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RESUMO

A doenca de Chagas (DC), descoberta e descrita pelo pesquisador Carlos Chagas, € uma doenca
considerada negligenciada que acomete cerca de 6 a 7 milhdes de pessoas na America Latina.
Questdes como desmatamento e desigualdade social afetam diretamente a epidemiologia desta
doenca, que além de ter diagnostico dificil, tem tratamento baseado em apenas dois farmacos:
benznidazol e nifurtimox. Ambos os farmacos apresentam baixa eficacia no tratamento da fase
crénica da DC e a maioria dos pacientes apresentam efeitos adversos relacionados aos
medicamentos, 0 que reduz a adesao ao tratamento. Neste contexto, faz-se necessario pesquisas
com intuito de guiar o desenvolvimento de novos tratamentos para a DC. Das estratégias
existentes para o planejamento de farmacos, destaca-se a triagem virtual que reduz os custos
em pesquisas e acelera o processo de desenvolvimento de novas moléculas bioativas. O docking
molecular é uma das estratégias de planejamento de novos farmacos e tem como intuito prever
a interacdo de uma determinada molécula bioativa em um alvo molecular selecionado. A
cruzaina, enzima envolvida em importantes processos de sobrevivéncia do parasita causador da
DC, o T. cruzi, foi escolhida como alvo molecular desse trabalho. O presente trabalho teve
como objetivo determinar o melhor protocolo de docking molecular para a busca de substancias
bioativas capazes de auxiliar no tratamento da DC. Para isso, questdes como a selecéo do alvo
molecular e os parametros utilizados para o processo de docking foram analisados e discutidos.
Apbs a selecdo do melhor protocolo, este foi aplicado em um novo set de moléculas. Este novo
set foi criado a partir do composto MB15, que ja teve sua atividade tripanocida descrita
anteriormente. Apés o docking, as melhores moléculas passaram por uma inspecao visual com

0 intuito de determinar pontos importantes de interagdo entre alvo e ligantes.

Palavras chaves: Modelagem molecular, triagem virtual, docking molecular, cruzaina,

doenca de Chagas, T. cruzi.
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1. INTRODUCAO

1.1 Doenca De Chagas
1.1.1 Contexto epidemioldgico

Em Minas Gerais, no ano de 1909, o pesquisador, médico e sanitarista Carlos Chagas descreveu
pela primeira vez a infec¢do parasitaria que foi nomeada por ele de tripanossomiase americana
e que subsequentemente ficou conhecida como doenca de Chagas (DC). Tal descri¢éo incluiu
a identificacdo do Trypanosoma cruzi, agente etiol6gico da doenga e um de seus vetores, 0
Triatoma infestans (COURA, 2003). Segundo dados da Organizacdo Mundial de Salde de
2019, estima-se que, na América Latina ha cerca de 6 a 7 milhGes de pessoas infectadas pelo T.
cruzi e que outras 60 milhdes de pessoas estdo em situacdo de risco de infeccdo nos mais de 18
paises endémicos (WHO, 2019). Dentre esses paises, 0 Brasil apresentou expressivo aumento
nas Ultimas décadas, atingindo o numero de cerca de 1,1 milhdo de infectados (WHO, 2019).
Aspectos socio-econdmicos e ambientais impactam no nimero de casos da doenca de forma
que residéncias localizadas em regides interioranas e de familias de baixa renda estdo mais
predispostas a alojar o inseto vetor. J& dentre os fatores ambientais podemos explicitar o
desmatamento, que altera a disponibilidade de recursos de alimentagdo e protecdo no habitat
natural dos insetos vetores (DIAS, 2007). Desta maneira, estes insetos, na condicdo de
hematofilos, migram para o ambiente doméstico e comegam a se alimentar de humanos (DIAS,
2007). Apesar de acometer predominantemente as Américas, ja foram diagnosticados casos de
doenca de Chagas em outros paises ndo endémicos como em alguns paises da Europa, Japdo e
Australia. Nestes paises a disseminacdo da DC da-se pela transmissdo ndo vetorial (TZIZIK;
BORCHARDT, 2018).

1.1.2 Transmissao

A transmissdo da DC pode ocorrer de forma vetorial, vertical, oral, acidental e por meio de
transfusdes, sendo que somente a transmissao vetorial € intermediada por insetos. A transmissao
vertical ocorre durante a gestacdo ou parto e é transmitida da gestante para o feto,
principalmente quando a gestante estd na fase aguda da DC. Tambem na fase aguda, a
amamentacdo ndo é recomendada (LEAL; OLIVEIRA, 2009). A forma acidental de
transmissdo ocorre quando mucosas Sdo expostas a materiais contaminados com as fezes de

triatomineos infectados pelo T. cruzi ou quando essas mucosas sao expostas também de forma
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acidental a sangue e material contaminado com este parasita. Na forma transfusional ocorre
quando h& transfusdo de sangue ou transplante de 6rgdos de um portador da DC para um
individuo saudavel. Ja a transmisséo oral pode ocorrer de maneiras distintas que incluem a
ingestdo de alimentos contaminados com as fezes dos triatomineos a ingestdo de carne mal
cozida de mamiferos contaminados com T. cruzi (ORGANIZACAO PAN AMERICANA DE
SAUDE, 2009)

1.1.3 Vetores e ciclodo T. cruzi

A transmissdo vetorial da DC € intermediada por insetos da familia Reduviidae e sdo
conhecidos como triatomineos. Tais insetos se alimentam de qualquer tipo de sangue e para
isso, sdo dotados de substancias anestésicas e com potencial anticoagulante em sua saliva.
Cinco das mais de quarenta e quatro espécies de triatomineos identificadas no Brasil sdo
consideradas domésticas e com importancia epidemioldgica primaria. Sdo elas: Triatoma
infestans, Panstrongylus megistus, T. brasiliensis e T. pseudomaculata e T. sordida. Os vetores
da DC, popularmente identificados como barbeiros, sdo infectados pela forma tripomastigota
do T. cruzi, presente nas células sanguineas dos hospedeiros vertebrados. A infec¢do ocorre
quando estes insetos se alimentam de animais ja infectados (TARTAROTT]I, 2004). Com isso,
0s protozodrios passam a habitar o intestino dos insetos e se diferenciam em epimastigotas. Ja
na porcdo final do sistema digestivo dos triatomineos, as formas epimastigotas sofrem
alteracdes e dao origem aos tripomastigotas, forma infectante eliminada nas fezes dos insetos.
O ciclo se reinicia quando as formas infectantes tripomastigotas infectam um novo hospedeiro
vertebrado e, ap6s cerca de 30 horas, se diferenciam em amastigotas, a forma replicativa nas
células de hospedeiros vertebrados (ECHEVERRIA; MORILLO,2019). Os triatomineos
expelem T. cruzi em suas fezes e estes defecam concomitantemente com 0 momento da
alimentacdo. Assim, ao se alimentar do sangue de um novo mamifero, o barbeiro evacua e as
fezes contaminadas entram em contato com as mucosas deste novo animal, podendo atingir a

circulacéo e infectando-o (Figura 1).
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Figura 1: Transmisséo vetorial da doenca de Chagas

Trypanosoma cruzi
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As setas vermelhas indicam o ciclo do T.cruzi no triatomineo, enquanto as setas em azul indicam o ciclo no
hospedeiro vertebrado.

FONTE: ADAPTADO CDC, 2017

1.1.4 Sintomas e diagndsticos

A DC apresenta sintomatologias distintas que variam de acordo com as fases da doenca: aguda
ou cronica. A fase aguda € o periodo inicial da doenca e pode durar por até trés meses e 0s
primeiros sintomas iniciam entre oito e dez dias ap6s a introdu¢do do T. cruzi no
organismo. Tais sintomas incluem febre, prostracdo, anorexia, diarreia, vomitos, cefaleia e
mialgia. Em alguns, ainda na fase aguda, podem aparecer edemas que indicam a entrada do
parasita no organismo, conhecidos como chagomas e sinais de Romafia (Figura 2). A
sintomatologia inespecifica na fase aguda apds anos, ou até mesmo décadas depois do contagio,
pode encaminhar para fase cronica ou para a fase aguda grave, podendo levar a 6bito o individuo
infectado. Na cronificacdo da doenca, pode-se observar a DC cardiaca, digestiva, associada e
indeterminada. A forma cardiaca € a maior responsavel pelos casos de morte envolvendo a DC

e causa dilatagdo do miocérdio e consequentemente insuficiéncia cardiaca congestiva. Na DC
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digestiva observa-se uma frequente evolucdo para megacolon ou megaeséfago. A forma
associada inclui os sintomas da DC cardiaca e digestiva enquanto a forma indeterminada é
assintomatica, podendo evoluir para qualquer uma das formas cronicas ja citadas
(ORGANIZACAO PAN AMERICANA DE SAUDE, 2009).

Figura 2: Sinal de Romafia e chagoma de inoculacéo

Sinal de Romana Chagoma de inoculacdo cutaneo

Fonte: DIAS; et,al, 2015.

O diagnostico da DC é clinico e laboratorial, sendo o laboratorial, dividido em soroldgicos e
parasitolégicos. Os exames parasitolégicos por sua vez podem ser classificados em diretos e
indiretos, sendo os métodos diretos mais limitados em relacdo aos métodos indiretos. No
método diretos, apesar de mais rapidos e financeiramente mais viaveis, a baixa parasitemia pode
gerar um resultado falso negativo (DIAS; et.al, 2015). Dentre os métodos indiretos temos a

hemocultura e o xenodiagnostico.

Ja para os exames sorologicos, tem-se a pesquisa anticorpos que pode ser realizada por meio da
imunofluorescéncia indireta, hemaglutinacdo direta e 0 método imunoenzimatico (ELISA).
Apesar de mais eficientes no diagndstico da fase aguda da DC, os exames sorologicos também
sdo usados no diagnostico da fase cronica e recomenda-se a combinacdo de um teste com
elevada sensibilidade com outro de elevada especificidade. Os exames parasitologicos nao sdo
indicados para descartar casos de DC na fase cronica por apresentarem baixa sensibilidade.
Porém, caso o resultado seja positivo, este resultado representa diagnostico absoluto (DIAS;
et.al, 2015). Outros exames inespecificos sdo importantes para o manejo clinico e diagnostico
da DC cronica, e buscam avaliar possiveis complica¢des causadas ao organismo humano pelo
T. cruzi. Dentre estes exames temos: o hemograma completo com plaquetas, a urinalise, a

eletrocardiografia, a tomografia de torax e a prova de funcéo hepatica (ORGANIZACAO PAN
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AMERICANA DE SAUDE, 2009). Devido a dificuldade no diagnéstico precoce da DC,
acredita-se que tal doenca seja subnotificada no pais (EUZEBIO, 2015).

1.1.5 Tratamento atual

O tratamento etioldgico atual no Brasil é baseado no uso do benznidazol e, nos casos de
intolerancia a este medicamento, o nifurtimox é utilizado (Figura 3). Esses medicamentos s&o
fornecidos gratuitamente pelo Ministério da Saude do Brasil, porém séo pouco eficazes na fase
crbnica da doenca e apresentam alta toxicidade para o paciente (BRASIL, 2005; SCARIM, et
al., 2018). Cerca de 65% dos pacientes em uso de benznidazol apresentam algum evento
adverso relacionado a este medicamento, enquanto que entre 0s pacientes de nifurtimox essa
taxa é de 85%. Parestesias, artralgias, intolerancia gastrointestinal, alopecia, dermatites e rash
cutaneo, sdo os principais eventos adversos relacionados ao uso do benznidazol. Os eventos
observados com o uso de nifurtimox também estdo relacionados a artralgias, intolerancia
gastrointestinal e danos dermatoldgicos (CONITEC; MINISTERIO DA SAUDE, 2018).

Figura 3: Estrutura nifurtimox (A) e benznidazol (B)

\_< ‘H' H /‘:'Q_

CH

\//

3

FONTE: RANGEL, 2015

Além das limitacdes apresentadas, o tratamento etioldgico atual é contraindicado para gestantes
devido a toxicidade, sendo adotada apenas em casos de DC aguda grave na gestante (BRASIL,
2005).

O tratamento néo etioldgico da DC visa manejar os danos causados pela doenca na fase cronica
e é individualizado, levando em consideragédo o tipo de manifestacédo clinica apresentada pelo
paciente. Tal tratamento farmacologico conta a utilizacdo de medicamentos Uteis no manejo da
insuficiéncia cardiaca e miocardites agudas (quando o paciente evolui para forma da DC
cardiaca). Para os casos de DC digestiva, as cirurgias sdo indicadas para o tratamento do

megaesofago e megacolon, além da adequacéo dos habitos alimentares. Op¢6es farmacologicas
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para o tratamento do megaesofago incluem o uso relaxantes das fibras musculares enquanto
para 0 megacélon o tratamento farmacoldgico indicado é o uso de laxativos osméticos (DIAS;
et.al, 2015).

1.2 Desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento da DC

Os tratamentos etiol6gicos para DC disponiveis atualmente, além de apresentarem baixa
eficdcia no tratamento da doenca em sua fase crbnica, apresentam alta toxicidade para 0s
pacientes. Tal tratamento é baseado no uso prolongado de benznidazol e nifurtimox e provocam
eventos adversos na maioria dos pacientes, 0 que reduz a adesdo ao tratamento.
(CONITEC;MINISTERIO DA SAUDE, 2018). Além do tratamento pouco eficaz, a DC é uma
doenca negligenciada pois estd presente predominantemente em ambientes sécio-
economicamente desfavorecidos. (LINDOSO;LINDOSO, 2009).

Dado o contexto toxicoldgico, social e econbmico em que a doenga se encontra, faz-se
necessario a utilizagdo de metodologias eficientes e de baixo custo para a busca de novos

tratamentos para a DC.

1.2.1 Triagem virtual de compostos

Entre metodologias que permitem a reducdo de tempo e custo no desenvolvimento de farmacos,
pode-se destacar a triagem virtual de compostos. Esta tem como objetivo selecionar in silico
estruturas com caracteristicas desejaveis e potencialmente ativas no alvo molecular
escolhido,reduzindo assim o nimero de moléculas necessarias em ensaios bioldgicos para que
se encontre um composto ativo o que se traduz em uma reducéo de custos e agilidade na busca
de moléculas de interesse farmacoldgico. Existem técnicas distintas para a execugao da triagem
virtual, dentre elas pode-se destacar a ancoragem molecular ou docking molecular Nesta
estratégia busca-se através de modelos matemaéticos, predizer o modo de interagdo e pontuar a
afinidade dos ligantes com o alvo molecular (FERREIRA; et.al, 2015). Atualmente, varios
programas de docking estdo disponiveis, empregando diferentes algoritmos de busca e func¢des
de pontuacéo, visando obter maior reprodutibilidade de dados experimentais (pose do ligante
no complexo e/ou estimativa da energia de interagdo) com menor custo computacional possivel
(KIRCHMAIR; et al., 2008). Dentre essas opc¢des tem-se 0 GOLD, existente hd mais 20 anos,
e um dos programas de ancoragem molecular mais citados do mundo. Este programa oferece

ao usuario quatro funcdes de pontuacao distintas: GoldScore, ChemScore, ASP e ChemPLP
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(LIEBESCHUETZ; COLE; KORB, 2012). Funcdes de pontuacdo, atraves de algoritmos, tem
como objetivo atribuir valores para as posi¢des dos ligantes no sitio agdo e as possiveis
interacdes que podem acontecer entre ligante-receptor. Desta maneira, a busca por compostos
ativos ocorre de forma mais rapida e facil (NEUDERT; KLEBE, 2011).

Em um docking que considera o ligante flexivel, um programa de docking deve antes encontrar
as conformacdes do ligante no sitio de ligacdo definido em um receptor. Para isso, diferentes
algoritmos de busca podem ser utilizados. O GOLD, por exemplo, utiliza um algoritmo genético
na sua busca. Algoritmos genéticos fazem uma aluséo a teoria da evolucdo de Darwin pois
armazena caracteristicas estruturais de um ligante como os angulos diedros e a posi¢cdo do
ligante em questdo no sitio de ligacdo como genes. Essas informacgdes combinadas formam o
cromossomo para cada conformacao de ligante. Para cada ligante de entrada, o algoritmo gera
diversas conformacdes, estabelecendo assim uma populacdo inicial cada conformacdo do
ligante é avaliada pela funcdo de pontuacdo do programa de docking. Aqueles mais aptos
(melhor pontuagdo) tem maior chance de prosseguir no algoritmo, onde poderdo sofrer
mutacdes aleatérias em Seus genes ou Crossover com outro cromossomo. Apés inumeras

iteracOes, o algoritmo tende a evoluir para a solucdo de maior pontuacdo (JONES; et. al., 1997)

Muitos programas de docking permitem ao usuario alterar os parametros a serem utilizados, o
que permite a elaboracdo de diferentes protocolos para a triagem virtual. Entre esses parametros
destacam-se a area de busca, o0 nimero de corridas independentes e configuracGes especificas

do algoritmo de busca.

Para avaliar o poder preditivo de protocolo de docking em um alvo molecular selecionado pode-
se criar uma biblioteca virtual contendo compostos ativos e inativos, e aplicar métricas para
validagdo dos resultados obtidos no docking, como o fator de enriquecimento e area sob curva
ROC, de forma a auxiliar na avaliacdo da qualidade dos protocolos utilizados para a triagem
virtual (KIRCHMAIR,; et al., 2008; RODRIGUES, et al.,2012).

Essa biblioteca idealmente deve contar com compostos quimicos comprovadamente ativos e
que apresentem grande diversidade entre si. Tais compostos sdo obtidos através de bases de
dados, como a ChEMBL, e a qualidade desta tem influéncia direta na qualidade do docking
(RODRIGUES; et,al, 2012). A ChEMBL é uma plataforma de acesso gratuito, que fornece ao
usuario informagdes importantes sobre a bioatividade dos cerca de dois milhdes de compostos
cadastrados (MENDEZ; et,al, 2018). Ainda, na avaliacdo de um protocolo de triagem virtual

por docking, a biblioteca virtual a ser testada deve conter também compostos inativos. Estes
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podem ser obtidos através da plataforma DUD-E (http://dude.docking.org/), capaz de gerar

decoys, a partir de compostos comprovadamente ativos fornecidos a plataforma (MYSINGER
etal., 2012).

Os decoys sdo estruturas quimicas a priori inativas com caracteristicas estruturais muito
semelhantes as dos compostos ativos e tem como objetivo avaliar a capacidade de um protocolo
de docking de discernir ativos de inativos (MYSINGER et.al, 2012).

1.2.2 A cruzaina como alvo molecular no tratamento da DC

A cruzaina € a principal cisteino protease do T. cruzi e estd presente nas formas amastigotas,
epimastigotas e tripomastigotas deste parasita. Tal enzima tornou-se importante alvo molecular
nas pesquisas relacionadas a novos tratamentos da DC, pois tem participacdo fundamental na
aquisicdo de nutrientes, degradacdo de proteinas do hospedeiro e evasdo do sistema imune
(CAFFREY; et al., 2001; McKERROW, 2009).

Algumas classes de inibidores da cruzaina ja foram descritas em literatura. Tal inibicdo pode
ocorrer de maneira covalente e irreversivel ou ndo-covalente e reversivel (SILVA,; et al., 2017,
ROCHA, et al., 2018). Grande parte dos inibidores ja descritos em literatura sdo peptidicos e
apresentam em sua estrutura uma porcdo eletrofilica, o que confere a essas moléculas
caracteristicas de inibidores irreversiveis. Caracteristicas essas que ndo sdo interessantes
quando se analisa biodisponibilidade e fatores sintéticos (RISHTON, 2003; BRAK; et al.,
2008).

1.2.3 Aplicacdo de um protocolo de triagem virtual na selecdo de potenciais inibidores da
cruzaina

Uma vez estabelecido um protocolo de docking em um alvo molecular, como a cruzaina, este
pode ser aplicado em novas bibliotecas virtuais com o objetivo de selecionar os compostos mais
promissores para atuarem naquele alvo. Neste contexto, analogos do composto MB15 (3-cloro-
4-((1-(3,4-difluorobenzil)piperidin-4-il)oxi)-N-(2-metoxietil)benzamida) representam uma
classe promissora com potencial tripanocida (Figura 4). O MB15 foi caracterizado como um
inibidor de atividade potente frente a enzima cruzaina, com valor de Clso de 5 uM (PEREIRA,
et al., 2019). Além de potente frente a cruzaina, este composto apresentou também boa
atividade frente a rodesaina presente no T. brucei, parasita responsavel pela doenca do sono

(PEREIRA; et al, 2019). Consistente com esses resultados, o0 MB15 demonstrou, ainda,


about:blank

18

atividade in vitro contra diferentes tripanossomatideos, incluindo o T. cruzi (Clsp 32 uM)
(KAISER, et al., 2015).

Figura 4 — Estrutura do MB15
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FONTE: PEREIRA et.al, 2019

Além desses resultados apresentados, 0 MB15 possui baixa similaridade estrutural com outros
compostos ja estudados (PEREIRA; et al, 2019). Outra vantagem é a presenca de diversos
pontos passiveis de modificacdo, o que permite o desenvolvimento de estruturas analogas que,
além de aumentar a gama de op¢Oes de potenciais inibidores da cruzaina, nos permite explorar

pontos chaves de interacao entre enzima e ligante.

Assim, a partir de estruturas analogas do MB15 possiveis de serem obtidas utilizando apenas
reagentes de partida de facil acesso, como os disponiveis no laboratério de Quimica Medicinal
e Bioensaios (EFAR-UFOP), pode-se criar uma nova biblioteca virtual com essa classe
promissora e, utilizando a triagem virtual por docking molecular, selecionar as moléculas mais

promissoras para sintese e avaliacdo bioldgica.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O presente trabalho teve como intuito desenvolver um protocolo de triagem virtual com
ancoragem molecular para a selecdo de potenciais inibidores da cruzaina, base para o

desenvolvimento de farmacos para o tratamento da doenca de Chagas.

2.2 Objetivos Especificos

Para atingir esse objetivo, objetivou-se, especificamente:

Analisar e selecionar uma estrutura tridimensional da enzima cruzaina;
« Selecionar, a partir de dados experimentais, estruturas ativas contra a cruzaina;
« Obter uma série de decoys baseados nas estruturas ativas selecionadas;
» Realizar a ancoragem molecular dos ativos e decoys com diferentes protocolos;

o Analisar a capacidade preditiva dos protocolos desenvolvidos a partir do fator de

enriquecimento e curva ROC (AUC);

o Criarumabiblioteca virtual de moléculas passiveis de serem obtidas a partir de reagentes
disponiveis no laboratério de Quimica Medicinal e Bioensaios da Escola de Farmacia da

Universidade Federal de Ouro Preto, para obtencdo de analogos dessa estrutura;
o Aplicar o melhor protocolo de triagem virtual ao conjunto de moléculas criadas;

« Selecionar as moléculas melhores ranqueadas para priorizacdo na sintese
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3. METODOLOGIA

3.1. Obtencao e preparo da estrutura cristalografica da cruzaina

Utilizando a base de dados do Protein Data Bank (PDB - https://www.rcsb.org/) foi obtida a

estrutura tridimensional da cruzaina em complexo com um ligante de caréater ndo-peptidico e

modo de ligacéo reversivel (cdigo PDB 3KKU).

Apbs a obtencdo do complexo cristalografico, o mesmo foi preparado utilizando o programa
Hermes (CCDC). O preparo consistiu inicialmente em andlise prévia dos aminoacidos
constituintes do sitio de ligacdo da 3KKU, observando a presenca de grupos ionizaveis,
tautbmeros da His, inversdes de Asn e GIn, além da ocupancia dos residuos no sitio de ligacao.
A conformacéo da Cys25 de maior ocupancia foi escolhida. As moléculas de agua presentes no
sitio de ligacdo da estrutura cristalogréfica, o artefato de cristalizacdo 2222 e o ligante B95
foram removidos. Como os aminoécidos His162 e Cys25 podem estar na forma neutra ou
ionizada, foram estabelecidos protocolos de dockings distintos, cada um considerando a

formacéo do par i6nico entre eles ou a forma neutra.

3.2 Selecéo de inibidores da cruzaina com atividade determinada experimentalmente

Utilizando o programa DataWarrior para importar informacdes da base de dados ChEMBL,
obteve-se 32.273 compostos com atividade inibitoria determinada experimentalmente contra a
enzima cruzaina. Estruturas contendo os grupos nitrilas (MOTT; et al., 2010) epdxidos (SILVA,
2017), vinilssufonas (ENGEL; et al., 1998) e aceptores de Michael (RANGEL, 2015) foram
removidas por meio de filtros do DataWarrior por apresentarem potencial efeito inibitorio
irreversivel da cruzaina devido a presenga desses grupos eletrofilicos. Apos tal remocéo,
estruturas contendo elementos como selénio, boro, silicio e arsénio também foram removidas
devido por ndo serem usualmente encontrados na estrutura de farmacos e ndo reconhecidos por
alguns métodos de modelagem molecular. A atividade da molécula bem como suas
caracteristicas fisico-quimicas foram calculadas e utilizadas como critérios para selecdo do

conjunto de moléculas. Foram mantidas as moléculas com as seguintes caracteristicas:
e Massa molar entre 150 e 500 daltons
e LogPdeOab5

o Maximo de 10 aceptores de hidrogénio por estrutura
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e Maéximos de 5 doadores de hidrogénio por estrutura
o Clso contra cruzaina < 10 uM

No final, para obter um conjunto com estruturas mais diversificadas, utilizou-se o DataWarrior
para selecionar 250 moléculas mais diferentes entre si dos 21.416 compostos ativos restantes.
A esta lista foi adicionado o MB15, protétipo utilizado na construgdo da biblioteca virtual,

totalizando 251 compostos inibidores da enzima cruzaina.

3.3 Obtencdo dos decoys

Para a obtencdo de decoys, foi utilizada a plataforma online DUD-E (http://dude.docking.org/),
utilizando como entrada o codigo SMILES dos 251 inibidores selecionados na etapa anterior.

Para cada inibidor, foram obtidos 50 decoys.

3.4 Preparo dos ligantes

As estruturas dos inibidores de cruzaina (item 3.2) e dos decoys (item 3.3), foram submetidos
ao modulo cxcalc da Marvin Suite (https://chemaxon.com/products/marvin), para determinar o
estado de protonacdo majoritario dos ligantes em pH de 5,5. Os inibidores e decoys tiveram,
entdo, suas estruturas tridimensionais geradas e minimizadas utilizando o programa Open Babel

com auxilio do script POAP. Para esta etapa foram utilizadas as seguintes configuragdes:
e Campo de forca MMFF94
o Método de minimizacdo: steepest descent
e NuUmero de etapas: 5000
« Critério de convergéncia: 1 x 10
e Método de geracdo das coordenadas 3D: mais lento

« Solicitamos que a ferramenta gerasse 10 conférmeros para cada estrutura pelo método
obconformer seguido de 250 passos de minimizagao e selecionasse a de menor energia

dentre essas 10 opcoes.
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3.5 Criagdo de uma biblioteca virtual de compostos para triagem virtual

Para criagdo de uma biblioteca virtual, utilizou-se 0 MB15 como prot6tipo e levou-se em
consideracdo os reagentes disponiveis no Laboratorio de Quimica Medicinal e Bioensaios da
Escola de Farméacia da Universidade Federal de Ouro Preto, para obtencdo de analogos dessa
estrutura. Apos a analise retrossintética do MB15, estabeleceu-se que aminas, aldeidos e acido
carboxilicos seriam necessarios para sintese dos analogos, sendo encontrados 3 aldeidos, 10
acidos carboxilicos e 19 aminas disponiveis no laboratério. Com o auxilio do programa
DataWarrior, foram realizadas analises combinatdrias com esses reagentes, fornecendo todos
possiveis produtos que poderiam ser formados e posteriormente utilizados como reagentes na

obtencédo dos anélogos do MB15.

3.6 Desenvolvimento dos protocolos de ancoragem molecular

Para realizar os calculos de docking foi utilizado o programa GOLD (CCDC). Diferentes
protocolos foram desenvolvidos abordando trés variaveis: tamanho da area de busca (distancia
a partir do ligante cristalografico), funcéo de pontuacéo e estado de ioniza¢do dos aminoacidos
His162 e Cys25 presentes no sitio de ligacdo. Levando em consideracdo tais variaveis, 0s

seguintes protocolos descritos na Tabela 1 foram estabelecidos:

Tabela 1: Descri¢do dos protocolos de ancoragem molecular analisados para a validagédo

Cddigo do Estado de ionizacdo do par | Tamanho da area Funcdo de

protocolo His162/Cys25 de busca pontuacgdo
8iongold lonizado 8 A Goldscore
8neugold N&o ionizado 8 A Goldscore
8ionplp lonizado 8 A ChemPLP
8neuplp N&o ionizado 8 A ChemPLP
5iongold lonizado 5A Goldscore
5neugold N&o lonizado 5A Goldscore
Sionplp lonizado 5A ChemPLP
5neuplp N&o lonizado 5A ChemPLP

FONTE: AUTORIA PROPRIA

Os demais parametros foram padronizados para todos dockings, sendo a eficiéncia do algoritmo

de busca definida como 30% e o0 numero de calculos independentes realizados para cada ligante
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em dez. A opcdo early termination foi ativada para que os calculos fossem encerrados caso as
trés melhores solucdes tivessem um RMSD menor do que 1,5 A entre elas. Para cada ligante,

apenas a melhor solucéo foi salva.

3.7 Normalizagéo
Ao score final de cada ligante (para ambas func¢des de pontuagao) foram aplicadas a seguinte

férmula de normalizagéo:

Score

1
N3

Score normalizado =

Onde N ¢ igual ao nimero de atomos pesados na estrutura (todos, exceto os hidrogénios),

previamente calculados (item 3.2).

3.8 Célculo das métricas de validacao

Como métricas de validacdo foram analisados os fatores de enriquecimento e a area sob a curva
ROC (AUC). Esta foi obtida através da plataforma Screening explorer
(http://stats.drugdesign.fr/) e levou em consideracdo todos os compostos ranqueados. Para o

calculo do fator de enriquecimento (EF), utilizou-se as fragdes 1%, 2% e 10% dos compostos

mais bem ranqueados e foi utilizada a seguinte férmula:

a
)
EF = —
A
B
Onde:
a corresponde ao nimero de compostos ativos presentes na fracdo analisada; b 0 nimero de
total de compostos na mesma fracdo analisada; A é nimero total de compostos com atividade

conhecida e B o0 numero total de compostos submetidos ao docking (PAN, 2003).

3.9 Virtual screening da biblioteca virtual e selecdo dos compostos

O protocolo com os melhores resultados de fator de enriquecimento 1% e AUC ROC foi

escolhido e aplicado aos compostos da biblioteca virtual criada (item 3.5).
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Obtencdo e preparo da estrutura cristalografica da cruzaina

Utilizando a base de dados do Protein Data Bank e buscando pelo termo “cruzain” encontrou-
se 31 resultados. Dentre estes, a estrutura cristalografica escolhida de cdodigo 3KKU por
representar um complexo com ligante ndo covalente (seguindo o padréo dos ligantes utilizados
neste trabalho) e boa resolugdo (1,28 A). Durante o preparo da proteina foram analisadas a
presenca de moléculas de agua no sitio de ligacdo dos ligantes. Foi observado que tais moléculas
ndo possuem interacdes importantes no sitio de acdo e por isso foram removidas. Observou-se
que o par His162/Cys25 presente no sitio de ligacdo pode apresentar dois estados de ionizagédo
diferentes e por isso os dois estados de ionizacdo foram considerados, obtendo ao final desta

etapa a 3KKU com o par His162/Cys25 n&o ionizado e ionizado.

4.2 Selecdo de inibidores de cruzaina de atividade determinada experimentalmente

A enzima cruzaina presente no T. cruzi € um importante alvo de pesquisa para
desenvolvimentos de farmacos que possam atuar de maneira a inibir sua atividade (CAFFREY;
et al., 2001; McKERROW, 2009). Tal inibicdo pode ser reversivel ou irreversivel, de acordo
com as caracteristicas da interacdo entre o ligante e o sitio de acdo. Ligac@es do tipo covalente
estdo relacionadas a uma inibicdo irreversivel da cruzaina. Efeitos off-target e toxicidade séo
eventos mais frequentes com inibidores irreversiveis em relagdo aos reversiveis (RANGEL,
2015). Com isso, dentre os ligantes obtidos no item 3.2, optou-se pela selecdo de compostos
gue ndo apresentaram grupos quimicos relacionados a ligacéo irreversivel. Entre esses grupos,
destacam-se as nitrilas (MOTT; et al., 2010), epdxidos (SILVA, 2017), vinilssufonas (ENGEL;
et al., 1998) e aceptores de Michael (RANGEL, 2015) que inclui, além das vinilssufonas, as
carbonilas afp-insaturada (Tabela 2).



Tabela 2 - Grupos quimicos relacionados a ligacdo covalente com a cruzaina.

Grupo Estrutura quimica
7 - O
Epoxido AN
R4 R,
Nitrila R-C=N
_ 0
Carbonilas ap-insaturada X
R4 R,
o, 0
- - R S\
Vinisssulfonas 1j/\/ Rs
R

FONTE: AUTORIA PROPRIA
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O mecanismo de inibicdo da cruzaina envolvendo aceptores de Michael (Figura 5) pode ser

descrito da seguinte maneira: inicialmente o residuo de aminoacido Cys25 presente no sitio

catalitico atua como nucledfilo e ataca o carbono eletrofilico da insaturacdo conjugada do

inibidor, em uma adig@o de Michael, fazendo com que a enzima fique covalente ao inibidor e

com isso inibida de forma irreversivel; em seguida o carbanion formado capta um préton do

meio reacional, no caso, do residuo de histidina (RANGEL, 2015).

Figura 5 - Mecanismo de inibicéo irreversivel da cruzaina por aceptor de Michael
(vinilssufonas).
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FONTE: MEHRTENS,2007.

Ainda na selecdo dos ligantes, estruturas contendo semimetais foram excluidas do presente

trabalho por ndo serem comuns em farmacos, estarem fora do escopo de sintese apresentado e

apresentarem potencial toxico. Dentre as estruturas restantes e ainda utilizando o programa

DataWarrior, aplicou-se a regra de Lipinski para determinar o conjunto de moléculas utilizadas
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no docking. A regra de Lipinski direciona o planejamento de farmacos de tal forma que a
molécula tenha propriedades fisico-quimicas adequadas para uma boa biodisponibilidade oral

(SANTOS, 2018). Essa regra é composta pelos seguintes parametros:
e A estrutura devera ter 5 ou menos doadores de ligacdo de hidrogénio;
e A estrutura deverd ter 10 ou menos aceptores de ligacdo de hidrogénio;
e O peso molecular devera ser menor do que 500 daltons;
e O valor de logP devera ser inferior a5 (SANTOS, 2018).

Além desses critérios, outro parametro importante utilizado na selecao dos ligantes foi o valor
de Clso. Este valor determinado experimentalmente determina a dose necessaria para inibir
metade da atividade enzimatica das enzimas-alvo, que neste caso é a cruzaina. Sendo assim, €
desejavel valores mais baixos de Clso (BAG, 2016). Com isso, compostos que apresentaram
valores de Clso maiores que 10uM ndo foram selecionados para compor o conjunto de

moléculas ativas deste trabalho.

Apos aplicacdo destes filtros, restaram 21.416 moléeculas. Para adequar o trabalho & capacidade
de processamento disponivel foi solicitado ao DataWarrior a selecdo dos 250 compostos mais
distintos entre si, com intuito de utilizar moléculas com ampla diversidade estrutural na
validacdo do protocolo. Por ser um inibidor com propriedade drug-like, Clso igual a 5uM
(PEREIRA,; et al., 2019) e ser o prototipo investigado neste trabalho, o MB15 foi adicionado
manualmente a esta lista de 250 compostos, ja que selecdo aleatéria do DataWarrior ndo o havia

selecionado, totalizando entdo, 251 compostos ativos contra a cruzaina selecionados.

4.3 Obtencdo dos decoys

Decoys sdo estruturas quimicas a priori inativas com caracteristicas estruturais muito
semelhantes as do composto comprovadamente ativo. O uso de decoys na ancoragem molecular
é de suma importancia, pois, analisa a capacidade do docking de preterir os inativos em relacdo
aos ativos. Quanto melhor a capacidade do docking em diferenciar ativos dos inativos, menores
serdo as respostas falso-positivas (GRAVES, 2005). Utilizou-se a plataforma online DUD-E
(http://dude.docking.org/) para gerar 50 decoys para cada ativo, sendo que cada decoy foi
gerado de forma que suas caracteristicas fisico-quimicas fossem semelhantes a do ativo. A
plataforma DUD-E conta com um banco de dados com 102 proteinas catalogadas e 22 mil

moléculas que sdo ativos em tais proteinas, mas, para o presente trabalho utilizou-se a funcao
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de geracdo de decoys a partir de uma biblioteca de ativos previamente preparada. Desta
maneira, a partir dos ativos, a plataforma gerou decoys estruturalmente distintos dos ativos,
mas, preservando caracteristicas fisico-quimicas similares aos dos ativos de origem
(MYSINGER,; et.al, 2012).

4.4 Preparo dos ligantes

Os ligantes obtidos nos itens 3.2 e 3.3 foram submetidos ao modulo cxcalc da Marvin Suite
(https://chemaxon.com/products/marvin), para determinar o estado de protonacdo majoritario
dos ligantes em pH de 5,5. Esta etapa foi realizada, pois o pH 6timo de atuacdo da cruzaina é
de 5,5 (GILMOR; CRAIK; FLETTERICK, 1997) e o estado de protonacdo do ligante é
importante para analise das interac6es da enzima — ligante (PEREIRA, 2017). Apoés esta etapa,
0s protbmeros majoritarios foram minimizados por meio do programa OpenBabel. Quando
desenhadas, mesmo em trés dimensBes, as estruturas ndo consideram aspectos estéricos,
eletrostaticos e torcionais da molécula, o que torna esta representacdo diferente do que se espera
encontrar na molécula real (CARVALHO, 2003). Com intuito de tornar essas representacdes
mais similares as moléculas reais, faz-se a minimizacéo das estruturas. Esta minimizacao pode
ser feita através de modelos matematicos baseados em mecénica molecular que buscam
minimizar a energia estérica da molécula, dada pelo desvio dos angulos, comprimentos de
ligacdo e angulos torcionais de valores considerados ideais (CARVALHO, 2003). Neste

contexto, o programa Open Babel oferece trés opc¢des predefinidas de campo de forca:
o MMFF94: ideal para moléculas organicas e druglike

o UFF: ideal para estruturas com geometria mais complexa e ndo suportadas pelo campo
MMFF94 (O’BOYEL, 2011)

o GAFF: aplicavel para a maioria dos farmacos.

O campo de forca mais recomendado para otimizacdes € 0 MMFF94, por ser mais eficiente e
amplamente utilizado. Por isso, os demais campos s6 deverdo ser utilizados quando nédo for
possivel a otimizacdo pelo MMFF94 (RABELLO, 2016). Durante a minimizacao do conjunto
de moléculas do presente trabalho, trés ativos ndo tiveram suas estruturas minimizadas pelo
programa. Analisando suas estruturas, observou-se que estas apresentavam muitos centros
quirais e consequentemente geometria complexa, o que pode explicar a falha do programa para
minimizar essas estruturas pelo campo de forca MMFF94. Com isso, optou-se pela exclusao

dessas moléculas e seguiu-se com 248 no conjunto de estruturas ativas contra a cruzaina.
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O mesmo protocolo foi aplicado aos decoys. Da mesma maneira, 0 OpenBabel falhou em obter
estruturas tridimensionais minimizadas para alguns desses ligantes e o total de decoys

minimizados obtidos foi de 13.133.

4.5 Criagédo de uma biblioteca virtual de compostos para triagem virtual

No presente trabalho se propds avaliar com o protocolo de docking estabelecido anélogos do
MB15 por meio de uma cria¢do de uma biblioteca virtual. Para tal, inicialmente foi realizada a

analise retrossintética deste composto seguida de uma proposta de sintese (Figura 6).

Figura 6: Anélise retrossintética e proposta de rota de sintese
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Apos analise retrossintética, definiu-se que seriam necessarios como reagentes de partida para
obtencédo dos analogos, aldeidos e a 4-hidroxipiperidina (obtencéo do intermediario 1) e acidos
carboxilicos e aminas (obtencéo do intermediario 2). Apds acoplamento desses intermediarios
por substituicdo nucleofilica, uma grande variedade estrutural do MB15 poderia ser obtida. A
biblioteca de analogos do MB15 foi entdo construida a partir dos reagentes disponiveis no
laboratdrio de Quimica Medicinal e Bioensaios da Escola de Farmacia da Universidade Federal
de Ouro Preto, sendo: 19 aminas, 3 aldeidos e 10 &cidos carboxilicos (Tabelas 1, 2 e 3 do
ANEXO A). As estruturas destes analogos foram obtidas por analise combinatdria desses
reagentes utilizando a funcdo Enumerate Combinatorial Library do DataWarrior, totalizando
570 analogos do MB15.

Para as aminas contendo mais de um nitrogénio (ex.: N-(1-naftil)etilenodiamina), o produto foi
limitado para a reacdo no nitrogénio mais nucleofilico, sendo essa selecdo feita de forma
manual. Ap6s a obtencdo dos 570 anélogos, estes foram preparados de acordo com o protocolo
estabelecido no item 4.4 e posteriormente submetidos ao docking.

4.6 Desenvolvimento dos protocolos de ancoragem molecular

O programa GOLD (CCDC) existe ha mais 20 anos e é um dos programas de ancoragem
molecular mais citados do mundo (LIEBESCHUETZ; COLE; KORB, 2012). Fungdes de
pontuacdo, por meio de algoritmos, atribuem valores para as possiveis interacdes entre ligante
e para o posicionamento destes ligantes no sitio de acdo. Cada funcdo de pontuacdo tem uma
maneira particular de atribuir tais pontuacdes. O programa utilizado neste trabalho oferece ao
seu usudrio quatro funcdes de pontuacéo distintas: GoldScore, ChemScore, ASP e ChemPLP.
(VERDONK; et.al, 2003) e optou-se por desenvolver protocolos com duas, das quatro fungdes
disponiveis: a pioneira GoldScore e a introduzida mais recentemente, ChemPLP. Todas as
funcbes de pontuacdo possuem diferencas significativas entre si. Das fungGes utilizadas neste
trabalho e em relacdo as interacfes ligante-proteina, a GoldScore pontua as interacfes entre
ligante e proteina por uma funcéo utilizando mecéanica molecular, considerando a energia das
interacbes do tipo van der Waals e ligaces de hidrogénio (LIEBESCHUETZ;COLE;KORB
2012). Ja a funcdo ChemPLP, é uma funcdo empirica que pode ser customizada conforme o
tipo da proteina alvo, e pontua a interagdo conforme naturezas que os atomos do ligante e os

atomos da proteina podem apresentar. Tais naturezas sdo descritas como aceptoras, doadoras,
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ndo polar e aceitadores e doadores concomitantemente. A presenca de ions metalicos também

é pontuada conforme a natureza do metal (CCDC, 2016).

Além da escolha da funcdo de pontuacdo adequada, a area de busca também é um parametro
fundamental no desenvolvimento de protocolos de triagem virtual. Uma area de busca pequena
pode restringir que os ligantes mais volumosos facam um encaixe efetivo no sitio de acgéo,
enquanto que uma area de busca muito grande pode aumentar o tempo de busca de forma
significativa com encaixes ndo efetivos. Partindo de um sitio de ligacao ja conhecido, pode-se
restringir a area de busca para esta regido do complexo cristalografico utilizado (FEINSTEIN;
BRYLINSK, 2015). No presente trabalho, partiu-se de um sitio de ligacdo j& bastante estudado
e, baseando-se na presenca de um ligante, estabeleceu-se como &rea de busca os residuos
distantes até 5 A e 8 A do mesmo. Na figura 7 podemos observar as interacdes entre o ligante
B95 e complexo cristalografico 3KKU, que envolve tanto intera¢bes hidrofébicas com o anel
halogenado quanto ligagGes de hidrogénio com a amida. Quando se amplia a area de busca para
residuos a 8 A desse ligante, além de abranger as interagdes ja registradas, permite o encaixe

de moléculas maiores e que eventualmente possam apresentar pontos adicionais de interagao.

Figura 7: InteracOes intermoleculares entre B95 e cruzaina.
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Interacdes intermoleculares entre B95 e cruzaina em 3D (A) e diagrama 2D (B). Em (A) uma superficie
acessivel ao solvente foi construida em torno dos residuos do sitio e colorida de acordo com a hidrofobicidade do
residuo. As linhas tracejadas representam as interagOes intermoleculares observadas. Em verde, ligacdes de
hidrogénio, em rosa as interagfes hidrofdbicas do tipo Carbono—Carbono e Sistema Pi-Carbono e em azul as
ligagBes de halogénios. Atomos expostos ao solvente estdo demarcados com um circulo azulado.
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Ja em relagdo ao estado de ionizagdo, o complexo cristalografico 3KKU foi obtido através de
difracdo de raios-X e com isso ndo é possivel determinar com certeza o estado de ionizag¢do do
par His162/Cys25, uma vez que a densidade eletrénica dos hidrogénios ndo é suficiente para
ser determinar sua posicao nas resolucdes comumente obtidas por essa técnica (PEREIRA
2017). Baseado nisto, optou-se por utilizar ambos estados de ioniza¢do (forma neutra e
ionizada), uma vez que o pKa da cadeia lateral desses residuos (6,0 e 8,18, respectivamente)
gera incerteza quanto ao seu estado de ionizacdo (LEHNINGER; NELSON; COX,2014).

4.7 Normalizagéo

Os modelos matematicos utilizados no calculo da interacdo entre ligantes e sitio de acdo tendem
a pontuar melhor as moléculas com maior nimero de atomos, uma vez que estes podem
estabelecer inimeras interacGes de van der Waals, de carater sempre aditivo na funcdo de
pontuacdo (PAN, 2003). Desta forma, os compostos com as maiores massas moleculares
geralmente acabam sendo favorecidos durante os célculos. Com isso, faz-se necessario a
normalizacdo para ajustar a pontuacdo considerando os 4&tomos pesados, ou seja, aqueles que
sdo diferentes de hidrogénio e contabilizados nessa interacdo (PAN, 2003). Para o presente
trabalho, foi feita a normalizacéo considerando todos os diferentes de hidrogénio, utilizando a
seguinte férmula (PAN, 2003):

Score

1
N3

Score normalizado =

Optou-se pelo expoente 1/3 no ndmero de atomos pesados (N) como forma de reduzir a
tendéncia do docking em pontuar melhor as moléculas mais pesadas. Este expoente foi
selecionado baseado na observagédo experimental de Pan e colaboradores em que concluiram
que o expoente 1/3 foi capaz de reduzir a analise tendenciosa do docking sem se tornar
discrepante em relagdo aos dados da biblioteca original (ndo normalizada). Durante a sele¢éo
virtual dos compostos, optou-se por ndo utilizar moléculas com massa superior a 500 daltons,
0 que caracteriza uma estratégia adicional para reduzir a tendéncia do docking em favorecer

moléculas mais pesadas.

4.8 Métricas e validacédo

O fator de enriquecimento nos auxilia a mensurar o desempenho do algoritmo de busca na

triagem molecular, ja que informa quantas vezes a mais o protocolo aplicado é capaz de
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selecionar os ligantes ativos em relagdo a uma selecdo ao acaso, de ativos em meio aos decoys.
Para melhorar anélise de desempenho das funcfes de pontuacdo, preteriu-se analisar fracfes
dos compostos com as melhores pontuacfes, uma vez que, quando se utiliza bibliotecas de
compostos extensa, a tendéncia é que as funcbes de pontuacdo apresentem desempenho
similares (LIEBESCHUETZ; COLE; KORB, 2012). J& a curva ROC (Receiver Operating
Characteristic Curve - Caracteristica de Operacdo do Receptor) é obtida ordenando o0s
resultados de uma triagem virtual em ordem decrescente e plotando o percentual de ativos
verdadeiros encontrados na triagem virtual pelo percentual da biblioteca explorada. Assim, em
um cenario ideal, todos os compostos ativos seriam ranqueados na fracdo inicial da triagem
virtual e curva adquiriria uma inclinacdo inicial elevada, até que todos 0os compostos ativos
fossem encontrados. Normalmente utiliza-se a area sob a curva ROC (AUC) para mensurar
quanto o protocolo aplicado foi capaz de ranquear melhor os ativos em relacdo aos inativos, no
caso, decoys. Tal métrica apresenta valores entre 0 e 1, sendo que o valor de 0,5 representa uma
selecdo aleatoria da triagem e valores inferiores a 0,5 correspondem a protocolos em que 0s
ativos foram preteridos em relacdo aos decoys (BROZELL, 2012). Para o presente trabalho,
observou-se melhora nos valores de fator de enriquecimento conforme as normalizagdes foram
aplicadas. Isso ocorreu, pois, a tendéncia da triagem em preferir moléculas com alto peso
molecular foi atenuada (Tabela 3).

Tabela 3 — Fator de enriquecimento considerando a fragdo 1%, 2% e 10% dos compostos melhores ranqueados
considerando o score antes e ap6s normalizacéo pelo nimero de 4tomos pesados. (continua...)

Fator de enriguecimento top 1%

Protocolo ‘ 5iongold ‘ 5neugold ‘ 5ionplp ‘ 5neuplp ‘ 8iongold ‘ 8neugold ‘ 8ionplp ‘ 8neuplp
EF 1,42 1,21 2,82 2,37 1,21 2,01 2,82 2,82
EF

. 2,84 2,81 4,03 3,62 1,62 1,21 4,03 3,22
(normalizado)

Fator de enriquecimento top 2%

Protocolo ‘ 5iongold ‘ 5neugold ‘ 5ionplp ‘ 5neuplp ‘ 8iongold ‘ 8neugold ‘ 8ionplp ‘ 8neuplp
EF 1,65 1,41 2,42 2,01 1,41 2,21 2,21 2,62
EF

. 2,12 2,22 2,41 2,82 1,61 2,01 2,82 3,02
(normalizado)
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Tabela 3 — Fator de enriquecimento considerando a fragcdo 1%, 2% e 10% dos compostos melhores
rangqueados considerando o score antes e ap6s normalizacdo pelo nimero de atomos pesados. (...concluséo)

Fator de enriquecimento top 10%

Protocolo 5iongold 5neugold 5ionplp 5neuplp 8iongold 8neugold 8ionplp  8neuplp
EF 1,60 1,37 1,21 1,25 1,81 1,41 1,33 1,37
EF

. 1,51 1,65 1,49 1,53 1,69 1,89 1,65 1,61
(normalizado)

FONTE: AUTORIA PROPRIA

Os valores de AUC da curva ROC, mesmo ap0s as normalizacdes, ndo apresentaram melhoras
importantes (Figura 8) Nenhum valor de AUC foi inferior a 0,50, logo, em todos os protocolos,
mesmo nao alcando o valor desejavel da area sobre a curva, a selecéo feita pelo algoritmo foi
melhor do que o aleatério (BROZELL, 2012). No entanto, observou-se que, no geral, o valor
da AUC é maior nas porcOes iniciais do ranking, fato que foi refletido no fator de
enriquecimento considerando diferentes porcbes do ranking. Assim, os protocolos utilizados
possuem maior probabilidade em selecionar compostos ativos nas frac@es iniciais do ranking
(top1% e top 2%).

Figura 8 - Curvas ROC AUC dos protocolos aplicados.
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Fracdo de falsos positivos x Fragcdo de verdadeiramente positivos. Em a) protocolo 5neuGold ROC AUC:
0.591, b) protocolo 5neuPlp ROC AUC: 0.581, c) protocolo 8neuPIp ROC AUC: 0.580, d) protocolo 5ionPlp.
ROC AUC:0.573, e) protocolo 5ionGold ROC AUC: 0.584, f) protocolo 8neuGold ROC AUC: 0.59,3 g) protocolo
8ionPlp ROC AUC:0.587, h) protocolo 8ionGold. ROC AUC: 0.653.
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Pode-se levantar algumas hipdteses que justificam o valor de AUC abaixo do esperado, s&o
elas:

e A proporc¢do entre decoys e ativos: levando em consideracdo todos os ativos e decoys
descartados na minimizacéo, a triagem foi feita com uma proporcéo de cerca de 54
decoys para cada ativo. Isso aumenta em cerca de 54 vezes a chance de o ativo ser
preterido em relacdo ao decoy o que se traduz em uma dificuldade adicional para o

protocolo de triagem

e Apossibilidade dos decoys serem ativos: Os decoys foram gerados a partir de estruturas
dos compostos verdadeiramente ativos. Tais estruturas foram tidas como inativas, por
ndo apresentarem estudos que citem sua atividade. Porém, existe a possibilidade de
algumas estruturas dos decoys serem compostos verdadeiramente ativos e ainda ndo

estudados.

e LimitagOes da fungédo do programa: O GOLD, apesar de considerado um dos melhores
programas de docking existentes, ndo apresenta um bom sistema de classificagdo para
as melhores poses (WANG; et al,2016)

e Limitagdes da estrutura cristalografica: Mesmo utilizando a 3KKU, cristal que apresenta
uma boa resolucdo, ndo é possivel determinar com precisdo o estado de ionizacdo dos
residuos, como o que ocorre com o par His162/Cys25 (PEREIRA, 2017). Tal incerteza

pode direcionar a resultados e interpretagdes incorretas.

e Limitagdes da metodologia do docking: como a amostragem limitada dos ligantes e ndo
consideracdo da agua como solvente explicito e a flexibilidade da proteina (FERREIRA,
2015).

Utilizando o fator de enriquecimento nas fracdes 1%, 2% e 10%, comparou-se 0S parametros
variados nos protocolos. Os graficos a sequir (Gréfico 1, Grafico 2 e Gréafico 3) comparam o
desempenho das fungdes GoldScore e ChemPLP, o tamanho da area de busca e o estado de

ionizacao do par His162/Cys25quando aplicadas a biblioteca formada pelos ativos e decoys.



Gréfico 1: Fator de enriquecimento x Fungdo de pontuacéo para fracdo de 1%
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Gréfico 2: Fator de enriquecimento X Fungdo de pontuacédo para fragdo de 2%
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Gréfico 3: Fator de enriquecimento x Func¢do de pontuacédo para fracdo de 10%
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Para a fracdo de 1% das moléculas melhores ranqueadas, o estado ionizado Cys/His apresentou
pequena vantagem sobre o par ndo ionizado. A funcdo de pontuacdo ChemPLP apresentou
melhor desempenho nas fracdes 1% e 2%. Ja na fracdo de 10%, as funcdes de pontuacdo ndo
apresentaram grande diferenca sobre o enriquecimento. Este mesmo padréo foi observado por
Liebeschuetz, Cole, e Korb, (2012) que concluiram, também de forma experimental, que
quando se trabalha com um extenso set de moléculas, as fun¢Ges de pontuagdo apresentam
desempenhos similares, enquanto para set menores o uso da fun¢do ChemPLP é mais vantajoso
e isso acontece, pois, quando diminui o tamanho da biblioteca ocorre também uma reducéo na
porcentagem de falsos positivos. Desta maneira, pode-se observar com mais clareza a atuagéo
da funcéo de pontuacéo e do protocolo escolhido. Além de discriminar de forma mais eficiente
os decoys de ativos em set reduzidos, a funcdo ChemPLP realiza os calculos de forma mais
rapida (cerca de 190 encaixes em 23 segundos). A funcdo GoldSocore demora 90 segundos
para realizar a mesma quantidade de calculos (LIEBESCHUETZ, 2012). Assim, é preferivel
utilizar a funcdo ChemPLP, dado o ganho de desempenho nos célculos.

Ja em relacdo ao tamanho da area de busca, observou-se uma pequena vantagem para oS
protocolos com a maior area de busca 8 A, principalmente considerando a funcdo ChemPLP.
Tal fato pode ser justificado pela maior liberdade de encaixe no sitio, buscando pontos
adicionais de interacdo, como ja discutido no item 4.6.

4.9 Triagem virtual da biblioteca virtual e sele¢cdo dos compostos

A partir do protocolo escolhido (funcdo de pontuagcdo ChemPLP, par His162/Cys25 ionizado e
area de busca 8 A) foi realizada a triagem virtual da biblioteca de analogos do MB15 criada. Os
valores de score obtidos neste docking, também foram normalizados pelo mesmo critério
utilizado na validacdo (férmula no item 4.7). Apesar do melhor fator de enriquecimento
corresponder a fracdo de 1%, optou-se por selecionar 2% do total de anédlogos devido a
quantidade reduzida de compostos nesta lista (570 compostos no total) a fim de se selecionar

ao menos 12 compostos.

Apos a aplicacdo do protocolo, os compostos com os melhores ranqueados foram analisados.
Tal analise baseou-se na posicao dos analogos no sitio de ligacéo da estrutura cristalografica da
3KKU. Observou-se que as moléculas da biblioteca que apresentaram os melhores scores

ocupam posi¢des similares no sitio de ligagédo (Figura 9B e Anexo B).
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Figura 9 — Estrutura quimica e poses no sitio ativo da cruzaina encontradas pelo docking para
0s compostos selecionados (continua...)

Composto 507

Composto 417

PRy

Composto 565
O Y 0
H
(?j

M

X

Composto 504




38

Figura 9 — Estrutura quimica e poses no sitio ativo da cruzaina encontradas pelo docking
para os compostos selecionados (continua...)
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Figura 9 — Estrutura quimica e poses no sitio ativo da cruzaina encontradas pelo docking
para os compostos selecionados (...conclusao)
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O sitio catalitico da cruzaina possui uma triade catalitica composta pelos residuos de Cys25,
Hys162 e Asnl75. Tal sitio pode ser subdividido ainda em subsitios, responséveis por
reconhecer determinados aminodcidos do substrato peptidico a ser clivado. Sdo eles: S1, S1°,
S2 e S3 sendo que em cada um deles observa-se residuos de aminoacidos, distintos entre si, que
definem a especificidade da cruzaina (SOUZA, 2012).

Figura 10 — Subsitios da cruzaina

FONTE: SOUZA. (2012, p. 31)

Neste trabalho observou-se que as moléculas mais bem ranqueadas na triagem virtual séo
aquelas capazes de ocupar eficientemente estes subsitios e estabelecer interacbes com 0s
residuos de aminoécidos ali presentes (SOUZA, 2012). Dentre estes subsitios, é de grande
relevancia a interacdo no subsitio S2, principal responsavel pela especificidade da cruzaina
(MARTINS, 2016). Esse subsitio é constituido pelos residuos de aminoécido Met68, Alal33,
Leul57 e Gly160, conferindo seletividade para compostos hidrofébicos (SOUZA, 2012).
Observou-se que 0s anéis aromaticos dos compostos selecionados ocupam esse subsitio,
destacando-se a importante de interacdo neste residuo entre halogénios presentes e o residuo
Met68 (Figura 11).

Baseando-se nas informagdes prévias em relacdo aos subsidios presentes na cruzaina e na
caracteristica do MB15 de apresentar varios pontos passiveis de modificacfes estruturais,
realizar a triagem virtual por docking molecular com os analogos deste composto é uma
estratégia interessante, ja que inimeros compostos podem ser avaliados simultaneamente e, a

partir dos resultados, interagdes com pontos importantes da enzima, como ilustrado na figura
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abaixo com o analogo 507 no sitio de ligacdo podem ser observados, direcionando o desenho
de potenciais inibidores.

Figura 11: Interacdes entre residuos de amino&cidos e o ligante 507
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InteracBes intermoleculares entre composto 507 e cruzaina em 3D (A) e diagrama 2D (B). Em (A) uma superficie
acessivel ao solvente foi construida em torno dos residuos do sitio e colorida de acordo com a hidrofobicidade do
residuo. As linhas tracejadas representam as interagBes intermoleculares observadas. Em verde, ligagbes de
hidrogénio, em rosa as interag6es hidrofébicas do tipo Carbono—Carbono e Sistema Pi-Carbono em azul as ligagGes
de halogénio, em laranja interages entre Sistema Pi- Enxofre e em roxo Pi-stacking. Atomos expostos ao solvente
estdo demarcados com um circulo azulado.

FONTE: AUTORIA PROPRIA

Na Figura 11 podem ser observados pontos importantes de interacdo do ligante analogo do
MB15 507 e a cruzaina. Essas interacGes foram observadas em grande parte dos compostos
selecionados da biblioteca criada. Destaca-se a presenca de um halogénio em posicao favoravel
no subsitio S2 para realizar interagbes com residuo Met68 e nitrogénio protonado da amina
interagindo por ligagéo de hidrogénio com Gly66. Além de serem pontos em comum entre 0s
analogos com as melhores pontuacgdes, essas interacGes também sdo observadas no ligante

cristalografico B95 (Figura 7).
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5. CONCLUSAO

Neste trabalho, apos a selecdo de compostos ativos contra a cruzaina na literatura, criou-se uma
biblioteca virtual com 248 ativos e 13.133 decoys derivados desses. Diferentes protocolos de
triagem foram analisados com as métricas fator de enriquecimento e area sob a curva ROC
(AUC) e, apesar dos valores da AUC estarem fora do esperado, o protocolo que utilizou a
funcdo de pontuacio ChemPLP, area de busca de 8 A e o par His162/Cys25 ionizado,
apresentou capacidade preditiva quatro vezes superior em relacdo a uma selecdo aleatdria de
compostos, quando considera-se o Top 1% das moléculas ranqueadas. Com isso, este protocolo
foi aplicado a uma nova biblioteca, gerada a partir de analogos do MB15, estrutura promissora
na busca por novos farmacos com atividade tripanocida e gerada baseando-se nos reagentes
presentes no laboratério de quimica medicinal da UFOP. Apds aplicacdo deste protocolo nesta
nova biblioteca, os 12 compostos melhores ranqueados foram selecionados para priorizacao de

sintese em uma etapa futura. Entre esses compostos, observou-se que:

o Os melhores compostos ranqueados apresentaram conformacdes similares no sitio de

acdo, similar a uma letra “J”.

o A presenca de halogénios no anel aromatico, ocupando o subsitio S2 demonstrou-se
importante, pois, esta presente em alguns dos melhores compostos ranqueados. Tal
importancia pode ser justificada pela interacdo estabelecida entre halogénio do ligante

e residuo Met68, observada também no ligante cristalogréafico B95.

e A presenca de uma amina ionizada também se demonstrou importante, pela

possibilidade de interacdo do tipo ligacéo de hidrogénio com residuo Gly66

e Os anéis aromaticos sdo importantes para seletividade dos compostos, j4 que séo

capazes de ocupar o subsitio hidrofébico S2, de grande importancia.

Tais conclusdes podem ser utilizadas, ainda, no desenho de novas estruturas visando otimizar
a interacdo com a cruzaina e com o intuito de acelerar a busca por novos farmacos para o

tratamento da DC.
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ANEXO A — Compostos utilizados para obtencéo dos analogos do MB15

Tabela A.1: Aminas disponiveis no almoxarifado do laboratério de Quimica Medicinal e Bioensaios da

Escola de Farmécia da Universidade Federal de Ouro Preto.

NOME ESTRUTURA
Dimetilamina H
e
Isopropilamina )\
HoN
Dietilamina N
H
- ietilami NH
2-metoxietilamina Sy e 12
Tiossemicarbazida
JJ\ NH
HoN-" ™N*~ 2
H
Piperazina H
H
Piperidina HI-U
Morfolina HN

Anilina ©/HHE
4-hidroxipiperidina OH
HI'O/

Fenilhidrazinha H

p-toluidina /@)'“"2




2-metilanilina

NHo

4-cloroanilina

p-anisidina

4-nitroanilina

2-naftilamina

HoN
diciclohexilamina H
Cloridrato HoN
de N-(1-naftil)etilenoidiamina
MH

47
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Tabela A.2: Aldeidos disponiveis no almoxarifado do laboratério de Quimica Medicinal e Bioensaios da Escola
de Farmécia da Universidade Federal de Ouro Preto.

NOME ESTRUTURA

Vanilina O
- :@Aﬂt}
HO
4-metoxibenzaldeido (anisaldeido) (@/OE
4-dimetilamino-benzaldeido oF Q
N

Salicilaldeido oF /@
HO
Benzaldeido o= @

2-fluorobenzaldeido

2-clorobenzaldeido

2-bromobenzaldeido Br

4-hidroxibenzaldeido 0% Q
OH
3,4-difluorobenzaldeido O;‘U




49

Tabela A.3: Acidos carboxilicos disponiveis no almoxarifado do laboratério de Quimica Medicinal e Bioensaios
da Escola de Farmécia da Universidade Federal de Ouro Preto.

NOME ESTRUTURA
Acido da vanilina OH
,-"’r:l 0
HO
Acido 3-cloro-4-hidroxibenzoico O
HO
OH
Acido 4-hidroxibenzoico 0
OH

HO
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