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RESUMO

A leishmaniose tem sido indicada pela OMS como a segunda protozoose mais importante em
termos de mortalidade e prevaléncia. Entretanto, o repertorio de farmacos disponiveis €
limitado e apresenta, na maioria dos casos, baixos indices de eficdcia e seguranca. Embora os
protozodrios do género Leishmania sejam auxotréficos para folatos, inibidores da Diidrofolato
Redutase-Timidilato Sintase (DHFR-TS) sdao pouco eficazes contra esse parasito. A baixa
suscetibilidade se explica pela presenca da Pteridina Redutase 1 (PTR1) que atua como via
alternativa para a reducdo de acido folico ou de pteridinas ndo conjugadas, quando DHFR-TS
estd inibida. Diante desse cendrio, moléculas que atuam sobre PTR1 e DHFR-TS de
Leishmania ssp. parecem ser promissoras para o desenvolvimento de farmacos contra a
leishmaniose. Por essa razdo, o objetivo desse trabalho foi identificar, por triagem in silico
(modelo farmacofdrico), potenciais inibidores de PTR1 que apresentem os requisitos
estruturais minimos para inibir também DHFR de L. major. Os modelos farmacoféricos 10 e
20, baseados em inibidores de PTR1 (2 doadores de lig. H, 4 aceitadores de lig. H e 3 centros
hidrofébicos) e DHFR-TS (2 aceitadores de lig. H e 2 centros hidrofébicos) respectivamente,
mostraram desempenho satisfatério em discriminar inibidores verdadeiros de falsos positivos
(AUCp1,=0,90; AUC;41r.1s=0,86), além de explicarem a relacdo entre a estrutura quimica e a
atividade bioldgica. Esses modelos foram usados sequencialmente para selecionar 10
moléculas que tiveram seu efeito sobre a estabilidade térmica de LmPTR1 investigado por
ThermoFluor®. Nesse ensaio foram identificadas duas moléculas que estabilizaram LmPTR1:
780393 (ATm = 1,02°C) e 233165 (ATm = 0,9°C). Ensaios de deslocamento com biopterina
ou NADPH mostraram que Z80393 compete com o substrato, enquanto Z33165 interage no
sitio do cofator. O efeito de Z80393 sobre a atividade catalitica de LmPTRI1 foi investigado
por fluorimetria, permitindo determinar a poténcia desse inibidor (IC50=32,31 + 1,18 uM).
Por fim, um modelo de intera¢do para esse inibidor foi gerado por acoplamento molecular e a
pose obtida foi analisada através de uma Dinamica Molecular com fase produtiva de 15 ns. Os
resultados obtidos mostram que durante 70% da simula¢do, Z80393 faz liga¢des de H com os
residuos Ser-111 e Arg-17. Portanto, o presente trabalho ndo sé levou a identificacdo de uma
nova classe de inibidores de LmPTRI1, mas também permitiu caracterizar sua poténcia,
modalidade de inibigdo e perfil de interacdo com seu alvo terapéutico.

Palavras-chave: Dinamica Molecular. DHFR-TS. Fluorimetria. Modelos Farmacoforicos.
PTR1. ThermoFluor®.



ABSTRACT

According to WHO, Leishmaniasis is the second most important disease caused by
protozoans. However, the available therapeutic arsenal for its treatment is limited and has low
efficacy and safety profile. Once Leishmania ssp. are pteridine auxotrophs key enzymes of the
folate metabolism have been targeted to circumvent this dilemma. However, Dihydrofolate
Reductase-Thymidylate Synthase (DHFR-TS) inhibitors are ineffective against Leishmania
major due to an alternative folate pathway regulated by Pteridine Reductase 1 (PTR1). Thus,
identifying molecules that act on both enzymes is crucial to develop new leishmanicidal
drugs. For that reason, the main goal of this study is to identify, through in silico approaches,
(pharmacophore models), putative PTR1 inhibitors that also show structural requirements for
L. major DHFR-TS inhibition. The pharmacophore models 10 and 20, PTR1 (2 H-bond
donors, 4 H-bond acceptors and 3 hydrophobic centers) and DHFR-TS inhibitors (2 H-bond
acceptors and 2 hydrophobic centers) respectively, show high performance to differentiate
true-binders from decoys (AUCp,=0.90; AUCpm.1s=0.86) and to explain the structure-
activity relationships for the inhibitors under study. Thus, these models were employed
sequentially to select 10 molecules whose effect over the thermal stability of LmPTR1 was
investigated by ThermoFluor®. According to this assay, two molecules stabilize LmPTR1:
780393 (ATm = 1.02°C) and Z33165 (ATm = 0.9°C). Binding displacement assays with
biopterin or NADPH showed that Z80393 binds within the substrate binding site, whereas
733165 binds in the cofactor binding site. Z80303 effect over the catalytic activity of PTR1
was investigated by fluorimetry. This approach allowed us to determine the inhibitor’s
potency (IC50=32.31 + 1.18 uM). Finally, Z80303 putative binding profile was generated by
molecular docking and analyzed by Molecular Dynamics (productive phase= 15 ns). The
results show that during 70% of the simulation, Z80393 H-bonds to Ser-111 and Arg-17
residues. Therefore, this study not only led to identification of a new class of LmPTR1
inhibitors, but also allowed us to determine its potency, mode of inhibition and binding profile
towards its therapeutic target.

Keywords: Molecular Dynamics. DHFR-TS. Fluorometry. Pharmacophore Models. PTR1.
ThermoFluor®.
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Curvas ROC obtidas para os modelos farmacoforicos gerados a
partir de inibidores de LmPTR1. AUC, éarea sob a curva.

Relagdo entre os valores de poténcia (pKi) e o encaixe de
inibidores  conhecidos (MOL QRY) nos  modelos
farmacoforicos para inibidores de LmPTR1.

Sobreposi¢cdo de um inibidor potente de PTR1 (A, Ki = 27nM)
e um inibidor fraco (B, Ki = 27uM) no modelo 10. As
distancias e raios estdo representadas em angstrons. Azul:
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varia de acordo ao raio de tolerdncia calculado pelo
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Representacdo grafica da distribui¢do de inibidores de DHFR-
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principais (PC), calculadas com auxilio do servidor ChemGPS-
NP Web. Os pontos vermelhos referem-se as moléculas
selecionadas para a gera¢do dos modelos farmacoforicos.

Curvas ROC obtidas para os modelos farmacoforicos gerados a
partir de inibidores de LmDHFR-TS.

Relagdo entre os valores de poténcia (pKi) e o encaixe de
inibidores  conhecidos (MOL QRY) nos  modelos
farmacoforicos para inibidores de LmDHFR-TS.

Sobreposicdo de um inibidor de DHFR-TS potente (A, Ki =
90nM) e um inibidor fraco (B, Ki = 4uM) no modelo 20. O
esquema de cores ¢ idéntico ao apresentado na figura 22.

Distribuicdo das moléculas selecionadas (n=10418) pelos
modelos farmacoféricos 10 e 20 para inibidores de LmPTR1 e
LmDHFR-TS, respectivamente, em relagdo ao valor de QFIT.
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Representagdo grafica do espaco quimico tridimensional com
destaque para as 10 moléculas selecionadas para testes de
atividade in vitro.

Representagdo grafica do espago quimico tridimensional para
as 10 moléculas selecionadas para testes de atividade in vitro e
inibidores conhecidos de L. major PTR1 e DHFR-TS.

Teste de expressdo da proteina LmPTRI utilizando diferentes
concentragdes de IPTG (0,1; 0,5 e ImM) a 18°C e 16 horas de
indugdo. A analise foi realizada em gel SDS-PAGE a 12% .1)
sobrenadante 1,0mM IPTG; 2) precipitado 1,0mM IPTG; 3)
sobrenadante 0,5mM IPTG; 4) precipitado 0,5mM IPTG; 5)
sobrenadante 0,ImM IPTG; 6) precipitado 0,1mM IPTG; 7)
sobrenadante 0,0mM IPTG; 8) precipitado 0,0mM IPTG; 9)
padrdo de peso molecular (LMW-SDS GE®). A seta indica a
regido esperada para a banda de expressdo de PTR1.

Purificagdo da LmPTR1 por cromatografia de afinidade em
coluna de sefarose Ni">-NTA. A anélise foi realizada em gel
SDS-PAGE a 12%. 1) padrdo de peso molecular (LMW-SDS
GE®); 2) precipitado; 3) sobrenadante; 4) efluente; 5-6)
eluatos.com 100mM de imidazol; 7-8) eluatos com 200mM de
imidazol; 9-10) eluatos com 400mM de imidazol. A seta indica
a regido esperada para a PTRI.

Estabilidade térmica de LmPTR1 em diferentes tampdes e pH.
O valor de Tm representa o ponto de inflexdo da curva de
transicdo entre os estados enovelados e desenovelados da
proteina. Os valores estdo expressos em mediana e amplitude
interquartil (AIQ) (N=3). A caixa representa o primeiro quartil
(Q1), mediana e terceiro quartil (Q3), o comprimento da caixa
descreve a AIQ e as linhas em cada extremidade correspondem
aos valores extremos de Tm (Q1-1,5 x AIQ e Q3+ 1,5 x AIQ).

Curva de fluorescéncia versus tempo para diferentes
concentragdes de proteina. Valores representam a mediana e
amplitude interquartil (N=3).

Estabilidade térmica de PTR1 (Tm) frente a diferentes
concentracgoes (5, 10 e 20%; v/v) de DMSO. Os valores estao
expressos em mediana e amplitude interquartil (N=3). A caixa
representa o primeiro quartil (Q1), mediana e terceiro quartil
(Q3), o comprimento da caixa descreve a AIQ e as linhas em
cada extremidade correspondem aos valores extremos de Tm
(Q1-1,5 x AIQ e Q3+ 1,5 x AIQ). * = p < 0,05 (versus
controle). (Teste de Krushal-Wallis seguido de pds-teste de
Dunn).

88

90

91

92

94

96

97



Figura 37 -
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Figura 40 -

Figura 41 -
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Estabilidade térmica de PTR1 na presenca de potenciais
inibidores selecionados na triagem virtual. Valores representam
a mediana e amplitude interquartil da variacdo de Tm (ATm)
quando comparada ao controle (DMSO 5%) (N=3).* = p<0,05
(versus controle). (Teste de Kruskal-Wallis com pos teste de
Dunn).

Estabilidade térmica de PTRI1 frente a trés diferentes
concentragdes de Z80393 e Z33165. Os valores estdo expressos

em mediana e amplitude interquartil da variacdo de Tm (ATm)
(N=3).

Estabilidade térmica de PTRI1 frente ao metotrexato na
presenga de concentracdes quatro vezes superior ao Km do
NADPH ou biopterina (50 pM). Valores representam a
mediana e amplitude interquartil da variacdo de Tm (ATm)
quando comparada ao controle (DMSO 5%). * = p<0,05
(versus controle). (Teste de Mann-Whitney).

Estabilidade térmica de PTR1 frente a Z80393 na presenca de
trés diferentes concentracdes de Biopterina (A) ou NADPH
(B). Valores representam mediana e amplitude interquartil da
variagdo de Tm (ATm) quando comparada ao controle (DMSO
5%) (N=3). ** = p<0,01 (versus controle). (Teste de Kruskal-
Wallis com pds teste de Dunn).

Estabilidade térmica de PTR1 frente a Z33165 na presenca de
trés diferentes concentracdes de Biopterina (A) ou NADPH
(B). Valores representam mediana e amplitude interquartil da
variagdo de Tm (ATm) quando comparada ao controle (DMSO
5%) (N=3). *** = p<0,001 (versus controle). (Teste de
Kruskal-Wallis com pds teste de Dunn).

Espectro de emissdo para NADPH (100uM) e seu controle
(NaOH 0,02M) (A) e 280393 (100uM) juntamente com o seu
controle (DMSO 5%), utilizando o comprimento de onda de
excitagdo de 340nm (B). A analise foi realizada em triplicata a
30°C.

Curva de fluorescéncia versus tempo para PTR1 na presenca de
NADPH (20uM), Biopterina (20uM) e Z80393 (50uM).
Valores representam mediana e amplitude interquartil da
fluorescéncia quando comparada ao controle (DMSO 5%)
(N=3). (Teste de Mann-Whitney).
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Porcentagem de inibicdo em funcdo do logaritmo da
concentragdo de Z80393 Valores representam mediana e
amplitude interquartil da fluorescéncia quando comparada ao
controle (DMSO 5%) (N=3). *** = p<0,001; ** = p<0,01; *=p
< 0,05 (versus controle) (Teste de Kruskal-Wallis com pds
teste de Dunn).

A representacdo do protomol (surface) utilizado para definicao
do espaco de busca. A estrutura 3D da PTR1 (PDB: 1E92) esta
representada em cartoon.

Sobreposicdo do ligante cristalografico (vermelho) em relagdo
a pose melhor pontuada obtida pelo acoplamento molecular
(azul). A representagdo da estrutura de PTR1 (PDB: 1E92) foi
omitida para facilitar a visualizagao.

A melhor pose da molécula Z80393 no sitio de ligagdo do
substrato na PTR1 (PDB: 1E92). As linhas tracejadas em
vermelho representam as ligagdes de H. Os aminodcidos
importantes para a catélise estdo representados em bastdes com
os carbonos em amarelo, nitrogénios em azul, oxigénio em
vermelho e hidrogénios em cinza. A molécula estd
representada em bastdes com os carbonos em cinza,
nitrogénios em azul e enxofre na cor laranja. As esferas verdes
representam os centroides dos anéis aromaticos envolvidos na
interacdo de empilhamento pi. As distncias estdo expressas
em angstrons.

Valores de RMSD (nm) para a cadeia principal (backbone) na
forma APO da PTRI1 e complexo PTR1-Z80393 durante toda a
trajetoria de DM. A média + desvio padrdo dos sistemas esta
mostrada no grafico.

Flutuagao (RMSF) calculada para cada residuo (backbone) da
proteina durante a fase produtiva da DM. As regides
pontilhadas descrevem éareas com maiores flutuagdes atomicas
entre os sistemas, enquanto que a area em destaque refere-se a
residuos que compdem o sitio de ligagdo do substrato (A e D).

Representacdo 3D da flutuagdo de RMS para a cadeia principal
da estrutura média do complexo PTR1-Z80393 (A) e forma
APO (B) durante a fase produtiva. A proteina esta representada
em cartoon com coloracdo de acordo com os valores de
flutuacdo. As flutuacdes estdo representadas por uma escala de
cores, em que as regides coloridas de azul a verde variam entre
0 e 0,5 nm e as regides coloridas de amarelo a vermelho, 0,5 a
1,0 nm.
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Figura 51 -

Figura 52 -

Figura 53 -

Figura 54 -

Representagdo 3D da flutuacdo de RMS para Z80393 durante a
fase produtiva. A representacdo da estrutura de PTR1 foi
omitida para facilitar a visualizagao.

Matrizes de RMSD do complexo (backbone) durante a fase
produtiva da DM. A metade superior esquerda representa os
valores de RMSD durante a trajetdria, enquanto a outra metade
representa os agrupamentos com base no raio de corte de 0,10
(A); 0,15 (B); 0,20 (C); 0,25 (D); 0,30 (E) e 0,35 (F). O
esquema de cores reflete o0 RMSD médio das estruturas em
cada agrupamento. A escala embaixo das matrizes representa a
variagdo de RMSD durante a fase produtiva.

Agrupamentos das estruturas do complexo PTR1-Z80393
obtidos a partir da trajetoria da fase produtiva, revelando trés
agrupamentos principais. A estrutura média do primeiro
agrupamento estd representada na figura em cartoon. O
namero de estruturas e o RMSD médio de cada agrupamento
estdo descritos na figura.

Interagdes de Z80393 no sitio de ligacdo da diidrobiopterina
em PTRI obtidas a partir da estrutura média durante a fase
produtiva. O esquema de cores ¢ idéntico ao descrito na figura
47. A figura foi rotacionada em 180° em relagdo a figura 47
para facilitar a visualizacdo.
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1 INTRODUCAO

A leishmaniose, causada por protozoarios do género Leishmania, ¢ uma doenca
endémica em mais de 98 pafses, distribuidos pela Africa, Asia e América Latina. Esta
doencga apresenta prevaléncia estimada de 12 milhdes de casos, incidéncia anual de 2 a 2,5
milhdes de casos e causa aproximadamente 50 mil mortes por ano. Além disso, estima-se
que 350 milhdes de pessoas estdo em risco de contrair leishmaniose (EJOV; DAGNE,

2014).

A depender da espécie envolvida e do estado imune do hospedeiro, a doenga pode se
manifestar de quatro formas clinicas: Leishmaniose cutanea (LC), Leishmaniose
mucocutanea (LMC), Leishmaniose cutinea difusa (LCD) e Leishmaniose visceral (LV). A
LV, também conhecida como calazar, é a forma mais severa da doenca, podendo ser fatal
em 85-90% dos pacientes ndo tratados. As demais manifestagdes, embora nao sejam letais,
frequentemente causam desfiguracOes e estigmatizacdo social (VAN DER AUWERA;
DUJARDIN, 2015). Dentre elas, LC, causada por L. major merece destaque por atingir mais
de 1 milhdo de pessoas por ano (BENNIS et al., 2015).

Embora sejam observadas diferencas de suscetibilidade entre as espécies de
Leishmania, os mesmos medicamentos sdo usados para o tratamento de todas as formas
clinicas da doenca (LEPROHON et al., 2015). Outro ponto negativo € que esses
medicamentos apresentam eficdcia reduzida contra cepas endémicas no Nepal, Brasil, India
e Africa (SUNDAR; CHAKRAVARTY, 2010), causam nefrotoxicidade, cardiotoxicidade,
hepatotoxicidade e tem indice terapéutico reduzido. Outros fatores complicadores para o
progndstico sdo o longo periodo de tratamento e a baixa adesdo terapéutica, pois a maioria
dos farmacos € administrada por via parenteral (ex.. antimoniato de meglumina,
pentamidina). Esses fatores tornam clara a necessidade de se buscar novas alternativas

terapéuticas para o tratamento da leishmaniose (TIUMAN et al., 2011).

Uma maneira de alcancar tal objetivo é explorar alvos terapéuticos essenciais e/ou
exclusivos do parasito, ou que pelo menos sejam suficientemente diferentes para garantir a
inibicdo seletiva (AZEVEDO; SOARES, 2009). Uma vez que o género Leishmania é
auxotréfico para pteridinas, livres ou conjugadas, esses parasitos possuem uma via
bioquimica que lhes permite utilizar pteridinas presentes no organismo do hospedeiro
(KUMAR et al., 2008). Portanto, enzimas que participam dessa via bioquimica de

recuperacdo de folatos sdo alvos promissores para o desenvolvimento de leishmanicidas.
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Nesse sentido, a enzima Diidrofolato Redutase (DHFR) (E.C 1.5.1.3), responsavel pela
conversao sequencial de dcido félico em diidrofolato e, posteriormente, em tetrahidrofolato
€ um alvo validado para o desenvolvimento de antitumorais, antiprotozodarios € antibidticos
(CUNNINGHAM; BEVERLEY, 2001; ONG et al., 2011). Em Leishmania e outros
protozoarios, DHFR estd fusionada com a Timidilato Sintase (TS) (E.C 2.1.1.45) formando
uma proteina bifuncional (DHFR-TS) (SIENKIEWICZ et al., 2008) (Figura 1).

Figura 1 - Modelo tridimensional da DHFR-TS de Leishmania major. A estrutura
esta representada em cartoon. Os dominios DHFR e TS estdo representados em rosa e verde,
respectivamente.

Fonte: O préprio autor

z

De fato, a delecdo do gene que codifica DHFR-TS € letal para Leishmania,
(CUNNINGHAM; BEVERLEY, 2001). Apesar disso, inibidores dessa enzima ndo sao
eficazes no tratamento da leishmaniose (NARE et al., 1997). A explicacdo para a baixa
eficiéncia de inibidores de DHFR-TS estd associada a presenca de uma desidrogenase de
cadeia curta, expressa em todas as fases do ciclo de vida de Leishmania ssp (HARDY et al.,
1997), denominada Pteridina Redutase 1 (PTR1) (E.C 1.5.1.33) que catalisa a reducdo de
biopterina para 7,8-dihidrobiopterina e, a seguir, para 5,6,7,8-tetrahidrobiopterina. Além
disso, esta enzima pode catalisar a reducio de folato para tetrahidrofolato (NARE; HARDY;
BEVERLEY, 1997). Paralelamente, PTR1 tem um papel importante na metaciclogénese do
parasito (CUNNINGHAM; BEVERLEY, 2001) e nos mecanismos de resisténcia a espécies

reativas de oxigénio e nitrogénio em Leishmania (MOREIRA et al., 2014).

Diante do exposto, pode-se inferir que a PTR1 é um alvo promissor para o

desenvolvimento de farmacos contra leishmaniose.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Identificar inibidores da enzima PTRI1 de Leishmania major e propor modelos de

interagdo que auxiliem no planejamento de moléculas mais potentes.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Desenvolver um modelo farmacoférico que permita identificar inibidores de PTR1

com 0s requisitos estruturais minimos para inibir também DHFR de L. major;

= Avaliar a atividade bioldgica de pelo menos 10 potenciais inibidores, selecionados por

triagem virtual, frente a enzima PTR1 de L. major;

= Determinar a modalidade de inibi¢do das moléculas bioativas;

= Desenvolver modelos de interacdo ligante-macromolécula, que considerem a

flexibilidade conformacional do ligante e da proteina.
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3 REFERENCIAL TEORICO
3.1 DOENCAS NEGLIGENCIADAS TROPICAIS

Doengas negligenciadas tropicais (DNT) afetam principalmente as regides mais pobres
do mundo (MARTIN-PLAZA; CHATELAIN, 2014; CHATELAIN; IOSET, 2011). Por
exemplo, estima-se que 17% de todas as mortes notificadas em paises subdesenvolvidos ou
em desenvolvimento sejam decorrentes de DNT, enquanto essa taxa é de 5,5% em paises
desenvolvidos (RAMAMOORTHI et al., 2014). Apesar do seu impacto para saiude, nenhuma
das 336 novas entidades quimicas (NCE, do inglés New Chemical Entity) aprovadas para o
tratamento de pacientes com diversas patologias entre 2000 a 2011 foram destinadas as DNT

(Figura 2) (PEDRIQUE et al., 2013).

Figura 2 - Distribui¢dao das NCE por doeng¢a no ano de 2000 a 2011. DNT, doengas
negligenciadas tropicas.
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Fonte: Adaptado de PEDRIQUE et al., 2013.

Esses nimeros corroboram estudos do Fundo Global de Inovagdo para Doencas
Negligenciadas segundo os quais menos de 5% da verba de P&D da industria farmacéutica
foram direcionadas as DNT no ano de 2007 (MORAN et al., 2009). Apesar disso, parcerias
publico-privadas t€m desempenhado papel crucial no desenvolvimento de novas formulagdes,
por exemplo: artesunato/amodiaquina; artesunato/mefloquina; nifurtimox/eflornitina;
benzonidazol pediatrico; estilbogluconato de sddio/paramomicina e anfotericina
B/milefosina/paromomicina, que estdo em fase pré-clinica ou clinica de estudo (IOSET;

CHANG, 2011).
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3.2 LEISHMANIOSE CUTANEA

Dentre as DNT causadas por protozoarios, a Leishmaniose merece destaque em funcao
da sua distribuicdo mundial, por estar entre as seis infec¢des parasitdrias mais frequentes e por

ser considerada como doenca emergente e sem controle efetivo (JAIN; JAIN, 2015).

A Leishmaniose cutanea (LC) € a forma clinica de maior importincia epidemioldgica
no mundo (VAN DER AUWERA; DUJARDIN, 2015; BENNIS et al., 2015). Entretanto,
cerca de 90% de todos os casos estdo concentrados em apenas 10 paises (Afeganistdo,
Argélia, Brasil, Ira, Iraque, Etiopia, Suddo, Peru, Ardbia Saudita e Siria) (Figura 3) (DE
VRIES; REEDIJK; SCHALLIG, 2015).

Figura 3 - Distribui¢ao da Leishmaniose cutanea no mundo no ano de 2012.
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Fonte: Adapatado de WHO, 2013.
Nas Américas, aproximadamente 57 mil casos clinicos de LC foram reportados no ano

de 2011 e mais de 40 milhdes de pessoas estdo sob risco de contrair a doenga (ALVAR et al.,

2012). Nesse continente, o Brasil € o pais mais afetado por essa doenga (Figura 4).
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Figura 4 - Ndmero de casos de Leishmaniose Cutinea nos paises da América do Sul no ano
de 2011.
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Fonte: Adaptado de ALVAR et al., 2012.

Dentre os Estados Brasileiros, a Bahia foi o que mais registrou casos da doenca em
2012: 4.249, o que representa quase 20% de todos os casos registrados no pais nesse mesmo
periodo (DATASUS, 2012).

Apesar de L. major ndo ser endémica nas Américas, a PTR1 de espécies autéctones (L.
braziliensis e L. amazonensis) tem elevada identidade sequencial (Figura 5), sugerindo que

moléculas ativas contra a enzima de uma espécie, também podem inibir a PTR1 das outras

espécies.
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Figura 5 - Alinhamento sequencial miltiplo da PTR1 de L. major (LmPTR1), L. amanozensis
(LaPTR1) e L. braziliensis (LbPTR1). O alinhamento multiplo foi gerado no servidor on-line
Clustal Omega (SIEVERS et al., 2011). Os retangulos delimitam os residuos presentes no
sitio ativo. (Identidade sequencial global: LmPTR1 vs LaPTR1 = 92%, LmPTR1 vs LbPTR1
=73%,LbPTRI1 vs LaPTR1 = 74%; Identidade sequencial local (sitio ativo): LmPTR1 vs

LaPTR1 = 100%, LmPTR1 vs LbPTR1 = 100%, LbPTR1 vs LaPTR1 = 100%). (“*” =
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3.3 TRATAMENTO FARMACOLOGICO
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Apesar da sua importancia para a saude publica, ndo existem vacinas para o combate

da Leishmaniose, razdo pela qual quimioterdpicos sdo a unica estratégia terapéutica

disponivel para o tratamento de pacientes com leishmaniose (Tabela 1) (HODIAMONT et al.,
2014; NAGLE et al., 2014; GOTO; LINDOSO, 2010).



Tabela 1 - Terapia atual e custos para o tratamento das Leishmanioses. (continua)

FARMAC?{ DOSAGEM VIA DE = Custo (US$) ESTRUTURA
FORMULACAO ADMINISTRACAO
Estibogluconato de
sédio
20mg/Kg/dia por Intravenoso/ .
30 dias Intramuscular 70 -100 (ampola 100mL)
Antimoniato de N-
metil glucamina
Anfotericina B 75 (fras<.:0 com S0mg = pG
liofilizado)
lmg/Kg/fha por Intravenoso
15 dias

Anfotericina B
(lipossomal)

18 (frasco com 50mg — p6
liofilizado)

Fonte: Adaptado de WHO, 2013.
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Tabela 1 - Terapia atual e custos para o tratamento das Leishmanioses. (conclusao)
F:ﬁ;ﬂfﬁ&() DOSAGEM ADMl\llvllle)lf;s(;A() Custo (US$) ESTRUTURA
o e
Miltefosina 2’5mg/ddifsp°r 28 Oral 70 (56 cépsulas) 07 N NN

Paromomicina 15mg/Kg/dia por

21 dias Intramuscular

Pentamidina 2-4mg/Rg/dia

por 15 dias Intramuscular
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Os antimoniais, estibogluconato de sédio (Pentosan®) e antimoniato de N-metil
glucamina (Glucantime®), introduzidos em 1945, ainda sdo considerados como tratamento
padrdo para pacientes com diferentes manifestacdes clinicas de Leishmaniose (AMEEN,
2010; FREZARD; DEMICHELI; RIBEIRO, 2009). Esses farmacos possuem taxa de cura
parasitoldgica superior a 90% frente a LV e LC (HALDAR; SEN; ROY, 2011) e sao
recomendados como tratamento de primeira linha (REITHINGER et al.,, 2007;
SANGSHETTI et al., 2015). Contudo, o uso de antimoniais para o tratamento das
leishmanioses € considerado insatisfatério em decorréncia de fatores como o longo tempo de
tratamento e incidéncia de efeitos adversos graves (ex. pancreatite, pancitopenia, neuropatias,
elevacdo de aminotransferases séricas, insuficiéncia renal, hepatica e cardiotoxicidade,
inclusive com relatos de morte sibita) (SUNDAR; CHAKRAVARTY, 2010). Aliado a isso,
erros de dosagem, frequéncia, intervalo entre doses, além do descontinuamento da terapia t€ém
contribuido para o desenvolvimento de resisténcia em regides endémicas, como a India e

Africa (HALDAR; SEN; ROY, 2011).

Pacientes que ndo respondem aos farmacos de primeira linha, podem ser tratados com
anfotericina B (Fungisone®), um antifungico poli€nico macrociclico (SOARES-BEZERRA;
LEON; GENESTRA, 2004). Apesar da eficacia clinica comprovada, esse farmaco causa
nefrotoxicidade, anorexia, dispneia, entre outros efeitos colaterais. Além disso, sua utilizacao
requer um tempo de hospitalizacdo prolongado para contornar problemas de resisténcia

(ROJAS DE ARIAS et al., 2013).

A paromomicina (Humatin®), por sua vez, ¢ um antibidtico aminoglicosideo, isolado
de Streptomyces rimosus na década de 50, utilizado somente no tratamento de LV e LC. Da
mesma forma que outros aminoglicosideos, esse farmaco pode causar nefro e ototoxicidade

(SUNDAR; SINGH; SINGH, 2014).

A miltefosina (Impavido®), originalmente desenvolvida como um agente
antineoplasico, passou a ser empregada contra leishmaniose em 1990, quando se tornou o
primeiro farmaco disponivel por via oral (ANDRADE et al., 2011). Além de apresentar
eficicia varidvel (taxa de cura de 91% frente a L. panamensis (CROFT; SEIFERT,
DUCHENE, 2003) e de 53% para L. braziliensis MACHADO et al., 2010)), esse farmaco
apresenta efeitos adversos graves como hepatoxicidade, nefrotoxicidade, distirbios

gastrointestinais e teratogenicidade (SANGSHETTI et al., 2015).
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A pentamidina (Pentacarinat®) € uma diamidina aromadtica que inibe enzimas como a
Ornitina Descarboxilase (E.C 4.1.1.17) e a Espermidina Sintetase (E.C 2.5.1.16). Além disso,
esse farmaco se liga a regides ricas em A-T na fita de DNA, interferindo no processo de
duplicagdo celular. Desde a década de 50, a pentamidina tem sido utilizada como tratamento
de segunda escolha devido ao longo periodo de tratamento e aos seus efeitos colaterais

(hipoglicemia, diabetes, taquicardia, etc.) (CARRANZA-RODRIGUEZ et al., 2010).

34 ALVOS TERAPEUTICOS PARA A LEISHMANIOSE — VIA METABOLICA DE
FOLATOS

As caracteristicas descritas anteriormente indicam que os farmacos disponiveis para o
tratamento de pacientes com leishmaniose apresentam muitos efeitos adversos, eficacia
espécie-dependente e relatos de resisténcia, o que torna emergencial a busca de novas

alternativas terapéuticas para o combate dessa doenca.

O primeiro passo para alcancar esse objetivo € selecionar um alvo terapéutico
essencial para o parasito e que possa ser modulado de forma seletiva. Todavia, essa tarefa é
dificultada pela biologia complexa dos parasitos e a escassez de alvos validados (WYATT et
al.,2011). A validacao do alvo molecular é fundamental, por estabelecer sua relevancia para o
processo fisiopatoldgico, ou seja, qual sera a resposta farmacoldgica esperada quando o alvo é

bloqueado/inibido.

A validacdo de alvos € realizada através de estratégias genéticas e/ou quimicas. No
primeiro caso, ocorre a inativacdo do gene que codifica uma determinada proteina ou se faz a
delecdo desse gene, enquanto que na segunda, moléculas bioativas sdo utilizadas para

inibir/modular o alvo terap€utico e assim avaliar o efeito no parasito (HUGHES et al., 2011).

Devido a natureza auxotrofica desses parasitos para pteridinas, essas moléculas sdo
acumuladas através de transportadores presentes na membrana plasmatica (BT1 e FT1), os
quais sdo responsaveis por capta-las do hospedeiro (JAIN et al., 2007; RICHARD et al.,
2004). A abundancia das pteridinas nos mamiferos por exemplo é explicada pela sua
importancia bioquimica. A fun¢do mais conhecida da tetraidrobiopterina no ser humano € de
cofator para a tirosina-3-hidroxilase (E.C 1.14.16.2) e triptofano-5-hidroxilase (E.C
1.14.16.4), as quais sdo essenciais na biossintese de aminas biogé€nicas (SCRIVER et al.,

1994).
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ApOs a captagdo, essas moléculas sdo reduzidas (DHFR-TS/PTRI1) e utilizadas no
metabolismo parasitario, servindo para uma série de funcdes bioldgicas, como sintese de
DNA e metaciclogénese. Diante do exposto, as enzimas dessa via metabdlica sdo alvos

potenciais para o desenvolvimento de novos farmacos contra leishmaniose (Figura 6).

Figura 6 - Representacdo esquemdtica do metabolismo das pteridinas livres (Biopterina) e
conjugadas (Folato) em Leishmania sp. Abreviaturas: PTR1, Pteridina Redutase (E.C
1.5.1.33) ; DHPR, Diidropteridina Redutase (E.C 1.5.1.34); DHFR, Diidrofolato Redutase
(E.C 1.5.1.3); SHMT, Serina Hidroximetil transferase (EC 2.1.2.1); TS, Timidilato Sintase
(E.C 2.1.1.45); dUMP, deoxi Uridina monofosfato; dTMP, deoxi Timidina monofosfato. A
largura das setas indica a contribuicdo relativa de cada enzima nos passos em que mais de
uma enzima estd envolvida. O ponto de interrogacdo representa a enzima desconhecida que
utiliza tetraidrobiopterina, levando-a diidrobiopterina quinondide.
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Fonte: CARVALHO, 2001.

De fato, a delecdo do gene que codifica DHFR-TS € letal para o parasito a ndo ser que
o meio de cultura seja suplementado com deoxi Timidina monofosfato (CUNNINGHAM;
BEVERLEY, 2001; HARDY et al., 1997). A natureza bifuncional da DHFR-TS em
Leishmania, juntamente com os estudos de validagdo genética apontam esta enzima como um
alvo promissor para o desenvolvimento de agentes antiparasitirios. Porém, estudos
bioquimicos com antifolatos classicos (ex.: dapsona, trimetopima e metotrexato) contradizem

esse achado (IVANETICH; SANTI, 1990). Esse aparente paradoxo, decorre da acdo de uma
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redutase de cadeia curta, chamada Pteridina Redutase 1 (PTR1) que age como um desvio
metabdlico quando a DHFR-TS € inibida.

A delecao do gene que codifica PTR1 também € letal para o parasito, exceto quando o
meio € suplementado por tetrahidrobiopterina. A auséncia de PTR1 acarreta em modificacoes
morfoldgicas drasticas, resultando em células com muiltiplos nucleos, cinetoplastos e flagelos.
Apesar da identificacdo de inibidores com afinidade frente a PTR1 (CAVAZZUTI et al.,
2008), estudos de validacdo quimica ainda ndo foram relatados na literatura.

Esses fatores apontam a PTR1 como um alvo promissor para o desenvolvimento de
novos farmacos contra leishmaniose (KUMAR; SUNDAR; SINGH, 2007). Adicionalmente,
essa enzima apresenta a vantagem adicional de ser exclusiva de tripanossomatideos,
favorecendo assim o desenvolvimento de inibidores seletivos (SIENKIEWICZ; ONG;
FAIRLAMB, 2010). Apesar da essencialidade da PTR1 para o parasito, estudos tém
demonstrado que a inibicdo da DHFR-TS e PTRI1 deve ser mais efetiva (VICKERS;
BEVERLEY, 2011).

3.4.1 Pteridina Redutase 1 (PTR1)

PTR1 € uma enzima tetramérica com massa molecular de 120kDa (GOURLEY et al.,
1999). A anilise do complexo cristalografico de PTR1 (PDB:1E92) com diidrobiopterina
(H2B) e NADP+ (Figura 7) indica que o anel 2 4-diaminopteridina da H2B estd envolvido em
interagdes dipolo-dipolo com o anel da Phe-113 e ligagdes de hidrogénio com os residuos
Ser-111 e Tyr-194 (Figura 7-B). A conformacao estendida do NADPH/NADP+, por sua vez,
€ estabilizada por uma série de ligacdes de hidrogénio com os residuos Ser-227, Asp-142 e

Leu-66 (GOURLEY et al., 2001) (Figura 7-C).
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Figura 7 - Representacdo da estrutura tetramérica de PTR1 de L. major (PDB: 1E92) (A) com
destaque para as interacdes do substrato (diidrobiopterina) (B) e cofator (NADP+) (C) no sitio
ativo. As linhas tracejadas em vermelho representam as ligagdes de hidrogénio. Os atomos de
oxigénio e nitrogénio estdo indicados em vermelho e azul, respectivamente, e os carbonos
estdo em cinza (diidrobiopterina) ou verde (NADP+). Os aminoécidos estdo representados em
bastdes com os carbonos em amarelo.

SER-227

.................................................................................

Fonte: O préprio autor.

O mecanismo catalitico da PTR1 se processa em duas etapas: Inicialmente, o hidreto
(H) do NADPH ¢ transferido para o carbono eletrofilico (C7) presente no anel pteridina. A
seguir, o residuo Asp-181 interage com a Tyr-194 promovendo a doacdo de um préton ao
atomo N8 ligado ao C7 e a formacdo da dihidrobiopterina (H2B) (Figura 8-A). A Lys-198
participa da reacdo, estabilizando a espécie intermedidria, “tirosinato”, através de uma
interacdo eletrostdtica. Na segunda etapa, de forma semelhante, ocorre a transferéncia de um
hidreto (H) do NADPH ao carbono eletrofilico C6, porém ao invés do residuo Tyr-194, uma
molécula de 4gua atua como doador de préton ao atomo NS5, resultando na formacdo de

tetrahidrobiopterina (H4B) (Figura 8-B).
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Figura 8 - Mecanismo catalitico proposto para PTR1 de L. major. Residuos que participam
da reducdo da biopterina para diidrobiopterina (A) e, posteriormente, para tetraidrobiopterina
(B) estdo destacados.
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Fonte: Adaptado de Gourley et al., 2001.

A compreensdo do mecanismo catalitico foi essencial para guiar o planejamento de
inibidores capazes de mimetizar as interacGes do substrato e/ou cofator com PTRI1. Por
exemplo, estudos anteriores sugerem que o nucleo 2,4 diaminopteridina é essencial para a
inibicdo de PTRI1, pois ele é
(CORONA et al., 2012; FERRARI et al., 2011; HARDY et al., 1997, CAVAZZUTI et al.,

2008; SCHUTTELKOPF et al., 2005). Entretanto, andlogos do substrato/produto t€m

capaz de realizar as mesmas interacOes que o substrato

apresentado toxicidade em linhagens de células humanas (CORONA et al., 2012). Para
contornar esse problema, estratégias quimico-medicinais modernas podem ser utilizadas para

identificar e/ou planejar novas classes de inibidores de PTR1 de L. major.

3.5 QUIMICA MEDICINAL E A DESCOBERTA DE FARMACOS

O processo de desenvolvimento de novos farmacos € dividido em duas grandes fases
(Figura 9): Nos estdgios iniciais, as pesquisas se concentram na identificagao e otimizagao de
moléculas capazes de modular a atividade do alvo macromolecular (DAHLIN; INGLESE;
WALTERS, 2015). Dessa forma, o desenvolvimento de firmacos se inicia com a descoberta

de uma molécula que apresente atividade bioldgica in vitro (JORGENSEN, 2012). Na
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indastria farmacéutica, geralmente, os testes iniciais s@o realizados com proteinas
recombinantes, com o intuito de avaliar a atividade bioldgica de cada molécula frente ao alvo
isolado. A selecdo e padronizacdo dos testes levam em consideracdo, ndo sé sua relevancia
farmacoldgica, mas também a reprodutibilidade, custo e sensibilidade do método (HUGHES

etal.,2011).

Figura 9 - Estdgios envolvidos no processo de descoberta e desenvolvimento de novos
farmacos (ADME = Absor¢ao, Distribui¢do, Metabolismo e Excrecdo; NCE = nova entidade
quimica).

Moléculas bioativas: NCE: poténcia, seletividade
Modulacao do alvo ¢ ADME
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Poténcia e sclctividade
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Fonte: O préprio autor.

Nessa etapa, geralmente, sdo identificadas moléculas com baixa poténcia, que
necessitam ser otimizadas em relacdo a uma série de propriedades (poténcia, afinidade,
seletividade, biodisponibilidade, etc.) antes de serem testadas em modelos animais
(WALTERS; NAMCHUK, 2003). Os resultados obtidos durante a otimiza¢do permitem o
estabelecimento e analise das relagGes entre a estrutura quimica e a atividade bioldgica (REA)

das moléculas testadas.

Estudos de REA auxiliam no planejamento de novas moléculas com propriedades
otimizadas, minimizando o universo de compostos a serem considerados nos programas de
triagem bioldgica. Idealmente, propriedades farmacodinamicas como poténcia, afinidade e
seletividade, além de propriedades farmacocinéticas de Absor¢do, Distribuicao, Metabolismo
e Excrecdo (ADME) devem ser consideradas conjuntamente, facilitando a eliminacdo de

candidatos com propriedades inadequadas (LOMBARDINO; LOWE, 2004).
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As moléculas candidatas a NCE s@o avaliadas quanto a sua toxicidade em modelo
animal e, posteriormente, se aprovadas em todos os testes, sdo direcionadas para transposi¢ao
de escala para viabilizar os estudos de fase clinica, que se dividem em 4 estdgios. Na fase
clinica I sdo realizados testes de dosagem dos principios ativos em um grupo de voluntarios
saudaveis (20-100 individuos) para avaliacdo da toxidez. Na fase clinica II iniciam os testes
em pacientes que apresentam a doenga (100-500 individuos) para a avaliacdo da dosagem,
eficacia e segurancga. Na fase clinica III sdo realizados testes farmacolégicos em um nimero
maior de pacientes (1.000-5.000 individuos) distribuidos em regides geogréficas
representativas, para uma melhor avaliacdo das propriedades farmacocinéticas, além de
eficacia e seguranca. Ao término da fase III, todos os dados clinicos obtidos sdo organizados e
submetidos as agéncias regulatdrias para solicitacdo da aprovagdo. No ultimo estagio (Fase
IV) € realizado o monitoramento poés-comercializacdo a longo prazo do novo farmaco

(MCGEE, 2006).

Como consequéncia de todas as etapas e exigéncias discutidas acima, o planejamento
de um novo farmaco € um processo longo, complexo e de custo elevado (DICKSON;
GAGNON, 2004). Estima-se que sdo necessarios em média 15 anos para que uma nova

entidade quimica chegue ao mercado, ao custo de até 2,6 bilhdes de ddlares (MULLIN, 2014).

3.5.1 Estratégias para a identificacao de moléculas bioativas

Uma das dificuldades encontradas para a identificagdo de um composto bioativo é que
0 espaco quimico disponivel para moléculas com até 500 Da (10*°) (PETIT-ZEMAN, 2004) ¢
muito maior que aquele presente nos bancos de moléculas comerciais (aproximadamente 107),
ou seja, existe a possibilidade real de que o espaco das moléculas com atividade bioldgica
para um determinado alvo terapéutico, seja distinto daquele disponivel atualmente. Em
virtude disso, um dos maiores desafios da quimica medicinal é encontrar maneiras racionais
de maximizar a sobreposicdo do espaco quimico com os espacos de moléculas

biologicamente ativas e terapeuticamente uteis (Figura 10) (LIPINSKI; HOPKINS, 2004).
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Figura 10 - Representacdo do espaco quimico de todas as moléculas possiveis (cubo) com a
area de moléculas bioativas (circulo roxo) e aquelas com propriedades fisico quimicas para
uso terapéutico (circulo verde).

MOLECULAS BIOATIVAS

MOLECULAS TERAPEUTICAMENTE UTEIS
Fonte: Adaptado de LIPINSKI; HOPKINS, 2004.

Uma das formas para priorizar o estudo do espaco quimico de moléculas bioativas € a
compreensdo do mecanismo fisiopatologico. Essa abordagem parte do principio que uma
doenca pode ser resultado de uma alteracdo em uma via bioquimica relacionada a um
determinado alvo ou gene, que resultard no aparecimento de uma determinada manifestagao
clinica (SAMS-DODD, 2006). Nesse processo, a descoberta de farmacos pode ser conduzida
baseada no aspecto fisiologico ou através do conhecimento do mecanismo de acdo e/ou

estrutura tridimensional (3D) do alvo.

A abordagem fisioldgica busca alcancar um efeito terapéutico através da reducdo de
um determinado sintoma ou condi¢@o clinica. O primeiro passo para a triagem de moléculas
nessa abordagem € desenvolver um modelo da doenga, que mimetiza determinados sinais
clinicos, que pode ser utilizado para descrever o potencial bioldgico das moléculas teste. Uma
das limitacdes dessa técnica é o numero reduzido de moléculas que sdo avaliadas devido a

necessidade de um modelo de doenga apropriado (SAMS-DODD, 2005).

A abordagem baseada no mecanismo de acdo fundamenta-se no conhecimento prévio
do processo fisiopatologico envolvido e na escolha do alvo terapéutico (BARREIRO, 2002).
A seguir, a informacdo da estrutura 3D do alvo bioldgico € utilizada na identificacdo das
principais caracteristicas estéreo-eletronicas responsaveis pelo reconhecimento do ligante
frente ao alvo. Estudos tem mostrado que os métodos baseados no alvo sdo superiores a
abordagem fisioldgica quando se t€ém informagdes sobre a essencialidade do receptor em um

determinado processo bioquimico (SAMS-DODD, 2006).
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Na auséncia da informacdo 3D do alvo molecular, estratégias baseadas no
conhecimento da estrutura de moléculas ativas, que possuem 0 mesmo mecanismo de agao,

podem auxiliar no reconhecimento de requisitos estruturas essenciais para a atividade

biologica (KELLICI et al., 2015).

3.5.1.1 Triagem Virtual

Métodos computacionais tém exercido um importante papel nas etapas de
identificacdo de moléculas ativas (SLIWOSKI et al., 2014). Dentre esses métodos destaca-se
a Triagem Virtual (TV) que tem como objetivo identificar moléculas promissoras em uma
biblioteca de compostos que apresentam complementariedade com o sitio ativo/alostérico do
alvo ou caracteristicas fisico-quimicas presentes em ligantes conhecidos. Essa estratégia
possibilita priorizar moléculas com elevado potencial de interagir com a proteina alvo, para
posterior avaliacdo bioquimica. A TV surgiu como uma alternativa para a descoberta de novas
moléculas com potencial terapéutico, haja vista que a identificagdo por técnicas tradicionais
como HTS, possuem elevado custo, tempo e na grande maioria das vezes com baixa taxa de
sucesso (identificacdo de inibidores verdadeiros) (FERREIRA; OLIVA; ANDRICOPULO,
2011).

A TV pode ser realizada com base em informagdes do ligante (LBVS, do inglés
Ligand based Virtual Screening) ou da estrutura 3D do alvo (SBVS, do inglés Structure based
Virtual Screening) (RIPPHAUSEN et al., 2010). Os métodos LBVS utilizam moléculas com
atividade bioldgica conhecida e que dividem o mesmo mecanismo de agdo, as quais servem
como moldes para a busca de novas moléculas com padrdo similar. Esses métodos podem ser
classificados em trés categorias: (i) Similaridade quimica, que utilizam padrées moleculares
para identificar e classificar moléculas como similares ou diferentes de um ligante (ii)
Relacgao estrutura atividade quantitativa, que busca identificar e quantificar as relacOes entre a
estrutura quimica e atividade bioldgica e (iii) Farmaco6foro, que tem como objetivo identificar
caracteristicas estéreo-eletrOonicas presentes em moléculas ativas que sdo essenciais para a
atividade bioldgica e que portanto podem ser empregadas para a identificacdo de novas

moléculas bioativas (SUN, 2008; RELLA et al., 2006).

O SBVS ¢ uma abordagem baseada no conhecimento do arranjo topoldgico de alvos
moleculares, ou seja, depende da disponibilidade da estrutura 3D da macromolécula. Nessa

abordagem, o objetivo € explorar o reconhecimento molecular entre o ligante e o alvo para
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priorizar a sele¢cdo de moléculas com maior probabilidade de terem afinidade pelo sitio de
ligacdo. No SBVS, o acoplamento molecular € a técnica central que busca predizer a melhor
orientacdo de um ligante no sitio e classificd-la com base nas interagcdes intermoleculares
através de funcOes de pontuagdo. A aplicagdo dessa técnica permite priorizar moléculas
candidatas a ensaios bioldgicos com base na sua pontuacdo (LAVECCHIA; DI GIOVANNI,
2013; MITTAL et al., 2005).

Dentre as estratégias de TV, os modelos farmacoféricos t€ém apresentado uma taxa de
sucesso até 1000 vezes maior que de ensaios randomicos (SHOICHET, 2004) e cinco vezes

maior que o acoplamento molecular (CHEN, 2015; CHEN et al., 2009).

3.5.1.1.1 Modelos Farmacoféricos

O modelo farmacoférico descreve as caracteristicas presentes em um conjunto de
moléculas ativas que sdo essenciais para a interacdo frente ao alvo, como grupos doadores e
aceitadores de ligacdo de hidrogénio, centros hidrofébicos, grupos aromdticos, grupos
carregados positivamente ou negativamente (LANGER; HOFFMAN, 2006; LIAO et al.,
2011; XIANG; HOU; ZHANG, 2012). Assim, a determinagdo dessas caracteristicas podem
auxiliar o planejamento de moléculas mais seletivas. Adicionalmente, o modelo
farmacoférico pode ser utilizado como molde para a busca e selecdo de moléculas que
satisfacam os principais requisitos moleculares responsdveis pela atividade bioldgica

(KOTHANDAN et al., 2013).

Os programas para a geracdao de modelos farmacoféricos diferem basicamente quanto
a estratégia de alinhamento e tipo de caracteristica utilizada na construcdo dos modelos
(YANG, 2010). O programa GALAHAD™ , por exemplo, utiliza algoritmo genético para a
amostragem conformacional e alinhamento dos conformeros e posteriormente emprega as
seguintes caracteristicas: nitrogénios carregados positivamente, nitrogénios carregados
negativamente, centros hidrofébicos, dtomos doadores e aceitadores de ligacdao de hidrogénio,

para a construcao dos modelos farmacoféricos (SHEPPHIRD; CLARK, 2006).

A geracdo dos modelos farmacoféricos no programa GALAHAD™ ¢ realizada em
dois estagios: No primeiro, as conformagdes dos ligantes sdo geradas através do algoritmo
genético (AG). No segundo, as conformagdes sdo alinhadas entre si e avaliadas quanto ao
grau de sobreposicdo molecular (STERICS), grau de sobreposicdo das caracteristicas

farmacoféricas nos conformeros (HBOND) e energia total dos conformeros (ENERGY)
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(LONG et al., 2008). A seguir, os alinhamentos que apresentam menores valores de energia,
geralmente inferior a 100kcal/mol e maiores valores de STERICS e HBOND s@o utilizados
para a construc¢io de uma representacao tridimensional, denominada hipermolécula, que retine
as caracteristicas farmacoféricas comuns entre os conformeros (RICHMOND et al., 2006).
Apoés essa etapa, as hipermoléculas sdo avaliadas quanto ao ajuste das caracteristicas
presentes nos ligantes utilizados para a geracdo dos modelos em relagdo aos pontos
farmacoféricos (MOL_QRY). Por fim, os quatro componentes de avaliagdo descritos acima
sdo utilizados para a obtengdo da pontuacdo de Pareto, na qual um valor igual a zero indica

que nenhum modelo € estatisticamente superior aos demais (CABALLERO, 2010).

Uma vez que grupamentos quimicos distintos podem apresentar caracteristicas fisico
quimicas semelhantes e, por conseguinte, desempenhar a mesma funcao biologica (PATANI;
LAVOIE, 1996), modelos farmacoféricos podem ser usados como moldes para identificagdo
de quimiotipos diferentes daqueles utilizados para constru¢do do modelo farmacofdrico,
facilitando assim a descoberta de novas classes de moléculas com a atividade bioldgica
desejada (WAUGH et al., 2014). Dube e colaboradores (2012), por exemplo, utilizaram um
modelo farmacoférico construido com inibidores de PTR1 de L. major (dois grupos doadores
e dois centros hidrofébicos) para identificar moléculas ativas, mas com quimiotipos diferentes

das estruturas moldes utilizadas na constru¢do do modelo (Figura 11).

Figura 11 - Estrutura das moléculas moldes e moléculas selecionadas com auxilio do modelo
farmacoférico proposto por Dube e colaboradores (2012).
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Fonte: O préprio autor.
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Apesar das vantagens dos modelos farmacoféricos na etapa de triagem virtual,
algumas limitacdes sdo inerentes a técnica, como dificuldade no alinhamento de moléculas
flexiveis e a auséncia de restricdes estéreas impostas pelo sitio alvo. Assim, quando a
estrutura 3D do alvo macromolecular estd disponivel, a aplicagdo do acoplamento molecular
pode ser uma alternativa para auxiliar na priorizacdo de moléculas candidatas a ensaios

biologicos (KUMAR; ZHANG, 2014).

3.5.1.1.2 Acoplamento Molecular

O acoplamento molecular ¢ uma técnica computacional que permite avaliar os
diferentes modos de ligacdo de uma molécula no sitio alvo e indicar aqueles com maior
probabilidade de interacdo. Essa técnica € aplicada em diferentes estagios do processo de
desenvolvimento de fiarmacos com o objetivo de cumprir trés propostas: prever o modo de
ligacio de uma molécula conhecida, identificar moléculas promissoras para ensaios
bioldgicos e predizer a afinidade de ligacdo relativa de moléculas congenéricas (Figura 12)

(TANG; MARSHALL, 2011; FERREIRA et al., 2010).

Figura 12 - Etapas envolvidas no acoplamento molecular, desde a delimitacdo do espaco de
procura no alvo molecular (sitio de ligacdo) (A), amostragem conformacional (B),
posicionamento e pontuacdo (C) das diferentes conformacdes geradas.

Alvo Molecular Sitio de ligagao (A) Moléculas (B) Acoplamento Molecular (C)
: | ; Pontuacio . < . <
) S

~

N \7‘ L

Fonte: O préprio autor.

O processo de acoplamento molecular pode ser dividido em duas etapas: a busca
conformacional e predi¢do da afinidade do ligante pelo sitio. Na primeira etapa, os programas
utilizam diferentes algoritmos de busca que podem ser classificados em trés categorias: (i)

métodos sistematicos (construcdo incremental, amostragem conformacional, etc.); (ii)
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métodos aleatdérios ou estocasticos (método de Monte Carlo, Algoritmo Genético, etc.); (iii)
métodos de simulacdo (Dindmica Molecular e Minimizacdo de Energia). Esses algoritmos
permitem atribuir flexibilidade a molécula e assegurar a geracdo de diferentes conformagdes

no sitio de ligacdo (HUANG; GRINTER; ZOU, 2010).

Os métodos sistematicos utilizam os graus de liberdade das estruturas para promover
uma fragmentacdo e posterior constru¢do incremental. A simulagdo se inicia com o
posicionamento de um fragmento ancora no sitio ativo/alostérico e posteriormente 0s
fragmentos remanescentes sdo adicionados sucessivamente até alcancar a reconstrugdo total.
Esse métodos esta baseado no fato de que toda a molécula possui pelo menos um grupo rigido
capaz de interagir em vadrios locais de forma favordvel. Assim, os fragmentos remanescentes
sdo adicionados a esses grupos possibilitando uma exploracdo do espaco conformacional. O
programa Surflex-Dock (JAIN, 2003) adota uma estratégia semelhante, mas que utiliza

similaridade morfoldgica para a orientacdo de conformacdes dos fragmentos.

Os métodos estocasticos realizam mudancas aleatérias na estrutura, geralmente
alterando o angulo diédrico das ligacdes rotaciondveis, permitindo explorar diversas
conformacdes. Por exemplo, no método de Monte Carlo, as mudangas geram alteracdes nos
angulos translacionais, rotacionais e torcionais da molécula para obtencdo de novos
conformeros. Outro método estocédstico implementado em programas de acoplamento
molecular (ex.: GOLD, AutoDock) € o algoritmo genético no qual operadores evolutivos,
como mutagdo e cruzamento, promovem modificacdes em angulos torcionais. De forma
pratica, todas as informacgodes de angulos de tor¢do de uma molécula sdo armazenados como
uma sequéncia numérica, que ird corresponder ao “cromossomo”. Dentro deste

“cromossomo”, cada “gene” corresponde a um angulo de tor¢ao (RODRIGUES et al., 2012).

Nos métodos de simulacdo, todos os aspectos de flexibilidade, envolvidos nas
interagdes proteina-ligante sdo contabilizados. Devido a demanda computacional, essa

estratégia € pouco utilizada nas etapas de triagem virtual (GUIDO; OLIVA;
ANDRICOPULO, 2008).

Na segunda etapa, os diferentes conformeros gerados sdo avaliados através de uma
func¢do de pontuacdo (BROOIJIMANS; KUNTZ, 2003; WARREN et al., 2006). Essas funcdes
sdo algoritmos que permitem estimar a afinidade das moléculas através das forcas de
interacdo intermoleculares. H4 basicamente 3 classes de funcdo de pontuacdo: (i) baseada em

campo de forca; (ii) empiricas e (iii) baseada no conhecimento (KITCHEN et al., 2004).
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Na funcio de pontuacdo baseada em campo de forca, a energia de interagdo € estimada
pela soma das forgas de interacdes intermoleculares através da defini¢do do campo de forca
que € um conjunto dos potenciais de interacdo entre as particulas, que descrevem aspectos do
comportamento molecular entre dtomos ligados como o estiramento de ligagdes quimicas,
distor¢ao de um angulo de ligacdo e atomos nado ligados como forgas eletrostéticas, ligacao de
hidrogénio e forcas de van der Waals (DURRANT; MCCAMMON, 2011). Alguns programas
implementam esse tipo de fung¢do de pontuagdo, como o AutoDock4, EADock e GOLD
(HUANG:; GRINTER; ZOU, 2010).

As fungdes empiricas representam a afinidade de um ligante também como um
somatdrio de potenciais de interagdo, mas que agora sdao ajustados para reproduzir dados
experimentais (Ki7) de um conjunto de treinamento (SOUZA; FERNANDES, RAMOS, 2006).
Essas fungles estdo implementadas nos programas GOLD e SURFLEX-DOCK
(KELLENBERGER et al., 2004)

As funcdes de pontuacido baseadas no conhecimento levam em consideracdo dados
estatisticos de frequéncia de contatos entre atomos presentes em complexos proteina-ligante
para criar potenciais que sao utilizados para ranquear as poses. Essas fungdes estdo

disponiveis em programas como o DrugScore, DOCK e GOLD (CHEN, 2015).

z

No processo de interagdo farmaco-receptor, a energia livre de ligagdo é estimada
através das contribui¢des entalpicas e entrdpicas. As funcdes de pontuagdo avaliam de
maneira aproximada essas for¢as, uma vez que o componente entdlpico esta razoavelmente
caracterizado e descrito, entretanto, as contribui¢cdes entrdpicas sao dificeis de descrever, pois
dependem de um numero significativo de fatores, como por exemplo, a liberagdo de
moléculas de 4agua ligadas a cavidade de ligacdo. Portanto, as fungdes de pontuagdo
implementadas nos programas de acoplamento molecular sdo simplificadas e portanto,
aproximadas. Além disso, essas funcdes de pontuagao ndo consideram a flexibilidade total do
complexo proteina-ligante, limitando-se em alguns casos apenas a flexibilidade das cadeias
laterais (HUANG; GRINTER; ZOU, 2010).

A limitacdo dos programas de acoplamento em contabilizar a flexibilidade, pode
acarretar em erros nas predi¢cdes dos modos de ligacdo e por conseguinte na estimativa da
afinidade. Uma estratégia para contornar esse problema é a aplicagdo das leis newtonianas
para avaliar a flexibilidade total do complexo ligante-macromolécula, como implementado no

método de Dindmica Molecular (NAMBA; SILVA; SILVA, 2008).
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3.5.1.2 Dinamica Molecular

Dinamica Molecular (DM) € uma técnica de simulacdo que calcula o movimento dos
atomos em uma molécula ou de 4tomos individuais ou moléculas em sdlidos, liquidos e gases,
de acordo com as leis do movimento de Newton (VERLI, 2014). A DM permite avaliar o
padrdo de flexibilidade conformacional de um determinado sistema em func¢ido do tempo, o
que traz uma aproximacdo mais realista dos fendmenos bioldgicos (NAMBA; SILVA;
SILVA, 2008).

Na DM, as moléculas sdo tratadas como uma colecdo de 4dtomos que podem ser
descritas por for¢cas newtonianas, ou seja, sdo tratadas como um conjunto de particulas unidas
por forcas harmonicas ou eldsticas que se movem sob a influéncia da mecénica clédssica
(MAGINN; ELLIOTT, 2010). A simulacdo de DM consiste na solu¢do numérica da segunda
lei de Newton (Equacao 1):

F(t) = m,.a (1)

em que Fi representa a forca que atua sobre cada particula do sistema em um instante de
tempo 7, e a; € a aceleracdo do dtomo i de massa m,. Para a resolucdo dessa equacio é
necessario o calculo das forcas interatdmicas e intermoleculares através das componentes

descritas nos campos de forca (Figura 13).

Figura 13 - Representacdo esquematica dos potenciais componentes de um campo de forca.
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Fonte: Adaptado de BOAS; HARBURY, 2007.
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Os programas disponiveis para a realizacdo de simulagdes de DM diferem
basicamente quanto a disponibilidade (gratuito ou pago), custo computacional e tipos de
campos de for¢a disponiveis. Por exemplo, GROMACS (VAN DER SPOEL et al., 2005) é
um programa de acesso livre que utiliza o campo de forca GROMOS de dtomos unidos, no
qual atomos de hidrogénio ligados a atomos de carbono s3o unidos a este elemento.
Entretanto, hidrogénios presentes em anéis aromaticos sdo descritos explicitamente. Esta
simplificacdo permite um menor custo computacional do célculo e, por conseguinte, um
melhor desempenho nas simulacdes de DM em relacdo a outros programas (LOEFFLER,

WINN, 2012).

Como o processo de reconhecimento de um ligante frente a um alvo macromolecular é
dinamico, a utilizacdo da DM t€m contribuido de forma significativa para o planejamento de
farmacos mais seletivos e potentes (ALONSO; BLIZNYUK; GREADY, 2006), pois permite
estimar a estabilidade das interacdes intermoleculares durante a simulacdo. Além disso, esta
técnica permite avaliar a fung¢do da 4gua e seus efeitos sobre a estabilidade de complexos

proteina-inibidor NAMBA; SILVA; SILVA, 2008).

Apesar das vantagens dessa técnica, o custo computacional limita a utilizacdo da DM
para avaliar grandes bibliotecas de moléculas. Assim, é necessario empregar outras estratégias
como modelos farmacofdricos e/ou acoplamento molecular para priorizar um conjunto
pequeno de moléculas (10-20) que serdo estudadas por DM (ALONSO; BLIZNYUK;
GREADY, 2006; MORTIER et al., 2015). Mesmo com essas caracteristicas, dinadmica
molecular ndo permite considerar todos os fatores relacionados a atividade bioldgica.
Portanto, € necessdrio confirmar a acdo biologica das moléculas por meio de ensaios

automatizados (ex.. ThermoFluor®) que possibilitem a integragdo com a etapa de triagem

virtual.

3.6 ThermoFluor®

ThermoFluor® € uma técnica baseada em deslocamento térmico util para identificar
tampdes, aditivos (sais, fons e etc.) e moléculas responsaveis pela estabilizacdo ou
desestabilizacdo da estrutura nativa de uma proteina (PANTOLIANO et al., 2001;
GROFTEHAUGE et al., 2015). Essa técnica permite avaliar o efeito de ligantes sobre a
estabilidade térmica da proteina através da fluorescéncia emitida quando o fluor6foro interage

com sitios hidrofébicos da proteina em decorréncia do desenovelamento relacionado ao
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aumento da temperatura (CUMMINGS; FARNUM; NELEN, 2006). Diferentes fluoréforos

podem ser empregados para esse proposito (Figura 14).

Figura 14 - Estrutura quimica dos principais fluoréforos utilizados no ThermoFluor®.
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Fonte: O préprio autor.

Embora ANS seja o fluor6foro mais utilizado nos ensaios de ThermoFluor®, devido a
sua resisténcia a fotodegradagdo, solubilidade em meio aquoso e sua estabilidade quimica
(CIMMPERMAN; MATULIS, 2011), SYPRO® Orange oferece a vantagem de ter
excitacdo/emissao em comprimentos de onda equivalentes aos dos filtros FAM™ (492 nm) e
ROX™ (610 nm), o que permite a utilizagdo de aparelhos RT-PCR para mensurar a
estabilidade térmica das proteinas.

Em um experimento tipico de ThermoFluor®, se observa aumento da fluorescéncia a
medida que a temperatura aumenta, ou seja, em funcdo do desenovelamento proteico. Apds o
pico de fluorescéncia ha um decréscimo do sinal devido a agregacdo e precipitacdo da
proteina diminuindo a exposi¢do de sitios hidrofobicos (Figura 15) (CUMMINGS;
FARNUM; NELEN, 2006; ZHANG; MONSMA, 2010). A curva entre o limite inferior e
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superior apresenta um formato sigmoidal, que permite o cdlculo da temperatura média (Tm)

da transicdo entre as conformacdes nativa € nao nativa.

Figura 15 - Representacdo esquematica da curva de fluorescéncia versus temperatura
obtida nos ensaios de ThermoFluor®. LI, limite inferior; LS, limite superior; Tm =
temperatura média do equilibrio entre o estado enovelado e desenovelado.
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Fonte: Adaptado de NIESEN; BERGLUND; VEDADI, 2007.

Moléculas que tém afinidade pela estado nativo da proteina estabilizam essa forma e,
portanto, aumentam o valor de Tm, gerando um deslocamento térmico (ATm) positivo quando
comparado ao valor de Tm da proteina sozinha (KOPEC; SCHNEIDER, 2011; ERICSSON et
al., 2006).

Mais recentemente, essa técnica tem sido explorada também para investigar a
modalidade de inibicio de moléculas bioativas (HOLDGATE et al., 2010; LEA;
SIMEONOV, 2012; VENKATRAMAN et al., 2012). Por exemplo, quando o experimento de
ThermoFluor® € realizado na presenca de um ligante enddgeno (ex.: substrato/cofator) o
efeito da molécula de interesse sobre a estabilidade térmica pode sofrer decréscimo, aumentar
ou permanecer inalterado. A diminui¢do no efeito sobre o deslocamento térmico pode ser
resultado da competicdo com o ligante endégeno pelo mesmo sitio de ligacdo, enquanto que o
aumento pode estar relacionado a alteracdo conformacional da proteina na presencga do ligante
enddgeno que possibilita uma maior afinidade da molécula de interesse ao sitio de ligacdo.

Quando a molécula se liga em outro sitio ndo relacionado ao ligante endégeno, o valor de Tm
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deve permanecer inalterado. Em fun¢do do resultado obtido, o inibidor pode entdo ser
classificado como competitivo, incompetitivo ou ndo competitivo (Figura 16).
Figura 16 - Representacdo do efeito sobre a estabilidade térmica de uma proteina frente a trés

diferentes tipos de inibidores (I, competitivo; 2, incompetitvo e 3, ndo competitivo) na
presenca de duas concentracdes de substrato.
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Fonte: Adaptado de VENKATRAMAN et al., 2012.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL PARA A CONSTRUCAO, AVALIACAO E
SELECAO DE MODELOS FARMACOFORICOS

Os modelos farmacoféricos para inibidores de LmPTR1 e LmDHFR-TS foram
construidos conforme as etapas descritas no esquema 1 e avaliados com base em parametros
estatisticos do programa GALAHAD™ . A seguir, os modelos adequados foram testados
quanto a sua capacidade de discriminar inibidores verdadeiros de falsos positivos. Apds essa
etapa, os modelos com bom poder discriminatdrio foram avaliados quanto a capacidade de

explicar a poténcia bioldgica de moléculas ndo usadas na constru¢do dos modelos.

Esquema 1 - Etapas utilizadas para a geracdo, avaliagdo e selecdo dos modelos
farmacofodricos de inibidores frente a LmPTR1 e LmDHFR-TS.

(PTR1/DHFR-TS)

Diversidade quimica
(ChemGPS-NP)

{ Geracao dos modelos J - N

{ Selecao dos inibidores J

(GALAHAD™)

A 4

Parametros estatisticos
g ‘ ’
v
4 N\
Taxa de recuperacao de
Avaliacao dos modelos moléculas ativas
(. J/

A 4
4 N\
.| Relacao entre os farmacdéforos

e poténcia biologica
. J/

Selecao do modelo final w L |
(template) J

N

Fonte: O préprio autor.

Maiores detalhes sobre cada etapa serdo descritos a seguir.
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4.1.1 Selecao dos inibidores

Um conjunto de nove inibidores da Pteridina Redutase de L. major (LmPTR1) (DUBE
et al., 2012) (Figura 17) e seis inibidores de Diidrofolato Redutase-Timidilato Sintase de L.
major (LmDHFR-TS) (Figura 18) previamente descritos na literatura (CAVAZZUTI et al.,
2008; FERRARI et al., 2011) foram utilizados para constru¢do dos modelos farmacoféricos
para cada classe de inibidores. Esses compostos foram selecionados de acordo com a
diversidade quimica, estimada com auxilio do servidor on-line CHEMGPS-NP (LARSSON et
al., 2007; ROSEN et al., 2009, http://chemgps.bmc.uu.se/batchelor/), como descrito
resumidamente a seguir: Os trés primeiros componentes principais foram utilizadas para
construir um grafico de escores (3D) para os inibidores de LmPTR1 e de LmDHFR-TS. A
seguir, pontos (compostos) distribuidos nesse espaco foram aleatoriamente selecionados, de
forma a garantir que toda a faixa de poténcia dos inibidores estivessem representada. O
grafico 3D utilizado para visualizar o espago quimico foi construido com o auxilio do

programa SigmaPlot™ versdo 12.0 (SYSTAT, 2014).

Figura 17 - Estrutura quimica dos inibidores de LmPTR1 selecionados para a geracao dos
modelos farmacofdricos, com os respectivos valores de atividade bioldgica.
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Fonte: Adaptado de DUBE et al., 2012.
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Figura 18 - Estrutura quimica dos inibidores de LmDHFR-TS selecionados para a gera¢ao
dos modelos farmacofdricos, com os respectivos valores de atividade bioldgica.
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Fonte: Adaptado de CAVAZUTTI et al., 2008; FERRARI et al., 2011.

A estrutura quimica 2D dos inibidores foi gerada no programa Marvin® Sketch
15.4.20 (CHEMAXON, 2015, https://www.chemaxon.com/) e posteriormente convertida para
o formato 3D com o auxilio do médulo CONCORD, utilizando parametros padrao
disponiveis na ferramenta “translate molecular file” da plataforma SYBYL®-X 2.0 (TRIPOS,
2010). A seguir, as estruturas foram minimizadas por Gradiente Conjugado (CG - do inglés,
Conjugate Gradient) com um critério de convergéncia de 0,001 Kcal/mol, utilizando campo
de for¢ca Tripos (CLARK; CRAMER; VAN OPDENBOSCH, 1989) (¢=804; médximo de
iteragdes = 50.000). A seguir, cargas parciais foram calculadas pelo método Gasteiger-Hiickel

(GASTEIGER; MARSILI, 1980), conforme disponivel na plataforma SYBYL®-X 2.0.

4.1.2 Geracao dos modelos farmacofoéricos

Os modelos farmacoféricos foram gerados em duas etapas: Inicialmente, as

conformagdes dos inibidores foram obtidas através de Algoritmo Genético (AG), no qual o
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tamanho da populagdo e o niimero maximo de geracdes para os inibidores de LmPTR1 foram
ajustados para 55 e 40' enquanto que para LmDHFR-TS foram de 40 e 70, respectivamente.
Os demais parimetros (CRUZAMENTO = 1,0 e MUTACAO =1,0) foram mantidos nos seus
valores padrdo. Posteriormente, os conférmeros foram alinhados entre si para a construcao

dos modelos farmacoféricos.

4.1.3 Avaliacao dos modelos farmacoféricos

Modelos farmacoféricos que apresentaram valor de ENERGY superior a duas ordens
de magnitude em relacdo aos demais foram descartados. Os modelos remanescentes foram
avaliados quanto a pontuacido de Pareto. Aqueles com Pareto igual a zero foram testados
quanto a habilidade para diferenciar inibidores verdadeiros de falsos positivos, os quais foram
construidos com auxilio do servidor DUD-E (MYSINGER et al.,, 2012,
http://dude.docking.org), na propor¢do de 1 composto ativo para 50 falso positivos. Todos os
compostos foram entdo reunidos em um banco de dados tnico, construido com a ferramenta
“create database” disponivel no médulo UNITY® 3D, da plataforma SYBYL®-X 2.0
(TRIPOS, 2010).

A seguir, o banco contendo todos os compostos (ativos + falso positivos) foi alinhado
de forma flexivel aos modelos farmacofdricos remanescentes, com o auxilio do modulo
UNITY® 3D e o seu encaixe avaliado com a fun¢cdo de pontuacdo QFIT (do inglés,
QueryFit).

Os valores de QFIT, para inibidores conhecidos e falsos positivos obtidos foram
utilizados para construir curvas ROC (do inglés, Receiver Operating Characteristic)
(GIGLIARANO; FIGINI; MULIERE, 2014; VANAGAS, 2004) e calcular a area sob cada
curva (AUC do inglés, Area under the curve) para fins de comparacdo dos modelos entre si.

Os modelos farmacoforicos também foram avaliados quanto ao fator de
enriquecimento (EF, do inglés Enrichment Factor) para 1 e 2% da base de dados, conforme

equagdo 2.

EF(x%) = n(ativos em x% da base de dados)/n(x% da base de dados) (2)
n(total de ativos)/n(total da base de dados)

'O tamanho da populacio geralmente € estimado como (n° de estruturas x 5) + 10, enquanto o niimero
maximo de geracoes é igual a media ou mediana (maior valor) do nimero de ligagGes rotacionéveis (de todos os
inibidores) x 10.
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em que, n corresponde ao nimero de moléculas e x%, representa a fracdo da base de dados

selecionada.

Os modelos foram entdo comparados com o enriquecimento maximo possivel para 1 e

2% da base de dados (EFmaximo (x%)), como mostrado a seguir (Equagdo 3):

AEFx% = EFmaximo (x%) — EF(x%) 3)

Segundo essa métrica, quanto menor o valor obtido, mais proximo do desempenho maximo.

A seguir, os modelos farmacoféricos de LmPTR1 e LmDHFR-TS com AUC > 0.8
foram testados quanto a capacidade de relacionar o encaixe dos compostos no farmacéforo
com sua respectiva atividade bioldgica (pKi= log 1/Ki). Nessa etapa foram utilizados 41
inibidores de LmPTR1 previamente descritos na literatura (Ki: 0,02 - 436,0uM) (Apéndice A)
(CORONA et al., 2012; FERRARI et al., 2011; TULLOCH et al., 2010) e 45 inibidores de
LmDHFR-TS (Ki: 0,02 - 363,08uM) (Apéndice B) (BOOTH, 1987), ndo empregados na
constru¢do dos modelos farmacoféricos. Esses compostos foram submetidos a0 mesmo
protocolo de minimiza¢do empregado para os inibidores utilizados na geragao dos modelos
farmacofdricos (secdo 4.1.1) e, em seguida, eles foram alinhados individualmente, de forma
flexivel, aos modelos farmacofdricos (templates), como disponivel no programa
GALAHAD™ (opcao: Align individually to a template) disponivel na plataforma SYBYL®-
X 2.0. A pontuacgdo obtida, diretamente relacionada com o ajuste dos compostos nos modelos
farmacoféricos (MOL_QRY), foi comparada com os valores de atividade bioldgica,

classificadas em trés faixas de poténcia (forte, moderado e fraco).

4.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL PARA A TRIAGEM VIRTUAL POR MODELO
FARMACOFORICO E SELECAO DE MOLECULAS PARA OS ENSAIOS in vitro

Os melhores modelos farmacoféricos de LmPTR1 e LmDHFR-TS foram utilizados
para filtragens sucessivas de compostos semelhantes a moléculas lideres (TEAGUE et al.,
1999), disponiveis no banco de dados ZINC (IRWIN et al., 2012, http://zinc.docking.org). As
200 moléculas com maior QFIT foram selecionadas para avaliacdo da diversidade quimica e

aquisi¢cao (esquema 2).
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Esquema 2 - Triagem virtual por modelo farmacoférico de potenciais inibidores de LmPTR1
presentes no banco de moléculas similares a lideres (Lead-like).

Moléculas lideres — ZINC
~6.000.000

&

[ Modelo 10 LmPTR1 ]

[ Modelo 20 LmDHFR-TS ]

&

&

200 moléculas
(QFIT = 69,0)

&

SciFinder®
(https://scifinder.cas.org)

Disponibilidade comercial

&

Analise de Diversidade
Quimica (ChemGPS)

Fonte: O préprio autor.

Maiores detalhes sobre cada etapa serdo descritos a seguir.
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4.2.1 Triagem virtual por modelo farmacoférico

O modelo farmacoférico 10 foi utilizado como primeiro filtro para a triagem virtual de
aproximadamente seis milhdes de compostos com propriedades de moléculas lideres,
disponiveis na base de dados ZINC (IRWIN et al., 2012, http://zinc.docking.org), acessada
em 01/07/2013. Essa etapa foi implementada por meio da opc¢do “alinhamento flexivel 3D”,
disponivel no médulo UNITY® 3D. A qualidade do alinhamento de cada molécula foi
expressa pelo valor de QFIT que varia de 0 a 100.

Compostos com QFIT > 0 foram submetidos ao alinhamento sobre o modelo 20
(inibidores de LmDHFR-TS) e aqueles com valor de QFIT maior que a média mais duas
vezes o desvio padrao foram investigados quanto ao registro de atividade bioldgica frente a
PTRI1 (termos de busca: “Pteridine Reductase” AND “Inhibitors” no servidor SciFinder®,
https://scifinder.cas.org). Compostos sem registros nesse banco tiveram sua disponibilidade
comercial  verificada  (https://www.enaminestore.com;  http://www.chembridge.com;
http://www.chemdiv.com; http://www.otavachemicals.com; http://www lifechemicals.com;
http://www .vitasmlab.com; http://www princetonbio.com; http://www zelinsky.com;
http://www.maybridge.com; http://www keyorganics.net). Aqueles disponiveis, em Julho de
2013, foram submetidos a uma andlise de diversidade quimica, empregando a mesma

estratégia descrita na se¢ao 4.1.1.

4.3 EXPRESSAO E PURIFICACAO DE L. major PTR1

4.3.1 Expressao da PTR1 de L. major

O plasmideo pET15b contendo o gene que codifica a LmPTR1, cedido pelo Prof. Dr.
Willian N. Hunter (University of Dundee— Dundee, Reino Unido), foi inserido em células de
E. coli BL21-DE3 e os transformantes positivos foram selecionados por cultivo em meio
solido contendo 50ug/ml de ampicilina (Sigma-Aldrich®). Uma unidade formadora de
colonia (UFC) foi submetida a extragdo de DNA plasmidial, utilizando o kit PureYield™
Plasmid Miniprep System (Promega®, #A1222). O material obtido foi utilizado para
confirmagdo da sequéncia génica em um sequenciador automatico MegaBace 1000® Flex
(GE Healthcare), localizado no Instituto de Fisica de Sdo Carlos (IFSC- USP). O produto do

sequenciamento foi comparado com a sequéncia de PTR1 de L. major depositada no Uniprot
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(Q01782) (UNIPROT, 2015, http://www.uniprot.org), com o auxilio do servidor BLAST
nucleotideos (algoritmo blastn).

Uma vez confirmada a integridade do inserto, a expressao e purificagdo de LmPTR1
foi realizada por meio de modificacdes no protocolo descrito por Gourley e colaboradores
(1999). Resumidamente, uma UFC de E. coli BL21(DE3) foi inoculada em meio de cultura
Luria-Bertani (LB, Acumedia®) suplementado com 50ug/ml de ampicilina, o qual foi
mantido sob agitacdo (180 rpm), a 37°C, até a cultura atingir densidade ética entre 0,6-0,8 u.a
a 600nm. Nesse momento, foi adicionada, a suspensdo, diferentes concentracdes de isopropil
[-d-1-tiogalactopiranosideo (IPTG, Sigma-Aldrich®) (0,1; 0,5 e ImM). A cada 30 minutos,
aliquotas de 2ml foram extraidas e as células recuperadas por centrifugacdo (2800g por 30
minutos a 4°C). Apds ressuspensdao em tampao Tris-HC1 50mM pH 7,5 contendo 250mM de
NaCl e ImM de fluoreto de fenilmetilsulfonila (PMSF, Sigma-Aldrich®), as células foram
rompidas por sonicac¢do (10 ciclos de 15 segundos com intervalo de 30 segundos, em gelo)
utilizando o sonicador Sonics VibraCell™ CV 18, (amplitude de 80%, frequéncia de 16kHz e
poténcia de 10 Watts).

A suspensao resultante foi clarificada por centrifugacdao (16000g, 30 minutos a 4°C).
Amostras da fase soluvel e dos restos celulares foram aplicadas em gel desnaturante de
poliacrilamida 12% contendo dodecil sulfato de s6dio (SDS-PAGE) para verificacdo dos
niveis de expressdo proteica. ApoOs otimizagdo da concentracdo de IPTG, o procedimento

acima foi repetido e a fase soluvel (sobrenadante) empregada na etapa de purificagdo.

4.3.2 Purificacao da PTR1 de L. major

Primeiramente, uma coluna Poly-Prep® empacotada com 1 mL de resina de sefarose
com fons niquel (Ni*?) imobilizados (GE) foi equilibrada com 10 volumes de coluna de
tampao Tris-HCl 50 mM pH 7.5, contendo NaCl 250 mM. Apds esta etapa, o sobrenadante
clarificado foi filtrado em uma membrana de 0,45 um (Milipore®) e adicionado na coluna. A
resina foi entdo eluida com 20 volumes de coluna de Tris-HCl 50 mM pH 7.5, NaCl 250 mM
contendo 20 mM de imizadol (Sigma-Aldrich®). A seguir, a resina foi lavada com tampao
Tris-HC1 50 mM, pH 7,5, NaCl 250 mM contendo concentragdes crescentes de imidazol (100,
200 e 400 mM). As fracdes recolhidas foram avaliadas por SDS-PAGE a 12%.

As fracdoes contendo a proteina foram reunidas e dosadas através de método

espectrofotométrico (ZAIA; ZAIA; LICHTIG, 1998), utilizando o coeficiente de extin¢ao
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molar teérico da proteina a 280nm (27390 M'cm™), o qual foi calculado com o auxilio da
ferramenta ProtParam disponivel no servidor ExPASy (http://web.expasy.org/protparam/)
(GASTEIGER et al., 2005). Apos a dosagem, a proteina foi dialisada em tampao Tris-HCI
50mM pH 7.5, NaCl 250mM com o auxilio de um filtro Amicon® 10kDa (Milipore) e
concentrada para 1mg/mL, por centrifugacdo a 3500g, 10 minutos e 4°C. Por fim, aliquotas de

500uL foram estocadas a -80°C com 30% de glicerol (v/v).

4 4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL PARA OS ENSAIOS POR ThermoFluor®

Os compostos selecionados na etapa de triagem in silico foram avaliados quanto a sua
capacidade de se ligar a PTR1 de L. major. Inicialmente, ensaios em concentragdo unica
possibilitaram a selecdo de ligantes com ATm > 1,0°C em relacdo ao controle. A seguir, esse
inibidores foram confirmados nos ensaios de concentragdo-resposta. Apds essa etapa, oS

compostos tiveram sua modalidade de inibicdo investigada por ThermoFluor® (Esquema 3).

Esquema 3 - Etapas realizadas para padronizagdo, avaliacdo bioldgica e investigagao da
modalidade de inibi¢ao por ThermoFluor®.
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[ Padronizacao do ensaio

resposta DMSO (v/v, %)
d |

{ Modalidade de inibicao J

Fonte: O préprio autor.

Maiores detalhes sobre cada etapa serdo descritos a seguir.
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4.4.1 Ensaios in vitro por ThermoFluor®

Os experimentos de ThermoFluor® foram realizados em um termociclador em tempo
real (Applied Biosystems 7500). A variacdo na intensidade de fluorescéncia foi monitorada, a
cada minuto, utilizando os filtros FAM™ (494 nm) e ROX™ (602nm), para excitacio e
emissao, respectivamente, utilizando um gradiente de temperatura de 25 a 85 °C (1°C/min).

A triagem de inibidores e ensaios para investigacdo da modalidade de inibi¢ao foram
realizados em placas de 96 pogos (PCR plates 96 well BioRad®) selados com tampas de
plastico transparente (Flatcap strips BioRad®). Antes de iniciar a leitura da fluorescéncia, as
placas foram centrifugadas (1500g) por 2 minutos a 25°C.

A temperatura de desnaturacdo (Tm) foi determinada a partir dos dados de intensidade
de fluorescéncia em funcdo do tempo que foram exportados para uma planilha Excel 2007,
pré-organizada (disponivel em ftp:/ftp.sgc.ox.ac.uk/pub/biophysics) que auxilia na
identificacdo do valor minimo (pré-transicional) e maximo (pds-transicional) de fluorescéncia
de cada curva. Os valores de intensidade de fluorescéncia nesse intervalo foram entdo
ajustados a uma funcdo sigmoidal de Boltzmann (intensidade de fluorescéncia versus
temperatura), utilizando o programa GraphPad Prism versdo 5.0 (GraphPad Software, San
Diego, CA, USA, www.graphpad.com) conforme descrito na equagdo 4 (ROGEZ-FLORENT
et al., 2014):

(B —A)
I'=WA+ —F=) (4)
1+e C

em que, / € a intensidade de fluorescéncia a uma determinada temperatura 7, A e B referem-se
a intensidade de fluorescéncia pré-transicional e pos-transicional e C € um fator de inclina¢ao
da curva. Dados de fluorescéncia antes do ponto pré-transicional e depois do ponto maximo
nao foram considerados para o célculo do Tm.

Todas as medidas foram realizadas em triplicata e os valores expressos como mediana
e amplitude interquartil. Nos ensaios de afinidade foi utilizada uma solug¢do contendo: 4puL de
PTR1 (concentragdo inicial: 25uM), 14 pL de tampao, IpL. de SYPRO® Orange
(Invitrogen™) (5X) e 1uL do inibidor ou DMSO. Nesses ensaios foi utilizado como controle
negativo a mistura reacional acrescida de 5% de DMSO e como controle positivo a solu¢ao

inicial incluindo 1 pL de Metotrexato” (concentragdo final de 50 uM).

2 O metotrexato possui baixa afinidade por PTR1 (IC50= 1,10 uM) (GOURLEY et al., 2001).
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4.4.1.1 Padronizacao do ensaio

A estabilidade de LmPTR1 nos tampdes Citrato de s6dio 50 mM (pH: 4,0, 5,0 e 5,6);
Acetato de sédio 50 mM pH 4.5; Acetato de sédio 20 mM pH 4,7; Fosfato de s6dio 50 mM
pH 6.0; Bis Tris Propano 50 mM pH 6,5; MOPS 50 mM pH 7,0; Hepes 50 mM (pH: 7,0 e
8,0); Tris HCI 50 mM (pH: 7.5; 8,0 e 8,5) e CHES 50 mM pH 9.0 foi investigada.

A seguir, a influéncia da concentrag@o da proteina (1,2 e 5 uM) sobre a intensidade de
fluorescéncia emitida (razdo sinal/ruido) foi avaliada. Para o controle experimental foi
avaliado o sinal de fluorescéncia em um poco contendo dgua e fluor6foro na mesma
proporcao utilizada nos ensaios. Adicionalmente, o efeito de diferentes propor¢des de DMSO
(v/v, %) (5; 10 e 20%) sobre a estabilidade da proteina foi comparado ao controle negativo

(0,1% de DMSO).

4.4.1.2 Ensaios de concentragdo tnica

Os compostos provenientes da triagem in silico foram testados na concentracdo final
de 50uM. Em cada pogo foi adicionado uma solug@o contendo 4 uL. de PTR1 (25 pM), 14 uL
de tampao acetato de s6dio 20 mM pH 4,7, 1 uL. de SYPRO® Orange (Invitrogen™ ) (5X) e 1
pL de cada composto. Os valores de Tm obtidos foram comparados ao valor da solucdo
referéncia com o acréscimo de DMSO ao invés do inibidor.

A significincia estatistica da variacdo na temperatura de desnaturacdo da proteina
(ATm = Tm (composto)-Tm (referéncia)) decorrente da presenca dos compostos foi avaliada
através do teste de Kruskal-Wallis seguido do pds teste de Dunn para comparages multiplas.
A andlise de significancia entre o valor de ATm para o controle negativo e inibidor foi
realizada através do teste de Mann Whitney. Os resultados foram considerados
estatisticamente significativos quando p<0,05. Toda a analise estatistica foi realizada com o

auxilio do programa GraphPad Prism versao 5.0.

4.4.1.3 Ensaios de concentragdo-resposta

A influéncia de diferentes concentracbes dos compostos que apresentaram efeito
significativo sobre a termoestabilidade de PTR1 (200; 50 e 12,5 puM) foi investigada. O
ensaio seguiu 0 mesmo protocolo descrito na se¢do 4.4.1.2. Os dados experimentais coletados

foram analisados graficamente com o auxilio do programa GraphPad Prism versao 5.0.
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4.4.1.4 Modalidade de inibicdo

Os compostos que apresentaram ATm = 1,0 °C foram reavaliados na presenca de
diferentes concentracdoes de NADPH (50; 25 e 12,5 uM) ou de Biopterina (50; 25 e 12,5 uM),
mantendo-se a concentracdo do inibidor fixa (50 uM). Metotrexato (50 pM) foi utilizado

como controle positivo. O protocolo adotado foi semelhante ao apresentado na se¢do 4.4.1.2.

4.5 ENSAIOS in vitro POR ESPECTROFLUORIMETRIA

Os compostos que demonstram ATm = 1,0 °C foram submetidos a ensaios de inibi¢cdo
enzimatica através da leitura em espectrofluorimetro de microplaca (Molecular Devices,
FlexStation®) (Aexcitagdo= 340 nm e Aemissdo= 470 nm). A mistura reacional contendo: 200
puL Acetato de sédio 20 mM pH 4,7, 20 uM de Biopterina e 20 uM de NADPH foi adicionada
nos pocos. As reagdes foram iniciadas com a adicdo de 1,6 pLL de PTR1 (concentragdo final:
0,2 uM). A reacdo foi acompanhada durante 240 segundos e as leituras foram realizadas em
triplicata a temperatura de 30°C. As curvas de fluorescéncia para o controle e inibidor foram
obtidas com a adi¢do de 1,6 pL da enzima na presenca de 5% de DMSO ou 10 pL do inibidor
a ImM, respectivamente. A atividade do inibidor foi medida pela fluorescéncia remanescente
em relacdo ao controle (DMSO 5%, v/v), conforme equagado 5:

% Inibi¢ao = 100-(Fi/ Fc)x100 %)
em que Fi € a fluorescéncia medida na presenca do inibidor e Fc € a fluorescéncia medida do

controle (DMSO 5%, v/v).

4.5.1 Ensaios de concentracao-resposta

As moléculas com porcentragem de inibicdo = 50% nos ensaios de concentracao unica
foram submetidas aos ensaios de concentracdo-resposta. Para esse ensaio também utilizou-se
o fluorimetro de placa (96 pocos), e as mesmas condi¢des descritas anteriormente, apenas
modificando a concentra¢do do inibidor. Foi utilizada as seguintes concentracoes de 1,25; 2,5;
5; 10; 20; 40; 80; 120 uM em triplicata.

As porcentagens de inibigdo em cada concentragdo foram determinadas utilizando a
equacdo 5. Um gréfico de logaritmo da concentracdo do inibidor versus porcentagem de
inibi¢do foi tracado para determinacdo do IC50. O célculo para a obtencdo do valor de IC50

foi efetuado, utilizando-se regressao nao linear no programa GraphPad Prism® versao 5.0.



63

4.6 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL PARA ACOPLAMENTO MOLECULAR E
SIMULACAO DE DINAMICA MOLECULAR

Inicialmente, os compostos que apresentaram ATm > 1,0 °C foram selecionados para o
acoplamento molecular com o auxilio do programa Surflex-Dock implementado na
plataforma SYBYL®-X 2.0 (TRIPOS, 2010). Apds esta etapa, as coordenadas 3D da pose de
maior pontuagio foi analisada visualmente no programa PyMOL™ 1.3 (SCHRODINGER,
2009). A seguir, a topologia do composto foi gerada com o auxilio do servidor ATB 1.0
(http://compbio.biosci.uqg.edu.au/atb/). Apds essa etapa, o complexo gerado foi submetido a
rotina de Dinamica Molecular com o auxilio do programa GROMACS 4.5.6 (VAN DER
SPOEL et al., 2005) e a estabilidade do sistema avaliada pelos parametros energéticos
(energia total, cinética e potencial), valor do desvio médio quadratico (RMSD, do inglés Root
Mean Square Deviation) e flutuagdo quadratica média (RMSF, do ingl€s Root Mean Square
Fluctuation). A estrutura representativa do complexo foi selecionada para a avaliagdo das

interagdes intermoleculares (Esquema 4).

Esquema 4 - Etapas utilizadas para o acoplamento molecular e simula¢do de Dindmica
Molecular.
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Fonte: O préprio autor.

Maiores detalhes sobre cada etapa serdo descritos a seguir.
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4.6.1 Preparo do receptor

A estrutura 3D de PTR1 de L. major foi obtida do banco de estruturas
macromoleculares (http://www.rcsb.org/pdb/) (PDB: 1E92) e preparada com auxilio do
modulo Biopolymer disponivel na plataforma SYBYL®-X 2.0 (TRIPOS, 2010). As
moléculas de 4gua foram removidas e dtomos de hidrogénio foram adicionados as estruturas
de forma a otimizar suas ligacdes de hidrogénio. A seguir, os residuos de histidinas (His-38 e
His-241), asparaginas (Asn-109 e Asn-147) e aspartatos (Asp-181 e Asp-251) presentes na
cavidade de ligacdo tiveram seus pKa calculados, com o auxilio do programa PROPKA 3.1
(SONDERGAARD et al., 2011), o qual se baseia no ambiente quimico de cada residuo (efeito
de dessolvatacdo, ligacao de hidrogénio e interacdo com grupos carregados) (ROSTKOWSKI
et al., 2011). O estado de protonagado foi definido de acordo com o pH 6timo de catélise (pH =
4,7) (DAWSON et al., 2006). Assim, os acidos asparticos foram mantidos deprotonados
enquanto histidinas e asparaginas permaneceram protonadas. Finalmente, as cargas atdmicas
parciais Gasteiger-Hiickel (GASTEIGER; MARSILI, 1980) foram atribuidas aos residuos da

proteina com o auxilio do médulo Biopolymer.

4.6.2 Acoplamento molecular

As etapas de busca conformacional e avaliacdo das poses foram realizadas com o
programa Surflex-Dock (JAIN, 2003; 2007) implementado na plataforma SYBYL®-X 2.0
(TRIPOS, 2010). O espaco de busca foi definido com base no protomol, o qual foi centrado
nos residuos que interagem com o substrato (diidrobiopterina) e teve seu volume e limites
definidos através dos parametros padrao bloat=0 e threshold=0.,5. A seguir, os parametros de
busca foram ajustados para reproduzir as coordenadas cristalograficas do substrato. O desvio
médio quadratico (do inglés, Root Mean Square Deviation) entre as conformacdes foi obtido
para comparar as poses com as coordenadas cristalograficas do ligante.

A estrutura 2D de Z80393 foi gerada no programa Marvin® Sketch 15.4.20
(CHEMAXON, 2015, https://www.chemaxon.com/) e posteriormente convertida para o
formato 3D com o auxilio do médulo CONCORD utilizando parametros padrido disponiveis
na ferramenta “translate molecular file” do programa SYBYL®-X 2.0 (TRIPOS, 2010). A
seguir, a estrutura 3D foi minimizada através do método de Gradiente Conjugado (GC)

empregando um critério de convergéncia de 0,001 Kcal/mol utilizando o campo de forca
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Tripos (CLARK; CRAMER; VAN OPDENBOSCH, 1989) (¢=80,4; maximo de interacdes =
50.000). As cargas atoOmicas parciais foram entdo atribuidas usando o método Gasteiger-
Huckel (GASTEIGER; MARSILI, 1980), como disponivel na plataforma SYBYL®-X 2.0
(TRIPOS, 2010).

Ap6s o acoplamento, a pose melhor pontuada foi analisada visualmente com o auxilio

do programa PyMOL™ 1.3 (SCHRODINGER, 2009).

4.6.3 Parametrizacao do ligante

As coordenadas 3D da pose melhor pontuada foram submetidas ao servidor ATB 1.0
(MALDE et al., 2011, http://compbio.biosci.uq.edu.au/atb/) para a geracdo da sua topologia.
Os parametros de carga atbmica, comprimento de ligagcdo, angulos torsionais e diedros foram
obtidos usando o campo de forca GROMOS96 53a6 (LINDAHL; HESS; VAN DER SPOEL,
2001; VAN DER SPOEL et al., 2005).

4.6.4 Simulacoes de Dinamica Molecular

As simulagdes de DM foram executadas no pacote GROMACS 4.6.5 (VAN DER
SPOEL et al., 2005), com os seguintes pardmetros: campo de forca GROMOS 53a6; T=
303,15K; pH 4,7 e pressdao de 1 bar. A estrutura 3D da proteina foi obtida através do
protocolo de preparo descrito no item 4.6.1. Posteriormente, ciclos de minimizagdo energética
(1000 ciclos de Steepest Descent e GC, com critério de convergéncia de forca de 1
Kcal/mol/A), dinidmica de restricio (tempo= Ins) e dindmica de aquisicio de dados

(tempo=40 ns) foram executados para o complexo PTR1-Z80393.

Inicialmente, o sistema foi solvatado em caixa dodecaédrica com modelo de dgua SPC
(BERENDSEN et al., 1987) com o complexo proteina-ligante posicionado no centro da caixa
com a distincia 1,4 nm da borda da caixa. Contra-ions (Na" ou CI") foram adicionados para
neutralizacdo dos sistemas. O método Lincs (HESS et al., 1997) foi aplicado na restri¢ao de
ligagdes covalentes de forma a permitir um passo de integragdo a cada 2 fentosegundos (f5).

As coordenadas da simulacdo foram salvas a cada 2 ps.

Os dados de DM foram obtidos durante uma simula¢do de 40 nanosegundos (ns) no
ensemble isotérmico-isobarico - NPT (numero de particulas, temperatura e pressdo constante),

usando condi¢des de contorno periddicas. As interagdes eletrostaticas e hidrofébicas foram
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descritas pelo método PME (do inglés, Particle Mesh Ewald) (DARDEN, YORK,
PEDERSEN, 1993) com raio de corte igual a 0,9 nm.

Inicialmente, a estabilidade estrutural do complexo foi investigada através da andlise
da variacdo de energia total, cinética e potencial durante a dindmica com o auxilio do modulo
g energy disponivel no pacote GROMACS 4.6.5 (VAN DER SPOEL et al., 2005). A seguir,
a forma APO da PTR1 de L. major foi utilizada como controle para as seguintes analises:
calculo do RMSD e RMSF com o auxilio dos médulos g rms e g rmsf, respectivamente,

disponiveis no pacote GROMACS 4.6.5 (VAN DER SPOEL et al., 2005).

O numero e permanéncia das ligacdes de hidrogénio (H) foram calculadas com o
auxilio do moédulo g hbond disponiveis no pacote GROMACS 4.6.5 (VAN DER SPOEL et
al., 2005) e o programa HbMap2Grace (http:// Imdm.biof.ufrj.br/software/hbmap2grace)
desenvolvido por Gomes e colaboradores. Os critérios utilizados para a identificagdo das
ligagdes de hidrogénio foram: distincia entre doador e aceptor < 3,5 A e angulo (o) entre
doador/aceptor/atomo H < 60°. As ligacdes de H que permaneceram por menos de 10% do

tempo de simulagao foram desconsideradas.

4.6.4.1 Agrupamento de conformacdes e analise de interagdes

A estrutura representativa do complexo PTR1-Z80393 durante a fase produtiva da DM
foi calculada a partir do agrupamento das conformagdes semelhantes com auxilio do modulo
g cluster disponivel no pacote GROMACS 4.6.5 (VAN DER SPOEL et al., 2005). Para tal
foi utilizado o método de unido GROMOS (DAURA; VAN GUNSTEREN; MARK, 1999)
com valores de RMSD de 0,1; 0,15; 0,2; 0,25; 0,3 ¢ 0,35 nm, para a definicdo do ponto de
corte. A seguir, a estrutura média no agrupamento mais populado foi selecionada e utilizada
para a avaliacdo das principais interagdes intermoleculares de Z80393 com PTR1 utilizando o

programa PyMOL™ 1.3 (SCHRODINGER, 2009).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Devido a rota alternativa para reducdo de folatos, quando a via preferencial ¢ inibida, a
inibicdo de L. major DHFR-TS e PTRI parece ser necessaria para o tratamento de pacientes
com Leishmaniose (GOURLEY et al., 2001; VICKERS; BEVERLEY, 2011). Entretanto, a
utilizagdo de um fArmaco para cada alvo ou a combinagdo deles possui algumas desvantagens
como diferentes perfis farmacocinéticos e taxas de metabolismo, o que torna dificil alcangar
niveis terapéuticos de ambos os farmacos ao mesmo tempo. Além disso, essa estratégia
apresenta maiores chances de efeitos adversos, interacdo medicamentosa, baixa adesdo
terapéutica e maior custo para os ensaios pré-clinicos e clinicos (AROOJ et al., 2013;
BANSAL; SILAKARI, 2014, SIKAZWE, 2012). Em contrapartida, farmacos com agao
multialvo tém sido uma abordagem moderna para superar essas limitagdes bem como para

reduzir possiveis mecanismos compensatorios (LU et al., 2012; SHANG et al., 2014).

Contudo o desenvolvimento de farmacos que agem em multiplos alvos ndo ¢ um
processo trivial (LU et al., 2012). A hibridacdo de moléculas/fragmentos que se ligam a alvos
diferentes tem possibilitado a identificacdo de inibidores duais (MORPHY; RANKOVIC,
2009; SHANG et al., 2014). Porém, esses hibridos, geralmente, possuem alto peso molecular,
o que dificulta as etapas de otimiza¢do farmacodinamica e/ou farmacocinética (HORNBERG,

2012; MOSER et al., 2012).

Diante desse obstaculo, esforcos tém sido feitos na tentativa de aplicar métodos in
silico (JENWITHEESUK et al., 2008) que sejam capazes de identificar caracteristicas
essenciais para a inibicdo de diferentes alvos (COSTANTINO; BARLOCCO, 2012;
BARBOSA, 2015; DIAS et al., 2015).

Dentre esses métodos, o modelo farmacoférico ¢ uma alternativa promissora devido a
possibilidade de se combinar os farmacoforos para alvos diferentes. Adicionalmente, a
aplicacdo dessa estratégia na etapa de triagem virtual tem apresentado um fator de
enriquecimento maior do que o acoplamento molecular (CHEN et al., 2009).
Consequentemente, essa abordagem foi empregada nesse trabalho para identificar inibidores
de LmPTR1 que também contemplassem os requisitos farmacoforicos de inibidores de

LmDHFR-TS.
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5.1 MODELOS FARMACOFORICOS

5.1.1 Pteridina Redutase 1 (PTR1)

A qualidade dos modelos farmacoféricos depende diretamente do conjunto de
moléculas utilizadas para sua construgdo. Portanto, selecionar inibidores de L. major PTRI1
que apresentem diversidade estrutural ¢ fundamental para que o modelo farmacoforico possa
ter a capacidade de identificar moléculas bioativas com diferentes quimiotipos (ZHAO et al.,
2010). Assim, 15 inibidores com diferentes esqueletos quimicos (quinazolina, pteridina,
quinoxalina, tiodiazol e isoindol) (DUBE et al., 2012), foram avaliados quanto a distribui¢ao
no espago quimico, com o auxilio do servidor on/ine ChemGPS-NP Web (Figura 19), que

utiliza analise de componentes principais (PC) para descrever caracteristicas fisico quimicas e

topoldgicas (por exemplo: tamanho, forma, polarizabilidade, flexibilidade, polaridade, etc.)
dos compostos (ROSEN et al., 2009).

Figura 19 - Representacdo grafica da distribui¢ao de inibidores de PTR1 no espago quimico,

definido a partir de componentes principais (PC), calculadas com auxilio do servidor
ChemGPS-NP Web. Os pontos vermelhos referem-se as moléculas selecionadas para a

geracdo dos modelos farmacoforicos.

PC3 (Lipoﬁlicidade)

Fonte: O proprio autor.

A dispersdao das moléculas representa sua distribuicao no espago quimico e portanto, a

diversidade quimica dos inibidores de PTR1, o que torna esta ferramenta util para sele¢do de
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moléculas representativas do espaco amostral. Essa estratégia resultou na sele¢do de nove
inibidores de PTR1 (Figura 17, se¢do 4.1.1) para constru¢do dos modelos farmacoforicos.

Uma das principais limitagdes na geracdo dos modelos farmacoforicos esta
relacionada a identificagdo da conformacao bioativa, principalmente para moléculas flexiveis.
Essa etapa ¢ fundamental para determinar o arranjo conformacional responsavel pelo
reconhecimento da estrutura no sitio de ligacdo. Para contornar esse problema, empregamos o
programa GALAHAD™, que gera conférmeros de baixa energia por meio de um algoritmo
genético (AG). Essa estratégia leva em consideragdo o pressuposto que, na biofése,
conformagdes termodinamicamente estaveis ¢ que devem interagir com o receptor (YANG,
2010). Ao final, os conférmeros de menor energia sdo alinhados entre si com a finalidade de
maximizar a sobreposicdo de suas caracteristicas farmacoforicas.

Outra vantagem do programa GALAHAD™ em relagdo a programas como GASP
(JONES; WILLET, 2000), CATALYST (VAN DER WATERBEEMD; TESTA; FOLKERS,
1997) e DISCO (MARTIN, 2000) esta no uso de um termo de pontuagdo relacionado a
sobreposicdo estérea dos ligantes, que permite descartar conféormeros com alta energia
potencial (POPTODOROV; LUU; HOFFMANN, 2006).

Adicionalmente, o programa GALAHAD™ permite identificar moléculas com
sobreposi¢do parcial nas caracteristicas do modelo farmacoférico (CLARK; ABRAHAMIAN,
2009; COTRELL et al., 2004), ou seja, moléculas que devem ser otimizadas (LIU; SUN; HU,
2012). Por essa razdo, esse programa garante maior flexibilidade na identificacdo de
moléculas potencialmente ativas (RICHMOND et al., 2006).

Com base nas vantagens apresentadas acima, o programa GALAHAD™ foi
empregado na construcdo de modelos farmacoféricos para inibidores de LmPTR1. Devido a
natureza estocdstica do algoritmo genético, 10 modelos farmacofoéricos foram gerados

(Tabela 2).
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Tabela 2 - Parametros estatisticos de modelos farmacoforicos para inibidores de LmPTRI1.

MODELOS PARETO ENERGY’ STERICS HBOND MOL_QRY

01 0 9,03 192,20 61,90 14,40
02 0 7,00 182,50 59,00 11,55
03 0 8,64 168,90 62,30 15,41
04 0 11,07 172,20 64,60 13,10
05 0 7,99 118,40 65,40 13,55
06 0 6,13 125,50 61,00 9,43
07 0 13,57 204,50 59,80 10,34
08 0 9,11 204,50 58,10 7,57
09 0 7,55 159,20 59,00 6,78
10 0 14,35 127,60 67,00 12,31

Fonte: O préprio autor.

No intuito de selecionar um modelo farmacoférico que possa ser utilizado na etapa de
triagem virtual de inibidores de PTR1 e 1til para explicar a REA da classe de inibidores, uma
série de critérios baseados nos pardmetros estatisticos do programa, habilidade para
reconhecer inibidores verdadeiros de falsos positivos e a capacidade de relacionar o encaixe
no farmacoféro com a poténcia biologica foram adotados (se¢do 4.1.3).

Entretanto, a analise dos valores de ENERGY (>100Kcal/mol) mostra que nenhum
dos modelos contém moléculas com angulos torcionais distorcidos. A comparagdo estatistica
dos modelos (valor de PARETO) também ndo foi 1til para reduzir o nimero de modelos.
Dessa forma, a analise apenas dos pardmetros estatisiticos do programa ndo permite descartar
qualquer um dos modelos gerados. Por essa razdo, outras estratégias de avaliacdo foram
adotadas. Por exemplo, um modelo adequado para a etapa de triagem virtual deve possuir a
habilidade de diferenciar inibidores verdadeiros de falsos positivos.

Dentre as métricas capazes de mensurar essa propriedade, fator de enriquecimento
(EF), curva ROC e area sob a curva ROC (AUC) sao as mais utilizadas devido a facilidade na
interpretacdo dos dados e por possibilitar uma analise direta do desempenho entre diferentes

modelos (SHEPPHIRD; CLARK, 2006; MARTINEZ; LOUZADA-NETO; PEREIRA, 2003),

*Unidade expressa em Kcal/mol.
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portanto, os modelos foram avaliados primeiramente com base no fator de enriquecimento, ou
seja no nimero de moléculas ativas recuperadas em relacdo ao numero de moléculas ativas
que seriam recuperadas poruma busca aleatéria numa fracdo da base de dados
(TRIBALLEAU et al., 2005).

Entretanto, ndo existem dados experimentais de moléculas inativas contra PTR1. A
fim de superar essa limitagdo, utilizamos o servidor DUD-E para gerar moléculas com
caracteristicas fisico-quimicas (carga, peso molecular, nimero de ligagcdes rotacionaveis,
nimero de doadores e aceitadores de ligacdo de H e log P) semelhantes a inibidores
verdadeiros, porém suficientemente diferentes do ponto de vista topoldgico para serem
consideradas como falsos positivos (MYSINGER et al., 2012).

Utilizando-se um conjunto de seis inibidores verdadeiros e 300 falsos positivos (1:50)
foi possivel verificar que os modelos 2 e 5 apresentam melhor desempenho nas fases iniciais
da triagem (1 e 2%), embora eles estejam bem abaixo das taxas de enriquecimento maxima

(Tabela 3).

Tabela 3 - Desempenho dos modelos farmacoféricos para inibidores de PTR1 quanto a taxa
de enriquecimento para 1 e 2% da base de dados.

MODELOS AEF (EFpax = 100/1%)  AEF (EFpax = 50/2%)
1 86,67 36,67
2 73,33 33,33
3 86,67 36,67
4 80,00 36,67
5 66,67 30,00
6 93,33 46,67
7 86,67 43,33
8 86,67 36,67
9 93,33 46,67
10 86,67 36,67

Fonte: O proprio autor.

Embora esse resultado sugira que os modelos farmacoféricos possuem baixa
capacidade de priorizar moléculas ativas, ha uma variagdo grande do fator de enriquecimento

para diferentes porcentagens da base de dados. Isso ocorre porque o fator de enriquecimento
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ndo ¢ uma métrica continua, ou seja ele depende da quantidade de moléculas ativas em
relacdo ao numero total de moléculas contidas numa determinada base de dados (SHERIDAN
etal., 2001; DILLER; LI, 2003).

Geralmente, se calcula o fator de enriquecimento para 0,01% da base de dados
utilizada na triagem virtual (BRAGA; ANDRADE, 2013). Contudo, o tamanho reduzido de
nossa base (306 moléculas) inviabiliza essa medida. Alternativamente, utilizou-se uma
métrica continua (curva ROC) que independe da razdo de inibidores verdadeiros e falsos
positivos. Nesta andlise, o eixo y representa a sensibilidade (taxa de inibidores verdadeiros)
enquanto o eixo x representa 1 - especificidade (taxa de falsos positivos) dos modelos
farmacoforicos.

Os inibidores verdadeiros devem ter pontuacdo maior que os falsos positivos e
portanto serem ranqueados nas primeiras posi¢des. Assim, um modelo ideal deve apresentar
alta sensibilidade (valor =1, no eixo y) e especificidade (valor zero no eixo x), ou seja deve-se
observar uma linha que sai da origem e seguir verticalmente até o canto superior esquerdo
(SEIDEL et al., 2010; WU, FLACH, 2005). Ao atingir este ponto, a curva deve continuar
horizontalmente até o canto superior direito, indicando que todos os inibidores verdadeiros
foram identificados antes que qualquer falso positivo seja selecionado. Modelos que
apresentaram desempenho superior a uma selegdo aleatdria (linha diagonal) tém AUC > 0,5.
Embora todos os modelos apresentem esse comportamento (Figura 20), apenas os modelos

com AUC > 0,8 (3, 4 5 e 10) foram selecionados para avaliacdes subsequentes.
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Figura 20 - Curvas ROC obtidas para os modelos farmacoforicos gerados a partir de
inibidores de LmPTR1. AUC, area sob a curva.
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Fonte: O proprio autor.

Embora uma AUC elevada seja essencial, essa propriedade ndo ¢ suficiente para
garantir a utilidade do modelo farmacoforico, pois as métricas de avaliag@o utilizadas até esse
ponto ndo garantem que os modelos farmacoforicos, de fato, auxiliem na compreensdo das
relagdes entre a estrutura quimica e a atividade biologica. Essa propriedade ¢ crucial para
otimizar a poténcia dos inibidores e, em principio, estd diretamente relacionada com o ajuste
de moléculas ativas no modelo farmacoforico (LEACH et al., 2010). Espera-se que inibidores
potentes tenham bom ajuste, ao passo que inibidores fracos devem apresentar um menor
encaixe nesses pontos farmacoforicos.

Na pratica, os valores de MOL QRY e QFIT poderiam ser utilizados para estimar o
ajuste das moléculas bioativas nos modelos farmacoforicos Entretanto, estudos anteriores
sugerem que ndo ha correlagio entre o valor de QFIT e poténcia biologica (r* = 0,05) (CHEN;
MYINT, 2012), enquanto para MOL QRY, a correlagdo chega a = 0,7 (LIU; SUN; HU,
2012). Esse resultado nos levou a investigar a correlacdo da poténcia de 41 inibidores de
PTR1 (Apéndice A), divididos em potentes, moderados e fracos cuja poténcia (Ki) varia de
0,02 a 436,0 uM, com os valores de MOL_QRY obtidos com os modelos farmacoforicos 3, 4,
5 e 10 (Figura 21).
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Figura 21 - Relagdo entre os valores de poténcia (pKi) e o encaixe de inibidores conhecidos
(MOL_QRY) nos modelos farmacoforicos para inibidores de LmPTRI1.
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Fonte: O proprio autor.

Apenas os modelos 5 e 10 apresentam relagdo entre poténcia e o valor de MOL QRY
(Figura 21). Porém, a diferenca de pontuagdo entre as moléculas que apresentaram maior e
menor valor de MOL QRY ¢ mais pronunciada no modelo 10 (A=38,26) que no modelo 5
(A=9,97). Entretanto, pode-se argumentar, corretamente, que os resultados apresentados
acima ndo mostram como o modelo 10 poderia ser util para explicar as relagcdes entre a
estrutura quimica e a atividade bioldgica dentro da série de moléculas avaliadas. A fim de
ilustrar essa propriedade, a sobreposicdo de um inibidor potente e um fraco de PTRI no

modelo 10 foi analisada (Figura 22).



75

Figura 22 - Sobreposicdo de um inibidor potente de PTR1 (A, Ki = 27nM) e um inibidor
fraco (B, Ki = 27uM) no modelo 10. As distancias e raios estdo representadas em angstrons.
Azul: centros hidrofébicos, verde: pontos aceitadores de ligacdo de H, rosa: pontos doadores

de ligacdo de H. O raio das esferas varia de acordo ao raio de tolerancia calculado pelo
GALAHAD™, Os 4tomos de carbono, nitrogénio e oxigénio estdo representados pelas cores
cinza, azul e vermelho, respectivamente.

Fonte: O proprio autor.

A fim de interpretar de forma correta o resultado obtido, ¢ necessario fazer uma breve
caracterizacdo do modelo farmacoférico. O modelo 10 possui quatro grupos aceitadores de
ligacdo de H, sendo que dois deles estdo centrados nos nitrogénios sp2 presentes no anel
pteridina, um centrado no grupo amino primario ligado ao anel pteridina e o ultimo centrado
no heteroatomo distal a esse anel das moléculas moldes (Figura 17). Além desses pontos
farmacoforicos, esse modelo também apresentou trés centros hidrofébicos, sendo que dois
deles estdo localizados no anel pteridina (pirazina e pirimidina) € o outro em um substituinte
aril na cadeia lateral e por fim, dois doadores de ligacdo de H que estdo centrados no grupo
2,4 diamino, ligado ao anel pteridina. As esferas e os respectivos raios de tolerancia (Tabela
4) descrevem o volume disponivel para um grupo que tenha caracteristicas idénticas a

apresentada por aquele ponto farmacoférico (EYUNNI; GANGAPURAN; REDDA, 2014).
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Tabela 4 - Raio de tolerancia (A) para as caracteristicas farmacoforicas do modelo

farmacoforicol0.
Caracteristicas farmacoforicas Raio de tolerancia (A)

Doador de ligagdo de H (1) 0,57
Doador de ligagdo de H (2) 0,54
Aceitador de ligacao de H (3) 0,30
Aceitador de ligacao de H (4) 0,48
Aceitador de ligacao de H (8) 1,10
Aceitador de ligacao de H (9) 0,94
Centro hidrofobico (5) 0,77
Centro hidrofobico (6) 0,49
Centro hidrofobico (7) 0,85

Fonte: O proprio autor.

As caracteristicas farmacoforicas centradas nos atomos presentes no anel pteridina ja
foram relatadas na literatura (CAVAZZUTI et al., 2008; FERRARI et al., 2011; TULLOCH
et al.,, 2010) como essenciais para inibi¢do frente a PTRI1, pois eles sdo compativeis com
aquelas que o substrato/cofator realizam com PTR1 (MCLUSKEY et al., 2004). Por exemplo,
empilhamento pi com o residuo Phe-113 poderia ser representado pelos centros hidrofébicos
(6 ou 7; Figura 22) centrados no anel pteridina, enquanto as ligagdes de H com Ser-111 e Tyr-
194 poderiam ser representadas pelos centros doadores/aceitadores (1-4; Figura 22). Em
contrapartida, as demais caracteristicas centradas na cadeia lateral ainda ndo foram relatadas
como essenciais para a inibicdo. Entretanto, estudos de REA tém demonstrado aumento de
atividade biologica devido a inser¢do de substituintes hidrofoébicos e/ou polares no anel
pteridina (HARDY et al., 1997). A estrutura de antifolatos classicos com afinidade frente a
PTRI1 como metotrexato, trimetoprima e pirimetamina corrobora as caracteristicas presentes
no modelo farmacoforico 10, devido a presenga do nucleo 2,4 diaminopteridina substituido
com grupos hidrofébicos e aceitadores de ligacdo de H. Além disso, Ferrari e colaboradores
(2011) tém identificado inibidores potentes que possuem o anel 2,4 diaminopteridina com a
inser¢do de substituintes hidrofobicos ou polares na posicdo 6 desse anel. Esses dados
corroboram os achados que as caracteristicas que estdo centradas na cadeia lateral sdo

importantes para a poténcia de inibidores de PTRI1.
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Nesse contexto, o alinhamento do inibidor potente no modelo 10 (Figura 22-A) mostra
que os anéis pirimidina e pirazina (nucleo pteridina) alinham-se aos centros hidrofébicos
enquanto que as aminas primdrias estao superpostas aos centros doadores de ligacdo de H. Os
nitrogénios sp2 do anel pirimidina, por sua vez, correspondem aos centros aceitadores de
ligacdo de H. Em outras palavras, as interagdes com Phe-113 por empilhamento pi e ligacao
de hidrogénio entre o grupo amino com Ser-111 sdo compativeis com aquelas apresentadas no
modelo farmacoforico.

De forma oposta, o inibidor fraco ndo se alinhou as caracteristicas externas ao nticleo
2,4 diaminopteridina (Figura 22-B), ao passo que apenas os atomos presentes no anel
pirimidina se alinharam aos pontos farmacoforicos. Este resultado demonstra que a presenca
de um centro hidrofobico e dois centros aceitadores de ligagdo de H sdo requisitos minimos
para a atividade bioldgica, enquanto que as caracteristicas presentes na cadeia lateral sdo
determinantes para a poténcia.

A comparagdo entre o modelo farmacoférico 10 e o modelo proposto por Dube e
colaboradores (2012) (dois grupos doadores de ligacdo de H centrados nos atomos 2,4
diamino, um centro hidrofébico localizado no anel pirazina e um centro hidrofobico
localizado em um substituinte aril da cadeia lateral) mostra que esse ultimo ¢ um subconjunto
do primeiro (Figura 22). Essa diferenca pode estar relacionada com tamanho e diversidade
quimica do conjunto treino, algoritmo utilizado na geracdo dos conférmeros, etc. (YANG,
2010). De fato, outros autores chegaram a modelos farmacoforicos completamente diferentes
utilizando o mesmo programa porém com diferentes conjuntos treinos (HECKER et al., 2002;
TOBA et al., 2006).

Cenario semelhante pode ser descrito nesse trabalho, uma vez que Dube e
colaboradores (2012) utilizaram 28 inibidores para a geracdo dos modelos com o auxilio do
programa CATALYST, enquanto o modelo 10 foi desenvolvido com apenas nove inibidores
(todos eles utilizados também por Dube e colaboradores (2012)) utilizando o programa
GALAHAD™., Apesar do numero reduzido de moléculas, os nove inibidores previamente
selecionados possuem uma diversidade quimica comparavel ao conjunto utilizado por Dube e
colaboradores (2012).

Em principio, a utilizagdo de um modelo simplificado pode explicar de forma mais
clara as relagdes entre estrutura e atividade biologica, além disso, a literatura tem mostrado
que modelos com até sete pontos farmacoféricos sdo mais preditivos e apropriados para a
etapa de triagem virtual (YANG et al., 2010). Por essas razdes, decidimos avaliar se 0 modelo

10 poderia ser simplificado sem perda da especificidade e seletividade. Para tanto, tomou-se
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por base um modelo que ja foi utilizado para a triagem virtual (Figura 23) (DUBE et al.,

2012).

Figura 23 - Representacdo do modelo farmacoforico 10* (simplificado). O esquema de cores
¢ 0 mesmo apresentado na figura 22.
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Fonte: O proprio autor.

Essa estratégia deu origem a um modelo comparavel ao modelo proposto por Dube e
colaboradores (2012), considerando as distdncias entre os pontos farmacoféricos e seus
respectivos raios de tolerancia, exceto pela localizagdo de um ponto doador de ligacdo de H
acima de 1A do raio de tolerncia para esta caracteristica (ponto 1 = 0,57A/Tabela 4). A
diferenca observada entre os modelos pode ser explicada pelo fato do conjunto treinamento
utilizado na constru¢do dos modelos ser diferente, o que pode gerar diferentes alinhamentos.
O modelo simplificado apresentou um valor de AUC = 0,61 (Figura 24), ou seja, superior a
uma sele¢do aleatoria porém, inferior ao apresentado pelo modelo original, o que corrobora a
importancia de caracteristicas externas ao nucleo 2,4 diaminopteridina para a identificacdo de

inibidores verdadeiros de PTR1.
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Figura 24 - Curvas ROC obtidas para os modelos farmacoforicos 10 e 10*.
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Fonte: O préprio autor.

Diante desse resultado, o modelo farmacoférico 10 foi selecionado como o mais

apropriado para a etapa de triagem virtual.

5.1.2 Diidrofolato Redutase-Timidilato Sintase (DHFR-TS)

Como PTRI garante ao parasito uma via bioquimica alternativa, quando DHFR-TS
estd inibida, a inibicdo das duas enzimas parece ser essencial para uma terapia efetiva. Uma
estratégia para alcangar esse objetivo ¢ identificar as moléculas que contenham os requisitos
farmacoforicos para inibirem ambos os alvos moleculares. Uma vez que modelos
farmacoforicos validados para inibidores de PTR1 ja haviam sido construidos, passamos a

construcdo de modelos farmacoforicos para inibidores de DHFR-TS, visando com isso

implementar uma segunda etapa de triagem virtual.

Seguindo o mesmo protocolo descrito anteriormente, 10 inibidores de DHFR-TS

foram selecionados com base na diversidade quimica (Figura 25).
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Figura 25 - Representacdo grafica da distribui¢do de inibidores de DHFR-TS no espago

quimico, definido a partir de componentes principais (PC), calculadas com auxilio do servidor
ChemGPS-NP Web. Os pontos vermelhos referem-se as moléculas selecionadas para a

geracdo dos modelos farmacoforicos.
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Fonte: O proprio autor.

Essa estratégia resultou na selecao de seis inibidores (Figura 18, secdo 4.1.1) com

diferentes quimiotipos que foram empregados na constru¢do de 10 modelos farmacoféricos
para inibidores de DHFR-TS (Tabela 5).



81

Tabela S - Parametros estatisticos de modelos farmacoféricos para inibidores de LmDHFR-
TS.

MODELOS PARETO ENERGY STERICS HBOND MOL_QRY

11 0 14,42 1063,60 184,00 3,71
12 0 3104,15 976,10 187,10 5,39
13 0 8,82 832,10 187,40 5,34
14 0 4,62 x 10° 988,40 191,30 4,56
15 0 9.79 946,30 173,50 4,10
16 0 4,12x 10° 990,40 185,50 2,08
17 0 12,41 1004,70 174,00 2,08
18 0 10,94 894,00 185,70 0,91
19 0 11,63 855,90 181,80 2,08
20 0 7,72 847,60 163,60 2,61

Fonte: O préprio autor.

Seguindo a estratégia adotada para a selecdo de modelos farmacoforicos de inibidores
de PTRI1, trés modelos farmacoforicos (12, 14 e 16) foram excluidos por apresentarem valor
de ENERGY superior a 100 kcal/mol.

Os modelos farmacoforicos remanescentes apresentaram valores de MOL QRY
inferiores aos apresentados para os modelos de PTR1, sugerindo que o ajuste dos inibidores
nesses modelos ¢ inferior. Entretanto, ndo existe um valor minimo que preconize a exclusao
de modelos baseada nesse parametro (ATHRI et al., 2010; LIU; WU; HU, 2011; LIU; SUN;
HU, 2012). Portanto, a utilizagdo desse critério estatistico ndo assegura por si a qualidade dos
modelos gerados bem como a comparagdo com outros modelos, haja vista que o valor do
MOL_QRY ¢ dependente do conjunto treino utilizado.

Considerando a equivaléncia estatistica dos modelos (PARETO =0), aqueles com
parametros internos adequados foram avaliados quanto a habilidade de priorizar inibidores

verdadeiros em relacdo a falsos positivos (Figura 26).
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Figura 26 - Curvas ROC obtidas para os modelos farmacoforicos gerados a partir de
inibidores de LmDHFR-TS.
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Fonte: O préprio autor.

Essa andlise demonstrou que todos os modelos possuem desempenho superior a uma
selecdo aleatoria (AUC > 0,5). Todavia, a analise visual do inicio da curva (< 5% do banco)
revela um desempenho pior do que a selegdo aleatdria, ou seja, algumas moléculas falso-
positivas tem pontuagdo superior aos verdadeiros positivos, o que reflete o deslocamento da
curva no eixo X (maior taxa de falsos positivos) nas fases iniciais da base de dados.

Entretanto, cabe destacar que o modelo de DHFR-TS selecionado foi utilizado para
selecionar entre as moléculas que ja haviam sido filtradas com o modelo 10, ou seja, o
numero de falsos positivos deveria ser pequeno e o uso desse segundo filtro traria o beneficio
de selecionar moléculas que também contemplam os requisitos farmacoforicos de inibidores
de DHFR-TS. Nessa perspectiva, modelos capazes de explicar a contribuicdo dos
farmacoforos para a atividade biolodgica dos inibidores poderiam ser Uteis também para
otimizar a poténcia de inibidores de PTR1, frente a DHFR-TS. A fim de investigar se algum
dos modelos farmacofoéricos com AUC > 0,8 tem essa capacidade, utilizou-se um conjunto de
45 inibidores de DHFR-TS (Apéndice B), divididos em forte, moderado e fraco cuja poténcia
(Ki) varia de 0,02 a 363,08uM, com os valores de MOL QRY obtidos com os modelos
farmacoforicos 13, 15 e 20 (Figura 27).
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Figura 27 - Relacdo entre os valores de poténcia (pKi) e o encaixe de inibidores
conhecidos (MOL _QRY) nos modelos farmacoforicos para inibidores de LmDHFR-TS.
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Fonte: O proprio autor

Essa analise sugere que apenas o modelo 20 apresenta alguma relag@o entre o encaixe
nos pontos farmacoféricos e a atividade bioldgica. Na tentativa de compreender a
contribuicdo de cada ponto farmacofdrico e explicar as relagdes entre estrutura quimica e
atividade biologica de inibidores de DHFR-TS, um inibidor potente e um fraco de DHFR-TS

foram sobrepostos nas caracteristicas farmacoforicas do modelo 20 (Figura 28).
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Figura 28 - Sobreposicao de um inibidor de DHFR-TS potente (A, Ki = 90nM) e um inibidor
fraco (B, Ki =4uM) no modelo 20. O esquema de cores ¢ idéntico ao apresentado na figura
22.

Fonte: O proprio autor.

A fim de facilitar a compreensdao dos resultados, segue uma breve descri¢do do
modelo 20, que apresenta um grupo aceitador de ligacdo de H e um centro hidrofobico
localizados no anel pirimidina das moléculas moldes (Figura 18) e dois outros pontos
farmacoforicos (um grupo aceitador de ligacdo de H e um centro hidrofébico) localizados na
cadeia lateral desse anel (Figura 28). Essas caracteristicas ja foram demonstradas na literatura
(HARDY et al., 1997) como essenciais para a inibicdo frente a DHFR-TS, o que corrobora a
capacidade do modelo em priorizar inibidores verdadeiros. As esferas e os respectivos raios
de tolerancia (Tabela 6) descrevem o volume disponivel para um grupo que tenha
caracteristicas idénticas a apresentada por aquele ponto farmacoférico (EYUNNI;

GANGAPURAN; REDDA, 2014).
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Tabela 6 - Raio de tolerancia (A) para as caracteristicas farmacoforicas do modelo
farmacoforico 20.

Caracteristicas farmacoforicas Raio de tolerancia (A)
Aceitador de ligacdo de H (1) 0,56
Aceitador de ligacdo de H (2) 0,77

Centro hidrofobico (3) 0,36
Centro hidrofobico (4) 0,41

Fonte: O préprio autor.

A andlise visual da sobreposicdo do inibidor potente no modelo 20 (Figura 28-A)
indica que os centros hidrofobicos e aceitadores de ligacdo de H estdo centrados no anel
pirimidina e o nitrogénio sp2 nesse mesmo anel, respectivamente. Os dois outros pontos
farmacoforicos, alinharam-se a grupos presentes na cadeia lateral, com um grupo aceitador de
ligacdo de H centrado no oxigénio éter e um centro hidrofobico localizado no substituinte aril
préoximo ao grupo carbamato. Hardy e colaboradores (1997) demonstraram que o anel 2,4
diaminopirimidina ¢ essencial para a inibicdo de DHFR-TS de L. major. Adicionalmente,
estudos de REA sugerem que substituintes aromaticos e/ou polares na posi¢do 5 ou 6 do anel
pirimidina aumentam a atividade biologica de inibidores de DHFR-TS (SCOTT; COOMBS;
SANDERSON, 1987).

De forma oposta, o inibidor fraco (Figura 28-B) apresentou apenas o alinhamento do
anel pirimidina sobre o centro hidrofobico, porém com uma disposi¢ao espacial diferente da
apresentada pelo inibidor potente. Esse alinhamento sugere que uma interagdo hidrofébica e
uma ligagdo de H sdo importantes para explicar a diferenca de poténcia entre inibidores de
DHFR-TS.

Diferentemente dos modelos farmacoféricos de LmPTR1, nenhum modelo de
LmDHFR-TS foi descrito na literatura (portal de periddicos da CAPES, termos de busca:
“Leishmania major” AND “DHFR” AND “Pharmacophore”). Entretanto, modelos
farmacoforicos descritos na literatura para outros organismos (P. carinii , Kiani, Kalsoom e
Riaz (2013); T. cruzi, Schormann et al., 2008) sugerem que dois grupos aceitadores de ligagao
de H centrados no nitrogénio sp2 do anel pirimidina, dois grupos doadores de ligacdo de H
centrados no grupo 2,4 diamino e um centro hidrofébico localizado no anel pirimidina sdo
essenciais para inibi¢do de DHFR-TS.

O modelo farmacoférico 20 difere desses modelos em relacdo a presenga dos grupos

doadores de ligacdo de H centrados nos grupos aminos ligados ao anel pteridina. Esse
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resultado corrobora estudos que mostraram que esses grupos ndo interferem na atividade
frente a DHFR-TS de L. major (RAJASEKARAN; CHEN, 2012).

A divergéncia apresentada entre os modelos farmacoforicos descritos nesse trabalho e
aqueles previamente descritos provavelmente estd relacionada com a baixa identidade
sequencial de LmDHFR-TS com DHFR de P. carinii (33 %) e DHFR-TS de T. cruzi (66%).
Proteinas com baixa identidade sequencial entre si, em geral, possuem diferentes aspectos
moleculares (requisitos estéreo-eletronicos) responsadveis pelo reconhecimento de um ligante
no sitio alvo. Além disso, o conjunto treino e os programas empregados
(GALAHAD™/LigandScout) na geracdo dos modelos foram diferentes. Como ja relatado,
estes fatores influenciam de forma direta na constru¢do dos modelos devido as diferengas na
flexibilidade conformacional dos ligantes, os algoritmos de busca e as métricas de avaliagdo
implementados nos programas (HECKER et al., 2002; TOBA et al., 2006).

Os resultados obtidos sugerem que o modelo farmacoférico 20 é adequado para a
priorizagdo de moléculas com possivel atividade biologica frente a DHFR-TS. Porém, esse
modelo deve ser utilizado para priorizar potenciais inibidores de PTR1 previamente
selecionados com base nas caracteristicas farmacoforicas do modelo 10. Assim, esse modelo
foi utilizado como filtro adicional para as moléculas previamente selecionadas como

potenciais inibidores de PTRI.

5.1.3 Triagem virtual por modelo farmacoforico e sele¢cio de moléculas para os ensaios
in vitro

Geralmente, moléculas bioativas identificadas na etapa de triagem apresentam
poténcia na ordem de micromolar, e precisam sofrer modificagdes moleculares no intuito de
otimizar poténcia e seletividade. Essas alteragdes resultam em aumento de peso molecular
e/ou lipofilicidade. Por essa razdo, realizamos a triagem virtual de moléculas com
propriedades semelhantes as de compostos lideres (Log P < 3,5, Peso Molecular < 350 Da,
Numero de doadores de ligacdo de H < 4, Numero de aceptores de ligacdo de H <8)
(TEAGUE et al., 1999).

Apos a filtragem com o modelo 10, 11530 moléculas apresentaram QFIT diferente de
zero (99,36 a 1,95). A seguir, essas moléculas foram alinhadas ao modelo 20, como estratégia
de excluir aquelas (1112) que ndo apresentam os requisitos fisico-quimicos estruturais
minimos para inibir LmDHFR-TS (QFIT =0). Embora ndo exista relagdo entre o valor de

QFIT e poténcia, grande parte das moléculas apresentam valor de QFIT inferior a 50. De fato,
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a analise da distribuicdo dos valores de QFIT (Figura 29) revela que apenas 200 das
moléculas tem QFIT > 69,0. Esse valor de corte foi definido a partir da média e desvio padrao

dos valores de todas as moléculas do banco (10418).

Figura 29 — Distribui¢ao das moléculas selecionadas (n=10418) pelos modelos
farmacoforicos 10 e 20 para inibidores de LmPTR1 e LmDHFR-TS, respectivamente, em
relacdo ao valor de QFIT.
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Fonte: O préprio autor.

Apesar da abordagem descrita acima ter reduzido significativamente o numero de
moléculas que deveriam ser adquiridas para posterior avaliacdo da atividade bioldgica,
restricdes or¢amentarias inviabilizaram a aquisicdo de todas elas. A fim de contornar essa
limitacdo, os seguintes critérios sequenciais foram empregados para priorizar quais moléculas
seriam adquiridas inicialmente: 1) auséncia de informagdes sobre ensaio bioldgico frente a
PTR1 depositada no servidor SciFinder® (https://scifinder.cas.org/); 2) disponibilidade
comercial e 3) diversidade quimica.

Primeiramente, ndo foi identificado qualquer registro de ensaio biolégico ou
informacdo acerca dessas moléculas no banco do SciFinder®. Embora esse resultado seja
indicativo do ineditismo das moléculas selecionadas como leishmanicidas, ele ndo auxiliou a

restringir o nimero de moléculas a serem adquiridas. O segundo critério revelou que cerca de
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40% das moléculas (80) estavam disponiveis para aquisi¢io *. Ainda no quesito

disponibilidade, o custo médio (US$ 65,0 por molécula (10mg)) foi considerado para definir o
niamero de substancias a serem adquiridas, o que resultou na selecdo de 49 moléculas. Por
fim, essas moléculas foram analisadas quanto a sua distribui¢do no espago quimico, visando
identificar estruturas representativas do conjunto total e que amostrassem de forma eficiente

os diferentes quimiotipos e, por conseguinte, as caracteristicas fisico-quimicas encontradas
nas 49 moléculas (Figura 30).

Figura 30 - Representacdo grafica do espaco quimico tridimensional com destaque
para as 10 moléculas selecionadas para testes de atividade in vitro.
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Fonte: O préprio autor.

Essa estratégia resultou na aquisicdo de 10 moléculas com diferentes quimiotipos que

sdo representativas do espaco amostral (Tabela 7).

* Embora, a base de dados original seja de moléculas comercialmente disponiveis, variagdes de estoque,

interrup¢do do fornecimento, entre outros fatores, resultam na indisponibilidade de uma quantidade significativa
de moléculas. No periodo do estudo, apenas uma empresa fornecia substincias para o Brasil.
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Tabela 7 - Moléculas adquiridas para os ensaios in vitro.

Moléculas Estrutura quimica Moléculas Estrutura quimica
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Fonte: O proprio autor.
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Para avaliar a diversidade quimica das moléculas adquiridas em relagdo a inibidores
conhecidos de L. major PTR1 e DHFR-TS, foi realizada a andlise do espa¢o multidimensional

dessas moléculas em relacdo ao conjunto treinamento de ambas classes de inibidores (Figura
31).

Figura 31 - Representacdo grafica do espaco quimico tridimensional para as 10 moléculas
selecionadas para testes de atividade in vitro e inibidores conhecidos de L. major PTR1 e

DHFR-TS.
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Fonte: O préprio autor.

O resultado mostra que a maioria das moléculas selecionadas estdo posicionadas em
uma regido do espago quimico diferente daquela encontrada para os inibidores conhecidos, o
que demostra a habilidade dos modelos farmacoféricos em identificar moléculas ndo
relacionadas ao conjunto treinamento, mas que devem ser avaliadas para identificar o
potencial biologico. Portanto, essas moléculas foram submetidas aos ensaios in vitro para
avaliar a inibicdo frente a L. major PTRI1.

Uma estratégia rapida para avaliar essas moléculas ¢ aplicar testes de inibi¢do baseado
na reacao catalisada pela PTR1, ou seja monitorar a influéncia delas na redugdo NADPH-
dependente de biopterina para diidrobiopterina e/ou tetraidrobiopterina. Porém, a realizagdo
desses ensaios requerem quantidades suficientes de PTR1. A fim de obter PTR1 em

quantidades adequadas para todos os ensaios de inibi¢do, expressdo e purificagdo de PTRI

recombinante foi realizada anterior aos ensaios in vitro.
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5.2 ENSAIOS BIOLOGICOS COM POTENCIAIS INIBIDORES DE L. major PTR1

5.2.1 Expressao e Purificacao da PTR1 de L. major

As etapas de clonagem, expressdo e purificacio de LmPTR1 ja foram descritas na
literatura anteriormente (GOURLEY et al., 1999). Apesar do plasmideo contendo o gene que
codifica a LmPTRI ter sido cedido (secdo 4.3.1), a clonagem anterior ndo garante que o
transformante tenha a mesma sequéncia. Assim foi realizado um sequenciamento do inserto
presente em clones para verificacao da sua integridade. O produto de sequenciamento quando
alinhado a sequéncia depositada no banco de dados (Uniprot, Q01782), mostrou uma
identidade sequencial de 100%, o que descarta a possibilidade de uma eventual mutacdo
(Apéndice C). Portanto, a partir de uma UFC de E. coli (BL21-DE3) contendo o plasmideo
que codifica a enzima LmPTR1, prosseguiu-se para a etapa de expressao.

Embora, Gourley e colaboradores (1999) ja tenham descrito condi¢des para expressao
de PTR1 de L. major (18°C, 16 horas de indugdo com a adi¢do de ImM de IPTG), optou-se
por investigar o efeito da concentracdo de IPTG nos niveis de expressdo proteica visando

otimizar as condi¢des e reduzir o custo de cada experimento (Figura 32).

Figura 32 - Teste de expressao da proteina LmPTRI1 utilizando diferentes
concentragdes de IPTG (0,1; 0,5 e ImM) a 18°C e 16 horas de inducdo. A andlise foi realizada
em gel SDS-PAGE a 12% .1) sobrenadante 1,0mM IPTG; 2) precipitado 1,0mM IPTG; 3)
sobrenadante 0,5mM IPTG; 4) precipitado 0,5mM IPTG; 5) sobrenadante 0,1mM IPTG; 6)
precipitado 0,1mM IPTG; 7) sobrenadante 0,0mM IPTG; 8) precipitado 0,0mM IPTG; 9)
padrdo de peso molecular (LMW-SDS GE®). A seta indica a regido esperada para a banda de
expressdo de PTRI.
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Fonte: O proprio autor.
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Os experimentos realizados indicam que 0,5mM de IPTG ¢ suficiente para obter
quantidades adequadas (15mg/mL) de PTR1 de forma soliivel, mantendo as outras condig¢des

descritas por Gourley e colaboradores (1999).

A purificacdo da enzima de interesse foi realizada por cromatografia de afinidade
utilizando uma resina de sefarose com ions Ni+2 imobilizados (Figura 33). A escolha dessa
estratégia deve-se ao processo de subclonagem do gene que codifica a proteina no vetor de

expressao pET-15b, no qual foram inseridos seis residuos de histidina na por¢do N-terminal

da proteina.

Figura 33 - Purificacdo da LmPTR1 por cromatografia de afinidade em coluna de sefarose
Ni>-NTA. A analise foi realizada em gel SDS-PAGE a 12%. 1) padrio de peso molecular
(LMW-SDS GE®); 2) precipitado; 3) sobrenadante; 4) efluente; 5-6) eluatos.com 100mM de
imidazol; 7-8) eluatos com 200mM de imidazol; 9-10) eluatos com 400mM de imidazol. A
seta indica a regido esperada para a PTR1.
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Fonte: O préprio autor.
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A andlise do gel de poliacrilamida mostrou que a proteina foi expressa na fase soluvel
(canaleta 3) e ligou-se majoritariamente na coluna de niquel (efluente - canaleta 4). Apos a
lavagem com 20 mM de imidazol, toda a proteina foi eluida da coluna na presenga de 400
mM de imidazol (canaletas 9 e 10). A pureza das fragdes coletadas (eluatos) foi confirmada

por SDS-PAGE, na qual observa-se uma tUnica banda de aproximadamente 30kDa, nas

fragdes eluidas com 400mM de imidazol.
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5.2.2 Ensaios in vitro para identificacio de inibidores de PTR1

Apobs a obtengdo da proteina soluvel foi preciso confirmar a sua atividade catalitica,
antes de iniciar a triagem dos potenciais inibidores. Essa etapa foi realizada de acordo com o
protocolo descrito por Dawson e colaboradores (2006). Resumidamente, a reagdo enzimatica
inicia-se com a adi¢dao da enzima (0,2uM) ao meio reacional constituido de solu¢do tampao
acetato de sodio 20mM pH 4,7, NADPH (20uM) e biopterina (20uM). A reagdo
espectrofotométrica ¢ monitorada (340nm) através da oxidagdo de NADPH para NADP+.

Preliminarmente aos ensaios ¢ fundamental a andlise do perfil de absor¢do das
moléculas a serem investigadas para evitar interferéncias. Por esse motivo, a primeira etapa
na triagem dos inibidores consistiu na aquisi¢do de um espectro de varredura na faixa entre
300 e 400 nm, no intuito de identificar possivel interferéncia dos candidatos a inibidor no
comprimento de onda do ensaio. Os resultados obtidos mostram que 20% das moléculas
absorvem no mesmo comprimento de onda do teste cinético (A=340nm) (Apéndice D). Assim,
para que fosse possivel a avaliacdo e comparacdo de todas essas moléculas, foi executado um
estudo do efeito dos potenciais inibidores selecionados na triagem in silico sobre a

estabilidade térmica da PTR1 por ThermoFluor® .

5.2.2.1 Padroniza¢ao do ensaio in vitro por ThermoFluor®

Dentre os varios fatores que afetam a estabilidade da proteina, o pH e o tampao
merecem destaque por interferir diretamente no enovelamento proteico e por conseguinte na
solubilidade (DUPEUX et al., 2011). Adicionalmente, o dimetilsulféxido (DMSO) possui um
efeito de desnaturacdo térmica e a deteccdo do limite a ser utilizado garante uma maior
concentragdo de proteina enovelada e acurdcia na determinagdo da temperatura de
desnatura¢do. Por fim, a intensidade do sinal de fluorescéncia nos experimentos de
ThermoFluor® ¢ concentragdo-dependente, porém altas concentragdes de proteina pode
resultar em uma maior taxa de agregacdo (CIMMPERMAN; MATULIS, 2011). Portanto,
essas variaveis foram investigadas antes de iniciar os ensaios de deslocamento térmico na
presenca dos potenciais inibidores.

As condicdes testadas foram semelhantes as descritas por Reinhard e colaboradores
(2013) juntamente com aquela utilizada para o ensaio da atividade cinética de LmPTRI

(tampao acetato de s6dio 20mM pH 4,7) (Figura 34).
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Figura 34 - Estabilidade térmica de LmPTR1 em diferentes tampdes e pH. O valor de Tm
representa o ponto de inflexdo da curva de transi¢cdo entre os estados enovelados e
desenovelados da proteina. Os valores estdo expressos em mediana e amplitude interquartil
(AIQ) (N=3). A caixa representa o primeiro quartil (Q1), mediana e terceiro quartil (Q3), o
comprimento da caixa descreve a AIQ e as linhas em cada extremidade correspondem aos
valores extremos de Tm (Q1-1,5 x AIQ e Q3+ 1,5 x AIQ).

CHES pH 9,04 HIH
Tris HCI pH 8,57 HIH
Tris HC1 pH 8,07 HIH
Hepes pH 8,0 I
Tris HC1 pH 7,5 HITH
Hepes pH 7,0 HIH
MOPS pH 7,0- i)
Bis Tris Propano pH 6,5 T
Fosfato de sodio pH 6,0 HITH
Citrato de sddio pH 5,6 HIH
Citrato de sodio pH 5,0 HTH
Acetato de s6dio 20mM pH 4,7 HIH
Acetato de sodio pH 4,57 i
Citrato de sodio pH 4,0 HI1H

47 48 49 50 51 52 53 54
Tm (°C)

Tampdes/pH

Fonte: O préprio autor.

Os resultados mostram que o maior valor de Tm da PTRI1 foi obtida na presenca do
tampao acetato de s6dio 20mM pH 4,7 (53,46 °C), enquanto que o menor valor (47,97 °C) foi
observado para o tampao citrato de sédio 50mM pH 4,0. A andlise dos demais tampdes
mostram que, de uma forma geral, a PTR1 tende a ser mais estavel em pH basico, exceto na
presenca do tampdo acetato de sddio. Uma hipdtese para o efeito desse tampdo sobre a
termoestabilidade de PTR1 € que o ion acetato esteja se ligando a um sitio especifico da PTR1
que gera uma estabilizagdo a forma nativa da proteina, a qual ndo ocorre com o ion citrato, e
portanto, poderia sustentar a diferenga significativa entre esses tampdes (ATm = 548°C, p <
0,01 (teste de Mann-Whitney)).

De uma forma geral, o tampao Tris HCl 50mM pH 7,5 tem sido descrito como um
tampao apropriado nas etapas de purificacdo por cromatografia de afinidade e vem sendo
empregado para a purificagdo da PTR1 de L. major (GOURLEY et al., 1999), enquanto que o
tampao acetato de s6dio 20 mM e pH 4,7 tem sido utilizado para os ensaios de atividade
enzimatica (DAWSON et al., 2006). Por esse motivo, investigamos a termoestabilidade de
PTRI1 nesses tampdes.

Os dados mostram que nao houve diferenca significativa entre os tampdes acetato de

sodio 20mM pH 4,7 e Tris HC1 50mM pH 7,5 (ATm=0,32 °C, p=0,10), sugerindo que nessa
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faixa de pH, a estabilidade térmica ndo muda de forma pronunciada. Estudos tém mostrado
que a Leishmania spp. sobrevive em ambientes com diferentes pHs a depender da fase
evolutiva e por conseguinte do hospedeiro (ZILBESTEIN; SHAPIRA, 1994). No inseto, a
forma promastigota vive em ambientes com pH = 7,0, enquanto que a amastigota vive em um
compartimento celular dentro do macréfago humano, denominado de vactiolo parasitoforo em
pH = 5,0 (ANTOINE et al., 1990), o que pode explicar a termoestabilidade em ambas as
faixas de pH. Outra hipotese ¢ que no hospedeiro invertebrado ha uma maior disponibilidade
de pteridinas que sdo fundamentais para manter as taxas de replicacdo da forma promastigota,
ou seja nesse ambiente haveria uma menor atividade da PTR1 (RICHARD et al., 2004). Em
contrapartida, devido a forma amastigota estar presente no vacuolo parasitoforo, hd uma
decréscimo da disponibilidade dessas pteridinas e por conseguinte, uma maior atividade da
PTRI para suprir a demanda metabolica (SIENKIEWICZ et al., 2008).

PTRI apresenta maior eficiéncia catalitica em pH 4,7 (GOURLEY et al., 2001; LUBA
et al., 1998). Esta caracteristica deve-se ao fato que a primeira etapa de reducdo acontece
através da interacdo da hidroxila fenolica da Tyr-194, como doador de ligagdo de H, com o
nitrogénio terciario do anel pteridina (N8) (Figura 8). Posteriormente, o Asp-181 interage com
esse residuo através de ligacdo de H, também como doador, ou seja, a interagdo s6 acontece
se este residuo estiver protonado.

A termoestabilidade de PTR1 nessa faixa de pH, abre a oportunidade para a realizagdo
de diversos experimentos com inibidores ja descritos na literatura (CAVAZZUTI et al., 2008;
CORONA et al., 2012; FERRARI et al., 2011), mas que s6 foram avaliados em pH 4,7.
Porém, no intuito de realizar futuras comparagdes com os ensaios cinéticos/fluorimétricos o
tampao acetato de sédio 20 mM pH 4,7 foi escolhido nesse estudo para os préximos ensaios.

O calculo de Tm depende da inclinacdo e dos limites inferior e superior da curva
(CROWTHER et al., 2009). Por esse motivo, investigamos qual a menor concentragdo de
proteina que garante um sinal adequado para os experimentos no ThermoFluor®. Para este
proposito, o valor da razdo entre o sinal de fluorescéncia e o ruido foi calculado em diferentes

concentracdo de PTR1 (1, 2 e 5 uM) (Figura 35).
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Figura 35 — Curva de fluorescéncia versus tempo para diferentes concentracdes de proteina.
Valores representam a mediana e amplitude interquartil (N=3).
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Fonte: O préprio autor.

Os resultados mostram que a enzima na concentragcdo de SuM deu origem a um sinal
de fluorescéncia 12 vezes superior ao controle experimental (5000 U.A.), enquanto para as
concentragdes de 1 pM e 2 uM, essa razdo foi de 4 e 7 vezes, respectivamente.

Varios autores (NIESEN; BERGLUND; VEDANI, 2007; MATULIS et al., 2005;
SORREL et al., 2010) realizam experimentos de ThermoFluor® com concentragdes de 2uM
de proteina. Nossos resultados mostram que nessa concentragdo, o sinal de fluorescéncia ¢ 7X
superior ao do controle experimental. Embora essa razdo seja suficiente para investigar o
efeito de tampdes e aditivos sobre a termoestabilidade de PTR1, o uso de concentragdes
elevadas de ligantes pode causar uma redu¢do da intensidade méaxima de fluorescéncia, o que
dificultaria a definicdo da fase pos-transi¢do. A literatura tem mostrado que esse efeito ¢é
devido a diminui¢do da taxa de desenovelamento em detrimento da presenca do inibidor
(MATULIS et al., 2005). Adicionalmente, tem se especulado que o inibidor possa deslocar o
fluoréforo do sitio de ligacdo (SORRELL et al., 2010). Por essa razdo, decidimos utilizar a
concentragdo de SuM.

Apoés a padronizacdo do tampao/pH e concentracdo da proteina, a ultima varidvel
analisada foi a propor¢io do dimetilsulfoxido (DMSO) nos ensaios. E sabido que o DMSO
gera um efeito desestabilizador para a forma nativa da proteina, geralmente devido ao

rompimento de interagdes intramoleculares presentes nas estruturas secundarias
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(ARAKAWA; KITA; TIMASHEFF, 2007; JOHANNESSON; DENISOV; HALLE, 1997),
por isso a avaliacdo do efeito de diferentes proporcdes desse solvente sobre a estabilidade
térmica da proteina ¢ crucial para a acuracia na determinacdo dos valores de Tm. Portanto, o
efeito de diferentes propor¢des de DMSO (5, 10 e 20%) sobre a termoestabilidade da PTRI1
foi investigada (Figura 36). Além disso, esse experimento serviu para definir a concentracdo
maxima de DMSO a ser utilizada na solubilizacdo das moléculas para os ensaios de

ThermoFluor®.

Figura 36 - Estabilidade térmica de PTR1 (Tm) frente a diferentes concentragdes (5, 10 e
20%; v/v) de DMSO. Os valores estdo expressos em mediana e amplitude interquartil (N=3).
A caixa representa o primeiro quartil (Q1), mediana e terceiro quartil (Q3), o comprimento da
caixa descreve a AIQ e as linhas em cada extremidade correspondem aos valores extremos de
Tm (Q1-1,5 x AIQ e Q3+ 1,5 x AIQ). * = p < 0,05 (versus controle). (Teste de Krushal-Wallis

seguido de pos-teste de Dunn).
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Fonte: O préprio autor.

Os resultados indicam que a utilizacdo de 20% de DMSO gerou um efeito negativo e
significativo (ATm=-2,5 °C, p<0,05). Apesar do efeito de desestabilizacdo ser significativo
apenas nessa proporc¢do, a utilizagdo de até 5% de DMSO foi escolhida por possibilitar a
solubilizagdo dos potenciais inibidores.

Ap6s a selegdo das melhores condigdes de estabilidade da PTRI1, as 10 moléculas

selecionadas por triagem in silico foram submetidas ao ensaio de termoestabilidade.
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5.2.2.2 Ensaios de concentragdo unica

No processo de triagem de substancias quimicas, um teste de inibicdo em uma
concentragdo Unica ¢ geralmente empregado para eliminar moléculas pouco promissoras.
Tipicamente, esses experimentos sdo realizados em concentragcdes de 1 a 50 uM. A seguir,
aquelas com porcentagem de inibi¢do igual ou superior a 30% sdo novamente
avaliadas/confirmadas por outros ensaios bioquimicos ou através de ensaios de concentragao-
resposta (KESERU; MAKARA, 2006; ZHU et al., 2008). Assim, ensaios de inibi¢do iniciais

foram realizados na concentra¢do de 50 uM (Figura 37).

Figura 37 - Estabilidade térmica de PTR1 na presenca de potenciais inibidores selecionados
na triagem virtual. Valores representam a mediana e amplitude interquartil da variagao de Tm
(ATm) quando comparada ao controle (DMSO 5%) (N=3).* = p<0,05 (versus controle).
(Teste de Kruskal-Wallis com pds teste de Dunn).
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Fonte: O préprio autor.

Os resultados mostram que todas as moléculas possuem uma tendéncia em estabilizar
a proteina (ATm> 0), ou seja deslocar o equilibrio para a forma nativa. No entanto, apenas
780393 gerou um deslocamento significativo (ATm=1,02°C, p=0,012) quando comparado ao
controle e aos demais ligantes.

Embora Z33165 ndo tenha apresentado um ATm significativo quando comparado ao

controle/ligantes, estudos sugerem que um ATm maior que trés vezes o valor do desvio
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padrdo experimental sdo promissoras (HOLDGATE et al., 2010; ZHANG; MONSMA, 2010;
KRISHNA et al., 2013). Nesse estudo, o desvio padrao encontrado foi de 0,3 e por essa razao,

decidimos incluir, pelo menos Z33165 nos estudos subsequentes”.
5.2.2.3 Ensaios de concentragdo-resposta

Apesar dos resultados nos ensaios de concentragdo Unica, esses dados ndo sdo
suficientes para garantir a afinidade de Z80393 e Z33165 frente a PTR1, ou seja ensaios com
diferentes concentragdes dos inibidores sdo necessarios para avaliar se elas estabilizam a
proteina de uma maneira dependente da concentracdo e ndo decorrente de uma interagao
inespecifica (NIESEN; BERGLUND; VEDADI, 2007). Diante do exposto, a
termoestabilidade da PTR1 foi avaliada na presenca de diferentes concentracdes (200, 50 e

12,5uM) dos inibidores Z80393 e Z33165 (Figura 38).

Figura 38 - Estabilidade térmica de PTR1 frente a trés diferentes concentracdes de Z80393 e
733165. Os valores estdo expressos em mediana e amplitude interquartil da variagdo de Tm

(ATm) (N=3).
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Fonte: O préprio autor.

Os dados sugerem que Z80393 e Z33165 possuem uma relagdo de dependéncia entre
concentragdo e ATm, confirmando a interagdo dessas moléculas frente a PTRI.

Matulis e colaboradores (2005) demonstraram o uso da curva dose-resposta, obtida
dos experimentos de ThermoFluor®, para extrair as constantes de ligacdo. Porém, a
determinag@o desses parametros requer o conhecimento de propriedade termodindmicas como

a entalpia de desenovelamento da estrutura (AHunfolding) e os dados de capacidade térmica

> As moléculas com ATm > 0,3 estdo sendo investigadas por outros alunos.
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(ACpunfolding), normalmente obtidos por titulacdo calorimétrica isotérmica (ITC — do inglés
Isothermal Titration Calorimetry).

Apesar da possibilidade de estimar AHunfolding através da curva de fluorescéncia
versus temperatura (LO et al., 2004; MATULIS et al., 2005) e ACpunfolding através do peso
molecular da proteina (ROBERTSON; MURPHY, 1997), estes valores podem resultar em um
erro de até duas ordens de grandeza do valor de Kd (ZHANG; MONSMA, 2010).

Por outro lado, o ThermoFluor® pode ser utilizado para investigar a modalidade de
interagdo, por meio da adi¢ao de cofator, substrato e outros aditivos que possam competir com
o ligante a assim alterar seu efeito sobre a termoestabilidade (LEA; SIMEONOV, 2012;
VENKATRAMAN et al., 2012).

5.2.2.4 Modalidade de inibi¢ao

A informag¢do do tipo de modalidade de inibicdo ¢ fundamental para guiar o
planejamento de moléculas mais potentes baseado no tipo de interagdo com o receptor
(STRELOW et al.,, 2012). Estudos tém mostrado a possibilidade da utilizacdo do
ThermoFluor® para a determinacdo da modalidade de inibicdo com resultados satisfatorios
quando comparado a ensaios como cinética enzimatica (VENKATRAMAN et al., 2012;
HOLDGATE et al., 2010; LEA; SIMEONOV, 2012). Porém, a determinagao da modalidade
de inibi¢do por ensaio cinético requer a informagdo de parametros cinéticos/termodindmicos
enquanto o método do ThermoFluor® permite determinar qualitativamente, qual a
modalidade de inibi¢do. Assim, a perspectiva de utilizar uma plataforma de alto rendimento
como o ThermoFluor® pode tornar a determina¢do da modalidade de inibigdo mais agil e por
conseguinte aumentar o nimero de moléculas avaliadas (PANTOLIANO et al., 2001).

No intuito de padronizar o método para investigar a modalidade de inibicao,
inicialmente foi avaliada a concentragdo de cofator e do substrato suficientes para gerar uma
diferenga significativa do ATm na presenga do metotrexato (MTX) que ¢ descrito na literatura
(KAUR et al., 2010; 2012) como.inibidor incompetitivo com o NADPH frente a PTR1 de L.
major (controle).

Devido a baixa poténcia deste inibidor frente a PTR1 (IC50=1,10 uM) (GOURLEY et
al., 2001), foi necessario empregar uma concentragdo 50 vezes superior ao IC50 nos ensaios
com ThermoFluor®. Adicionalmente, uma concentragdo correspondendo a aproximadamente
quatro vezes o valor do Km do NADPH (13,2uM) ou Biopterina (12,2uM) (NARE; HARDY;
BEVERLEY, 1997) foi empregada para a detecgdo do deslocamento térmico (Figura 39).
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Figura 39 - Estabilidade térmica de PTR1 frente ao metotrexato na presenca de
concentragdes quatro vezes superior ao Km do NADPH ou biopterina (50 uM). Valores
representam a mediana e amplitude interquartil da variacdo de Tm (ATm) quando comparada
ao controle (DMSO 5%). * = p<0,05 (versus controle). (Teste de Mann-Whitney).
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Fonte: O préprio autor.

O resultado indicou que metotrexato ndo tem efeito significativo na temperatura de
desnaturagdo da PTRI na forma APO (p=0,35), ou na presenca de biopterina (p=0,50).
Porém, houve efeito positivo e significativo para o complexo PTR1-NADPH acarretando em
um ATm = 3,84 °C (p=0,05).

Esses dados mostram que essas mesmas concentragdes de NADPH/Biopterina podem
ser usadas para investigar a modalidade de inibicdo de Z80393 e Z33165. Entretanto, mais
duas concentragdes (12,5 uM e 25 pM) foram utilizadas para avaliar a dependéncia da
termoestabilidade em relacdo a concentracdo e assegurar a determinacdo da modalidade de

inibi¢do frente a PTR1 (Figura 40).
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Figura 40 - Estabilidade térmica de PTR1 frente a Z80393 na presenga de trés diferentes
concentragdes de Biopterina (A) ou NADPH (B). Valores representam mediana e amplitude
interquartil da variagao de Tm (ATm) quando comparada ao controle (DMSO 5%) (N=3). **

= p<0,01 (versus controle). (Teste de Kruskal-Wallis com pds teste de Dunn).
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Fonte: O préprio autor.

Os dados mostram uma tendéncia da diminui¢do do valor de ATm nas concentragdes
12,5 e 25 uM que se torna significativa apds a adi¢do de 50 uM de biopterina (ATm = 0,13 °C,
p = 0,014). Esse resultado sugere que Z80393 compete com biopterina para se ligar com
PTR1 (Figura 40-A). Em relagdo a forma APO com NADPH (Figura 40-B), ndo houve
diferenca significativa sobre a estabilidade térmica de PTR1. Estes dados permitem inferir

que este inibidor pode agir de forma competitiva apenas com o substrato.
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A mesma estratégia foi empregada apara avaliar o efeito da adi¢do de NADPH ou

Biopterina na termoestabilidade de PTR1 na presenca de Z33165 (Figura 41).

Figura 41 - Estabilidade térmica de PTR1 frente a Z33165 na presenga de trés diferentes
concentragdes de Biopterina (A) ou NADPH (B). Valores representam mediana e amplitude
interquartil da variagdo de Tm (ATm) quando comparada ao controle (DMSO 5%) (N=3). ***
=p<0,001 (versus controle). (Teste de Kruskal-Wallis com pos teste de Dunn).
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Fonte: O préprio autor.

Os dados apontam uma tendéncia da diminui¢do do valor de ATm com o aumento da
concentracdo de biopterina, porem ndo houve diferenca significativa no efeito sobre a
estabilidade térmica de PTR1 frente a Z33165 em comparagdo aos controles (Figura 41-A).
De forma semelhante ao observado com a biopterina, existe uma tendéncia para diminui¢ao

do deslocamento térmico de Z33165 com a adi¢do de NADPH, que se tornou significativa
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apos a adi¢do de 50 uM do cofator (ATm = 0,04 °C, p = 0,0003), o que demonstra que Z80393
pode agir de forma competitiva com o NADPH (Figura 41-B). Estes dados permitem inferir
que esta molécula pode agir de forma competitiva apenas com o cofator.

Do ponto de vista quimico, os resultados acima podem ser justificados da seguinte
forma: O anel tieno-2,3 pirimidina de Z80393 (Tabela 7) pode realizar as mesmas interagdes
que o anel pteridina do substrato, razao pela qual eles competem entre si pela interagdo com
PTRI. De forma analoga, o anel quinazolina em Z33165 (Tabela 7) pode ser considerado um
bioisostero do grupo adenina presente no cofator.

Embora os resultados obtidos comprovem a modalidade de interacdo, eles ndo
permitem avaliar as etapas subsequentes a formagdo do complexo enzima-ligante.
Adicionalmente, a poténcia de Z80393/Z33165 ndo puderam ser determinadas nos
experimentos de ThermoFluor®. Outro fator importante ¢ que moléculas com atividade em
mais de um ensaio bioldgico possuem maiores chances de se tornar uma molécula promissora
em etapas futuras. Portanto, Z80393 que apresentou efeito positivo e significativo sobre a
estabilidade térmica de PTRI1, foi direcionada para ensaios fluorimétricos, em colaboracdo

com o Dr. Gustavo Trossini (FCF-USP).

5.2.2.5 Ensaios in vitro por espectrofluorimetria

A fluorimetria tem como vantagens elevada sensibilidade (cerca de 100 vezes maior
do que a espectroscopia de ultravioleta visivel (UV-vis)), maior seletividade, pois poucos
compostos que absorvem radiacdo eletromagnética sdo capazes de emitir fluorescéncia e

baixo limite de deteccdo (GIL et al., 2009; VILASBOAS E SANTOS; GIL, 2010).

Uma vez que moléculas absorvem em comprimentos de onda semelhantes, eles podem
emitir em comprimentos de onde diferentes. Por esse motivo, uma varredura de fluorescéncia
foi realizada entre 400 a 800nm para investigar o comprimento de onda de emissao de Z80393

e NADPH, utilizando o mesmo comprimento de onda (A excitagdo= 340nm) (Figura 42).
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Figura 42 - Espectro de emissdao para NADPH (100uM) e seu controle (NaOH 0,02M) (A) e
780393 (100uM) juntamente com o seu controle (DMSO 5%), utilizando o comprimento de
onda de excitagcdo de 340nm (B). A analise foi realizada em triplicata a 30°C.
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Fonte: O préprio autor.

O resultado mostra que, o NADPH possui um comprimento de onda de maxima
emissdo em 470 nm, enquanto Z80393, apresenta um pico de emissao em 410nm. Esse dado
demonstra que ¢ possivel avaliar a atividade de Z80393 sem interferéncia nas medidas de
fluorescéncia. Apds essa etapa, um ensaio de dose Unica de 50uM de Z80393 foi executado
utilizando os comprimentos de onda de excitagdo e emissao de 340 e 470nm, respectivamente

(Figura 43).



106

Figura 43 - Curva de fluorescéncia versus tempo para PTR1 na presenga de NADPH (20uM),
Biopterina (20uM) e Z80393 (50uM). Valores representam mediana e amplitude interquartil
da fluorescéncia quando comparada ao controle (DMSO 5%) (N=3). (Teste de Mann-

Whitney).
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Fonte: O préprio autor.

Os resultados demonstram que a presenca de Z80393 provocou uma diminui¢cdo da
inclinagdo da curva de fluorescéncia de forma significativa (p=0,079), quando comparada ao
controle, a qual corresponde a uma inibi¢cdo de 90,50%. Apds esse ensaio preliminar foi
possivel determinar quais concentragdes seriam usadas para determinar o IC50. Deste modo,
diferentes concentracdes de Z80393 (1,25; 2,5; 5; 10; 20; 40; 80; 120 uM) foram avaliadas
(Figura 44).
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Figura 44 - Porcentagem de inibicdo em fun¢do do logaritmo da concentra¢do de Z80393
Valores representam mediana e amplitude interquartil da fluorescéncia quando comparada ao
controle (DMSO 5%) (N=3). *** = p<0,001; ** = p<0,01; *=p < 0,05 (versus controle) (Teste

de Kruskal-Wallis com pos teste de Dunn).
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Fonte: O préprio autor.

O ensaio de concentragdo-resposta permitiu determinar que Z80393 possui um
IC50=32,31 £ 1,18uM, com efeito significativo (p<0,05) a partir de 40 uM, o que demonstra
que essa molécula ¢ um potencial inibidor da PTR1 de L. major, mas que deve ser otimizada
para aumentar a afinidade frente ao alvo. Uma forma de alcangar esse objetivo ¢ através da
construcao de modelos ligante-macromolécula que considerem a flexibilidade conformacional
do ligante e da proteina e permitam visualizar as interagdes intermoleculares responsaveis
pela estabilizacdo e a proposi¢ao de modificagdes moleculares.

Portanto, no intuito de explicar atomisticamente o efeito de Z80393 na estabilidade
térmica de PTR1 e por conseguinte identificar o0 modo de ligagdo no sitio do substrato,
conforme os achados experimentais, estudos de acoplamento molecular seguido de

simula¢des de DM foram realizados.
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5.3 AVALIACAO DAS INTERACOES INTERMOLECULARES POR DINAMICA
MOLECULAR

Diversos estudos tém demonstrado a aplicacdo da DM para avaliar a estabilidade da
proteina frente a ligantes e estudar seu modo de ligagdo (KANNAN et al., 2015;
CAVALLARI et al., 2006; PITA; PASCUTTI, 2012; LI et al., 2014). De forma semelhante, a
dindmica molecular foi empregada nesse estudo com o intuito de propor um modo de
interagdo para Z80393. A escolha dessa molécula deveu-se ao perfil de deslocamento térmico
superior as demais moléculas avaliadas, além de ter sido a Uinica com efeito significativo
(ATm = 1,02 °C, p < 0,05) quando comparada ao controle.

Considerando que, Z80393 interage no mesmo sitio que biopterina, os estudos de
acoplamento foram realizados no sitio de ligagdo do substrato. Apo6s o preparo do receptor, o
espaco de procura (protomol) foi definido com base nos residuos presentes no sitio do

substrato no intuito de posicionar Z80393 para a busca conformacional e pontuacao (Figura

45).

Figura 45 - A representacdo do protomol (surface) utilizado para defini¢do do espago
de busca. A estrutura 3D da PTR1 (PDB: 1E92) esté representada em cartoon.

Fonte: O proprio autor.

Uma das principais formas para avaliar a eficiéncia do acoplamento molecular se da
pela comparagdo da pose obtida por meio do programa e a conformagdo observada
cristalograficamente. Quando o RMSD entre elas é inferior a 2A, costuma-se julgar que a

solucdo encontrada pelo programa ¢ satisfatoria (MIZUTANI et al., 2006). Além de ser rapida
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e de facil interpretacdo, essa abordagem demonstra a habilidade dos programas (busca
conformacional e a fun¢do de pontuacdo) em identificar uma orientagdo correta. A pose de
maior pontuacio, encontrada com auxilio do programa Surflex-Dock apresenta RMSD= 0,8 A

(Figura 46).

Figura 46 - Sobreposicao do ligante cristalografico (vermelho) em relagdo a pose
melhor pontuada obtida pelo acoplamento molecular (azul). A representagao da estrutura de
PTR1 (PDB: 1E92) foi omitida para facilitar a visualizagdo.

Fonte: O préprio autor.

Os resultados obtidos sugerem que a utilizagdo de parametros padrdo de busca ¢
suficiente para produzir poses confidveis, pelo menos quando a flexibilidade conformacional
¢ limitada (< 3 ligagdes rotacionaveis).

Uma vez que Z80393 também tem poucas ligagdes rotacionaveis, 0s mesmos
parametros de busca foram utilizados para investigagdo do seu modo de interacdo. A pose
com melhor pontuagio (2,85kcal/mol®) (Figura 47) sugere que interagdes de empilhamento pi
entre o grupo aril da molécula com o residuo Phe-113, interagdes hidrofoébicas com a Tyr-194
e ligacdes de H entre o anel pirimidina e os residuos Arg-17 e Leu-18 sdo responsaveis pela
afinidade dessa molécula por PTR1 de L. major. Dois desses residuos (Arg-17 e Tyr-194)
participam da catalise enquanto os demais sdo responsaveis por estabilizar o substrato no sitio
de ligagdo. Portanto, essa pose estd de acordo com a modalidade de intera¢do proposta por

ThermoFluor®.

® Calculado a partir do “score total” do Surflex-dock e considerando RT= 0,59Kcal/mol (temperatura de 30° C).
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Figura 47 - A melhor pose da molécula Z80393 no sitio de ligagdo do substrato na PTR1
(PDB: 1E92). As linhas tracejadas em vermelho representam as ligagdes de H. Os
aminodcidos importantes para a catalise estdo representados em bastdes com os carbonos em
amarelo, nitrogénios em azul, oxigénio em vermelho e hidrogénios em cinza. A molécula esta
representada em bastdes com os carbonos em cinza, nitrogénios em azul e enxofre na cor
laranja. As esferas verdes representam os centroides dos anéis aromaticos envolvidos na
interagcdo de empilhamento pi. As distancias estdo expressas em angstrons.
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Fonte: O préprio autor.

Todavia, os experimentos de acoplamento molecular desconsideram a flexibilidade
conformacional da proteina e ndo descrevem de forma adequada o papel de moléculas de agua
no perfil de interacdo ligante-proteina. A fim de contornar tais limitagdes, a estabilidade
estrutural do complexo PTR1-Z80393 foi avaliada por dindmica molecular.

A andlise da estabilidade estrutural iniciou-se pela avaliagdo da energia total, cinética
e potencial (Apéndice E), a qual confirmou a estabilidade do complexo, ou seja, os valores
energéticos descritos pelo campo de forca GROMOS96 53a6 encontram-se em patamares
numeéricos que permitem a confiabilidade em seus valores.

Posteriormente, a estabilidade estrutural foi avaliada pela variagdo das posicdes
atomicas através do calculo de RMSD em relagdo a estrutura inicial da dinamica. Dados de
RMSD para a cadeia principal (backbone) foram obtidos para a proteina APO e em complexo

com Z80393 ao longo da trajetéria de 40 ns (Figura 48).
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Figura 48 - Valores de RMSD (nm) para a cadeia principal (backbone) na forma APO da
PTR1 e complexo PTR1-Z80393 durante toda a trajetéria de DM. A média + desvio padrao
dos sistemas estd mostrada no grafico.
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Fonte: O proprio autor.

Os dados mostram que ambos os sistemas estabilizam a partir de 25 ns, ou seja, a
partir desse tempo de simulagdo hé pouca variacdo estrutural, razao pela qual a fase produtiva
da DM, na qual ¢ realizada aquisi¢do de dados para andlise, foi considerada como de 25 a 40
ns. Nesse periodo, a forma APO mostra um desvio superior quando comparado ao complexo
PTR1-Z80393, o que pode ser decorrente de interacdes intermoleculares, realizadas no sitio
do substrato, que afetam diretamente na variacao das posi¢des atdmicas.

Apesar dos resultados de RMSD demonstrarem a estabilidade dos sistemas, a
utilizagdo apenas desse parametro ndo possibilita avaliar a contribuicdo de determinadas
regides da proteina para a estabilidade estrutural da PTR1, por exemplo, o sitio de ligacdo do
substrato. Além disso, como o RMSD representa uma medida média de um conjunto de
atomos selecionados, os valores observados trazem consigo influéncias de diferentes regides
da proteina. Desta forma, a flutuagdo dos 4tomos de cada residuo pode auxiliar na
compreensdo do efeito de Z80393 na estabilizagdo da estrutura com foco na regido do sitio
ativo bem como auxiliar na proposi¢ao de um modo de interacdo. Para este propdsito, graficos
de flutuagdo dos residuos para a forma APO foram gerados e comparados com as do

complexo através dos valores de RMSF, durante a fase produtiva (Figura 49).
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Figura 49 - Flutuacao (RMSF) calculada para cada residuo (backbone) da proteina durante a
fase produtiva da DM. As regides pontilhadas descrevem areas com maiores flutuagdes
atdmicas entre os sistemas, enquanto que a area em destaque refere-se a residuos que
compdem o sitio de ligacdo do substrato (A e D).
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As regides com maiores flutuagdes atomicas (B e C) correspondem as algas (V74-S80

e D231-E239) que foram previamente construidas com auxilio do programa HyperChem™

7.5 (Hypercube, Inc.)’, pois a estrutura cristalografica de PTR1 ndo tem densidade eletronica

para essas algas. As regides de alcas sdo conhecidas por sua alta flexibilidade conformacional

e, portanto tendem a apresentar os maiores valores de flutuagcdo. De fato, esse comportamento

também ¢ observado para a alca a6-f6 (R227-A254). Embora a literatura ndo aponte a

participagdo de nenhum dos residuos presentes nessas regides na catdlise, a mobilidade

conformacional parece estar envolvida no acesso do substrato e cofator ao sitio (GOURLEY

etal., 2001).

7 A sequéncia de aminoécidos presente nessas algas foram conectadas as regioes correspondentes na proteina. A
seguir, elas foram minimizadas por Steepest Descent com um critério de convergéncia de 0,5 Kcal/mol em até

10000 passos.
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As regides A e D possuem residuos presentes no sitio de ligagdo do substrato como
Arg-17, Leu-18, Asp-181 e Tyr-194. Os dados mostram que a regido do sitio ativo no
complexo PTR1-Z80393, possuem uma menor flutuacdo quando comparado a forma APO da
PTR1. Esse resultado demostra que Z80393 ¢ capaz de realizar interagcdes com os residuos
presentes no sitio de ligacdo do substrato, o que leva a uma menor flutuagao.

Para facilitar a visualizagdo das regides com maior flutuacdo na estrutura da proteina
durante a trajetdria, uma representacdo 3D do grafico da flutuagdo foi gerada para o complexo

e forma APO da PTRI1 (Figura 50).

Figura 50 - Representacdo 3D da flutuagdo de RMS para a cadeia principal da estrutura
média do complexo PTR1-Z80393 (A) e forma APO (B) durante a fase produtiva. A proteina
esta representada em cartoon com coloragdo de acordo com os valores de flutuagdo. As
flutuacdes estdo representadas por uma escala de cores, em que as regides coloridas de azul a
verde variam entre 0 e 0,5 nm e as regides coloridas de amarelo a vermelho, 0,5 a 1,0 nm.
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Fonte: O proprio autor.

A partir da andlise 3D dos dados de flutuagdo, nota-se que as regides em azul escuro
sd0 as mais estaveis, ou seja, aquelas sujeitas as menores flutuagdes. Conforme descrito no
grafico de RMSF, a estrutura PTR1-Z80393 apresentou menor flutuagdo quando comparada a
forma APO da proteina.
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A andlise da flutuacdo de Z80393 durante a fase produtiva da dindmica molecular
evidencia que ele se manteve estavel dentro do sitio (RMSF: 0,10+0,04 nm), o que pode
corroborar com o perfil de flutuagdo encontrado para os aminodcidos do sitio de ligagdo do

substrato (Figura 51).

Figura 51 - Representacao 3D da flutuagdo de RMS para Z80393 durante a fase produtiva. A
representacdo da estrutura de PTR1 foi omitida para facilitar a visualizagdo.

Fonte: O proprio autor.

Tomados em conjunto, os pardmetros energéticos (energia total, cinética e potencial)
RMSD e RMSF revelam a estabilidade do complexo durante a DM e a possibilidade de uma
aquisi¢do de dados confidveis para o planejamento de farmacos mais potentes e seletivos.
Uma forma de alcangar esse objetivo compreende a identificagdo das interagdes
intermoleculares responsaveis pela estabilizacdo de Z80393 no sitio de ligacdo do substrato
bem como a frequéncia que essas interagdes ocorrem.

A inspecao visual do complexo cristalografico (PDB: 1E92) mostrou que as principais
interagdes responsaveis pelo reconhecimento da diidrobiopterina no sitio ativo da PTR1
decorrem de ligagdes de H com residuos de Ser-111 e Tyr-194. Desta forma, no intuito de
avaliar se a estabilidade da molécula Z80393 decorre de interagdes semelhantes as
apresentadas pelo substrato, as interacdes de ligacdo de H foram investigadas durante a fase

produtiva (Tabela 8).
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Tabela 8 - Discriminacdo dos pares envolvidos na ligacdo de hidrogénio entre Z80393
e os residuos do sitio de ligacdo do substrato (d< 3,5A; a< 60°) durante a fase produtiva da
DM, juntamente com o tempo de permanéncia (%).

Residuo PTR1 780393 Permanéncia (%) Total (%)
ALA14 N N1 0,33 0,33
NE N4 0,66
NHI1 N2 7,64
NHI1 N3 1,66
ARG17 NHI1 N4 4,32 30,56
NH2 N2 5,98
NH2 N3 1,66
NH2 N4 8,64
LEU18 N N1 1,33 1,33
N N1 1,99
NE2 N2 1,00
HIS38 NE2 NI 0.66 531
NE2 N4 1,66
ASN109 ND2 N1 1,99 1,99
N N1 0,33
SER111 oG N1 0,33 40,19
0] N3 39,53
N N3 0,66
PHE113 N N4 0.66 1,32

Fonte: O préprio autor.

As interacgdes por ligagdo hidrogénio por serem transientes e direcionadas podem ser
analisadas pela sua duracdo no tempo de simulagdo (permanéncia) e pelos pares de atomos
que interagem entre si. Conforme os dados obtidos, apenas os residuos Arg-17 e Ser-111
interagem com Z80393 mais de 10% do tempo de simulagdo da fase produtiva com 30,56% e
40,19%, respectivamente. A interagdo com Ser-111 ocorre majoritariamente com a hidroxila
presente na cadeia lateral enquanto que a interacdo com a Arg-17 ocorre com 0s grupos
aminos da guanidina presentes na cadeia lateral desse residuo (NH1 — 13,62%, NH2 —
16,28%) (Tabela 8). Esses residuos juntos contabilizam mais de 70% do tempo de simulagao,
ou seja, durante mais de 10ns dessa trajetoria, esses dois residuos estdo em contato com
7.80393.

Como descrito anteriormente, a Ser-111 realiza uma ligagcdo de H com o grupo amino
presente no anel pteridina do substrato, enquanto que a Arg-17 participa diretamente da

segunda etapa de reducdo, interagindo com o oxigénio carbonilico no mesmo anel, ou seja,
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essas interagdes sao fundamentais para estabilizar o substrato no sitio. Portanto, as interacdes
apresentadas nesse estudo corroboram os dados que Z80393 age de forma competitiva com o
substrato.

A representacdo grafica desse perfil de interagdo seria importante para o planejamento
de inibidores. Uma estratégia para alcancar esse objetivo compreende a selecio de uma
estrutura representativa que possibilite a determinacao dos grupos que justifiquem a atividade
bioldgica de Z80393. Para este propdsito, uma estrutura representativa da fase produtiva foi
selecionada utilizando agrupamentos entre conformacdes semelhantes com base no valor de
RMSD.

Inicialmente para selecionar um ponto de corte adequado que represente a diversidade
conformacional do complexo durante a simulagdo foi necessario o emprego de diferentes
valores de RMSD. De um modo geral, quanto mais agrupamentos estiverem presentes em
uma DM, maior ¢ a variedade conformacional durante a simulacdo. Assim, analises de
agrupamentos com diferentes pontos de corte (valor maximo de RMSD entre as estruturas)

foram realizadas durante a fase produtiva (Figura 52).

Figura 52 - Matrizes de RMSD do complexo (backbone) durante a fase produtiva da DM. A
metade superior esquerda representa os valores de RMSD durante a trajetdria, enquanto a
outra metade representa os agrupamentos com base no raio de corte de 0,10 (A); 0,15 (B);

0,20 (C); 0,25 (D); 0,30 (E) e 0,35 (F). O esquema de cores reflete 0o RMSD médio das
estruturas em cada agrupamento. A escala embaixo das matrizes representa a variagdo de
RMSD durante a fase produtiva.

40000
37500
35000

32500

Tempo (ps)

30000

27500 -

25000 4+ T T T T T T T T T T T T 25000 — — T T T —r T T T T
25000 27500 30000 32500 35000 37500 40000 25000 27500 30000 32500 35000 37500 40000
Tempo (ps) Tempo (ps)
0 RMSD (nm) 0,637 0 RMSD (nm) 0,637



Tempo (ps)

Tempo (ps)

37500

117

35000
7
&

32500 2
&

30000

27500

zsm T T rrrrrrrrr e T l T ™T

25000 27500 30000 32500 35000 37500 40000 T o
RN 25000 27500 30000 32500 35000 37500 40000
Tempo (ps)
0 RMSD (nm) 0,637
THE 0 RMSD (nm) 0,637

40000 40000

37500 37500

35000 35000
g

32500 2 3500
&

30000 30000

27500 27500

25000 25000

25000 27500 30000 32500 35000 37500 40000 25000 27500 w00 s 37500
Tempo (ps) .
0 RMSD (nm) 0,637 0 RMSD (nm) 0,637

Fonte: O proprio autor.

A populacao de cada agrupamento foi comparada de modo a se obter uma estrutura

que seja representativa durante a fase produtiva. Nesses casos, faz-se uso da noc¢do de que,

sendo o estado nativo a conformacgdo mais estavel, espera-se que esse seja atingido com mais

frequéncia, ou seja, aquele agrupamento que contém a estrutura nativa ¢ provavelmente, o

grupo mais populoso. Portanto, aquele que contém o maior numero de conformagdes apos o
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agrupamento foi selecionado e a estrutura representativa identificada (TORDA; VAN
GUNSTEREN, 1994).

Diante do exposto, o raio de corte de 0,2 nm (Figura 52-C) possibilitou o maior
nimero de agrupamentos (n=12) com no minimo 10 estruturas. A populag¢do dos trés maiores
agrupamentos nesse ponto de corte continha 39, 24 e 24 estruturas, o que representa mais de
50% do total de conformagdes (n=150) do sistema durante a fase produtiva. Assim, foi
possivel obter as coordenadas da estrutura central (tempo = 31300ps) que ¢ representativa do
agrupamento mais populado. Além disso, esse agrupamento foi o mais prevalente durante a

trajetoria da fase produtiva (Figura 53).

Figura 53 - Agrupamentos das estruturas do complexo PTR1-Z80393 obtidos a partir da

trajetoria da fase produtiva, revelando trés agrupamentos principais. A estrutura média do

primeiro agrupamento estd representada na figura em cartoon. O nimero de estruturas e o
RMSD médio de cada agrupamento estao descritos na figura.
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Fonte: O préprio autor.

A analise das ligagdes de H ndo contempla todas as interagdes que o ligante pode fazer
no sitio (ex.: transferéncia de carga, van der waals, etc.). Por esse motivo, ap6s a identificagdo
da conformacdo representativa desse complexo foi possivel representar graficamente todas as
interagdes intermoleculares bem como a orientagdao de Z80393 no sitio de ligagdao do substrato

(Figura 54).
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Figura 54 - Interagdes de Z80393 no sitio de ligagdo da diidrobiopterina em PTR1 obtidas a
partir da estrutura média durante a fase produtiva. O esquema de cores ¢ idéntico ao descrito
na figura 47. A figura foi rotacionada em 180° em relacdo a figura 47 para facilitar a
visualizagao.
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Fonte: O préprio autor.

Os dados obtidos mostram que Z80303 interage com a cadeia lateral dos residuos Arg-
17 e Ser-111 através de ligacdes de hidrogénio com o grupo hidrazina, contribuindo para a
acomodagdo desta molécula no ambiente do sitio ativo. Além disso, foi possivel identificar
uma interagdo de empilhamento pi entre os anéis aromaticos da Tyr-114 e Z80393, dispostos
de forma perpendicular entre si. Na pose obtida por acoplamento molecular, uma interacao de
empilhamento pi também foi descrita para esse mesmo anel de Z80393, porém com o grupo
aril da Phe-113 e com esses anéis dispostos paralelamente entre si. Adicionalmente, uma
ligacdo de H entre o grupo tioéter e amida da Asn-109 descrita na estrutura representativa,
ndo foi identificada na pose obtida por acoplamento molecular. Outro fato divergente em
relacdo a pose por acoplamento foi a interagdo do anel pirimidina de Z80393 com o grupo
guanidina da Arg-17, enquanto que na estrutura representativa da fase produtiva, a interagao
com esse residuo ocorreu com o grupo hidrazina. Esse fato demonstra que a flexibilidade
proteica interfere no arranjo conformacional do ligante e deve ser contabilizada para a
identificacdo de uma pose adequada que possa auxiliar no entendimento da participagdo dos

grupos na estabilizagdo.
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6 CONCLUSAO

A utilizagdo do programa GALAHAD™ permitiu a gera¢do e avaliagdo de modelos
farmacoforicos para inibidores de L. major PTR1 e DHFR-TS. Apds a selegdo de modelos
farmacoforicos com parametros estatisticos internos aceitaveis, eles foram avaliados quanto a
taxa de recuperagdo de inibidores verdadeiros em relacdo a falsos positivos. Essa estratégia
resultou na selecdo de modelos farmacoforicos com bom poder discriminatério (AUC> 0,8).
Os modelos remanescentes foram testados quanto a habilidade de explicar a relagdo entre o
farmacoéforo e atividade bioldgica. Essa etapa possibilitou a selecdo dos modelos 10 e 20 para
inibidores de LmPTR1 e DHFR-TS, respectivamente, que sdo adequados para a utilizagdo na
etapa de triagem virtual e capazes de contribuir para explicar a REA de ambas as classes de
inibidores.

O modelo farmacoférico 10 para inibidores de LmPTRI possui quatro grupos
aceitadores de ligacdo de hidrogénio, dois grupos doadores de ligagdo de H e trés centros
hidrofébicos que sdo essenciais para a atividade de inibidores frente a LmPTR1 e importantes
para a poténcia dessa classe. Enquanto que o modelo 20 para inibidores de LmDHFR-TS
possui dois grupos aceitadores de ligacdo de hidrogénio e dois centros hidrofébicos que
podem explicar a atividade de inibidores frente a LmDHFR-TS.

A sele¢do de um modelo farmacoférico aceitdvel para inibidores de L. major PTR1 e
DHFR-TS e posterior aplicacdo em triagem sucessivas resultou na identificagdo de 10418
moléculas que possuem os requisitos minimos presentes em ambos os modelos
farmacoforicos. A selecdo das 200 melhores moléculas pontuadas (QFIT > 69,0) através da
analise de disponibilidade comercial e diversidade quimica permitiu a aquisicdo de 10
moléculas com diferentes quimiotipos para avaliagdo de afinidade frente a LmPTRI1 por
ThermoFluor®.

Ensaios in vitro por ThermoFluor® tém evidenciado que as moléculas possuem uma
tendéncia em estabilizar a proteina (ATm> 0), no entanto apenas a molécula Z80393 deslocou
o valor de Tm de forma significativa (ATm=1,02°C, p=0,012). Apesar da molécula Z33165
ndo ter demonstrado um efeito significativo, o valor de ATm = 0,9°C demostra que ela pode
apresentar atividade antileishmania e portanto foi avaliada no ensaio de concentragdo-
resposta.

Os dados obtidos nos ensaios de concentracdo-resposta mostram que Z80393 e
733165 possuem uma relacdo de dependéncia entre concentragdo ¢ ATm, confirmando a

interacdo dessas moléculas frente a PTR1. A seguir, essas moléculas foram direcionadas para
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o ensaio de determina¢do da modalidade de inibicdo. Nesse ensaio, Z80393 demonstrou agir
de forma competitiva com o substrato enquanto que Z33165 compete com o NADPH pelo
mesmo sitio de ligacdo em PTRI..

Como o ensaio por ThermoFluor® nao possibilita calcular de forma adequada os
parametros bioldgicos, a inibi¢ao de Z80393 foi avaliada por Fluorimetria, a qual confirmou o
potencial biologico e permitiu determinar o IC50 de 40,24uM. Estes dados apontam um novo
quimiotipo com o anel tienopirimidina capaz de inibir a PTR1 de L. major. Apesar de outros
inibidores de PTR1 na faixa de micromolar j& terem sido descritos (FERRARI et al., 2011;
CORONA et al., 2012; HARDY et al., 1997; CAVAZZUTI et al. 2008), pela primeira vez foi
identificado um quimiotipo com o anel tienopirimidina capaz de inibir a PTR1 de L. major.
Esse dado abre a possibilidade para a descoberta de novos inibidores congenéricos a Z80393,
bem como, o emprego de técnicas de modificacdo molecular com o intuito de aumentar sua
poténcia biologica. Para alcangar esse objetivo, um modelo de Z80393 no sitio do substrato
foi obtido por acoplamento molecular e posteriormente avaliado por Dindmica Molecular.

Os ensaios por Dindmica Molecular mostraram que essa molécula se orienta de forma
semelhante ao substrato mimetizando interagdes importantes como ligacao de hidrogénio com
a Ser-111 e Arg-17. A comparagdo com o esqueleto quimico da diidrobiopterina e o perfil de
interagdo identificado permitem inferir que o anel tienopirimidina pode ser um bioisostero do
anel pteridina, o que explica parcialmente a ligagdo desta molécula ao sitio do substrato e o
seu mecanismo de competicao.

Os ensaios in vitro por ThermoFluor®, Fluorimetria juntamente com as simulacdes de
Dinamica Molecular indicam Z80393 como um novo inibidor frente a PTR1. Entretanto, este
estudo conseguiu ndo s6 identificar um novo quimiotipo com afinidade frente a PTR1, mas
também permitiu caracterizar sua poténcia, identificar a modalidade de inibi¢do e o perfil de
interagdo com o alvo terap€utico. Os resultados obtidos nesse estudo poderdo auxiliar na
identificagdo e planejamento de novos inibidores mais potentes e seletivos frente a PTR1 de

L. major.
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APENDICE A — Estrutura quimica e atividade bioldgica dos inibidores utilizados na avaliagdo dos modelos farmacoforicos para inibidores de
LmPTRI. (continua)
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APENDICE A - Estrutura quimica e atividade biologica dos inibidores utilizados na avaliagio dos modelos farmacoféricos para inibidores de
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APENDICE B — Estrutura quimica e atividade bioldgica dos inibidores utilizados na avaliagdo dos modelos farmacoféricos para inibidores de

LmDHFR-TS. (continua)
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APENDICE B — Estrutura quimica e atividade bioldgica dos inibidores utilizados na avaliagdo dos modelos farmacoféricos para inibidores de
LmDHFR-TS. (continuagao)

N° Estrutura quimica Ki(uM)  N° Estrutura quimica Ki (uM)
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APENDICE B — Estrutura quimica e atividade bioldgica dos inibidores utilizados na avaliagdo dos modelos farmacoféricos para inibidores de

LmDHFR-TS. (continuagao)
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APENDICE B — Estrutura quimica e atividade bioldgica dos inibidores utilizados na avaliagdo dos modelos farmacoféricos para inibidores de
LmDHFR-TS. (continuagao)

N° Estrutura quimica Ki(uM)  N° Estrutura quimica Ki (uM)
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APENDICE B — Estrutura quimica e atividade biolégica dos inibidores utilizados na avaliagio dos modelos farmacoféricos para inibidores de

LmDHFR-TS. (conclusao)

N° Estrutura quimica Ki (uM) N° Estrutura quimica Ki (uM)
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APENDICE C - Alinhamento sequencial do produto de amplificagdo de DNA utilizando os
primers externos T7 (Addgene, #69348-3) (1) com a sequéncia de LmPTR1 disponivel no

1 !
2P 135

61

195
121
255
181
315
241
375
301
435
361
495
421
555
481
615
541
675
601
735
661
795
721
855
781
915
840
975

banco de dados UniProt (N° Q01782) (2).

ATCGACTGCTCCGACCGTGCCGGTCGGCGTTGGTAACAGCGCGCCCGCGAAGCGTCTTGGCCGC

ATCGACTGCTCCGACCGTGCCGGTGCCGTTGGTAACAGGCGCCCGCGAAGCGTCTTGGCCGC

AGTATCGCTGAGGCGACTCCACGCGGAGGCGTACCCTGTCTGCTTGCACTATCATCGCTCT

AGTATCGCTGAGGCGACTCCACGCGGAGGCEGTACCGCTGTCTGCTTGCACTATCATCGCTCT

GCTGCAGAAGCGAACGCACTATCCGCGACGCTCAACGCAAGGCGACCGAACAGCGCCATC

GCTGCAGAAGCGAACGCACTATCCGCGACGCTCAACGCAAGGCGACCGAACAGCGCCATC

ACGGTGCAGGCGCGATCTCGAGCAACGTTGCCACAGCCCCCGGTCAGCGGCCGCTGATGGCTCT

CULLLELELEELLE LT E R LT

ACGGTGCAGGCGCGATCTCGAGCAACGTTGCCACAGCCCCEGGTCAGCGGCCCTGATGGCTCT

GCACCTGTTACCCTCTTCACGCGCTGTCCTCGACTTCGGTCGCTCGCGTGCTACACCCACTGG

GCACCTGTTACCCTCTTCACGCGCTGTCGCTGACGTTGGTCGCTGCGTGCTACACCCACTGG

GGACGCTGCGACGTGCTACTGAACAACCGCCTCTTCTTTCTACCCCACGCCGCTGCTGAGG

GGACGCTGCGACGTGCTAGTGAACAACGCCTCTTCTTTCTACCCCACGCCGCTGCTGAGG

AATGACGAGGATGCACACCGAGCCCTGTCTCGGACGATACGAGAGGCAATGCGAGACGGCCACC

TGACGAGGATGCGACACCAGCCCTGTCTCGGACGATAGAGAGGCAATGCGAGACGGCCACC

GCTGACCTCTTCGCGCTCCAACGCCGATAGCGCCCTACTTCTTGATTAAGCGCGTTCGCGCAT

GCTGACCTCTTCGGCTCCAACGCCGATAGCGCCCTACTTCTTGATTAAGGCGTTCGCGCAT

CGCGTCGCCGGGCACCCCAGCCAAGCATCCGCGGCACCAACTACTCCATCATCAACATGGTC

CUOLLEELEEEEEEEEE T LR L]

CGCGTCGCCGGGCACCCCAGCCAAGCATCCGCGGCACCAACTACTCCATCATCAACATGCTC

GACGCCATGACGAACCAGCCTCTTCTCGGGTACACCATATATACCATCGCCCAMRAGGGGCG

GACGCCATGACGAACCAGCCTCTTCTCGGGTACACCATATATACCATGGCCAMAGGGGCG

TTGCAGGGCCTGACACGCETCTGCCGCGCTGCGAGCTTGCCCCGCTGCAGATTCCGAGTGAAC

TCGCAGGGCCTGACACGCETCTGCCGCGCTGGAGCTTGCCCCGCTGCAGATTCCGAGTGAAC

GGCCETTGCETCCGGETTTCTCGGTCCTCCTCGATCGACATCCCCCCTGCTGTGTGCGGAGGGC

|||IllIIIIIIIIIIIIIIIIIIII|||||||Il|||||||II||||I|||III|||I|

GGCGTTGETCCGEETTTECTCGGTCCTCEGTCGATCGACATGCCCCCTGCTCGTGTGCGAGGE

CACCGCAGCAAGGTGCCTCTGTACCAGCCGCGATTCCTCCGCCGCAGAGGTGAGCGACGTT

CACCGCAGCAAGGTGCCTCTGTACCAGCGCGATTCCTCCGCCGCAGAGGTGAGCGACGTT

GTTATCTTTCTGTGCTCCTCCAAGGCCAAGTACATCACC~-GGCACCTCGTGTCAAAGTGGA

COLLEEL LR LEEEE LT I|||||||I||||||||||I

GTTATCTTTCTGTGCTCCTCCAAGGCCAAGTACATCACCGGGCACCTGTGTCAAAGT

TGGTGGCTACAGCCTTACCCGGGCCTGA 867

TGGTGGCTACAGCCTTACCCGGGCCTGA 1002
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APENDICE D - Espectros de absorbancia das moléculas adquiridas para os ensaios in vitro,
na faixa de 300 a 400 nm. Em destaque, os espectros das moléculas que absorvem no mesmo
comprimento de onda do ensaio (A=340nm).
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APENDICE E - Valores de energia potencial, cinética e total para o complexo PTR1-Z80393
durante a trajetéria de DM. Os valores das energias foram coletadas a cada 100 ps da

Energia (Kcal/mol)

simulagao.

Tempo (ps)
0 10000 20000 30000 40000
45000 ; : ; : ; : ; .

—— Potencial
42500 —— Cinética
40000 —— Total
-222500
-225000

-227500
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-267500
-270000



