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RESUMO

A doenca de Chagas, causada pelo Trypanosoma cruzi, ¢ uma doenga tropical
que aflige milhdes de pessoas, gerando consequéncias sdcio-econdmicas devastadoras.
Ela tem sido considerada uma doenca tropical super-negligenciada, ja que os Unicos
farmacos disponiveis para o seu tratamento apresentam baixa eficdcia e causam varios
efeitos colaterais. Além disso, os mesmos foram introduzidos ha mais de trés décadas.
Com esse cenario, ¢ evidente a necessidade da descoberta, desenvolvimento ¢
introdu¢do de novos firmacos para o tratamento eficiente e seguro da doenga de
Chagas. A enzima gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) ¢ um alvo
biomacromolecular atraente para a descoberta de novos firmacos contra os
tripanossomatideos, em virtude das enzimas da via glicolitica exercerem um papel
fundamental no fornecimento de energia para a sobrevivéncia do parasito. Essa enzima
foi selecionada neste trabalho de tese para a realizacdo de estudos em quimica medicinal
com base em quiminformatica com o objetivo de identificar potenciais inibidores
enzimaticos e do 7. cruzi. Na primeira etapa desta tese, o ensaio virtual baseado na
estrutura do alvo (SBVS) foi usado na identificacdo e selegdo dos compostos. Como
resultado do planejamento in silico, vinte compostos foram selecionados e avaliados
experimentalmente na segunda etapa do trabalho empregando a técnica de calorimetria
de titulagdo isotérmica (ITC). Destes, onze inibiram a GAPDH de 7. cruzi resultando
numa elevada taxa de acerto (> 20%). Os novos inibidores apresentam excelente
eficiéncia do ligante (LE), bem como mostram ligeira seletividade pela enzima do
parasito. O ensaio dos inibidores contra a forma tripomastigota do 7. cruzi identificou
dois compostos capazes de inibir essa forma infectiva e um deles também mostrou ser
um potente inibidor da forma amastigota do parasito, além de apresentar baixa toxidez.
As duas melhores classes de inibidores da GAPDH e do parasito foram selecionadas
para o estabelecimento de relagdes quantitativas entre a estrutura quimica e a atividade
bioldgica (QSAR). Estudos de QSAR 2D (HQSAR) forneceram modelos com elevada
capacidade preditiva e proporcionaram a identificagdo de caracteristicas estruturais

importantes para a otimizagao dos ligantes a compostos-matrizes.

Palavras-chave: Doenca de Chagas, Planejamento de Farmacos, Quimica Medicinal,

Quiminformatica, Calorimetria de Titulacdo Isotérmica.
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ABSTRACT

Chagas disease, caused by Trypanosoma cruzi, is a tropical disease, which
afflicts millions of people, thus generating devastating socio-economic consequences. It
has been pointed out that it is a super-neglected tropical disease, based on available
drugs with low efficacy and that give rise to many side effects. In addition, these drugs
were introduced three decades ago. With this scenario, it is clear the necessity of the
discovery, development and introduction of new efficient drugs to treat Chagas disease.
The enzyme glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase is a promising target for the
development of new drugs against trypanosomatides, since the enzymes of the
glycolytic pathway display a fundamental role in the energy supply to parasite survival.
In this thesis, this enzyme was selected for medicinal chemistry within the
cheminformatics framework aiming at the identification of potential enzymatic and
parasite inhibitors. In the first part, structure-based virtual screening (SBVS) methods
were employed in the selection and identification of compounds. Based on the in silico
design, twenty compounds were selected and experimentally evaluated in the second
part using the isothermal titration calorimetry (ITC) technique. Out of these, eleven
compounds inhibited the 7. cruzi GAPDH, resulting in high hit rates (= 20 %). The new
selected inhibitors display excellent ligand efficiency (LE), as well as some selectivity
for the parasite enzyme. The inhibitors assay against the trypomastigote form of 7. cruzi
was used to identify two compounds able to inhibit this infective form, and one showed
to be a strong amastigote parasite inhibitor, also disclosing low cytotoxicity profile. The
best two classes of GAPDH and parasite inhibitors were selected for the establishment
of a quantitative structure-activity relationship (QSAR). 2D QSAR (HQSAR) studies
resulted in linear models with high predictive power, amenable for the identification of

important structural features in the process of hit-to-lead optimization.

Keywords: Chagas Disease, Drug Design, Medicinal Chemistry, Cheminformatics,

Isothermal Titration Calorimetry.
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Capitulo 1

Introducdo

Neste capitulo ¢ apresentada uma breve introdugdo sobre a
doenca de Chagas e o seu o panorama atual, desde a sua
ocorréncia geografica, manifestagdes clinicas até o
tratamento usado. Também ¢ abordado o papel das enzimas
da via glicolitica na busca por novos farmacos para o
tratamento da doenca de Chagas



1 - INTRODUCAO

1.1 — Doenc¢a de Chagas

1.1.1 — Historico e distribui¢do geogrdfica

Os protozoarios da ordem Cinetoplastida incluem o género Trypanosoma,
espécies que causam algumas das doencas humanas mais negligenciadas no mundo.
Existem muitas espécies de tripanossomatideos e o grupo infecta principalmente os
mamiferos. Na Africa subsaariana, o Trypanosoma brucei ¢ o agente causador da

(113 maior causa de morbidez e mortalidade nessa regido (Figura 1.1).

doenca do sono
A organizagao mundial de saude (WHO) estima que existam 300.000 pessoas infectadas
e 60 milhdes estejam vivendo em éreas de risco (Tabela 1.1) . Além disso, sdo
registradas 48.000 mortes ao ano devido aos efeitos provocados pela doenga do sono.
No oeste da Africa, essa doenca é caracterizada por uma doenca cronica lenta causada
pelo Trypanosoma brucei gambiense. Ja na parte leste, a doenga do sono ¢ uma doenga
aguda causada pelo Trypanosoma brucei rhodesiense. Ambas as doencas sao fatais se

] Atualmente existem somente quatro firmacos

permanecerem sem tratamento!’
aprovados para o tratamento da doenca do sono. Contudo, a Eflornitina e a Pentamidina
sdo ineficazes contra o 7. b. rhodesiense. Nem mesmo o tratamento com o Melarsoprol
(o Unico farmaco considerado de primeira linha) ¢ totalmente eficaz. Quando ele ¢
usado a doenga ainda ¢ fatal em 10% dos casos. Adicionalmente, o nimero de pacientes
que ndo respondem ao tratamento com o Melarsoprol vem aumentando em virtude do

aparecimento de parasitas geneticamente resistentes ao farmaco'’.



Leishmaniose e
Doenga de Chagas

. Leishmaniose

Leishmaniose
Doenca do sono

Figura 1.1 - Distribui¢do geografica da doenga de Chagas, doenga do sono e da leishmaniose!..

A ordem Cinetoplastida também inclui espécies do género Leishmania que

431" das quais a

causam um vasto namero de doencas, entre eclas a leishmaniose
leishmaniose visceral ¢ a mais severa. A sua transmissao ocorre através do “mosquito da
areia”. Essa doenca afeta mais de 12 milhdes de pessoas e mais de 350 milhdes estdo
em areas de risco em 88 paises (Tabela 1.1). Aproximadamente 500.000 novos casos
sao reportados a cada ano, embora estima-se que apenas 30% dos casos sdo reportados e
cerca de 51.000 pessoas morrem a cada ano, vitimas da doencal®. A leishmaniose
visceral (também conhecida como febre negra ou kala-azar na India) é fatal se ndo
tratada e se localiza principalmente em paises pobres do continente americano, africano
e asiatico (Figura 1.1). Um numero significativo dos casos ocorre em criangas.
Infelizmente, ainda ndo existe uma vacina efetiva para o tratamento da leishmaniose e a
sua quimioterapia ¢ deficiente. Os principais farmacos usados no tratamento da doenca

0l Todos sio

sdo a Miltefosina, Anfotericina B, Pentamidina e a Paromomicina
farmacos introduzidos ha décadas e que necessitam ser administrados por um longo
periodo e possuem as desvantagens de apresentarem baixa eficdcia e o surgimento de

parasitas resistentes.



Tabela 1.1 - Dados estatisticos das doengas tropicais mais negligenciadas e os farmacos usados no
(2]

tratamento dessas doengas" .

Doenga Pessoas Populagio Regiio Mortes Farmacos Efeitos
infectadas em areas de endémica (milhares) colaterais
(milhdes) risco dos
(milhdes) farmacos
Doenga de 8-9 25 America 14 Nifurtimox, Baixa
Chagas latina e Benzonidazol eficacia e
Caribe elevada
toxidez
Doenga do 0,3 60 Africa 48 Suramina, Baixa
Sono subsaariana Pentamidina, eficicia e
Melarsoprol, elevada
Eflornitina resisténcia
Leishmanioses 12 350 India, Sul da 51 Miltefosina, Baixa
Asia, Africa Anfotericina eficacia e
subsaariana, B, elevada
America Pentamidina, resisténcia
latina e Paromomicina
Caribe, Area
Mediterranea

Na América do Sul o Trypanosoma cruzi ¢ o responsavel pela doenca de
Chagas'”. Essa doengca foi descoberta por Carlos Chagas em 1909 na cidade mineira de
Lassance. Analisando alguns insetos, Chagas descobriu uma nova espécie de
protozodrio, do género dos tripanossomos, que foi batizado de Trypanosoma cruzi em
homenagem a Oswaldo Cruz. Descobriu-se mais tarde que esse parasito era o agente
causador da doenga de Chagas™.

A doenga de Chagas ¢ uma doenca endémica do continente latino-americano
(Figura 1.1), embora devido a crescente imigracdo para areas ndo endémicas, ja €
possivel encontrar pessoas com a doenga em paises como os Estados Unidos, Canada,
Espanha e Australia. Essa doenga atinge grandes areas: acima de 25 milhdes de pessoas
estdo em areas de risco, enquanto 8-9 milhdes de pessoas (incluindo aproximadamente
100.000 nos Estados Unidos) estdo infectadas pelo Trypanosoma cruzi (Tabela 1.1).
Para completar o quadro, a cada ano estima-se que 14.000 pessoas morram devido a

doenca e cerca de 200.000 novos casos surgem a cada ano %',

1.1.2 — Ciclo de vida e manifestagoes clinicas

O ciclo de vida do T. cruzi se inicia quando a forma tripomastigota ¢ ingerida
pelo inseto vetor (chamado de barbeiro no Brasil), onde se diferencia numa forma

replicativa, a forma epimastigota. Em seguida, no intestino do parasito, ela se



desenvolve novamente para a forma tripomastigota. E nesse estigio que ocorre a
contaminag¢do do homem, ou por meio do inseto vetor (80-90% dos casos) que ocorre
quando o inseto, ao picar a vitima para sugar o sangue, defeca sobre a pela da pessoa
que entdo coca o local e assim transfere o parasito para a corrente sanguinea. Outras
formas de contaminacao s3o por transfusdo sanguinea, via congénita, ou contaminagao
digestival!. Uma vez dentro da célula do hospedeiro h4 uma transformacio da forma
tripomastigota para a forma intracelular amastigota, a qual passa por varias replicagcdes
antes de se transformar novamente na forma tripomastigota, que ¢ a responsavel pela

disseminacdo da infec¢do por todo o corpo (Figura 1.2)5%!4,

CICLO DO Trypanosoma cruzi CICLO DO Trypanosoma cruzi EM
EM TRIATOMINEOS HUMANOS E OUTROS MAMIFEROS

Diferenciacao para formas

tripomastigotas metaciclicas Liberacao das formas
tripomastigotas metaciclicas Fortastripotiastiotis
RAITOR COfE) 0 AE RS 8 LT metaciclicas invadem células

da triatomineo durante o hospedeiras no sitio de

repasto sanguinea inaculagio
K N l
- Tripomastigotas sanguineos N
sa difundem, atraves das y @

correntes sanguinea € -
linfatica, infectando outras
Conversio para forma células e novamente se
epimastigota e multiplicacao
na por¢do média do intestino

transformando em
amastigotas intracelulares

™ Apos penetrarem nas células,
\ e os tripomastigotas sa
transformam em amastigotas
§ g L = 9 € se multiplicam
Amastigotas intracelulares se

Ingestao de formas . _ transformam em «
tripomastigotas sanguineas Triatomineo se alimenta de tripomastigotas e, com o )

pelo vetar sangue do homem e de rompimente das células,
outros mamiferos entram nas correntes
sanguinea e linfatica

Figura 1.2 - Ciclo de vida do Trypanosoma cruzit™13),

A doenca de Chagas apresenta uma fase aguda e outra cronica. A primeira
geralmente ¢ assintomatica embora raramente ela possa levar ao desenvolvimento da
meningoencefalite que ¢ fatal. Outros sintomas possiveis sdo: febre, linfadenopatia,
anorexia, hepatoesplenomegalia e miocardites brandas. O caso cronico permanece
assintomatico entre dez e vinte anos. No entanto, neste periodo de bem-estar geral, o
parasito esta a reproduzir-se continuamente em baixos numeros, causando danos

irreversiveis em 6rgdos como o cérebro e o coragdo. O resultado € apenas aparente apds

5



uma ou duas décadas de progressao, com o aparecimento gradual de deméncia (3% dos
casos Iiniciais), cardiomiopatia (em 30% dos casos), dilatacdo do trato digestivo
[megaesofago ou megacolon (6%)], devido a destruicdo da inervagdo e das células
musculares destes oOrgdos, responsavel pelo seu tonus muscular. No cérebro ha
frequentemente formagdo de granulomas. Neste estagio a doenca ¢ geralmente fatal,

mesmo com tratamento, devido a cardiomiopatia (insuficiéncia cardiaca)!'> ',

1.1.3 — Tratamento

As doengas tropicais afligem milhdes de pessoas, resultam em elevadas taxas de
mortalidade e consequéncias sociais e economicas devastadoras. Apesar disso, elas sdo
largamente negligenciadas pela industria farmacéutica porque elas afetam
principalmente pessoas pobres nos paises tropicais e, desse modo, elas ndo sdo vistas
como um mercado atraente para impulsionar investimentos no desenvolvimento de
novos farmacos!'®. Por tudo isso, doencas como a maldria, leishmaniose, doenca do
sono, filariase e a doenca de Chagas sdo geralmente denominadas como doengas
tropicais negligenciadas. Esse termo ¢ bem apropriado, ja que dos mais de 1300
farmacos introduzidos para todas as indicacdes terapéuticas entre 1975 e 1999, somente
13 tinham como alvo as doengas tropicais. Em 2000, somente 0,1% do investimento
global em pesquisas na area de saude foram destinados para a busca de farmacos contra
a malaria, leishmaniose, tripanossomiases e tuberculose!' .

Infelizmente, o descaso com a doenga de Chagas ¢ mais grave, ao ponto de
alguns autores a considerarem como uma doenga tropical super-negligenciada®'®. Os
unicos farmacos disponiveis para o tratamento da doenca (Figura 1.3) sdo os mesmos
que foram introduzidos h4d mais de 30 anos: Nifurtimox (Lampit®) e Benzonidazol
(Rochagan®). Estes farmacos sdo ativos apenas na fase aguda da doenca e, além disso,
ambos causam sérios efeitos colaterais tais como anorexia, perda de peso, vomito,

11121 Desde a ultima década, a empresa Bayer AG tem diminuido a

nausea, diarréia
fabricacdo do Nifurtimox, que ¢ agora produzido somente em El Salvador e ja ndo ¢

mais comercializado no Brasil'!),
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Figura 1.3- Representacdo das estruturas quimicas dos farmacos usados no tratamento da doenca de

Chagas.

A dose recomendada na fase aguda ¢ 8-10 mg/kg/dia para o Nifurtimox e 5
mg/kg/dia para o Benzonidazol!'. A duragio media do tratamento é de 60 dias, mas
quando a doenga cronica se manifesta, como nos pacientes imunodeficientes, o
tratamento pode durar até 5 meses ou mais.

Os farmacos Nifurtimox e Benzonidazol sdo tripanocidas para todas as formas
infectivas do 7. cruzi. O mecanismo de ag¢do proposto para esses dois farmacos € através

[20,21

da formagdo de radicais livres e/ou metabolitos eletrofilicos®**". O grupo nitro de

ambos os farmacos ¢ reduzido para um grupo amino pela acdo de nitroredutases, com a
formacao de varios radicais livres intermediarios e metabolitos eletrofilicos.

Uma das aproximagdes racionais para o controle quimioterapéutico das
infecgdes parasitarias ¢ a busca por novos processos metabdlicos essenciais para a
sobrevivéncia dos parasitos e que estdo ausentes nos mamiferos. Nas ultimas duas
décadas, os novos conhecimentos adquiridos a partir do estudo das vias bioquimicas do

T. cruzi t€m permitido a identificagdo de uma série de alvos para serem usados no

]

tratamento da doenga de Chagas''. As enzimas envolvidas na biossintese da

tripanotiona, glutationil espermidina sintetase!** e tripanotiona sintetase néo apresentam

equivalentes no organismo dos mamiferos. As enzimas tripanotiona redutase (TR)™,

(4] ¢ hipoxantina-guanina fosforibosil transferase” também tém sido

identificadas como potenciais alvos quimioterapéuticos!''-*!7-42¢],

preniltransferases

Alguns pesquisadores que trabalham com doengas tropicais negligenciadas tém

291 Bgsa

usado uma estratégia conhecida como “piggyback medicinal chemistry
estratégia tem como objetivo identificar novos agentes antiparasitarios a partir de
candidatos a farmacos que estdo sendo avaliados para o tratamento de doengas
“perseguidas” pela industria farmacéutica. Ja € possivel observar progressos advindos
do uso dessa estratégia e particularmente no caso da doenga de Chagas trés exemplos

merecem destaque (Figura 1.4). O primeiro ¢ o uso de fArmacos usados no tratamento
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de infecgdes causadas por fungos através da inibicdo da enzima lanosterol 14a-
demetilase (14DM), uma enzima da rota biossintética do ergosterol. Estudos com o
Cetoconazol indicaram que esse composto apresenta uma constante de dissociagao (Kp)
frente a enzima 14DM igual a 0,2 HMBOJ. Além disso, o valor de ICs, para a inibi¢do da
forma amastigota do parasito ¢ de 0,3 nM™®. O segundo exemplo vem da observacio de
que o 7. cruzi ¢ sensivel a agdo dos bisfosfonatos (inibidores da enzima
farnesilpirofosfato sintase — FPPS), atualmente usados na terapia de reabsor¢do Ossea.
Um anélogo do farmaco Alendronato inibe a enzima FPPS e a forma amastigota do 7.
cruzi com valores de ICsq igual a 1,94 e 18 puM, respectivamente (Figura 1.4)°'. O
ultimo exemplo ¢ o wuso de andlogos do Tipifarnib, inibidor da proteina
farnesiltransferease (PFT) humana, que estd sendo avaliado na fase clinica III para o
tratamento do cancer. Diferente dos exemplos anteriores, o composto Tipifarnib ndo
inibe a mesma enzima no homem e no parasito, ja que no 7. cruzi ele atua sobre a
enzima 14DM. Gelb e colaboradores desenvolveram um analogo do Tipifarnib com
reduzida afinidade pela enzima de humanos (ICsp = 5 uM) para reduzir a sua toxidez
(Figura 1.4)*°!. Esse composto apresentou uma elevada poténcia (ICso = 0,6 nM) contra
a forma amastigota do 7. cruzi e também mostrou resultados satisfatorios em um

modelo in vivo da fase aguda da doenca.

0 OH
\Y

(\N R\/\/><‘OH

Nt HO //P\/OH
4" “on

c alendronato (R = NH,)

o]
OJ—\O N N~<
cl N / Y IC4, = 0,77 uM (FPPS)

ICq, = 65 UM (amastigota) TelCg=4nM
cetoconazol hPFT IC4, = 0,7 nM
analogo (R = Et)

tipifarnib (R = NH,)

K, =0,2 uM (14DM)
IC,, = 0,3 nM (amastigota) ICy = 1,94 uM (FPPS)

ICy, = 18 uM (amastigota) Tc1Cqy = 0,6 M
APFT IC,y = 5 uM

analogo (R = OMe)

Figura 1.4 - Exemplos de compostos ativos contra diferentes alvos do 7. cruzi identificados usando a

estratégia “piggyback medicinal chemistry”.



1.2 — Glicolise

Dentre os varios processos metabolicos importantes para o parasito, a glicolise €
considerada um alvo promissor para o desenvolvimento de novos farmacos contra os
tripanossomatideos. Isso porque este processo bioquimico exerce um papel essencial no
fornecimento de energia, na forma de ATP (adenosina tri-fosfato), para o parasito. Nos
tripanossomatideos a glicolise apresenta uma caracteristica Unica: ela ocorre em uma
organela especializada chamada de glicossomo®?!. No glicossomo estdo presentes sete
das dez enzimas que participam da conversao da glicose em piruvato: hexocinase (HK),
glicose 6-fosfato-isomerase; 6-fosfofrutocinase (PFK), 1,6-difosfato aldolase (ALD),
triosefosfato isomerase (TIM), gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) e a
fosfoglicerato cinase (PGK), respectivamentel™”.

Bakker et al. identificaram os alvos mais promissores para o desenvolvimento de
farmacos tripanossomicidas usando modelos matematicos para calcular quais as etapas
da glicolise precisam ser menos inibidas para induzir a inibi¢ao de certa quantidade do

fluxo glicolitico®!

. A Tabela 1.2 reporta a porcentagem em que cada enzima da
glicolise precisa ser inibida para que o fluxo glicolitico diminua em 50%. O transporte
de glicolise aparece como sendo o alvo mais promissor, ja que a inibi¢do de apenas 51%
dessa etapa ¢ suficiente para inibir o fluxo glicolitico em 50%. As enzimas ALD,
glicerol-3-fosfato desidrogenase (GDH) e PGK também aparecem como sendo alvos

promissores para o planejamento de novos farmacos, ja que elas também exercem um

controle significativo do fluxo glicolitico.



Tabela 1.2 - Enzimas envolvidas no controle da glicélise, cuja inibi¢do individual leva a uma redugdo de

50% fluxo glicolitico.

Enzima* Inibicio necessaria (%)
Transporte de glicolise 51
ALD 76
GDH &3
GAPDH 84
PGK 85
HK 93
PFK 93
PYK 97

ALD, frutose-1,6-difosfato aldolase; GDH, glicerol-3-fosfato desidrogenase; GAPDH, gliceraldeido-3-
fosfato desidrogenase; PGK, 3-fosfoglicerato cinase; HK, hexocinase; PFK, 6-fosfofrutocinase; PYK,

piruvato cinase

Além das enzimas ALD, GDH e PGK, a enzima gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase também exerce papel significativo no controle do fluxo glicolitico. A
inibi¢do dessa enzima em 84% provoca a redugdo do fluxo glicolitico em 50%. Outro
aspecto que merece destaque ¢ que um modelo elaborado da glicolise em eritrocitos
humanos mostrou que uma deficiéncia de 95% das enzimas ALD, PGK e GAPDH nao
provoca qualquer sintoma clinico™.

Extensos estudos do metabolismo do 7. brucei mostraram que a forma
tripomastigota usa a glicolise como sua unica fonte para a obtencdo de energial®*>).
Engel et al. mostraram que uma cultura da forma amastigota do 7. cruzi possui um
metabolismo essencialmente glicolitico, e que ela adquire a habilidade de oxidar
substratos, tais como aminoacidos, somente apds a diferenciagdo para a forma
epimastigotal®®),

A forte dependéncia dos tripanossomatideos pela via glicolitica para a obtengao
de energia, a organizagdo particular das enzimas dessa via no glicossomo e a ocorréncia
de caracteristicas Unicas tanto estruturais quanto no mecanismo de muitas enzimas
envolvidas na glicélise oferece uma série de oportunidades para o desenvolvimento de
novos agentes tripanossomicidas. Esse conjunto de caracteristicas explica o motivo pelo
qual as enzimas da via glicolitica se tornaram alvos promissores na busca por novos

farmacos para o tratamento da doenga de Chagas®>*!],
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CAPITULO 2

Alvo enzimdtico

Neste capitulo sdo abordados aspectos importantes da enzima
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH), que ¢ o alvo
usado nesta tese como modelo para a selecao e identificacao
de novos candidatos a agentes anti-7. cruzi. Nesse contexto,
serdo apresentadas informagdes a respeito da reacdo e do
mecanismo dessa enzima, bem como da sua estrutura. Além
disso, os inibidores conhecidos dessa enzima também sdo
apresentados.
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2 — GLICERALDEIDO-3-FOSFATO DESIDROGENASE (GAPDH)

2.1 — Reacao e mecanismo

Nesse trabalho o alvo escolhido para a busca de novos farmacos contra a doenga
de Chagas foi a enzima gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH), ja que ela ¢
uma das enzimas mais promissoras para o desenvolvimento de novos farmacos para o
tratamento da doenca de Chagas. Nessa enzima ocorre a sexta reacdo da glicdlise: a
fosforilagdo oxidativa do D-gliceraldeido-3-fosfato (G3P) para [,3-bisfosfoglicerato
(1,3-BPG) (Figura 2.1)!",

o
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P + NAD" + HPOZ —» oH + NADH + H'
(o} \o— o
\ O
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Gliceraldeido-3-fosfato . o .
(G3P) 1,3-Bisfosfoglicerato

(1,3-BPG)

Figura 2.1 — Representacdo simplificada da fosforilagdo oxidativa do D-gliceraldeido-3-fosfato (G3P)
para 1,3-bisfosfoglicerato (1,3-BPG).

O mecanismo da reagdo ocorre no sitio ativo da GAPDH e envolve o ataque
nucleofilico da cisteina catalitica (Cys166), através do seu grupo sulfidrila (-SH), ao
carbono carbonilico do G3P formando um intermedidrio tetraédrico hemitioacetal
(Figura 2.2). Além da Cys166, outro residuo que participa diretamente da catalise ¢ a
His194 que atua como uma base. Esse residuo ¢ responsavel por ativar a Cysl66 e
também por facilitar a formagio do intermediario tetraédrico'®’. O intermediario se
decompde pela transferéncia de hidreto (: H™) para o cofator NAD™ formando um tio-
ester altamente energético. A fosforilacdo desse ultimo ocorre pelo ataque nucleofilico

de um fosfato inorganico que libera o produto (1,3-BPG) da enzimal'.
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Figura 2.2.- Mecanismo da reagdo da enzima GAPDH: Apo6s a formagdo do complexo enzima-substrato
(1) ocorre a formagao de uma ligagdo covalente hemitioacetal (2) entre o substrato ¢ o grupo —SH do
residuo de cisteina, facilitada pela catalise acido-base com uma base vizinha, a histidina (His194). (3)
Esse intermedidrio enzima-substrato ¢ oxidado pelo NAD' ligado no sitio ativo, formando um
intermediario covalente acil-enzima, um tioéster. (4) o NADH formado deixa o sitio ativo e ¢ substituido
por outra molécula de NAD". A ligacio entre o grupo acil e o grupo tiol da enzima tem uma alta energia

livre de hidrolise. (5) Essa ligagdo sofre uma fosforilagdo (ataque pelo P;), liberando o produto 1,3-BPG.

2.2 — Estrutura

A enzima GAPDH tem sido extensivamente estudada e a estrutura cristalina
dessa enzima estd disponivel para diferentes formas de parasitos e também para a forma

humanal®> %,

Ela ¢ um homotetrdmero com uma massa molecular de aproximadamente
156 kDa (Figura 2.3a). Cada subunidade do tetramero ¢ composta por dois dominios: o
dominio de ligagdo do NAD" e o dominio catalitico (Figura 2.3b). O dominio do NAD"
compreende os residuos 1-150 na extremidade N-terminal e os residuos 331-359 na
extremidade C-terminal. Este dominio contém uma alga formada pelos residuos 66-76,

encontrada somente na familia 7rypanosomatidae. Ja o dominio catalitico compreende
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os residuos 151-330, incluindo os essenciais para a atividade catalitica, Cys166 e

His194"3,

(b)
Figura 2.3 - (a) Representacdo em fita das quatro cadeias da enzima GAPDH; (b) representacdo em fita

[14]

dos dominios NAD" e catalitico. A figura foi gerada com o programa Chimera

Viérios trabalhos apontam que o sitio ativo da GAPDH ¢ formado por dois sub-
sitios de ligacdo catidnicos e que estdo relacionados a ligagdo do grupo fosfato do
substrato (Ps) e do fosfato inorganico (P;) ">}, O sitio P, ¢ constituido pelos residuos
Thr197, Thr199, Arg249 ¢ a hidroxila da ribose do NAD" (Figura 2.4a). J4 o sitio P;
compreende os residuos Thr167, Thr226, Ser247 e a Arg249 (Figura 2.4a).
Inicialmente, acreditava-se que o G3P se ligasse apenas no sitio P como pode ser visto
na figura 2.4b, na qual o G3P se liga nesse sitio na GAPDH de Bacilus
stearothermophilus. Contudo, Kim et al. mostrou a existéncia de um segundo sitio para
o fosfato inorganico chamado novo sitio P; . Esse novo sitio foi identificado a partir
do crescimento cristais num tampao fosfato e estd situado a cerca de 2,9 A do sitio P;
original. Estudos de modelagem molecular apontam que este novo sitio ¢ apropriado
para o ataque nucleofilico do fosfato inorgénico no intermediario tio-ester'®!. Estudos
mostram que o substrato G3P também ¢ capaz de interagir com esse novo sitiot'®

(Figura 2.4c¢).
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Figura 2.4 - (a) Representagdo bidimensional das intera¢des entre o andlogo do produto que se encontra

cristalizado com a GAPDH de T. cruzi e os residuos dos sitios P e P;; Sobreposi¢do da GAPDH de T.
cruzi (cinza claro) com: (b) GAPDH de B. stearothermophilus (rosa) ¢ (¢) C. parvum (azul). O analogo
do produto na enzima do T. cruzi esta representado como bolas e varetas. Somente os heteroatomos estédo

coloridos por elemento. A figura (a) foi gerada com o programa MOE!"”, enquanto que a figura (b) e (c)

foram feitas usando o programa Chimera!'".,

Skarzyfiski et al. propos que o sitio P; € o sitio de ligagdo do fosfato inorgénico
na etapa de fosforilagio!'®. De acordo com a hipétese formulada por eles, o carbono 3
(C3) do fosfato do G3P se liga primeiro no sitio P; durante a etapa de acilagdo e entdo,
sai do sitio P; e vai para o Ps durante a etapa de fosforilagdo. Este mecanismo ¢
suportado por estudos cinéticos assim como com estudos estruturais com a GAPDH de
Escherichia coli e é conhecido como mecanismo flip-flop. A estrutura da GAPDH de T.
cruzi, ligada covalentemente com um analogo do substrato também fornece suporte para

esse mecanismo. Com a incorporacao do novo sitio P;, propde-se que o carbono C3 do
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fosfato do G3P se ligue inicialmente nesse sitio e entdo muda para o sitio Py antes da
transferéncia de hidreto!'®.

Em outro trabalho recente, Cook et al. conseguiram obter uma estrutura da
GAPDH de Cryptosporidium parvum complexada com o G3P ¢ com o NAD" gracas a
uma mutacdo em que a cisteina catalitica (Cys153, na numeragao deles) foi substituida

¥l Eles verificaram que o C3 do fosfato do G3P tem uma

por uma serina (Ser)!
preferéncia por se ligar no novo sitio P; (Figura 2.4c). Desse trabalho eles concluiram
que o sitio da GAPDH apresenta uma formidavel plasticidade, no qual ele ¢ capaz de
acomodar o G3P em multiplas conformagdes e posi¢des durante a catalise enzimatica.

O residuo Arg249 tem sido apontado como essencial para a estabilizagdo das
cargas em volta do sitio Ps. Esse residuo também ¢ importante para regular a ligagdo do
substrato no sitio ativo e a saida do produto ap6s o término da reacdo. Varias estruturas
da enzima GAPDH mostram que, na auséncia de ligantes, a Arg249 forma interagdes
eletrostaticas com o residuo Asp210. Durante a catalise essa interagdo seria rompida
para que a Arg249 auxilie no correto posicionamento do substrato e na remocao do

produto do sitio ativo. Esse mecanismo tem sido chamado de mecanismo de gatilho',

2.3 — Inibidores

2.3.1 — Inibidores irreversiveis

Para entender melhor o papel das interagdes entre as subunidades no mecanismo
catalitico da GAPDH, Li et al. avaliaram dois reagentes alquilantes, cloro e bromo-
acetifosfonato, como inibidores irreversiveis da cisteina catalitica em enzimas de
diferentes organismos (porco, coelho, galinha, humana)®” (Figura 2.5). Estes inibidores
foram planejados para imitarem estruturalmente o ataque do fosfato inorganico na
enzima. Foi observado que a GAPDH exibe uma propriedade interessante: a reatividade
em metade dos sitios. Assim, quando duas subunidades (ou cadeias) sdo modificadas
pelo agente alquilante, a GAPDH perde toda a sua atividade catalitica. Além disso,
verificou-se também que o NAD' facilitaria a alquilagdo através de interagdes

eletrostaticas ou via a indu¢do de mudangas conformacionais.
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Figura 2.5 - Estruturas representativas das classes de inibidores irreversiveis da GAPDH de T. cruzi.

Cane et al. observaram que a incubagdo do antibiotico sesquiterpeno de origem
natural (produzido por fungos) pentalenolactona com a GAPDH de coelho resulta em
um inibi¢ao tempo-dependente e irreversivel pela modificacdo da Cys catalitica em cada
uma das quatro subunidades da enzima. Esse antibiotico ¢ altamente hidrofobico e
apresenta dois grupos reativos: um grupo epoxido e uma enona. A cinética de inativagao
exibiu um comportamento bifasico, com uma fase inicial rapida (ki = 3,3 min'l; K=
11,8 uM) e outra fase lenta, mas com uma afinidade superior (ki = 1,3 min'l; K;=6,12
LM)2122],

Além da pentalenolactona, outro antibidtico obtido de fungos, o 4cido koningico,
¢ um potente inibidor irreversivel da GAPDH. A partir dessa observacao, Wilson et al.
planejaram e desenvolveram duas séries de compostos andlogos ao G3P carregando os
grupos reativos epoxido e enona visando encontrar inibidores irreversiveis da GAPDH
de coelho e T. brucei®'. Analises de inibi¢do enzimatica, RMN e titulagio dos residuos
de cisteina livres indicaram que os inibidores se ligam no sitio ativo das enzimas e
formam uma ligagdo covalente com cisteina. Além disso, uma comparagdo da
reatividade desses inibidores mostrou que alguns deles exibem uma preferéncia pela
enzima do parasito. Um dos inibidores testados apresentou uma elevada poténcia, com
um LD (concentracdo de inibidor necessaria para inibir o crescimento do parasito em
100%) igual a 0,6 uM contra a forma tripomastigota do 7. brucei. Essa concentragdo
esta bem abaixo de farmacos usados no tratamento da doenga do sono como a
Pentamidina e (difluormetil)ornitina.

Em outro estudo, Ishii et al. verificaram que o compostos 4-hidroxi-2-nonenal

(HNE), o maior produto da peroxidacdo de lipideos, ¢ um potente inibidor da enzima
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GAPDH de coelho¥. Tem sido sugerido que o composto HNE exerce sua atividade
inibitoria na enzima devido a modificagdo da cisteina catalitica (Cys149) através de uma
adicdo de Michael. Para analisar o sitio de ligacdo do composto HNE, realizou-se a
digestdo da enzima com a enzima tripsina e a andlise dos peptideos resultantes por
espectrometria de massas. Com essa técnica eles verificaram a presenga de cinco
peptideos, os quais contém o composto HNE ligado na Hisl164, Cys244, Cys28l1,
His327 e Lys331. Surpreendentemente a modificagdo do sitio ativo (Cys149) ndo foi
observada, sugerindo que a inativagdo da enzima GAPDH pelo HNE ocorre devido a
modificacao seletiva dos aminoacidos localizados na superficie da enzima.

Atualmente, estdo reportadas na literatura apenas trés classes de inibidores
irreversiveis da GAPDH de T. cruzi: haloacetamida (iodoacetamida), haloacido (acido
iodo-acético) e p-nitrofenol éster-fosfonato. Nas duas primeiras classes, os compostos
apresentam um atomo de iodo, que ¢ um bom grupo abandonador, ligado no carbono
alfa da carbonila. A estrutura cristalografica desses inibidores complexados com a
GAPDH foi obtida por Guido et al.**>?®!. A estrutura do inibidor 4cido iodo-acético se
liga covalentemente com a enzima através da cisteina catalitica (Cys166)*®.. Além
disso, ele forma uma ligacio de hidrogénio mediada pela 4gua com o NAD". Em outro
trabalho, Castilho ef al. sintetizaram uma série de compostos da classe p-nitrofenol
¢éster-fosfonato que mimetizam o substrato G3P. Esses inibidores inibiram a GAPDH de
T. cruzi de maneira tempo-dependente!®. A enzima foi inibida seguindo uma cinética de
pseudo-primeira ordem e o composto mais potente exibiu um ki igual a 7000 M m™.
A estrutura cristalografica do complexo foi obtida e verificou-se que o composto se liga
covalentemente com a Cysl66 em duas conformacdes diferentes, uma com o grupo
fosfonato posicionado no sitio P; e a outra com o mesmo grupo posicionado no sitio Ps.
Esse trabalho contribuiu para validar a hipotese da existéncia do mecanismo flip-flop

para a GAPDH.

2.3.2 — Inibidores reversiveis

Uma analise da literatura mostrou que os inibidores reversiveis da GAPDH de T.
cruzi compreendem basicamente trés fontes: andlogos do substrato/produto, analogos do
cofator NAD" e produtos naturais. Esta tltima fonte apresenta uma grande variedade de

classes quimicas que tem se mostrado inibidores da enzima. Varios compostos da classe
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dos flavondides tém sido reportados como inibidores da GAPDH de T. cruzi*®?*),

Recentemente publicamos um trabalho em que trés flavonoides glicosilados se
mostraram inibidores da enzima GAPDH de T. cruzi. O composto mais potente dessa
série foi o tilirosideo com um ICs (concentragdo necessaria para que o composto iniba a
atividade enzimatica em 50%) igual a 46 uM"°! (Figura 2.6). No mesmo trabalho, trés
acidos anacdrdicos inibiram a enzima com ICsy que variaram entre 38-161 pM. A
poténcia desses compostos aumenta a medida que o numero de ligagdes duplas na

cadeia alquilica de carbono aumenta, sendo que o composto mais potente possui trés

ligagdes duplas.
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HO. OH ﬁoi—{ =
(o) i
\@AWO " oH I, = 38 uM

0 OH

1C = 46 M OO
S NH
S H
Ho+ N XN
o 07 o <

IC,, =64 uM \
o 0
0 ( OH 0O
OH 9 Ho \\pfo
HO\P/ /\)J\/\P/OH O/ ~oH
/o Y
o] H o]

: ,,L NHy
OH \ =
(0] +
ICqp = 2 MM ‘Q_-N\ /o
HO
OH
ICyp = 0,10 uM

Figura 2.6 - Estruturas representativas das classes de inibidores reversiveis da GAPDH de T. cruzi.

As cumarinas também sdo uma classe de inibidores da GAPDH de 7. cruzi bem

31.32 .. . .. c 1, . , .
#2 Vieira et al. analisaram a atividade biolégica de extratos da espécie

frequente!
Rutales e 20% desses mostraram uma significante atividade contra a GAPDH do
parasito (> 80%). Esses extratos foram entdo purificados e a estrutura de 13 cumarinas
foram determinadas®'). O composto mais potente foi a chalepina com um ICs, igual a
64 uM (Figura 2.6), enquanto que as outras cumarinas apresentaram valores de ICsg
entre 93-617 uM. A estrutura cristalina do co-complexo entre a chalepina e a GAPDH

revelaram que esse composto se liga no sitio ativo da enzima e ¢ estabilizado através de
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uma ligagio de hidrogénio mediada pela 4gua com o residuo Thr167'. O grupo prenila
da chalepina também exibe interagdes hidrofobicas com a Cys166.

Ladame et al. avaliaram uma série de compostos analogos do produto da reacao
(1,3BPG) contra a GAPDH de T. cruzi e T. bruceil”. Apesar da elevada similaridade
desses compostos com o 1,3BPG, eles se mostraram como sendo inibidores modestos
da GAPDH dos parasitos, exibindo valores ICsy na faixa de alto micromolar (500-2000
uM). A estrutura cristalografica de um desses compostos foi obtida e observou-se que
este se liga no sitio ativo da enzima, posicionando um grupo fosfato no sitio Ps e o
grupo fosfonato no sitio P; da GAPDH. Apesar desse composto estar ligado no sitio
ativo da enzima, o valor do seu ICsy ¢ de apenas 2 mM (Figura 2.6).

De todos os compostos avaliados até hoje contra a GAPDH de
tripanossomatideos, sem duvida os analogos de nucleosideos estdo entre os mais
potentes. O grupo do professor Christophe Verlinde e Michael Gelb planejou e
sintetizou uma vasta cole¢io de compostos analogos do cofator NAD' visando a

identificacdo de novos inibidores da GAPDH de T. brucei, T. cruzi e L. mexicana® "

31O planejamento desses inibidores se beneficiou da disponibilidade da estrutura
cristalina da GAPDH desses trés parasitos. Comparando-se a estrutura da enzima dos
parasitos com a enzima de humanos varios inibidores seletivos foram sintetizados
explorando a diferenca entre as duas enzimas. Desses inibidores, 0 mais potente contra a
GAPDH de T. cruzi foi um composto analogo ao cofator NAD" que apresenta um ICs
igual a 0,10 uM"" (Figura 2.6). Além disso, esse inibidor foi inativo contra a enzima de
humanos nas concentragdes de 100 e 500 uM.

Apesar de um nimero relativo elevado de inibidores ja terem sido encontrados
contra a GAPDH de 7. cruzi, nenhum deles se mostrou muito promissor até¢ o presente
momento. Isso pode estar ligado ao fato de que esses compostos ndo foram capazes de
inibir as formas infectivas do parasito (tripomastigota e amastigota) na concentragao
recomendada (ICsp < 10 uM) para se tornarem candidatos a fAirmacos. Outro aspecto €
que provavelmente embora alguns sejam capazes de inibir as formas infectivas do T.
cruzi, as propriedades farmacocinéticas e a seletividade desses compostos nao sao
apropriadas. Com isso, ¢ clara a necessidade da busca e o desenvolvimento de novos
inibidores mais efetivos e seguros contra a GAPDH de 7. cruzi que possam se tornar

compostos-matrizes.
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CAPITULO 3

A Quiminformdtica e o
planejamento de fdrmacos

Neste capitulo ¢ abordado o papel essencial da quimica
medicinal no planejamento de farmacos. Também sdo
apresentados os métodos em quiminformatica que sdo
ferramentas usadas pela quimica medicinal para “navegar”
pelo espaco quimico-biologico.
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3 — O PAPEL DA QUIMICA MEDICINAL NA DESCOBERTA DE
FARMACOS

3.1 — Definicao e objetivos

Considerando o aspecto prospectivo, o objetivo da quimica medicinal é o
desenvolvimento e a produgdo de compostos que possam ser usados na medicina para a
prevencao, tratamento e cura de doencas. Pelo lado retrospectivo, a quimica medicinal
também inclui o estudo dos farmacos existentes, de suas propriedades farmacologicas e
suas relagdes entre a estrutura quimica e a atividade biological'’.

De acordo com a IUPAC (Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada) a
quimica medicinal “é uma disciplina baseada na quimica, também envolvendo aspectos
das ciéncias biologicas, médica e farmacéutica. Seu interesse esta na invengdo,
descoberta, desenvolvimento, identifica¢do e preparagdo de compostos biologicamente
ativos, o estudo de seu metabolismo, a interpretagdo de seu modo de agdo ao nivel

molecular e a construgdo de relagoes estrutura-atividade” (21

3.2 — As fases da descoberta e desenvolvimento de um farmaco

O processo de descoberta e desenvolvimento de um farmaco ¢ dividido em duas
grandes fases: (i) fase pré-clinica (descoberta e otimizagdo) e (ii) fase clinica
(desenvolvimento)!'!. Inicialmente na fase pré-clinica ha identificagdo e validagdo do
alvo terapéutico (receptor, enzima, grupo transportador, modelo celular ou in vivo). A
correta identificacdo e selecdo de um alvo validado ¢ uma etapa chave para o sucesso
posterior de um projeto em quimica medicinal®. Em seguida vem a identificagio (ou
descoberta) e produg¢do de novas substincias ativas que apresentem interagdo com o
alvo selecionado (Figura 3.1). A identificagdo dos compostos bioativos pode envolver
triagens reais ou virtuais, usando os diferentes métodos em quimica medicinal. Tais
compostos sdo usualmente conhecidos como ligantes (hits) e podem ser oriundos de
produtos naturais, sintese quimica ou processos biotecnologicos. Os ligantes geralmente
apresentam baixa afinidade pelo alvo e na otimizacdo hé o aperfeicoamento da estrutura
dos ligantes até se tornarem compostos-matrizes (leads). O processo de otimizagdo tem

a finalidade de promover um aumento na poténcia, seletividade e uma diminui¢do da
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toxicidade (Figura 3.1). Essas caracteristicas permitem o estabelecimento e analise das
relagoes estrutura-atividade (SAR), num contexto ideal para permitir o entendimento do
modo de a¢do ao nivel molecular. Contudo, a avaliacdo de parametros farmacocinéticos
tais como absor¢ao, distribui¢ao, metabolismo e excrecdo (ADME) e biodisponibilidade
oral ja ¢ realizada nos primeiros estagios do projeto para eliminar moléculas

indesejaveis.
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Figura 3.1 - Os estagios da descoberta e desenvolvimento de um novo farmaco.

Na fase clinica, a proposta ¢ o aperfeigoamento das propriedades
farmacocinéticas e o fino ajuste das propriedades farmacéuticas (formulacdo quimica)
das substancias selecionadas para que estas se tornem aptas ao uso clinico. Os
compostos-matrizes sdo submetidos a varios ensaios toxicoldgicos em animais. Se
passarem por todos os testes, toda a pesquisa acumulada ¢ reunida e submetida as
agéncias reguladoras (FDA nos Estados Unidos e ANVISA no Brasil) para obter o titulo
de investigacdo de novo farmaco (IND, nos Estados Unidos). Em caso de aprovacao, os
testes clinicos se iniciam na fase I. Nessa fase os candidatos sdo avaliados em um
pequeno numero (dezenas) de voluntarios humanos saudaveis (prova de conceito) com
o objetivo especifico de validar os modelos pré-clinicos no homem!*. Os estudos na
fase II englobam a avaliagdo detalhada da seguranca e eficacia dos compostos numa
populagdo de pacientes maior (centenas de pacientes)!*l. A fase IIT envolve milhares de
pacientes em multiplos centros clinicos, geralmente em diversos paises'. O objetivo
desses estudos ¢ demonstrar a eficacia por um longo periodo e a seguranga do farmaco.

Ap6s a finalizacdo dos estudos em fase clinica, um pedido de requisi¢cdo de um novo
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farmaco (NDA, nos Estados Unidos) ¢ submetido a agéncia reguladora que aprova ou
ndo a comercializagdo do candidato a farmaco (Figura 3.1). No Brasil, o IND e o NDA
correspondem a emissdo de comunicado especial (CE) e registro de medicamentos,

respectivamente, que sdo requeridos junto &8 ANVISADP!,

3.3 — As trés principais fases da atividade de um farmaco

A atividade de um farmaco depende da sequéncia de eventos que comeca
quando a molécula penetra no organismo vivo e que culmina quando esta encontra o seu
alvo e elicita a propriedade bioldgica de interesse. Classicamente admite-se que existam
trés fases caracteristicas que governam a atividade bioldgica de um farmaco num
organismo vivo: as fases farmacéutica, farmacocinética e farmacodindmica. A fase
farmacéutica estd relacionada com a escolha da forma de administragdo apropriada e
com a formulagdo farmacéutica e tem o objetivo de otimizar a distribui¢do e facilitar a
absor¢do. As possiveis rotas de administra¢do sdo oral, intravenosa, nasal, transdermal,
etc. Na formulacdo ¢ feita a decisdo se o composto ird ser administrado na forma de
comprimidos, cépsulas, liquido, etc.

A fase farmacocinética controla os diferentes parametros que governam o
caminho percorrido pelo farmaco desde a sua a administrag@o até o seu encontro como o

alvolll,

Essa fase preocupa-se em avaliar e prever os processos de absor¢do,
distribuicao, metabolismo ¢ excre¢ao do farmaco. Durante a absor¢do cle atravessa
membranas bioldgicas e organelas. Esse processo ¢ fortemente dependente das
caracteristicas fisico-quimicas do farmaco (ionizado, ndo ionizado, tamanho, coeficiente
de parti¢do, etc.). A corrente sanguinea se encarrega de distribui-lo pelo organismo. A
fun¢do do metabolismo ¢ transformar o farmaco num composto mais solivel em agua
para facilitar a sua eliminagao pela urina. Uma vez que ele exerce seu efeito ele deve ser
eliminado do organismo, sendo a sua acumulagdo ird provocar efeitos colaterais. As
principais rotas de eliminagdo sdo a renal (urina) e retal (fezes).

A fase farmacodinamica ¢ a fase de maior interesse para o quimico medicinal e
trata diretamente da natureza e da qualidade das interacdes entre o fAirmaco e seu alvo
biomacromolecular!!). Partindo de um composto pouco potente e nio seletivo, o desafio

¢ maximizar a poténcia e a seletividade e minimizar os efeitos adversos. A resposta

biologica ¢ maxima quando a molécula exibe uma perfeita complementaridade
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estereoquimica e eletronica com a estrutura do alvo. Idealmente, o quimico medicinal,
baseado nos conhecimentos das caracteristicas do alvo, tenta planejar compostos que
possuam um tamanho, forma, propriedades hidrofobicas e hidrofilicas apropriadas.
Quanto maior ¢ o ajuste do composto com o sitio do alvo, mais seletivo serd o fArmaco

em eliciar apenas o efeito desejado.

3.4 — A quiminformatica e o planejamento de farmacos

3.4.1 — O espago quimico-biologico

O planejamento e desenvolvimento de um novo firmaco ¢ um processo longo,
complexo, caro e altamente arriscado!®. Uma analise de 68 farmacos aprovados estimou
que sdo necessarios em média 15 anos para que uma nova entidade quimica (NCE)
chegue ao mercado ao custo de 800 milhdes de dolares!”, podendo chegar a US$1,4
bilhdo. Na fase de pesquisa, somente uma pequena fragdo dos compostos sdo
selecionados como candidatos a farmacos para o desenvolvimento. Nessa fase,
experiéncias tém mostrado que aproximadamente 1 de 15-25 candidatos a farmacos
sobrevive aos rigorosos testes de seguranga e eficacia (em animais e humanos).
Claramente esta ¢ uma atividade altamente arriscada, mas os potenciais beneficios para
milhdes de pacientes com graves doencas fornece uma constante motivagcdo. Além
disso, a introdugdo no mercado de um novo farmaco pode gerar bilhdes de US$ anuais.
Como exemplos de blockbusters (termo do inglés para designar os farmacos com
vendas anuais acima de US$ 1 bilhdo) temos a atorvastatina (Liptor®, Pfizer) e o
Clopidogrel (Plavix) com vendas estimadas em 2007 de 12 e 5,9 bilhdes de ddlares,
respectivamente!®),

Mesmo apds o aumento dos investimentos e a introdu¢do de novas tecnologias
(quimica combinatéria, ensaios automatizados em larga escala — HTS) pela industria
farmacéutica, a taxa de sucesso — partindo-se da escolha do alvo até a obtencdo do
registro junto as agéncias reguladoras — ¢ de apenas 10% e o nimero de novos farmacos
aprovados anualmente permanece constante entre 20-30 compostos'”’. Atualmente, 30%
dos compostos que chegam aos estagios finais do desenvolvimento clinico sao
abandonados em decorréncia: (i) da auséncia de eficdcia e (ii) seguranga clinica e

toxicolégica insuficiente!'".
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Com certeza, um dos motivos das dificuldades encontradas no planejamento e
desenvolvimento de um composto até este se tornar um farmaco ¢ o tamanho do espaco
quimico no qual a busca ¢ realizada. O espago quimico pode ser visto como sendo
analogo ao Universo em sua vastiddo, em que os compostos quimicos ocupam o lugar
das estrelas. Por exemplo, o nimero de substancias teoricamente sintetizdveis usando
apenas a combinacdo de poucos atomos (C, O, H, N, P, S, F, Cl, Br, I) e com uma

120 A s
0" substancias.

massa molecular (MM) menor que 500 Da gira em torno de 10*° a 1
Atualmente, o nimero de compostos existentes, de acordo com o Chemical Abstracts, ja
passa de 50 milhdes!'"). Com isso, ¢ assumido que o espago quimico, do ponto de visto
pratico, ¢ infinito. Além disso, nem todo composto quimico apresenta atividade
bioldgica e, menos ainda, propriedades para se tornar um farmaco. Em virtude disso, o
desafio da quimica medicinal ¢ encontrar as provaveis regides que contém compostos
biologicamente ativos, isto €, o espaco quimico biologicamente relevante que ¢
chamado de espaco quimico-bioldgico'™ (Figura 3.2). Em termos das propriedades
fisico-quimicas e dos descritores topoldgicos, os compostos terapeuticamente Uteis se
agrupam em ‘“galdxias”. A experiéncia adquirida ao longo dos anos em varios projetos
de quimica medicinal e programas de HTS sugerem que os compostos que se ligam em

certas classes de alvos se aglomeram proximas umas das outras em discretas regides do

espago quimico (Figura 3.2).

Proteases & GPCRs §
aminérgicas

Figura 3.2 - Representacdo do espaco quimico e do espago quimico-bioldgico. Os compostos

terapeuticamente uteis se agrupam formando “galaxias”.

Com o aperfeicoamento da informatica foi possivel unir a quimica e a

13,14
[13.14] De acordo com Brown “a

informdtica gerando uma nova area a quiminformadtica
quiminformatica transforma dados em informagdo e informagdo em conhecimento cuja

intengdo é realizar as melhores e mais rapidas decisoes na area de desenvolvimento de
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farmacos™ . Uma definicio mais ampla foi dada por Gastaiger: “a quiminformdtica é
0 uso dos métodos da informdtica para resolver problemas quimicos™®.

A quimica medicinal navega pelo imenso espaco quimico-bioldgico usando os
métodos em quiminformatica. Estes métodos sdo usados na aquisi¢do, gerenciamento,
analise, visualizacdo e no uso das informagdes relacionadas aos compostos quimicos e
as suas propriedades. O uso desses métodos ¢ baseado na premissa de que o
conhecimento da estrutura e das propriedades dos ligantes bem sucedidos e daqueles
que falham ¢ wvalioso para o enriquecimento, identificagdo e otimizagdo dos

. 1 , . .. , .o L.
candidatos!'”. A quimica medicinal emprega os métodos em quiminformatica desde a

identificacao do ligante, passando pela selecdo do composto-matriz até a fase pré-clinica

(Figura 3.3).
otimizacdo Oﬂm:’z(;?lgao e o
i composto pre-clinica clinica
matriz

Quiminformatica

Figura 3.3 - Aplicagdo dos métodos em quiminformatica nos diferentes estdgios do processo de

desenvolvimento de um farmaco.

3.4.2 — O ensaio virtual

A quiminformadtica possibilitou também a introducdo de tecnologias avangadas
na busca por novos farmacos evitando assim, a sintese de compostos triviais que
dificilmente se tornariam novos medicamentos. Dentre essas técnicas destacam-se o

ensaio virtual (virtual screening)[lg].

Ele tem sido usado como uma abordagem
alternativa a técnica de HTS, na qual realiza-se o ensaio in silico de colecdes de
compostos (reais ou virtuais) buscando aqueles que apresentam uma
complementaridade significativa com o sitio ativo do alvo. Somente os compostos que
sdo preditos como tendo grandes chances de se ligarem no alvo serdo selecionados e

avaliados experimentalmente!'.
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Historicamente, existem duas formas de planejamento utilizadas no ensaio
virtual: o planejamento baseado na estrutura do ligante (LBDD) e o planejamento
baseado na estrutura do receptor (SBDD). O planejamento baseado na estrutura do
ligante ¢ usado para identificar moléculas com caracteristicas (pontos farmacoforicos,
descritores estruturais) similares a dos ligantes conhecidos e que provavelmente também
irdo apresentar afinidade pelo alvo'” (Figura 3.4). Nessa estratégia ndo ha a
necessidade do conhecimento da estrutura 3D do alvo. O ensaio virtual baseado na
estrutura do alvo, por outro lado, requer o uso da estrutura do alvo, a qual pode ser
obtida experimentalmente (Raios-X, RMN) ou computacionalmente (homologia)
(Figura 3.4). Nessa estratégia, o objetivo ¢ explorar o reconhecimento molecular entre o
ligante e o alvo biomacromolecular (proteina, enzima, receptor, DNA, etc.) e priorizar a
selecdo dos compostos com elevada probabilidade de se ligarem na
biomacromolécula®. Na auséncia de uma colegdo de compostos, pode-se usar a
estratégia de planejamento baseado na estrutura do alvo conhecida como de novo. Nessa
estratégia, ¢ feita a “criagdo” de compostos que se ajustem otimamente ao sitio do alvo.

O maior problema dessa estratégia é a sintese dos compostos propostos!*'],

Baseado na Baseado na
estrutura do estrutura dos
alvo ligantes
de novo farmacoféros

estrutura

ligantes

composto

e conhecidos

alvo

similaridade

docagem quimica

colecao
de
compostos

Figura 3.4 - Possiveis estratégias usadas no ensaio virtual.
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CAPITULO 4

Objetivos

Os objetivos fundamentais desta tese de doutorado sdo
apresentados neste capitulo.
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4 - OBJETIVOS

Os principais objetivos dessa tese de doutorado sao:

v" Constru¢do de um banco de dados contendo moléculas previamente testadas
contra a GAPDH de T. cruzi

v' Aquisi¢do de uma colegdo virtual de compostos disponiveis comercialmente
para serem eventualmente adquiridos e avaliados como inibidores enzimaticos

v Aplicar filtros de sele¢do na colegdo virtual para eliminar compostos que sdo
reativos, potencialmente toxicos e que apresentem  propriedades
farmacocinéticas indesejadas

v" Realizar um planejamento baseado na estrutura do alvo visando a identificagdo
de moléculas com caracteristicas estruturais apropriadas para uma boa interagao
com o sitio da enzima

v Determinar as constantes cinéticas do substrato usando a técnica de calorimetria
de titulacao isotérmica (ITC)

v' Determinar as constantes de inibi¢do dos compostos selecionados através do
planejamento computacional usando a técnica de ITC

v' Realizar estudos de inibi¢do com os melhores compostos frente a enzima de
coelho visando avaliar a seletividade desses compostos

v' Avaliar a capacidade dos compostos em inibir as formas infectivas do 7. cruzi
(tripomastigota e amastigota)

v' Selecionar classes de compostos para estudos de relagdo estrutura-atividade

biologica (SAR)
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CAPITULO 5

lanejamento
computacional de novos

inibidores da GAPDH de
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Uma breve introdugdo sobre os métodos em quiminformatica
usados na sele¢do dos compostos ¢ abordada neste capitulo.
A estratégia e os critérios usados para selecionar os
compostos também sdo apresentados.
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5 —IDENTIFICACAO E SELECAO DOS COMPOSTOS

5.1 — Planejamento baseado na estrutura do receptor

5.1.1 — Docagem

A docagem ¢ o método de planejamento baseado na estrutura do alvo mais usado
hoje em dia tanto na indlstria quanto na academia. Ela pode ser definida como uma
tentativa de prever a estrutura do complexo formado entre um ligante (uma pequena
molécula ou at¢ mesmo uma proteina) e um receptor (enzima, DNA, canais i06nicos,
receptores, etc.)!'l. Essa técnica é aplicada em diferentes estagios do processo de
desenvolvimento de farmacos com o objetivo de cumprir trés propostas principais:
prever o modo de ligacdo de uma molécula conhecida, identificar novos ligantes usando
o ensaio virtual e predizer a afinidade da ligagdo de moléculas relacionadas a partir de
uma série de ligantes ativos”). Extensas colecdes de moléculas, geralmente disponiveis
comercialmente, sdo docadas na estrutura do alvo sob estudo por um programa
computacional de docagem. Cada molécula ¢ amostrada em milhares de possiveis
configuracdes e pontuada com base na sua complementaridade com o alvo. De centenas
de milhares de moléculas no banco de dados, as dezenas de ligantes mais bem

pontuados sdo subsequentemente avaliados num ensaio experimental (Figura 5.1)"!.

Docagem

Ensaio
experimental

¢
¢
¢

Figura 5.1 - Esquema representativo da docagem.
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Os protocolos de docagem podem ser descritos como a combinagdo de dois
componentes: um algoritmo de busca dos graus de liberdade configuracional e
conformacional e uma funcdo de pontuacio ou avaliagio™. O algoritmo de busca
deve exaustivamente elucidar todos os possiveis modos de ligacdo entre o ligante e o
receptor. Os algoritmos mais amplamente usados podem ser agrupados nas seguintes
categorias: métodos baseados em campos de forga, tais como simulacdes de Dinamica
Molecular (MD) ou Monte Carlo (MC), métodos evolucionarios (que empregam o
algoritmo genético), métodos baseados em fragmentos (ou construcdo gradual) e
métodos baseados na complementaridade ligante-receptor. Os programas DOCK, FlexX
e Surflex pertencem a categoria dos métodos baseados em fragmentos, enquanto que o
programa AutoDock ¢ um representante dos métodos evolucionarios.

Os algoritmos baseado em fragmentos, ou métodos de ancoragem e crescimento
(anchor-and-grow), dividem o ligante em regides rigidas e flexiveis. Uma ou mais
ancoras rigidas sao identificadas pela analise das ligagdes livres. Em seguida, essas
ancoras sao docadas em primeiro lugar e as partes flexiveis sdo adicionadas
sequencialmente, com a varredura sistematica dos angulos de tor¢ao.

O algoritmo genético usado no programa AutoDock usa a genética para resolver
o problema da otimiza¢do na docagem do ligante no receptor. No caso da docagem, o
arranjo particular do ligante e do receptor ¢ definido por um conjunto de varidveis que
descrevem a translagdo, orientagdo e a conformacdo do ligante com respeito ao
receptor'”. Este conjunto é chamado de variaveis de estado do ligante, e cada variavel
de estado corresponde a um gene. O estado do ligante descreve o seu genotipo,
enquanto que as coordenadas atomicas do ligante descrevem o seu “fenotipo”. O ligante
¢ submetido a uma série de eventos genéticos como a sele¢cdo, cruzamento e mutagdo
durante o processo de otimizagio!”,

A funcdo de pontuagdo deve ser capaz de distinguir os modos de ligacao
experimental entre todos os outros modos explorados através do algoritmo de busca.
Usualmente, as fun¢des de pontuagdo indicam a complementaridade estereoquimica e
eletrostatica entre o ligante e o alvo biomacromolecular. Essencialmente, existem trés
tipos ou classes de fungdes de pontuagdo que sdo aplicadas atualmente: fungdes de
pontuagdo baseadas em campos de forca, empiricas e baseadas no conhecimento. A
primeira aplica a mecanica molecular classica em fungdes energéticas. Essas fungdes
aproximam a energia livre de ligagdo do complexo ligante-receptor como uma soma das

energias de interacdes eletrostaticas e de van der Waals. O programa DOCK usa uma
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funcdo de pontuacdo baseada no campo de forca AMBER. Nas fungdes de pontuagdo
empiricas, a energia de ligacdo ¢ essencialmente expressa como uma soma balanceada e
explicita dos termos derivados de parametros estruturais, tais como as ligacdes de
hidrogénio e as interagdes hidrofobicas'™. O balanceamento dos termos dessas fungdes é
derivado pelo ajuste dos valores determinados experimentalmente da constante de
inibicdo (K; para o complexo ligante-receptor cuja estrutura cristalina tenha sido
determinada. O programa AutoDock usa uma fun¢do de pontuacdo empirica derivada de
uma regressao linear usando os valores de K; de um conjunto de 30 complexos ligante-
receptor. Ja o programa FlexX estima a energia livre de ligacdo do complexo ligante-
receptor usando também uma fun¢do de pontuacdo empirica baseada no trabalho de
Bohm e Klebe!*'!. A fungio de pontuagdo usada no programa Surflex foi calibrada para
estimar a afinidade de ligacdo (-logK,), de um conjunto de 34 complexos ligante-
receptor[g]. A terceira classe de fungdes de pontuacdo deve a sua existéncia a0 massivo
aumento do deposito de estruturas no Protein Databank (PDB)®). Essas func¢des sdo
construidas exclusivamente a partir de uma analise estatistica da estrutura de complexos
determinados experimentalmente, baseada na suposi¢do de que as distancias
interatdmicas que ocorrem com uma frequéncia maior que um dado valor médio deve

representar contatos favoraveis, e vice-versa.
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5.2 — Métodos Computacionais

Inicialmente foi feita uma busca no banco de dados PDB por estruturas
cristalinas da enzima GAPDH de 7. cruzi e de humanos. Foram selecionadas trés
estruturas: duas referentes 3 GAPDH do parasito (1K3T!'", 1QXS!"Y)) ¢ a terceira
referente &8 GAPDH de humanos (1USF!'?)).

Na proxima etapa realizou-se a aquisicdo de uma colegdo virtual com
aproximadamente dois milhdes de compostos com caracteristicas farmaco-similar
(drug-like) disponiveis no banco de dados de dominio publico ZINC'*. Em seguida foi
aplicada uma série de filtros de selecdo nesse banco de dados utilizando o programa
FILTER 2.0"Y. Com isso, o banco de dados inicial foi reduzido para aproximadamente
100.000 moléculas. Essa etapa e as outras adotadas na sele¢do dos compostos esta

representada esquematicamente na Figura 5.2.
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Figura 5.2 - Representagdo esquematica da estratégia usada na selecdo dos compostos.

Usando a sub-colecdo selecionada anteriormente, foi iniciado um planejamento
baseado na estrutura do receptor usando a docagem. O programa DOCKS5.4.01">' foj
usado numa primeira etapa empregando as coordenadas cartesianas da estrutura 1QXS e
a colecao de compostos. Todos os ligantes foram removidos, inclusive as moléculas de

agua e o cofator. O sitio ativo da enzima foi definido como o conjunto de aminoéacidos
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em que pelo menos um 4tomo estivesse numa distancia 15 A do ligante, no caso um
analogo do produto da reacdao. Os atomos de hidrogénio e cargas parciais de Kollman

.. . . . 17
foram adicionados & enzima usando o programa Chimeral'”

. Para os ligantes ¢
necessaria a adicao das cargas parciais de Gasteiger-Marsili, contudo, estas ja haviam
sido previamente adicionadas pelos desenvolvedores do ZINC. Além da presenga das
cargas, os compostos obtidos junto ao banco de dados ZINC ja estavam no estado de
protona¢do mais provavel para o pH 7,5, que ¢ o pH em que os ensaios experimentais
foram realizados. Em seguida, usando o programa dms''), foi gerada uma superficie
molecular de Connolly!'”! para o alvo passando-se um atomo de prova com um raio de
1,4 A. O programa SPHGEN!"! foi usado para criar as esferas complementares a
superficie da proteina num raio de 8 A do ligante. Em seguida, o modulo grid®” do
programa DOCKS5.4.0 foi usado para gerar grades (grids) tridimensionais de 0,3 A de
resolucdo com o centro localizado sobre o ligante, as quais sdo necessdrias para uma
rapida avalia¢dao no programa DOCKS5.4.0. O tamanho da caixa escolhida para englobar
as esferas selecionadas usou uma margem extra de 6 A. Finalizada a etapa de
preparacdo do sitio e dos ligantes iniciou-se a docagem flexivel e subsequente
minimizag¢ado dos ligantes no sitio ativo da enzima, a qual foi mantida rigida.

As 18.000 moléculas mais bem pontuadas pelo programa DOCKS5.4.0 foram
selecionadas e docadas flexivelmente no sitio ativo das enzimas 1K3T, 1QXS e 1U8F

21, 22] implementado no pacote SYBYL!. Essas enzimas

usando o programa FlexX2.0!
foram preparadas removendo-se os ligantes e as moléculas de agua, assim como
também foram adicionados atomos de hidrogénio e cargas parciais de Kollman na
enzima. O sitio ativo englobou todos os residuos de aminoacidos que contivessem pelo
menos um atomo a uma distancia < 15 A do ligante.

O programa Surflex2.0™® foi usado na proxima etapa para docar flexivelmente,
no sitio ativo da enzima 1QXS, as 1.000 moléculas que apresentaram as melhores
energias de interagao com o alvo de acordo com a fun¢do de pontuacdo do programa
FlexX2.0. Assim como anteriormente, o sitio ativo englobou todos os residuos de
aminodcidos que contivessem pelo menos um dtomo a uma distancia< 15 A do ligante.
Os atomos de hidrogénio e cargas parciais de Kollman foram adicionados na enzima.

As 1.000 moléculas mais bem pontuadas pela fungdo de pontuacao do FlexX2.0
também foram docadas usando o programa AutoDock3.0.5!! ¢ a estrutura da enzima
1QXS. Os atomos de hidrogénios polares assim como as cargas parciais de Kollman

.. . . 24 . ~
foram adicionados a enzima usando o pacote ADTPY. Em seguida os parametros de
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solvatagdo foram determinados usando o programa auxiliar ADDSOL implementado no
pacote ADT. Uma grade de 70 x 60 x 60 nas direcdes X, y € z, respectivamente, com
0,375 A de espacamento (centrada no ligante) foi usada para calcular os mapas
energéticos para dez tipos de atomos [C, A (carbono aromatico), B, CL, F, H, O, N, S,
P], usando o programa AUTOGRID. Todas as possiveis rotagdes livres dos ligantes
foram identificadas usando o programa auxiliar AUTOTORS implementado no pacote
ADT.

Ap6s a docagem dos ligantes, foi realizada uma anélise de docagem consensual
das energias de interacdo das 1000 moléculas obtidas com os programas DOCKS5.4.0,
FlexX2.0, Surflex2.0 ¢ AutoDock3.0.5 e as estruturas das enzimas 1K3T, 1QXS e
1U8F. Com isso, 200 moléculas foram selecionadas para uma inspe¢do visual, das quais
50 foram selecionadas. Finalmente, 20 compostos foram adquiridos e avaliados usando

a técnica de calorimetria de titulacdo isotérmica (ITC), sendo que onze foram ativos.
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5.3 — Resultados e Discussoes

5.3.1 — Analise do sitio ativo da GAPDH

A porcentagem de identidade (mesma sequéncia primaria de aminodcidos) e de
similaridade (sequéncia primdria de aminodcidos similares) obtidas com o alinhamento,

(251 da estrutura do parasito (1QXS) com a enzima de

usando o programa Align
humanos (1U8F) ¢ de 50,3% e 66.7%, respectivamente (Figura 5.3.). A raiz quadrada
do desvio médio (RMSD) entre os 4&tomos de carbono alfa (Ca) nas estruturas 1QXS e
1USF ¢é de 0,793 A. Esses resultados indicam que a enzima do parasito compartilha
elevada similaridade com a enzima de humanos. Na verdade, esses valores aumentam

bastante (68,2 % e 80,8%, respectivamente) quando se considera apenas os residuos

situados a uma distancia < 15,0 A do ligante cristalizado na estrutura 1QXS.
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Figura 5.3 - Alinhamento das estruturas 1QXS e 1USF.

Apesar da elevada similaridade entre a enzima de humanos e do 7. cruzi, quatro
residuos do sitio ativo podem ser explorados na busca de ligantes seletivos pela enzima
do parasito. Esses residuos sdo a Ser247, Ser224, Asp210 e Gly213 que na enzima de
humanos sdo Ala232, Ala209, Leul95 e Aspl98, respectivamente (Figura 5.4).

Particularmente, a substituicdo de duas serinas na enzima do parasito por duas alaninas
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elimina a capacidade da enzima de humanos em fazer ligagdes de hidrogénio entre a
hidroxila das serinas e os ligantes. Além disso, a polarizabilidade do sitio ativo também
muda, sendo este mais hidrofobico na enzima de humanos em virtude da presenca das

alaninas.

Figura 5.4 - Alinhamento das estruturas 1QXS (verde) e 1U8F (cinza) ilustrando os residuos que podem

ser explorados na busca de ligantes seletivos. A figura foi gerada com o programa Chimera'*®.

Na estrutura 1QXS, a enzima estd complexada com um analogo do produto da
reacdo que no caso ¢ o acido 3(R)-hidroxi-2-oxo-4-fosfonoxibutil-fosfonico (HOP)
(Figura 5.5a). Conforme discutido anteriormente, o sitio ativo da GAPDH ¢
extremamente hidrofilico, apresentando dois sub-sitios cationicos (P; e Ps) que
estabilizam as cargas negativas do ligante através de cinco ligagdes de hidrogénio
(Thr197, Thr199, Thr167, Ser247 ¢ NAD") e duas interagdes eletrostaticas com a
Arg249 (Figura 5.5b). Esse residuo tem sido apontado como tendo um importante papel
no processo catalitico, pelo fato de induzir a compressao do produto apds a etapa de
fosforilagao, forcando a sua saida do sitio ativo. Na auséncia do substrato o residuo
Arg249 forma uma forte interagcdo eletrostatica com um residuo de asparagina

(Asp210)1727,
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Figura 5.5 - (a) Representagdo bidimensional das interagdes do ligante no sitio da GAPDH de T. cruzi; (b)
Representacao tridimensional das interagdes que estabilizam o ligante no sitio da GAPDH de T. cruzi. A
figura (a) foi gerada com o programa MOE®"
2,

, enquanto que a figura (b) foi gerada com o programa

LigandScou

5.3.2 — Filtros de Sele¢do

Para se tornar um farmaco, um composto necessita além de uma alta afinidade
pelo alvo, também a incorporagdo de propriedades ADME/T (absorcao, distribuicao,
metabolismo, excre¢do e toxicidade) apropriadas®®®’. Muitos compostos nio passam pela
fase clinica em virtude de apresentarem propriedades farmacocinéticas inadequadas’®"),
A regra dos cinco (Ro5) de Lipinski prevé que uma baixa absor¢do ou permeagdo ¢
mais provavel quando o composto apresenta em média mais de 5 doadores em ligagdes
de hidrogénio, 10 aceitadores de ligagdes de hidrogénio, massa molar maior que 500 Da
e o coeficiente de partigio (logP) maior que 5”2, Mais recentemente, Veber et al.,
propds um filtro que tem sido chamado de regra dos dois. Nas suas observagdes ele
constatou que os compostos que preenchem apenas dois critérios — nimero de ligagdes
livres< 10 e 4rea superficial polar (PSA) < 140 A? — apresentaram uma boa
biodisponibilidade oral em ratos™*.

O programa FILTER foi usado para eliminar compostos indesejaveis do banco
de dados antes do inicio da docagem. Esse programa tenta remover todos os possiveis
compostos que sao potencialmente toxicos e/ou reativos. Embora existam regras gerais,

a aplicagdo desses filtros depende do caso sob estudo, da facilidade da avaliagdo

experimental, do alvo selecionado e da experiéncia do quimico medicinal. O software ¢
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bastante flexivel e permite personalizar os critérios de filtragem de acordo com as
necessidades requeridas.

O banco de dados selecionado nesse trabalho foi submetido a varios filtros de
selecdo, além dos propostos por Lipinski e Veber. Na tabela abaixo sdo mostrados os
parametros das propriedades 1D que foram selecionados para a filtragem do banco de
dados. Pode-se observar que o valor médio de todos os parametros estdo dentro da faixa

considerada ideal por Lipinski e Veber.

Tabela 5.1 - Alguns dos pardmetros usados na selecdo das moléculas que tiveram seus valores padrdes

alterados.
Parimetro Minimo Miximo Média

MW! 250 450 375

LOGP? 0 5 3
HBA’ 0 7 5
HBD* 0 6 3
PSA’ 0 150 90
RB* 0 5 4

'Massa molecular; *Coeficiente de participacio; *Aceitadores em ligagdes de hidrogénio; *Doadores em

ligagdes de hidrogénio; *Area superficial polar; *Ligacdes livres.

Com o emprego do software FILTER o banco inicial que continha
aproximadamente dois milhdes de moléculas foi reduzido para 104.289 moléculas. Essa
sub-cole¢do apresenta caracteristicas mais proximas do conceito matriz-similar que
farmaco-similar. Varios trabalhos apontam que as estruturas matriz-similares exibem na
média uma menor complexidade molecular (massa molecular menor, nimero de anéis e

)4, Como sdo

ligagdes livres menores) e sdo menos hidrofobicos (menor LogP e LogD
estruturalmente mais simples eles podem ser facilmente otimizados, gerando-se

compostos com maior afinidade pelo alvo.

5.3.3 — Docagem consensual

O resultado obtido na docagem pode variar de acordo com as caracteristicas do
receptor e do programa escolhido. Em vista disso, surgiu a idéia de utilizar diferentes
funcdes de pontuagdo para balancear os erros de uma unica fungdo e aperfeicoar a

probabilidade de identificar ligantes conhecidos, reduzindo a taxa de falsos positivos.
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35-37] A sua

Essa estratégia ¢ chamada de pontuacdo consensual (consensus scoring)!
realizagao envolve simplesmente a pontuagao dos compostos usando uma fun¢do de
pontuagdo primaria, seguida de uma nova avaliagdio da melhor configuragdo
(orientagdo/conformagdo) com outras fungdes de pontuagdo. Dessa forma, os compostos
que irdo ficar no topo da lista sdo aqueles que apresentarem as pontuagdes combinadas
mais altas.

O sucesso da pontuagdo consensual tem sido descrito em varios trabalhos, onde
0 seu uso ¢ geralmente superior quando comparado com o uso de uma fun¢do de
pontuacdo unica. Contudo, as opinides sao divergentes ¢ deve ser ressaltado que a
maioria dos estudos usando a pontuacdo consensual ¢ realizada com diferentes fungdes
de pontuagdo, mas apenas um método de docagem (algoritmo de busca). Se um
composto ¢ posicionado erroneamente no sitio do receptor, varias fungdes de pontuagao
serdo aplicadas no mesmo ligante orientado inadequadamente. J4 ¢ conhecido que
nenhum método de docagem/pontuacao atual fornece resultados satisfatorios para todos
os alvos. Na verdade, deve-se fazer um estudo prévio para escolher qual ¢ o melhor
programa de docagem para um alvo especifico. Além disso, a utilidade da pontuagdo
consensual pode ser limitada se os termos nas diferentes fungdes de pontuagdo sdo
significativamente correlacionados, o que poderia ampliar os erros.

Uma alternativa que tem sido proposta € a docagem consensual (consensus
docking)®®). Nessa aproximagio vérios métodos diferentes de docagem sdo usados,
seguida pela pontuacdo de cada conjunto independentemente e no final uma lista com a
pontuacdo combinada para cada composto € produzida. Desse modo os compostos mais
bem pontuados serdo aqueles que apresentarem uma boa pontuacdo em Varios
programas de docagem diferentes. Na pratica, essa aproximacdo tem vantagens e
desvantagens. A desvantagem poderia ser a perda de possiveis compostos ativos caso
fossem pobremente docados por um dos softwares mesmo sendo corretamente docados
por outro programa. A vantagem de tal abordagem seria a realizacdo de uma docagem
mais consistente e menos dependente do sitio ativo. Outro beneficio seria a redugio de
falsos positivos que sdo menos provaveis de serem bem pontuados em relagdo aos

3% Num recente trabalho,

compostos ativos por dois ou mais programas de docagem
Moro et al. identificaram o acido elagico como sendo um potente inibidor (K; = 20 nM)
da enzima caseina cinase 2 (CK2) usando a estratégia de docagem consensual partindo

de uma colecio contendo apenas 2000 compostos””.
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A maior parte dos inibidores atualmente conhecidos da GAPDH de 7. cruzi ndo
sdo apropriados para serem usados na pontuagdo consensual. Isso porque o mecanismo
de inibicdo desses compostos ndo ¢ conhecido, ja que apenas os valores de ICsy foram
determinados. Além disso, varios deles inibem a enzima em concentragdes elevadas
(ICsp > 100 uM). Sendo que a principal vantagem da pontuagdo consensual é a
possibilidade de identificar os ligantes conhecidos em meio a varias “iscas”, ¢
necessario o conhecimento do mecanismo de inibi¢do bem como da existéncia de
ligantes que apresentem alta afinidade pelo alvo enzimatico. De outra forma, o nao
cumprimento desses requisitos pode resultar em resultados estranhos como, por
exemplo, uma molécula ativa apresentar uma pontuac¢ao pior do que a de um “composto
isca”. Sendo assim, optamos por usar a docagem consensual na sele¢do in silico dos
ligantes.

O protocolo adotado na docagem esta representado na Figura 5.6. Partindo-se da
colecdo filtrada, a primeira docagem foi realizada com o programa DOCK usando a
estrutura 1QXS. Nessa etapa, foram selecionadas as 18.000 moléculas mais bem
pontudas, as quais foram entdo docadas pelo programa FlexX. Como em todos os
programas a enzima ¢ mantida rigida durante a docagem, a flexibilidade do sitio ativo
da GAPDH foi avaliada através da docagem das 18.000 moléculas, selecionadas na
etapa anterior, usando a estrutura 1K3T e o programa FlexX (Figura 5.6). Na estrutura
IK3T a GAPDH de T. cruzi esta cristalizada com a chalepina. Nessa estrutura, a
Arg249 esta disposta em uma posicao bastante distinta da que ¢ observada para esse
mesmo residuo na estrutura 1QXS.

Outro fator que foi levado em consideragdo durante a sele¢do de compostos ¢ a
seletividade pela enzima do parasito frente a enzima de humanos. Esse aspecto foi
avaliado realizando-se a docagem das 18.000 moléculas selecionadas pelo programa
FlexX no sitio ativo da estrutura 1U8F (GAPDH de humanos). Por fim, as 1.000
moléculas que exibiram a melhor complementaridade pelo sitio da estrutura 1QXS de
acordo com o programa FlexX foram selecionadas e docadas usando os programas

AutoDock e Surflex, tendo-se como alvo também a estrutura 1QXS (Figura 5.6).
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Figura 5.6 - Esquema ilustrativo das varias etapas de docagem realizadas.

Para avaliar se os ligantes selecionados por cada programa de docagem
realmente apresentam uma complementaridade pelo sitio da GAPDH, a qual ¢
quantificada pela energia de interacdo ligante-enzima obtida em cada programa, uma
colecdo de 123 compostos oriundos de produtos naturais e que ja foram testadas contra
a enzima GAPDH do T cruzil®® (nesse trabalho essa colecdo serd denominada de
colecdo teste) também foi docada usando a estrutura 1QXS e cada um dos quatro
programas de docagem. E possivel observar na Tabela 5.2 que em todos os casos, 0s
compostos selecionados apresentam uma energia de interagdo média superior a
observada para os compostos da cole¢do teste, indicando que a complementaridade

entre os compostos selecionados nesta tese e a GAPDH de 7. cruzi é maior.
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Tabela 5.2 - Comparativo entre a energia de interacdo das 1000 moléculas selecionadas pela docagem

consensual e da colegdo teste.

Compostos selecionados Coleciao teste
Programa Enmin Emax Emed Emin Enmax Ened
AutoDock (kcal mol™) -11,80 -1,12 -9,13 -18,37 -3,84 -8,64
DOCK (kcal mol™) -54,40 -3.92 -40,88 -68,85 -16.60 -35,26
FlexX (kJ mol™) -38,65 -28,55 -30,64 -30,04 -2,12 -17,72
Surflex 8,37 -0,40 4,34 7,18 0,91 4,13

'Melhor energia de interagdo; “Pior energia de interagdo; *Energia média de interagdo.

Como cada programa de docagem emprega uma fun¢do de pontuagdo propria, o
valor méximo e minimo da pontuagao atribuida & mesma colecao de compostos difere
significativamente. Por exemplo, no programa FlexX a unidade de pontuagdo de uma
molécula é kJ mol”' enquanto que no programa AutoDock ¢ kcal mol™. Sendo assim,
antes de realizar a andlise da docagem consensual € preciso autoescalar as energias de
docagem (pontuacao) para que o peso atribuido as diferentes fungdes de pontuacao seja

41 - : -
o mesmo'*'). A seguinte formula foi usada no autoescalamento:

X~ Xnin 1
Xautoesc = _ ( )
Xmax — Xmin

Onde Xguese € 0 valor da pontuacdo do composto x autoescalada (por exemplo, a
pontuacdo autoescalada do composto de acordo com o programa do FlexX), x ¢ o valor
da pontuacgdo original do composto X, xpin € 0 melhor valor da pontuagdo original de um
composto usando um determinado programa, Xxm.x € 0 pior valor da pontuacao original
de um composto usando um determinado programa. Usando essa estratégia, quanto
menor for o valor da pontuagdo autoescalada, maior ¢ a energia de interagdo ligante-
receptor de acordo com um dado programa de docagem (Figura 5.7). Usando os valores
autoescalados em vez de usar os valores originais, todas as pontuacdes se distribuem
dentro do intervalo entre 0 e 1. Com isso, todas as fungdes de pontuagdo podem ser
usadas simultaneamente na docagem consensual, independente das diferencas entre

elas.
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Composto FLExX(kJ mol) ~ AUTODOCK (kcal mol) Composto FLExX AUTODOCK

1 -38,648 -10,68 1 0,000 0,105
2 -38,241 -10,24 2 0,040 0,146
3 -38,025 -10,29 3 0,062 0,141
4 -37,959 -9,95 4 0,068 0,173
5 -37,731 -8,88 5 0,091 0,273
6 -29,745 -11.8 6 0,881 0,000
7 -35,124 -11,66 7 0,349 0,013
8 -35,309 -11,55 8 0,331 0,023
9 -30,742 -11,53 9 0,783 0,025
10 -29,583 -11,53 10 0,898 0,025

Figura 5.7 - Exemplo do processo de autoescalamento das pontuagdes atribuidas por dois programas de

docagem.

Como foi dito anteriormente, além da docagem usando apenas uma estrutura
cristalografica da GAPDH de 7. cruzi, a flexibilidade dessa enzima foi analisada
realizando-se a docagem dos compostos selecionados em uma segunda estrutura
cristalografica (1K3T) da mesma enzima. Adicionalmente, a docagem dos compostos na
enzima de humanos (1U8F) foi realizada com o intuito de obter moléculas
“virtualmente” seletivas pela enzima do parasito. Para isso, a seguinte formula foi
usada:

e = egXS + eI?XS + eSQXS + efXS + eX3T — gU8F (2)

Onde e/ ¢ a pontuacdo autoescalada final. Os quatro primeiros termos do lado direito da
igualdade (egXS, e,?XS, eSQXS e efXS) sdo as pontuacdes das moléculas usando os
programas DOCK, FlexX, Surflex e AutoDock, respectivamente, e a estrutura 1QXS

como receptor. Ja o termo eX37 se refere a pontuacio das moléculas usando o programa

FlexX e a estrutura 1K3T como receptor. Por fim, o termo el®f corresponde a
pontuagdo das moléculas usando o programa FlexX e a estrutura 1U8F como receptor.
Todos os termos da equacdo acima foram obtidos a partir dos valores autoescalados. O
objetivo da formula acima foi identificar os ligantes que fossem bem pontuados nas
estruturas da GAPDH do T. cruzi (1K3T e 1QXS) e mal pontuadas na estrutura da
GAPDH de humanos (1U8F). Por isso ¢ que os termos referentes a enzima do parasito
sdo positivos e o termo referente a enzima de humanos € negativo.

Analisando as 50 moléculas mais bem pontudas de acordo com a docagem

consensual observamos que 16, 30, 15 e 19 moléculas estavam posicionadas

originalmente entre as 50 primeiras de acordo os programas DOCK, FlexX, Surflex e
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AutoDock, respectivamente, e a estrutura 1QXS. Usando a estrutura 1K3T e o programa
FlexX, cinco das moléculas que originalmente estavam entre as 50 mais bem pontuadas
de acordo com esse programa continuam a estar nesse grupo apés a docagem
consensual. No caso da enzima de humanos, apenas duas continuaram entre as 50
melhores ap6s a aplicagdo da docagem consensual. Outro importante resultado é que
80% (40 moléculas) das moléculas selecionadas ndo estavam nem entre as 1000
primeiras na enzima de humanos. Isso indica que com a estratégia adotada nesse
trabalho fomos capazes de selecionar moléculas que apresentam uma
complementaridade virtual bem superior pela enzima do parasito em detrimento da

enzima de humanos.

5.3.4 — Analise visual

Apoés as etapas de filtragem, docagem, e andlise consensual, um pequeno
nimero de compostos (200) foi submetido a uma analise visual. Essa andlise ¢ uma das
etapas cruciais no processo, ja que nela ¢ feita a selegdo dos compostos que serdao
sintetizados/comprados para a avaliacdo experimental. Nessa etapa, a intuicdo quimica,
o conhecimento e a experiéncia do quimico medicinal devem ser usados para decidir
quais os compostos apresentam as melhores caracteristicas (complementaridade pelo
sitio, interagdes e energia de interagdo) que justifiquem a sua selecao.

No presente trabalho os critérios utilizados na selecdo dos compostos através da
analise visual foram: (i) a correta formagdo de interagdes eletrostaticas ou ligacdes de
hidrogénio com os residuos do sitio ativo; (ii) o adequado posicionamento dos
compostos no sitio ativo da GAPDH. As interacdes e a posi¢ao adotada pelo analogo do
produto da reagdo, cristalizado com a GAPDH de 7. cruzi, foram usadas para guiar a
selecdo dos compostos. A Figura 5.8 mostra dois compostos selecionados para o ensaio
experimental seguindo os critérios adotados na analise visual. E possivel observar que a
posicdo adotada por esses compostos ¢ bastante similar & observada para o analogo do
produto. Além disso, as interacdes essenciais para a estabilizagdo desse composto

também estdo presentes nos dois compostos selecionados.
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Figura 5.8 - Exemplo de dois compostos selecionados que apresentam o padrdo adequado (para o

Composto B

posicionamento e as interagdes) adotado na analise visual. A figura foi gerada com o programa
[29]

LigandScout

Seguindo os critérios adotados na sele¢do dos compostos, vinte foram escolhidos
através da analise visual para serem adquiridos comercialmente. As estruturas desses
compostos esta representada na Figura 5.9, exceto a estrutura dos compostos 3, 5 ¢ 6.
Eles representam uma nova classe que inibiu significativamente as formas infectivas
(tripomastigota e amastigota) do 7. cruzi e por isso, estes compostos estdo em processo

de protegdo patentaria.
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Figura 5.9 - Estrutura dos compostos selecionados para os ensaios experimentais. * Estruturas sob sigilo.
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Neste capitulo ¢ apresentada uma breve introdugdo a respeito
da cinética enzimatica e sobre a técnica de calorimetria de
titulagdo isotérmica aplicada nos estudos de cinética
enzimatica. Em seguida, os resultados obtidos na
determinagdo das constantes cinéticas do G3P e do cofator

NAD" também sio abordados.



6 — CINETICA ENZIMATICA

6.1 —A Equacao de Michaelis-Menten

Brown em 1902 forneceu uma explicagdo qualitativa para as observagdes da
dependéncia da velocidade da reagdo em relagcdo ao substrato!’. De acordo com ele a

reacdo catalisada por uma enzima pode ser descrita pelo seguinte esquema

E+P (D

Este esquema prevé que a velocidade da reacao serd proporcional a concentracao do
complexo ES: v = k[ES]. Suponha que a concentragdo da enzima seja mantida
constante numa baixa concentra¢cdo e que [S] seja variada. Em baixas [S] a concentragdo
do complexo ES ¢ diretamente proporcional a [S]; assim a velocidade exibe uma
dependéncia em relagdo a [S] aparentemente de primeira ordem. Em elevadas [S],
contudo, praticamente toda a enzima ira se apresentar na forma do complexo ES. Sob
tais condigdes a velocidade depende da taxa de conversdo de ES em E+P, liberando o
produto e regenerando a enzima. A adi¢ao de mais substrato nessas condi¢gdes ndo altera
a velocidade da reagdo; assim a inclinacdo do grafico da velocidade versus [S] se
aproxima de zero''). Embora o modelo de Brown fornecesse uma util visio qualitativa
das reagdes enzimaticas, faltava um tratamento matematico para ele. Isso foi feito
primeiramente por Henri (1903) e subsequentemente por Michaelis-Menten (1913).

A teoria de Michaelis-Menten ¢ baseada na suposi¢do de que a enzima e seu
substrato se associavam reversivelmente para formar um complexo enzima substrato

(ES), como mostrado no esquema proposto por Brown!”!

. Assume-se que essa
associagdo/dissociagdo atinge um equilibrio de forma muito rapida, e K; é a constante

de dissocia¢do enzima-substrato. No equilibrio,

K_1[ES] = K, [E][S] (2)
_[E]S] _ Ky
Ks = [ES] _71 (3)
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As interpretagdes de Michaelis-Menten foram refinadas e ampliadas em 1925
por Briggs e Haldane, assumindo-se que a concentragdo do complexo ES rapidamente

. . e A e 2
atinge um valor constante num sistema dinamico”!

. Isto é, ES ¢ formado tao
rapidamente a partir de E+S na mesma propor¢ao em que ele desaparece a partir de duas
maneiras: dissociando-se para regenerar E+S ou através da reagdo para formar E+P.

Esta suposi¢ao ¢ definida aproximagdo do estado estacionario e € expressa como

d[ES]
dt

=0 (4)

Usando a aproximacdo do estado estacionario, com um pouco de algebra ¢ possivel
obter a equacdo de Michaelis-Menten'". Essa equagdo descreve a velocidade da reagio
como uma fungdo hiperbolica da [S], exibindo uma velocidade maxima e igual k., [Er]

em concentragdes infinitas do substrato.

p= el B )
Ky + [S]

Se um experimento for planejado de forma que a [S] seja exatamente igual ao valor de

Ky, a Equagdo 5 se reduz para:

v = = (6)

Isto fornece a defini¢do operacional de Kys: o valor de Ky, é a concentragdo de substrato
que fornece uma velocidade de rea¢do que é a metade da velocidade maxima, obtida

sob condi¢ées de saturagio pelo substrato (Figura 6.1)!'2.
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Figura 6.1 - Grafico da velocidade da reacdo versus a concentracdo do substrato para uma reago
catalisada por uma enzima. Essa curva apresenta a forma de uma hipérbole retangular e obedece a

equacdo de Michaelis-Menten, da qual ¢ possivel se determinar os valores de Ky, keor € Vi

6.2 — O significado de Ky, kcq € kea/ Ky

6.2.1 — Ky

Representa a concentragdo de substrato na qual metade dos sitios ativos da
enzima na amostra estio ocupados por moléculas de substrato no estado estacionario”.
Geralmente, a constante K, ¢ tratada como se fosse uma constante termodindmica,
confundido seu valor com a constante de dissociag¢do (K;) do complexo ES. Contudo, as
duas constantes ndo sdo iguais, mesmo nos esquemas de reagdes tratados aqui.
Lembrando que K, ¢ definido pela razdo de duas constantes de velocidade, este valor
nao ¢ igual ao valor da expressdo para Kj, dado na Equacao 5. Somente em condigdes
especificas onde k, << k; € que as constantes Kj, e K sdo equivalentes. Nesse caso,

apesar de Kjs ser uma constante estritamente cinética, ele pode ser considerado como

uma medida relativa da afinidade de ligagdo do substrato.

6.2.2 — kear

Se a concentragdo da enzima usada experimentalmente ¢ conhecida, o valor de

k.ot pode ser calculado diretamente pela divisdo do valor de V., por [Er]. Essa
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constante ¢ chamada algumas vezes de numero de “turnover” da enzima, ja que ele
define o nimero de eventos cataliticos que ocorre por unidade de tempo!'2.

O valor de k., define a velocidade maxima na qual a reagdo enzimatica pode
atingir numa concentragdo fixa de enzima e elevada concentragio do substrato!'). Em
virtude de k., estar relacionado as etapas quimicas subsequentes a formacdo do
complexo ES, mudangas nesse parametro, provocadas por alteragdes na enzima (por
exemplo, a mutacdo de residuos de aminoacidos especificos ou a comparacdo de
enzimas diferentes), nas condi¢des da solugdo (pH, forca idnica, temperatura, etc.) ou na
identidade do substrato (analogos estruturais, substratos marcados, etc.), definem
perturbacdes que afetam as etapas da catalise enzimatical'”). Em outras palavras,

mudangas no valor de k., refletem perturbacdes no estado de transicdo da reagdo

enzimatica.

6.2.3 — kca/Ku

A eficiéncia catalitica de uma enzima ¢ definida pela razao de constantes cinéticas,
kmt/KM[l]. Essa razdo possui unidades de uma constante de velocidade de segunda ordem
e ¢ geralmente usada para comparar a eficiéncia catalitica entre as enzimas. Também
pode ser usada para comparar a eficiéncia enzimatica de diferentes substratos por uma
enzima em particular. Geralmente, em comparagdes desse tipo as maiores diferencgas
sdo observadas no valor de k... Isto € porque a especificidade do substrato geralmente
resulta de diferencas no estado de tramsi¢do, mais do que no estado fundamental.
Assim, a razdo k./Ky captura os efeitos de substratos diferentes em qualquer das
constantes cinéticas e proporciona um limite inferior para que a constante de segunda
ordem seja produtiva. Isto €, apos a formagdao do complexo ES, este ¢ levado a um
estado de transicdo (ES*) e a eventual formag¢do do produto. O valor de k../Ky €,

portanto considerado a melhor maneira de se medir a especificidade do substrato!"’.
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6.2 — Calorimetria de Titulacdo Isotérmica (ITC)

6.2.1 - Calorimetro

A maioria dos calorimetros de titulagao isotérmica usados sdao baseados em celas
com sistema de retorno'!, que mede os efeitos diferenciais do calor entre uma cela de
referéncia (preenchida geralmente com tampao ou agua) e uma cela de amostra (ou cela
de reagdo) (Figura 6.2a). Isso ¢ conhecido como energia compensatoria diferencial. A
diferenca de temperatura entre as duas celas ¢ constantemente monitorada € uma energia
constante (definida pelo usuario) ¢ aplicada na cela de referéncia, a qual ativa o circuito
de retorno para aplicar uma quantidade de energia variavel sobre a cela de amostra para

manter uma diferenga de temperatura entre as duas celas proxima de zero (Figura 6.2b).

A e =™
\ | } L

Seringa T

R Y]
Tempo (min)

Energia fornecida a cela
de amostra pelo sistema de
retorno  proporcional a T

H-

o )

Cela de referéncia Cela de amostra
Energia constante fornecida
a cela de referéncia

Figura 6.2 - Representacdo esquematica de um calorimetro de titulagdo isotérmica (ITC): (a) antes do

inicio da titulagdo as celas de referéncia e amostra sdo mantidas na mesma temperatura. A cela de
referéncia ¢ mantida sempre na temperatura do experimento; (b) Durante a titulagdo, quando uma injegéo
¢ feita, ocorre uma variagdo na temperatura da cela de amostra. Com isso, ha uma alteragdo na energia

fornecida a esta cela, de modo a manter a diferenca de temperatura entre as celas igual a zero.

A energia de retorno ¢ o nivel da linha base observado na auséncia de qualquer
reacdol. Quando uma reagio ocorre, ha uma alteracdo no valor da temperatura na cela
de amostra, o que leva a uma diferenga de temperatura entre as duas celas. Isto ¢
detectado pelo calorimetro e a energia aplicada na cela de amostra ¢ ajustada. O sinal
observado num experimento calorimétrico ¢ a energia fornecida a esta cela.

A velocidade de uma reagdo enzimdtica pode ser determinada medindo-se a
variagdo na quantidade de energia que ¢ fornecida pelo instrumento a cela de amostra

ap6s a adicdo do substrato ou da enzima através de uma seringa em constante

. ~ [5 ~ , . , .
agitagdo””!. Se a reagdo gera calor (exotérmica), o calorimetro precisa fornecer menos
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energia para manter constante a temperatura, ¢ uma deflexdo na energia (linha base) ¢
observada. Ao contrario, se a reagdo consome calor (endotérmica), o calorimetro precisa
fornecer uma energia adicional para manter as condi¢des isotérmicas, € uma inflexao ¢

observada na energia.

6.2.2 — O uso da Técnica de ITC no Estudo da Cinética Enzimatica

Uma reacdo quimica termodinamicamente favoravel ¢ espontanea desde que
haja uma diminuicao da energia livre, que ¢ a soma de termos entélpico e entropico (AG
= AH -TAS). O componente entalpico ¢ observado como calor (em condi¢des de pressao
constante). Assim, um método capaz de medir a velocidade da geragao de calor
acompanhando a conversdo do substrato em produto ird proporcionar uma medida da
velocidade de uma reagdo enzimatica™. O calor (Q) medido como uma fungdo do

tempo (df) ¢ definido como poténcia térmica:

_de
E=— 7

A quantidade de calor associado na conversdao de » moles de substrato em produto ¢

dada por
Q= nAHapp = [P]totalVAHapp 3)

Onde V ¢é o volume da solu¢do na cela de amostra, [P] ¢ a concentracdo molar do
produto gerado e AH,,, ¢ a entalpia molar aparente, que ¢é experimentalmente
determinada para a reagdo. A poténcia térmica gerada por uma enzima na conversao do

substrato em produto ¢

d d[P
_do_dil,,, -

Onde d/P]/dt é igual a velocidade de formacdo do produto (velocidade da reagdo).

Rearranjando a Equagdo 9 temos
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_d[P] 1 dQ
VT4t T VAH,,, dt

(10)

A Figura 6.3 mostra uma curva tipica da velocidade de reacdo através do uso da
técnica de ITC. Apds a injecdo do substrato, observa-se um pico inicial, nesse caso
endotérmico, correspondente ao calor de dilui¢do. A linha base entdo se estabiliza numa
poténcia térmica menor que a observada antes da injecao (Figura 6.3, linha pontilhada).
Isso ocorre porque certa quantidade de calor ¢ gerada pela reacdo enzimatica e,
portanto, a energia necessaria, fornecida pelo instrumento, para manter o equilibrio
térmico entre as celas de referéncia e amostra ¢ menor. A cada injecdo a linha base se
estabiliza num nivel inferior, indicando que esta reagdo particular ocorre com entalpia
negativa, ou seja, ¢ uma reacao exotérmica (Figura 6.3). Uma segunda inje¢ao ¢ feita e
o processo se repete. A quantidade de calor gerado (P, = dQ,/df) para cada

concentragdo de substrato ¢ proporcional a velocidade da reagdo.

P (pcals")

6 1 1 1 1 1 1 1 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Tempo (min)

Figura 6.3 - Grafico da poténcia térmica versus o tempo. A cada injecdo a linha base se estabiliza num

, . . . , . N . ~ 4
nivel inferior e a quantidade de calor gerado ¢ proporcional a velocidade da reagdo™.

A entalpia molar aparente da rea¢do pode ser determinada permitindo-se que a
reacdo se complete. A integragdo da area do sinal obtido fornece a quantidade total de
calor (Q,) gerado na reagdo. Na Figura 6.4a o substrato ¢ injetado na cela de reagdo
contendo uma elevada concentracdo de enzima. Apds a injecao do substrato, ha uma
diminui¢do no valor da linha base, o que indica a natureza exotérmica da reacdo. Apods
todo o substrato ser consumido, a linha base retorna ao seu valor inicial. A integragdo da
area descrita pela curva (menos o calor associado a diluicdo do substrato) fornece o

valor de O, que ¢ igual a entalpia aparente da reagao:
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Figura 6.4 - Determinagdo da entalpia aparente da reacdo: (a) com o substrato na seringa e (b) com o

substrato na celal>®!.

Apo6s a reequilibragdo, uma segunda inje¢cdo do substrato na cela de amostra
(agora contendo o produto da reagdo) fornece uma curva com a mesma forma e area,
confirmando o valor de AH,, € evidenciando que a inibi¢do pelo produto é desprezivel.
A entalpia molar aparente (AHappmolar) € obtida subtraindo-se o valor do calor de
dilui¢do do substrato (Q,), o qual ¢ obtido num experimento separado na auséncia da
enzima, do calor gerado na reacao, ¢ dividindo-se pelo numero de moles do substrato

presentes na cela de amostra

_ Qr - Qd (12)

AHapp,molalr - n

Outra maneira de se determinar a entalpia aparente da reacdo ¢ colocar a enzima
na seringa numa concentra¢do suficientemente elevada de modo que através de uma
unica inje¢do, a enzima seja capaz de converter todo o substrato presente na cela de

[7.8] , . - e N, .
amostra em produto' ™. Apds o termino da reagdo, uma segunda injegdo ¢ feita para se

calcular o calor de diluicdo da enzima (Figura 6.4b).
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Existem dois métodos que podem ser usados para medir os pardmetros cinéticos
usando a técnica de ITC: método das injecoes multiplas e método da inje¢do simples.
No método das inje¢des multiplas sdo feitas varias injecdes da solucdo do substrato (que
estd na seringa) na cela de amostra que contém a enzima. Apds cada injecdo, €
fornecido um tempo suficiente para que a linha base se estabilize em um novo nivel de
poténcia térmica, resultante do aumento da concentragao do substrato. Contudo, nao
mais que 5% do substrato pode ser consumido antes da proxima inje¢ao. Nesse método,
os valores medidos de v e [S] sdo valores discretos medidos para cada injecdo de
substrato realizada. Além disso, a concentracdo de substrato usada ¢ muito maior que a
concentragdo da enzima ([S] >> [E]), o que garante que a reagdo prossiga mantendo as
condicoes do estado estacionario.

O método da injecdo simples ¢ uma estratégia alternativa para se obter os
parametros cinéticos. Ele envolve o acompanhamento continuo da velocidade da reacdo
apds uma unica injecdo do substrato (realizadas tipicamente em concentragcdes muito
acima do valor de K),). Quando o substrato ¢ completamente consumido, a poténcia
térmica retorna a linha base inicial. O valor de AH,,, pode ser determinado pela
integracdo da area descrita pela curva. Para um dado tempo t, a velocidade da reagdo
pode ser determinada usando a Equagdo 10 e a concentragdo do substrato restante pode
ser calculada a partir da integral do calor gerado (Equacao 13). O grafico da velocidade
da reagao como uma funcao da concentracao do substrato fornece uma curva cinética

continua.

t
_ ft=0 40!

[S1: = [Slt=0 AHV

(13)
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6.3 — Materiais

Os reagentes D,L-gliceraldeido-3-fosfato (G3P), trietanolamina (TEA), acido
etilenodiamino  tetra-acético (EDTA), [-mercaptoetanol, arseniato de sodio
(NaHAsO,.7H,0), nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD") e o dimetilsulfoxido
(DMSO) foram adquiridos da empresa Sigma-Aldrich (St. Louis, MO).

6.4 — Procedimento Experimental

Todos os experimentos de calorimetria de titulagdo isotérmica foram realizados
num calorimetro VP-ITC da Microcal (Northampton, MA). Antes do inicio dos
experimentos, lavou-se a cela de amostra e a seringa do calorimetro com 500 mL de
uma solucdo agua:detergente e em seguida com mais 500 mL de dgua.

O volume da cela de referéncia foi completado com 4agua previamente
desgaseificada com agitagdo constante durante 5 minutos através do ThermoVac, que ¢
uma bomba de vacuo com controle de temperatura fornecida pelo fabricante do
calorimetro. As solugdes usadas na cela de amostra e na seringa também foram
previamente desgaseificadas (também com agitacdo constante) por 5 minutos com o
intuito de se eliminarem bolhas de ar da solu¢cdo que provocam ruidos no sinal obtido
pelo aparelho. Além disso, as solugdes foram desgaseificadas a uma temperatura 5°C
inferior a que seria realizada no experimento. Com isso, evita-se que haja um tempo
muito longo na estabilizacdo térmica entre as celas de amostra e referéncia do
calorimetro.

Uma seringa de 2,5 mL do tipo “gaslight” (Hamilton) foi usada para preencher
as celas de amostra e de referéncia. Nesse caso, a seringa era inserida até que a agulha
ficasse a cerca 2 mm de tocar o fundo da cela. A solucdo foi entdo lentamente injetada
para evitar a formagdo de bolhas. Apds a inser¢cdo da solucdo, foram realizados
movimentos em circulo e também verticais com a seringa para retirar bolhas que por
ventura tivessem sido formadas. A cela do calorimetro usado apresenta um volume
nominal de 1,427 mL. Contudo, nos experimentos foram preparados sempre 2 mL de
solucdo. O excesso era retirado apds o preenchimento da cela, posicionando a seringa
numa saliéncia localizada imediatamente acima da cela de amostra.

A seringa do calorimetro apresenta um volume de 284,21 pL. Esta foi

preenchida lentamente, ¢ em seguida purgada duas vezes novamente para eliminar
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qualquer bolha. Apos o preenchimento da seringa, a sua superficie apresenta pequenas
gotas de liquido que foram secadas com papel para evitar a introdugdo de erros no
volume.

Ao se iniciar os experimentos, ¢ requerido um tempo para a estabilizacdo da
temperatura (£ 5 minutos). Em seguida, o aparelho comega a estabilizar a linha base que
dura em torno de 15 minutos. Apos o periodo de equilibragdo preliminar, um tempo
adicional de 60 s foi estabelecido para se gerar a linha base usada na anélise. Em todos
os experimentos a velocidade de rotagdo da seringa foi de 307 rpm e a temperatura do
experimento foi de 25°C. A poténcia térmica (ucal s™) foi registrada como uma fungio

do tempo. Os dados foram coletados pelo software VPViwer a cada 2 segundos.

6.4.1 — Determinagdo da entalpia aparente da reagdo catalisada pela enzima GAPDH

A entalpia aparente de conversdo do G3P a l-arseno-3-fosfoglicerato foi
determinada preenchendo-se a cela de amostra com o tampao TEA-HCI (100 mM; pH
7,5), NaHAsO4 30 mM, D,L-gliceraldeido-3-fosfato 1 mM e NAD" 1,5 mM. A seringa
foi preenchida com a enzima GAPDH 1,92 uM diluida em um tampao idéntico ao da
cela de amostra, com o intuito de minimizar ao maximo os calores de mistura e diluicao.
Nos experimentos realizados neste trabalho, o fosfato, que ¢ um dos substratos da
GAPDH, foi substituido pelo arseniato ja que o produto formado durante a reagdo
(1,3-BPQG) inibe a enzima.

O substrato foi titulado pela injecdo de 10 pL. de enzima durante 20 segundos.
Apos a injecdo a concentragdo final da enzima na cela era de 13,5 nM. Uma segunda
injecdo de enzima foi feita 30 minutos apos a primeira para comprovar o completo
consumo do G3P na reagdo. Além disso, a entalpia aparente da reagdo também foi

determinada na presenca de 5% de DMSO seguindo o mesmo procedimento anterior.

6.4.2 — Determinagdo dos parametros cinéticos da enzima GAPDH

Os parametros cinéticos do G3P (K), € kc.r) foram determinados de acordo com o
protocolo previamente estabelecido em nosso laboratoriol”. A seringa foi preenchida
com D,L-G3P 5 mM no tampao TEA-HCI 100 mM e pH 7,5. A cela de amostra foi
preenchida com o mesmo tampdo, NaHAsO4 30 mM, NAD" 1,5 mM e a enzima
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GAPDH 5 nM. O substrato foi titulado sobre a enzima através de 20 injegdes, sendo a
primeira de 2 e o restante de 4 uL, com intervalos entre elas de 60 segundos. O mesmo
procedimento foi adotado no caso da adi¢ao de 5% de DMSO na cela de amostra.

O cofator da enzima GAPDH (NAD") também teve seus pardmetros cinéticos
determinados. Nesse caso, a seringa foi preenchida com NAD" 5 mM no tampao TEA-
HCI1 (100 mM; pH 7,5). A cela de amostra foi preenchida com o mesmo tampao,
NaHAsO4 30 mM, D,L-G3P 1 mM e a enzima GAPDH 5 nM. O substrato foi titulado
sobre a enzima através de 15 injegdes de 4 pL, com intervalos entre elas de 60
segundos.

Ja a determinacgdo dos pardmetros cinéticos do NAD" frente a adi¢io de 5% de
DMSO na cela de amostra foi feito preenchendo-se a seringa com uma solugdo de
NAD" 10 mM no tampao TEA-HCI (100 mM; pH 7,5). Os componentes da cela de
amostra foram usados nas mesmas concentracdes com exce¢do da concentracdo da
enzima (nesse caso foi de 10 nM) e da adi¢do de 5% de DMSO. O substrato foi titulado
sobre a enzima através de 15 inje¢des de 2 pL, com intervalos entre elas de 60

segundos.

6.4.3 — Analise dos dados

Todos os experimentos realizados nesse trabalho foram realizados ao menos em
duplicata. Os dados referentes a concentracdo do substrato, [S], e a velocidade da
reagdo, v, foram obtidos usando o programa Origin 7.0M% através do modo “Ensaio
Enzimatico” desse programa de acordo com o “método 2: somente substrato”. Esse
método ¢ usado quando o experimento ¢ realizado através de multiplas injecdes. Os
dados obtidos foram exportados do programa Origin para o programa SigmaPlot
10.0.1""" ¢ as constantes Ky, kear € Vimay foram determinadas através do ajuste ndo-linear

dos minimos quadrados a equagdo de Michaelis-Menten.
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6.5 — Resultados e Discussoes

6.5.1 — Determinagdo da entalpia aparente da reagdo

A entalpia aparente da reagdo foi determinada colocando-se a enzima na seringa
numa concentracao suficiente (1,92 uM) para que através de uma unica inje¢ao, todo o
substrato ([D,L-G3P] =1 mM) presente na cela de amostra fosse convertido em produto
(Figura 6.5). Apos a estabilizacdo da linha base a enzima foi injetada na solugdo e
observou-se uma deflexdo da linha base até o seu retorno ao valor inicial que se deu por
volta de 25 minutos. A deflexdo verificada apés a injecdo da enzima na solugdo
evidencia que a reagao catalisada pela GAPDH ¢ exotérmica. Uma segunda injecdo de
enzima foi realizada 30 minutos ap6s a primeira com o objetivo de verificar se a
primeira inje¢do foi suficiente para consumir todo o substrato. Como pode ser verificada

na Figura 6.5, a area correspondente a segunda injecao € bem inferior a primeira.

P (ucal s")

-20 4

-25 -

7771717
Tempo (min)

Figura 6.5 - Determinacdo da entalpia aparente da reag@o. As setas indicam o inicio das inje¢des.

Um segundo experimento para o obten¢do da entalpia aparente da reacdo foi
realizado sob as mesmas condi¢des do primeiro. Constata-se que os valores de O, nos
dois casos sao muito proximos, sendo que na primeira injecao do segundo experimento
esse valor ¢ um pouco maior (Tabela 6.1). J4 em ambos os experimentos a diferenca no

valor de O, para a segunda inje¢do ¢ desprezivel.
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Tabela 6.1 - Resultados obtidos na determinagdo da entalpia aparente da reagéo.

0 (x 10 Kcal) AH,pp. motar (Kcal mol™)
Experimento o, 0.
1 4,23 -0,80
- +
2 -5,13 -0,79 547+ 091
Média -4,68 + 0,63 -0,79 £ 0,01

O nimero de moles de G3P na cela de amostra era de 0,71 pmol.

O valor da entalpia molar aparente foi calculado usando-se a Equagdo 12, ja
descrita anteriormente, na qual os valores de O, (calor de reacdo) e O, (calor de
dilui¢do) foram tomados como sendo a média entre a primeira ¢ a segunda inje¢ao,
respectivamente. O numero de moles do substrato na cela de amostra era de 0,71 umol.
Como o experimento foi realizado a pressdo constante ¢ as variacdoes de volume sao
despreziveis, € possivel considerar o calor gerado na reagao como sendo igual a entalpia
molar aparente, que teve o seu valor calculado igual a -5,47 + 0,91 Kcal mol™.

Para serem farmacologicamente ativos, os inibidores enzimaticos devem
apresentar certas propriedades fisico-quimicas que incluem certo grau de lipofilia da
molécula™. Desse modo, os compostos organicos em geral possuem baixa solubilidade
em agua. Para que moléculas deste tipo sejam testadas, usualmente ¢ preparada uma
solugdo estoque do composto em um solvente aprotico.

Como a tolerancia das enzimas frente a adi¢do de co-solventes varia de enzima
para enzima, a determinagdo da concentracdo do solvente ndo aquoso que ¢ tolerado
sem diminuir a atividade da enzima em particular ¢ uma etapa critica no
desenvolvimento de um protocolo visando o ensaio de inibidores enzimaticos®. Um
dos solventes aproticos mais usados € o dimetilsulféxido (DMSO).

Num trabalho anteriormente realizado em nosso grupo, foi feita a avaliagdo do
efeito de co-solventes na atividade enzimatica da GAPDH e foi observado que na
presenca de 5% de DMSO a reagdo ocorre com uma maior eficiéncia enzimatical®.
Como todos os ensaios de inibi¢do enzimatica que serdo apresentados nesta tese foram
realizados na presenga de 5% de DMSO, a determina¢do da entalpia molar aparente e
também das constantes cinéticas foi realizada na presenga desse solvente.

A entalpia molar aparente da reagdo foi determinada na presenca de 5% de
DMSO seguindo o mesmo procedimento descrito anteriormente. Os valores obtidos
para o calor de reagdo, Q,, e de diluicao, O, (obtidos a partir de dois experimentos)
foram iguais a -3,32 £ 0,32 pcal mol™ e -0,06 + 0,06 pcal mol™, respectivamente. Com

base nesses valores, a entalpia molar aparente da reacdo na presenca de 5% de DMSO
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foi determinada como sendo igual a -4,60 + 0,37 Kcal mol”'. Comparando esse valor
com o obtido na Tabela 6.1, observa-se que na presenga de DMSO essa constante ¢
cerca de 1 Kcal mol™' menor do que quando o co-solvente nio estava presente. Além
disso, a entalpia de dilui¢do na auséncia do co-solvente ¢ cerca de 1000 vezes maior.
Dessa forma pode-se propor que o DMSO absorve parte do calor gerado tanto na reagao
quanto também na diluicdo da GAPDH. Comparando-se os valores da entalpia molar
aparente calculado neste trabalho com aquele publicado anteriormente (-7,36 e
-5,76 Kcal mol ™ na auséncia e presenga de 5% de DMSO, respectivamente[g]), nota-se

que agora os valores sdo ligeiramente menores.

6.5.2 — Determinagdo dos pardmetros cinéticos para o gliceraldeido-3-fosfato (G3P)

Na Figura 6.6a observa-se a o completo ensaio calorimétrico da enzima GAPDH
em funcdo do G3P. Apds a estabilizacdo da linha base, verifica-se uma inflexao desta
até a sua nova estabilizacdo em um nivel inferior. Esse decréscimo da poténcia térmica
fornecida pelo instrumento indica que a reacao de conversdao substrato em produto ¢
exotérmica. Esse processo ¢ repetido nas proximas injecdes, até que a enzima fique

totalmente saturada com o substrato (em torno da 11* injecdo).
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Figura 6.6 - (a) Curva obtida no ensaio calorimétrico da enzima GAPDH. As setas indicam a 1* e a 11?

injecdo; (b) Ajuste dos dados & equagio de Michaelis-Menten (R* = 0,97).

Medindo-se a diferencga entre a linha base original e a nova linha base apés a
adicao do substrato (Figura 6.6a), obtém-se o valor da poténcia térmica gerada para

cada inje¢do, a qual ¢ proporcional a velocidade da reagdo. Sendo assim, apds varias
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injecdes do substrato, a curva completa de Michaelis-Menten da reacdo foi obtida
(Figura 6.6b). A velocidade da reagdo foi corrigida pelo valor de AHqpp molar calculado
anteriormente. O ponto relativo a primeira injecao foi excluido devido a dificuldade em
obter valores reprodutiveis. Os dados foram ajustados a curva de Michaelis-Menten
(Equagdo 6) através da regressao ndo linear dos minimos quadrados usando o programa
SigmaPlot. Uma série de trés experimentos foi realizada para se obter as constantes
cinéticas. Destes experimentos, os valores de Ky, ke © Vipar foram calculados e estdo
dispostos na Tabela 6.2 junto com alguns parametros estatisticos que atestam a
qualidade do modelo. A constante de Michaelis-Menten calculada est4d de acordo com a

que foi encontrada anteriormente por nosso grupo (Ky, = 39,30 £ 3,90 pM)¥).

Tabela 6.2 - Constantes cinéticas calculadas para o G3P, na auséncia e na presenca de 5% de DMSO.

Sem DMSO Com DMSO
A Intervalo de Intervalo de
Parametros Valor confianca de 95% Valor confianca de 95%

B IO'E’/KM s'l) 0,58 + 0,20 0,54 20,62 1,00 + 0,01 1,02 a 1,08

(fl\ﬂ/ll) 37,80 £ 3,14 31,26 a 44,30 10,30 + 0,69 8,90a 11,72

(I;f‘l’s 116,60 + 3,90 108,3 a 124,9 209,40 +2,90 203,50 a 215,40

k.. /K
5 106’5-1”1’\/[_1) 3,08 20,90
R? 0,97 0,94

Os parametros cinéticos do G3P também foram determinados na presenca de 5%
de DMSO. Observa-se na Tabela 6.2 que o Kj, da enzima diminuiu cerca de quatro
vezes na presenca de DMSO. Considerando que o Kjs pode ser considerado uma medida
aproximada da afinidade da enzima pelo substrato, esses resultados sugerem que a
afinidade da enzima pelo substrato aumentou na presenca do co-solvente. Possivelmente
a sua presenca promoveu uma saida das moléculas de agua da superficie da enzima
proxima do sitio ativo, facilitando o encontro da enzima e do substrato. A constante
catalitica (k.) € a velocidade maxima (V) também aumentaram. Como o k., esta
relacionado com o estado de transi¢do da reacdo enzimatica, a presenga do DMSO pode
ter contribuido para diminuir a energia de ativagao do estado de transicao e assim,

aumentar a velocidade da reacgao.
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6.5.3 — Determina¢do dos pardmetros cinéticos para a adenina nicotinamida
dinucleotideo (NAD")

Na Figura 6.7 observa-se a curva obtida no ensaio calorimétrico da enzima
GAPDH com o NAD" na seringa (Figura 6.7a). Finalizada a estabilizagao da linha base,
o experimento ¢ iniciado pela inje¢io de NAD' na cela de amostra dando inicio &
rea¢do. Observa-se uma inflexao da linha base até a sua nova estabilizacdo em um nivel
inferior. Como constatado anteriormente, hd um decréscimo da poténcia térmica
fornecida pelo instrumento indicando que a rea¢cdo de conversao substrato em produto ¢
exotérmica. Esse processo é repetido nas proximas injecdes, até que a enzima fique

totalmente saturada com o substrato (em torno da 11? injecao).
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(@) (b)
Figura 6.7 - Curva obtida no ensaio calorimétrico da enzima GAPDH para determinar as constantes

cinéticas do NAD'; (b) Ajuste dos dados a equagio de Michaelis-Menten (R* = 0,89).

A partir da diferencga entre a linha base original e a nova linha base ap6s a adicao
do substrato (Figura 6.7a), obtém-se o valor da poténcia térmica gerada para cada
inje¢do. Dessa forma, apds varias injecdes do substrato, a curva completa de Michaelis-
Menten da reacdo foi obtida (Figura 6.7b). Os dados foram ajustados a curva de
Michaelis-Menten usando o método de regressao nao linear empregando o programa
SigmaPlot (Figura 6.7b). A velocidade da reagdo foi corrigida pelo valor de AHgp,
calculado anteriormente. Os valores de K, keu: € Ve foram calculados e estdo

dispostos na Tabela 6.3.
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Tabela 6.3 - Constantes cinéticas calculadas para o NAD", na auséncia e na presenca de 5% de DMSO.

Sem DMSO Com DMSO
A Intervalo de Intervalo de
Ll b0 \As confianca de 95% AL confianca de 95%

(x IO'Y';:xM s") 2,66 + 0,09 2,48 a 2,83 3,89+ 0,07 3,76 a 4,03

(fl\ﬂfl[) 31,86 + 3,74 24,29 a 39,43 14,44 £ 1,40 11,54 a 17,33

-1 ) == D D a s D == s > a s
(,;c"s 53,18+ 1,76 49,60 a 56,73 77,90 + 1,30 75,21 a 80,59
k.. /K
x 106’; _lf‘fw_l) 1,67 5,39
R? 0,89 0,93

Comparando-se os valores da Tabela 6.2 ¢ 6.3, ¢ possivel notar que o K, do
NAD" é um pouco menor que o do G3P, sugerindo que a enzima possui uma afinidade
ligeiramente maior pelo NAD'. Além de exibir uma maior afinidade pela enzima,
Copeland et al. mostraram que a incubagdo da GAPDH com o G3P ndo evita que a
enzima perca rapidamente a sua atividade. J& quando a incubagio é feita com NAD"
1mM néo foi observada redugdo na atividade da enzima por um periodo de 2 horas!'?.
Esse resultado indica que o NAD" ¢ importante para manter a enzima na conformagio
ativa.

A cinética da reacdo em fungdo do cofator NAD™ também foi acompanhada na
presenga de 5% de DMSO. Analisando-se a Tabela 6.3 em comparagdo com a Tabela
6.2, verifica-se que a constante de Michaelis-Menten para o NAD" diminuiu na
presenca do co-solvente, assim como observado para o G3P. A velocidade maxima
apresentou um ligeiro aumento implicando também no aumento dos valores de k.. €
kea/ K.

Considerando o efeito do co-solvente no valor de Ky, para o G3P (10,30 uM) e
para o NAD" (14,44 uM), observa-se que o Ky do primeiro é um pouco menor. Esse
comportamento ¢ oposto ao observado anteriormente na auséncia de DMSO, e sugere
que o DMSO provoca mudangas conformacionais na enzima de forma a aumentar a sua

afinidade pelo G3P.
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CAPITULO 7
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Estudos de inibicdo
enzimdtica da GAPDH
de 1. cruzi

Uma breve introducdo sobre inibidores enzimaticos
reversiveis ¢ apresentada neste capitulo. Em seguida, os
resultados obtidos nos estudos de inibi¢do enzimatica sao
discutidos. A analise das impressdes digitais das interagdes
inibidor-enzima e a discussdo sobre a eficiéncia do ligante
dos inibidores também ¢ abordada.
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7 — INIBICAO ENZIMATICA

7.1 — Inibidores reversiveis

Inibidores podem atuar ligando-se irreversivelmente a uma enzima e tornando-a
permanentemente inativa. Isto ocorre tipicamente através da formagdo de uma ligacio
covalente entre algum grupo do inibidor e um residuo de aminoacido na enzimal'l.
Também, alguns inibidores se ligam tdo fortemente numa enzima que eles sdo
considerados por todas as razdes praticas como permanentemente ligados (isto €, as suas
velocidades de dissociagdo sdo muito lentas). Estes inibidores formam uma classe
especial conhecida como inibidores fortemente ligados (“tight binding ")'"). Contudo, os
inibidores mais comuns s3o aqueles que se ligam reversivelmente a uma enzima e
apresentam velocidades de associacdo/dissociagdo muito rapidas. Moléculas que se

~ . A ’ . [1,2
comportam dessa forma sdo conhecidas como inibidores reversiveis'',

7.1.1 — Inibi¢cao Competitiva

A inibi¢do competitiva se refere ao caso em que o inibidor se liga
exclusivamente na enzima livre!'?). Nesse tipo de inibi¢do, os dois ligantes (inibidor e
substrato) competem pela mesma forma da enzima e geralmente se ligam em sitios
mutuamente exclusivos; isto ¢, a enzima livre se liga ou com o substrato ou com o
inibidor, mas nunca com ambos (Figura 7.1a)!". Nesse tipo de inibi¢do, o inibidor
usualmente apresenta alguma similaridade estrutural com o substrato ou com o estado

de transicao da reagao.
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Figura 7.1 - (a) Representagdo esquematica da inibi¢ao competitiva; (b) Grafico Lineweaver-Burk (duplo-

reciproco) evidenciando o efeito de um inibidor competitivo.

Uma atividade residual é observada quando ha populagdo de enzima livre. Essas

moléculas de enzima irdo catalisar a reagao normalmente, exibindo a mesma velocidade

maxima?. A competicio entre o substrato e o inibidor, contudo, tem o efeito de

aumentar a concentragdo do substrato requerida para atingir a metade da velocidade
maxima. Ou seja, o inibidor competitivo provoca um aumento no valor da constante de

Michaelis-Menten aparente (K Iapp) por um fator de (1+[I]/K;) como pode ser verificado

na Equacao 102,

v = Vmax [S] (1)

[S] + Kyy (1+%)

O efeito provocado pelo inibidor competitivo ¢ visivel no grafico de
Lineweaver-Burk, onde a interse¢do com o eixo Y € constante e igual a 1/V,,,, mas a
inclinacao das retas (Kj/Vuax) € a intersecdo com o eixo X (correspondente a -1/Ky,) se
alteram com a variagdo de [I]. Assim, um grafico duplo-reciproco composto de varias
linhas que se interceptam no eixo Y é diagndstico de inibi¢do competitival*! (Figura

7.1b).

7.1.2 — Inibi¢ao Nao-competitiva

Na inibi¢do ndo-competitiva, os inibidores exibem uma afinidade tanto pela
enzima livre quanto pelo complexo ES. Isso porque, como o proprio nome ja diz, eles

ndo competem com o substrato para se ligarem na enzima livre ja que eles se ligam na
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enzima numa regido distinta do sitio ativo'l (Figura 7.2a). Assim, o efeito de um
inibidor ndo-competitivo € o de diminuir o valor de V., sem afetar o valor de K. Isto ¢

refletido na equacdo de velocidade para um inibidor ndo-competitivo.

Vmax [S]

51 (1 +3) + s (148 @)

v =

No gréfico duplo-reciproco, o efeito provocado pelo inibidor nado-competitivo
mostra que tanto a interse¢do com o eixo Y quanto a inclinagdo das retas (Ku/Viax)
varia de acordo com a [I]. Todas as retas interceptam o eixo X (correspondente a -1/Kj,)
no mesmo ponto independente da [I] (Figura 7.2b). Assim, um gréafico duplo-reciproco

composto de varias linhas que interceptam o eixo X ¢ diagnostico de inibi¢do nao-

competitival™.
E+8 —— ES —>E+P [I] aumenta
+ ; W
1 : LY
N ®
K, ]KI s = & S
4
El+S «— ESI

- ® : oo
- /k)
I \_/’\I) /(3]

(a) (b)
Figura 7.2 - (a) Representagdo esquematica da inibi¢io ndo-competitiva; (b) Grafico Lineweaver-Burk

(duplo-reciproco) evidenciando o efeito de um inibidor ndo-competitivo.
7.1.3 — Inibi¢do Incompetitiva

Um inibidor incompetitivo se liga exclusivamente no complexo ES, ou nas

;. . . . . 2 .
espécies subsequentes, com baixa ou nenhuma afinidade pela enzima livre!® (Figura
7.3a). Inibidores dessa modalidade necessitam da formagao prévia do complexo enzima-

substrato para se ligarem e exercerem seus efeitos.
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Figura 7.3 - (a) Representacdo esquematica da inibicdo incompetitiva; (b) Grafico Lineweaver-Burk

/“x/\ "

(duplo-reciproco) evidenciando o efeito de um inibidor incompetitivo.

Como a formag¢ao do complexo ESI representa um ciclo termodinamico entre os
estados ES, EI e ESI, o aumento da afinidade do inibidor pelo complexo ES deve ser
balanceado por um aumento da afinidade do substrato pelo complexo EI. O resultado
disso ¢ que ambos os valores aparentes de V.. € Ky diminuem com a concentragdo
crescente do inibidor incompetitivo. A equacdo de velocidade para esse tipo de inibi¢ao

¢

(3)

Num grafico de Lineweaver-Burk a diminui¢do do valor aparente de V. ¢
refletida através de diferentes intercessdes no eixo Y para concentragdes crescentes do
inibidor incompetitivo. A inclinagdo das retas proporciona a determinacio de Ky/Viax,
que sdo afetados igualmente na presenca de um inibidor incompetitivo!'?. Assim, o
termo (1+[I]/akK;) € cancelado na razao K/V,.x, 0 que indica que a inclinagao das retas
¢ constante para todas as concentragdes do inibidor (Figura 7.3b). Assim como no caso
do eixo Y, também a intercessdo com o eixo X varia com a concentra¢ao do inibidor,
fornecendo diferentes valores para o termo -1/K}y, evidenciando-se que também o valor

de K, aparente diminui na inibi¢cdo incompetitiva (Figura 7.3b).
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7.4 — Materiais

Os reagentes D,L-gliceraldeido-3-fosfato (G3P), trietanolamina (TEA), acido
etilenodiamino  tetra-acético (EDTA), [-mercaptoetanol, arseniato de sodio
(NaHAsO,.7H,0), nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD") e o dimetilsulfoxido
(DMSO) foram adquiridos da empresa Sigma-Aldrich (St. Louis, MO).

Os compostos selecionados (20) foram adquiridos de trés empresas (Life-
Chemicals, Otava e Specs) e avaliados como possiveis inibidores da enzima

gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) de Trypanosoma cruzi.

7.5 — Procedimento Experimental

7.5.1 Estudos da inibi¢do enzimatica

A avaliagdo dos compostos selecionados como possiveis inibidores da enzima
GAPDH foi realizada preenchendo-se a seringa com D,L-G3P 5 mM no tampao
TEA-HCI (100 mM; pH 7,5). A cela de amostra foi preenchida com o mesmo tampao,
NaHAsO4 30 mM, NAD' 1,5 mM, 5% de DMSO ¢ a enzima GAPDH 5 nM. Os
compostos foram adicionados a cela de amostra numa concentragao final de 50 uM. Em
seguida, a enzima foi titulada com o substrato através de 16 inje¢des, sendo a primeira
de 2 e o restante de 4 pL, com intervalos entre elas de 60 segundos. Um experimento
controle (na auséncia do inibidor) foi realizado antes de cada ensaio de inibi¢do
seguindo o mesmo protocolo. Todos os dados foram analisados usando o programa
SigmaPlot 10.0.1°! e as constantes de inibigdo aparente (K; %) foram determinadas
através da regressao nao-linear dos minimos quadrados a equacdo de Michaelis-Menten

na auséncia e na presenc¢a do inibidor.
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7.6 — Resultados e Discussoes

7.6.1 — Estudos da inibi¢cdo enzimatica

Os compostos que seriam testados tiveram as suas solubilidades tedricas
calculadas usando o programa SciFinder'*. Apesar de alguns serem teoricamente
soluveis, a maioria apresentava uma baixa solubilidade em 4gua e optou-se entdo, por
preparar solucdes estoque desses compostos dissolvendo-os em DMSO puro.

Antes que os compostos pudessem ser testados, um problema teve que ser
resolvido: o decréscimo da atividade enzimatica com o passar do tempo (Figura 7.4). E
possivel observar na Figura 7.4 que em uma série de trés experimentos realizados no
mesmo dia, apesar do valor de K), se manter constante entre os experimentos, o valor de
keq: diminui entre os experimentos sucessivos. Isso indica que a quantidade de enzima

cataliticamente ativa é menor.
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Figura 7.4 - Evidéncia de que a enzima perde a atividade ao longo do tempo.

A forma encontrada para contornar esse problema foi realizar um experimento
controle (na auséncia do inibidor) e em seguida o ensaio de inibi¢do. Em pequenos
intervalos de tempo (£ 1 hora) a atividade da enzima se mantém aproximadamente
estavel e assim ¢ possivel avaliar a constante de inibicdo em relagdo ao experimento
controle. Dessa forma garante-se que as alteracdes na velocidade e no Ky, que por

ventura acontecem sejam atribuidas apenas ao efeito do inibidor.
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Os dados obtidos nos ensaios de inibi¢do foram adquiridos a partir de
experimentos realizados pelo menos em duplicata (tanto para o controle como para o
ensaio de inibi¢do). Esses dados foram analisados usando o programa SigmaPlot e
ajustados as equacdes referentes aos mecanismos de inibicdo competitiva, nao-
competitiva e incompetitiva. A decisdo sobre qual mecanismo ¢ mais apropriado para
cada composto foi feita com base na analise dos parametros estatisticos dos modelos e

na forma das curvas obtidas experimentalmente.

7.6.2 — Compostos ativos

Dos vinte compostos testados, a maioria deles (sete no total) mostraram-se
inibidores competitivos da enzima GAPDH em relacdo ao G3P. Inibidores dessa
modalidade se ligam exclusivamente na enzima livre e competem com o substrato pelo
mesmo sitio ativo. Assim, a enzima livre se liga ou com o substrato ou com o inibidor.
O efeito disso, € que a concentragdo necessaria de substrato para que a reagao alcance
metade da velocidade maxima aumenta. Ou seja, o inibidor competitivo provoca um
aumento no valor de K,,. Os resultados obtidos estdo de acordo com a afirmac¢ao acima,
j& que para todos os compostos listados na Tabela 7.1, o valor de K, aumentou na

presenca deles, confirmando o mecanismo de inibi¢do competitiva.
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Tabela 7.1 - Afinidade (K; %) e o efeito dos inibidores competitivos nos pardmetros cinéticos (K, Vipax)

da reagdo.
Composto

N—N

4 <
s \

Y [
OO
@

(e] OH
fou
S \N/N /

7\
N\
@
S**
@)
\
S)\N)k/s\\o
H
@
S
6))
S

©
OH

o o

OH
HN

cl
o
ci
@

* Os valores em parénteses foram obtidos na auséncia do inibidor; ** Sigilo

Ky
(uM)

21,84 +4,28
(9,73 £0,72)*

23,07 + 4,46
(10,11 +0,92)

20,62 + 2,93
(8,63 £ 0,68)

12,27 £0,77
(7,75 + 0,89)

19,55 2,29
(8,55 +0,65)

25,53 + 4,54
(11,57 + 1,32)

17,30 £ 3,19
(8,48 + 0,89)

Vmax
x10* mM s™)

11,38 + 0,74
(11,16 = 0,17)

12,49 + 0,83
(11,22 +0,22)

13,02 + 0,60
(11,51 £0,18)

11,35+ 0,21
(11,06 = 0,28)

13,02 + 0,48
(11,36 + 0,17)

15,36 = 0,99
(13,03 £ 0,35)

7,80 + 0,42
(6,88 = 0,14)

K
M)

45,11+ 7,19

81,93 + 18,08

91,50 + 18,66

112,80 + 18,15

124,83 + 28,63

155,50 + 51,61

182,87 + 78,76

Mecanismo

competitivo

competitivo

competitivo

competitivo

competitivo

competitivo

competitivo

Como o inibidor e o substrato competem pelo mesmo sitio de ligacdo na enzima,

um aumento na concentrag¢do do ultimo tem o poder de neutralizar o efeito do primeiro.

Ou seja, o Kj; aparente aumenta na presenga do inibidor, conforme pode ser visto na

Figura 7.5. Outra caracteristica da inibicdo competitiva fica evidente na analise do

grafico de Michaelis-Menten: a velocidade maxima ndo se altera na presenca de um

inibidor competitivo (Figura 7.5), como pode ser observado para os dois melhores

inibidores competitivos (compostos 1 e 2, respectivamente).
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Figura 7.5 - Ajuste dos dados a curva de Michaelis-Menten para os inibidores 1e 2. Pode-se observar
nessa curva o aumento no valor de K, aparente na presenca do inibidor. Contudo, a velocidade maxima

nao se altera.

O composto 1 pertence a classe 1,3,4-oxadiazol-sulfonil-benzamida e inibiu a
enzima com um K; ¥ igual a 45,11 uM. Ja o composto 2 é um representante da classe
triazolo-piridazina e inibiu a GAPDH com um K; “ igual a 81,93 uM. Os outros quatro
compostos inibiram a enzima pelos mecanismos ndo-competitivo (composto 9) e

incompetitivo (compostos 8, 10 e 11) (Tabela 7.2).
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Tabela 7.2 - Afinidade (K; ) e o efeito dos inibidores ndo-competitivos (composto 9) e incompetitivos

(compostos 8, 10 e 11) nos parametros cinéticos (Ky;, V) da reagéo.

Composto

Ky (uM)

6,43 +0,51
(10,81 % 0,69)

Vmux
(x10* mM s™)

6,84 + 0,09

K"
uM)

89,28 £2,72

Mecanismo

incompetitivo

(10,80 = 0,15)

®8)
OH
o
S o
NH 9,93 +0,97 7,84 £ 0,16 . ..
+ -
Y/ (8.28 = 0,44 (8,57 + 0,09) 386,17 £32,91 ndo-competitivo
I\
N
)
OH
(o]
[e]
S
7,40+ 0,61 7,59+0,11
I ’ ’ ’ ’ 692,90 £ 117,11 i titi
y/ (9,07 = 0,69) (831£0,13) . , incompetitivo
1\
N
(10)
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Na Figura 7.6 estao representados as curvas de Michaelis-Menten para o melhor
inibidor incompetitivo (composto 8) e para o tnico inibidor ndo-competitivo (composto
9). Inibidores incompetitivos se ligam exclusivamente no complexo ES, com
praticamente nenhuma afinidade pela enzima livre. Em virtude desse fato, esses
inibidores provocam uma diminui¢do nos valores aparentes tanto do Ky, quanto do V.
(Figura 7.6a). Dos trés compostos, o que mais foi efetivo em inibir a GAPDH foi o
composto 8 que com um K; ¥ igual a 89,28 uM. Vale ressaltar que esse composto
apresenta um anel amino-1,2,5-oxadiazol ligado diretamente num anel 1,2,4-oxadiazol.
Esse fragmento também esta presente no composto 1, que ¢ um dos inibidores mais
potentes encontrado usando o planejamento computacional realizado nesse trabalho.

Possivelmente este seja um fragmento molecular que é reconhecido pela GAPDH.
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O Kjs na auséncia e na presenga do composto 9 ¢ o mesmo. Contudo, como ¢
tipico do mecanismo de inibicdo ndo-competitiva, no grafico de Michaelis-Menten a
velocidade méxima (V) na presenga do inibidor ¢ menor (Figura 7.6b). Isso ja era
esperado, ja& que o inibidor ndo-competitivo se liga na enzima em um sitio distinto do

sitio ativo.
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Figura 7. 6 - Ajuste dos dados a curva de Michaelis-Menten para os inibidores 8 (incompetitivo) e 9 (ndo-

competitivo).

Analisando os valores da afinidade dos inibidores (K; ) pela enzima, os
inibidores competitivos foram os mais potentes se comparados com 0s outros quatro
inibidores discutidos acima. Um dos compostos mais potentes (composto 1, K; ¥ =
45,11 uM) encontrado neste trabalho pertence a este grupo. Além disso, analisando-se
novamente as Tabelas 7.1 e 7.2 nota-se que os valores de K;“ para os compostos variam
de 45,11 a 854,93 uM, com 4 compostos abaixo de 100 uM, quatro entre 100 e 200 uM
e trés acima de 300 uM.

7.6.3 — Compostos inativos

Nove compostos foram inativos contra a GAPDH (Tabela 7.3) na concentragao
do inibidor usada no ensaio (50 uM). A maioria desses compostos ndo alterou o curso
normal da reacdo, ou seja, os valores de Ky, ke € Vg permaneceram inalterados na
presenca dos inibidores. O composto 15, pertencente da classe dos flavonodides foi
inativo, assim como o composto 16 que também apresenta uma estrutura muito

semelhante a de um flavonoide (um furano estd ocupando a posi¢do do anel B dos
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flavondides). Esse resultado foi uma surpresa, ja que esta classe de compostos tem se

mostrado ativa contra a GAPDH de 7. cruzi®®’!,

Tabela 7.3 - Estrutura dos compostos inativos contra a GAPDH.

H
\
AN N N Y | d > \/
/\/“\ h ' \o
s
o)\ Z y NH
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O
N~
as) 16) a7
| / iy o )OL o NHo HO )
W A I ’
@18) 19) (20)

Analisando as interagdes dos compostos inativos com os aminoacidos do sitio
ativo, observamos que sete das nove moléculas apresentam o grupo carboxila nas suas
estruturas e formam interacdes eletrostaticas com o aminodcido Arg249, como por
exemplo, o composto 19 (Figura 7.7). Como os experimentos foram realizados no pH
7,5, o grupo guanidina do aminoacido Arg249 se encontra carregado positivamente. Por
outro lado, o grupo carboxila dos ligantes se encontra carregado negativamente
(carboxilato) no pH 7,5. Dessa forma os grupos guanidina e carboxilato se atraem
formando interacdes eletrostaticas. Apenas duas moléculas inativas (composto 12 ¢ 13)
ndo apresentam o grupo carboxila nas suas estruturas. Mesmo assim, ambos formam

liga¢des de hidrogénio com o grupo guanidina da Arg249.
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Figura 7.7 - Posi¢@o adotada pelo composto 19 no sitio ativo da GAPDH. Os residuos com que fazem
interagdes por ligacdo de hidrogénio e eletrostaticas estdo nomeados. As interagdes sdo estio

representadas por linhas azuis tracejadas.

Apesar de nove compostos terem sido inativos contra a enzima, os resultados de
inibicdo enzimdtica obtidos com a técnica de ITC indicam que o planejamento
computacional realizado na selecdo dos compostos foi bem sucedido. Isso porque a taxa
de acerto (nimero de moléculas ativas/nimero de moléculas testadas) obtida nesse
trabalho foi de 55%. Se forem considerados apenas os compostos com K; ¥ < 100 uM
esse numero cai para 20%. Mesmo assim, esse ¢ um nimero consideravel, ja que varios
trabalhos t€ém mostrado que a taxa de acerto gira em torno de 1-10% usando métodos
computacionais de ensaio in silico e cerca de 0-2% para ensaios em larga escala

(HTS)® 1,

7.6.4 — Impressoes digitais das interagoes

A anadlise retrospectiva da posi¢do e das interacdes dos compostos no sitio ativo,
de acordo com o programa FlexX, foi realizada para tentar formular uma hipotese para
explicar o motivo pelo qual alguns compostos foram ativos e outros inativos. Essa
analise permitiu a identificacdo das impressoes digitais das interagdes inibidor-GAPDH.
Isto €, o tipo de interagdo e o residuo envolvido na interacdo com o ligante foram

determinados (Figura 7.8).
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Thr167 Asp210 Ser224 Ser247 Arg249

A= aceitadorde ligacdo de hidrogénio (cadeia lateral)
D = doadorde ligagdo de hidrogénio (cadeia lateral)
a=aceitadorde ligacdode hidrogénio (cadeia principal)
d = doadorde ligacdo de hidrogénio (cadeia principal)

| = interacdo eletrostatica

Figura 7. 8 - Analise das impressdes digitais das interagdes ligante-enzima.

O histograma da Figura 7.8 reporta a frequéncia e as caracteristicas das
interacdes que os compostos fazem com os residuos do sitio ativo da GAPDH. Podemos
observar algumas tendéncias nesse grafico. Primeiro, os residuos que mais participam
de interagdes com os ligantes sdo os residuos Arg249, Ser247, Thr226, Ser224, Thr197
e Thr199. Em segundo lugar, observamos que os compostos se ligam no sitio da enzima
principalmente através de ligagcdes de hidrogénio entre um grupo aceitador de ligagdo de
hidrogénio do composto e um grupo doador na cadeia lateral da enzima, que nos
residuos Thr e Ser correspondem a uma hidroxila. As interacdes eletrostaticas com a
Arg249 também sdo responsaveis pela ligagdo de um nuamero significativo de
compostos. Por fim, podemos notar que todos os vinte compostos testados formam
ligacdes de hidrogénio com a cadeia lateral (grupo guanidina) da Arg249.

Levando-se em consideracao a afinidade dos compostos pelo alvo, foi possivel
avaliar quais interagdes contribuem para que um composto fosse ativo ou inativo. Nessa
analise os compostos que inibiram a enzima foram classificados como ativos e os que
ndo inibiram foram chamados de inativos. No histograma da Figura 7.9, as barras no
sentido positivo indicam as interagdes que sdo importantes para que o composto fosse
ativo. Ja as barras no sentido negativo correspondem as interacdes presentes nos

compostos inativos.
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Thri67 Asp210 Ser224 Arg249

Figura 7. 9 - Histograma da contribuig@o das interagdes para a atividade bioldgica dos compostos.

Como todos os compostos apresentam ligagdes de hidrogénio com a Arg249
(Figura7.8), essa interagdo ndo € relevante para saber se um composto que se ligue com
esse residuo através dessa interagdo, serd ou nao ativo. Essa observacdo ¢ descrita
graficamente na Figura 7.9, onde nao ha nenhuma barra correspondente a interagdo por
ligagdo de hidrogénio com a Arg249. Enquanto isso, os compostos que apresentaram
interagdes predominantes com os residuos Thr167, Ser224, Thr226, Ser247 e Arg249
foram inativos. Ao passo que as interagdes com os residuos Thr197 e Thr199 foram
determinantes para que os compostos inibissem a enzima. Esse resultado ¢ coerente, ja
que a Thr197 e Thr199 fazem parte do sitio de ligagdo do G3P (sitio Ps) enquanto que
os residuos Thr167, Ser224, Thr226 e Ser247 se localizam no sitio de ligagdo do
fosfato inorganico (sitio P;). Em conjunto, esses resultados indicam que para um
composto ser ativo contra a GAPDH ¢ essencial que ele forme interagdes com os

residuos do sitio Ps.

7.6.5 — Eficiéncia do ligante

Com base apenas no exame do valor de K; ¥ poderia se chegar a conclusido
precipitada de que apenas o composto 1 seria considerado um razoavel inibidor da
GAPDH. Contudo, é necessario avaliar um parametro fundamental e que tem o seu uso
bastante difundido no planejamento de inibidores enzimaticos: a eficiéncia do ligante.
Esse pardmetro pode ser usado para determinar a qualidade dos ligantes obtidos no
ensaio inicial e também para monitorar a qualidade dos compostos-matrizes que estdo

sendo otimizados. Hopkins ez al.!'"! definiu a eficiéncia do ligante simplesmente como:

LE = AG _ RTInK; —RTIniCs,
~ HAC HAC = HAC

4)
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onde AG ¢ a energia de interacao do ligante por um alvo especifico, HAC é o numero de
atomos diferentes de hidrogénio e a constante de dissociagdo (K;) pode ser substituida
pelo valor de ICsp como uma medida aproximada da afinidade do ligante pelo alvo. Para
que um ligante ou composto-matriz seja util ele deve apresentar uma eficiéncia do
ligante aproximadamente igual a 0,29 kcal mol” 4tomo”. A Figura 7.10 ilustra o
conceito de eficiéncia do ligante e como ele esta relacionada com a ““acessibilidade”
quimica do ligante!'?!. Para se tornar um candidato a composto-matriz, a poténcia de um
ligante precisa ser melhorada, o que quase sempre ocorre em paralelo com um aumento
da massa molecular!'®). Os ligantes oriundos da técnica de HTS apresentam uma extensa
faixa de massas moleculares (250-600 Da) e geralmente exibem afinidades na faixa de
baixo puM até alto nM!"*). Dificilmente a otimizagdo, de um niimero significativo desses
ligantes, ird produzir moléculas que se enquadrem no espaco quimico definido pela
regra dos cinco de Lipinski''¥, a qual serve como um guia qualitativo para predizer se
as moléculas apresentardo boa absor¢do e permeabilidade. Contudo, como os ligantes

15,1 ~
[116] 530 menos complexos (menor

com caracteristicas de fragmentos moleculares
massa molecular), sdo capazes de fazer interacdes mais especificas, podendo se ajustar
com maior facilidade no sitio do alvo. Assim, na otimizacao desses compostos, ndo s6 a

afinidade aumenta, mas também o perfil farmacocinético adequado ¢ mantido!" .
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Figura 7. 10 - Evolugdo do ligante a composto-matriz partindo de diferentes espagos quimicos.

O uso da eficiéncia do ligante tem ajudado a reduzir a sedutora influéncia do
aumento da poténcia apoOs cada iteracdo no desenvolvimento de um composto e serve
para lembrar ao quimico medicinal que a consideracao das propriedades fisico-quimicas
¢ igualmente importante!' ",

Viérios trabalhos na literatura mostram que partindo-se de pequenas moléculas

que apresentem uma eficiéncia do ligante proxima de 0,29 kcal mol” atomo™ (e até
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mesmo menor) € possivel realizar a sua otimizacdo, que geralmente ¢ feita através da
unido de dois ou mais compostos (linking) ou através do crescimento da molécula
(growing). Na unido de compostos que apresentam uma eficiéncia do ligante em torno
de 0,29 kcal mol' 4tomo™” é observado um efeito sinergistico extraordinario e a
molécula resultante pode apresentar uma poténcia que em alguns casos chega a ser
superior a duas unidades logaritmicas com relagdo as estruturas de partidal'®'?.
Analisando a Tabela 7.4 constata-se que varios inibidores encontrados nesse
trabalho apresentam uma massa molecular em torno de 300 Da e cerca de 23 4tomos
pesados. A eficiéncia do ligante desses compostos, principalmente daqueles que exibem
um K; ¥ <200 uM , esta por volta de 0,24 kcal mol™! 4tomo™'. Com base nessa analise,
podemos dizer que muitos desses compostos sdo atraentes do ponto de vista da
otimizacdo. Isso porque eles apresentam uma eficiéncia do ligante muito proxima do
valor ideal e na otimizacdo desses compostos poderiamos adicionar em média mais 14
atomos até que o composto atinja uma massa molecular de aproximadamente 500 Da.
No Anexo sdo mostradas mais algumas propriedades, além da massa molecular, que
mostram que 0os compostos ativos possuem “espago” para crescerem sem prejudicar o
seu perfil farmacocinético. Por exemplo, o coeficiente de parti¢do (logP) dos inibidores
¢ em média igual a 2,65, sendo que os fairmacos que sdo administrados oralmente

apresentam valores médios < 5.

Tabela 7.4 - Eficiéncia do ligante dos inibidores da GAPDH de 7. cruzi.

Composto MM’ HAC? K;” (uM) LE? (kcal mol” dtomo™)
1 361,35 25 45,11 +7,19 0,24
2 315,35 22 81,93 + 18,08 0,25
3 326,39 23 91,50 + 18,66 0,24
4 411,29 23 112,80 + 18,15 0,23
5 276,33 19 124,83 + 28,63 0,28
6 336,82 22 155,50 £ 51,61 0,24
7 354,14 23 182,87 = 78,76 0,22
8 321,72 22 89,28 +2,72 0,25
9 292,35 20 386,17 + 32,91 0,23
10 312,34 22 692,90 + 117,11 0,20
11 354,14 23 854,93 + 307,61 0,18

'Massa molecular; “Ntimero de dtomos diferentes de hidrogénio; *Eficiéncia do ligante.
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CAPITULO 8

Estudos de seletividade
enzimadtica e in Vitro
contra o 1. cruzi

A seletividade dos inibidores da GAPDH de 7. cruzi foi
avaliada usando a enzima de coelho como modelo ¢ os
resultados desses estudos sdo apresentados neste capitulo.
Além disso, a capacidade dos novos compostos em inibir as
formas infectivas do parasito também foi verificada e
discutida neste capitulo.

104



8 —SELETIVIDADE

Um aspecto essencial na busca por inibidores enzimaticos de agentes causadores
de doencas e que apresentam enzimas homologas no homem ¢ a seletividade. A
afinidade pela enzima alvo ¢ apenas um critério usado para julgar a qualidade de um
inibidor. De igual importancia ¢ a seletividade do composto pela enzima alvo em
relacdo a enzimas estruturalmente ou mecanisticamente relacionadas e presentes no
homem!". Esta foi uma preocupacio que tivemos desde a selecdo dos compostos. Como
desejavamos encontrar moléculas que ndo somente inibissem a GAPDH de 7. cruzi,
mas também que apresentassem seletividade em relacio a GAPDH de humanos
realizamos uma docagem consensual, a qual permitiu priorizar a sele¢do de moléculas
que apresentassem ao mesmo tempo uma alta complementaridade pela GAPDH do T.
cruzi e uma baixa complementaridade frente a GAPDH de humanos.

Para avaliar se os compostos selecionados sdo capazes de inibir a enzima
GAPDH de humanos, selecionamos os seis melhores inibidores da GAPDH do 7. cruzi.
Estes inibidores foram entdo testados contra a GAPDH de coelho, que ¢ um 6timo
modelo para enzima de humanos, ja a que identidade entre estas duas enzimas ¢ maior

do que 90%.
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8.1 — Materiais

Os reagentes D,L-gliceraldeido-3-fosfato (G3P), trietanolamina (TEA), acido
etilenodiamino  tetra-acético (EDTA), [-mercaptoetanol, arseniato de sodio
(NaHAsO,.7H,0), nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD"), dimetilsulfoxido
(DMSO) e a enzima GAPDH de coelho foram adquiridos da empresa Sigma-Aldrich
(St. Louis, MO).

8.2 — Procedimento Experimental

8.2.1 — Determinagdo da entalpia molar aparente da reagdo catalisada pela enzima
GAPDH de coelho

Para se determinar a entalpia da reagdo de conversdo do G3P a I-arseno-3-
fosfoglicerato, a entalpia molar aparente dessa reagao foi determinada no tampao TEA-
HCI. O experimento foi realizado preenchendo-se a cela de amostra com o tampao (100
mM; pH 7,5), NaHAsO4 30 mM, D,L-gliceraldeido-3-fosfato I mM e NAD" 1,5 mM. A
seringa foi preenchida com a enzima GAPDH 2 uM preparada no mesmo tampao. Nos
experimentos realizados neste trabalho, o fosfato, que ¢ um dos substratos da GAPDH,
foi substituido pelo arseniato ja que o produto formado durante a reagdo (1,3-DPQG)
inibe a enzima.

O substrato foi titulado pela injecdo de 20 pl. de enzima durante 40 segundos.
Apbés a inje¢cdo a concentracdo final da enzima na cela era de 28 nM. Uma segunda
injecdo de enzima foi feita apos a linha base retornar ao valor anterior ao da primeira

inje¢do para comprovar o completo consumo do G3P na reagao.

8.2.2 — Determinacdo dos pardmetros cinéticos da enzima GAPDH de coelho

Os parametros cinéticos do G3P (Kys, Vipax € kea) foram determinados de acordo
com o protocolo previamente estabelecido em nosso laboratorio”. A seringa foi
preenchida com D,L-G3P 5 mM, tampao TEA-HCI 100 mM (pH 7,5) e DMSO 5%. A

cela de amostra foi preenchida com o mesmo tampao, NaHAsO,4 30 mM, NAD' 1,5
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mM, DMSO 5% ¢ a enzima GAPDH 5 nM. O substrato foi titulado sobre a enzima

através de 15 injegdes de 4 pul, com intervalos entre elas de 60 segundos.

8.2.3 — Estudos da inibi¢do enzimatica da GAPDH de T. cruzi e de coelho

A avaliacao dos compostos selecionados como possiveis inibidores da enzima
GAPDH de coelho foi realizada preenchendo-se a seringa com D,L-G3P 5 mM no
tampao TEA-HCI (100 mM; pH 7,5) e 5% de DMSO. A cela de amostra foi preenchida
com o mesmo tampao, NaHAsO4 30 mM, NAD" 1,5 mM, 5% de DMSO e a enzima
GAPDH 5 nM. Os compostos foram adicionados a cela de amostra numa concentragao
final de 50 uM. Em seguida, titulou-se a enzima através de 15 inje¢des do substrato,
sendo que o volume de cada injecao foi de 2,5 pL, com intervalos entre elas de 60
segundos. Um experimento controle (na auséncia do inibidor) foi realizado antes de

cada ensaio de inibi¢do seguindo o mesmo protocolo.

8.2.4 — Estudos in vitro contra as formas tripomastigota e amastigota do T. cruzi

Os onze inibidores da GAPDH de 7. cruzi foram enviados para o Laboratorio de
Parasitologia da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto (USP)
coordenado pelo professor Sérgio de Albuquerque. Os inibidores foram avaliados
primeiramente contra a forma tripomastigota do parasito. A poténcia (ICsp) dos
compostos foi determinada a partir da % de lise (% de inibi¢do) em quatro
concentragdes diferentes (0,5, 2, 8 e 32 uM). Os compostos que inibiram a forma

tripomastigota foram testados contra a forma amastigota nas mesmas concentragdes.

8.2.5 — Analise dos dados

Todos os experimentos realizados nesse trabalho foram realizados ao menos em
duplicata. Os dados referentes a concentragdo do substrato, [S], ¢ a velocidade da
reagdo, v, foram obtidos usando-se o programa Origin 7.081 As constantes K, keas €
Vmax foram determinadas através da regressdo ndo-linear dos dados experimentais na
equacdo de Michaelis-Menten (Capitulo 6, Equagdo 5) usando o programa SigmaPlot

10.0.1". A constante de inibigdo aparente (K; %) dos compostos testados foi obtida
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através da regressdo nao linear dos dados experimentais as equagdes para inibidores
competitivos, nao-competitivos e incompetitivos (Capitulo 7, Equacdes 1, 2 e 3,
respectivamente) usando-se o médulo de cinética enzimatica do programa SigmaPlot!*],
A decisdo sobre qual mecanismo ¢ mais apropriado para cada composto foi feita com
base na analise dos parametros estatisticos dos modelos ¢ na forma das curvas obtidas

experimentalmente.
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8.3 — Resultados e Discussoes

8.3.1 — Determinag¢do da entalpia da reac¢do de conversdo G3P a I-arseno-3-
fosfoglicerato

A entalpia aparente da reacdo foi determinada colocando-se a enzima na seringa
numa concentra¢do suficiente (2 uM) para que através de uma unica inje¢do, todo o
substrato (1 mM) presente na cela de amostra fosse convertido em produto (Figura 8.1).
Ap0s a estabilizacdo da linha base a enzima foi injetada na solucdo e observou-se uma
deflexdao da linha base até o seu retorno ao valor inicial. A deflexao verificada apos a
injecdo da enzima na solucdo evidencia que a reagdo catalisada pela GAPDH ¢
exotérmica. Analisando-se a Figura 8.1, observa-se que o tempo médio necessario para
que todo o substrato presente na cela de amostra fosse convertido em produto girou em

torno 15-20 minutos
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Figura 8.1 - Determinagdo da entalpia aparente da reag@o. As setas indicam o inicio das injecdes.

Uma segunda inje¢do de enzima foi realizada com o objetivo de verificar se a
primeira inje¢do foi suficiente para consumir todo o substrato. Como pode ser verificada
na Figura 8.1 e também na Tabela 8.1, a area correspondente a segunda inje¢do ¢ bem

inferior a primeira.
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Tabela 8.1 - Resultados obtidos na determinagdo da entalpia aparente da reagéo.

0 (x 10°° kcal) AH,pp. motar (kcal mol™)
Experimento 0O, O
1 2,72 -0,53
’ ’ -6,46 £ 0,2
2 2,85 -0,52 6,46+0,28
Média 2,79 £ 0,09 -0,52 £ 0,01

O nimero de moles de G3P na cela de amostra era de 0,35 pmol.

O valor da entalpia molar aparente, calculado usando-se a Equagdo 1, foi de
-6,46 + 0,28 kcal mol”. Os valores de calor de reagdo (Q,) e de diluicdo (Qy,)
corresponde a area do pico obtida na primeira e segunda injegdes, respectivamente.
Como o experimento foi realizado a pressdo constante, com variagdes de volume
despreziveis, ¢ possivel considerar o calor gerado na reacdo como sendo igual a

entalpia.

Qr — Qa
AHapp,molar = TT (1)

8.3.2 — Determinagdo dos parametros cinéticos para o gliceraldeido-3-fosfato (G3P)

Na Figura 8.2 observa-se um ensaio calorimétrico completo da enzima GAPDH
no tampao TEA-HCIL. Apos a estabilizacdo da linha base, observa-se uma inflexao desta
até a sua nova estabilizacdo em um nivel inferior. Esse decréscimo da poténcia térmica
fornecida pelo instrumento indica que a rea¢do de conversdao do substrato em produto ¢é
exotérmica. Esse processo ¢ repetido nas proximas injecdes, até que a enzima fique

totalmente saturada com o substrato (em torno da 11* injecao).
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e da 11* injegdio; (b) Ajuste dos dados 4 equagdo de Michaelis-Menten (R* = 0,89).

Medindo-se a diferenga entre a linha base original e a nova linha base apos a
adicao do substrato (Figura 8.2a), obtém-se o valor da poténcia térmica gerada para
cada inje¢do. Com isso, apoOs varias injecdes do substrato, a curva completa de
Michaelis-Menten da reacdo foi obtida (Figura 8.2b). A velocidade da reacdo foi
corrigida pelo valor de AHqpp motar calculado anteriormente. O ponto relativo a primeira
injecdo foi excluido devido a dificuldade em obter valores reprodutiveis. Os dados
foram ajustados a curva de Michaelis-Menten pela regressdo nao linear dos minimos
quadrados usando o programa SigmaPlot (Figura 8.2b). Uma série de trés experimentos
foi realizada para se obter as constantes cinéticas. A partir destes experimentos, 0s

valores de Ky, kcar € Vinax foram determinados (Tabela 8.2).

Tabela 8.2 - Constantes cinéticas calculadas para o G3P, na presenga de 5% de DMSO..

Parametros Valor Intervalo de confianca de 95%
« 10'5/':1:XM & 1,83 + 0,08 1,6522,01
(ﬁ% 14,20+ 2,12 9,81 a 18,61
(’;‘."1'3 36,65+ 1,73 33,07 a 40,22
kcat/KM
(x10°s™' M™) 2ot
R?=0,89

Comparando-se o valor da constante de Michaelis-Menten (K),) para o G3P na

reacdo catalisada pela GAPDH de coelho, observa-se que esta constante ¢ menor (14,20
uM) do que a observada para a GAPDH de 7. cruzi (37,80 uM). Considerando que o

Ky pode ser considerado uma medida aproximada da afinidade da enzima pelo
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substrato, esses resultados sugerem que a afinidade da enzima de coelho pelo G3P ¢
maior do que a enzima do parasito. Dessa forma, um composto s6 ird conseguir inibir a
enzima de coelho na mesma proporcdo da enzima do 7. cruzi se sua constante de

afinidade (K; ) for menor na GAPDH de coelho.

8.3.3 — Estudos de inibicdo enzimatica e de seletividade

Como a maioria dos compostos apresentava uma baixa solubilidade em agua,
optou-se por preparar solugdes estoque desses compostos dissolvendo-os em DMSO
puro. Além disso, a concentragdo de todos os compostos na cela, que foi mantida fixa
em 50 uM. A enzima perde atividade com o passar do tempo (ha uma diminui¢do no
valor do k.., apesar do valor de K, se manter constante de um experimento para outro.
A forma encontrada para contornar esse problema foi realizar um experimento controle
(na auséncia do inibidor) sempre antes do ensaio de inibi¢ao (na presenca do inibidor).

Para avaliar a seletividade dos inibidores da GAPDH de 7. cruzi frente a enzima
de coelho, que ¢ um excelente modelo para a GAPDH de humanos, selecionamos os
compostos que apresentaram um K; ¥ menor que 150 uM. Com esse critério de selegdo,
seis compostos, dos onze que se mostraram previamente como sendo inibidores da
GAPDH do parasito, foram testados contra a GAPDH de coelho. Os resultados dos
ensaios de inibi¢do para os compostos estdo dispostos na Tabela 8.3. A numeragdo dos

compostos segue a mesma ordem adotada anteriormente para facilitar as comparagoes.

Tabela 8.3 - Valores para 0 Ky, keu, Vinar, K; ™ € dos inibidores avaliados contra a GAPDH de coelho.

Composto Ky (uM) Vinax (x 107 mM s™") K" (uM) Mecanismo
16,38 £ 0,23 1,84 + 0,09 ..
+
1 (1421 £ 021) (1,832 0,08) 386,96 + 210,00 competitivo
19,39 £ 0,24 1,25+ 0,06
’ ’ ’ ’ 473,92 £ 249,72 titi
2 (1728 £0.22) (124 £0,05) 73,9 9,7 competitivo
24,52 + 0,54 1,18+ 0,11 ..
+
3 (19.91 +0.31) (1,14% 0,07) 391,77 + 237,81 competitivo
7,01 £0,75 0,95 £ 0,02
2 2 2 2 42 :t 1 1 . ..
4 (11,55£0,11) (1,15 £ 0,03) 0,73 +71,8 incompetitivo
5 10,51 £ 0,09 1,20 £ 0,03 i
(12,56 £0,12) (1,25 0,03)
18,94 £ 0,23 1,46 = 0,07 . i
EE
8 (21,10 £ 0.20) (1,55 % 0,05) 1206,46 + 743,16 incompetitivo

* Os valores em parénteses foram obtidos na auséncia do inibidor.**ni = ndo inibiu.
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Conforme ¢ possivel observar na Tabela 8.3, somente cinco compostos inibiram
a GAPDH de coelho, sendo trés competitivos (compostos 1-3) e dois incompetitivos
(compostos 4 ¢ 8). Para um dos compostos avaliados (composto 5), ndo foi possivel
ajustar os seus dados a nenhum dos modelos de inibicdo enzimatica, ja que seus
parametros tanto na auséncia quanto na presen¢a do inibidor sdo os mesmos, indicando
que este composto ndo € capaz de inibir a GAPDH de coelho.

Em termos dos valores de K; , os cinco compostos podem ser considerados
como inibidores fracos da GAPDH de coelho, ja que a constante de inibi¢do varia de
386,96 uM a 1206,46 uM. O melhor inibidor da enzima de coelho (composto 1, K; ¥ =
386,96 uM) ¢ cerca de trés vezes menos ativo nesta enzima do que o pior inibidor da

enzima do parasito (composto 5, K; ¥ =

124,83 uM) selecionado para os estudos de
seletividade. Esses resultados estdo de acordo com as nossas expectativas, ja que na
etapa de planejamento computacional, priorizamos a selecdo de compostos com alta
afinidade pela enzima do parasito e baixa pela enzima de humanos.

A seletividade, juntamente com a afinidade pelo alvo sdo dois parametros
essenciais que devem ser determinados durante o processo de busca por moléculas
bioativas. Ela esta relacionada as diferencas observadas na afinidade da molécula por
alvos estruturalmente e mecanisticamente homoélogos do alvo de interesse. A baixa
seletividade de uma molécula ¢ responsavel pelo aparecimento de efeitos toxicos no
homem. Como exemplo, podemos citar os inibidores da enzima transcriptase reversa do
virus HIV-1 (HIV-RT) de 1? geracdo. Estes eram andlogos de nucleosideos e inibiam a
HIV-RT de forma competitiva. A maior deficiéncia desses inibidores era a falta de
seletividade para a enzima viral frente as enzimas de humanos que utilizavam
nucleosideos como substratos''. Com isso, esses firmacos provocavam fortes reagdes
adversas nos portadores do virus HIV-1.

A enzima GAPDH de 7. cruzi, que € o alvo do presente trabalho, também esta
presente no homem, e realiza a mesma fungdo em ambos os organismos. As estruturas
das duas enzimas também sdo muito proximas. Por exemplo, o grau de similaridade
entre estas enzimas ¢ de 66,3%. Se considerarmos a regido do sitio ativo, esse valor
sobe para 80,8%). J4 a similaridade entre a GAPDH de coelho ¢ a de T. cruzi é de
67,3% e na regido do sitio ativo essa similaridade aumenta para 77,7%"". Esses dados
indicam que a tarefa de encontrar inibidores seletivos pela enzima do parasito nao ¢

trivial.
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A partir dos resultados da inibicdo da GAPDH de coelho, foi possivel avaliar a
seletividade dos nossos compostos pela enzima de 7. cruzi frente a enzima do coelho.
Na Tabela 8.4 ¢ possivel observar que enquanto o valor da constante de inibicdo para
enzima de 7. cruzi varia de 45,11 uM a 124,83 uM, na enzima de coelho ela varia de
386,96 uM a 1206,46 uM. Isso indica que apesar da elevada similaridade entre as
enzimas, o nosso planejamento computacional foi eficiente em selecionar compostos
que apresentam uma afinidade maior pela enzima do parasito do que pela enzima de
coelho; o que implica em dizer que os nossos compostos sdo seletivos pela enzima do
parasito em relagdo a de coelho (Tabela 8.4). A seletividade dos nossos melhores
inibidores varia de 4-14 vezes. Apesar da seletividade nesse primeiro momento nao ser
muito elevada, ela até superou as nossas expectativas, ja que estes compostos sdo
considerados apenas ligantes e ainda ndo foram submetidos a nenhuma otimizagdo
estrutural. Além disso, o composto 5, que inibe a enzima do parasito com um K; igual a

124,83 uM nao inibiu a enzima de coelho.

Tabela 8.4 - Seletividade dos inibidores da GAPDH de 7. cruzi frente a enzima de coelho.

Composto MM! K" (uM)-T. cruzi  K;” (uM) - Coelho Seletividade
1 361,35 45,11+ 7,19 386,96 + 210,00 9
2 315,35 81,93 + 18,08 473,92 + 249,72 6
3 326,39 91,50 + 18,66 391,77 + 237,81 4
4 411,29 112,80 + 18,15 420,73 + 71,81 4
5 276,33 124,83 + 28,63 ni* -
8 321,72 89,28 +£2,72 1206,46 + 743,16 14

'Massa molecular; “Nio inibiu.

8.3.4 — Estudos de inibi¢do das formas tripomastigota e amastigota do T. cruzi

Os onze inibidores da GAPDH de 7. cruzi, previamente encontrados nesse
trabalho foram avaliados através de ensaios in vitro contra a forma tripomastigota do
parasito. Esses estudos foram feitos em colaboracdo com o professor Sérgio de
Albuquerque (FCFRP-USP). Os compostos foram testados nas concentragdes de 0,5, 2,
8 e 32 uM e os valores de ICs (concentragdao necessaria de um composto para que haja
50% de inibicao in vitro) foram calculados a partir da porcentagem de lise parasitaria

(% de lise) obtidos nessas concentragdes (Tabela 8.5).
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Tabela 8.5 - Atividade tripanocida dos inibidores da GAPDH de 7. cruzi contra as formas infectivas

tripomastigota ¢ amastigota.

Concentracio (uM) x % de Lise (+ SD)

Composto 0,5 2,0 8,0 32,0 1€ (YD
1 138405  250£09  255+42  293+07 > 1000
2 0,0 48409 7.6+ 0,6 8.9+0,7 > 1000
3 04+0,14  3,5+0,07 55+03 32,7455 53,4
4 77+1,7 192422 237455  280+4.1 535,1
5 10,1£0,6  120£06  11,7+05 17,632 > 1000
6 0,0 42+03 79£07 14,4+0,9 743,0
7 3.6+ 1,1 108£1,0  144+10 21,9440 867,0
8 11,7£12  153+14  165+25  395+38 109,7
9 0,0 50+0,9 79406 8.9+0.7 > 1000
10 0,0 75+1,7 11409  124+19 > 1000
1 11,7£12  124£07 142308  142+16 > 1000

Forma amastigota

3 0,0 0,0 43,9+ 6,6 83,9+4,1 10,02

Os resultados da Tabela 8.5 mostram que dentre os inibidores testados contra a
enzima GAPDH, os mais potentes contra a forma tripomastigota sdo os compostos 3 ¢ 8
que apresentam valores de ICsy de 53,4 e 109,7 uM, respectivamente. Outros trés
inibidores foram ativos contra a forma tripomastigota com valores de ICsy na ordem de
alto micromolar.

Em consequéncia do excelente resultado apresentado pelo composto 3 em inibir
a forma tripomastigota do 7. cruzi, este composto foi avaliado também contra a forma
amastigota do parasito. A inibi¢do foi ainda mais significativa, em que o valor de ICs
foi igual a 10,02 uM. Esses dados indicam que este composto apresenta uma elevada
acdo tripanocida contra as duas formas infectivas do parasito no homem e ¢ um bom
candidato para passar para a fase de otimizagao.

Da mesma forma que a seletividade pelo alvo enzimdtico de interesse ¢ essencial
para um candidato a farmaco, também, a seletividade destes pelas células do parasito ¢
imprescindivel para que haja o minimo possivel de efeitos toxicos no homem. Em vista
disso, foi realizado um estudo de citotoxicidade em células da linhagem LLCMK2 para
o inibidor mais potente das formas tripomastigota e amastigota (composto 3). Os
resultados desse ensaio mostraram que o ICsy desse composto foi de 1294 uM. Com

isso, foi possivel calcular o indice de seguranca [ICsy (LLCMK2)/ ICs (tripomastigota)]
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do composto 3 como sendo igual a 24,2. J4 em relacdo a forma amastigota, a
seletividade ¢ muito mais pronunciada, sendo igual a 129. Esses resultados indicam que
o composto 3, além de apresentar uma elevada agdo tripanocida, também exibe uma
baixa citotoxicidade em células LLCMK2, como revelado por seu elevado indice de
seguranga. Esses resultados em conjunto, qualificam o composto 3 a passar para a fase

de otimizagao.
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Uma sucinta introducdo sobre a importancia dos estudos de
QSAR e do método HQSAR ¢ abordada neste capitulo. Em
seguida, sdo apresentados os resultados obtidos a partir dos
estudos de HQSAR com duas classes de inibidores da enzima
GAPDH de T. cruzi.
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9 — RELACOES QUANTITATIVAS ENTRE A ESTRUTURA-
ATIVIDADE (QSAR)

As relagdes quantitativas entre a estrutura quimica e a atividade biologica
(QSAR) desempenham um importante papel na otimiza¢cdo de um ligante a composto-
matrizt'?. Os métodos de QSAR sdo empregados para capturar as relagdes entre as
caracteristicas estruturais dos compostos e suas respostas biologicas™®. Essa estratégia,
busca identificar e quantificar as propriedades fisico-quimicas e estruturais (descritores)
de um composto e avaliar se alguma(s) dessas propriedades estd correlacionada com a
resposta biologica daquele composto. Caso haja uma correlagdo, o quimico medicinal
pode usa-la para predizer qual seria a resposta biologica de um analogo, sem antes té-lo
sintetizado. Existem duas vantagens em se usar os métodos de QSAR!. Primeiro, os
esforcos na sintese de analogos seria focado naqueles que teriam uma melhor resposta
bioldgica, o que diminuiria o numero de compostos que precisariam ser sintetizados.
Segundo, se a atividade do analogo ndo corresponde a calculada pelo modelo, alguma
caracteristica importante nao foi considerada e o modelo precisa ser aperfeicoado.

O processo de desenvolvimento de um modelo QSAR ¢ tipicamente divido em
trés partes: preparacido dos dados, andlise dos dados e validagio do modelo?. O
primeiro estagio inclui a sele¢do do conjunto de dados para os estudos de QSAR e do
calculo dos descritores moleculares. A preparacao dos dados envolve a separacdo dos
dados em um conjunto treinamento e teste. O primeiro ¢ usado para construir o0 modelo
e o segundo ¢ usado para validar o modelo. O segundo estagio envolve a selecdo do
método estatistico para a analise dos dados, que pode ser linear ou ndo linear como o
método dos minimos quadrados parciais (PLS)’. Finalmente, a terceira etapa
corresponde a validacdo do modelo de QSAR desenvolvido. Nessa etapa, o poder
preditivo do modelo ¢ testado em uma colecdo de compostos que ndo foram usados na
constru¢do do modelo (conjunto teste, que neste caso é mais bem nomeado como
conjunto de avalia¢do). Recentemente, outra estratégia que tem sido bastante usada ¢ a
validagdo adicional do modelo usando um conjunto externo, que se baseia na predi¢do

da resposta bioldgica de uma cole¢@o de compostos de outro artigo, laboratoério, etc.
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9.1 — Holograma QSAR

O método conhecido como holograma OSAR (HQSAR) ¢ usado para encontrar a
relacdo entre a estrutura molecular e a resposta biologica para uma série de compostos
usando hologramas moleculares construidos a partir da contagem do numero de
fragmentos moleculares, que codificam a estrutura da molécula em descritores
bidimensionais

No método de HQSAR, cada molécula do conjunto de dados ¢ dividida em
fragmentos estruturais que sdo identificados e colocados nos blocos (bins) de um vetor
(array) com comprimento fixo para formar o holograma molecular'”! (Figura 9.1a). Os
blocos do holograma molecular sao ocupados pelos descritores estruturais (varidveis
independentes) que codificam toda a informacdo sobre a molécula. A equacdo da
regressao nao linear que correlaciona a informagado da variacdo estrutural (codificada no
holograma) com a variag@o na resposta bioldgica ¢ obtida usando o método de regressao
nao linear PLS. Ao contrario de outros métodos baseados em fragmentos, o método de
HQSAR considera e codifica todos os possiveis fragmentos (linear, ramificado,
sobrepostos, etc.) no holograma. Opcionalmente, informagdes acerca das propriedades
tridimensionais, como a hibridizagdo e a quiralidade também podem ser consideradas na

constru¢do do holograma.
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Figura 9.1 - (a) Construgdo do holograma molecular; (b) Desenvolvimento do modelo HQSAR.

Na constru¢do dos modelos de HQSAR vérios parametros podem afetar a sua

qualidade: (i) comprimento do holograma, (ii) tamanho dos fragmentos e (7ii) distingdo
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dos fragmentos™®™”. O comprimento do holograma define o nimero de posi¢des no
holograma disponiveis para que os diferentes fragmentos sejam codificados. O tamanho
dos fragmentos ¢ definido pelos nimeros méximo e minimo de 4tomos que sdo
impostos aos fragmentos a serem gerados. Finalmente, a distincdo dos fragmentos
define as caracteristicas estruturais que distinguem um fragmento do outro. Esses
parametros sao ajustados pelo usudrio e determinam quais as caracteristicas devem ser
usadas na determinacdo da identidade unica de cada fragmento: (i) 4tomos (A), (ii)
ligacdo (B), (iii) conectividade (C), (iv) hidrogénio (H), (v) quiralidade (Ch) e (vi)
doador/aceitador (D).
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9.2 — Procedimento

9.2.1 — Colegdo de compostos

Selecionamos dois compostos (3 e 8) previamente identificados como inibidores
da GAPDH de T. cruzi e que também foram os capazes de inibir a forma tripomastigota
do parasito para a realiza¢do dos estudos de QSAR. Para realizar o estudo de HQSAR
com o composto 3, foram adquiridos mais 16 compostos disponiveis comercialmente,
totalizando uma cole¢dao de 17 compostos. Ja para o composto 8, mais 10 compostos
analogos foram comprados, sendo que a colecdo final compreende 11 compostos.

Todos os compostos foram testados contra a GAPDH de 7. cruzi que
comegamos a expressar em nosso laboratorio. Em estudos realizados com essa enzima,
observamos que ela mantém uma maior estabilidade por um periodo maior (até trés
semanas a 4°C) quando dialisada e armazenada no tampao HEPES. Com isso, todos os
ensaios foram realizados usando a nova expressao/purificagdo da enzima nesse tampao.
Os ensaios de inibigdo enzimatica foram realizados usando a técnica de ITC seguindo o
mesmo protocolo adotado anteriormente e discutido no capitulo 7. As constantes de
inibigdo aparente (K; ) foram convertidas para valores de pK;“ (-logK; “¥) e usadas

como variaveis dependentes nas analises de HQSAR.

9.2.2 — Analise HOSAR

As analises de HQSAR foram realizadas avaliando-se todos os comprimentos do
holograma disponiveis (doze no total), que variam de 51 até 401 blocos. Varias
combinagdes entre o comprimento do holograma, tamanho dos fragmentos e distingao
dos fragmentos foram usadas na constru¢do dos modelos. Todos os célculos foram
realizados usando o método HQSAR implementado no pacote de modelagem molecular

SYBYL7.3.
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9.2.3 — Analise estatistica

Todos os modelos foram produzidos usando a analise de PLS. O numero 6timo
de componentes principais (PCs) correspondendo ao menor erro padrdo da predigdo
(SEP) foram determinados usando o procedimento de validacao cruzada chamado deixe
um de fora (leave-one-out, LOO). Neste procedimento, cada composto ¢
sistematicamente excluido uma vez do conjunto, € em seguida a resposta biologica ¢
predita com o restante dos compostos. Com as atividades preditas dos compostos “de

fora” é possivel obter o valor coeficiente de corre¢io da validagdo cruzada (Q°).
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9.3 — Resultados e Discussoes

9.3.1 — Composto 3

Dos 17 compostos testados, quatro foram inativos. Com isso, o modelo de
HQSAR foi construido dividindo-se os compostos ativos em conjunto treinamento
(70%; 21-29) e conjunto teste (30%; 3, 30-32) (Tabela 9.1). O programa Surflex-Sim!'”
foi usado para selecionar os compostos do conjunto treinamento e teste. Num trabalho
publicado em nosso grupo, esse programa mostrou ser a melhor op¢ao para selecionar o

. . . . 11
mais ortogonal e diverso conjunto treinamento e testel!'.

Tabela 9.1 - Valores de K;”” (uM) e pK;” para os compostos do conjunto treinamento e teste.

Composto K (uM) pK;”
Conjunto treinamento
21 46,88 + 4,83 4,33
22 72,89 £ 17,16 4,14
23 87,71 £ 19,37 4,06
24 103,30 + 38,00 3,99
25 127,89 + 48,01 3,89
26 128,02 + 29,80 3,89
27 308,49 + 52,25 3,51
28 574,84 + 307,95 3,24
29 788,86 + 408,66 3,10
Conjunto teste

30 64,66 + 13,76 4,19
31 105,07 + 18,62 3,98
32 200,07 £ 122,73 3,70
3 345,66 + 112,12 3,46

Os resultados da analise de HQSAR para os nove compostos do conjunto
treinamento estdo dispostos na Tabela 9.2. Como pode ser visto nessa tabela, o melhor
resultado estatistico foi obtido com o modelo 6 (Qz = 0,59; R = 1,00; com quatro
componentes) seguido pelos modelos 2 (O = 0,58; R’ = 1,00; com quatro componentes)
e7 (Q2 =0,56; R’ = 0,99; com trés componentes). O modelo 6 foi obtido usando atomos
(A), ligagdes (B), conectividade (C) e hidrogénios (H) na distingdo dos fragmentos.
Outra observacao que surge da andlise da Tabela 9.2 ¢ que a inclusdo conjunta das

caracteristicas de doador/aceitador e hidrogénio na distin¢do do fragmento resultou em
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modelos (10 e 15) com baixa capacidade preditiva (baixo O°). Esse resultado esta de
acordo com estudos prévios que sugerem para nao usar as caracteristicas
doadoras/aceitadoras simultaneamente com hidrogénios. A explicacdo ¢ que existe um
substancial aumento do nimero de fragmentos gerados quando ambas as opg¢des sdo
usadas®). Alem disso, para varias outras combinacdes ndo foi possivel sequer a
obtengdo de um modelo significativo (5, 8, 13 e 14) quando caracteristicas
doadoras/aceitadoras foram consideradas. Por outro lado, a inclusdo da conectividade
promove um aumento significativo na qualidade do modelo, onde o valor de Q’
aumenta de 0,19 (modelo 1) para 0,58 (modelo 2). O mesmo pode ser dito a respeito da

inclusio dos hidrogénios no modelo 3, onde o valor de O° aumenta para 0,47.

Tabela 9.2 - Resultados da analise de HQSAR usando varias distingdes de fragmentos e os principais
pardmetros estatisticos que indicam a qualidade do modelo. Nessa primeira analise, foi usado o tamanho

padrio do fragmento (4-7).

Modelo Distin¢io de fragmentos o’ R’ SEP SEE HL | N

1 A/B 0,19 0,99 0,53 0,06 61 4
2 [ amc  Toss | oo ] os [ oo [usifa]

3 A/B/H 0,47 1,00 0,43 0,04 53 4
4 A/B/Ch 0,22 0,98 0,47 0,07 97 3
5 A/B/D
8 A/B/C/D
9 A/B/H/Ch 0,35 0,96 0,43 0,11 151 | 3
10 A/B/H/D 0,20 1,00 0,53 0,04 53 4
11 A/B/Ch/D
12 A/B/C/H/Ch 0,52 0,99 0,41 0,05 53 4
13 A/B/C/H/D
14 A/B/C/Ch/D
15 A/B/C/H/Ch/D 0,05 0,91 0,47 0,15 53 2

O’ = coeficiente de correlagio da validagio cruzada; R’ = coeficiente de correlagdo; SEE = erro padrio da
estimativa; SEP = erro padrdo da predi¢cao; HL = comprimento do holograma; N = nimero 6timo de
componentes principais. Distingdo de fragmentos: atomos (A), ligagdes (B), conectividade (C),

hidrogénios (H), quiralidade (Ch) e doador/aceitador (D).

Na continuagdo da analise de HQSAR, o modelo 6 foi selecionado para avaliar o
efeito do tamanho do fragmento nos parametros estatisticos. O tamanho do fragmento

controla o tamanho minimo e maximo de um fragmento que serd incluso no holograma
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molecular. Estes sdo gerados para todos os fragmentos lineares, ramificados entre M e
N atomos. Os parametros M e N podem ser ajustados para incluir fragmentos maiores
ou menores no holograma. Contudo, o melhor modelo dessa analise produziu apenas
um ligeiro aumento no valor de Q2 (0.62). Em virtude disso, resolvemos considerar
também o efeito do tamanho do fragmento nos parametros estatisticos dos modelos 2 e
7.

Seis modelos foram gerados para avaliar o efeito do tamanho do fragmento nos
parametros estatisticos usando a combinagao de fragmentos do modelo 2 (Tabela 9.3):
atomos (A), ligagdes (B) e conectividade (C). A andlise da Tabela 9.3 revela que a
diminui¢do no tamanho do fragmento leva a um aumento significativo na qualidade dos
modelos gerados. Destes, 0 modelo 16 foi o que apresentou os melhores parametros
estatisticos (Q° = 0,74; R’ = 0,99; com trés componentes) usando o tamanho de
fragmentos de 2-5 4atomos. O modelo 17 (3-6) também resultou numa melhora dos
valores dos parimetros estatisticos (Q° = 0,70; R° = 1,00; com quatro componentes).
Observa-se que a medida que o tamanho do fragmento aumenta, o valor de Q° diminui

até chegar ao seu menor valor no modelo 21 (0’ =0,15).

Tabela 9.3 - Influéncia do tamanho do fragmento nos parametros estatisticos usando a distingdo dos

fragmentos do modelo 2 (A/B/C).

Modelo Tamanho do fragmento o’ R’ SEP SEE HL N
17 3-6 0,70 1,00 0,32 0,02 151 4
18 4-7 0,58 1,00 0,38 0,01 151 4
19 5-8 0,56 0,99 0,35 0,05 151 3
20 6-9 0,31 1,00 0,49 0,03 151 4
21 7-10 0,15 1,00 0,55 0,03 61 4

Para o modelo 7, também foram gerados seis modelos (22-27) para avaliar o
efeito do tamanho do fragmento nos parametros estatisticos usando atomos (A),
ligacdes (B), conectividade (C) e quiralidade (Ch) na distingdo dos fragmentos. Da
mesma forma que observado previamente, a diminui¢do no tamanho do fragmento leva
a um aumento expressivo na qualidade dos modelos gerados. Os melhores parametros
estatisticos (O° = 0,75; R’ = 1,00; com trés componentes) foram obtidos no modelo 22

usando o tamanho de fragmentos de 2-5 4tomos. Na Tabela 9.4 também ¢ possivel
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constatar que um aumento no tamanho do fragmento, provoca uma diminui¢do nos

valores de O°, sendo que o modelo 27 (O = 0,21) foi o pior de todos.

Tabela 9.4 - Influéncia do tamanho do fragmento nos parametros estatisticos usando a distingdo dos

fragmentos do modelo 7 (A/B/C/Ch).

Modelo Tamanho do fragmento o’ R’ SEP SEE HL | N
23 3-6 0,74 1,00 0,30 0,02 151 | 4
24 4-7 0,56 0,99 0,35 0,05 151 | 3
25 5-8 0,55 1,00 0,40 0,03 151 | 4
26 6-9 0,32 1,00 0,49 0,02 97 4
27 7-10 0,21 0,97 0,47 0,10 71 3

Os modelos 16 ¢ 22 resultaram praticamente nos mesmos valores de O° (0,74 ¢
0,75, respectivamente) bem como dos outros parametros estatisticos. Sendo assim,
decidimos usar o modelo 16 para estimar os valores de pK; ¥ para os compostos do
conjunto teste, ja que este modelo ¢ mais simples — a apenas atomos, ligagdes e
conectividade sdo necessarios na distingdo de fragmentos — que o modelo 22 que usa
atomos, ligagoes, conectividade e quiralidade na distingdo de fragmentos.

Uma das caracteristicas mais importantes dos modelos de HQSAR ¢ o seu poder
preditivo, que ¢ definido como a capacidade do modelo em prever acuradamente a
resposta bioldgica dos compostos que ndo foram usados na construgio do modelot'?. A
capacidade preditiva do modelo de HQSAR construido nesse trabalho foi estimada
comparando-se os valores experimentais e preditos da resposta biologica (pK; “’) para os

compostos do conjunto teste. Os resultados dessa analise estdo dispostos na Tabela 9.5.

Tabela 9.5 - pK;”” experimental, predito e os valores dos residuos para os compostos do conjunto teste.

Conjunto teste pK;” Experimental pK;” Predito Residuo
3 3,46 3,67 -0,21
30 3,70 3,57 0,14
31 3,98 3,53 0,46
32 4,19 3,75 0,44

Os valores de pK; “” preditos pelo modelo de HQSAR estdo muito proximos dos
valores experimentais. Para todos os compostos, o desvio entre o valor experimental e
predito ¢ menor que 0,5 unidades logaritmicas. A Figura 9.2 mostra o grafico dos

valores de pK; ¥ experimental versus pK; ¥ predito para os conjuntos treinamento e
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e A . ~ . . o) 2
teste. Os resultados mostram a existéncia de uma correlacdo linear satisfatoria (R” =

0,87; desvio padrao = 0,18) entre a resposta bioldgica experimental e predita para

ambos 0s conjuntos.

4.4

= Conjunto treinamento
e Conjunto teste .

3.0

T T T T T T T T T T
3,2 3.4 3.6 3,8 4,0 4,2 4.4

pKMW experimental

Figura 9.2 - Grafico dos valores experimentais versus preditos de pK; ” para os compostos do conjunto

treinamento € teste.
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9.3.2 — Composto 8

Nessa analise de HQSAR apenas 9 compostos foram usados (Tabela 9.6), ja que
dois foram inativos. Como o nimero de compostos ¢ muito pequeno, nao foi possivel

realizar a divisdo da colecdo em conjunto teste e treinamento.

Tabela 9.6 - Estrutura e valores de K;”” (UM) e pK;“ para os compostos analogos do composto 8.

Estrutura K (uM) pK;”

35,76 £ 11,77

93,24 £ 18,17

37 163,75 + 37,87 3,79

556,40 + 347,00
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A andlise de HQSAR foi realizada primeiramente usando a tamanho padrdo dos
fragmentos (4-7). Quinze modelos foram construidos usando diferentes combinagdes na
distingdo dos fragmentos (Tabela 9.7). O modelo que gerou os melhores parametros
estatisticos foi o modelo 14a (QZ =0,53; R = 0,99; com quatro componentes) usando
atomos (A), ligagdes (B), conectividade (C), quiralidade ¢ doador/aceitador na distingao
dos fragmentos. A inclusdo da conectividade (modelo 2a) ndo proporciona nenhum
aumento na qualidade dos parametros estatisticos (comparando com o modelo 1a). Por
outro lado, a insercdo da quiralidade e de caracteristicas doadoras/aceitadoras (modelos

4a e 5a) produz valores significativos de O° (0,50) de ambos os modelos.

Tabela 9.7 - Resultados da analise de HQSAR usando varias distingdes de fragmentos e os principais
parametros estatisticos que indicam a qualidade do modelo. Nessa primeira analise, foi usado o tamanho

padrio do fragmento (4-7).

Modelo Distin¢io de fragmentos o’ R’ SEP SEE HL | N
la A/B 0,16 0,83 0,51 0,23 53 1
2a A/B/C 0,00 0,86 0,56 0,21 307 | 2
3a A/B/H 0,37 0,97 0,49 0,10 59 3
4a A/B/Ch 0,50 0,97 0,48 0,11 53 4
6a A/B/C/H 0,12 0,62 0,48 0,32 71 1
7a A/B/C/Ch 0,01 0,86 0,55 0,21 307 | 2
9a A/B/H/Ch 0,22 0,96 0,54 0,12 53 3
10a A/B/H/D 0,38 1,00 0,54 0,03 59 4
11a A/B/Ch/D 0,48 0,95 0,49 0,15 53 4
12a A/B/C/H/Ch 0,08 0,64 0,49 0,31 83 1
13a A/B/C/H/D 0,46 1,00 0,50 0,04 71 4
15a A/B/C/H/Ch/D 0,17 0,75 0,47 0,26 257 1

Os modelos Sa, 8a e 14a foram selecionados para avaliar o efeito do tamanho do
fragmento nos parametros estatisticos. Contudo, os modelos construidos usando a
combinagdo encontrada da distingdo de fragmentos dos modelos 5a (A/B/D) e 14a
(A/B/C/Ch/D) nio forneceram nenhuma melhora significativa nos valores de Q. Estes
valores foram: 0,52 (modelo Sa; 5-8 atomos) e 0,56 (modelo 14a; 2-5 &tomos),
respectivamente. J4 a variagcdo no tamanho do fragmento para modelo 8a (A/B/C/D)
promove um aumento expressivo na qualidade dos pardmetros estatisticos (Tabela 9.8).

O melhor modelo obtido foi o modelo 22a (O’ = 0,68; R’ = 0,99; com quatro
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componentes) usando o tamanho de fragmentos de 2-5 atomos. Novamente foi

observado que o aumento deste pardmetro provoca uma queda no valor do O°.

Tabela 9.8 - Influéncia do tamanho do fragmento nos parametros estatisticos usando a distingdo dos

fragmentos do modelo 8a (A/B/C/D).

Modelo Tamanho do fragmento o’ R’ SEP SEE HL | N
23a 3-6 0,59 0,98 0,44 0,10 59 | 4
24a 4-7 0,50 0,99 0,48 0,06 307 | 4
25a 5-8 0,38 0,95 0,54 0,15 71 | 4
26a 6-9 0,14 0,95 0,63 0,16 151 | 4
27a 7-10 0,15 0,97 0,63 0,13 307 | 4

As estruturas dos compostos podem ser apresentadas graficamente numa analise
de HQSAR usando um cédigo de cores. Cada dtomo ¢ colorido de acordo com a sua
contribuicdo para a atividade observada do composto. As cores do lado vermelho do
espectro (vermelho, laranja avermelhado, laranja) refletem as contribui¢cdes negativas,
enquanto que as cores da extremidade verde do espectro (amarelo, azul esverdeado e
verde) refletem as contribuigdes positivas para a resposta biologica. Atomos com
contribui¢des intermediarias sdo coloridos de branco e os a&tomos do esqueleto base sdo
coloridos de azul. A contribuicdo individual de cada atomo para o composto mais

potente (composto 8) encontrado nesse trabalho ¢ mostrada na Figura 9.3.

(a) (b)

Figura 9.3 - (a) contribui¢@o individual de cada atomo para o composto 8; (b) estrutura do composto 8

colorida de acordo com seus atomos: carbono (cinza); oxigénio (vermelho); nitrogénio (azul); hidrogénio

(ciano); cloro (verde).

Como pode ser visto na Figura 9.3, o grupo amino-1,2,5-oxadiazol contribui de

maneira fortemente favoravel para a resposta bioldgica do composto 8, assim como o
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anel benzénico. Ja o anel 1,2,4-oxadiazol que estd no meio da molécula, também
contribui para a resposta bioldgica, mas com uma menor intensidade. A evidéncia de
que esse anel ¢ importante surge da observacdo de que no composto 39, ndo
considerando as outras diferencas presentes, a sua auséncia provoca uma diminui¢ao de
1,29 unidades logaritmicas na resposta bioldgica. Apesar dessa queda no valor de pK; “
o fato desse composto ter sido ativo sugere que essa regido poderia ser explorada
visando a identificagdo de um composto mais potente. Outra observagao interessante ¢
que a substituicdo de grupos lipofilicos ligados ao anel benzénico por grupos polares
provoca uma diminui¢do na poténcia dos compostos e o apice dessa queda ocorreu no
composto 40 que apresenta quatro atomos de fluor ligados ao anel benzénico (Tabela

9.6).
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CaeiToLo 10

Conclusoes e Perspectivas

Este capitulo apresenta as conclusdes desta tese de
doutorado que envolveu o uso de métodos em
quiminformdtica e experimentais na identificacao
de novos inibidores da GAPDH de 7. cruzi. Além
disso, sdo apresentadas as perspectivas futuras para
a continuacdo deste trabalho.
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10 — CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

10.1 - Conclusoes

A doenga de Chagas ¢ uma das doencas tropicais mais negligenciadas no mundo.
Os tnicos farmacos disponiveis para o tratamento dessa doenga foram introduzidos ha
bastante tempo e apresentam uma série de efeitos colaterais, além de serem eficazes
apenas na fase aguda da doenga. Nesse contexto, a busca por novos compostos mais
eficazes e menos toxicos ¢ essencial para aliviar o sofrimento de milhdes de pessoas que
estdo infectadas por essa doenca.

O desafio da quiminformdtica ¢ encontrar as provaveis regides que contém
compostos biologicamente ativos, conhecidas como espago quimico-biologico. Nesse
sentido, os métodos em quiminformatica, tais como: o ensaio virtual e o planejamento
baseado na estrutura do alvo foram essenciais para o desenvolvimento desta tese, ja que
estes permitiram a realizacdo de buscas em grandes cole¢des de compostos visando a
selecdo de um numero reduzido de compostos que apresentem alta probabilidade de
serem ativos nos ensaios experimentais contra a enzima GAPDH de 7. cruzi. Com a
aplicacdo desses métodos foi possivel reduzir o espago quimico a ser investigado,
permitindo-se realizar a selecdo de vinte compostos com potencial para inibir a enzima.
Além de serem extremamente uteis do ponto de vista prospectivo, os métodos em
quiminformatica possibilitaram também a realizacao de anélises retrospectivas, as quais
foram usadas para elucidar o processo de reconhecimento molecular da GAPDH pelos
ligantes e formular hipoteses para explicar a atividade bioldgica observada.

A técnica de ITC mostrou ser extremamente sensivel, permitindo-se acompanhar
a cinética da reagdo e obter os valores de K; de maneira precisa e acurada. Além disso,
esse ¢ um método ndo destrutivo e universal para qualquer rea¢do enzimdtica onde haja
fluxo de calor. Também, diferente dos métodos espectrofotométricos, a técnica de ITC
pode ser usada em solugdes opacas € ndo necessita que o substrato contenha grupos
cromoforos ou fluordforos. Essa técnica foi usada na obtencao dos parametros cinéticos
da enzima GAPDH de 7. cruzi em relagdo ao G3P e de maneira inédita para o cofator
NAD'. Ela também foi empregada para avaliar a capacidade dos compostos
selecionados em inibir a enzima. Dos vinte compostos testados, onze inibiram a
GAPDH, sendo: sete competitivos, um nao-competitivo e trés incompetitivos. Com

isso, a taxa de acerto obtida nesta tese, considerando apenas os compostos com
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K; P < 100 uM, foi de 20%. Esse é um niimero apreciavel, ja que na literatura ele gira
em torno de 1-10% quando o planejamento in silico ¢ realizado. Se comparado as taxas
de acerto obtidas através dos métodos de ensaio em larga escala (HTS), que esta ente O-
2 %, os resultados alcangados neste trabalho sdo ainda mais expressivos.

A maioria dos inibidores encontrados nesta tese possuem uma massa molecular
em torno de 300 Da e cerca de 23 atomos pesados. Isso quer dizer que eles apresentam
uma eficiéncia do ligante apropriada para que possam ser selecionados para a fase de
otimizacdo. Como esses ligantes sdo menos complexos, poderiamos adicionar em média
mais 14 atomos até que o composto atinja uma massa molecular de aproximadamente
500 Da. Dessa forma o ligante teria a sua poténcia aumentada, mantendo-se o perfil
farmacocinético adequado.

Além da afinidade, a seletividade ¢ uma propriedade essencial para um inibidor
enzimdtico quando o alvo de interesse também possui enzimas similares no homem,
tanto do ponto de vista estrutural quanto funcional. Este aspecto foi considerado desde a
selecdo dos compostos. Através da docagem consensual, foi possivel priorizar a selecao
de moléculas que apresentassem alta complementaridade pela GAPDH do 7. cruzi e
baixa complementaridade frente a GAPDH de humanos. O estudo de seletividade
realizado na enzima de coelho, que ¢ um modelo para a enzima de humanos, confirmou
que os inibidores da GAPDH de T. cruzi apresentaram valores de seletividade da ordem
de 4-14 vezes. Mesmo nao sendo muito elevada, esses resultados sdo animadores, ja que
estes compostos sdo considerados apenas ligantes e ainda ndo foram submetidos a
nenhuma otimizagao estrutural.

Além de inibir o alvo bioquimico, os compostos devem ser capazes de inibir as
formas infectivas do parasito para que possam ser considerados candidatos a
compostos-matrizes. Dessa forma, os inibidores da GAPDH de 7. cruzi, foram
avaliados através de ensaios in vitfro contra a forma tripomastigota do parasito. Dois
compostos foram capazes de inibir essa forma infectiva com elevada poténcia, com
valores de ICsy de 53,4 uM (composto 3) ¢ 109,7 uM (composto 8), respectivamente.
Além disso, o composto 3 exibiu uma poténcia significativamente maior contra a forma
amastigota do 7. cruzi: 1Csp = 10,02 uM. Ainda, estudos em células da linhagem
LLCMK?2 mostraram que esse composto apresenta baixa citotoxicidade (ICsp = 1294

uM).
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Até o presente momento, todos os modelos de QSAR construidos para a enzima
GAPDH de tripanossomatideos sdo baseados em analogos de nucleosideos, os quais
apresentam afinidade pelo sitio do cofator NAD". Além disso, esses modelos foram
gerados de maneira retrospectiva. J& o modelo de QSAR reportado nesta tese, ¢ o
primeiro a ser construido de maneira prospectiva a partir de inibidores competitivos do
G3P. Estudos de QSAR foram realizados com as duas melhores classes de inibidores da
enzima e do parasito. Usando o método de holograma QSAR (HQSAR), modelos
estatisticamente significantes e com elevado poder preditivo interno e externo foram
construidos. Com esses estudos, foi possivel identificar caracteristicas estruturais
essenciais para a resposta biologica observada e também auxiliar no melhor
entendimento do processo de reconhecimento molecular ligante-receptor. Certamente os
resultados obtidos com os estudos de HQSAR irdo ser de grande importancia no futuro
para a otimizagdo dos novos inibidores encontrados nesta tese.

Por fim, a unido dos métodos em quiminformatica com a técnica de ITC
permitiu que esta tese desse uma importante contribuicao para o futuro da quimioterapia
da doenga de Chagas, encontrando-se ndo somente novos inibidores potentes e com
alguma seletividade pela enzima GAPDH de 7. cruzi, mas também inibidores das

formas infectivas do parasito.
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10.2 — Perspectivas

Com a identificagdo de novos ligantes da GAPDH de 7. cruzi. A etapa posterior
da génese planejada de farmacos ¢ a otimizag¢do dos ligantes em compostos-matrizes.
Nesse sentido, os melhores inibidores encontrados nesta tese estdo sendo selecionados
para a otimizac¢ao da estrutura quimica desses compostos. Para isso, a cristalografia
raios-X sera usada na determinagdo estrutural dos complexos enzima-inibidor. Essa
técnica ira fornecer evidéncias diretas da posi¢do do inibidor e das interagdes deste com
o alvo, que em conjunto fornecem informagdes suficientes para a descricdo do modo de
interagdo (MOB). Consequentemente, o conhecimento da estrutura tridimensional do
complexo enzima-inibidor ira auxiliar na proposi¢do de modificagdes estruturais dos
compostos através da introdugdo de substituintes que irdo melhorar as interagdes com a
GAPDH, resultando num aumento da afinidade e da seletividade.

A calorimetria de titulacdo isotérmica também serd empregada nas etapas de
otimizacdo dos ligantes em compostos-matrizes. Com essa técnica sera possivel obter a
constante de associacdo (Kjp), a estequiometria da reagdo (n), a entalpia (AH) e a
entropia (AS) de interagdo. Além disso, essa técnica ird fornecer a assinatura
termodindmica da interacdo ligante-GAPDH e sua analise sera essencial para o
completo entendimento do processo de reconhecimento molecular entre a enzima e os
ligantes.

Paralelamente aos estudos estruturais e energéticos, os inibidores analogos dos
compostos 3 e 8, serdo enviados para o professor Sérgio de Albuquerque para a
realizacdo de novos ensaios contra as formas infectivas do 7. cruzi. Além disso, devido
aos excelentes resultados apresentados pelo composto 3 contra as duas formas infectivas
do parasito, este composto foi selecionado para o inicio de estudos in vivo e também

para os ensaios contra a forma tripomastigota sanguinea de 7. cruzi (cepa Y).
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ANEXO

Tabela A1 — Propriedades 1D dos compostos ativos contra a GAPDH de T. cruzi.

Composto MM' LogP” HBA’ HBD* PSA’ RB°
(o]
NG Q N—P{
361,35 2,38 7 1 102,16 5
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NG N
S N
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.
2
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BvQN o o /@
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OH
o} O
OH
NH
o X 354,14 3,55 6 1 109,36 5
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Cl
(@)
N/0 o Cl
e
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(€)]

S
Gl/{ 312,34 2,82 5 1 93,02 4
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"Massa molecular; “Coeficiente de participacio; *Aceitadores em ligagdes de hidrogénio; *Doadores em

ligagdes de hidrogénio; *Area superficial polar; *Ligacdes livres.
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