPULO, 2014; GUIDO; ANDRICOPULO; OLIVA, 2010;
MACALINO et al., 2015).

O LBDD utiliza um conjunto de moléculas com propriedades e caracteristicas
diversas e que apresentam poténcia conhecida para o alvo em estudo, e sdo usadas
a fim de identificar um novo composto ativo, otimizar um composto ja existente,
estabelecer relagcdo entre a estrutura quimica e a atividade bioldgica, entre outros
(GUIDO; ANDRICOPULO; OLIVA, 2010; MACALINO et al., 2015).

Em estudos de SBDD € necessario a avaliacdo detalhada do alvo biologico.
Para isso, utiliza-se informag¢des obtidas por meio da cristalografia de raios-X,
ressonancia magnética nuclear (RMN) ou modelagem comparativa (FERREIRA;
ANDRICOPULO, 2014; GUIDO; ANDRICOPULO; OLIVA, 2010; MACALINO et al.,
2015).

A estratégia de SBBD vem sendo amplamente aplicada na busca de inibidores
da cruzaina, na tentativa de encontrar novos agentes contra o T. cruzi para a doenga
de Chagas, visto a disponibilidade de estruturas cristalograficas desta enzima com
qualidade suficiente para aplicagao desta técnica (FERREIRA et al., 2014; GUIDO;
OLIVA; ANDRICOPULO, 2012; TROSSINI, 2008). No entanto, para a L. mexicana, a
estrutura cristalografica da enzima CPB2.8 ainda ndo esta disponivel, sendo
necessaria a aplicagdo de técnicas de modelagem comparativa e simulagdo de

dindmica molecular.

2.5.1.1 Triagem virtual (virtual screening): LBVS e SBVS

A triagem virtual € um método computacional que usa a estrutura do alvo ou do

ligante para determinar o reconhecimento e a interag&o ligante-receptor, e tem como
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objetivo identificar pequenas moléculas com caracteristicas desejaveis para a
atividade biologica. Essa metodologia pode ser realizada com base na estrutura do
ligante (LBVS — Ligand- Based Virtual Screening) ou com base na estrutura do alvo
bioldgico (SBVS — Structure-Based Virtual Screening) por meio da analise estrutural,
complementariedade quimica e/ou farmacoforica (CERQUEIRA et al., 2015;
FERREIRA; ANDRICOPULO, 2014; FERREIRA; OLIVA; ANDRICOPULO, 2011).

O LBVS busca identificar compostos que apresentem semelhancas fisicas e
quimicas, baseando-se no principio de que moléculas semelhantes terdo efeitos
semelhantes no alvo desejado (CERQUEIRA et al., 2015).

Ja no SBVS, primeiramente seleciona-se um alvo bioquimico, e apos, organiza-
se bancos de dados virtuais de compostos que contemplem uma grande diversidade
quimica (ex. ZINC, eMolecules e ChemDiv). Como esses bancos de dados sé&o
compostos por milhares de compostos, a triagem virtual é guiada por filtros
moleculares, tais como modelos farmacoféricos e propriedades fisico-quimicas. A
regra dos cinco descrita por Lipinski e colaboradores, 1998 (peso molecular >500,
doadores de ligacéo de hidrogénio >5, aceptores de ligagao de hidrogénio >10 e clogP
>5), € um excelente exemplo de filtro molecular utilizado. Em seguida, realiza-se o
docking molecular das estruturas previamente selecionadas pelos filtros
estabelecidos, de modo a avaliar a complementariedade com o alvo. A ultima etapa,
e mais importante € a selecdo de compostos promissores e o teste biolégico na
enzima alvo. Essa etapa mostra experimentalmente a atividade dos compostos
selecionados, validando todo o processo realizado (CERQUEIRA et al.,, 2015;
FERREIRA; ANDRICOPULO, 2014; FERREIRA; OLIVA; ANDRICOPULO, 2011).

2.5.2 Modelagem Comparativa

A técnica computacional de modelagem comparativa tem como finalidade a
obtencdo da estrutura 3D de uma proteina alvo, por meio da comparacao da
sequéncia genética de aminoacidos desta proteina com o de uma proteina de
estrutura 3D conhecida, a qual é utilizada como molde. Ou seja, s&o utilizadas
informagdes estruturais ja determinadas experimentalmente na construgdo de
modelos (GRANT, 2009; HOLTJE et al., 2008; KALYAANAMOORTHY; CHEN, 2014;
SHEN; BAX, 2015).
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O alinhamento obtido entre as duas sequéncias é realizado por meio de uma
funcéo de pontuacao de alinhamento, na qual tem-se uma matriz de pontuacao para
cada residuo presente no molde e substituido ou mantido na sequéncia do banco de
dados, e uma funcao de penalidade ¢é utilizada. Quando a pontuagao de alinhamento
€ gerada, procura-se a melhor sequéncia de alinhamento no banco de dados
(KALYAANAMOORTHY; CHEN, 2014; SHEN; BAX, 2015).

O processo de modelagem de proteinas ocorre em quatro partes: encontrar
uma sequéncia similar para ser usada como modelo, fazer o alinhamento da
sequéncia molde com o modelo e, por fim, construir e avaliar o modelo (BAKER; SALI,
2001; KALYAANAMOORTHY; CHEN, 2014).

A utilizagdo desta técnica no desenvolvimento de farmacos exige acuracia e
avaliacdo da qualidade do modelo estrutural e dos métodos utilizados (BAKER; SALI,
2001; GRANT, 2009; HOLTJE et al., 2008; KALYAANAMOORTHY; CHEN, 2014). A
acuracia é descrita pela porcentagem de similaridade entre a sequéncia do molde com
0 modelo, e deve ser maior que 50% (BAKER; SALI, 2001; KALYAANAMOORTHY;
CHEN, 2014).

Devido as varias estruturas cristalograficas de cisteino-proteases, papain-like,
disponiveis no Protein Data Bank (PDB) com alta resolucéo, dentre elas catepsinas e
cruzaina, e sabendo n&o estar disponivel até o0 momento estruturas cristalograficas
da CPB2.8 (L. mexicana), a técnica de modelagem comparativa foi utilizada neste
trabalho e se apresentou como uma excelente ferramenta na constru¢cdo de modelos

para esse alvo, que sera aplicado em SBDD.

2.6 Simulagoes por dinamica molecular

A simulagdo por dindmica molecular (DM) € uma das principais ferramentas
computacionais criada para o estudo do movimento de sistemas, proteinas e de outros
biopolimeros, ao longo do tempo (HANSSON; OOSTENBRINK; van GUNSTEREN,
2002; MARTINEZ; BORIN; SKAF, 2007). Sendo utilizada, at¢é mesmo como
complemento de técnicas experimentais, visto que por meio desta pode-se obter
informagédo microscépica de uma observagdo em carater experimental (HANSSON;
OOSTENBRINK; van GUNSTEREN, 2002; MARTINEZ; BORIN; SKAF, 2007).
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Na DM, podemos obter informagdes a respeito de mudangas conformacionais
e funcionamento dos sistemas, diferengas de energia livre no processo de ligagcéo de
um ligante no sitio ativo, entre outros (HANSSON; OOSTENBRINK; van
GUNSTEREN, 2002; KALYAANAMOORTHY; CHEN, 2014; SALSBURY, 2010).

Na DM classica, baseada na mecanica molecular, os atomos sdo considerados
como bolas enquanto que as ligagdes sao vistas como molas que podem oscilar de
acordo com uma distancia 6tima (KALYAANAMOORTHY; CHEN, 2014; NAMBA, da
SILVA; da SILVA, 2008; SALSBURY, 2010). Nenhum efeito quéntico & considerado
na DM classica; isso quer dizer que nenhuma ligagado quimica € rompida e nao ocorre
nenhum efeito de ressonédncia. Os potencias utilizados sdo baseados em
aproximagdes (MARTINEZ; BORIN; SKAF, 2007;).

Tais aproximagdes sao realizadas para simular um movimento real dos atomos
e sao baseadas na Lei de Movimento de Newton (Equacéo 1), que consiste numa
solugdo numérica, passo a passo, da equagao de movimento de Newton (DURRANT;
McCAMMON, 2011; KALYAANAMOORTHY; CHEN, 2014; MARTINEZ; BORIN;
SKAF, 2007; NAMBA,; da SILVA; da SILVA, 2008):

Fi (f) = mi ai (1)

onde:
e Fié aforca exercida em cada atomo no tempo f;
e mié a massa do atomo;

e ajé a aceleragéo.

A lei de movimento de Newton permite um estudo das configuragdes do sistema
através do tempo, onde se conhece o tempo e a posigao inicial de uma dada particula,
€ possivel calcular, através das equagdes Newtonianas, a posi¢cao e o tempo posterior
dessa mesma particula. E a cada posi¢cao gerada, obtém-se um novo movimento,
resultando em uma trajetéria que descreve as posigdes e velocidades das particulas
do sistema nas diferentes variagées de tempo (LEACH, 2001; MARTINEZ; BORIN;
SKAF, 2007).

As forgas que agem em cada atomo do sistema podem ser obtidas a partir da
equacao 2 (abaixo). Essas forgcas s&o provenientes da contribuicdo das interagdes
entre os atomos ligados (comprimentos e angulos de ligagao, angulos diedros) e n&o
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ligados (interagbes de van der Waals, e de Coulomb) (DURRANT; McCAMMON,
2011; KALYAANAMOORTHY; CHEN, 2014; MARTINEZ; BORIN; SKAF, 2007;
NAMBA,; da SILVA; da SILVA, 2008).

Etotal =2 Eest +2 Eang +2 EvdW +2 E1,4 +2 Eelet +2 Etors (2)

onde:
e Etta € a soma dos termos de energia (ligados e n&o ligados);
e Ecst € energia de estiramento da ligagdo em relagéo ao valor de equilibrio;
e Eang representa a energia de deformagéo angular;
e E.qw representa a energia das interagdes de van der Waals;
e E14representa a energia de interagdes nao ligadas do tipo 1-4;
e Ecet € a energia de atragao ou repulsdo entre duas cargas eletrostaticas (lei de
Coulomb);

e Etors corresponde a deformacao torsional.

O conjunto das interagdes que descrevem as contribui¢cdes das for¢as de cada
atomo do sistema que governam a DM é chamado campo de for¢a, e este permite que
a energia potencial do sistema como um todo seja calculada (Equacao 2). A escolha
do campo de forca depende do sistema a ser estudado e dos parametros a serem
pesquisados. Ha varios tipos de campos de forga disponiveis, os mais utilizados sao:
CHARMM (Chemistry at HARvard Macromolecular Mechanics — MacKERELL et al.,
1998); AMBER (Assisted Model Building and Energy Refinement — CORNELL et al.,
1995); OPLS (Optimized Potential for Liquid Simulations — JORGENSEN; MAXWELL,;
TIRADO-RIVES, 1996); GROMOS (GROningen MOlecular Simulation — van
GUNSTEREN et al., 1996) (DURRANT; McCAMMON, 2011; KALYAANAMOORTHY;
CHEN, 2014; NAMBA,; da SILVA; da SILVA, 2008).

Apos a escolha do campo de forga, € possivel calcular a for¢a que age sobre
cada atomo a partir da derivada da energia potencial (V) obtida do campo de forga em
relagédo as posi¢cdes dos atomos (r) (equacao 3). Esta equagéo gera a aceleragao da
particula.
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Fi (f) = - 8V (1)
__r
S ri (3)

Como a equacgédo 1 gera somente a aceleragéo, integra-se as equacgoes (1 e 3),
dessa forma, é possivel obter as velocidades, que por sua vez, integradas, geram as
mudangas nas posi¢cdes dos atomos (KALYAANAMOORTHY; CHEN, 2014; NAMBA;
da SILVA; da SILVA, 2008). A partir das posi¢cbes e velocidades obtidas de cada
atomo, é possivel calcular a energia potencial e a cinética do sistema. Quando esse
processo acima é aplicado consecutivamente, obtém-se o conjunto de posigdes e
velocidades de cada atomo ao longo do tempo, que € denominado trajetoria (NAMBA,
da SILVA; da SILVA, 2008).
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3. OBJETIVOS e JUSTIFICATIVA

Devido a escassez de alternativas quimioterapicas contra a doenga de Chagas
e as leishmanioses e o0 que foi exposto no topico de revisdo bibliografica deste
trabalho, € urgente a necessidade de novos farmacos contra essas parasitoses. As
enzimas cisteino-proteases, cruzaina do T. cruzi e CPB2.8 de Leishmania mexicana
sdo alvos moleculares interessantes na busca de novos agentes contra esses
tripanossomatideos, uma vez que sao essenciais para o desenvolvimento e
sobrevivéncia dos parasitas e, também atuam nos processos de invasao celular e
modificagdo da resposta imune do hospedeiro (ALVES et al., 2001a; COPELAND,
2013; SAJID et al., 2011; SAJID; McKERROW, 2002).

O planejamento de farmacos baseado na estrutura do receptor (Structure
Based Drug Design - SBDD) é um método utilizado para auxiliar a identificagao de
compostos promissores candidatos a novos farmacos (FERREIRA et a., 2014). Uma
das ferramentas de SBDD muito utilizadas, inclusive neste trabalho é a triagem virtual,
que possibilita identificar e selecionar candidatos a inibidores, a partir de grandes
bases de dados de compostos.

Visto a disponibilidade da estrutura cristalografica da cruzaina em excelente
resolugao, esta pode ser utilizada na aplicagdo do método de SBDD na selecao de
uma nova série de candidatos a antichagasicos (FERREIRA; OLIVA; ANDRICOPULO,
2011; GRANT, 2009).

Por outro lado, apesar da estrutura cristalografica da CPB2.8 de L. mexicana
nao estar disponivel, sdo conhecidos seus parametros cinéticos e sua sequéncia de
aminoacidos, que apresenta alta identidade com as outras proteinas papaina-like,
permitindo a aplicagdo do SBDD por meio de modelagem comparativa e posterior
triagem virtual.

Com o objetivo de obter novos agentes quimioterapicos, tripanomicidas e
leishmanicidas, o presente trabalho teve como objetivo principal a utilizagdo de
técnicas modernas de triagem virtual e SBDD, na busca de novos compostos
tripanossomatideos que atuem como inibidores das cisteino-proteases cruzaina e

CPB2.8. Para isso, o trabalho apresentou como objetivos especificos:

e Construcdo do modelo da CPB de L. mexicana por meio de modelagem

comparativa,;
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e Simulagcdo e refinamento por dindmica molecular do modelo obtido por
modelagem comparativa;

¢ Analise do sitio ativo das proteases por campos de interagdo molecular;

e Construcao de farmacoforos para proteases de L. mexicana e T. cruzi;

e Busca virtual de compostos tripanossomatideos;

e Selecado dos compostos para posterior avaliagédo biologica.

A integragdo entre estratégias tedricas (computacionais) e experimentais
(avaliagdo biologica), fundamental para o planejamento e obtencdo de novos
farmacos e claramente refletida neste trabalho, € de grande valia dentro do paradigma
da Quimica Farmacéutica e Medicinal Moderna, seguindo tendéncias cientificas e
tecnoldgicas atuais nos aspectos multi e interdisciplinares. Espera-se, dessa forma,
contribuir para a quimioterapia da doenca de Chagas e leishmanioses, doencgas
consideradas extremamente negligenciadas, que necessitam de atencao,

especialmente, nos paises acometidos.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

v' Computadores e Estagdes de Trabalho:
e Workstations HP Z600 (Xeon X5650, HD 1Tb, NVIDEA Quadro 4000 1Gb);
e Computadores PC/Windows

e Linux

v’ Softwares:
e PyMOL v1.6;
e Sybyl-Xv2.1.1;
e GRIDVv1.2.2;
e Excelv14.6.7;
e GOLD v5.5;
e Hermes v1.8.2;
e GraphPad Prism v7b (Trial License);
e MarvinSketch v16.5.16.0.
e Gromacs v4.5.6
e Omega v3.0.0.1

4.2 Métodos

4.2.1 Modelagem Comparativa

Primeiramente, foi realizada uma busca da sequéncia de aminoacidos da
CPB2.8 no banco de dados NCBI (www.ncbi.nim.nih.gov/protein/), utilizando a
palavra-chave Imcpb2.8.

A partir da sequéncia de aminoacidos da CPB2.8 de L. mexicana, foi realizada
uma busca por proteinas com identidade estrutural no servidor HHpred
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(http://toolkit.tuebingen.mpg.de/hhpred) que faz busca e deteccdo de homologia e
similaridade e predicdo de estrutura por meio de algoritmos baseados em
alinhamentos HMM-HMM (Hidden Markov Models — Modelos ocultos de Markov)
(SODING; BIEGERT; LUPAS, 2005).

Foi realizado um alinhamento global, que é feito ao longo de toda a sequéncia,
de um extremo ao outro, a fim de se determinar as regiées mais conservadas e que
apresentam alto grau de similaridade (MUNIZ, 2003).

Ap0Os a etapa de alinhamento, foi realizada a escolha por um molde apropriado,
levando-se em consideracao a identidade de sequéncia, que diz a porcentagem de
semelhanga entre a proteina molde e o modelo; a porcentagem de probabilidade
(probabilidade de uma sequéncia aleatdéria com mesmo tamanho e composi¢ao obter
0 mesmo score), o E-value (indica o numero de alinhamentos diferentes com valores
de score iguais ou melhores que a pontuacéo e que sejam encontrados por uma busca
por acaso) e a pontuagédo (pontuacgdo de alinhamento). O melhor alinhamento foi
obtido com a estrutura cristalografica da enzima cruzaina de T. cruzi (pdb: 3106). A
qualidade da estrutura cristalografica também foi verificada a partir dos valores de
resolucao (capacidade de visualizar que dois atomos sao diferentes em uma menor
distancia possivel), R-free value (compara quanto o modelo de difracdo de raio-x é
semelhante ao dado experimental, valores proximos ao zero sao ideais), grafico de
Ramachandran (identifica a partir da correlagédo entre os angulos ¢ (phi) e y (psi) quais
residuos contibuem para a conformacio da proteina e quais se encontram fora das
regides energeticamente favoraveis) e o fator B (descreve o deslocamento da regides
atdbmicas, valores geralmente entre 15-30 A s&o mais aceitaveis, porém areas muito
flexiveis podem apresentar valores maiores). A partir destes resultados, foi realizada
a construgdo do modelo da estrutura da CPB2.8 empregando o programa Modeller
(SALI et al., 1995).

Na etapa de validagcdo do modelo utilizou-se o grafico de Ramachandran e
analise visual através da sobreposi¢gdo do modelo com a estrutura da cruzaina (pdb:
3106), e seguiu-se as estapas de validacdo descritas no servidor Swiss-Model

(http://swissmodel.expasy.org/).

4.2.2 Simulacéo por Dindmica Molecular
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A simulacéo por dindmica molecular foi realizada utilizando o campo de forga
AMBER99SB-ILDN no programa Gromacs v4.5.6.

A solvatacdo do sistema foi considerada explicita, na qual moléculas de agua
foram representadas pelo modelo TIP3P, os ions foram adicionados para neutralizar
a carga do sistema a uma concentragao fisiolégica (NaCl a 0,1 M), e a protonagéo dos
residuos foi ajustada ao pH 5,5 (pH do ensaio biologico descrito em Ferreira et al.,
2010). Foram mantidas temperatura e pressao constantes, em uma caixa cubica
periodica. Inicialmente, foi realizado um calculo de minimizagdo seguido de
equilibragao do sistema e, por fim, a simulacdo com o sistema livre foi realizada por
100 ns.

4.2.3 Construcao do Modelo Farmacoférico

A partir da estrutura do modelo obtido apés a DM (CPB2.8) e a estrutura
cristalografica das enzimas cruzaina (pdb: 3106 — resolugédo 1,1 A), catepsina L (pdb:
2XU3 - resolugdo 0,90 A) e catepsina B (pdb: 1GMY - resolugdo 1,9 A), os calculos
dos campos de interacdo molecular (MIFs) foram realizados para cada uma das
estruturas no programa GRID v1.2.2, utilizando as seguintes sondas quimicas:

H2O — Hidrofilica

Dry — Hidrofébica

C1 - Carbono vinilico e/ou aromatico

C3 - Carbono sp?®

N: - Nitrogénio aceptor de ligagcédo de hidrogénio
N1 — Nitrogénio doador de ligagdo de hidrogénio
O — Oxigénio sp? (aceptor de ligagédo de hidrogénio)
COO" — Carboxilato alifatico

Ar. COO" — Carboxilato aromatico

CONH: — Amida alifatica

Ar. CONH2 — Amida aromatica

SR N N N N N ST VR N NN

A caixa GRID foi centralizada no residuo de Cys25, que é o principal residuo

catalitico da proteina, e suas coordenadas foram definidas no eixo x, y e z.
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Foram calculados os MIFs para todas as estruturas alinhadas, para avaliar se
havia alguma variagdo nos campos gerados. Os campos de interagdo molecular foram
visualizados e tratados no programa PyMOL v1.6. Foram geradas imagens de cada
estrutura com suas respectivas sondas.

Apos esse processo, foi realizada uma comparacao entre as estruturas a fim
de verificar pontos que ndo fossem comuns a fim de construir um modelo
farmacoférico mais seletivo. A comparacao foi realizada entre as estruturas da CPB2.8
e catepsina L e B; e entre a cruzaina e as mesmas catepsinas. Posteriormente,
comparou-se a cruzaina com a CPB 2.8 e foram obtidos os residuos predominantes

para a construcéo dos respectivos farmacoforos.

4.2.4 Validacao do Modelo Farmacofdorico da enzima cruzaina de T. cruzi

Devido a dificuldade na validagao do modelo farmacoférico inicial, outros dez
modelos foram construidos para a enzima cruzaina, foram analisados os campos de
interagdo molecular e foram comparados com as enzimas humanas a fim de encontrar
campos que ndo estivessem nas enzimas humanas buscando assim um ponto
seletivo, como descrito no tépico anterior.

Dentre os dez modelos farmacoféricos construidos, apenas um apresentou
condigao e qualidade suficiente para ser validado com valor de AUC (area sob a curva)
acima de 60% (HEVENER et al., 2009).

Apo6s a construgcédo e analise do modelo farmacoférico no programa PyMOL
v1.6, os pontos de interagédo obtidos foram construidos no programa Sybyl-X v2.1.1
no médulo UNITY a fim de realizar a validacéao.

Primeiramente, buscou-se no ChEMBL (https://www.ebi.ac.uk/chembl/), que é
um banco de dados de moléculas bioativas, compostos que ja foram testados contra
a enzima cruzaina (BENTO et al., 2014). Apss a obtencao desse banco de dados, foi
realizada uma analise sobre o tipo de ensaio realizado, de forma que todos os
compostos ativos selecionados tenham sido testados contra a enzima utilizando os
mesmos parametros de ensaio que serao utilizados para posterior avaliagado das
moléculas obtidas neste trabalho, a fim de se evitar erros.

Para a selecdao dos compostos bioativos, levou-se em consideragcdo os

compostos que apresentaram valores de ICsp para a enzima menores que 10 uM.
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Esses compostos foram separados e no programa MarvinSketch v16.5.16.0 foram
passados para formato smiles, processo necessario para o proximo passo.

A lista no formato smiles foi utilizada para obtencdo de decoys (compostos
falso-positivos) no banco de dados DUD-e (HUANG; SHOICHET; IRWIN, 2006;
MYSINGER, 2012). Um banco de dados de decoys e outro de compostos ativos foi
gerado no programa Sybyl-X v2.1.1 no moédulo UNITY. Esses bancos de dados
(decoys e ativos) foram utilizados para a busca de compostos com caracteristicas de
interagdo semelhantes aquelas encontradas no modelo farmacoférico construido, os
compostos selecionados foram chamados de hits.

Com os hits e os decoys encontrados, foi realizada a validagdo por meio de
curva ROC.

4.2.4.1 Construcao da Curva ROC (Receiver operating characteristic)

A curva ROC foi utilizada para validar o modelo farmacoférico construido e para
verificar se o modelo é capaz de diferenciar os compostos ativos dos decoys a partir
de suas caracteristicas.

Os dados obtidos ap6s a busca do banco de dados no programa Sybyl-X v2.1.1
foram transmitidos ao Excel v14.6.7 a fim de se obter uma taxa de verdadeiros
positivos e outra de falsos positivos.

Ambas as colunas das taxas acima citadas foram copiadas para o programa
GraphPad Prism v7b e foram geradas a curva ROC e a AUC.

4.2.5 Validacao do Modelo Farmacofdorico da enzima CPB2.8 de L. mexicana

Foi realizada uma busca no banco de dados ChEMBL a fim de se obter
compostos bioativos na enzima CPB2.8 de L. mexicana, porém n&o ha nesse banco
de dados nenhum composto descrito para essa enzima, entéo realizou-se uma busca
em bancos de dados de artigos cientificos ja publicados com dados de inibigdo
enzimatica contra a enzima.

N&o ha na literatura muitos dados sobre a enzima CPB2.8, mas foi possivel,

selecionar 28 compostos com atividade de inibicao abaixo de 10 uM.
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A partir dos 28 compostos ativos, foram gerados decoys no banco de dados
DUD-e a fim de prosseguir a validagao através da curva ROC. Porém nao foi possivel
gerar uma quantidade de decoys que desse um valor significativo para construir a
curva ROC, e por ndo ter dados sobre a atividade dos compostos no sitio ativo da
enzima.

Entdo, os estudos de triagem virtual foram prosseguidos utilizando o modelo
farmacoférico construido e a validacido sera realizada com os ensaios de inibigao e

cinética enzimatica.

4.2.6 Triagem virtual

Apés a validagdo dos modelos farmacoforicos, a triagem virtual foi realizada
utilizando os subconjuntos all purchasable e all boutique do banco de dados ZINC
(IRWIN; SHOICHET, 2005; IRWIN et al., 2012) que é um banco de dados de
compostos disponivel on-line contendo aproximadamente 35 milhdes de compostos.

Inicialmente, foi realizada no programa Omega v3.0.0.1 (OpenEye Scientific
Software, Santa Fe, NM) uma filtragem do banco de dados utilizando um filtro de
propriedades fisico-quimicas baseado em dados de inibidores ja conhecidos da
enzima cruzaina, presentes no banco de dados ChEMBL (ID: CHEMBL3563 -
https://www.ebi.ac.uk/chembl). As seguintes prorpiedades foram utilizadas:

numero de doadores de ligacao de hidrogénio entre 1 e 5

numero de aceptores de ligagéo de hidrogénio entre 1 e 5
logaritmo do coeficiente de particdo octanol/agua (logP) entre 2 e 5
massa molecular entre 300 e 500 (u)

area de superficie polar entre 50 e 150

maximo 1 grupo nitro para evitar toxicidade

N N N N N R

carga formal entre -2 e 2 para evitar problemas de permeabilidade

celular

A partir da aplicagao deste filtro a triagem virtual foi realizada no médulo UNITY

implementado no pacote computacional Sybyl-X v2.1. Nesta etapa o objetivo foi
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selecionar compostos que fossem compativeis com o modelo farmacoférico das

proteinas cruzaina e CPB2.8.

4.2.6 Ancoramento Molecular

A etapa de Ancoramento molecular foi realizada no programa GOLD v5.5
(CCDC Software Ltd.) em computador PC Windows.

Iniciou-se com a validagdo do ancoramento molecular utilizando a metodologia
de redocking variando a caixa de docagem entre 7 A - 10 A,

As estruturas das proteinas foram preparadas utilizando o médulo Hermes
v1.8.2 do programa GOLD v5.5 (CCDC Software Ltd.). Nessa etapa retirou-se o
ligante, co-cristalografado e as moléculas de agua. Ressaltamos que todas as
moléculas de agua foram retiradas apés analise e verificagdo de que nenhuma delas
estava envolvida na interacdo entre os residuos cataliticos e o ligante co-
cristografado. Verificou-se também que ndo havia moléculas de agua essenciais para
manter a estrutura terciaria da proteina.

A docagem foi realizada utilizando como ponto central uma caixa de docagem
de 7 A (foi a que melhor apresentou resultados na validagéo) a partir da Cys25
(residuo catalitico). Foram realizadas 30 rodadas de ancoramento para cada ligante.
Esta primeira docagem foi realizada para excluir os compostos que n&o respeitavam
as interacgbes identificadas pelo modelo farmacoférico e compostos com pontuagao
baixa pela funcdo GOLDSCORE. A analise dos resultados foi realizada utilizando o
programa PyMOL v1.6
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Modelagem Comparativa

O modelo da cisteino-protease de L. mexicana CPB2.8 foi obtido utilizando
como molde a estrutura cristalografica da enzima cruzaina de T. cruzi (pdb: 3106) pelo
alinhamento global (Figura 6).

Obtivemos 60% de identidade de sequéncia entre 0 modelo e o molde, sendo
que valoredes de identidade acima de 25% ja é considerado um valor aceitavel para
proteinas homologas. A probabilidade de gerar um alinhamento aleatério com as
sequéncias estudadas e isso gerar uma pontuagao igual ao alinhamento original foi
de 100% de probabilidade. O E-value foi de 9,1x10%2, sendo que quanto menor o
valor, mais significativo € o modelo. Baseado nos resultados apresentados, visto que
os parametros estatisticos do alinhamento apresentados acima estavam de acordo
com os valores tedricos, utilizamos esse alinhamento e esse molde para continuarmos

os estudos.

Figura 6 — Alinhamento da sequéncia de CPB2.8 (Q) com a cruzaina de T. cruzi (pdb: 3106 - T)
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T1 APAAYDWURARGAVTAVKDOGOCGSCWAFSAIGHNYECOWFLAGHPLTNLSE SCDKTDSGCSGG AFEW E 80

CCSEEEGGGGTCCCCCCBCCSSCCHHHHHHHHHHHHHHHHTTSCCCCCCHHHHHHHCSSSCGGGCCCHHHHHHHHHHHST
CCCCEeCCCCCCCCCCccCCCCccHHHHHHHHHHHHHHHHheCCecccccHHHHHhheoecCCCCCCCChHHHHHHHARheC

CcccccCeccccCCCCCCCCCCCCecccccceeEeeeEEERCCCHHHHHHHHHHCCCEEEEEEcchhhecCCeceeccCCCCC
08z GHLHTEDS SGHNG ECSHSSE GA ODGH GSSEKANMAARWULAKNG ATALDASS SYKSG TA GK 161

R T B B L T T e e A SR L I AP S L S I (R
T8l GA TEDS ASGEGISPPCTTSGH-TYGATITGHYELPUDER AAULA G AVAVDASSUNTYTGE TS SE 159

TEEEC-CCSCCCCTTSCCCCCCCSSC-CEEEEEEEEEECCSCHHHHHHHHHHHCCEEEEECCTTGGGCCSSEECSCCCSE

CccecCCCCCCccccCCcccccccccc-ceeeEecceEECcCCCHHHHHHHHHheCCEEEEEEecceccecceCCecCCCCCCC

CCeEEEEEEEeccCCceEEEEECCCCCccCecCcEEEEEcCCCeecccCecEEEESRE
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S T T T O T T Y O O I I B P B
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CCEEEEEEEEESSSSSCEEEEECSBCTTSTBTTEEEEESSSCGGGTTSSEEEEEEC
CCeeEEEEEeecCCCcEEEEEECCCcCCCCcCCCcEEEEECCCCcceccCCeceeEEect

O modelo obtido foi validado por meio do grafico de Ramachandran (Figura 7)
que apresentou 96,8% dos residuos em regides favoraveis, 2,3% dos residuos em
regides permitidas e 0,9% de residuos outlier, o que corresponde a 2 residuos (Ser151
e Cys157) que néo interferem na regido catalitica da enzima (triade catalitica: Cys26,
His164 e Asn184).
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Figura 7 — Grafico de Ramachandran do modelo obtido por Modelagem Comparativa
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Legenda: Nas setas estéo os residuos outliers Ser151 e Cys157

Foi realizada a analise visual da sobreposigéo entre o modelo obtido (CPB2.8)
e o molde utilizado (Figura 8). A sobreposicao das estruturas mostrou que a regido do
sitio ativo do modelo de CPB2.8 nao foi alterado quando comparado ao molde pdb:
3106 de cruzaina, mantendo a posigao dos residuos da triade catalitica (His, Cys e
Asn) e o fold da proteina.
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Figura 8 — Sobreposi¢do do modelo de CPB2.8 (amarelo) e a estrutura cristalografica do
molde de cruzaina (rosa — pdb: 3106)

Legenda: Em formato stick rosa estdo os residuos da triade catalitica (His, Cys e Asn) da estrutura
cristalografica da enzima cruzaina (pdb: 3106). Em amarelo estédo os residuos da triade catalitica do
modelo de CPB2.8 construido. Os pontos pretos com as numeragdes sdo as distancia entre cada
residuo.

A etapa de validagao foi realizada segundo parametros descritos no servidor

Swiss-Model (http://swissmodel.expasy.org/) e foram obtidos os seguintes resultados:

v Valor de p-value de 4.068x10° (valores menores que p<0,001 s&o aceitaveis);
v" Score de qualidade do modelo apresentou um valor de 0,7688 (valores maiores
que 0,4 indicam modelos mais confiaveis e com alta similaridade com a
estrutura nativa);
v Visualizagdo 3D dos residuos errados (Figura 9): € uma representagao que
indica a acuracia do modelo e é medida pelas cores:
o Azul: regibes com alta acuracia

o Vermelho: regides com baixa acuracia
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Figura 10 — Visualizagdo 3D da acuracia da posi¢éo dos residuos

Legenda: regides azuis: residuos em posigao confiavel; regides vermelhas: residuos em
posicdes nao confiaveis

Os resultados obtidos a partir da construgao e validacdo do modelo descritos
acima sugerem que o modelo tem qualidade suficiente para ser considerado validado

e pode ser utilizado nos préximos passos.

5.2 Simulagao por Dindmica Molecular - Campo de Forca AMBER99SB-ILDN

A simulagao por dindmica molecular foi realizada utilizando o campo de forga,
AMBER99SB-ILDN o qual contém parédmetros para calculos em proteinas
(LINDORFF-LARSEN et al., 2010). Nesta etapa, a simulagao foi realizada sem ligante,
pois tentativas de realizar a simulagdo com o substrato natural da enzima nao foram
bem sucedidas, uma vez que o substrato sai do sitio da proteina apds 5ns de
simulacdo. Apos, foram realizadas algumas etapas de validagdes.

A primeira etapa de validagao realizada foi a analise do grafico de RMSD (root
mean square deviation — raiz média do desvio quadratico) do backbone (cadeias
principais) da proteina (Figura 11). Nesta analise, € possivel verificar o grafico do
RMSD versus os passos (tempo) em picossegundos da simulagdo. Foi observado
neste grafico que o modelo estabilizou a partir de 80ns e se manteve estavel até o fim
da simulagéo.
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Figura 11 — RMSD do backbone do modelo de CPB2.8
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Legenda: Barra vermelha indica regido de estabilizagdo do modelo (80 ns)

O grafico de RMSD foi gerado também para as regides de loop (regides
flexiveis) e para regido sem o loop, a fim de verificar se o aumento entre 30 e 50 ns

ocorreu devido a presenga de regido de loop, que € uma regido bastante flexivel e de

dificil estabilizagdo (Figura 12).

Figura 12 — RMSD do backbone (preto), loop (rosa), e sem a regiao de loop (azul)
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Este resultado mostra que a regido de loop aumenta o RMSD do backbone,
pois quando comparamos as trés regides (backbone, loop e regido sem o loop),
verificamos que esse aumento s6 aparece quando geramos o grafico do backbone e
do loop, mas néo € possivel verificar um aumento significativo quando comparamos
ao grafico da proteina sem a regido de /oop.

Isso indica que a regidao do loop da proteina é a principal causa dos picos que
aparecem no RMSD, visto que se trata de uma regido de grande mobilidade. Ao
observar na figura a regido sem o loop, verificou-se que o RMSD é estavel, o que
comprova ainda mais a estabilidade da proteina.

Apds o RMSD, foram verificados os graficos de raio de giro (Figura 13) e a area
de superficie hidrofébica (Figura 14).

Figura 13 — Grafico do Raio de giro do modelo obtido
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O raio de giro indica mudangas conformacionais na proteina ao longo do tempo
e avalia o grau de compactagao em fungéao do tempo (van der SPOEL et al. 2013).

No modelo, observou-se que houve um pequeno aumento em
aproximadamente 90ns, o que nao é esperado para resultados de raio de giro. Porém,
como a proteina nao foi simulada com um ligante, esse resultado € aceitavel, uma vez

que a proteina pode compactar e sofrer uma pequena descompactagao ao longo do
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tempo. Como pode-se observar na Figura 13, ocorre o aumento em 90ns, seguido de
uma queda, indicando que a proteina volta a compactacgao.

O grafico de area de superficie hidrofobica (Figura 14) representa a area da
proteina acessivel ao solvente. Nesse caso, é interessante que ndo haja um aumento,
em especial da area hidrofébica. Porém, foi observado um aumento no grafico, tal
aumento seguiu o mesmo padrao encontrado no grafico do raio de giro, o que também
indica que esses residuos estiveram expostos ao solvente em 90ns e depois
retornaram para o estado esperado.

Figura 14 — Grafico da area de superficie hidrofébica do modelo obtido
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Os resultados acima indicam que o modelo de proteina construido esta estavel,
porém a falta do ligante pode acarretar em um maior movimento dos residuos. Isto é
aceitavel, uma vez que na presenca do ligante a proteina tende a manter uma
conformacéo mais estavel (GRUTSCH et al., 2014).

Outras etapas de validagao foram realizadas, como a analise das interacbes de
hidrogénio entre os residuos da triade catalitica (Cys26; His164 e Asn184). Foi
verificado nesta analise, que ha uma interacao entre os residuos de His164 e Asn184
(Figura 15), mas a mesma interagao ndo ocorre entre o residuo de Asn184 e Cys26
(Figura 16) e nem entre o residuo de His164 e Cys26 (Figura 17). Esse resultado

corrobora com o esperado, uma vez que, o residuo de Cys26 deve estar desprotonado
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para que ocorra o ataque nucleofilico ao substrato. No mecanismo de catalise o
residuo de His164 é quem retira o proton da Cys26, portanto, ndo deve ocorrer uma

ligagdo de hidrogénio entre esses residuos.

Figura 15 — Frequéncia da ligacdo de hidrogénio entre os residuos His164 e Asn184
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Figura 16 — Frequéncia da ligagao de hidrogénio entre os residuos His164 e Cys26
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Figura 17 — Frquéncia de ligagédo de hidrogénio entre os residuos Asn164 e Cys26
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Foi realizada uma analise para verificar a frequéncia percentual da ligagcao de
hidrogénio entre os residuos de His164 e Asn184 (Figura 18). Foi possivel verificar
que esses residuos interagem durante 40% do periodo total da DM (100 ns). Na
por¢cao onde a DM estabilizou (80-100ns) observou-se que 3% do tempo ocorre essa

mesma interagao.
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Isso nos mostra que a ligacdo de hidrogénio entre os residuos de His164 e
Asn184 ocorre, principalmente, a partir do momento em que a DM estabiliza, esse
resultado é importante, pois por se tratarem de dois residuos da triade catalitica da
enzima, essa ligagao pode estabilizar o sitio catalitico da proteina para que o processo

de catalise ocorra.

_ Figura 18 — Ocupancia das ligagdes de hidrogénio entre os residuos da triade catalitica

Ocupancia Interagoes de Hidrogénio

®0-100ns

80-100ns

His164-Cys26 Hisl64-Asn184 Asnl134-Cys26

Legenda: Em cinza escuro o percentual de frequéncia da ligagéo de hidrogénio durante o periodo total
da simulacdo. Em cinza claro o mesmo percentual, porém durante o periodo de estabilizagdo da
simulagéo (80-100 ns)

Foi realizada a sobreposigdo da estrutura antes (amarelo) e depois da DM
(azul) (Figura 19); e também uma comparagé&o entre o modelo obtido apés a DM e o

molde (rosa - pdb: 3106) (Figura 20) no programa PyMOL v1.6.
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Figura 19 — Sobreposigéo das estrutura antes e depois da simulagao por DM

Legenda: sobreposigdo do modelo antes da DM (amarelo) e modelo apés a DM (azul); stick: residuos
da triade catalitica; pontos pretos: distancias entre os residuos.

Figura 20 — Sobreposigao das estrutura apds a simulagdo por DM e molde pdb: 3106

Legenda: modelo apds a DM (azul) e molde (rosa - pdb: 3106); em stick os residuos da triade catalitica;

e 0s pontos pretos: distancias entre os residuos.
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Verificou-se na figura 19 que os residuos da triade catalitica tiveram uma
movimentagao; o principal residuo da triade, a Cys26 mudou de posi¢ado obtendo uma
distancia de 3,3 A comparada a 3,5 A antes da DM. E os outros residuos também
movimentaram, a His164 apresentava antes da DM uma distancia de 3,3 A para o
residuo de Asn184, e essa distancia foi aumentada para 4 A apos a DM. N&o foram
observadas alteragbes significativas na estrutura da proteina. Alteragbes séao
esperadas apés a DM, pois a simulagao é realizada para refinar o modelo construido,
entdo havera movimentacao e alteracao de estrutura.

Na figura 20, verificou-se a diferenga entre 0 modelo apés a DM e o molde
utilizado para a construgéo. O residuo de Cys26 apresentou uma distancia proxima
ao residuo de Cys25 do molde (3,3 A e 3,6 A, respectivamente). Ja o residuo de
His164 apresentou uma movimentacédo maior, 4 A comparado a 2,9 A do molde. Em
relagdo a estrutura, foi possivel observar algumas diferengas na formacao de folha
beta e alfa-hélice, vale lembrar que nao se trata da mesma proteina e que apesar de
altamente semelhantes ainda ha uma diferenca na sequéncia primaria, o que pode
estar relacionado com a diferenca na estrutura terciaria da proteina, uma vez que a
interacao entre os residuos leva a formacao da estrutura terciaria.

No grafico de Ramachandran (Figura 21), verificou-se apenas um residuo em
regiao de outlier (Gly12 — 0,5%), 8,9% dos residuos em regides permitidas e 90,6%
em regides favoraveis. Apesar dos residuos em regides favoraveis terem diminuido
quando comparado ao grafico do modelo antes da dindmica, apenas um residuo foi
encontrado em regido de outlier, diferentemente do mesmo grafico apresentado antes
da DM, no qual observou-se dois residuos outlier. E neste caso, o unico residuo
encontrado fora da regido permitida foi o residuo de glicina, que € descrito como
permitido em regides desfavoraveis uma vez que n&o apresenta cadeia lateral
volumosa (VERLI, 2014).
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Figura 21 — Grafico de Ramachandran do modelo apés a DM
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Legenda: seta mostra o residuo de Gly12 que é um outlier.
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5.3 Modelos Farmacoforicos

Como dito anteriormente, os MIFs foram gerados a partir das sondas quimicas:
H20, Dry, C1, C3, N:, N1, O, COOr, Ar. COO", CONH2, Ar. CONH.. Apés a geragao
dos campos de interagcao, foi realizada uma analise dos campos para posterior

construcao do farmacdéforo.

5.3.1 Modelo Farmacoférico CPB2.8

Os pontos de interagdo discutidos abaixo foram encontrados na analise das
sondas quimicas obtidas apos o calculo dos MIFs. Os estudos foram realizados de
maneira comparativa, sendo utilizadas para a construgao do farmacoforo as regides

observadas somente na enzima CPB2.8 ndo tendo sido encontradas nas outras
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proteinas analisadas. Baseado nas caracteristicas que serao descritas, foi construido
o modelo farmacoférico da proteina CPB2.8.

Na figura 22, observou-se a presenca da sonda Dry que representa
caracteristicas hidrofébicas. Os campos calculados se apresentaram préximos aos
residuos de tirosina na porgao do bolso S2 da enzima e um residuo de triptofano no
bolso S2’. O bolso S2 foi descrito por ser uma regido que aceita grupos hidrofébicos
na enzima CPB2.8, corroborando com os resultados obtidos pela presenca da sonda
quimica hidrofébica (ALVES et al., 2001a; ALVES et al., 2001b; ALVES et al., 2001c).
Este resultado indica que essas regides podem acomodar um ligante com
caracteristicas hidrofébicas que pode interagir com esses dois residuos por interagdes
do tipo empilhamento-r.

Ainda observando os resultados provenientes das sondas com caracteristicas
hidrofébicas, verificou-se que a sonda C1, a qual indica interacdo com carbonos
vinilicos e/ou aromaticos também sugere regides proximas aos dois bolsos descritos
acima (Figura 23).

Como encontramos caracteristicas hidrofébicas na regido do bolso S2 e 0 mesmo
ja foi descrito na literatura por acomodar estruturas com essa caracteristica, comegou-
se a construcdo do modelo farmacoférico adicionando dois pontos hidrofobicos; um
na regido do bolso S2 e e outro na regiao do bolso S2’ (Figura 24).
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Figura 22 — Sonda Dry presente no bolso S2 e S2’ da enzima CPB2.8

Legenda: Branco: enzima CPB2.8 mostrada em superficie de area acessivel ao solvente. Em azul a
sonda Dry na regido do bolso S2 e S2’. Em verde os residuos Tyr210 e Trp190 possiveis pontos de
interagao hidrofébica.

Figura 23 — Residuos da triade catalitica (Cys26, His164 e Asn184) com a sonda C1 (vermelho)

Legenda: Em vermelho a sonda C1 na regido do bolso sitio catalitico e também nos bolsos S2 e S2'.
Em verde os residuos His164 e Cys26 e Asn184 da triade catalitica.
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Figura 24 — Pontos hidrofébicos adicionado para construgao do modelo farmacoférico

Legenda: Em cartoon cinza a estrutura da enzima CPB2.8; em amarelo dois pontos hidrofébicos
adicionados na regido da sonda Dry em azul.

Duas sondas com caracteristicas aceptoras de ligagao de hidrogénio foram
analisadas (N: e O) (Figura 25) com o intuito de encontrar regides com essas
caracteristica no sitio ativo, uma vez que esse tipo de ligagdo € a mais importante
presente nos sistemas biologicos (BARREIRO, 2015). Os campos de interagdo
sugeridos por essas sondas foram observados na regido do sitio catalitico, em
especifico entre os residuos de His164 e Cys26. Esse ponto foi escolhido para a
adicdo de um ponto aceptor de ligagdo de hidrogénio na construgado do farmacéforo
visto que a His164 participa no processo de catalise retirando o préton da Cys26.
Neste caso, se a His164 retirar um préton do ligante ao invés de retirar da Cys26 pode
ser que ocorra uma inibicdo da atividade catalitica, por isso esse foi um ponto
escolhido.

A sonda N1 que apresenta caracteristicas de doador de ligagédo de hidrogénio,
indicou a distribuicdo dos campos de interagao por grande parte do sitio catalitico da
enzima (Figura 26). Foram ent&o adicionados dois pontos de doadores de ligagcéo de
hidrogénio no modelo farmacoférico conforme a figura 26.

Baseado nesse 5 pontos de interacdo (dois hidrofobicos, dois doadores de
ligacéo de hidrogénio e um aceptor de ligagao de hidrogénio), o modelo farmacoférico
da enzima CPB2.8 foi construido (Figura 27) e seguiu-se para a etapa de triagem

virtual.
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Figura 25 — Ponto aceptor de ligagdo de hidrogénio

Legenda: Em verde a sonda O (oxigénio sp? aceptor de ligagdo de hidrogénio); em magenta a sonda
N: (nitrogénio aceptor de ligagdo de hidrogénio). Em vermelho o ponto de aceptor de ligagdo de
hidrogénio que foi adicionado no modelo farmacoférico. Em stick os residuos His164 e Cys26 da triade
catalitica.

Figura 26 — Pontos doadores de ligagdo de hidrogénio

Legenda: Em laranja a sonda N1 (nitrogénio doador de ligagdo de hidrogénio); em azul os pontos
doadores de ligagao de hidrogénio que foram adicionados no modelo farmacoférico.
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Figura 27 — Modelo farmacoférico da enzima CPB2.8

Legenda: Em amarelo pontos hidrofébicos, em azul dois pontos doadores de ligagdo de hidrogénio e
em vermelho ponto de aceptor de ligacdo de hidrogénio.

5.3.2 Modelo Farmacofoérico cruzaina

A sonda C1 (interagdo com carbono vinilico e/ou aromatico) assim como para
a enzima CPB2.8, mostrou os campos de interagao distribuidos pelo sitio ativo da
enzima mais especificamente nos bolsos S2 e S1’ (Figura 28).

Como descrito no tépico 2.3.1, o bolso S2 é descrito na literatura por ser uma
regido que aceita interagdes com grupos hidrofébicos, mas no caso da cruzaina essa
regido também pode fazer interagdes com grupos basicos devido a presenga de um
residuo de acido glutamico (Glu208) o qual apresenta diferenga na orientagéo de
acordo com as caracteristicas do ligante (ALVES et al., 2001a; ALVES et al., 2001b;
ALVES et al., 2001c). Devido a essas caracteristicas do bolso S2 e dos resultados
apresentados pela sonda C1, foi colocado dois pontos hidrofébicos na regido do bolso
S2 e do S1'.
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Figura 28 — Pontos de intera¢des hidrofébicas e sonda C1

.

GLU-208

Legenda: Em cartoon verde a estrutura da enzima cruzaina; em stick: o residuo de Glu208 que abre e
fecha o bolso S2. Em amarelo os ponto hidrofébicos adicionados para a construgéo do farmacoéforo e
em azul a sonda C1.

A sonda com caracteristica aceptora de ligagdao de hidrogénio (N:) apresentou
campos de interagdo em uma regido proxima ao residuo de Gly66, o qual é descrito
como importante para o reconhecimento de inibidores de cruzaina (WIGGERS et al.,
2013). Devido a essa caracteristica importante, um ponto aceptor de ligagéo
hidrogénio foi adicionado nessa regiao (Figura 29).

Por fim, como a sonda com caracteristica doadora de ligagdo de hidrogénio
(N1) sugere campos de interagéo préximos aos residuos His162 e Cys25 e o residuo
de histidina pode se comportar tanto como doador quanto como aceptor de ligagéao de
hidrogénio, foi adicionado um ponto doador préximo ao residuo de His162 (figura 30).

Apds essas andlises o modelo farmacoférico de cruzaina foi construido
contendo dois pontos hidrofébicos, um ponto aceptor de ligagdo de hidrogénio e um
ponto doador de ligagao de hidrogénio (Figura 31) e foi dada continuidade a etapa de

triagem virtual.
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Figura 29 — Ponto aceptor de ligagdo de hidrogénio e sonda N:

Legenda: Stick: residuo de Gly66 importante para ligagdo com inibidores de cruzaina e residuos da
triade catalitica His162 e Cys25. Em preto a sonda N: com caracteristica aceptora de ligagdo de
hidrogénio (vermelho)

Figura 30 — Pontodoador de ligagao de hidrogénio e sonda N1

Legenda: Stick: residuos His162 e Cys25. Em laranja a sonda N1 com caracteristica doadora de ligagdo
de hidrogénio. E em azul o ponto com caracteristica de doador de ligacao de hidrogénio.
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Figura 30 — Modelo Farmacoférico da cruzaina

Legenda: Em amarelo pontos hidrofébicos, em azul ponto doador de ligagdo de hidrogénio e em
vermelho ponto de aceptor de ligagdo de hidrogénio.

5.4 Validagao do modelo farmacofoérico de cruzaina

5.4.1 Construcéo da curva ROC para validacdo do modelo farmacofdrico da enzima
cruzaina

A curva ROC ou COR (Caracteristica de Operagédo do Receptor) € uma
representagcado grafica utilizada para ilustrar quantitativamente a habilidade de um
teste diagndstico em discriminar classes distintas (MARTINEZ; LOUZADA-NETO;
PEREIRA, 2003).

Foi desenvolvida durante a segunda guerra mundial para quantificar a
capacidade dos operadores de radares em distinguir um sinal de um ruido. Entre as
décadas de 60 e 70 passou a ser utilizada na area médica para diferenciar e classificar
individuos doentes de nao doentes. E tornou-se uma ferramenta utilizada para
descrever de forma quantitativa a performance de um teste diagndstico (MARTINEZ;
LOUZADA-NETO; PEREIRA, 2003).
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A curva é gerada através da taxa de verdadeiros positivos (sensibilidade)
versus a taxa de falsos positivos (1-especificidade). A area sob curva (AUC)
representa a probabilidade do modelo encontrar os compostos ativos independente
da quantidade e proporgao de ativos e decoys. Quanto mais perto de 100% o valor da
AUC, maior a capacidade da curva em discriminar ativos de decoys (MARTINEZ;
LOUZADA-NETO; PEREIRA, 2003).

A validagdo do modelo farmacoférico de cruzaina foi realizada por meio da
construgdo da curva ROC, que como dito anteriormente, € uma representacao grafica
utilizada para verificar a robustez do teste.

No inicio da validagao, a busca no banco de dados ChEMBL por inibidores de
cruzaina resultou num total de 775 moléculas. Estas moléculas foram entédo
analisadas quanto ao tipo de ensaio de inibicdo realizado, se haviam compostos
repetidos ou ndo. Por fim, os compostos com ICsp menores que 10 uM foram
selecionados, resultando num total de 45 compostos ativos.

Os compostos foram entado utilizados no banco de dados DUD-e para a geragao
de decoys. A partir do banco de dados DUD-e foram gerados um total de 2400 decoys
(aproximadamente 50 decoys por composto).

Os decoys e os compostos ativos foram utilizados em uma triagem no modelo
farmacoforico da enzima cruzaina por meio de estudo realizado no programa Sybyl-X
v2.1.1 a fim de verificar se 0 modelo farmocoférico construido era capaz de distinguir
0os compostos ativos dos decoys previamente gerados. Os resultados deste estudo
demosntraram que o modelo farmacoférico da cruzaina encontrou 21 hits (compostos
que se encaixaram nas caracteristicas farmacoféricas) do total de 45 compostos
ativos; e 670 decoys do total de 2400. Esse resultado foi utilizado no programa
GraphPad Prism v7b para a constru¢gédo da curva curva ROC (Figura 31).
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Figura 31 — Validagdo do modelo farmacoforico de cruzaina pela Curva ROC. Eixo X
representa a 1-Especificidade e o eixo Y representa a sensibilidade do método
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Na curva acima apresentada obtiveram-se um valor de AUC de 61%, este
resultado se mostra adequado visto que a literatura diz que valores acima de 60% sao
aceitaveis e quanto mais préximo a 100%, melhor a acuracia do modelo (HEVENER
et al., 2009; MARTINEZ; LOUZADA-NETO; PEREIRA, 2003).

A partir do resultado da curva com AUC 61% e com os dados da literatura que
foram apresentados, os quais mostram os residuos importantes para interagao entre
o inibidor e o sitio ativo da enzima e, também, levando em consideragdo que grande
parte desses residuos citados estdo proximos dos pontos utilizados para a construgéo
do modelo farmacoforico, considerou-se o modelo validado e pronto para os proximos
passos da triagem virtual.

5.4.2 Validacao do Modelo Farmacoférico da enzima CPB2.8 de L. mexicana

A enzima CPB2.8 de L. mexicana nao possui dados de ensaios enzimaticos e
inibidores descritos no banco de dados CheMBL. Deste modo, a busca por compostos
ativos nessa enzima foi realizada na literatura de artigos cientificos ja publicados com
dados de inibicdo enzimatica contra a mesma.

A literatura atual ndo apresenta muitos dados sobre a enzima CPB2.8, mas foi

possivel selecionar 28 compostos com atividade de inibicdo descrita abaixo de 10 uM.
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A partir dos 28 compostos ativos, foram gerados os decoys no banco de dados
DUD-e. Porém nao foi possivel realizar a validacdo por meio da curva ROC, pois a
quantidade de decoys e compostos ativos ndo foram suficientes para gerar a curva
com qualidade. Sendo necessaria a quantidade de 50 decoys por composto ativo
(HUANG; SHOICHET; IRWIN, 2006; MYSINGER, 2012).

Entdo, como toda a construgdo do modelo de CPB2.8 foi realizada com base
na estrutura da cruzaina e ambas possuem alta semelhanca (60% de identidade),
sugeriu-se continuar os estudos de triagem vitual e realizar a validag&o por ensaios

de inibicdo e cinética enzimatica.

5.5 Triagem Virtual

A triagem foi realizada utilizando os modelos farmacoforico descritos no item
5.4. Foi utilizada a busca flexivel dos ligantes provenientes dos bancos all purchasable
e all boutique.

A triagem foi iniciada com 496.442 moléculas, sendo 295.299 do banco all
purchasable e 201.143 do banco all boutique, com o intuito de encontrar moléculas
com caracteristicas complementares ao modelo farmacoférico construido. Apds o fim
da buscavirtual, foram obtidas estruturas de moléculas candiadtas a inibidores das
proteina alvo, sendo 369 moléculas para a enzima cruzaina e 225 moléculas para a
enzima CPB2.8 (Figura 32).
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Figura 32 — Processo de triagem virtual realizado para as enzimas cruzaina e CPB2.8

N\

Banco de dados Inicial: 496.442

295.299 All purchasable
201.143 All Boutique

369 moléculas (cruzaing)
179 All purchasable

190 All boufique . .
225 moléculas (CPB2.8) Docking =m===) Andlise

121 All purchasable
104 All boutique

Legenda: figura representando a triagem virtual realizada para as enzimas CPB2.8 e cruzaina.
Banco de dados inicial de 496.442 compostos. Apods triagem farmacoférica foram obtidos 369 e 225
compostos para a cruzaina e CPB2.8, respectivamente.

Apos a busca por moléculas que apresentassem caracteristicas
complementares aos modelos farmacoféricos, um estudo de ancoramento molecular
foi realizado a fim de refinar a triagem e melhor avaliar a complementariedade com o
modelo farmacoférico e com o sitio ativo da ezima alvo. Com este estudo buscamos
excluir os compostos que ndo apresentem as caracteristicas de interagao adequadas
de um hit. Esta etapa ainda se encontra em execucao, e espera-se selecionar, apos

o final, um numero de compostos factivel para serem avaliados experimentalmente.
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6. CONCLUSOES

Foi realizado neste trabalho a construcéao do modelo da enzima CPB2.8 de L.
mexicana, por modelagem comparativa. O modelo construido foi refinado por
simulacdo de dinamica molecular. As validagbes realizadas tanto do modelo da
proteina construido quanto do modelo refinado por dindmica molecular; demonstraram
gue o modelo apresenta qualidade e robustez suficiente para ser utilizado em estudos
futuros. Para isso, nos baseamos, por exemplo, no grafico de Ramachandran que
sugere apenas o residuo de Gly12 como outlier, sendo que é um residuo permitido
nessa regiao por nao conter cadeia lateral volumosa (VERLI, 2014). Outro resultado
importante, € a estabilizagdo do modelo apds 80 ns de simulagdo. Com o modelo de
CPB2.8 construido, este foi utilizado em estudos de campos de interagdo molecular e
posterior construgdo do modelos farmacoférico, juntamente com a enzima cruzaina.

Os modelos foram construidos com base em dados da literatura que descrevem
pontos importantes para a interagédo entre ligantes e os sitios cataliticos de ambas as
enzimas, e também pelas caracteristicas encontradas nos campos de interagao
molecular, os quais sugeriram regides com caracteristicas fisico-quimicas importantes
para complementariedade entre ligante e receptor. Assim, os modelos sdo compostos
por: dois pontos de interagdo hidrofébica, dois pontos doadores de ligagdo de
hidrogénio e um ponto aceptor de ligacdo de hidrogénio (CPB2.8); e dois pontos de
interagdo hidrofébica, um ponto aceptor de ligagdo de hidrogénio e um ponto doador
de ligacao de hidrogénio (cruzaina).

O modelo farmacoférico da enzima cruzaina foi validado por curva ROC e
apresentou o valor de AUC de 61%, considerado assim, adequado para ser utilizado
nos estudos de triagem virtual.

O modelo farmacoférico da enzima CPB2.8 de L. mexicana nao pode ser
validado uma vez que ndo ha dados na literatura sobre o real modo de ligagdo dos
inibidores e se o sitio ativo em estudo € o0 mesmo em que os compostos atuam, por
esse motivo, o estudo sera validado por meio de avaliagdo experimental.

A abordagem de triagem virtual foi realizada partindo-se de 446.492 compostos
que apos estudos de triagem virtual resultou na selecdo de 369 compostos para a

enzima cruzaina e 225 compostos para a enzima CPB2.8.
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O ancoramento molecular dos compostos obtidos por triagem virtual foi
realizado e estd em etapa de anadlise para obtencdo de um numero factivel de
compostos para seguir com as etapas de avaliagdo experimental.

Contudo, conclui-se que o trabalho foi de grande valia para o aprendizado visto
as varias técnicas utilizadas. Foram obtidos resultados satisfatorios uma vez que
todos os modelos construidos foram validados, com excecdo do farmacdforo de
CPB2.8, e a etapa de triagem virtual foi realizada e concluida, adequadamente. Assim,
os composto selecionado podem ser considerados um ponto de partida na busca de
candidatos a agentes antiparasitarios contra a doenca de Chagas e leishmanioses.
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Al.1 REALIZAGAO DO ESTAGIO SANDUICHE

Durante o periodo de Marco de 2017 a Setembro de 2017, foi realizado o
estagio sanduiche na Skaggs School of Pharmacy and Pharmaceutical Sciences na
Universidade da Califérnia, San Diego sob supervisdo do Professor Jair Lage de
Siqueira-Neto e financiamento da agéncia de fomento FAPESP projeto n°
2017/01181-0.

O titulo do trabalho realizado foi: “Virtual Screening (VS) and High-Throughput
Screening (HTS) Integration in Discovery of new drugs against neglected tropical
diseases (NTDs)”

Neste trabalho foi utilizada a estratégia de triagem fenotipica na identificagao
de compostos. O intuito foi avaliar uma série de compostos sintetizados pelo grupo do
Professor Gustavo Trossini contra a enzima cruzaina e contra a forma infectante

tripomastigota do T. cruzi.
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Al.2 MATERIAIS E METODOS

Todos os ensaios foram realizados no laboratério do Prof. Jair Lage Siqueira-
Neto. Os compostos avaliados foram sintetizados no laboratério do Prof. Gustavo
Trossini. A seguir, o esqueleto dos compostos testados (Figura Al.1) :

Figura Al.1 — Esqueleto do compostos avaliados durante o estagio sanduiche
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Al.2.1 Expressao da enzima cruzaina
O vetor de expressdo da enzima cruzaina foi gentiimente cedido pelo técnico

de laboratorio do Dr.James McKerrow’s, Ken Hirata (UCSD). A enzima na forma
recombinante foi expressada e purificada em Pichia pastoris.

Al.2.1.1 Preparo do meio de expresséo: extrato de levedura com peptone e dextrose

Foi preparado 1L de meio de extrato de levedura com peptone e dextrose. O
extrato de levedura (10 g) e a peptona (20 g) foram dissolvidos em 900 mL de agua
deionizada e adicionada em um frasco. O frasco contendo o extrato e a peptona foi
autoclavado por 20 minutos em um ciclo liquido. Apéds, foi adicionado em banho de
gelo. Enquanto o meio com extrato de levedura era resfriado, foi preparado 20% de
dextrose, adicionando 20 g de D-glucose em 100 mL de agua deionizada e foi filtrado
em filtro estéril. Uma vez que o meio de extrato de levedura estava resfriado, foi
adicionado 100 mL de dextrose (20%). O meio de extrato de levedura contendo
peptona e dextrose foi acondicionado em um Erlenmeyer de 1 L e foi estocado a 4 °C.
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Al.2.1.2 In6culo de Pichia pastoris

Foi retirado do Erlenmeyer contendo o meio de extrato de levedura, 5 ml e foi
adicionado em um tubo tipo falcon de 14 mL, foi adicionado 5 L of Zeocin™, que é
um antibidtico utilizado para selecionar somente as colénias de Pichia pastoris que
foram transformadas com o vetor da enzima. E o inéculo de Pichia pastoris foi
realizado no tubo falcon. O tubo foi colocado em um agitador por 3 dias a 28 °C para
o crescimento da Pichia pastoris contendo o gene de expressao da cruzaina. Apés os
trés dias, o tubo falcon foi retirado do agitador e o inéculo foi ressuspendido. O meio
contendo o extrato de levedura que foi estocado, foi dividido em dois Erlenmeyer de
500 mL cada um e 2.5 mL do inéculo foram adicionado em cada Erlenmeyer. Cada
um dos Erlenmeyer contendo o meio e o in6culo foi adicionado no agitador por 24
horas a 28 °C.

Al.2.1.3 Meio de Lise Celular

Apoés as 24hos dois Erlenmeyer foram centrifugados por 20 minutos a 6.000
rom a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi ressuspendido em 2 L
de Meio Minimo Tamponado com adi¢ao de Metanol (BMM), que € um meio utilizado
para a realizar a lise das células contendo a cruzaina recombinante. O BMM com as
células ressuspensas foi dividido em 4 Erlenmeyer de 500 mL cada e foi colocado em
um agitador por 2 dias a 28 °C.

Al.2.1.4 Burificacao da cruzaina

Apés os dois dias, o quarto Erlenmeyer foram centrifugados por 20 minutos a
6.000 rpm a 4 °C, o sobrenadante foi coletado e centrifugado novamente nas mesmas
condigdes com o intuito de limpar toda a solugao de algum resto de Pichia pastoris
que possa ter ficado no sobrenadante.
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A solugao contendo a cruzaina foi filtrada de forma estéril, o filtro foi trocado a
cada 500 mL. A solucéo filtrada foi armazenada a 4 °C para posterior purificagdo em
Cromatografia Liquida de Proteina Rapida (FPLC).

Al.2.2 Ensaio de Inibi¢ao da cruzaina

A cruzaina recombinante purificada (0.5 nM) foi diluida em 0.1 M de tampé&o
acetato de sédio (pH 5.5) na presenga de 0.1% Triton X-100 e foi incubada com
ditiotreitol (DTT - 10mM) a 37 °C por 10 minutos para ativagédo da proteina.

Os compostos sintetizados pelo grupo do Prof Gustavo Trossini (86 compostos)
foram adicionados em placas contendo 96 pogo em dose-unica de 50 uM. A cruzaina
(99 uL) foi adicionada aos compostos e a placa foi incubada por 30 minutos em
temperatura ambiente. O controle foi realizado com 1% de DMSO, sendo que 0% de
inibicdo confirma que o DMSO nao interferiu no ensaio, uma vez que os compostos
foram solubilizados no mesmo. O ensaio foi realizado em um leitor de placa
EnVision™ Multilabel Plate Reader (Perkin Elmer); a atividade enzimatica foi medida
pela fluorescéncia remanescente emitida pelo agente (aminometilcumarina) presente
no substrato Z-Phe-Arg-AMC por 75 minutos. Todos os dados foram coletados e

analisados no GraphPad Prism 5.0 utilizando uma analise de regressao nao-linear.

Al.2.3 Ensaio de Inibicao de Crescimento Parasitario

O ensaio fenotipico foi realizado para os 86 compostos para verificar a atividade
anti-T. cruzi. Neste ensaio, a cepa Ca-1/72 da forma infectiva tripomastigota do T. cruzi
foi coletada apos 4-7 dias de pos-infecgdo em células de linhagem C2C12
(mioblastos). As células C2C12 foram cultivadas em meio de cultura Dulbecco MEM
(DMEM) enriquecido com 4.5 g/L D-glucose, 2 mM glutamina e 110 mg/L piruvato de
soédio, 5% Soro fetal bovino e 1% penicilina-estreptomicina. Os compostos foram
adicionados em placa contendo 384 pocos utilizando um equipamento ATS Gen 4
Plus — Acoustic Transfer System (EDC Biosystems) em 6 concentragdes iniciais (40
uM sendo diluido mais 2 vezes em DMSO). Cada pogo recebeu 500 células C2C12 e

7.500 parasitas tripomastigotas em um volume final de 50 pL.
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As placas contendo as células, parasitas e compostos, forma incubadas por 72
hours a 37 °C. Apds esse periodo, as placas foram fixadas em 30 uL da mistura: 4%
de paraformaldeido (PFA) em tampao fosfato salino (PBS), as placas foram incubadas
por 1 hora em temperatura ambiente. Cada pogo das placas foi aspirado para retirar
todo o liquido de dentro. Foi adicionado 15 vL de uma solu¢do de DAPI (4',6-
diamidino-2-fenilindol (5 ug/mL)) para revelar os acidos nucléicos das células e dos
parasitas e foi incubado por 2 horas em temperatura ambiente sem luz. Apés este
processo, as placas foram lidas em um microscopio automatizado, ImageXpress Micro

XL (Molecular Devices), para quantificar as células e os parasitas.
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AlL.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Al.3.1 Ensaio de Inibi¢ao da cruzaina

Os compostos testados em dose-unica (50 uM) no ensaio de inibicdo da
cruzaina foram obtidos por metodologia de sintese baseada em compostos ja
descritos na literatura (BLAU et al., 2013; BORCHHARDT et al., 2009; DU et al., 2002;
FONSECA et al.,, 2015). Neste ensaio, 86 compostos foram testados e s6 foram
considerados relevantes aqueles que apresentaram porcentagem de inibicdo maior
que 50%. Levando em consideragdo essa margem de inibicdo, trés compostos
apresentaram inibicdo acima de 50%; dois derivados de tiossemicarbazonas (81%

and 90%) e um derivado de chalcona (55%) (Figure Al.2).

Figure Al.2 — Resultados de Inibicdo da cruzaina
A) B)
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A) Curva de atividade de inibigdo da cruzaina (tempo x unidade de fluorescéncia - RFU) para os
compostos derivados de tiossemicarbazonas. Verde: Controle Positivo — cruzaina na presenca de
substrato. Vermelho: Controle Negativo: substrato sem cruzaina. Magenta: Compostos DV007 mostrou
81% de inibigdo. Azul: Composto DV012 com atividade de inibigao de 90%. B) Curva de inibigdo do
compostos derivado de chalcona. Em verde e vermelho os mesmo controles usados em 1A, e em azul
o composto PFM007 com 55% de inibigéo.

Trés dos 86 compostos apresentaram atividade frente a cruzaina. Dois desses
compostos sao derivados de tiossemcarbazona e inibiram a enzima em 80% a 50 uM.

Esta classe de compostos ja demonstrou ser interessante em ensaio de inibicdo da
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enzima cruzaina, sugerindo ser um bom esqueleto a ser otimizado em busca de novos
candidatos a antichagasicos (DU et al., 2002; FONSECA et al., 2015; VITAL et al.,

2016).

Al.3.2 Ensaio Fenotipico

Os 86 compostos foram testados em 6 concentragdes (40 yM — 1uM) contra a
forma infectiva do T. cruzi ( cepa Ca-1/72). Dois dos 86 compostos apresentaram
atividade de inibigdo do crescimento parasitario acima de 80% (redugéao de 80% dos
parasitas quando comparado ao controle) e esta porcentagem de inibicdo se manteve
até a concentracdo de 1 uM.

O composto com melhor resultado foi o HIO38 apresentando 100% de redugao
da carga parasitaria a 40 uM e 80% a 1 pM, na figura Al.3 é possivel visualizar a taxa

de morte parasitaria até 1 yM de composto.

Figura AlL3 - Inibigdo de Crescimento Parasitario — Composto HI038

HI038 HI038
(100°% de inibicda a 40 (M) (B0R% de inibigho a 1 M)

Controles nao infectado e infectado estdo na imagem de cima. E possivel comparar com o composto
HIO38 em concentracdes de 40 uM e 1 uM, imagens de baixo. Porcentagem de Inibicdo para ambas
as concentracdes (100% e 80%) e viabilidade celular (100%).
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Outro composto, HI042, foi ativo no ensaio fenotipico apresentando 100% de
inibicdo do crescimento parasitario a 40 uM, mas nesta concentragdo o composto
diminuiu a viabilidade celular para 40%. Este resultado também era esperado, uma
vez que essa classe de compostos apresenta um grupamento nitro que ja foi descrito
como téxico (AGUIRRE et al., 2004; DIAS et al.,, 2009; MORENO et al., 1983;
PATTERSON, WYLLIE, 2014). Apesar disto, o composto apresentou a 1 uM, 70% de

inibicdo parasitaria (Figura Al.4).

Figura Al.4 - Inibigdo de Crescimento Parasitario — Composto HI042

Nio infeclado infectado

HI0L2 HI042
{100°% de inibicho a 40 uM | (70% de mibicdo a 1 uM)
40% viabildade osdular)

Controles nao infectado e infectado estdo na imagem de cima. O composto HI042 esta nas imagem de
baixo, a porcentagem de Inibigdo para ambas as concentragdes (100% e 70%) e viabilidade celular
(40% e 100%, respectivamente).

Este resultado se mostrou satisfatério mesmo com a viabilidade celular, pois
como apresentado mesmo em baixa concentragcdo apresentou atividade. Mais

estudos devem ser realizados com o intuito de otimizar esses farmacos e substituir o

grupamento nitro e diminuir a toxicidade.
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Os ensaios fenotipicos ainda estdo sendo realizados pelo grupo do Prof Jair a
fim de verificar em qual estagio da infeccdo os compostos atuam, assim como os

ensaios in vivo em modelos de camundongos.
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Al.4 CONCLUSOES

De 86 compostos testados, trés foram ativos contra a enzima cruzaina, sendo
que dois desses compostos pertencem a classe das tiossemicarbazonas ja descritas
como inibidoras. No ensaio de inibicdo de crescimento parasitario, dois compostos
foram ativos diminuindo a carga parasitaria em mais de 80%.

Os compostos que foram ativos na enzima, ndo foram ativos no parasita e vice-
versa, isso mostra que otimizagdes serdo necessarias para avaliar o motivo de tal
resultado. Porém, os resultado encontrados foram satisfatérios, visto que tanto na
enzima quanto no parasita a inibicdo foi de mais de 50%, indicando que com

otimizagbes adequadas podemos chegar a um composto promissor.
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