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RESUMO

CISTIA, Catarina De Nigris Del. Modelagem molecular aplicada ao estudo de reagdes de
inibicAo enzimatica com aplicacdo potencial no controle de Leishmania amazonensis.
2010. 197p. Tese (Doutorado em Quimica Organica). Instituto de Ciéncias Exatas,
Departamento de Quimica, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ,
2010.

As doengas provocadas por protozodrios, transmitidas principalmente por insetos
hematdfagos, constituem o problema de satde humana mais distribuido no mundo, e estima-
se que trés milhdes de individuos sofram de uma doenca parasitéria (principalmente pelos
tripanossomatideos e apicomplexa), responsaveis por importantes doencas humanas. Os
compostos aqui estudados constituem as amidinas e 0s mesoidnicos, ambos sintetizados por
Echevarria e colaboradores, UFRRJ. Este trabalho possui, como proposta inicial, uma procura
por relagdes e equagdes que possuam boa correlagéo entre os valores de “In(1Cs)” calculados
e os valores de “In(ICsp)” determinados experimentalmente, para determinar se 0 composto
serd ou ndo capaz de inibir as enzimas NO sintase (NOS) e tripanotiona redutase (TR) (em
relacdo a enzimas pertencentes & Leishmania amazonensis). Como ndo ha estruturas
disponiveis da enzima TR para este organismo, um modelo foi feito através da técnica de
modelagem por homologia, com um sequenciamento feito por laboratérios da FIOCRUZ
[CASTRO-PINTO et al., 2008]. Esta estrutura foi usada para chegarmos aos resultados
voltados realmente & Leishmania. As correlacbes foram procuradas atraves de 2 métodos
diferentes: através do método de atracamento molecular (ou “docking”) e do método semi-
empirico (com hamiltoniano PM3 [STEWART, 1989a,b]). Através destes métodos, foi
analisada a probabilidade destes compostos se complexarem ao sitio ativo (como um inibidor
isostérico), ou aos sitios do FAD e NADPH (como um inibidor alostérico). Frente aos
compostos de atividade j& conhecida analisados para montar o esquema (as fenotiazinas),
encontrou-se que estes compostos se complexam melhor ao sitio ativo, atuando como
inibidores isostéricos; porém os mesoiénicos e amidinas se complexam melhor ao sitio do
FAD, caracterizando uma inibicdo alostérica. Frente ao padrdo de atracamento destas
moléculas no respectivo sitio, alteragBes foram propostas em suas estruturas basicas para fazer
com que fiquem ainda mais ativos. Com isto, foram encontradas equagfes que possuem alta
correlagdo entre os valores de In(I1Csp) experimentais e calculados, fazendo com que estas
equacOes possam ser usadas para a sintese de estruturas mais ativas, com menos efeitos
colaterais.

Palavras chave: Leishmania amazonensis, modelagem molecular, mesoidnicos, amidinas



ABSTRACT

CISTIA, Catarina De Nigris Del. Applied molecular modeling to the enzymatic inhibition
reactions study with Leishmania amazonensis control’s potential application. 2010. 197p.
Tese (Doctor Scientiae in Organic Chemistry). Instituto de Ciéncias Exatas, Departamento de
Quimica, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2010.

Parasitic protozoan diseases, transmitted by blood-feeding insects, constitute the
world’s most widely spread human health problem. It is estimated that three million people
suffer from a parasitic infection (mainly trypanosomatid and apicomplexan parasites),
responsible for important human diseases. The compounds here studied constitute the
amidines and the mesoionics, synthesized by Echevarria and collaborators, UFRRJ. This work
constitute, as an initial proposal, a search for relationships and equations that has good
correlation between the calculated and experimental “In(1Cso)” values, to determinate the NO
synthase (NOS) and trypanothione reductase (TR) inhibition capacity of the compounds
(Leishmania amazonensis enzymes). A model was made through the homology modeling
method, with a sequence made by FIOCRUZ laboratories [CASTRO-PINTO et al., 2008], as
there are no TR enzyme available structures for this organism. This structure was used to get
results really focused on Leishmania. The correlations were searched through 2 different
methods: docking and semi-empirical methods (with PM3 parametric model [STEWART,
1989a,b]). Through these methods, the compounds active site binding probability (as an
isosteric inhibitor) and the FAD and NADPH site binding probability (as an allosteric
inhibitor) was analyzed. With the known activity compounds (the phenothiazines) used to
build the model, the results shown that these compounds are better docked at the active site,
acting as an isosteric inhibitor. However, the mesoionics and amidines dock better at the FAD
binding site, featuring an allosteric inhibition. Through these molecules docking pattern at this
binding site, structural alterations were proposed to make them even more active. High
correlation equations were found between calculated and experimental In(ICsp). These
equations can now be used for more active compounds synthesis, with less side effects.

Key words: Leishmania amazonensis, molecular modeling, mesoionics, amidines
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1. INTRODUCAO

Doengas parasitarias provocadas por protozoarios, transmitidas principalmente por
insetos hemat6fagos, constituem o problema de satide humana mais distribuido. E estimado
que trés bilhdes de individuos no mundo sofram destes acometimentos, e as maiores causas de
mortalidade sdo atribuidas aos parasitos tripanossomatideos (Kinetoplastida) e apicomplexa,
responsaveis por importantes doencas humanas. A acdo combinada do Trypanosoma brucei,
Trypanosoma cruzi e Leishmania spp. (figura 1.1), por exemplo, resultou até o ano de 2000
em aproximadamente 20 milhGes de casos destas doengas por todos 0s continentes,
principalmente nos paises em desenvolvimento. Considerando-se apenas 0 @énero
Leishmania, a Organizacdo Mundial de Saide (OMS) estima que 350 milhdes de pessoas
estejam sob risco de contaminagdo, com dois milhGes de novos casos de leishmaniose por ano
[MINISTERIO DA SAUDE, 2007; SILVA et al., 2002; KRIEGER et al., 2000].

\%:

Figura 1.1: Demonstragcbes microscopicas dos parasitos Trypanosoma brucei (forma evolutiva
tripomastigota) [A], Trypanosoma cruzi (forma evolutiva epimastigotas) [B] e Leishmania donovani
[C] (forma evolutiva promastigota).

Fonte: [A], [B] <http://www.ucm.es/info/parasito/aTL AS.htm>; [C] <http://www.msu.edu/course/zol
[316/htm>. Acesso em junho/2006.

Tripanossomatideos causam uma variedade de doencas em humanos e animais. Duas
subespécies africanas, Trypanosoma brucei rhodesiense e Trypanosoma brucei gambiense
causam a Tripanossomiase Africana ou “Doenga do Sono”, enquanto outras espécies causam
as tripanossomiases animais. O Trypanosoma cruzi, mais comum na América do Sul, causa a
Doenca de Chagas, ocorrendo também na Ameérica Central [BARRETT & GILBERT, 2002;
BARRETT et al., 1999].



Os parasitos tripanossomatideos possuem um ciclo de desenvolvimento complexo
entre seus hospedeiros invertebrados (geralmente insetos) e vertebrados (mamiferos). As
caracteristicas de seus estagios evolutivos podem ser distinguidas, um do outro (género
Trypanosoma do género Leishmania, por exemplo) através de suas morfologias, taxas de
crescimento, requisicBes nutricionais e regulacdo da expressdo de proteinas de superficie
(fator este extremamente importante para o reconhecimento pelo sistema imune do
hospedeiro), glicanas e lipidios que mediam as interacOes entre parasito e hospedeiro, dentre
outros. Curiosamente, a diferenciacdo entre os parasitos é frequentemente marcada por
mudancas draméticas na morfologia e funcionamento de suas organelas, nas vias metabdlicas
secretorias e endociticas [WALLER & McCONVILLE, 2002].

Vérios aspectos incomuns de sua bioquimica fisioldgica sdo compartilhados entre os
tripanossomatideos, mas néo pelas células de seus hospedeiros mamiferos. Este fato fez com
que houvesse um relativo otimismo em relagdo ao desenvolvimento de uma estrutura util
contra as doengas causadas por todos os tripanossomatideos. Infelizmente, diferencas
profundas nas maneiras como cada género interage com seu hospedeiro fazem com que
diversos critérios farmacologicos precisem ser considerados no desenvolvimento destes
farmacos. Fatos como estes fazem com que haja uma intensa busca por uma estrutura que
possua equivalente ou que pelo menos tenha diferencas significativas de enzimas ou
receptores humanos. Assim, varias substancias tém sido testadas contra estes parasitos, na
busca de um agente de sintese viavel e simples, barato, eficiente e, a0 mesmo tempo, pouco
toxico para o hospedeiro humano. Infelizmente, até hoje nenhum agente com todas essas
caracteristicas foi disponibilizado para o tratamento dessas parasitoses.

Nesta intensa busca, farmacos com uso ja consolidado no mercado contra outras
doencas, ha anos, tém sido testados contra tais organismos, para que se encontre algum agente
com eficacia, conjugada a uma toxidez conhecida (inclusive ja testados clinicamente) e com
rotas sintéticas ja estipuladas e otimizadas.

A procura por tais moléculas, nos dias atuais, faz com que os profissionais que lidam
com a area medicinal, engajados no descobrimento de farmacos, sejam parte de equipes
interdisciplinares, entendendo ndo apenas do ramo da quimica organica, mas de uma gama de
outras disciplinas, para antecipar problemas e interpretar resultados para ajudar a mover
projetos & frente. Varias metodologias de pesquisa sdo utilizadas nesta procura, para que
fatores como tempo e dinheiro sejam utilizados da melhor forma possivel.

As diversas metodologias da modelagem molecular, uma ciéncia em intenso

crescimento nas Ultimas décadas, tém contribuido para que farmacos sejam descobertos
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[JORGENSEN, 2004]. Os varios dados obtidos por meio dessas metodologias objetivam ndo
apenas a descoberta de novos agentes farmacoldgicos, mas a diminuicdo de custos e tempo
com a sintese de moléculas com menor chance de apresentarem a bioatividade desejada, ao se
descobrir detalhes dos mecanismos de a¢do de determinados farmacos. O conhecimento dos
mecanismos de a¢do no nivel molecular e de aspectos farmacodindmicos permite que novas
estruturas sejam propostas, baseadas em sua interacdo com seus respectivos sitios de acéo
farmacoldgica.

O presente trabalho descreve o uso de técnicas em modelagem molecular, tais como
célculos com métodos semi-empiricos, atracamento molecular (“docking”), modelagem por
homologia e outros, para buscar elucidagdes em mecanismos de agdo ainda ndo conhecidos.
As substancias aqui estudadas, pertencentes as classes dos mesoidnicos e amidinas, foram
principalmente sintetizadas pelo NUSQMED (Nucleo de Sintese e Quimica Medicinal),
coordenado pela Prof®. Dra. Aurea Echevarria (UFRRJ), e ja testadas frente a diferentes

estados evolutivos do parasito Leishmania amazonensis.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Leishmania spp. e Leishmaniose

2.1.1. Caracteristicas gerais

O género Leishmania é constituido por protozoarios parasitos intracelulares
obrigatérios (Kinetoplastida; Trypanosomatidae), caracterizados por grande diversidade e
complexidade, podendo causar diferentes doengas em seres humanos. Sua caracterizagdo
taxondmica esta representada no anexo A. Estes parasitos foram descritos independentemente
por William Leishman e Charles Donovan (figura 2.1) em 1903, mas foram observados
(porém ndo descritos) previamente por David D. Cuningham em 1885 e Peter Borovsky em
1898. Foram confundidos com outros protozoarios, e 0 género Leishmania foi proposto por
James Wright apenas em 1903 [VANNIER-SANTOS et al., 2002; SILVA et al., 2002].
Espécies deste género causam um vasto espectro de doencas endémicas em varios paises,
como naqueles localizados nos tropicos, sub-tropicos e no sul da Europa, em areas que
compreendem desde florestas e manguezais nas Américas a desertos no oeste da Asia, em
areas rurais ou periurbanas [WALLER & McCONVILLE, 2002].

> 4 A7
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Figura 2.1: Fotos de William Boog Leishman (1865-1926) [A] e Charles Donovan (1863-1915) [B],
cientistas que primeiro descreveram parasitos do género Leishmania.

Fonte: <http://www.levriers.net/leishmaniose.html>. Acesso em julho/2006.



Estas doengas, consideradas infecciosas zoonGticas ndo-contagiosas, constituem
sindromes clinicas graves, incluindo as formas de leishmaniose tegumentar e visceral (figura
2.2), além de casos de infeccdo assintomatica (ou infeccdo inaparente) e de leishmaniose
linfonodal. Estas formas afetam outros animais, e ndo somente o ser humano. A forma
tegumentar é ainda dividida nas formas cutanea, mucocutanea (ou mucosa) e difusa (cutaneo
difusa ou disseminada), correspondendo a lesdes extensas, causadas principalmente pela
destruicdo de células do sistema imune e adjacéncias a regido da picada do mosquito
transmissor da doenca (o inseto flebotomineo conhecido como mosquito-palha, tatuquira,
birigui, dentre outros) [MINISTERIO DA SAUDE, 2007; GOMES et al., 2003; BARRETT &
GILBERT, 2002].

Figura 2.2: Demonstracdo da leishmaniose cutanea [A e B], visceral [C] e mucocutanea [D e E].

Fonte: [A], [E] <http://www.wehi.edu.au/research/overview/inf.html>; [B], [D] <http://www.mgm.
ufl.edu/~gulig/mmid/>; [C] <http://www.kit.nl/frameset.asp?/biomedical_research/html/leishmaniasis.
asp&frnr=1&>. Acesso em julho/2006.

No Brasil, a confirmagdo de formas de Leishmania em Ulceras cutdneas e
nasobucofaringeas primeiro ocorreu no ano de 1909, quando Lindenberg encontrou o parasito
em individuos que trabalhavam em areas de desmatamentos, para a constru¢do de rodovias no
interior de Sdo Paulo. Cada forma da doenca é causada por um conjunto diferente de
aproximadamente 21 especies, sendo as principais indicadas na tabela 2.1, resultado da

replicacdo dos parasitos em macrofagos e fagocitos mononucleares, na pele e na mucosa



nasobucofaringea [MINISTERIO DA SAUDE, 2007; GOMES et al., 2003; BARRETT &

GILBERT, 2002].

Tabela 2.1: Diferentes manifestacdes clinicas e seus agentes etioldgicos (género Leishmania).

Tipo de leishmaniose

Agente etiologico

Variacoes

Leishmaniose visceral
(calazar ou kala-azar)

Leishmaniose cutanea

Leishmaniose
mucocutanea (ou
nasobucofaringea)

Espécies do complexo L. donovani
[L. (L.) donovani, L. (L.) infantum,
L. (L.) chagasi], L. (L.) tropica e L.
(L.) amazonensis

L. (L.) tropica, L. (L.) major, L. (L.)
aethiopica, L. (L.) infantum, L. (L.)
donovani, espécies do complexo L.
mexicana [L. (L.) mexicana, L. (L.)
amazonensis, L. (L.) venezuelensis]
e subgénero Viannia [mais comuns
L. (V.) braziliensis, L. (V.) pana-
mensis, L. (V.) guyanensis, L. (V.)
peruviana]; e ainda L. (L.) chagasi.

Subgénero Viannia [tipicamente L.
(V.) braziliensis, mas também L.
(V.) panamensis e L. (V.) guyanen-
sis], L. (L.) amazonensis.

Pds-calazar (leishmaniose dérmica):
desenvolve-se apds a resolucdo da
leishmaniose visceral, caracterizada
por lesdes cutaneas.

Leishmaniose “recidivans” ou lu-
poide: uma variagdo cronica e
oligoparasitaria, manifestada tipica-
mente por uma lesdo facial solitaria
que é curada centralmente, mas
gradualmente aumenta com o passar
dos anos. Pode lembrar o lGpus (a
tuberculose da pele). Causada prin-
cipalmente por L. (L.) tropica.

Leishmaniose cutdnea difusa ou
disseminada: uma variante cronica,
progressiva e poliparasitaria, mani-
festando mudltiplas lesdes cutaneas
gue lembram a lepra. Causada por
L. (L.) aethiopica e complexo L.
mexicana.

A leishmaniose mucocutanea €
considerada por muitos autores uma
variacdo da leishmaniose cutanea.

Fonte: [HERWALDT, 1999].

Em humanos, a leishmaniose cutanea é causada principalmente por Leishmania

(Leishmania) major em paises da Europa e Asia, e Leishmania (Leishmania) amazonensis e

Leishmania (Viannia) braziliensis na América do Sul. Esta ultima foi assim nomeada por

Gaspar Vianna no Brasil, apds Splendore ter diagnosticado a forma mucosa da doenca em

1911. A distribuigdo das espécies presentes no Brasil para a forma tegumentar da doenca esta

demonstrada na figura 2.3. O periodo de incubagdo da doenca em seres humanos € de 2 a 3
meses, podendo chegar a 2 anos [MINISTERIO DA SAUDE, 2007; HERWALDT, 1999].

Um perfil detalhado da distribuicdo dos casos de leishmaniose tegumentar no Brasil, de

estado em estado, assim como o coeficiente de deteccdo de tais zoonoses de 1985 a 2005 é

apresentado nos anexos B e C.



B L. (v.) braziliensis
[ L. (v.)lainsoni

B L. (v.) naiffi

B L. (v.) shawi
N (V.) guyanensis
. L. (L.) amazonensis
[ (V.) lindenberg

Fonte: SVS/M3

Figura 2.3: Distribuicdo das espécies de Leishmania no Brasil, em 2005. Notar que as espécies L. (L.)
amazonensis e L.(V.) braziliensis sdo as mais amplamente distribuidas.

Fonte: MINISTERIO DA SAUDE, 2007.

Nas ultimas décadas, as andlises epidemioldgicas da leishmaniose tém sugerido
mudancas no padrdo de transmissdo da doenca, inicialmente considerada especificamente
como uma zoonose de animais silvestres, que acometia ocasionalmente pessoas em contato
com florestas. Posteriormente, a doenga comegou a ocorrer em zonas rurais, ja praticamente
desmatadas, e em regides periurbanas. Com esta mudanca de caracteristicas e localidades,
observa-se a existéncia de trés padrdes epidemioldgicos de transmissdo [MINISTERIO DA
SAUDE, 2007]:

a) Padréo silvestre — transmissdo que ocorre em areas de vegetacdo priméaria, como uma
zoonose de animais silvestres;

b) Padréo ocupacional ou de lazer — transmissdo associada & exploracdo desordenada da
floresta e derrubada de matas para construcdo de estradas, extracdo de madeira,
desenvolvimento de atividades agropecuarias e ecoturismo (antropozoonose);

c) Padr&o rural ou periurbano — transmissdo em areas de coloniza¢do (zoonose de matas
residuais) ou periurbana, em que houve adaptagdo do vetor ao peridomicilio (zoonose de

matas residuais e/ou antropozoonose).



A leishmaniose € transmitida por aproximadamente 30 espécies de flebotomineos. A
transmissdo da doenga engloba a participagdo do inseto flebotomineo como vetor (figura 2.4),
que adquire o parasito através do sangue infectado de hdspedes mamiferos [GRIMALDI &
TESH, 1993].

Figura 2.4: Phlebotomus sp. [A/B/C], flebotomineos transmissores da leishmaniose no “velho
mundo”; Lutzomyia sp. [D/E/F], transmissores no “novo mundo”.

Fonte: [A] <http://www.keele.ac.uk/depts/aep/images/rdw%20phleb.jpg>; [B] <http://www.unine.ch/
zool/para/guerin/index.html>; [C] <http://www.afpmb.org/netpub/server.np?find&catalog=catalog&
template=detail.np&field=itemid&op=matches&value=961&site=Bravado>; [D]  <http://faculty.
vetmed.ucdavis.edu/faculty/gclanzaro/lab/images/sandflyimagelarge.jpg>; [E] <http://www.fmt.am.
gov.br/areas/entomologia/imagens/imagem009.jpg>; [F]  <http://www.parasitesandvectors.com/
content/figures/1756-3305-2-S1-S1-3.jpg>. Acesso em julho/2006 [B/C], e agosto/2009 [A/D/E/F].

No ano de 1922, Aragdo demonstrou pela primeira vez no Brasil o papel do
flebotomineo na transmissdo da leishmaniose tegumentar e Forattini, em 1958, encontrou
roedores silvestres parasitados em areas florestais do estado de Sdo Paulo. O género
Phlebotomus é considerado o principal transmissor da doenga no mundo, mas nas Américas
(o chamado “novo mundo”) e principalmente nas Américas do Sul e no Brasil, 0 parasito se
adaptou também aos insetos do género Lutzomya, mais numerosos nesta regido, sendo ali
identificados como vetores da doenca. A figura 2.5 demonstra 0s principais vetores
encontrados no Brasil, e sua distribuicdo por regifo [MINISTERIO DA SAUDE, 2007;
GRIMALDI & TESH, 1993].
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Figura 2.5: Distribuicdo dos vetores (género Lutzomya) responsaveis pela transmissdo de Leishmania
no Brasil, em 2005. Os simbolos representam as diferentes espécies do vetor, sendo elas: Lutzomya
intermedia, Lutzomya whitmani, Lutzomya flaviscutellata, Lutzomya wellcomei, Lutzomya umbratilis e
Lutzomya migonei, respectivamente.

Fonte: MINISTERIO DA SAUDE, 2007.

A leishmaniose é endémica em 88 paises, incluidos nas Américas nas regides do norte
da Argentina ao sul do Texas (mas ndo no Uruguai, Chile e Canada), no sul da Europa, Asia
(com excegdo da regido sudeste), Oriente Médio e Africa (particularmente norte e leste, com
casos esporadicos nas outras regides). Por ser detectada em tantos paises e também por causar
graves deformidades, é considerada pela OMS uma das 6 doencas infecciosas mais
importantes. Estima-se que 500.000 individuos contraiam a forma visceral da doenca por ano,
sendo 90% destes casos em Bangladesh, nordeste da India (particularmente no estado de
Bihar), Nepal, Sud&o e nordeste do Brasil (figura 2.6); e que 1,5 milhdo de pessoas contraiam
a forma cutanea da doenca, sendo 90% destas localizadas no Afeganistdo, Argélia, Ira, Iraque,
Arabia Saudita, Siria, Brasil e Peru [GOMES et al., 2003; HERWALDT, 1999; GRIMALDI
& TESH, 1993]. A distribui¢do dos casos tegumentares da doenga no Brasil se encontra nos

anexos D e E.



LEISHMANIOSE

12 milhdes de pessoas infectadas
350 milhdes de pessoas em risco

Visceral

Cutanea/ Mucocutanea

Figura 2.6: Distribuicdo geogréfica de casos de leishmaniose visceral (dreas em verde) e
leishmaniose tegumentar (cutdnea/mucocutnea — &reas em vermelho) em 2002, de acordo com a
OMS. As areas em roxo correspondem a regides com incidéncia dos 3 tipos de doenga. Segundo a
pesquisa, existem 12 milhdes de pessoas infectadas, e outras 350 milhdes em risco de contaminacao.

Fonte: <http://www.wehi.edu.au/research/divisions/inf/labs/handman/leishmaniasis.html>. Acesso em
agosto/2006.

2.1.2. Formas evolutivas e ciclo biolégico

Os ciclos de transmissdo da leishmaniose variam de acordo com a regido geogréfica,
dependendo da espécie do parasito presente em maior quantidade na regido em questéo, assim
como o vetor envolvido, reservatdrios (animais silvestres ou domésticos que possuem as
infeccBes) e hospedeiros de forma geral. No entanto, algumas caracteristicas sdo comuns a
todas as espécies, e tais caracteristicas serdo aqui exploradas.

Todas as espécies do género Leishmania séo similares morfologicamente e possuem 2
estagios fundamentais de desenvolvimento em seu ciclo de vida: a forma amastigota (ou
aflagelada), intracelular obrigatéria imével, infectando as células fagociticas mononucleares
dos hospedeiros vertebrados; e a forma promastigota (ou flagelada), que se prolifera no
intestino do inseto flebotomineo [MARTINY & VANNIER-SANTOS, 2005].
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As formas amastigotas sdo um estdgio evolutivo esférico sem mobilidade (figura 2.7),
de aproximadamente 2,5 a 5 um de didmetro, proliferando dentro de fagolisossomas nos
macrofagos do hospedeiro vertebrado. Os parasitos se replicam acentuadamente dentro destas
vesiculas e eventualmente tornam-se livres dos macréfagos infectados, espalhando a doenca
por todo o organismo do hospedeiro vertebrado. Para espécies dermotrdpicas de Leishmania,
a lesdo permanece na pele, mas para espécies viscerotropicas, 0 parasito migra da lesao
cuténea inicial para o figado, baco e medula 6ssea [MARTINY & VANNIER-SANTOS,
2005].

Figura 2.7: Demonstragdo de formas amastigotas ou aflageladas (setas) de Leishmania sp. [A], em um
aspirado de células do baco [B].

Fonte: [A] MINISTERIO DA SAUDE, 2007; [B] OMS <hitp://www.who.int/leishmaniasis/

surveillance/slides_manual/en/index8.html>. Acesso em junho/2010.

A forma amastigota é transmitida a outros vertebrados através do mosquito
flebotomineo, que a ingere em macréfagos no sangue do hospedeiro infectado, durante o
repasto sanguineo. Estas amastigotas, uma vez em contato com o hospedeiro invertebrado, séo
liberadas no interior de seu intestino, onde se diferenciam em formas evolutivas flageladas e
afiladas, denominadas promastigotas prociclicas (figura 2.8). Desta forma, estas se ligam as
microvilosidades do epitélio intestinal, passando por um processo denominado
metaciclogénese, onde a forma prociclica ainda ndo patogénica adquire viruléncia,
transformando-se em uma forma infectante metaciclica (formas menores e mais finas que as
prociclicas, com flagelo mais longo e maior capacidade de locomocéo). Este processo dura de
4 a 7 dias — as formas captadas 3 dias ap0s o repasto do inseto sdo avirulentas, tornando

altamente patogénicas a ratos se captadas de 4 a 8 dias ap6s o repasto sanguineo.
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Modifica¢cdes bioquimicas fazem com que reconhecimentos moleculares ocorram entre

estruturas das microvilosidades e formas metaciclicas, permitindo com que elas migrem do

epitélio intestinal para a faringe e cavidade oral do inseto, tornando-se prontas para serem
reinoculadas em um novo hospedeiro vertebrado [MARTINY & VANNIER-SANTOS, 2005;
PONTE-SUCRE, 2003; CUNNINGHAM, 2002].

Figura 2.8: Demonstracdo de formas promastigotas ou flageladas de Leishmania sp. [A], crescendo
em meio de cultura apropriado [B].

Fonte: [A] MINISTERIO DA SAUDE, 2007; [B] OMS <http://www.who.int/leishmaniasis/
surveillance/slides_manual/en/index3.html>. Acesso em junho/2010.

Durante o préoximo repasto sanguineo do vetor infectado, a forma infectante
metaciclica é passada ao hospedeiro vertebrado. Altas concentragdes desta forma evolutiva
provocam o blogueio de estruturas do trato digestivo do inseto, e a medida que este suga o
sangue da vitima, ele regurgita o conteddo de sua glandula salivar, onde se encontram 0s
parasitos, infectando o hospedeiro vertebrado. A saliva do mosquito contém fatores quimicos
que potencializam o poder infectante do parasito, com acéo vasodilatadora que inibe eventos
pré-inflamatérios no hospedeiro e induz a producdo de citocinas exercendo um efeito
quimiotatico sobre as células reticuloendoteliais, sendo estas Ultimas atraidas ao local da
inoculacdo. Uma vez no sangue, as promastigotas metaciclicas deverdo ser reconhecidas por
anticorpos, ativando o sistema complemento, para que se liguem aos eritrécitos e,
posteriormente, consigam se instalar nos macrofagos através de fagocitose mediada por
receptores. As promastigotas sdo entdo incorporadas aos fagolisossomas, onde se
diferenciardo a forma amastigota. Estas proliferardo, eventualmente rompendo o macréfago

infectado, sendo liberadas para infectar outros macrdfagos, comecando novamente o ciclo
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[MARTINY & VANNIER-SANTOS, 2005; HAILU et al., 2004; PONTE-SUCRE, 2003;
CUNNINGHAM, 2002]. O processo descrito esta representado na figura 2.9.

Hospedeiro invertebrado Hospedeiro vertebrado
n Repasto sanguineo
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parasitadas
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células (incluindo macréfagos) de

H varios tecidos ﬂ
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infectados com amastigotas)

,&= Estégio infectante
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Figura 2.9: Ciclo de vida de Leishmania spp.. Promastigotas prociclicas na saliva do inseto
flebotomineo passam por diferenciacdo em formas metaciclicas infectantes [8], as quais sdo injetadas
no hospedeiro vertebrado durante o repasto [1]. Na derme, promastigotas sdo rapidamente
reconhecidas por receptores macrofagicos sendo captadas [2]. O vacUolo parasitéforo é formado ao
redor do parasito captado, que se diferencia em amastigotas imoveis [3], proliferando dentro do
fagolisossoma. A lise do macréfago infectado as torna livres, infectando novos macrofagos [4]. As
células infectadas sdo ingeridas pelos mosquitos flebotomineos ([5] e [6]), diferenciando-se em
promastigotas prociclicas [7]. As setas vermelhas indicam o ciclo no hospedeiro invertebrado, e as
azuis, no hospedeiro vertebrado. Os simbolos d e i indicam fases diagnosticaveis e infectantes do
ciclo, respectivamente.

Adaptado de: HAILU et al., 2004; VANNIER-SANTOS et al., 2002.

Outros protozoarios tripanossomatideos ndo possuem necessariamente as mesmas
formas evolutivas que Leishmania: enquanto esta apresenta as formas amastigotas e
promastigotas, parasitos do género Trypanosoma possuem formas amastigotas, epimastigotas

e tripomastigotas, assim como o género Crithidia apresenta formas coanomastigotas (figura
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2.10). Crithidia constitui um parasito ndo-patogénico para humanos — este é patogénico

apenas para outros animais e insetos, como abelhas [http://www.icc.fiocruz.br].

Figura 2.10: Demonstragédo de outras formas evolutivas de tripanossomatideos: [A] coanomastigotas,
que possuem este nome pela forma de sino, de Crithidia sp.; [B] epimastigotas, de Trypanosoma sp.;
[C] tripomastigotas, que possuem uma membrana ondulante, de Trypanosomas sp..

Fonte: FIOCRUZ <http://www.icc.fiocruz.br/cgi/cgilua.exe/sys/start.htm?sid=37>. Acesso em
setembro/2009.

2.2. Quimioterapia Antiparasitaria

2.2.1. FArmacos atuais

No caso da leishmaniose ou quaisquer outras doengas transmitidas por insetos
hematdfagos, o controle do vetor se mostra extremamente dificil, fazendo com que a
quimioterapia continue sendo a principal forma de controle destas doencas. Mas os farmacos
disponiveis no mercado atualmente ndo sdo satisfatorios para este fim, pois a terapia €
geralmente lenta, cara e toxica, fazendo com que novos farmacos sejam requeridos
urgentemente para estas doengas [BARRETT & GILBERT, 2002]. Desta forma, estudos tém
sido desenvolvidos nesta area para encontrar agentes com alta eficacia terapéutica, baixa
toxidez e viabilidade de sintese.

A quimioterapia para tratamento da leishmaniose ainda € baseada no trabalho
comecado por Gaspar Vianna, que em 1912 iniciou o tratamento da doenga com antimoniais,
extremamente tdxicos aos pacientes [SILVA et al., 2002]. Como exemplo do uso deste tipo de
farmaco, encontra-se um dos mais utilizados no Brasil, o antimoniato de N-metil-D-
glucamina, considerado o farmaco de primeira escolha (nome comercial antimoniato de

meglumina — figura 2.11), que, como dito anteriormente, é extremamente téxico, mas faz
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com que as formas tegumentares sejam aparentemente curadas apos 2 a 3 meses de tratamento
continuo, de forma endovenosa (figura 2.12). Entretanto, poucos pacientes conseguem a cura
clinica — o longo periodo de tratamento necessario constitui um grande problema,
principalmente para as populacdes de menor renda, pois comparecer ao hospital e/ou posto de
salide por tanto tempo acaba sendo extremamente caro e dificil, o que faz com que o paciente
abandone o tratamento. Como a terapia € endovenosa, dificilmente o paciente conseguira
realiza-lo em sua residéncia [MINISTERIO DA SAUDE, 2007].

_ H
O Na* H,C—N
OH @)
. OH HO
ogr "% on ¢
O//Sb—s\bO HO O—?b—OH
O O OH OH
HO
@) HO OH
Na*O estibogliconato de s6dio antimoniato de N-metil-D-glucamina

Figura 2.11: Estruturas dos compostos antimoniais estibogliconato de sddio e antimoniato de N-metil-
D-meglumina.

Fonte: WILLIAMS & LEMKE, 2002; RATH et al., 2003.

Figura 2.12: Lesdo cutanea (e ndo mucocutanea) por leishmaniose, em aspecto framboesoide [A].
Mesmo paciente, 2 meses ap0s 0 inicio do tratamento com antimoniato de N-metil-D-glucamina [B].

Fonte: MINISTERIO DA SAUDE, 2007.
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Dentre os farmacos antileishmaniais disponiveis atualmente deve ser citado também o
estibogluconato de sodio (figura 2.11), que recentemente teve seu nome modificado para
estibogliconato de sodio pela ANVISA, para adequacBes a lingua portuguesa

[www.anvisa.gov.br/medicamentos/dcb]. Este contém antimdnio, agindo portanto sobre a

forma amastigota. Para ser eficaz, deve ser administrado por 20 dias ou mais também na

forma endovenosa, para controle de leishmaniose tegumentar e visceral, ou na lesdo para a

forma tegumentar [RATH et al., 2003]. Como dito anteriormente para o antimoniato de

meglumina, tal periodo de tratamento também acaba sendo extremamente problemético para
que a cura seja conseguida.

Os antimoniais foram desenvolvidos empiricamente h4 mais de 80 anos atras. S&o
considerados leishmanicidas, pois agem inibindo a glicdlise e oxidagao dos &cidos graxos das
formas amastigotas, diminuindo a producdo de ATP e GTP. H4 um grande constraste
observado entre as atividades in vitro e in vivo dos antimoniais, sugerindo que, para exercer
sua atividade, é necessaria a reducéo de Sh>* para Sb*", embora outros mecanismos possam
estar envolvidos em sua acéo. No entanto, possuem um pequeno indice terapéutico gracas a
sua grande toxidez, existindo ainda condigdes adicionais que permitem a persisténcia de
Leishmania em hospedeiros vertebrados [MINISTERIO DA SAUDE, 2007; CHIBALE,
2002].

Conforme demonstrado na figura 2.6 e nos anexos B e C, a OMS apontou que a
incidéncia de leishmaniose vem aumentando desde 1980, e que a doenga havia ganhado
posigdo relevante mundo afora, dentre casos de morte por doencgas infecciosas. Este fato se
deve ao menos parcialmente aos fatores abaixo [PONTE-SUCRE, 2003]:

e O risco da co-infecgdo de parasitos causadores de leishmaniose visceral com HIV tem
aumentado em grandes taxas;

e Doses inadequadas dos farmacos empregados, principalmente dos antimoniais citados
acima (como pela dificuldade do paciente em ir sempre ao hospital), podem aumentar a
resisténcia;

o A falta de resposta de Leishmania a varios farmacos vem ocorrendo com relativa
frequéncia.

Quando estas substancias sdo ineficazes, ou ndo podem ser prescritas, o tratamento
com os farmacos de segunda escolha — anfotericina B (ou sua forma lipossomal) e
pentamidinas (amidinas, com formulagdes isotianato e mesilato) — € indicado (figura 2.13);
caso estes também ndo se mostrem eficazes, sdo utilizados ainda esquemas alternativos, como
a associacdo de um antimonial pentavalente e imunoterapicos, paramomicina (figura 2.13)
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dentre outros [MINISTERIO DA SAUDE, 2007]. Em geral, todas as formas de tratamento
mostram caracteristicas insatisfatorias, demonstrando a importancia do desenvolvimento de

uma terapia barata, eficaz e rapida, tanto para a forma tegumentar quanto para a visceral da

doenga.
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Figura 2.13: Estruturas da paramomicina, pentamidina (uma amidina), miltefosina e anfotericina B.

Fonte: WILLIAMS & LEMKE, 2002; <http://www.chemistry.org/portal/a/c/s/1/acsdisplay.html?
DOC=patentwatch%5Carchive%5C050905_patentwatch.html>. Acesso em julho/2006.
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Por esse motivo, a miltefosina, um alquilfosfolipidio inibidor da biossintese do
ergosterol (figura 2.13), foi aprovada como o primeiro farmaco oral para a leishmaniose
visceral na india, elevando as chances de cura em 98%, usada de maneira satisfatdria para
casos de resisténcia aos antimoniais [JHA et al., 1999]. O tratamento oral da leishmaniose é
extremamente importante, pois desta forma o paciente ndo precisaria estar tantas vezes no
hospital para sua administracédo de forma endovenosa, e 0s casos de resisténcia diminuiriam.
Porém, infelizmente, este farmaco possui efeitos teratogénicos, ndo podendo ser administrado
a gestantes, e Leishmania pode desenvolver resisténcia também a miltefosina, de forma
intensa, conforme relatado [PEREZ—VICTORIA et al., 2001].

Segundo Barrett e Gilbert (2002), para a tripanossomiase africana, existem quatro
farmacos registrados (licenciados pelos drgdos pertinentes nos paises africanos). Destes, a
pentamidina (figura 2.13) e a suramina (figura 2.14) sdo usadas prioritariamente para
manifestacBes patoldgicas que envolvam o sistema nervoso, para doengas causadas por T. b.
gambiense e T. b. rhodesiense, respectivamente. Contra o Ultimo estigio da doenga (com
envolvimento do sistema nervoso central), o principal fa&rmaco utilizado é o derivado de
arsénio melarsoprol (figura 2.14), embora o inibidor da sintese de poliaminas eflornitina
(DFMO ou difluorometil ornitina) também seja util contra T. b. gambiense; e o nifurtimox
(figura 2.14), um nitrofurano registrado para o uso contra a Doenga de Chagas, tem mostrado
eficicia limitada para os ultimos estagios da doenca, assim como para a doenca do sono
refrataria ao melarsoprol.

A terapia adotada atualmente contra as leishmanioses e tripanossomiases é
inadequada, toxica ou ambas. Enquanto a demanda de substancias antiparasitarias nas areas
endémicas é alta, a resisténcia a farmacos estabelecidos no mercado farmacéutico vem se
tornando um grande problema. Os farmacos antes adotados como os de primeira linha para
determinadas parasitoses tornaram-se ineficazes na maior parte das &reas mais gravemente
acometidas. O entendimento do mecanismo de resisténcia e o desenvolvimento de agentes
quimicos que ndo possuam resisténcia cruzada em relagdo a farmacos existentes € de
fundamental importancia [CHIBALE, 2002].
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Figura 2.14: Estruturas da suramina (uma naftiluréia polissulfonada), do melarsoprol (um agente
arsenial), da eflornitina (difluorometil ornitina ou DFMO) e do nifurtimox.

Fonte: WILLIAMS & LEMKE, 2002.

Para interferir no desenvolvimento normal de um parasito intracelular, o farmaco em
questdo precisa atingir o compartimento onde se desenvolve o parasito. A morte deste ultimo
podera ser observada por mecanismos diretos ou indiretos, provocados pelo farmaco no
hospedeiro. O ciclo de vida complexo de parasitos como Leishmania e a natureza intracelular
de seus estdgios de desenvolvimento faz com que a tarefa seja ainda mais dificil. Além disso,
como algumas espécies possuem a capacidade de migrar para varios tecidos, estas podem ser

associadas a todos os tipos de doengas causadas por Leishmania [PONTE-SUCRE, 2003].

2.2.2. Novas propostas: amidinas e mesoidnicos

Amidinas arométicas, como o berenil, pentamidina, furamidina e compostos correlatos
(figura 2.15) foram descobertas ha alguns anos por possuirem excelente atividade contra
doencas infecciosas, desde pneumonia causada por Pneumocystis carinii & tripanossomiase,
sendo testadas, ainda, como agentes antitumorais. As propriedades antimicrobianas de
moléculas dicatidnicas como estas tém sido estudadas desde 1930 [GENESTRA et al., 2003].
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Figura 2.15: Estruturas das amidinas aromaticas utilizadas como agentes quimioterapicos. Para sua
administracdo na forma de sal, os grupamentos amidinicos encontram-se protonados.

Fonte: LANSIAUX et al., 2002.

Compostos desta classe possuem, tipicamente, as amidinas como grupamentos
catidnicos ligados a anéis arométicos de forma geralmente simétrica em sua molécula, sendo
por isso denominadas amidinas aromaticas dicatidnicas. Encontram-se geralmente na forma
de sal, possuindo atividade reportada contra um niimero extenso de patégenos, incluindo os
fungos Pneumocystis carinii, Candida albicans, Aspergillus sp. e Cryptococcus neoformans;
e 0s protozoarios Cryptosporidium parvum, Giardia lamblia, Leishmania sp., Plasmodium
sp., Toxoplasma gondii e Trypanosoma sp.. Apesar da ampla atividade exibida por tais
amidinas aromaéticas, apenas um composto desta classe de estruturas, a pentamidina, possui
uso clinico significativo. O berenil, usualmente usado apenas para o tratamento de
tripanossomiase animal, tem sido utilizado sem licenca [NGUYEN et al., 2004; LANSIAUX
et al., 2002; STEPHENS et al., 2001; SOUTHAN et al., 1995; TIDWELL et al., 1993].

Até a sugestdo, por meio de estudos, de que a combinagdo de trimetoprim e
sulfametoxazol ou dapsona (figura 2.16) era tdo eficaz quanto a pentamidina e
consideravelmente mais barata, a administracdo na forma de aerossol da pentamidina havia se
tornado, rapidamente, o método de escolha para a profilaxia priméria para pneumonias
causadas por P. carinii em pacientes HIV-positivos [TIDWELL et al., 1993]. Atualmente, a

pentamidina tem sido utilizada clinicamente contra a tripanossomiase africana, leishmanioses
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com parasitos resistentes aos compostos antimoniais e na pneumonia causada por P. carinii
[STEPHENS et al., 2001].
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N\/ \ MeO N~ “NH, ©
sulfametoxazol O CH, OMe  trimetoprim dapsona

Figura 2.16: Férmulas estruturais dos farmacos sulfametoxazol, trimetoprim e dapsona, utilizados em
conjunto para o combate das pneumonias causadas por P. carinii.

Fonte: WILLIAMS & LEMKE, 2002.

As amidinas possuem amplo espectro de atividade contra uma série de organismos
patoldgicos, desenvolvidas como parte de extensas pesquisas cientificas. Estes resultados
fazem com que amidinas aromaticas representem uma frente de pesquisa promissora para o
desenvolvimento de farmacos contra organismos responsaveis por doencas infecciosas. No
entanto, cuidado deve ser tomado englobando muitos trabalhos cientificos, pois amidinas
como a furamidina (figura 2.15), obtida em 2003 como um pr6-farmaco ativo na forma oral
[NGUYEN et al., 2004], foi aprovada nas fases | e Il de testes clinicos contra a
tripanossomiase, mas falhou na fase Ill, por possuir toxicidade hepatica e renal, tendo
portanto seu uso abandonado (para os conceitos da fase I, 1l e 111, vide item 2.6.2).

Sistemas mesoidnicos fornecem numerosos compostos com ampla atividade biol6gica,
incluindo antibacteriana, antifungica e antitumoral (como por exemplo contra carcinoma de
Ehrlich e sarcoma 180). Estes sdo conhecidos desde 1882, quando sintetizados pela primeira
vez por Emil Fischer e Emil Besthorn. Max Busch sintetizou compostos similares e descreveu
suas propriedades quimicas no periodo de 1895 a 1905 (figura 2.17). Desde entdo, VArios
sistemas similares tém sido trabalhados, por varios grupos de pesquisa por todo o mundo. O
nome mesoidnico (mesomerico + ibnico) s foi sugerido, no entanto, em 1946 por Simpson,
a0 propor que tais estruturas fossem representadas por varios hibridos de ressonancia [REIS,
2008; SILVA et al., 2002; OLLIS et al., 1985].
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Figura 2.17: Primeiros sistemas mesoidnicos sintetizados, por E. Fisher e E. Besthorn [A] e por M.
Busch [B,C].

Adaptado de: REIS, 2008.

Tais compostos possuem caracteristicas interessantes, relacionadas a presenca de
regides bem delineadas com cargas positivas e negativas em sua estrutura, apresentando
grande interesse para utilizagdo como agentes medicinais. Possuem um anel heterociclico
aromatico de 5 membros positivamente carregado, podendo ser constituido por carbono,
oxigénio, nitrogénio, enxofre e selénio. Tal anel possui ainda considerével energia de
ressonancia, balanceada por uma carga formal negativa, localizada em sua cadeia lateral em
atomo ou grupamento exociclico. A presenca e caracterizagdo destas cargas foi formalmente
estudada por Echevarria e colaboradores (1992), atraves de difracdo de raios-X, confirmando
tais colocacbes. Os atomos carregados devem ser substancialmente separados e estar no
mesmo plano (ou quase), para que exista consideravel energia de ressonancia no sistema,
sendo esta caracteristica a possivel responsédvel por seu potencial como substancia
biologicamente ativa [REIS, 2008; SOARES-BEZERRA et al., 2008; SILVA et al., 2002;
ECHEVARRIA et al., 1992].

Os compostos mesoidnicos sintetizados e estudados por Echevarria e colaboradores
(figura 2.18) [REIS, 2008; SOARES-BEZERRA et al., 2008; SILVA et al., 2002] séo da
classe das 1,3,4-tiadiaz6lio-2-aminidas, também descritas como da classe das betainas
mesoméricas heterociclicas conjugadas, por constituirem moléculas conjugadas representadas
por estruturas dipolares (ou zwitterions), em que as cargas negativa e positiva se encontram
em conjugacdo mutua, associadas ao sistema de elétrons . Outras caracteristicas tornam estas
substancias ainda mais interessantes, como a variacdo da densidade eletronica em torno do
anel e a possibilidade de diferentes padrdes de distribuicéo eletronica em fungdo dos variados
sistemas heterociclicos possiveis. A associacdo das caracteristicas descritas sugere fortes

interacBes com as biomacromoléculas, como proteinas e/ou DNA.
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Figura 2.18: Estrutura basica dos compostos mesoidnicos sintetizados (X = H; CH3; OCHjz; NO,; F;
Cl; CN; Br; OH. Y = H; OCHjs; NOg; Cl; Br).

Adaptado de: SOARES-BEZERRA et al., 2008.

Em contraste com sidnonas (que possuem este nome por terem sido sintetizadas na
cidade de Sidney — Austrélia), sidnoniminas e oxitriazdis, os sais de derivados mesoidnicos
sintetizados demonstrados na figura 2.18 ndo sdo doadores de Oxido nitrico (NO), ndo
contribuindo para aumento do estresse oxidativo no organismo em questdo. O grupamento
exociclico pode constituir um nitrogénio ou um enxofre, desde que ndo haja um nitrogénio
ligado diretamente a um atomo de oxigénio, conforme demonstrado na figura 2.19 [REIS,
2008; SOARES-BEZERRA et al., 2008; SILVA et al., 2002; ECHEVARRIA et al., 1992].
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Figura 2.19: Estruturas basicas das sidnonas [A], sidnoniminas [B] e oxitriazois [C], todos compostos
doadores de NO; os mesoidnicos tiadiazdlicos [D] ja ndo possuem esta caracteristica.

Adaptado de: SOARES-BEZERRA et al., 2008.

Como parte de um programa de pesquisa em quimioterapia contra doencas causadas
por tripanossomatideos, como T. cruzi, L. amazonensis e outros, diferentes amidinas
[PROSKURYAKOV et al., 2005; CASTRO-PINTO et al., 2004; GENESTRA et al., 2003;
SOUTHAN et al., 1995] e sais de derivados mesoidnicos [SOARES-BEZERRA et al., 2008;

SILVA et al., 2002] vém sendo testados contra estes parasitos. Até o momento, foi detectada
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a atividade inibitoria destes compostos contra trés enzimas diferentes: a 6xido nitrico sintase
(NOS) [SOARES-BEZERRA et al., 2008; PROSKURYAKOQV et al., 2005; GENESTRA et
al., 2003; SOUTHAN et al., 1995], a tripanotiona redutase (TR) [CASTRO-PINTO et al.,
2004], e a arginase [SOARES-BEZERRA et al., 2008], porém com baixa atividade quanto a
esta Ultima (inibicdo enzimatica de 30%, determinada experimentalmente). Varias outras
enzimas e sistemas biologicos tém sido testados, como sistemas bacterianos, fungicos e
neoplasicos. A seguir, serdo descritos detalhes acerca das enzimas NOS e TR, assim como

outros possiveis sitios de interacdo das substancias estudadas.

2.3. Oxido Nitrico Sintase (NOS) e Oxido Nitrico (NO)

2.3.1. Funco fisioldgica da NOS e NO

A NOS é uma flavoproteina NADPH-dependente, responsavel pela producéo de NO,
ndo s6 para 0 organismo humano, mas para varios outros organismos. No organismo humano,
0 NO possui um importante papel, tanto em fisiologia, quanto como uma molécula
sinalizadora no sistema nervoso e sistema cardiovascular, ou ainda em fisiopatologia, como
uma citocina nas respostas imune e auto-imune. O NO est4 presente em uma série de eventos
metabdlicos, tais como relaxamento dos musculos lisos, inibicdo da agregagdo plaquetéria,
citotoxicidade macroféagica, desordens inflamatérias, metabolismo do ferro, neurotransmissao
e neurotoxicidade [JIA et al., 2003; KOTSONIS et al., 2001; PANTKE et al., 2001;
BOUCHER et al., 1999; GERBER et al., 1997; CILLARI et al., 1994; KWON et al., 1989].

O NO é gerado por 3 isoformas geneticamente diferentes da enzima: a neuronal
(NNOS ou NOS-I), a induzivel (iNOS ou NOS-II) e a endotelial (eNOS ou NOS-I1I). As duas
isoformas expressas constitutivamente no organismo estéo localizadas: no endotélio vascular
(eNOS), envolvida na regulacdo do tonus vascular e no processo de antitrombose; ou nos
tecidos neuronais (nNOS), envolvida em processos de neuromodulagdo. A isoforma
denominada induzivel (iNOS) é expressa por macréfagos e varias outras células, sob
exposicao a citocinas. Esta ultima isoforma possui um papel-chave na resposta imune, por
funcionar como um sinalizador, com papel similar as proprias citocinas. Macréfagos
estimulados por interferon-y (IFN-y) ou pelo fator de necrose tumoral (TNF) expressam altos
niveis de iNOS, produzindo altas taxas de NO. Na leishmaniose murina, 0 NO possui um

papel imprescindivel na resisténcia imune do hospedeiro ao tripanossomatideo. Todas as trés
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isoformas catalisam a mesma reacdo, porém as isoformas expressas constitutivamente (eNOS
e nNOS) séo estimuladas por niveis plasméticos elevados de Ca?* livre e calmodulina (CaM)
[BOUCHER et al., 1999; FROHLICH et al., 1999; CILLARI et al., 1994].

Em contraste, a ligacdo da iNOS a CaM é essencialmente irreversivel, e sua atividade
é regulada ndo por mudangas na concentracio de Ca?*, mas por mudangas na taxa de sintese
da propria enzima, a chamada regulacdo génica transcricional. As formas constitutivas
(reguladas pela concentracdo de Ca’), adicionalmente aos grupamentos heme, CaM e
dominios redutores comuns a todas as 3 isoformas da enzima, diferem pela presenca na nNOS
de um dominio N-terminal adicional, que provavelmente esta envolvido em sinalizago sub-
celular, enquanto a eNOS é Unica por possuir sitios de interacdo com os &cidos palmitico e
miristico, para que esta possa se integrar @ membrana, sendo assim uma enzima encontrada na
membrana endotelial. As outras duas isoformas constituem enzimas citossélicas [JACKSON
et al., 2005; NISHIDA & MONTELLANO, 1998; RAMAN et al., 1998; GERBER et al.,
1997].

2.3.2. Estrutura e organizacéo catalitica da enzima

As isoformas da NOS séo ativas cataliticamente como homodimeros (figura 2.20), e
apenas a estrutura homodimérica € capaz de converter a arginina, seu substrato natural, em
NO e L-citrulina (vide item 2.3.3). Cada uma das subunidades possui um sitio para sua acdo
como redutase (dominio redutor), e outro para sua acdo como mono-oxidase (dominio
hemeprotéico ou oxidante). Ao dominio redutor se liga uma molécula de NADPH, que doa
elétrons através dos grupos prostéticos FAD e FMN a um nucleo heme (ferro-protoporfirina
IX), ativo cataliticamente através do dominio hemeprotéico. Em adi¢cdo as moléculas de
NADPH, FAD e FMN, o fluxo de elétrons dentre as duas subunidades inclui a reducdo
intermediéria de uma molécula de triidro-biopterina a tetraidro-biopterina (BH,4) [JIA et al.,
2003; PANTKE et al., 2001].
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Figura 2.20: Organizacdo tridimensional da NOS, demonstrando em [A] sua estrutura dimérica, onde
cada uma das unidades monomeéricas se encontra em um tom diferente de azul (c6digo PDB 1DMJ), e
em [B] a disposicédo dos ligantes na estrutura, em apenas uma das unidades monoméricas (cédigo PDB
1IM72).

Fonte 1DMJ: KOTSONIS et al., 2001; 1IM7Z: PANT et al., 2002. Imagens manipuladas no
programa RasMol 2.7.2.1.1.

No dominio hemeprotéico um residuo de cisteina promove uma sexta ligacdo ao
atomo de ferro, fazendo com que a estrutura protéica possua grande similaridade sequencial
ao sitio redutor do citocromo P-450 (CYP-450) e oxidorredutases associadas (figura 2.21)
[KWON et al., 1989]. O sitio ao qual se liga a BH,, a L-arginina e um 4tomo de Zn** possui
ligacdo com o dominio hemeprotéico e, de acordo com Proskuryakov et al. (2005), esta
primeira pode ser unica na estrutura da proteina, que por ser um dimero, possui 2 sitios
pterinicos — se apenas uma molécula de BH, estiver ligada a enzima, em apenas uma das
unidades monomeéricas, a atividade catalitica da enzima ndo cessa. Conforme demonstrado, a
quantidade e natureza dos inumeros ligantes da estrutura enzimatica pode constituir um
grande problema para o planejamento de farmacos. Deve ser enfatizado que a BH4, a L-
arginina e o ndcleo heme estdo envolvidos cooperativamente na constituicdo do sitio principal
da enzima, sendo todos essenciais para sua atividade catalitica. No entanto, a substituicdo de
um destes componentes por um inibidor previne diretamente ndo so a sintese de NO, mas, em
muitos casos, a formacdo da estrutura terciaria ativa da enzima [PROSKURYAKOV et al.,
2005].
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Figura 2.21: Esquema da estrutura da NOS. E demonstrada sua estrutura em dominios, cofatores, e
grupos prostéticos. O elétron é levado do dominio redutor para o dominio oxidante da outra unidade
monomérica pela influéncia da calmodulina (CaM). Pela presenca desta Gltima, é formado um
tetramero temporario. A mudanca na concentracido de Ca®* ndo afeta a atividade da enzima. A
presenca da cisteina no dominio oxidante esta envolvida na conformacédo das unidades monoméricas.

Fonte: PROSKURYAKOQYV et al., 2005.

2.3.3. Mecanismo de catalise

As atividades cataliticas das isoformas da enzima diferem entre si, em relagdo a
formacio de NO. E encontrado que a producio de NO da iNOS e nNOS ¢ consideravelmente
mais alta que a da eNOS. A menor atividade catalitica desta Ultima se deve principalmente a
uma menor habilidade do dominio redutor (onde se liga a coenzima flavinica, FAD) em
transferir elétrons ao dominio hemeprotéico [NISHIDA & MONTELLANO, 1999].

A catélise depende da presenca de 3 substratos em especifico: L-arginina e oxigénio
como substratos principais, e a presenca de NADPH, como fonte de elétrons, em uma reagao
de duas etapas. Na primeira etapa, ha formacdo de um intermediario, a N-hidroxiarginina
(NOHA), através da incorporacdo de um atomo de oxigénio a fungdo guanidina da L-arginina.
Na segunda etapa, a NOHA ¢é novamente oxidada, formando L-citrulina e NO (figura 2.22)
[JACKSON et al., 2005; JIA et al.; 2003].
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Figura 2.22: Formagdo do NO, através da conversdo do intermediario N-hidroxiarginina (NOHA) em

L-citrulina.
Adaptado de: JIA et al., 2003.

No processo, o FAD transfere equivalentes redutores do NADPH para o FMN, que

entdo reduz o atomo de ferro protoporfirinico. Esta reducéo leva a ativagdo do O,, seguida

pela oxidagdo do nitrogénio guanidinico da L-arginina a NO e L-citrulina. Pode-se levar a

formacdo de NO™ (nitroxil) e outros N-Oxidos relacionados, através do mecanismo de

formacdo do NO. O processo completo, com a participacdo da BH, e os cofatores, estd

representado na figura 2.23 [PANTKE et al., 2001; RAMAN et al., 1998].

arginina NOHA HB + citrulina + NO
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Figura 2.23: Representacdo esquematica das duas etapas de formacdo da L-citrulina e NO, a partir da

L-arginina. Notar o fluxo de elétrons, através dos compostos oxidados e reduzidos.
Adaptado de: JIA et al.; 2003; PANTKE et al., 2001; RAMAN et al., 1998.
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As propriedades do grupamento heme na NOS ja foram caracterizadas por
espectroscopias de absorcdo Raman e ressonancia paramagnética eletrénica [WANG et al.,
1994a]. Essas técnicas demonstraram que o atomo de ferro do grupamento heme estd
coordenado a proteina por um grupo tiélico, de forma extremamente similar a orientacdo do
grupamento heme das oxidases pertencentes ao CYP-450. Assim como nestas enzimas, 0
dominio hemeprotéico estd orientado de maneira a formar o sitio onde a oxidagdo da L-
arginina ocorre (figura 2.24). O dominio redutor desemparelha os elétrons fornecidos pelo
NADPH e os entrega, um por vez, ao atomo de ferro do grupo prostético heme, conforme
demonstrado na figura 2.23. A BH4 é requerida para a sintese de NO por todas as 3 isoformas
da enzima [NISHIDA & MONTELLANO, 1998].

1Anélogo da BHa4

Figura 2.24: Demonstracdo do sitio ativo de uma NOS de Bacillus subtilis (cddigo PDB 1M72Z).
Notar a proximidade de um analogo da BH4, o THF [tetraidrofolato, ou 5,6,7,8-tetraidropterol-L-
glutamato] com o carboxilato proveniente do grupo heme. A Cys194 forma um complexo hexa-
coordenado com o 4tomo de ferro (em laranja), possibilitando a oxidacdo da arginina a NOHA.

Fonte 1IM7Z: PANT et al., 2002. Imagem manipulada no programa RasMol 2.7.2.1.1.

O grupamento heme participa das duas etapas descritas, ligando-se a molécula de O, e
ativando-a. Por este motivo, a sintese de NO € inibida (em suas duas etapas) pelo mondxido

de carbono (CO), e muitos dados espectrais sugerem que o CO se coordena diretamente ao
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atomo de ferro. A procura por inibidores mais ativos e seletivos para uma isoforma particular
da NOS ainda constitui um problema. Estes inibidores seletivos seriam promissores para o
tratamento de doencas inflamatorias, diabetes, isquemia cardiaca, hipotensdo associada ao
choque etc [JIA et al., 2003].

2.3.4. Funcao e estrutura da NOS no parasito tripanossomatideo

Muito se especulou a respeito da fungdo de tal enzima nos tripanossomatideos, visto
que esta é pertencente a importantes eventos metab6licos no organismo humano e nos
mamiferos em geral.

Os protozodrios séo eucariotos. Isto faz com que sejam mais semelhantes aos
mamiferos que as bactérias, por exemplo, por serem estas Ultimas procariotas, possuindo
funcbes metabdlicas Unicas. Mesmo sabendo que possuem organizacao celular semelhante aos
mamiferos, inimeras dividas permaneceram a respeito da existéncia ou ndo desta enzima em
seres unicelulares. Caso esta estivesse presente, provavelmente ndo estaria envolvida na
mesma rota metabdlica que para um organismo multicelular. O NO participa de importantes
eventos de sinalizacdo celular no sistema imune do organismo humano.

De um ponto de vista evolucional, evidéncias indicam que a via metabdlica de
transducdo de sinais & qual pertence a enzima NOS é operante apenas em organismos
eucariotos superiores. A primeira demonstracdo de que esta via metabolica também esta
presente em eucariotos como T. cruzi foi dada por Paveto et al. (1995). Foi demonstrada a
existéncia de uma NOS estimulada pela presenca de Ca®*, uma guanilil ciclase ativada por
nitroprussiato, assim como por receptores de acido N-metil-D-aspartico (NMDA) em formas
epimastigotas. Revelou-se ainda que o aumento de L-arginina e NMDA incrementam a
producdo de NO e niveis de GMP ciclico (GMPc). O estudo entdo demonstrou que o
organismo em questdo possui uma NOS extremamente similar em atividade & NOS dos
mamiferos, possuindo inclusive dependéncia da presenca de Ca®* e CaM para sua atividade
catalitica. Os substratos requeridos sdo 0os mesmos, assim como 0s produtos da catalise.
Aminoacidos excitatorios, conhecidos por alterar a atividade na nNOS nos tecidos neuronais,
curiosamente também alteram a atividade da NOS em tripanossomatideos in vivo. Este fato
sugere que os tripanossomatideos também possuem NMDA, descritos em humanos como
pertencentes ao tecido neuronal [PAVETO et al., 1995].
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A NOS esté presente em organismos procariotos, como demonstrado em 1994 por
Chen e Rosazza. A enzima foi extraida e purificada de bactérias do género Nocardia, tendo
sido comprovado que, para estes organismos, ela também depende da presenca de NADPH,
Ca?*, FAD, FMN e BH, [CHEN & ROSAZZA, 1994]. Ap6s os estudos mencionados
anteriormente, Basu e colaboradores (1997) isolaram e purificaram a enzima NOS
proveniente de L. donovani em um estudo semelhante ao descrito para T. cruzi, comprovando
sua existéncia no género em questdo [BASU et al., 1997]. A caracterizagdo da presenca da
NOS na espécie L. amazonensis foi feita por grupos de pesquisa da FIOCRUZ [GENESTRA,
2002; GENESTRA et al., 2003], demonstrando detalhadamente sua presenca e producgéo de
NO nas formas amastigotas axénicas [GENESTRA et al., 2006a] e promastigotas metaciclicas
[GENESTRA et al., 2006b].

Possuir a enzima, entretanto, ndo implica que esta esteja envolvida nos mesmos
processos metabdlicos que para os mamiferos. Foi demonstrado em um estudo que a
mobilidade flagelar em culturas liquidas de formas epimastigotas de T. cruzi é controlada pela
via metabdlica a qual pertence a NOS. A mobilidade flagelar da espécie é aumentada pela
presenca de L-arginina, NMDA, glutamato, nitroprussiato de sédio e GMPc. O uso da
substancia MK-801, bem conhecida por sua atividade blogueadora dos canais
glutamatérgicos, inibiu estes efeitos ao parasito. Existem evidéncias de que a presenca de tal
sistema enzimatico nestes organismos indica um precedente evolucionario em comum com
organismos superiores, pelo fato de neurotransmissores como NMDA possuirem efeito nestes
parasitos [FLAWIA et al., 1997].

Por estar ligada & mobilidade e locomoc&o destes parasitos, a inibigdo da enzima NOS

torna-se para estes maléfica, conforme comprovado, prejudicando seu ciclo normal de vida.

2.4. Tripanotiona Redutase (TR) e Tripanotiona (TSH)

2.4.1. Funcdo fisioldgica e mecanismo catalitico da TR

Os seres vivos necessitam de duas classes de substancias quimicas de massa molecular
relativamente baixa em uma gama extensiva de fungdes bioldgicas: as poliaminas e as
estruturas contendo grupos tidlicos. Entre outras func@es, as poliaminas estdo envolvidas na
sintese de proteinas, crescimento e desenvolvimento celular, considerando que o peptideo

glutationa, formado por trés aminoacidos (glicina, cisteina e glutamato — figura 2.25) est4
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envolvido na manutencdo do balanco redox e na regulacdo de diversos aspectos do
metabolismo celular [BOND et al., 1999].

Gly Cys

Figura 2.25: Composicdo da glutationa — GSH [glicina (Gly), cisteina (Cys) e glutamato (Glu)].
Imagem gerada no programa PC Spartan Pro [Wavefunction Inc.].

A forma tidlica da glutationa, a GSH (y-L-glutamil-L-cisteinilglicina, figura 2.25),
funciona como um agente protetor, mantendo um meio intracelular redutor, através da
manutenc¢do dos niveis dos grupos tidlicos (-SH) das proteinas, reducgéo das pontes dissulfeto
(-S—S-) induzidas pelo estresse oxidativo, neutralizag&o de radicais livres, desintoxicacdo de
eletrolitos e hidroperdxidos (e outros processos pertencentes ao metabolismo redox) e sintese
de precursores do DNA. Sua funcdo nas heméacias é eliminar a H,O, e os hidroperdxidos
organicos (metabdlitos reativos de oxigénio) reduzindo-os, pois estes podem danificar
irreversivelmente a hemoglobina e clivar ligagbes C—C dos fosfolipidios. O acumulo
descontrolado de perdxidos resulta no rompimento prematuro da célula [FYFE et al., 2008;
VOET etal., 2008; ZHANG et al., 1996; HENDERSON et al., 1991].

Os peroxidos sdo eliminados por meio da reacdo com a GSH, catalisada pela enzima
glutationa peroxidase (GPx), gerando a glutationa em sua forma oxidada, ou seu derivado
dissulfeto (GSSG) [VOET et al., 2008]:

2 GSH + R-0-0-H —CPX__ | GSSG + R-OH + H,0
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A GSSG ¢ transformada em sua forma reduzida (2 GSH) pela enzima glutationa
redutase (GR), como demonstrado na figura 2.26. A reacdo oposta mediada pela GPx na
presenca de perdxidos leva & formacdo de radicais oxidantes danosos as células [STOLL et
al., 1997; KURIYAN et al., 1991]. A enzima GR garante que altos niveis de derivados
tidlicos sejam mantidos no meio intracelular, catalisando a reacdo de redugdo do dissulfeto
formado [VOET et al., 2008]:

GSSG + NADPH + H'—CR 4 9 GSH + NADP"
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Figura 2.26: Reacdo catalisada pela GR: conversdo da glutationa na forma oxidada (GSSG) para a
forma reduzida (2 GSH).

Adaptado de: BOND et al., 1999.

Os protozoérios Kinetoplastida compartilnam deste mecanismo de defesa contra o
estresse oxidativo, porém ndo possuem a GR, usando adutos de poliamina-glutationa ao invés
da GSH, em uma func&o protetora e regulatoria similar a esta. Dentre estes adutos, trés podem
ser citados: a tripanotiona [N',N-bis(glutationil)-espermidina (TSH)], um conjugado
covalente de 2 moléculas de GSH e 1 espermidina (figura 2.27) [KRIEGER et al., 2000;
STOLL et al., 1997]; a glutationilespermidina [KURIYAN et al., 1991]; e a homotripanotiona
[BOND et al., 1999].

Similaridades em relagdo a GSH sugerem que estes metabdlitos devem possuir uma
funcdo bioldgica similar na eliminagdo de radicais livres e espécies oxigenadas reativas
formadas em processos metabdlicos, ou ainda quando os parasitos sdo submetidos ao estresse
oxidativo provocado pela resposta imunoldgica do hospedeiro. Este mecanismo é baseado na

acdo da enzima tripanotiona redutase (TR), envolvendo uma reagdo extremamente similar
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aquela catalisada pela GR (figura 2.28). A TR, junto a triparredoxina e triparredoxina
peroxidase, forma a via metabdlica da triparredoxina peroxidase, para defesa destes
organismos contra o estresse oxidativo [FYFE et al., 2008; ZANI & FAIRLAMB, 2003].

Espermidina

Cys Il

Glu'l Glu Il

-~

Figura 2.27: Composicdo da tripanotiona — TSH [2 GSHs (I e 1) interligadas por uma espermidina].
Imagem gerada no programa PC Spartan Pro [Wavefunction Inc.].
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Figura 2.28: Reacdo catalisada pela TR: conversdo da tripanotiona na forma oxidada (TSST) para a
forma reduzida (TSH).

Adaptado de: BOND et al., 1999.
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O papel da TR em muitas vias metabdlicas, incluindo estas claramente dependentes do
sistema redox da GR em eucariotos superiores, ndo foi demonstrado até o ano de 2000. Até
aquele momento, a possibilidade de outros tidis como a glutarredoxina, tiorredoxina ou até
mesmo a GSH (que é um intermediario na sintese da TSH) substituirem a TSH frente a sua
deficiéncia ndo deveria ser excluida, apesar de que a GR ou a tiorredoxina redutase nunca
foram detectadas nesses organismos. Para tanto, Krieger e colaboradores (2000) geraram
células do T. brucei contendo apenas 1 gene responsavel pela expressdo da TR, sob o controle
de um promotor induzivel por uma tetraciclina. Variando a concentragdo desta tetraciclina,
variava-se também a expressdo da enzima. Foi entdo verificado que células contendo menos
de 10% da atividade enzimética da TR foram impossibilitadas de crescer, ainda que 0s niveis
de TSH e tidis totais permanecessem constantes. Em meios sem agentes redutores, a
hipersensibilidade frente ao peréxido de hidrogénio foi observada, comprovando a
importncia da enzima no estresse oxidativo. Quando as celulas foram injetadas em
camundongos na auséncia da tetraciclina, nenhuma infeccdo foi detectada, e quando a
tetraciclina foi retirada de animais previamente infectados, a parasitemia foi suspensa. Tais
fatos demonstram que tripanossomatideos sem a TR séo avirulentos [KRIEGER et al., 2000].

A sensibilidade da TR ao estresse oxidativo, que a faz extremamente essencial para a
sobrevivéncia, patogenicidade e manutencdo-redox destes parasitos, é devida em parte a falta
das enzimas catalase e GPx nos tripanossomatideos em geral. Por tal motivo a TR, assim
como as demais enzimas envolvidas na via metabolica da triparredoxina peroxidase e
sintese/degradagdo da TSH, é reconhecida como um alvo importante e extremamente
promissor para o desenvolvimento de novos farmacos contra as doengas mencionadas
anteriormente [FYFE et al., 2008; ZANI & FAIRLAMB, 2003; KRIEGER et al., 2000;
STOLL et al., 1997]. A sintese e degradacdo mencionada da TSH é feita pela enzima
tripanotiona sintetase-amidase (TSA), que age como uma tripanotiona sintetase, uma
tripanotiona amidase, uma glutationilespermidina sintetase e uma glutationilespermidina
amidase. O mecanismo pelo qual a TSA sintetiza a TSH estd demonstrado na figura 2.29 a
seguir [FYFE et al., 2008].
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Figura 2.29: Esquema ilustrativo da sintese/degradacdo da tripanotiona. A atividade amidase da
enzima esta demonstrada em vermelho; a atividade sintetase, em preto.

Adaptado de: FYFE et al., 2008.

2.4.2. Estrutura e organizacdo catalitica da TR

A GR humana e a TR sdo ambas membros da familia de oxirredutases flavoprotéicas
dependentes de NADPH, e precisam da presenca do FAD como cofator, contendo sitios
flavinicos para complexacdo deste dltimo, sob a forma de homodimeros. Elas s&o
extremamente similares estrutural e mecanisticamente, mas possuem especificidades quanto
a0 seu substrato. Mesmo possuindo estruturas muito parecidas, com 41% de similaridade
entre as sequéncias da TR de T. congolense e a GR humana, conforme demonstrado na figura
2.30, ttm um mecanismo catalitico diferenciado, o que sugere que inibidores seletivos & TR
possam ser descobertos. Tal fato aumenta o indice terapéutico do agente em questdo, se
comparado aqueles ja utilizados em tratamentos clinicos, pois ndo ha uma enzima em total
equivaléncia no organismo humano, o que nos leva a crer que este agente devera apresentar
poucos efeitos colaterais [SARAVANAMUTHU et al., 2004; KRAUTH-SIEGEL &
INHOFF, 2003; KRIEGER et al., 2000].
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Figura 2.30: Comparacgdo das estruturas da TR de Crithidia fasciculata (cédigo PDB 1FEC), com
cadeias em verde e amarelo, e da GR humana (cédigo PDB 5GRT), em azul — esta Gltima também é
dimérica, porém apenas uma das unidades monoméricas é aqui demonstrada. Notar que apesar da
semelhanca, as estruturas ndo séo iguais, possuindo diferengas no posicionamento e formacéo de sua
estrutura terciéria.

Fonte: 1IFEC: STRICKLAND et al., 1995. 5GRT: STOLL et al., 1997. Imagem manipulada no
programa RasMol 2.7.2.1.1.

A TR possui mais de uma possibilidade para complexacéo de inibidores, por possuir o
cofator flavinico (FAD) e o NADPH ancorados a sua estrutura; este fator dificulta a
elucidacéo de possiveis mecanismos de inibigdo. Na figura 2.31 é mostrada a localizagdo dos
sitios da tripanotiona (TSST), do NADPH e do FAD, na estrutura da TR de Crithidia
fasciculata (codigo PDB 1TYP [BAILEY et al., 1993]) [HAMILTON et al., 2003; STOLL et
al., 1997].

De acordo com as estruturas cristalogréaficas disponiveis, nota-se que ha uma grande
proximidade de tais sitios ativos — a troca de equivalentes redutores nas reacfes de
oxirredugdo promove uma grande comunicacdo entre os sitios dos cofatores e substratos
(figura 2.32), assim como demonstrado para a NOS. Além da presenca de cofatores, o sitio
ativo pertencente ao seu substrato natural, a TSST, constitui uma grande “fenda”, em intensa
comunicagdo com 0 meio externo. Tal caracteristica faz com que os aminoacidos presentes no
sitio ativo, em sua maioria, sejam intensamente polares, visto que a enzima é citossdlica, ou
seja, estd imersa em um meio aquoso, fazendo com que as interacdes enzima-inibidores sejam

de caracteristicas extremamente particulares.
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Figura 2.31: Estrutura da TR (cédigo PDB 1TYP, modelo de fitas) proveniente de C. fasciculata,
com o sitio do FAD (modelo bastdo/bolas, em rosa), a presenca do NADPH (modelo bastdo/bolas, em
amarelo) e o sitio da TSST (modelo bastdo/bolas, padrdo CPK de cores). Notar a formacdo de uma
grande “fenda” neste Gltimo sitio, com intensa comunicagdo com 0 meio externo.

Fonte 1TYP: BAILEY et al., 1993. Imagem manipulada no programa RasMol 2.7.2.1.1.
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Figura 2.32: Demonstragdo da proximidade entre os cofatores (FAD, em rosa, e NADPH, em
amarelo) e o substrato (TSST, padrao CPK de cores), necessaria para a troca de equivalentes redutores
entre os sitios ativo e alostéricos, na estrutura da TR de C. fasciculata (cédigo PDB 1TYP).

Fonte 1TYP: BAILEY et al., 1993. Imagem manipulada no programa RasMol 2.7.2.1.1.
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2.5. Acdo de Quimioterpicos Contraa NOS e TR

2.5.1. Quimioterapicos testados

Vérios agentes quimioterapicos tém sido testados contra estas duas enzimas, NOS e
TR, em especial, por constituirem alvos moleculares interessantes, possibilitando a descoberta
de farmacos especificos as enzimas presentes nos parasitos em questdo, e com isso, pouco
toxicos aos seres humanos e mamiferos em geral. Com isso, muitos fArmacos ja em uso no
mercado para outros fins tém sido testados, pois tais moléculas possuem perfis de toxidez ja
delimitados, com processos de produgdo, sintese, semi-sintese ou extracdo ja conhecidos.

A maior limitac&o na busca por farmacos inibidores da TR é o alto custo comercial de
seu substrato natural, a TSST, para a realizagdo de testes experimentais e comparacgdo de
resultados. Com isto, varios substratos alternativos, incluindo inibidores analogos
simplificados da TSST e anélogos ndo-peptidicos, tém sido testados frente a esta enzima na
busca de inibidores de baixo custo para procedimentos experimentais e medicinais
[HAMILTON et al., 2003].

Com isto, 0 uso do planejamento racional na busca de fa&rmacos antiparasitérios levou
a descoberta das fenotiazinas [KHAN et al., 2000; CHAN et al., 1998], assim como outras
estruturas triciclicas (como a quinacrina e mostardas de quinacrina — figura 2.33
[SARAVANAMUTHU et al., 2004; KRAUTH-SIEGEL & INHOFF, 2003]) como inibidores
da TR, comprometendo as defesas redox dos parasitos, conforme descrito anteriormente. As
fenotiazinas, como a clorpromazina (figura 2.33A), que sdo extensamente utilizadas em
clinica como farmacos neurolépticos antipsicoticos, foram assim descobertas como sendo
extremamente ativas contra os tripanossomatideos.

Diferentes classes de compostos, além das fenotiazinas e mostardas de quinacrinas,
foram testadas frente a TR, por metodologias empiricas ou tedricas: analogos da acridina
(como a quinacrina, acima), peptideos e peptoides (figura 2.33C), poliaminas substituidas
(figura 2.33D), alcaldides bisbenzilisoquinolinicos (figura 2.33E), 2-aminodifenilsulfideos
(figura 2.33F), derivados do nitrofurano (figura 2.33G) e muitos outros [KRAUTH-SIEGEL
& INHOFF, 2003]. Além do teste de substancias ja presentes no mercado, a sintese de
substancias anélogas as presentes na bioquimica natural do parasito tem sido intensa, na
procura por agentes que possuam viabilidade de sintese, pouca toxidez e alta atividade.
Kotsonis e colaboradores (2001) sintetizaram inimeros analogos da BH, (vide item 4.3.1),

imprescindivel para a atividade da NOS, com bons resultados. Analogos da BH,4 provenientes
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de fontes naturais, como derivados cumarinicos (figura 2.33H), foram testados por Jackson e
colaboradores (2005), comprovando a atividade e ancoramento destes compostos através de

cristalografia de raios-X.
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Figura 2.33: Estruturas: [A] clorpromazina (fenotiazina antipsicética); [B] quinacrina (R=H) e/ou
mostardas de quinacrina (R=CI); [C] conjugado poliamino-peptidico; [D] N*,N*N* N® N'2-penta(3-
fenilpropil)espermina (poliamina substituida); [E] cefarantina (alcal6ide bisbenzil-isoquinolinico); [F]
derivado 2-aminodifenilsulfideo; [G] chinifur (derivado nitrofurano); [H] derivado cumarinico.

Fonte: [A] WILLIAMS & LEMKE, 2002; [B] SARAVANAMUTHU et al., 2004 ; [C-G] KRAUTH-
SIEGEL & INHOFF, 2003; [H] JACKSON et al., 2005.
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2.5.2. Busca por elucidagdes das intera¢des com as enzimas: sitios alostéricos

Zani e Fairlamb (2003) realizaram estudos cinéticos para descobrir por qual
mecanismo de inibicdo age o composto 8-metoxi-nafto[2,3-b]tiofen-4,9-quinona, ou TNQ2
(figura 2.34), que possui uma inibi¢do de 87% da atividade enzimatica da TR a 100 uM, e
assim como as fenotiazinas e quinacrinas, constitui uma estrutura triciclica. Observaram que
se tratava de um mecanismo de inibicdo ndo-competitivo, caracterizado por inibigdes em
sitios alternativos ao principal, principalmente o(s) sitio(s) alostérico(s). Com isto, verificaram
o perfil de inibicdo ndo somente em relacdo & TSST, mas também em relacdo ao NADPH.
Novamente, trata-se de um mecanismo de inibi¢do ndo-competitivo — o sitio de interacdo de
TNQ2 ndo deve ser considerado nem o sitio TSST, nem o sitio alostérico de interacdo do
NADPH, com os resultados da pesquisa cinética [ZANI & FAIRLAMB, 2003]. Um outro
cofator poderia ter sido investigado, neste caso, pois a enzima em questdo possui ainda um

sitio flavinico. Este, até 0 momento, nao foi investigado.

OMe O

Figura 2.34: Estrutura da 8-metoxi-nafto[2,3-b]tiofen-4,9-quinona, ou TNQ?2.
Fonte: ZANI & FAIRLAMB, 2003.

As amidinas e mesoidnicos sao ativos contra a mesma enzima, TR (e também a NOS),
mas 0 mecanismo de interagcdo permanece desconhecido. Para a elucidagéo de tal mecanismo
de interacdo, seria necessario buscar por caracteristicas comuns a estas duas enzimas. Além da
presenca de mais de um cofator em suas estruturas, demonstrando alta atividade alostérica,
ambas sdo flavoproteinas NADPH-dependentes, ou seja, possuem como cofatores a presenca
de uma riboflavina (FAD/FMN) e do NADPH, conforme descrito anteriormente
[SARAVANAMUTHU et al., 2004; HAMILTON et al., 2003; JIA et al., 2003; KRAUTH-
SIEGEL & INHOFF, 2003; KOTSONIS et al., 2001; PANTKE et al., 2001; BOND et al.,
1999; BOUCHER et al., 1999; GERBER et al., 1997; CILLARI et al., 1994; KWON et al.,
1989].
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As riboflavinas, que possuem agdo vitaminica, foram primeiramente isoladas por A.
W. Blyth em 1879, ao analisar o leite e encontrar nele um pigmento amarelo fluorescente. Na
década de 30, pigmentos fluorescentes esverdeados foram extraidos de fontes naturais
diversas, permitindo maior estudo e purificacdo das riboflavinas. A estrutura do FAD é
constituida por varias subestruturas, com um anel triciclico isoaloxazinico (que lhe fornece
uma cor amarelada, assim como sua fluorescéncia), um grupo ribitil (proveniente do
carboidrato ribitol), e o nucleosideo adenosina na forma difosfatada (figura 2.35) [SOUZA et
al., 2005; MASSEY, 2000].
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Figura 2.35: Estrutura do FAD, demonstrando seu anel isoaloxazinico [A], o carboidrato ribitol [B] e
a adenosina [C], na forma difosfatada [D].

Adaptado de: METZLER, 2003.

O FAD possui vérias possibilidades conformacionais, principalmente em relagdo aos
grupamentos ribitil e difosfato, que fornecem grande liberdade conformacional & estrutura,
por ndo se tratar de estruturas ciclicas como a adenosina e 0 anel isoaloxazinico. Varias
enzimas possuem o FAD em diferentes conformacdes, quando comparadas umas as outras.
Pode-se notar que sitios que possuem compostos como o FAD (cofatores de grande tamanho)
ndo possuem muito espago para a complexagdo de outros compostos, a0 mesmo tempo que o
cofator, diferente do sitio da TSST, que pela grande comunicagcdo com 0 meio externo a
enzima, possui um sitio de grande espago. O sitio do FAD, na TR, possui o espaco suficiente
para ancorar o FAD, e apenas ele [NELSON & COX, 2005; BOND et al., 1999].
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As riboflavinas atuam como agentes carreadores de protons e elétrons, passando por
reacOes metabdlicas enzimaticas de forma reversivel. Sdo consideradas coenzimas solUveis
em &gua, e estdo fortemente ligadas as enzimas nas quais se encontram, porém de forma néo-
covalente, atuando nestas como grupos prosteticos. Seu anel isoaloxazinico passa por reacdes
de oxidagdo/reducdo reversiveis, conforme demonstrado na figura 2.36 [NELSON & COX,
2005; MASSEY, 2000].
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Figura 2.36: Representacdo das semi-reacdes sofridas pelas riboflavinas (FAD). Destacadas em azul
encontram-se as alteragdes sofridas apds as reacdes de reducao.

Adaptado de: KOOLMAN & ROHM, 2005.

Os nucleosideos pirimidinicos NAD* e NADP" estdo amplamente distribuidos pelo
organismo como cofatores principalmente das desidrogenases, sendo formados pela adenosina
e pela nicotinamida (a vitamina niacina — figura 2.37).

Estes nucleosideos foram descobertos durante os estudos sobre a pelagra (uma
dermatite fotossensivel), e ndo devem ser considerados de a¢do vitaminica no sentido estrito
pois podem ser sintetizados pelo organismo a partir do triptofano. Eles transportam ions
hidreto (2" e 1H" — figura 2.38) e sempre atuam na forma sollvel, atuando nas reagdes de
reducdo/oxidacdo mais importantes do organismo. O NADH transfere equivalentes redutores
de vias catabodlicas a cadeia respiratoria, contribuindo assim ao metabolismo de energia. Em
contraste, o NADPH é o agente redutor mais importante envolvido na biossintese
[KOOLMAN & ROHM, 2005; MURRAY et al., 2003].
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Figura 2.37: Estrutura do NAD/NADP*, demonstrando sua nicotinamida [A] e a adenosina [B], na
forma difosfatada [C].

Adaptado de: MURRAY et al., 2003.
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Figura 2.38: Representacdo das semi-reacdes sofridas pelo NADPH. Destacadas em azul encontram-
se as alteragdes sofridas apds as reacdes de reducao.

Adaptado de: KOOLMAN & ROHM, 2005.

Dependendo do tipo de interagdo com a enzima, é feita uma distingdo entre os
“cofatores sollveis” e os denominados “grupos prostéticos”. Os cofatores sollveis estdo
ligados ao substrato durante as reagdes, passam por modificacbes quimicas, e sdo novamente
liberados da estrutura protéica. A forma original do cofator é regenerada em uma segunda

reacdo, independente da enzima em jogo. Grupos prostéticos, ao contrario, sao cofatores que
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estdo fortemente ligados & enzima e permanecem a ela associados durante toda a reagdo (néo
sdo liberados). Parte do substrato ligado pelo cofator é transferida mais tarde a outro substrato
ou cofator (outra estrutura) na mesma enzima [KOOLMAN & ROHM, 2005].

O NADPH possui, assim como o FAD, uma grande liberdade conformacional,
fazendo com que existam vérias conformacdes possiveis para seu ancoramento a estrutura
enzimética. Este é um cofator soluvel, possuindo portanto um sitio com grande comunicagdo
ao meio externo para que o composto possa se ligar e desligar da estrutura durante a reacdo. O
FAD, no entanto, atua como um grupo prostético, possuindo um sitio mais interno a estrutura
enzimética e permanecendo neste ligado por todo o tempo. As figuras 2.31 e 2.32 (vide item
2.4.2) demonstram a diferenca do posicionamento destes sitios na estrutura da TR.

Estando o FAD fortemente ligado a estrutura das flavoproteinas, conforme descrito,
poderia a enzima em questdo sofrer um processo de inibicéo através do sitio flavinico?

O composto difenileniodénio (DPI — figura 2.39) teve seu mecanismo de agdo
pesquisado, primeiramente, como um composto hipoglicémico em ratos, por Holland e
colaboradores (1973). Anos ap06s, como explicacdo para seus efeitos hipoglicemiantes
(inibicdo da ubiquinona/NADH redutase mitocondrial em hepatdcitos), teve seus efeitos
pesquisados sobre outros sistemas, como em reagdes mitocondriais feitas por oxidorredutases
[GATLEY & SHERRAT, 1976; RAGAN & BLOXHAM, 1977], e sistemas geradores de
superdxidos em neutrofilos e macr6fagos [CROSS & JONES, 1986; HANCOCK & JONES,
1987]. Em 1991, Stuehr e colaboradores pesquisaram a inibicdo da NOS pelo DPI e pelos
compostos di-2-tieniliodonio (DTI) e difeniliodonio (ID) (figura 2.39), o que confirmou ser
este composto um potente inibidor flavinico, antagonizado apenas pelo FAD e NADPH.
Desde entdo, ha varios relatos de seu uso como um inibidor de vérias flavoproteinas, dentre
elas a GR, e o fator indutor de apoptose (AIF) [MATE et al., 2002; MIRAMAR et al., 2001].

e el UL
ID DTI DPI

Figura 2.39: Estruturas das substancias iodoniodifenil (ID), di-2-tienilioddnio (DTI) e
difenileniodénio (DPI).

Fonte: STUEHR et al., 1991.
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As enzimas/proteinas NOS, GR, TR e AIF sdo todas flavoproteinas; as trés ultimas,
especificamente, possuem o FAD em uma conformagdo extremamente similar em suas
estruturas (figura 2.40). Tal fato nos faz supor que se inibidas neste sitio, 0 composto
responsavel por tal inibicdo provavelmente podera ser capaz de inibir todas estas enzimas ao

mesmo tempo, pois tera como se complexar ao sitio flavinico de todas estas enzimas.

Figura 2.40: Comparacao entre a conformacdo do FAD presente na estrutura das enzimas AlF (cddigo
PDB 1GV4), GR (cddigo PDB 5GRT) e TR (c6digo PDB 1BZL).

Fonte 1GV4: MATE et al., 2002; 5GRT: STOLL et al., 1997; 1BZL: BOND et al., 1999. Imagem
manipulada no programa RasMol 2.7.2.1.1.

Um composto com estas caracteristicas (inibicdo de um sitio flavinico presente em
varias enzimas), em um ambito medicinal, seria visto como um composto propicio ao
desenvolvimento de varios efeitos colaterais, pela possibilidade de interacdo simultanea com
varios sistemas enzimaticos de atividades totalmente diferenciadas entre si. Porém, cada
sistema enzimatico aqui citado costuma se encontrar, em uma célula, em organelas e
localizagdes também diferentes, fazendo com que exista a possibilidade deste composto ser
um farmaco com poucos efeitos colaterais, se este ndo conseguir atingir todas as organelas e

localizagdes das enzimas envolvidas [LIN & LU, 1997]. Tal possibilidade, no entanto, é
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extremamente pequena frente a todos os sistemas enziméticos flavinicos presentes no
organismo.

Para o alcance destas enzimas, em diferentes organelas, as caracteristicas mais
importantes seriam principalmente a lipofilicidade e capacidade de ionizagdo do composto,
pois para ter acesso a tais localidades, o farmaco precisaria atravessar varios sistemas
membranosos; e para tanto, é necesséria alta lipofilicidade e baixa capacidade de ionizagdo
[LIN & LU, 1997].

2.6. Planejamento Racional de FArmacos

2.6.1. Descoberta e desenvolvimento de novos farmacos

Criar e desenvolver um novo farmaco é um processo longo, complexo, caro e
extremamente arriscado, com poucos processos similares no mundo comercial. O processo de
selecdo de novas substancias, ou “screening”, é acompanhado de forma cléssica por modelos
in vitro ou in vivo utilizando animais, para determinar a atividade baseada em seus receptores
para cada composto candidato [LOMBARDINO & LOWE I, 2004; NORRIS et al., 2000].
Com isso, a procura por novos farmacos pode ser dividida funcionalmente em 2 estagios: a
descoberta, também chamada de pesquisa, e o desenvolvimento, em conjunto chamados de
P&D (pesquisa e desenvolvimento).

O primeiro estagio consiste em desenvolver uma hipétese de trabalho, escolhendo uma
enzima ou receptor-alvo para uma patologia particular, que possa servir como um modelo
realista para testar ou comprovar atividades bioldgicas, propor grupamentos farmacoforicos e
possiveis substituicdes em estruturas para melhoramento das atividades farmacoldgicas, assim
como para a procura de novos agentes, estabelecendo moléculas que possam ter suas
atividades bioldgicas testadas in vitro e/ou in vivo. No estagio de desenvolvimento, 0s
esforcos estdo voltados para a avaliagdo da toxicidade e eficacia de novos candidatos a
farmacos. Pesquisas recentes indicam que as novas substancias a disposi¢do no mercado, nos
Estados Unidos, passam por 10 a 15 anos no estagio de desenvolvimento e custam mais de
300 milhdes de dolares [LIN & LU, 1997].

O processo de P&D para a maior parte dos farmacos presentes no mercado atualmente

necessitou de 12 a 24 anos para um unico farmaco novo, desde o inicio de um projeto ao
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lancamento do farmaco em questdo no mercado. A exemplificacdo do exposto acima se
encontra na figura 2.41 [LOMBARDINO & LOWE IlI, 2004].

Estudos Pré-Clinicos

Time de pesquisa formado, Compostos Eficacia e seguranga dos Formulagéo e sintese em Patente para o

objetivos firmados, inéditos propostos compostos testada in vitro e larga escala; estabilidade farmaco em

estudos in silico e in vitro sintetizados in vivo; farmaco escolhido crénica em animais investigacao
Estudos Clinicos l'

=

g e e
Farmaco aprovado: NDA e orgaos Docume[\tagao @ Fase 111: ampla triagem Fase II: eficacia e FaseAI: tp)qdez E
farmacovigilancia regulatorios aprovagdo para novo com muitos pacientes seguranga em tolerancia em
inspecionam o farmaco  farmaco poucos pacientes humanos

Figura 2.41: Fases do processo de descoberta de um farmaco.
Adaptado de: LOMBARDINO & LOWE lIl, 2004.

2.6.2. O alvo terapéutico — biomacromolécula protéica

A escolha de um alvo terapéutico € feita primeiramente com base em dados bioldgicos
e bioquimicos. A biomacromolécula-alvo ideal para o desenvolvimento de farmacos
baseando-se em dados estruturais deve estar relacionada a uma doenca humana, permitindo a
interacdo com uma micromolécula (farmaco), para que sua fungdo possa ser modulada.

Alguns milhares de biomacromoléculas tém sido clonadas e estdo disponiveis como
alvos terapéuticos de estruturas sintetizadas para descoberta de farmacos. Estes alvos
incluiam, até o ano 2000, mais de 750 receptores acoplados a proteina G (GPCRs), mais de
100 receptores acoplados a canais ibnicos, mais de 60 receptores nucleares e 50 citocinas, e
aproximadamente 20 proteinas de transporte/recaptacdo. Uma nova metodologia terapéutica
para o tratamento de uma doenga conhecida é publicada basicamente toda semana, como
resultado de uma proliferagdo exponencial de alvos moleculares e bioquimicos. O grande
volume de informacéo genética sendo produzida comprovou a énfase na geragédo de uma nova

série de sequéncias de DNA, para a determinacdo de quais destes novos alvos oferecem a
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maior oportunidade para a descoberta de um novo agente terapéutico. Entretanto, com tantos
alvos em potencial disponiveis, a selegdo e a validagdo destes tornou-se 0 componente mais
critico do processo de descoberta de um novo farmaco, e continuara talvez mais critico no
futuro [ANDERSON, 2003; OHLSTEIN et al., 2000].

A biomacromolécula-alvo deve, geralmente, possuir um sitio de ligacdo bem definido,
permitindo com que outras micromoléculas possam competir, em um nivel requerido de
poténcia, com o ligante natural da estrutura (micromolécula enddgena), para modular a funcéo
da biomacromolécula-alvo. Muitos alvos terapéuticos utilizados atualmente consistem em
proteinas, pois sitios ativos protéicos possuem um reconhecimento altamente seletivo de
pequenas moléculas organicas. Esta caracteristica tem sido explorada para encontrar
moléculas seletivas, com a capacidade de acelerar ou retardar determinadas rotas metabolicas,
levando assim aos efeitos bioldgicos esperados [JONSDOTTIR et al., 2005; JONES et al.,
1997].

Entretanto, o desenvolvimento de farmacos contra alvos como DNA e RNA com uma
estrutura secundaria bem-definida, como o ribossomo bacteriano ou porc¢ées do genoma viral
(como para o HIV) também consistem em modelos eficazes. Alguns métodos podem ser
utilizados para a obtencdo destas estruturas, como cristalografia de raios-X, ressonancia
magnética nuclear, modelagem por homologia, entre outros. A cristalografia de raios-X, em
especial, tem possibilitado vérias destas estruturas, para a construcdo destes sitios ativos
[ANDERSON, 2003; JONES et al., 1997].

O Protein Data Bank (PDB — Banco de Dados de Proteinas,
http://www.rcsb.org/pdb/ [BERMAN et al, 2000]) consiste na principal fonte de estruturas

protéicas cristalograficas e de informages estruturais obtidas por RMN, com mais de 62.000
estruturas até o inicio do ano de 2010, e com um crescimento semanal de aproximadamente
100 estruturas. Este rapido aumento do nimero de estruturas demonstra a grande importancia
da determinacdo estrutural protéica mundo afora, na denominada gendmica estrutural
(“structural genomics”) [JONSDOTTIR et al., 2005; www.rcsh.org/pdb].

As estruturas cristalogréficas constituem a fonte mais comum de informagéo estrutural

de proteinas para desenvolvimento de farmacos, desde que estruturas determinadas em
resolucdes aceitiveis estejam disponiveis, tornando o método Util para peptideos ou proteinas
estruturalmente volumosas. Outra vantagem do método cristalogréafico consiste na elucidagéo
da presenca de moléculas de &gua nas estruturas obtidas experimentalmente, permitindo a

predicdo de fatores importantes como a realizacdo de ligagOes de hidrogénio, solvatacdo das
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proteinas na biofase etc. Uma estrutura cristalogréfica deve ser avaliada pelos seguintes

fatores [ANDERSON, 2003]:

e Resolugdo de suas amplitudes de difragdo (geralmente denominada apenas por
“resolucéo”);

e Confiabilidade, ou fator R;

e Erros de coordenacao;

e Fatores relacionados a temperatura;

e Corregdo quimica.

Considera-se que estruturas determinadas com até 2,5 A de resolugio sdo aceitaveis
para o desenvolvimento de fa&rmacos, desde que possuam uma boa razdo entre os pardmetros
obtidos e os experimentais, e a localizagdo dos residuos no mapa de densidade eletrénica ndo
possua ambiguidades. O fator R e R reportados para o modelo sdo medidas de correlagéo
entre 0 modelo feito e os dados experimentais. O valor de Rsee deve ser menor que 28%,
preferencialmente menor que 25%, e o fator R deve ser menor que 25%, para que a estrutura
seja satisfatoria para o desenvolvimento de farmacos. Se a Unica estrutura disponivel para um
alvo terapéutico particular ndo se enquadrar nos parametros colocados para a resolucdo e fator
R, 0s projetos para desenvolvimento do farmaco em questdo ainda poderéo ser feitos, mas 0s
resultados deverdo ser julgados com cuidado e critério [TEAGUE, 2003; ANDERSON,
2003].

2.6.3. A quimica computacional e o desenvolvimento de farmacos

A quimica computacional é um campo de réapido crescimento, com um enorme
potencial e aplicabilidade. Ela compreende a compilacdo e o uso sistematico de informacéo
quimica, e a utilizacdo destes dados para prever o comportamento de um composto
desconhecido e racionalizar o comportamento de compostos conhecidos in silico. O termo
“quimioinformética” utilizado para designar o uso da quimica computacional é bastante novo,
mas os trabalhos que melhor se enquadram neste campo, aplicados ao desenvolvimento de
moléculas bioativas, remetem-se ao meio da década de 1960, onde as relagbes estrutura-
atividade (REA, ou SAR) foram propostas, baseadas no trabalho de Hansh e Fujita (1964), ou
ainda o trabalho anterior de Hammett e Taft, datados entre as décadas de 1930 e 1950
[JONSDOTTIR et al., 2005; DREWS, 2000].
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Em quimica, o método da regressdo linear, assim como varios outros métodos
numéricos, proporcionou meios de identificagdo de quais caracteristicas estruturais podem ser
importantes na determinacdo da atividade bioldgica de um grupo de estruturas analogas, em
um sistema com interacdes pouco conhecidas. Isto é alcancado pela constru¢do de uma
relacdo linear entre as caracteristicas que descrevem a variagdo estrutural dentre o grupo de
estruturas estudado, e aquelas que descrevem a atividade biolégica dos mesmos, pela
denominada “relacdo estrutura atividade quantitativa” (QSAR — *“Quantitative Structure
Activity Relationship™). Estudos em QSAR constituem uma associacdo com a quimica
combinatdria, onde as variagBes nas atividades causadas pelas modificacBes estruturais
sistematicas podem levar a esclarecimentos sobre mecanismos de atividade biologica [PLATT
et al, 2001]. As modificagcbes estruturais de um grupo de estruturas precisam ser
quantificadas para extrair um modelo de correlacdo matemético. A QSAR é um dos métodos
utilizados para construir tais modelos e ja foi utilizada extensivamente no campo do
desenvolvimento racional de farmacos. A QSAR utiliza escalas descritivas de caracteristicas
estruturais, como por exemplo propriedades eletrdnicas, estéricas e hidrofdbicas, para
contabilizar a correlagdo observada entre a estrutura e a atividade em interacfes farmaco-
receptor. Os modelos de QSAR sdo combinados a métodos estatisticos multivariados, para
extrair o maximo de informagdo de um minimo de amostras de dados. Adicionalmente, a
confiabilidade dos dados e dos modelos é estimada [GENST et al., 2002; YALQTN et al.,
2000].

Um exemplo de método de QSAR é a andlise comparativa dos campos moleculares —
CoMFA (“Comparative Molecular Field Analysis” [CRAMER Il et al., 1988]), onde
moléculas com substituicGes diferentes, mas com uma estrutura em comum, sdo alinhadas, e
caracteristicas fisico-quimicas como potencial eletrostatico e energia estérica podem ser
medidas e comparadas em uma grade comum com centenas de pontos. Este método usa
descritores que dependem do carater tridimensional de uma molécula (QSAR-3D), e ndo
apenas de fatores topoldgicos unidimensionais dos métodos de QSAR classicos [PLATT et
al., 2001]. Métodos como este se encontram em pleno desenvolvimento, englobando fatores
diversos em seus célculos como o tempo (QSAR-4D, acrescido de métodos de dindmica
molecular [ROMEIRO et al., 2005; ALBUQUERQUE et al., 1998]), o encaixe-induzido
(QSAR-5D [VEDANI & DOBLER, 2002]) e modelos de solvatagdo (QSAR-6D [VEDANI et
al., 2005]).

A pressdo das industrias farmacéuticas na producdo rapida e eficiente de estruturas

biologicamente ativas levou os cientistas envolvidos na descoberta de novos farmacos a
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desenvolver alternativas computacionais, que levassem a identificacdo de sitios de interacdo
para estas estruturas. O campo relacionado a quimica computacional foi plenamente
estabelecido na década de 1990, tornando-se uma atividade integrada & maioria das grandes
companhias farmacéuticas [JONSDOTTIR et al., 2005; OPREA & MATTER, 2004;
DREWS, 2000].

A quimica computacional j& cumpriu parcialmente sua promessa, mas a realidade das
interacBes farmaco-receptor, em nivel molecular, continua muito complexa para fornecer uma
tecnologia in silico livre de falhas para a descoberta de novos farmacos. A entropia e a
influéncia do solvente, além dos aspectos dindmicos das interacdes, sdo exemplos de assuntos
debatidos continuamente dentre os especialistas. Os desafios para a descoberta in silico
incluem a avaliagdo de multiplos modos de ligacdo, de estados conformacionais acessiveis
tanto para o ligante quanto para o receptor, ou a afinidade e seletividade versus eficécia, entre
outros [OPREA & MATTER, 2004].

A base “por trds” do sucesso da bioinformatica é o0 acesso a uma vasta quantidade de
dados experimentais, junto & natureza estrutural da informagdo genética. Muitos autores tém
publicado recentemente revisdes sobre o uso de metodos na bioinforméatica e quimica
computacional, em processos de descoberta de novos farmacos [JONSDOTTIR et al., 2005].

As metodologias utilizadas na quimica computacional para a descoberta de novos
farmacos, assim como sua teoria, descoberta e uso constituem assuntos extremamente vastos,
compreendendo muitas técnicas diferenciadas. Estas técnicas tém sido cada vez mais
utilizadas, e rapidamente crescem quanto & tecnologia nelas presentes. Discussdes mais
detalhadas sobre tais técnicas serdo colocadas a seguir, abrangendo os métodos utilizados para

realizagéo deste trabalho.
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3. OBJETIVOS E JUSTIFICATIVAS

Considerando-se 0s processos que envolvem a produgéo de NO no organismo humano
e em outros organismos, a inibicdo da enzima NOS pode trazer beneficios em estados de
sepse, infartos e reacdes inflamatorias [JIA et al., 2003; KOTSONIS et al., 2001], além de
possivelmente impedir a proliferacdo de protozoérios e outros organismos patogénicos.
Consequentemente, a inibicdo da producdo de NO pelo parasito € um mecanismo promissor
para o desenvolvimento de farmacos. Frente a diversidade dos possiveis ligantes da NOS, é
importante identificar e elucidar os provaveis mecanismos envolvidos na sua inibigéo, pois a
elucidacdo destes mecanismos podera auxiliar o planejamento de substancias antiparasitarias,
cardioprotetoras, antiinflamatorias e até mesmo antitumorais [JIA et al., 2003; SILVA et al.,
2002; KOTSONIS et al., 2001; OLIVEIRA et al., 1997].

Por outro lado, dada a relevancia da reducdo da TSH pela enzima TR para a
sobrevivéncia de parasitos [CASTRO-PINTO et al., 2004; VANNIER-SANTOS et al., 2002;
BARRETT & GILBERT, 2002; BARRET et al., 1999], o conhecimento dos mecanismos de
inibicdo desta enzima poderd prover melhorias em uma classe de compostos com poucos
efeitos adversos para o organismo humano, visto que o ligante enddgeno desta estrutura ndo é
compartilhado com os seres humanos. Diferencas estruturais entre a TSH e seus metabdlitos e
a GSH, o substrato da enzima humana, poderdo ser exploradas para o planejamento de
ligantes com acdo inibitoria seletiva. Inibidores especificos da TR possuem grande utilidade
clinica, como farmacos utilizados para o tratamento de inimeros males parasitarios, ou como
adjuvantes no tratamento com outros farmacos utilizados com o mesmo fim, para diminuir a
posologia destes Gltimos, geralmente toxicos.

Neste contexto, propomos a elucidagdo dos possiveis mecanismos quimicos pelos
quais as amidinas e 0s mesoidnicos desenvolvidos pelo grupo da Dra. Aurea Echevarria
[SOARES-BEZERRA et al., 2008; CASTRO-PINTO et al., 2004; GENESTRA et al., 2003;
SILVA et al., 2002] podem inibir a NOS e a TR como uma estratégia para auxiliar o
planejamento de modificagdes estruturais que possam resultar na melhoria do perfil inibitorio
destas substéncias, objetivando o desenvolvimento de novos farmacos com agéo
leishmanicida.

As amidinas, comprovadamente ativas contra as enzimas NOS e TR dos
tripanossomatideos [PROSKURYAKOV et al.,, 2005; CASTRO-PINTO et al., 2004;
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GENESTRA etal., 2003; SILVA et al., 2002; SOUTHAN et al., 1995], possuem mecanismos
de inibicdo ndo esclarecidos. As duas enzimas possuem varios dominios de importancia para
suas respectivas atividades, compreendendo dominios para seus substratos e cofatores.

A BH, é essencial para a produgéo de NO, sendo sua ligacdo ao respectivo sitio ativo
um pré-requisito para a atividade catalitica da NOS sobre a L-arginina [PANT et al., 2002;
KOTSONIS et al., 2001]. Para avaliar a complexagdo dos compostos mesoidnicos e amidinas
neste sitio como um possivel mecanismo de inibigdo desta enzima, propomos inicialmente a
construcdo de um modelo tedrico baseado em informacbes experimentais da acdo de
inibidores pterinicos conhecidos da NOS [KOTSONIS et al., 2001]. Com um modelo
adequado, podem-se aplicar estes mesmos preceitos ao estudo da possivel complexacdo das
amidinas e compostos mesoidnicos a esta enzima. O mesmo procedimento pode ser aplicado a
inibidores conhecidos do outro possivel alvo enzimético do parasito, a TR, como demonstrado
em relagdo as fenotiazinas [KHAN et al., 2000; CHAN et al., 1998].

O objetivo deste trabalho é a proposicdo de modelos tedricos eficientes para a
determinagdo da atividade inibitdria das amidinas e compostos mesoiénicos sobre a NOS e a
TR. Em raz&o da limitacdo de dados quantitativos disponiveis sobre a inibicdo enzimética por
estas duas séries de compostos, 0s modelos serdo construidos através dos dados experimentais
da inibicdo da atividade da NOS por derivados pterinicos, determinados por Kotsonis et al.
(2001) e pelo estudo dos derivados fenotiazinicos como inibidores da TR, realizado por Khan
et al. (2000) e Chan et al. (1998). Os modelos serdo baseados em descritores gerados a partir
de estruturas de complexos enzima/inibidores, obtidas pela técnica de atracamento molecular

(ou docking).
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4. METODOLOGIA

4.1. Consideragdes Teoricas

A quimica computacional foi considerada por muitos, durante muito tempo, um ramo
contraditorio da quimica, pelo fato de que esta Ultima é caracterizada por ser, principalmente,
uma ciéncia experimental. Esta aparente contradigdo permite assinalar uma das maiores
virtudes e contribuicBes atuais da quimica tedrica: a atuacdo como uma ferramenta de apoio a
analise e interpretacdo de dados experimentais, atraves de informagfes que muitas vezes nao
séo de obtencéo direta em experimentos, ou da previséo de propriedades moleculares diversas
[MORGON, 2001].

Métodos computacionais estdo sendo usados de forma cada vez mais constante para a
predicdo de propriedades de compostos. Dentre estas Gltimas, o calor de formacdo em fase
gasosa a 298K é um dos mais importantes. Ha 2 tipos basicos de métodos computacionais: 0s
métodos classicos, como a mecénica e a dinamica moleculares, e 0s métodos quanticos. Os
meétodos quénticos podem ser classificados em duas grandes familias: os métodos semi-
empiricos e 0os métodos ab initio, como 0s métodos Hartree-Fock, pds-Hartree-Fock e o
funcional de densidade (DFT) [STEWART, 2004]. Abaixo, serdo descritas as bases tedricas,
importancia e aplicabilidade destes métodos, com enfoque nos métodos utilizados neste
trabalho.

4.1.1. Métodos cléssicos — mecéanica molecular (MM)

A mecénica molecular (MM) constitui um método com potencial aplicagdo a
moléculas em seus estados eletrdnicos fundamentais, onde cada atomo é representado como
uma esfera com uma massa particular, em geral, sua respectiva massa atomica. As ligagdes
quimicas sdo representadas por “molas” conectando as esferas, formando os sistemas
moleculares. A geometria dos sistemas moleculares formados € descrita pela diferenca das
distancias (ou tamanho) de ligacdo, angulos de ligacdo e angulos diedros (torgdes), tratados
em funcéo de valores “ideais”, junto com interagdes interatdmicas, como as de van der Waals

(vdW) e as de Coulomb — as chamadas interagfes ndo ligadas, pois ndo dizem respeito a
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atomos diretamente ligados (figura 4.1). Assim sendo, as equagdes obtidas por MM
consideram apenas o nucleo dos atomos, na forma mencionada de esferas, e ndo incluem os
elétrons nos célculos [OLIVEIRA, 2005; CARVALHO et al., 2003; JENSEN, 1999].

Torsao (modificacéo de diedro)

%
]

" Estiramento
de ligacao

Dobramento
(modificacao
de angulo)

\nteragﬁes nao ligadas

Figura 4.1: Demonstracdo das principais interagdes ligadas (energias de estiramento, dobramento e
torcao) e ndo ligadas consideradas em um campo de forga, em mecanica molecular.

Adaptado de: TOMASI et al., 2005.

Os célculos em MM sdo utilizados para a determinagcdo de geometrias e conformacdes
de equilibrio em moléculas, com energias relativas a cada nova geometria determinada através
da variacdo gradual das coordenadas dos atomos do sistema molecular para produzir
diferentes conférmeros [OLIVEIRA, 2005; SILVA, 2005]. Os métodos utilizados com
embasamento em MM possuem a vantagem da simplicidade conceitual e computacional
[ALMEIDA et al., 2001]. Tal simplicidade faz com que estes célculos sejam extremamente
rapidos, com as interacbes ndo-ligadas ocupando a maior parte do tempo de calculo. Suas
aplicacdes sdo geralmente relacionadas a compostos organicos (incluindo biomacromoléculas,
como proteinas e acidos nucléicos), mas as aplicagdes em compostos organometalicos e

compostos de coordenacdo aumentam progressivamente. Como os célculos de MM sdo muito
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mais rapidos que os célculos mecénico-quanticos, sistemas com até centenas de milhares de
atomos podem ser tratados por este método [GROOT & GRUBMULLER, 2001].

O método permite a construcdo de uma expressao de energia, usando parametros como
constantes de forca de estiramento das ligacGes e distor¢éo de angulos de ligagéo e angulos
diedros, incluindo as interacbes entre 4tomos ndo ligados [OLIVEIRA, 2005]. De forma
simplificada, o campo de forca é escrito como uma soma de termos, cada um descrevendo a

energia necessaria para a “distorcdo” da molécula de uma forma particular (equacéo 1):

Err = Estr +Ebend + Etors + Evaw + Eel + Ecross (l)

onde Eg representa a funcdo de energia para o estiramento da ligacdo entre 2 4&omos, Epeng
representa a energia requerida para o dobramento de um angulo, Eirs é a energia torsional
para a rotacdo sobre uma ligagdo (modificacdo do angulo diedro), Eyqw € Ee descrevem as
interacBes ndo-ligadas entre dois 4tomos (vdW e eletrostaticas, respectivamente), e Ecross
descreve o acoplamento entre os 3 primeiros termos, formando os chamados termos cruzados
[JENSEN, 1999]. Os campos de forga da MM sdo utilizados integral ou parcialmente por
varios programas como método rdpido de otimizacéo estrutural, ou em meio a vérias técnicas

diferenciadas, como o atracamento (ou ancoramento) molecular, que sera explicado a seguir.

4.1.2. Atracamento molecular (*docking”)

Para a modelagem e predicdo da atividade de moléculas inéditas, seriam vantajosos
meétodos que permitissem grande capacidade de explicacdo do modo pelo qual estas estruturas
se ligam a sitios ativos, quando a geometria do sitio ativo € conhecida — o chamado
“problema do atracamento” (“the docking problem”). Com isto surgiu, na década de 1980
[KUNTZ et al., 1982], a técnica de atracamento molecular, também conhecida como
“docking”, altamente utilizada quando as estruturas dos sitios ativos e das moléculas estéo
disponiveis, ou ainda para o atracamento entre duas proteinas.

Entretanto, a identificacdo das caracteristicas moleculares responsaveis pelo
reconhecimento biol6gico, ou a predicdo de modificagdes moleculares que aumentem a
poténcia das estruturas envolvidas, sdo assuntos complexos, de dificil simulacdo
computacional. Com isto, o atracamento molecular é geralmente conceituado como um

processo multi-etapas, onde cada passo introduz mais graus de complexidade para a predicéo
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do modo de interagdo do ligante — os chamados posicionamentos, ou “posing”, que sdo
combinagdes de orientacdes e conformacdes [KITCHEN et al., 2004; BROOIJMANS &
KUNTZ, 2003].

A investigacdo de todas as combinagdes possiveis em um dominio protéico geraria um
niamero enorme de combinagdes, geralmente bilhdes. Qualquer solucéo para este problema
requer uma excelente técnica de pesquisa e amostragem, capaz de explorar adequadamente as
orientacbes e as conformacBes de interacdo entre a proteina e o ligante, e um bom
entendimento do processo de reconhecimento molecular, para o desenvolvimento das
chamadas “funcdes de escore” (“scoring functions”), capazes de predizer as interagdes de
forma répida e confidvel. Portanto, o processo € iniciado com a aplicacdo de algoritmos de
atracamento capazes de atracar as pequenas moléculas em um sitio ativo, fazendo uma
amostragem efetiva de regifes no espaco proximas a solugdo correta, sem uma investigacéo
exaustiva de todas as conformacdes. De forma geral, hd dois objetivos nos estudos por
atracamento: a modelagem estrutural com acuracia e a predicdo correta da atividade
[McCONKEY et al., 2002; JONES et al., 1997].

O teste das varias possibilidades, devido ao grande grau de liberdade dentre as
conformacgOes possiveis em uma molécula, deve ser efetuado com acurécia suficiente para
identificar a conformagéo que melhor interage com a estrutura do receptor/enzima, e deve ser
rpido o suficiente para permitir a avaliacdo de centenas de compostos. Para tanto, os
algoritmos sdo complementados por fungdes de escore, designadas & predicdo da atividade
bioldgica através da avaliagdo de interagBes (geralmente eletrostaticas e de vdW, conforme
descritas no item anterior) entre 0s compostos e alvos protéicos, além de efeitos entropicos e
de solvatagédo [GOHLKE & KLEBE, 2002; HALPERIN et al., 2002].

Para avaliar os métodos de atracamento, é importante considerar como os ligantes e
proteinas sdo representados pelos programas. Existem trés representagdes basicas:

1 - Representacdo atdmica: em geral, apenas é usada em conjungdo com fungdes de energia
potencial, ou durante procedimentos de ranqueamento (“ranking”) — a reavaliacdo de varios
resultados de escores iniciais, para uma reproducdo da interacdo mais proxima possivel da
realidade — pela complexidade computacional da avaliagdo das interagbes atdmicas
repetidamente [HALPERIN et al., 2002].

2 — Representacdo superficial: programas baseados neste tipo de representagdo de superficie
sdo apenas utilizados para atracamento entre duas proteinas (o chamado atracamento
proteina/proteina), através do alinhamento de pontos superficiais, minimizando o &ngulo entre

as superficies de moléculas opostas [NOREL et al., 1999].
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3 — Representagdo em grade: o uso de grades de energia potencial, iniciado por Goodford
(1985), é feito por varios programas para o calculo de energia, acumulando informagdes sobre
a contribuicdo energética da proteina como pontos em uma grade ou rede, para que sejam
lidas e utilizadas durante o escore do ligante. Isto é feito com a energia potencial eletrostatica
(equagéo 2), representada como uma soma de interagdes coulombianas, e a de vdW (equacéio
3), modelada como uma fungéo 12-6 de Lennard-Jones [KITCHEN et al., 2004]:

Ecoul (r) = % 3 qiqj (2)
ERE N

E o (1) =Z 1_28148 [“—j —[ﬁj 3

i y
onde Na e Ng representam o nimero de atomos das moléculas A e B, respectivamente, q a
carga de cada atomo, rij a distancia entre eles e ¢ é a constante dielétrica; ¢ representa a
profundidade do poc¢o do potencial, e o 0 didmetro de colisdo dos atomos i e j [GOODFORD,
1985]. A figura 4.2 demonstra a representacdo da funcdo 12-6 de Lennard-Jones. Repulsdes
de curta distancia sdo representadas pelo termo 1/r*? enquanto que as forcas atrativas

provenientes dos efeitos de dispersdo de London séo descritas pelo termo 1/r°.

energia

energia de van der Waals

T\ 1-

distancia

Figura 4.2: Gréfico representativo da funcdo 12-6 de Lennard-Jones, e demonstracdo das varidveis ¢ e
o (equagdo 3).

Adaptado de: KITCHEN et al., 2004.
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A figura 4.3 demonstra uma grade representativa para capturar potenciais
eletrostaticos, que podem ser demonstrados pelo programa que os calcula como um mapa de
potencial eletrostatico, demonstrando quais partes do ligante se encontram com maior ou
menor densidade eletronica, de acordo com a interagdo feita com aquele receptor ou enzima.
A maior parte dos programas utilizados atualmente para atracamento utiliza este modo de

representacao.

Figura 4.3: Exemplos de representacbes em grade: [A] Superficie de uma grade capturando o
potencial eletrostatico de uma HIV protease (cédigo PDB 1BVE) por todo seu sitio ativo, com seu
inibidor. Areas em azul e vermelho representam areas de potencial eletrostatico positivo e negativo,
respectivamente. [B] Grade de potencial eletrostatico “contrario” (cut-away) de uma enzima ao redor
do inibidor ligado (ndo incluido no calculo).

Fonte: KITCHEN et al., 2004.

Os algoritmos utilizados para tratar a flexibilidade do ligante sdo divididos em trés
categorias basicas. A primeira constitui os denominados métodos sistematicos, com
algoritmos que exploram todos os graus de liberdade conformacional da molécula, mas que
vém sendo menos utilizados, pois possuem o problema denominado “explosdo
combinatorial”. Varios fragmentos moleculares sdo atracados no sitio, sendo entdo ligados
covalentemente um ao outro, podendo ser ainda divididos em regides rigidas (“nucleos”) e
flexiveis (cadeias laterais) [LEACH, 2001]. Tal método inclui ainda, em alguns programas,
uma pesquisa de conformacoes geradas previamente, em bancos de dados.

Uma segunda categoria engloba os denominados métodos estocasticos, que atuam
promovendo mudancas aleatérias em ligantes, de acordo com funcbes de probabilidade,

implementadas principalmente por duas metodologias: “Monte Carlo” e “algoritmo genético”
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(GA); esta ultima é utilizada por véarios programas, incluindo o GOLD (Genetic Optimisation
for Ligand Docking — Otimizacéo Genética para Atracamento de Ligantes — CCDC Ltd.). O
GA utiliza uma estratégia evolucionéria para explorar a variabilidade estrutural de um ligante
flexivel, testando simultaneamente varios modos disponiveis de ligagdo em um sitio ativo
protéico parcialmente flexivel [KITCHEN et al., 2004; JONES et al., 1997].

Os métodos simulacionais constituem a terceira categoria basica, sendo a técnica de
dindmica molecular (simulagdo dos movimentos e do espago conformacional de sistemas de
particulas atobmicas [GOODMAN, 2000]) a mais utilizada neste tipo de método. Estes
constituem métodos mais demorados, por se tratarem de processos dindmicos complexos, e
devem apenas ser utilizados quando ndo ha uma grande barreira energética a ser quebrada
para o atracamento, sendo necessario utilizar diferentes fragmentos protéicos para que a
técnica seja aplicada de forma mais adequada.

A avaliagdo e ranqueamento de conformacdes dos ligantes é um aspecto crucial para o
atracamento. Por tal motivo foram implementadas as fungdes de escore, compreendendo
vérias suposicoes e simplificacbes na avaliagdo dos complexos formados, pois estes nao
contam com Vvérios fendmenos fisicos que determinam o reconhecimento molecular, como por
exemplo, os efeitos entropicos. Ha trés tipos de funcdes de escore: as baseadas em campos de
forca (“force-field-based scoring functions™), as empiricas (“empirical scoring functions™) e
as baseadas em conhecimentos (“knowledge-based scoring functions™), que serdo
demonstradas a seguir [KITCHEN et al., 2004].

i. Funcoes de escore baseadas em campos de forca:

Estas funcdes quantificam a soma de duas energias: a de interagdo entre o receptor e 0
ligante (energia “externa”) e a energia “interna” do ligante. Por constituir um método de
campo de forca (MM), sdo também investigadas as intera¢des ndo-ligadas envolvidas no
reconhecimento molecular. As interagBes entre o ligante e a proteina em jogo sdo quase
sempre descritas utilizando termos de energia eletrostatica e de vdW. Potenciais 12-6
(Lennard-Jones) (equacéo 3), como o presente da fungéo “D-Score” [KRAMER et al., 1999],
aumentam a repulsdo, desfavorecendo contatos muito proximos entre receptor e ligante;
termos menores, como o potencial 8-4 da funcéo “G-Score” [KRAMER et al., 1999], tornam
este termo mais “suave”.

O termo eletrostatico é uma formulacdo de Coulomb (equagdo 2), com uma funcéo
dielétrica dependente de distancia, para o tratamento de interacfes carga-carga. Funcgdes de

escore do tipo descrito possuem complicacdes, sendo necesséria a definicdo de um “raio de
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corte” para o tratamento destas interagdes ndo-ligadas. Distancias muito grandes complicam a
acurdcia do meétodo, diminuindo a possibilidade de atracamento nestas posi¢des muito
distantes. Muitos destes escores foram originalmente feitos para modelar contribuicbes
estruturais e entélpicas em fase gasosa, ndo incluindo termos entrdpicos e de solvatacdo
[KITCHEN et al., 2004; SCHNEIDER & BOHM, 2002].

A maior parte das funcbes de escore considera uma Unica conformag&o protéica, o que
faz com que a determinacéo da energia interna da proteina possa ser omitida, simplificando o
célculo do escore. Vérias fungdes sdo baseadas em diferentes parametros de campos de forga:
por exemplo, o0 “G-Score” é baseado no campo de forga Tripos [KRAMER et al., 1999] e 0
“AutoDock” [MORRIS et al., 1998] € baseado no campo de forca AMBER [WEINER et al.,
1986]. Algumas fungdes possuem extensdes dos termos de energia para englobar termos
entropicos e outros. Como exemplo, temos a inclusdo de termos de entropia torsional ao “G-
Score” e “Goldscore” [VERDONK et al., 2003], e a inclusdo de termos para ligacéo
hidrogénio entre ligante e proteina no “Goldscore” [VERDONK et al., 2003] e “AutoDock”
[MORRIS et al., 1998].

ii. FungBes de escore empiricas:

Essas fungdes de escore reproduzem dados experimentais, como energias de interagdo
e conformacionais, como uma soma de vérias funcbes parametrizadas, primeiramente
propostas por Bohm (1992), baseado na aproximagao das energias de interagdo por uma soma
de termos individuais ndo-correlacionados. Tais termos sdo obtidos de uma analise por
regressdo, usando energias de interacdo determinadas experimentalmente, com informagoes
estruturais (obtidas por cristalografia de raios-X). Suas formas funcionais séo frequentemente
mais simples que as fungdes de escore obtidas por campos de forga, com termos de avaliagéo
mais simples. Sua desvantagem reside na dependéncia dos conjuntos de dados moleculares, o
que leva a diferentes fatores (quando comparados a fungdes de campos de forga), que ndo
podem ser facilmente recombinados em uma nova fungdo de aptiddo [KITCHEN et al., 2004].
Para evitar isso, termos que contabilizam intera¢des ndo-ligadas podem ser implementados de
vérias formas. Na formulagdo de “LUDI” [BOHM, 1992], os termos de ligagdo hidrogénio
sdo separados em ligagBes hidrogénio neutras e ligagdes hidrogénio idnicas, enquanto o
“ChemScore” [ELDRIDGE et al., 1997] nédo diferencia os tipos de ligagdo hidrogénio.
“LUDI” calcula as contribui¢Bes hidrofébicas com base na representacdo da area superficial

molecular, enquanto “ChemScore” avalia 0 contato entre pares de atomos hidrofébicos, e “F-
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Score” [RAREY et al., 1996] adiciona um termo para incluir as interagdes entre fragmentos

aromaticos.

iii. Funcgdes de escore baseadas em conhecimento:

Estas funcdes de escore foram feitas para reproduzir estruturas experimentais, ao invés
de energias de ligacdo. Os complexos ligante-proteina sdo modelados usando potenciais de
interacdo atdmica relativamente simples. Assim como o0s métodos empiricos, incluem
implicitamente efeitos de ligacéo dificeis de incluir explicitamente. Implementagdes destas
funcdes incluem o “PMF” (“Potencial of Mean Force”) [MUEGGE & MARTIN, 1999] e o
“DrugScore” [GOHLKE et al., 2000], que também incluem corre¢des como a acessibilidade
ao solvente, dentre outras. “SMoG” [DeWITTE & SHAKHNOVICH, 1996] utiliza potenciais
de pares de atomos para avaliar interacfes entre ligantes e proteinas. Tais funges primam
pela simplicidade, fazendo com que grandes conjuntos de moléculas possam ser avaliadas
com rapidez. A desvantagem deste método reside no fato de que sua derivagdo é baseada na

informag&o codificada implicitamente em conjuntos limitados de complexos ligante-proteinas.

4.1.3. O programa GOLD e o algoritmo genético (GA)

O tratamento dado a flexibilidade da proteina ndo é tdo avangado quanto o tratamento
dado a flexibilidade do ligante. Na maioria dos programas, as proteinas sdo consideradas
rigidas, o que corresponderia & existéncia de uma proteina em apenas um estado
conformacional, previamente definido. Porém, sabe-se que as proteinas possuem a capacidade
de se adaptar a um determinado ligante, para que o complexo tenha a menor energia possivel
(ajuste induzido). Portanto, um bom modelo deve considerar algum tipo de flexibilidade
protéica, para que cada ligante interaja, com a mais alta afinidade, com a conformacéo da
proteina de mais baixa energia — a conformacéo mais provavel de ser encontrada no meio
correspondente [CARLSON, 2002; CARLSON & McCAMMON, 2000].

A flexibilidade protéica tem sido explorada progressivamente. O programa GOLD foi
desenvolvido por Jones e colaboradores (1997) para explorar a flexibilidade conformacional
do ligante com possibilidade de conferir flexibilidade parcial a proteina (algumas cadeias
laterais e fragmentos da cadeia polipeptidica), fazendo com que o atracamento ndo seja feito

com a proteina completamente rigida.
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O programa se utiliza de métodos estocasticos para a busca por conformagdes, com
funcdes de escore baseadas em campos de forga, totalmente implementadas com termos que
combinam informagdes de diferentes escores para balancear erros e melhorar a probabilidade
na identificacdo de ligantes “reais”. Tal implementagdo é denominada “escore de consenso”,
fazendo com que as imperfei¢des no método de busca sejam diminuidas [KITCHEN et al.,
2004].

As moléculas de agua podem ser consideradas livres para girar ou até para se deslocar
translacionalmente. Para avaliar se uma molécula de agua deve ou ndo ser deslocada, o
programa avalia a energia livre associada com a transferéncia da molécula do interior do
solvente até seu sitio de interacdo no complexo proteina/ligante. Desta forma, o requerimento
fundamental de que o ligante precisa deslocar moléculas de 4gua solvatantes da proteina para
nela se ancorar é respeitado, com grande sucesso na identificagdo do sitio ativo experimental.

O algoritmo usado pelo programa (GA) simula matematicamente idéias genéticas e
evolucionarias, com a selecdo de operadores genéticos como o0 “crossover” e as mutagdes.
Proposta no anos 60 por John H. Holland, pesquisador da Universidade de Michigan (EUA),
tal metodologia foi primeiramente utilizada em Quimica por Lucasius e Kateman (1991), em
um trabalho para selecdo de comprimentos de onda em espectros de ultravioleta. O algoritmo
otimiza as solugBes encontradas em varias situacfes, sendo considerado um dos melhores
algoritmos de otimizacéo estocastica, encontrando solu¢des muito proximas as verdadeiras (as
encontradas em métodos experimentais, como a cristalografia de raios-X). Tal método tem
sido recomendado para atracamentos bastante complicados [COSTA FILHO & POPPI, 1999;
MORRIS et al., 1998].

O GA, para sua criagdo, envolve 5 etapas bésicas: a codificacdo das variaveis, a
criagdo da populacéo inicial, a avaliacdo da resposta (aptidao), o cruzamento (0 “crossover”) e
a mutacdo. A codificacdo das varidveis consiste na criagdo dos “cromossomos”, formados por
possiveis solucbes (ou seja, pelos arranjos e orientacdes de um ligante frente a uma
proteina/sitio ativo), que podem ser definidas por um grupo de valores (geralmente por
codificacdo binaria) descrevendo a translacéo, orientagdo e conformagdo do ligante atracado,
Ou Seja, seu genotipo; enquanto as coordenadas atdmicas de um ligante correspondem ao seu
fenotipo. Com isto, temos a criacdo da populagdo inicial, constituida por varios cromossomos.
Sua aptiddo é entdo calculada a partir dos valores descritos acima, baseados no mérito relativo
das solugBes encontradas, para saber quais cromossomos serdo capazes de gerar a melhor
resposta esperada, determinando com qual probabilidade este cromossomo ira cruzar. Pares

randomicos de cromossomos sdo entdo cruzados, onde novas geracdes de Cromossomos
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herdardo caracteristicas de seus “pais”. Alguns passardo pelo processo de mutacdo, onde
ocorrem permutacdes nas informacgdes contidas nos genes. A selecdo da descendéncia de tais
geracOes é baseada na aptiddo do cromossomo: aqueles que melhor atracam ao seu ambiente
(proteina) sdo selecionados, e aqueles que ndo se adaptam bem sdo abandonados [COSTA
FILHO & POPPI, 1999; MORRIS et al., 1998; JONES et al., 1997].

No programa GOLD, as etapas acima colocadas possuem um desenvolvimento

especifico (figura 4.4), e os passos que fazem parte do GA serdo explicados a seguir.

1. Um conjunto de operadores de reprodugédo (“crossover”,
mutacdo etc) é escolhido. A cada operador é estipulado um “peso”.

2. Uma populagéo inicial é randomicamente criada, e
a aptiddo (“fithess”) de seus membros é determinada.

3. Um operador é escolhido utilizando sele¢6es por
“roletas de cassino”, baseadas no peso de operadores.

4. Os “pais” requeridos pelos operadores séo escolhidos utilizando
selecdes por “roletas”, baseadas em aptidGes escaladas.

5. O operador é aplicado e cromossomos “filhos”
sdo produzidos. Suas aptiddes sdo avaliadas.

| 2

6. Se ainda n&o estdo presentes na populacdo, os cromossomos filhos
substituem os membros de menor aptidao (os piores atracados).

7. Se 100.000 operadores foram aplicados, o célculo
é parado; caso contrario, volta-se ao passo 3.

Figura 4.4: Estado fixo sem duplicatas do GA, utilizado no programa GOLD (CCDC Ltd.).
Adaptado de: JONES et al., 1997.
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i. Preparacdo da proteina e ligantes (inicializagao)

O programa exige, para iniciar o célculo, que seja definido o sitio de ligacdo (que
equivale a um raio de corte, citado no item 4.1.2), pelo fornecimento de um ponto de origem
(o comando “origin”), que pode ser fornecido através de coordenadas cartesianas, da
indicacdo de um determinado atomo, ou mesmo pelo posicionamento de um residuo, que deve
ser centralizado em relagdo ao possivel sitio de ligagdo. Além deste ponto, é necessario o
tamanho do raio do sitio de ligacdo em A (o comando “radius”), que deve englobar todo o
sitio e possiveis posicionamentos dos ligantes em estudo, para que todo o sitio de ligacdo seja
pesquisado [JONES et al., 1997; JONES et al., 1995a,b]. Os pardmetros-base do programa
definem um raio do sitio de ligacio de 10,0 A.

Como uma outra etapa da preparacéo para o célculo, todos os doadores e aceptores de
ligacGes hidrogénio sdo identificados na superficie do sitio de ligacéo (em relacéo a proteina e
ao ligante), usando a caracterizacdo SYBYL de tipos de &tomos [CLARK et al., 1989], com a
adicdo dos pares solitarios de elétrons aos aceptores, a uma distancia de 1,0 A. As ligacdes
hidrogénio, assim como todas as ligacBes simples aciclicas ndo-terminais do ligante, s&o

marcadas como giratdrias apropriadamente [JONES et al., 1997; JONES et al., 1995a,b].

ii. A representacdo do cromossomo

Informagdes conformacionais sédo codificadas em duas fitas duplas: uma para a
proteina e uma para o ligante, onde cada bite codifica um &ngulo de rotacdo de uma ligacdo
marcada como giratdria, podendo variar de —180° a 180°. Duas fitas integras codificam
mapeamentos, sugerindo possiveis ligagcdes hidrogénio entre proteina e ligante (uma com
doadores da proteina e aceptores do ligante, e a outra com o oposto). Estas ligacoes
hidrogénio sdo codificadas por minimos quadrados, de forma a encontrar 0 maximo de

ligacOes possiveis em um atracamento de um determinado ligante [JONES et al., 1997].

iii. A funcéo de aptidao (“fitness”)
A aptidao é avaliada em 6 estégios diferentes [JONES et al., 1997]:
1. A conformagdo do ligante e sitio ativo da proteina é gerada;
2. O ligante é ancorado ao sitio ativo utilizando um procedimento de atracamento por
minimos quadrados;
3. Uma energia de ligagdo hidrogénio (“H-bond-energy”) é obtida para o complexo;
4. Uma energia entre os pares de dtomos (a energia do complexo — “Complex-energy”) €

obtida para a energia estérica de interagéo entre a proteina e o ligante;
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5. Expressoes de MM sdo usadas para gerar um termo de energia interna (“Internal-energy”),
que corresponde ao célculo de energia interna do ligante;

6. Os termos de energia sdo somados para gerar uma fungéo final de aptid&o.

Para 0 ancoramento do conférmero gerado ao sitio ativo destacado no programa, as
ligagGes de hidrogénio sio buscadas, a uma distancia de no méaximo 2,9 A do 4tomo doador.
A energia da ligacdo (entre doador e aceptor) é entdo calculada, como fungdo da distancia e
angulo entre os 2 atomos individualmente, e a energia geral do conférmero (“H-bond-
energy”) € uma soma de todas as ligacdes (doador da proteina e aceptor do ligante + aceptor
da proteina e doador do ligante) [JONES et al., 1997; JONES et al., 1995a].

ApOs o ancoramento descrito, um potencial 4-8 com “cut-off” linear é calculado, de
forma similar ao descrito por Surles e colaboradores (1994), para determinar a energia de
interacdo entre ligante e proteina [SURLES et al., 1994]. Todas as interagdes entre 2 atomos
de ligante e proteina em contato um com o outro, em uma distancia (“cut-off”) de 1,5 vez a
soma do raio de vdW dos 2 atomos em questdo sdo calculadas, gerando a energia do
complexo (“complex-energy”).

O termo de energia interna (“internal-energy”) constitui a soma das energias estérica e
de torcdo do ligante, sendo a estérica determinada por um potencial 6-12, e a torsional por
uma equacao do campo de forga Tripos (com pardmetros provenientes de Clark et al., 1989).

O escore final da aptidéo é determinado através de uma soma de todos 0os componentes
de energia, conforme demonstrado abaixo [JONES et al., 1997]:

— H-bond-energy — (internal-energy + complex-energy)

iv. Os operadores genéticos

Ao invés de manipular uma grande populacdo de cromossomos, um ambiente
distribuido conhecido como “modelo de ilha” foi empregado, envolvendo varias
subpopulages e a migragdo de cromossomos individuais dentre as subpopulagfes. No
programa sdo utilizadas 5 subpopulagdes, cada uma com 100 individuos [JONES et al.,
1995b].

O GA do programa utiliza 3 operadores genéticos: o cruzamento (“crossover”), a
mutacdo [JONES et al., 1995a] e a migracdo [JONES et al., 1995b]. Os operadores séo
escolhidos usando uma selecéo do tipo “roleta”, baseada no peso de operadores. Estes pesos
sdo escolhidos de forma que o cruzamento e a mutagdo sejam aplicados com igual

probabilidade, e a migracéo seja aplicada a 5% do tempo. Depois da aplicagdo de 100.000
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operadores genéticos o algoritmo termina, produzindo o ancoramento de maior escore
[JONES et al., 1997].

v. Extensfes ao algoritmo
Para que o programa tenha a capacidade de gerar melhores modos de predicdo, para
uma ampla variedade de complexos ligante-proteina vérias extensdes foram feitas ao

algoritmo bésico descrito acima. Dentre estas extensdes, encontram-se [JONES et al., 1997]:

e lons metalicos: um grande nimero de interagdes ligante-proteina observados envolvem
coordenacOes de ions metalicos. Para predizer estes modos de ligacdo, geometrias comuns
de ions metalicos foram incorporadas ao programa;

e Modelos de pequenos ligantes: se um ligante possui menos que 3 atomos doadores ou
aceptores de ligacdes de hidrogénio, o atracamento pelos métodos descritos acima ndo sera
possivel. Adicionalmente, o atracamento serd incerto se o ligante possuir um pequeno
nimero de grupamentos polares, especialmente pela possibilidade destes grupamentos
estarem solvatados, na realidade. Para estes casos o0 programa possui uma codificacdo
alternativa para o atracamento.

e Flexibilidade de ligantes ciclicos: como conformagdes bioativas com formas ciclicas sdo
dotadas de certa incerteza, e determinados atomos presentes nestes anéis podem ser
desconfigurados em sua geometria durante o atracamento, fazendo com que a complexidade
do atracamento seja aumentada, a possibilidade destes 4tomos em sair da configuracéo
normal de um anel foi “desligada” no programa. Mas se for de interesse do usuério que esta
flexibilidade seja considerada, esta op¢éo se faz disponivel.

e Inibidores ligados covalentemente: uma modificacdo no algoritmo € requerida para atracar
inibidores covalentemente. Ao usudrio é requerido selecionar a ligagdo covalente como uma
opcdo, e informar ao programa os atomos do ligante e proteina que devem ser ligados um ao
outro covalentemente. Com isto os &tomos informados ndo serdo desligados durante o

atracamento.

4.1.4. Métodos quanticos — equacéo de Schrodinger

Quando existe o interesse na descricdo da distribuicdo eletronica de determinados
atomos, moléculas ou sistemas mais complexos com detalhes, como para o estudo de reacoes

em que ligagGes sdo formadas e/ou quebradas, o método mais adequado envolve a mecanica
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quantica (QM). Elétrons sdo particulas extremamente leves, que ndo podem ser descritas por
métodos classicos, como a MM. A QM descreve as moléculas em fungdo da relagdo entre
ndcleos e elétrons, levando em conta a dualidade particula-onda da matéria, permitindo assim
que ao invés de se deslocar ao longo de uma trajetoria perfeitamente definida, uma particula
se distribua no espago como uma onda, que na QM substitui o conceito classico de trajetoria e
é definida pela funcéo de onda, y (psi) [ATKINS & PAULA, 2004; JENSEN, 1999].

Calculos da quimica quantica, embora significativamente mais exigentes do ponto de
vista computacional, sdo rotineiramente utilizados, pois permitem obter resultados
quantitativos da termodindmica e cinética molecular, propriedades de estados de transicéo,
estabilidade relativa de moléculas e mecanismos de reacdes quimicas sem as aproximacdes
drasticas da MM. Nesta metodologia, a descri¢do das moléculas é dada pelas interacbes entre
0s nucleos e elétrons e a geometria molecular é dada pelos arranjos de energia minima dos
nucleos. Os métodos da QM se reportam a equacéo de Schrodinger, proposta pelo cientista de
mesmo nome em 1926 para a determinagdo da fungdo de onda de um sistema (equagéo 4),
que no caso particular do 4tomo de hidrogénio (proton de massa infinita) tem solugdo exata
[ATKINS & PAULA, 2004].

—h’ Vz—z—ez ¥(x,y,2)=E¥(X,Y,2)
S ML @

O termo entre colchetes representa a soma dos operadores energia cinética e potencial
de um elétron de massa m a uma distancia r do nlcleo de carga Z. h é a constante de Planck e

(e) a carga do elétron. E é a energia total do elétron e y a fungdo de onda que descreve o0 seu

movimento. No operador energia cinética, V> é a abreviagdo descrita na equacao 5:

2 2 2
V2:6—2+6—2+6—2
ox- oy° oz

()

A equacédo de Schrodinger pode ser descrita como dependente ou independente do
tempo. Para a realizagdo de célculos quénticos semi-empiricos, € escolhida a forma
independente do tempo, por se tratar de calculos de estados estacionarios de sistemas
moleculares [SILVA, 2005].
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4.1.5. A interpretacdo de Born

De acordo com Max Born, quando a fungdo de onda w em um ponto r é multiplicada
pelo seu complexo conjugado w*, obtém-se a densidade da probabilidade (p) de se encontrar
a particula neste determinado ponto no espaco [ATKINS & PAULA, 2004; ROGERS, 2003].

A interpretacdo de Born afasta dificuldades sobre o significado de valores negativos
(ou complexos) de w, pois yw*w é sempre real e nunca negativo. Mas impde algumas
restricbes, visto que a funcdo de onda deve ser sempre continua, ter derivada primeira
continua, ser univoca e finita em todos os pontos do seu dominio. Isto implica na quantizagéo
da energia da particula [SILVA, 2005; LEACH, 2001].

Se a probabilidade for integrada em todo o espago z, entdo o resultado deve ser 1,
conforme a equacgéo 6 [LEACH, 2001]:

[viypdr =1 (6)

onde dz indica sua integragdo com todo o espago, que em trés dimensdes possui o significado
d7 =dxdydz. Nesta situagdo, a integracdo se faz sobre todo espago acessivel & particula.
Funcdes de onda que satisfagam estas condi¢fes sdo ditas “normalizadas” [ATKINS &
PAULA, 2004]. As solucbes da equagdo de Schrodinger sdo ortonormais (equagdo 7), ou
seja:

0 se m=#n

J.l//m l//ndT:5mn :{1 se m=n (7)

onde Jmn € 0 delta de Kronecker, usado como uma forma conveniente para expressar a
ortonormalidade de diferentes funcdes de onda e as condigdes de normalizagéo.

Pode-se generalizar a equacdo de Schrddinger para um sistema multinuclear e
multieletrdnico, como uma forma sistematica (e compacta) para a extracdo de informacdes
das funcdes de onda (equacao 8) [ROGERS, 2003]:

I:|l//=E1// 8

onde agora a fungio de onda é multieletrénica e H é o operador hamiltoniano, isto €, simbolo
das operacOes matematicas que se devem efetuar sobre v, assim denominado em homenagem

ao matemético William Hamilton, do século XIX. Para resolver esta equacéo, é necessario
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calcular os valores de E e y de forma que a fun¢do de onda retorne a propria funcéo de onda
multiplicada pela energia — isto faz com que a equacdo de Schrodinger pertenga a categoria
das equagOes parciais diferenciais de autovalor, em que um operador age na fungéo
(autofuncéo) e retorna a fungdo multiplicada por um escalar (autovalor) [OLIVEIRA, 2005;
LEACH, 2001]. Para um sistema constituido de varios atomos, o operador hamiltoniano

possui a forma (equagéo 9):

h2 nicleo 1 _h2 elétron nidcleo elétron Z nicleo nucleo eletron elétron 1
2

87 2 ML a2V L L e Z ® 2= (9

a Aa a> b rab

HA:

Os dois primeiros termos descrevem a energia cinética dos ndcleos (A), e dos elétrons
(a), respectivamente. Os trés termos restantes referem-se as interagdes Coulombianas entre
particulas. M é a massa nuclear e Rag, rap € Faa S80 distancias que separam nucleos, elétrons, e
elétrons e ndcleos respectivamente.

Uma segunda complicagdo com espécies multieletrénicas diz respeito ao spin. Spin é
caracterizado pelo numero quéntico s, sendo um efeito puramente relativistico. Como a
equacdo de Schrddinger é ndo-relativistica, inclusdes adicionais que computem tal efeito na
forma de funcdo de onda devem ser feitas [SILVA, 2005].

Se as solucdes para tais equacgOes sdo geradas sem referéncia alguma a parametros
determinados experimentalmente, os métodos sdo usualmente denominados ab initio (que em
latim significa “do inicio”), em contraste aos modelos semi-empiricos, parametrizados
experimentalmente, que seréo descritos no item 4.1.11.

Devido & grande complexidade para a resolucdo da equacdo de Schrddinger, mesmo
para sistemas simples, torna-se necessario introduzir aproximacoes, para aplicagdes praticas
de tal equacéo. Todos estes problemas envolvem a imposicéo de restrigdes sobre as solugdes,
ou condicdes de contorno. Deste modo, aproximagdes devem ser feitas para se obter a
resolucéo do problema [JENSEN, 1999].

4.1.6. Aproximacao de Born-Oppenheimer

Foi colocado anteriormente que a equagdo de Schrddinger ndo pode ser resolvida
exatamente para qualquer sistema com mais de duas particulas, como as moléculas. Uma
primeira forma de simplifica-la, é assumir a imobilidade dos nucleos atdmicos. Em 1927,

Max Born e J. Robert Oppenheimer mostraram que pelo fato da massa nuclear ser vérias
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vezes maior que a massa dos elétrons, e pelo fato dos elétrons se moverem muito mais rapido
que os nucleos, os elétrons deveriam se ajustar de forma praticamente instantanea a qualquer
mudanca de posicdo nuclear. Esta aproximacdo é conhecida como aproximacdo de Born-
Oppenheimer, que permite separar a equacdo de Schrodinger em duas: uma parte eletronica e
outra parte nuclear. Ou seja, a fun¢do de onda total para uma molécula pode ser descrita da
seguinte forma (equacéo 10) [LEACH, 2001; LEVINE, 1995]:

¥, (NUcleos, elétrons) = (elétrons) w (nucleos) (10)
A energia total € igual a soma da energia nuclear (a repulso eletrostatica entre as

particulas positivas do nucleo) e a energia eletrdnica. A equacdo de Schrodinger “eletronica”

possui a forma colocada a seguir (equagdo 11 e 12), com dependéncia na posi¢cdo dos

nicleos:
H ell//el — Eell//el (11)
~ _ h2 elétron , 2nL’JcIeo elétron 7 2elétron elétron 1
— A
Hegom Vo€ 2 2 e ) 2 = (12)
T'm a A a rAa a> b rab

onde ra, é a distancia entre o nlcleo A e o elétron a e ry, a distdncia entre dois elétrons a e b.
Para cada configuracdo considerada, a equagdo de Schrodinger € resolvida para os elétrons,
considerando que estes se encontram nos campos produzidos pelos nucleos. O termo que
descreve a energia cinética nuclear est4 ausente, j& que os nucleos estdo parados no espago, e
€ necessario que o termo de interacdo coulombiano entre ndcleos seja adicionado a energia
eletronica E®, para produzir a energia total E do sistema de forma satisfatéria (equacao 13)
[LEVINE, 1995]:

nlcleo nucleo ZAZB

A> B RAB

E=E"+¢° (13)

Nota-se que ndo h& referéncia a massa nuclear na equacdo de Schrddinger
“eletrdnica”. Este fato se deve a superficie de energia potencial (“potencial energy surface”,
ou PES), que compreende uma solucdo a equagdo de Schrodinger “eletrdnica” e independente
da massa nuclear (ou seja, é igual para moléculas isotdpicas). Mesmo com a aproximagéo de
Born-Oppenheimer, a equacdo ainda ndo € resolvida analiticamente para sistemas com mais
que um elétron, sendo necessarias ainda outras aproximacgdes [SILVA, 2005; LEACH, 2001;
JENSEN, 1999].
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4.1.7. O determinante de Slater

A equacdo de Schrodinger “eletrbnica” ndo admite solugbes exatas devido as
complexas interagOes intereletronicas. Com isso, deve-se recorrer a uma solucéo aproximada
para um sistema de muitos elétrons. Em uma dessas aproximacdes, assume-se que os elétrons
do sistema serdo descritos por uma combinacdo de funcbes de onda de um elétron e

estendidas por toda a molécula. Esta funcdo é usualmente chamada de orbital molecular

(OM), sendo denotada por ¢/ (equacao 14) [ROGERS, 2003]:

o =9 (X" y* 2" (14)

onde p designa certo elétron com coordenadas x*, y* e 2, e o indice i designa os varios orbitais
moleculares.

Em um tratamento mais rigoroso devemos impor que, em adicdo as coordenadas
espaciais (cartesianas), por negligenciar efeitos relativisticos, a funcdo de onda de um elétron
contenha também as coordenadas de spin do referido elétron. A funcdo assim construida é

entdo chamada de spin-orbital molecular (SOM), sendo denotada por y« («) (equagéo 15).

2 () =i (X7, y", 2%)n, (S*) (15)
onde nk(S“)={ZZ I
e o indice k designa diferentes spins moleculares. As fungdes de spin sdo denotadas por « € S,
e obedecem as condi¢des de ortonormalidade [JENSEN, 1999].

A fungdo de onda eletronica total para uma molécula com N elétrons em N spin-
orbitais € entdo construida como um produto anti-simétrico dos spin-orbitais moleculares
(SOM) de forma a satisfazer o Principio de Exclusdo de Pauli (dois elétrons ndo podem ter
todos 0s numeros quénticos iguais). A anti-simetria da funcdo de onda pode ser alcangada
através da sua construcdo a partir dos determinantes de Slater (“Slater determinants”, ou

SDs), conforme a equagéo 16 [LEACH, 2001]:

0 O @

(2 ,(2) - v (2
:ﬁxf) Z:()‘.ZS() (16)

H(N) 2 (N) -y (N)
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Esta forma funcional é a mais simples para uma funcdo de onda orbital que satisfaga o
principio da anti-simetria. O SD é uma forma conveniente e concisa devido as propriedades
especiais dos determinantes. As colunas representam funcdes de onda de elétrons Gnicos ou
orbitais, enquanto as coordenadas eletronicas se encontram ao longo das linhas. Trocando
quaisquer duas colunas de um determinante, um processo que corresponde & troca de dois
elétrons, troca-se o sinal do determinante preservando a propriedade anti-simétrica, pre-
requisito indispensavel para fungdes de onda de sistemas multieletrdnicos. Se duas colunas
sdo idénticas, correspondendo a dois elétrons de mesmo spin-orbital, o determinante é nulo.
[LEACH, 2001; JENSEN, 1999].

4.1.8. As equac0es de Hartree-Fock

Esta simplificacdo da equacdo de Schrddinger envolve a separacdo das variaveis, ou
seja, a fungdo de onda de varios elétrons é substituida por um produto de fungdes de onda de
um elétron. A aproximacdo mais simples, denominada Hartree-Fock, envolve o uso de um
Unico determinante de produtos das fun¢fes de um elétron, os spin-orbitais (ou orbitais de
spin). Cada spin-orbital é descrito como um produto de um termo espacial, v, fungdo das
coordenadas de um Unico elétron e referida como um orbital molecular, e um termo de spin, a
ou 3, conforme descrito no item anterior. [OLIVEIRA, 2005; ANTUNES et al., 1999].

As equacOes de Hartree-Fock sdo obtidas impondo, para uma determinada fungéo de
onda, que a energia € sujeita a restricdo de que 0s SOMs permanecam ortonormais entre si. A
condicdo de ortonormalidade é escrita em termos da integral de sobreposicéo, Sij, entre 0s
orbitais i e j (equacédo 17) [LEACH, 2001; JENSEN, 1999]:

Si :Ililjd725ij (17)

A maior diferenca entre sistemas multieletrénicos e monoeletrénicos é a presencas das
interac@es entre elétrons. O que se deseja é obter a fun¢do de onda de menor energia para um
sistema multieletrénico mantendo a formulacgdo orbital (SOM individual). O problema entdo é
achar uma solugdo que simultaneamente englobe todos os movimentos eletronicos, bem como
o efeito que um elétron em um SOM exerce no comportamento de outro elétron em outro
SOM, devido a estes movimentos eletronicos [ROGERS, 2003].
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De acordo com o teorema variacional, a energia calculada a partir de uma forma
aproximada para a funcdo de onda verdadeira ser4 sempre maior que a energia verdadeira.
Consequentemente, quanto melhor a fun¢éo de onda, menor de energia.

No minimo, a primeira derivada da energia, o€, serd igual a zero. A aproximacéo de
Hartree-Fock leva ao grupo de equagdes diferenciais acopladas (chamadas de equagdes de
Hartree-Fock), considerando um elétron no SOM yx no campo dos nicleos e dos outros

elétrons em seus SOM s fixos y; (equacédo 18) [LEACH, 2001]:
fix, Zzgijlj (18)
J

onde fi € chamado operador de Fock, um hamiltoniano efetivo unieletrdnico para um elétron
do sistema multieletrénico, que depende do prdprio orbital y e assume-se como se cada
elétron se “movesse” num campo fixo, provocado pelos nlcleos e demais elétrons. Ao
resolver estas equagdes obtém-se o conjunto de fungdes yi, e por sua vez a energia do estado
eletrénico para cada geometria nuclear [ANTUNES et al., 1999].

A estratégia de resolugdo das equacdes de Hartree-Fock é chamada método do campo
auto-consistente (SCF), que pode ser demonstrado pelo algoritmo abaixo:
1- Arbitra-se um conjunto y;;
2- Com este conjunto, calcula-se o operador de Fock;
3- Resolve-se as equagdes de Hartree-Fock;
4- Novo conjunto y; € obtido, recomeca-se do passo 2.

O método SCF é iterativo, ao prosseguir refinando as solucbes yi, com a energia
eletronica total se reduzindo até que a diferenca entre dois ciclos ndo mude segundo um

critério de convergéncia pré-estabelecido, alcancando-se a auto-consisténcia [SILVA, 2005].

4.1.9. Combinacéo linear dos orbitais atbmicos (LCAO)

As equactes de Hartree-Fock ndo sdo convenientes do ponto de vista pratico para
moléculas, e por tal motivo, Roothan propds que os orbitais de Hartree-Fock fossem
representados como uma combinagéo linear dos orbitais atomicos puros (LCAO — “Linear
Combination of Atomic Orbital”), que compreende uma combinacéo de um grupo de fungdes

conhecidas, denominadas funcdes de base (equagéo 19) [LEVINE, 2000]:
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Y = i Cvi¢v (19)

i
v=l

Os orbitais ¢, (as fungdes de base) correspondem aos orbitais atdmicos. Esta proposta
vem da nocéo de que nas proximidades de cada nucleo da molécula, as solugdes de um elétron
véo ser semelhantes as solucdes de um atomo hidrogendide (monoeletrdnico). Para a equagéo
19, existem K funcbes de base ¢, (nem todos os orbitais estdo ocupados por elétrons),
completando um total de K orbitais moleculares ¥. O menor niumero de funcdes de base sera
aquele que possui a capacidade de acomodar todos os elétrons de um sistema molecular,
denominado conjunto de bases minimo [LEACH, 2001]. FungBes de base adicionais sdo
acrescentadas para melhorar a qualidade da representacdo dos elétrons, como é o caso dos
conjuntos de bases com fungdes difusas e de polarizacdo.

Para um dado conjunto de bases e um dado determinante de Slater, o melhor conjunto

de coeficientes é aquele para o qual a energia € minima para todos os c,; (equacao 20):

OE

= -0
. (20)

O objetivo é entdo determinar o conjunto de coeficientes que proporciona a menor

energia para o sistema em questdo [LEACH, 2001].

4.1.10. A Aproximagao semi-empirica

Os métodos quanto-mecénicos podem ser classificados como semi-empiricos ou ab
initio. Um célculo ab initio utiliza o hamiltoniano molecular verdadeiro, sem base em valores
determinados experimentalmente. O método Hartree-Fock calcula o produto anti-simétrico @
de spin-orbitais que minimizam a integral variacional, usando o hamiltoniano real. O método
de célculo Hartree-Fock constitui um método ab initio, como um célculo do tipo SCF que
fornece apenas uma aproximacdo a funcdo de onda Hartree-Fock, pelo tamanho limitado do
conjunto de bases. Pela forma restrita da ®, o método Hartree-Fock ndo fornece a funcdo de
onda real [LEVINE, 1995].

A maior parte do tempo gasto para realizar um célculo como o colocado acima é
utilizado no calculo de integrais, ja que a equacéo de Schrodinger é uma equacéo diferencial e
sua solugéo requer integracdo. Para reduzir o trabalho computacional e o gasto de tempo,

algumas destas integrais podem ser negligenciadas ou aproximadas [OLIVEIRA, 2005]. Os
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meétodos semi-empiricos utilizam um hamiltoniano mais simples que o verdadeiro, usando
dados empiricos (determinados experimentalmente) para assumir os valores de algumas
integrais do célculo. Os elétrons de camadas atbmicas mais internas séo tratados como um
“carogo congelado”, considerando no célculo apenas os elétrons pertencentes a camada de
valéncia, visto que sdo estes os elétrons que participam mais efetivamente nas ligacbes
quimicas [ROGERS, 2003; LEACH, 2001]. Além disso, nos calculos com métodos semi-
empiricos é usado o conjunto de bases minimo.

A razdo para se usar métodos semi-empiricos reside no fato de que célculos ab initio
de grande acurécia, em moléculas razoavelmente grandes, sdo de dificil realizacdo. Os
métodos semi-empiricos foram desenvolvidos originalmente para moléculas organicas
conjugadas, mas atualmente enquadram praticamente todos os tipos de moléculas. Boas
estimativas de valores de entalpias de formacdo (AH%) em fase gasosa séo possiveis através
da escolha de um hamiltoniano adequado (vide proximo item). Embora ndo seja tdo preciso
quanto o método ab initio, 0 método semi-empirico é capaz de calcular propriedades quimicas
e fisicas de moléculas e sistemas muito maiores, visto que os calculos ab initio geralmente
levam 10° vezes mais tempo que 0s semi-empiricos para uma mesma molécula. Calculos ab
initio sdo, em geral, restritos a moléculas que contenham algumas dezenas de atomos,
enquanto os semi-empiricos pode proceder com célculos de propriedades de sistemas
contendo milhares de atomos [OLIVEIRA, 2005; LEACH, 2001; LEVINE, 1995].

Uma comparacéo foi feita por J. J. P. Stewart (2004) entre calculos semi-empiricos
(MNDO, AM1, PM3 e PM5) e a teoria do funcional de densidade (DFT), para a predi¢éo de
calores de formacdo de varios sistemas moleculares. Os valores obtidos através da utilizagéo
das duas metodologias de célculo foi comparado com valores determinados
experimentalmente. O erro médio dos métodos PM3 (5,36 kcal/mol) e PM5 (5,03 kcal/mol)
foi comparével ao dos métodos DFT B88-LYP(DZVP) (5,25 kcal/mol) e B83-PW91(DZVP)
(5,22 kcal/mol) [STEWART, 2004]. No ano de 2007, J. J. P. Stewart publicou um trabalho
sobre um novo método semi-empirico (PM6), contendo pardmetros também para 0s metais de
transicdo [STEWART, 2007]. Além disso, 0 novo método mostrou-se superior que outros na
determinagdo de valores de AHs em um sub-conjunto de 1.373 compostos contendo 0s
elementos H, C, N, O, F, P, S, Cl e Br; o erro médio de AHs do método PM6 foi de 4,4
kcal/mol, enquanto o erro equivalente de outros métodos foi: RM1: 5,0, B3LYP 6-31G*: 5,2,
PM5: 5,7, PM3: 6,3, HF 6-31G*: 7,4 e AM1: 10,0 kcal/mol. Uma breve descrigdo de alguns

dos métodos semi-empiricos é apresentada a seguir.
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4.1.11. Métodos semi-empiricos

Muitos métodos semi-empiricos foram desenvolvidos; estes incluem o CNDO
[POPLE & SEGAL, 1965], INDO [POPLE et al., 1965], MINDO [DEWAR & WEINER,
1972; BINGHAM et al., 1975], MNDO [DEWAR & THIEL, 1977], AM1 [DEWAR et al.,
1985], PM3 [STEWART, 19894, b, 1991], SAM1 [DEWAR et al., 1993], RM1 [ROCHA et
al., 2006], além do método mais recente, 0 PM6 [STEWART, 2007], dentre outros.

A abordagem semi-empirica desenvolvida por Pople e colaboradores na década de
1960 resultou nos métodos CNDO (do inglés “Complete neglect of differential overlap” ou
Negligéncia completa das integrais de sobreposi¢do) e INDO (do inglés “Intermediate neglect
of differential overlap” ou Negligéncia intermediaria das diferenciais de sobreposicéo),
[POPLE & SEGAL, 1965; POPLE et al., 1965]. Os nomes indicam a natureza das
aproximacdes feitas nas teorias. Estes métodos sdo aplicaveis as moléculas conjugadas e ndo
conjugadas, possuindo uma acurécia razoavel em relagdo as geometrias moleculares, porém
momentos de dipolo pobres e energias de ionizagdo ndo confiaveis.

O método MINDO (“modified INDO”, ou INDO modificado) [DEWAR & WEINER,
1972; BINGHAM et al., 1975] foi desenvolvido por Dewar e colaboradores de 1969 a 1975 e
envolveu vérias versdes, dentre elas MINDO/1, MINDO/2, MINDO/2’ e MINDO/3. Seu
objetivo era obter geometrias moleculares e energias de dissociacdo de maior acurécia que a
anterior.

Pelas varias deficiéncias do método MINDO, uma teoria melhorada, a MNDO (do
inglés “Modified Neglect of Diatomic Overlap” ou negligéncia modificada das sobreposi¢oes
diatdmicas) foi desenvolvida por Dewar e Thiel em 1977. MNDO faz menores aproximacoes,
quando comparada a MINDO/3, mas a sua principal vantagem relacdo aos métodos mais
novos consiste nos valores dos pardmetros, que foram otimizados para reproduzir
propriedades moleculares, e ndo apenas atdmicas, como vinha acontecendo. Infelizmente,
vérias limitagdes foram encontradas, dentre elas a falta total de ligagcbes de hidrogénio, de
importancia vital para quaisquer sistemas [STEWART, 2007].

Uma melhoria a teoria MNDO consiste no método AM1 (modelo de Austin 1, ou
“Austin model 1”). O nome se refere a Universidade do Texas em Austin (EUA), onde o
método foi desenvolvido [DEWAR et al., 1985]. O método ndo fornece valores exatos para a
diferenciagdo de conférmeros, mas geralmente prevé qual deles é o mais estavel, pela adi¢do
de uma funcéo gaussiana estabilizadora as interagdes nucleo-nucleo para representar a ligacéo

de hidrogénio, o que ndo é possivel com os métodos MNDO e MINDO/3. Com isto, pela
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primeira vez métodos NDDO possuem uma boa, embora limitada, modelagem para ligacdes
de hidrogénio [STEWART, 2007].

Em 1989, J. J. P. Stewart melhorou as técnicas de parametrizacdo e publicou o PM3
(do inglés Parameterized Model 3 ou modelo parametrizado 3), que fornece menor faixa de
erros que o AM1, principalmente para pardmetros como as entalpias de formagdo (AHj),
sendo por isso considerado o melhor método, dentre os mencionados anteriormente.
Combinando-se os valores experimentais dos calores de formacéo dos atomos determinados
em 25°C, obtém-se 0 AH% ,gg, OU Seja, 0 calor de formagdo do composto em fase gasosa a 298
K. Para uma amostra de 713 compostos, a média absoluta de erros nos valores de AH% 95 é de
22 kcal/mol para MNDO, 14 kcal/mol para AM1 e 8 kcal/mol para PM3 [ROCHA et al.,
2006; STEWART, 1990].

SAM1 (Método ab initio semi-empirico 1, ou “Semiempirical ab initio Method 1”)
[DEWAR et al., 1993] é uma versdo melhorada de AM1. O método SAML1 calcula integrais
de repulsdo entre os elétrons de forma bastante adequada, enquanto os métodos MINDO,
MNDO, AM1 e PM3 estimam estas integrais usando uma foérmula simples que envolve
pardmetros cujos valores foram escolhidos por fornecer bons resultados em moléculas
utilizadas como teste. No entanto, SAM1 requer um tempo de calculo computacional maior
que os outros métodos semi-empiricos citados, mesmo sendo mais rapido que célculos ab
initio, visto que algumas integrais que dizem respeito & repulsdo entre os elétrons sdo
negligenciadas [LEVINE, 1995].

Até o ano de 2004, o método PM3 [STEWART, 1989ab] contou com a
parametrizacdo para diversos dtomos (37 elementos), principalmente os mais utilizados em
quimica/bioquimica (considerado por Stewart os “principais 4tomos”), sendo capaz de
acrescentar todos 0s grupos principais, junto a 3 metais de transi¢éo (Zn, Cd, Hg), o que fez
com que este método ficasse ainda mais completo [STEWART, 1990,1991,2004]. O modelo
resultante, PM5, possui uma média de erros 40% menor que 0S outros métodos semi-
empiricos para todos os 37 elementos. Entretanto, 0 método PM5 n&o foi publicado, estando
disponivel apenas em programas comerciais que contenham o MOPAC (Fujitsu, Co.)
[ROCHA et al., 2006].

O método AM1 [DEWAR et al,, 1985] estd presente em inlmeros programas
comerciais e ndo-comerciais para céalculos quanticos. Ha outros métodos semi-empiricos e
modelos disponiveis que podem ter ainda mais acuricia. Entretanto, ndo foram

parametrizados para Vvarios elementos, ou ainda ndo foram amplamente distribuidos como os
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métodos AM1 e PM3. Por este motivo, no ano de 2006, a equipe de Gerd B. Rocha, na
Universidade Federal de Pernambuco, realizou a reparametrizacdo do método AM1 que, por
analogia, foi denominada método RM1 (Modelo de Recife 1, ou “Recife Model 1”). Por ser
uma reparametrizacdo, o0 método RM1 possui a mesma estrutura matematica e qualidades do
AM1, mas com significativa melhoria de sua acuracia quantitativa, gracas a ajuda dos
computadores atuais e técnicas mais avancadas disponiveis para otimizagdo ndo-linear
[ROCHA et al., 2006].

Métodos como o RM1 foram criados para fazer com que as parametrizagdes fossem
ainda mais seguras e corretas, fazendo com que os resultados dos calculos fiqguem cada vez
mais proximos dos valores reais. O mais novo desses métodos é o PM6 [STEWART, 2007],
criado para: (i) investigar a incorporacdo de algumas modificagBes as aproximacdes nos
termos de interagdo carogo-caroco dos métodos anteriores; (ii) promover uma parametrizagao
global de todos os componentes do elemento representativo, totalizando 70 elementos (e ndo
somente os principais), com énfase nos de uso em bioquimica; e (iii) estender a metodologia
realizando uma otimizagéo restrita de parametros para metais de transi¢do. O termo PM6 foi
escolhido para evitar confusbes com outros métodos ndo publicados, PM4 e PM5
[STEWART, 2007].

4.2.12. Energia de interacéo
Esquematicamente, a interacdo entre a enzima (E) e o inibidor (I) pode ser dada pelo
seguinte equilibrio:
Kas

E+1 El

de

onde EI representa o complexo enzima-inibidor, Kas, a constante de associagdo do complexo
(definida pela relagdo 21 abaixo), e Kgs, a constante de dissociagdo do complexo, ou seja, 0
inverso de Kas [OLIVEIRA, 2005].

_ Bl 1)
* [ElN

Estas constantes se relacionam com a variacdo de energia livre (AG) da reagdo de

acordo com a equacao a seguir (22):

80



AG =-RTInK_ =RTInK, (22)

Em relacdo a inibicdo enzimética, a constante de dissociacéo pode ser denominada K;
(constante de inibicdo enzimatica [CHENG & PRUSOFF, 1973]), substituindo o termo Kgys na
equacdo acima. A referida reagdo enzimética ocorre em meio aquoso, visto que a biofase €
composta por mais de 60% de &gua; a variacdo da energia livre AG em agua pode ser

dividida, conceitualmente, nas etapas representadas a seguir [WANG et al., 1994b]:

AG
E@) + lag El(ag)
AG, AG, AGy
AG;
Eg * lo El)

Desta forma, a variacdo de energia livre total do sistema é representada pela soma das
energias livres das etapas colocadas acima (AG = AG; + AG; + AG3; + AG); substituindo na
equacdo 22 [WANG et al., 1994b; OLIVEIRA et al., 2006; OLIVEIRA, 2005]:

RT InK; =AG, + AG, + AG, + AG, (23)

Assumindo-se pesquisas de conjuntos de inibidores enziméticos (um modelo tedrico
de inibicéo), varios compostos serdo avaliados frente a uma mesma enzima. De acordo com
Wang e colaboradores (1994b), a equacgdo 23 pode ser usada para determinar constantes
relativas. Caso sejam considerados dois inibidores em avaliacéo (A e B), a equagéo anterior é

colocada como:

RT(INK*-InK?) = (AG" —AG?) + (AG —AG?) + (AG) —AGP) + (AG} —AG?)  (24)

O primeiro termo do lado direito da correlagéo é nulo, pois envolve apenas a enzima e,
portanto, AG;" = AG,®. Dada a diferenca de tamanho entre o ligante e o receptor, 0 termo AG,
é determinado essencialmente pela estrutura do receptor, ou seja, AG, = AG,P [OLIVEIRA,
2005; WANG et al., 1994b]. A equacéo 24 pode entéo ser simplificada a:

RT(INK=InK?)=(AG} —AG;) + (AGS - AG;) (25)
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Como a energia livre de Gibbs é definida por termos entrépicos e entélpicos, com

influéncia da temperatura no sistema, o termo AGz pode ser subdividido em:

AG —AG? = (AH —AH ) -T(ASS - AS?) (26)

Substituindo-se na equacéo 25, obtém-se a equagéo:

RT(INK*-InK?) = (AG} —AG?) + (AH2 —AHZ) —T (AS} — ASE) (27)

Se uma das constantes (K ou K?) for determinada experimentalmente ou conhecida,
a outra constante poderd ser determinada a partir de dados tedricos, como demonstra a

equacao 28 a seguir:
RT InK* =[(AG} —AG)) + (AH S ~TASH]-[(AH; —TASS)-RT InK?] (28)

O segundo termo do lado direito da equacgéo 28 corresponde a uma constante, fazendo
com que InK{" dependa do primeiro termo, linearmente. O termo entalpico (4AH:") que
corresponde a interacdo enzima/inibidor em fase gasosa, pode ser calculado diretamente por
vérios métodos. O método semi-empirico constitui um excelente método para célculo de
entalpias de formacéo, conforme explicado no item 4.1.11; por ser baseado na determinagao
da distribuicdo eletrénica ao redor dos nucleos atdmicos, com a escolha do hamiltoniano
adequado, permite a avaliacdo das ligaces quimicas que determinam a estrutura molecular do
ligante, assim como as interacBes intermoleculares entre ligante/biomacromolécula, e de
forma répida o suficiente para ser aplicado a sistemas com centenas de 4&tomos, como 0s
sistemas protéicos e enzimaticos [OLIVEIRA et al., 2006; OLIVEIRA, 2005].

As perdas entrdpicas envolvidas na associacdo em fase gasosa entre a enzima e o
inibidor devem-se principalmente a restricdes impostas a translagéo, rotacdo e as perdas
causadas pela imobilizacdo de ligagdes com rotacéo livre do inibidor, em solugdo. Como as
perdas translacionais e rotacionais devem ser aproximadamente as mesmas para inibidores
com estruturas similares, a mudanga entropica AS; seria proporcional ao nimero de ligacoes
com rotacdo livre (Nir) dos inibidores que seriam imobilizadas pela interacdo
inibidor/enzima, imobilizacdo esta que corresponde a perda de liberdade conformacional
[OLIVEIRA, 2005; SEARLE & WILLIAMS, 1992; SEARLE etal., 1992].
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Conforme representado no esquema, o0 termo AG; diz respeito a transferéncia dos
inibidores avaliados do meio aquoso para 0 meio gasoso, representando a variagdo na energia
livre neste transporte, valor este representado pela energia livre de solvatacdo, 4 Geoy.

Aplicando as consideragdes aqui colocadas aos modelos matematicos apresentados,
uma correlagao entre os termos Kj, AHs, AGsoiv € Nir foi proposta por Oliveira (2005):

RT InK, =¢,(AG,,, +C,)* +C,AH, +C,N ; +C, (29)
onde os coeficientes c;-Cs sdo obtidos ajustando-se a equagdo 29 acima aos valores
experimentais de K; por regressdo maltipla.

O termo entélpico foi neste trabalho renomeado de AH; para AHiy, onde AHix
constitui a entalpia de interacdo entre os componentes do complexo ligante-sitio ativo,

determinada atraves da equagao:

AH,, =AH_, —(AH_ +AH, ) (30)

int
sendo o termo AH, correspondente a entalpia calculada para o complexo enzima/inibidor; o
termo AHs,, a entalpia calculada para o sitio ativo enzimético vazio, sem inibidor algum; e o

termo AHig, a entalpia de formacéo do inibidor, todos em fase gasosa.

4.2. Estratégia Geral

Para elucidar os possiveis mecanismos de inibicdo das enzimas NOS e TR pelas
amidinas e mesoidnicos, buscou-se desenvolver modelos de inibicdo capazes de prever as
interacBes proteina-ligante importantes para o processo. A estratégia adotada foi dividida em

duas frentes:

i. Inibicdo da NOS:
Este trabalho serd constituido das seguintes etapas:
e Construcdo de um modelo de inibicdo para a enzima NOS por substancias de atividade
conhecida e comprovada experimentalmente (compostos pterinicos). O trabalho foi

iniciado a partir de uma estrutura cristalogréafica contendo um inibidor co-cristalizado, que
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foi usado como base para construcéo das estruturas dos demais complexos. As estruturas
dos complexos inibidor/NOS foram otimizadas através do uso da metodologia semi-
empirica; este modelo de correlagdo com os dados experimentais de atividade foi baseado
em descritores de natureza termodindmica (modelo empirico de energia livre [OLIVEIRA
et al., 2006]);

Aplicagdo do modelo proposto aos compostos em estudo (amidinas);

Uso do modelo para a proposigédo de novos inibidores da NOS.

ii. Inibicdo da TR:

\

Devido & auséncia de uma estrutura cristalografica inicial com um inibidor co-

cristalizado, duas metodologias diferentes foram avaliadas para a obtencdo de modelos

complementares:

Modelo TR I: Construgdo de um modelo de inibig&o para a enzima TR por substancias de
atividade conhecida e comprovada experimentalmente (compostos fenotiazinicos) através
da metodologia de atracamento molecular (“docking™) para geragdo das estruturas dos
complexos e de descritores associados a essas estruturas; estes descritores foram aplicados
no desenvolvimento de modelos de correlagdo com os dados experimentais de atividade;
como os dados disponiveis na literatura baseiam-se na inibicdo da TR de T. cruzi, neste
estudo foi usada a estrutura cristalografica da enzima deste parasito;

Aplicagdo do modelo proposto diretamente aos compostos em estudo (amidinas e
mesoibnicos);

Verificagdo da possibilidade de inibigcdo nos sitios dos cofatores ou outros sitios presentes

na enzima, como um mecanismo alostérico alternativo de inibig&o.

Modelo TR II: Construgdo de um modelo alternativo de inibicdo da TR, baseado nas
estruturas de complexos TR/fenotiazinas e reotimizadas através do uso da metodologia
semi-empirica. A partir dessas estruturas foram gerados descritores de natureza
termodindmica, que foram usados no desenvolvimento de modelos de correlagdo com o0s
dados de atividade experimental. Este estudo serviu para identificar os descritores de
natureza termodinamica e a fungéo de correlagdo mais adequada para o desenvolvimento
de um modelo empirico de energia livre aplicado a inibi¢do da TR;

Aplicacdo do modelo empirico proposto diretamente aos compostos em estudo

(mesoibnicos);
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o Verificacdo da possibilidade de inibi¢do nos sitios dos cofatores ou outros sitios presentes

na enzima, como um mecanismo alostérico alternativo de inibig&o.

e Modelo TR Ill: Criagdo de um modelo tridimensional inédito para a TR de L.
amazonensis a partir do sequenciamento disponibilizado recentemente [CASTRO-PINTO
et al., 2008], usando o método de modelagem comparativa de proteinas, visto que ndo foi
disponibilizada até hoje a estrutura cristalogréfica desta enzima para este género.
Aplicagdo do modelo obtido no atracamento molecular de amidinas e mesoidnicos,
utilizando estrutura da TR especifica para o parasito em estudo (L. amazonensis).

e Uso do modelo para a proposic¢éo de novos inibidores da TR.

A metodologia de cada etapa listada acima seré explicada a seguir.

4.3. Modelo Para Estudo da Inibicdo da NOS

4.3.1. Construcéo do modelo da NOS

Para a proposi¢do de um modelo de inibicdo da NOS pelos compostos em estudo, €
necessario um modelo tedrico eficiente. Antes de se passar ao estudo dos compostos
amidinicos avaliados neste trabalho, foi desenvolvido um estudo prévio baseado nos dados
experimentais obtidos por Kotsonis et al. (2001), em relacdo a derivados pterinicos
sintetizados por este grupo. O trabalho contém 35 compostos pterinicos sintetizados e testados
em relacdo & sua atividade inibitoria frente & NOS. Destes 35 compostos, 8 foram escolhidos
para a construcdo do modelo, incluindo 4-oxo-pteridinas 6,7-dissubstituidas e 4-oxo-5,6,7,8-
tetraidropteridinas 5,6-dissubstituidas (listadas na tabela 4.1), buscando uma boa

variabilidade estrutural.
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Tabela 4.1: Estrutura dos compostos pterinicos escolhidos para construgcdo do modelo de inibicdo da
NOS, assim como sua atividade frente a enzima (como ICxsy).

0 0o F|31
5
B | N\:ER2 i | N R
A )2\\ 5 )\\ B
HNTSNT N Ry H,NT ONT N
) H
Composto  Esqueleto R: R, Rs ICso (M)
1 A - C6H5 H 26
2 A - CICsH, H 27
3 A - H naftil 33
4 B CH,0CO - - 35
5 B CSNHCsH;s H - 50
6 B H CH;NH, - 32
7 B H CHNHCH; - 20
8 B H CH,N(CHj3), - 25

Fonte: KOTSONIS et al., 2001.

No momento da escolha da estrutura enzimatica, apenas duas estruturas de NOS
encontravam-se disponiveis no PDB [BERMAN et al., 2000]: a de c6digo 1DMJ, proveniente
de Bos taurus, fornecida pelo mesmo grupo de pesquisa associado & sintese das pterinas
[KOTSONIS et al., 2001], e a de cddigo 1M7Z, proveniente da bactéria Bacillus subtilis
[PANT et al., 2002]. A estrutura bovina foi a escolhida para o trabalho, pois possui um
inibidor co-cristalizado (0 que ndo ocorre na estrutura bacteriana), e protozoarios como
Leishmania sdo eucariotos, e bactérias, procariotos. Além destes detalhes, a estrutura
proveniente de bactérias possui disponivel apenas um protdmero (a estrutura é dimérica), e a
estrutura bovina possui uma cadeia maior, com um dominio a mais localizado na parte
inferior dos protdmeros (figura 4.5), proxima ao sitio ativo da BH4 e do grupo heme, sendo

por isso de importancia para a estrutura.

86



Figura 4.5: Comparacéo das estruturas cristalograficas da NOS bovina (c6digo 1DMJ, em azul — cada
cadeia em uma tonalidade) e bacteriana (cddigo 1M7Z, em rosa). O dominio a mais da estrutura
bovina encontra-se destacado por uma circulo vermelho.

Fonte 1DMJ: KOTZONIS et al., 2001; 1IM7Z: PANT et al., 2002. Imagem manipulada no programa
RasMol 2.7.2.1.1.

Portanto, através da estrutura cristalografica de codigo 1DMJ [KOTSONIS et al.,
2001], foram selecionados os aminoacidos localizados a 6 A do inibidor pterinico co-
cristalizado através do programa RasMol 2.7.2.1.1 [SAYLE & MILNER-WHITE, 1995],
totalizando 12 residuos (Trp73, Arg367, His373, 11e450, Pro453, Trp447, Ala448, Trp449,
Phed462, His463, GInd64 e Glu465). Procedeu-se com a minimizagdo dos complexos
ligante/sitio ativo com o programa Mopac 2002 (Fujitsu, Co.), utilizando-se a metodologia
semi-empirica.

Para a minimizagdo da energia e predicdo correta do ancoramento de um ligante a
estrutura protéica, € necessaria a presenca dos 4tomos de hidrogénio da estrutura. O arquivo
do complexo de 6 A com extensio pdb foi convertido em arquivo de extensio mop, através do
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programa Babel 1.6 [GOSPER, 1998], adicionando-se os respectivos d&tomos de hidrogénio.
Baseado nas informagBes do artigo [KOTSONIS et al., 2001], as moléculas de &gua
importantes para a manutencdo da topologia do sitio foram escolhidas e mantidas, e os &tomos
de hidrogénio destas moléculas foram inseridos manualmente, através da edigdo da matriz que
descreve a estrutura molecular.

Apos a obtencdo da referida estrutura, o complexo teve sua matriz de coordenadas
atbmicas editada para fixacdo no espaco das ligacGes peptidicas, através da inser¢do do
marcador (“flag”) O em substituicdo ao marcador 1, localizado ao lado de cada um das trés
coordenadas internas da matriz, a saber: distancias de ligacdo, angulos de ligacéo e angulos
diedros (de tor¢do). Desta forma, o sitio ndo perde sua estrutura tercidria original durante a
minimizacdo da energia. Um exemplo de uma matriz editada esté representado no anexo F.

Todos os calculos semi-empiricos foram efetuados com o hamiltoniano PM3
[STEWART, 1989a,b] do programa Mopac 2002 (Fujitsu Ltd.); as geometrias moleculares
foram otimizadas com a rotina EF (“Eigenvector Following” [BAKER, 1986]) até uma norma
de gradiente inferior a 1.0 kcal/(A or rad).

Para insercdo dos compostos listados na tabela 4.1 nessa estrutura, o composto
original co-cristalizado em seu sitio de interacdo foi modificado através da edi¢do da matriz,
atomo a atomo, até que os compostos fossem obtidos. Como exemplo, encontra-se
representada a estrutura final do sitio com o composto pterinico co-cristalizado na figura 4.6.
Paralelamente, cada ligante foi desenhado, utilizando o programa PC Spartan Pro
(Wavefunction, Inc.), para que sua energia livre de solvatacdo fosse calculada através do
método SM5.4 [CHAMBERS et al., 1996]. Para cada composto, isoladamente, também foi
gerado um arquivo de entrada para calculo no Mopac (coordenadas internas), para otimizacéo
de suas estruturas com o hamiltoniano PM3 do programa Mopac 2002. Finalmente, a estrutura
do sitio ativo vazio, ou seja, sem nenhuma estrutura pterinica complexada, foi também

otimizada.
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Figura 4.6: Estrutura do sitio de 6 A, com a pterina co-cristalizada (modelo bastdes/bolas). Para
minimizacdo da energia do complexo, foram mantidos apenas os carboxilatos do grupo heme (modelo
bastBes, padrdo CPK de cores), junto aos 12 aminodacidos (Trp73, Arg367, His373, lle 450, Pro453,
Trp447, Alad48, Trp449, Phed62, His463, GInd64 e Glud65). As moléculas de agua e atomos de H
estdo ocultos. Imagem manipulada no programa RasMol 2.7.2.1.1.

4.3.2. Aplicacdo do modelo aos compostos amidinicos

Para elucidacdo do possivel mecanismo de inibi¢do da enzima NOS pelas amidinas,
procedeu-se com a complexacio das amidinas inicialmente no sitio ativo de 6 A descrito. As
estruturas foram desenhadas, complexadas e minimizadas de acordo com a metodologia
utilizada para montagem do modelo pterinico, ou seja, pela modificagdo da matriz a partir da
pterina co-cristalizada. A estrutura amidinica utilizada como base para a construgdo dos
compostos foi a metoxiamidina, seguida da troca do substituinte na posicéo para (tabela 4.2)
dos compostos sintetizados e testados pelo grupo da Dra. Aurea Echevarria — UFRRJ
[SOUZA, 2007; GENESTRA et al., 2003].
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Tabela 4.2: Estrutura e atividade (DLso) dos compostos amidinicos utilizados neste estudo.

Composto R DLs, (umol/L)®  DLgy (umol/L)° R
9 OCHs 14+ 1,4 280 + 24
(metoxiamidina)
10 Cl 41+ 26 888 + 9 /@
11 Br 22+ 14 341 + 39 Hay Xy
12 NO, 28+3 41749
13 H 628 + 10 1183 + 19
14 CH; 285 + 23 1277 + 18
15 CN 263 + 18 > 1700

& Determinado em promastigotas [CANTO-CAVALHEIRO et al., 2000]
® Determinado em amastigotas [CANTO-CAVALHEIRO et al., 2000]

Em raz&o do maior volume ocupado pelas amidinas, o nimero de aminoacidos do sitio
ativo teve de ser aumentado de 12 para 15 (figura 4.7), sendo estes Trp76, Val187, Met360,
Glu363, Arg 367, His373, Trp447, Alad48, Trp449, 11e450, Pro453, Phe462, His463, GIn464
e Glu465, para uma predicdo mais adequada das interacBes das amidinas com o sitio em

questao.
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Figura 4.7: Estrutura otimizada do sitio da NOS com a amidina 10 complexada (padrdo CPK de
cores) — recorte de 6 A, com 15 aminoacidos (Trp76, Vall187, Met360, Glu363, Arg 367, His373,
Trp447, Alad48, Trpa49, 11e450, Pro453, Phe462, His463, GInd64 e Glu465). As moléculas de agua e
atomos de H estdo ocultos. Imagem manipulada no programa RasMol 2.7.2.1.1.
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Além das amidinas com atividade determinada experimentalmente pelo grupo da Dra.
Echevarria [SOUZA, 2007; CANTO-CAVALHEIRO et al., 2000], foram propostas novas
estruturas amidinicas, através da analise visual das possiveis intera¢cbes com os aminoécidos e
moléculas de agua pertencentes ao sitio ativo, mantendo-se também como objetivo a
viabilidade de sintese. Para as estruturas propostas, foram feitos célculos com a mesma
metodologia aplicada na construcdo do modelo de inibicdo da NOS pelas pterinas. As

estruturas neste trabalho propostas estéo representadas na figura 4.8.

OMe

gN A @ /N @5 (jg A

OMe OMe OMe

OMe OMe

Figura 4.8: Estruturas amidinicas propostas através da andlise das possiveis interagdes com o sitio
ativo.

Em raz8o da possibilidade de protonagdo das amidinas em organelas acidicas no
interior dos parasitos, foram também procedidos célculos para os compostos amidinicos
testados e para 0s compostos propostos neste trabalho, mudando-se o estado de protonagéo da
estrutura, conforme demonstrado na figura 4.9, para uma analise mais completa das possiveis

interacbes com moléculas de &gua e outros grupamentos aceptores de ligagdes de hidrogénio e
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para comparacdo da atividade dos compostos catibnicos (protonados) e neutros

(desprotonados) frente a NOS.

R R

20 e
e \N/O = o \r?f
H

Figura 4.9: Demonstracéo da protonacdo das estruturas amidinicas, com as formas neutra e catiénica,
respectivamente.

4.4. Construcdo dos Modelos Para Estudo da Inibicdo da TR

4.4.1. Escolha da estrutura

Para a montagem de um modelo de inibicdo da enzima TR, foi feita uma comparagdo
entre as estruturas disponiveis no PDB no momento da pesquisa para a escolha da melhor
estrutura a ser utilizada. Havia estruturas cristalogréaficas disponiveis dos tripanossomatideos
C. fasciculata (codigo PDB 1FEC [STRICKLAND et al., 1995]) e T. cruzi (cddigo PDB
1BZL [BOND et al. 1999]), porém nenhuma estrutura proveniente do género Leishmania.

A partir de um sequenciamento da TR de L. amazonensis disponibilizado pelos
laboratérios Bioquimica de Tripanossomatideos, Gendmica Funcional e Bioinformatica, e
Imunopatologia da FIOCRUZ [CASTRO-PINTO et al., 2008], foi feita inicialmente uma
comparacdo entre as sequéncias envolvidas, visando os sitios de interacdo com o0s 3
bioligantes TSST, FAD e NADPH (figura 4.10). Analisando os residuos dos sitios das
moléculas co-cristalizadas TSST e/ou FAD, temos uma grande similaridade entre as 3
enzimas, sendo esta completa no sitio da TSST — o sitio € idéntico nas 3 enzimas. Em
relacdo ao sitio do FAD, temos poucas diferencas, totalizando apenas cinco residuos
diferentes entre si. O sitio do NADPH, por outro lado, é extremamente diferenciado nas 3
enzimas, possuindo 12 residuos diferentes entre elas. Esta grande diferenga torna interessante
a pesquisa pela inibicdo através deste sitio, pois se existem diferencas de atividade entre 0s
compostos em estudo em relacdo a estes 3 parasitos, este sitio podera ser o responsével por
este fato.
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Sitio do FAD Sitio Ativo (TSST)
AMA  -MARAYDLVVLGAGSGGLEAGWNAAVTHKKKVAVVDLQAVHGPPLFAALGGTCVNVGCVPKKL
FAS -MSRAYDLVVIGAGSGGLEAGWNAASLHKKRVAV IDLQKHHGPPHYAALGGTCVNVGCVPKKL
CRU MMSKIFDLVVIGAGSGGLEAAWNAATLYKKRVAV IDVQMVHGPPFFSALGGTCVNVGCVPKKL

S.Ativo 85-183 Sitio do NADPH
AMA MVTGAQYMDTLRESGGFGWEMS-SNEAFYLEDAPKRTLCVGGGY IAVEFAGIFNGYKPRGGIV

FAS MVTGANYMDTIRESAGFGWELD-SNEAFYLDEAPKRALCVGGGY IS IEFAGIFNAYKARGGQV
CRU  MVTGAQYMEHLRESAGFGWEFD-SNEAFYLPEPPRRVLTVGGGFISVEFAGI FNAYKPKDGQV

S. do NADPH 255
AMA  DLCYRGDVILRGFDLEVRKSLTKQLEANGIQVR. ..
FAS DLAYRGDMILRGFDSELRKQLTEQLRANGINVR. ..
CRU TLCYRGEMILRGFDHTLREELTKQLTANGIQIL. ..

Figura 4.10: Comparacdo entre as estruturas da TR de L. amazonensis (AMA), C. fasciculata (FAS) e
T. cruzi (CRU). Os sitios estdo indicados (hachurados), e os residuos diferentes nos sitios estdo
destacados em vermelho.

Em razdo desta grande semelhanca nos sitio da TSST e do FAD, foi inicialmente
escolhida a estrutura cristalina da enzima de T. cruzi (cédigo PDB 1BZL [BOND et al.,
1999]) para estudos objetivando o desenvolvimento de modelos. Além da estrutura
cristalogréfica, h4 dados sobre inibidores da TR de T. cruzi disponiveis para serem usados
nestes estudos. Para o estudo do sitio do NADPH, no entanto, foi escolhida uma estrutura
proveniente de C. fasciculata (codigo PDB 1TYP [BAILEY et al., 1993]), por ser esta a Unica

no momento da pesquisa que possuia 0 NADPH co-cristalizado.

4.4.2. Validacdo do método de atracamento — “redocking”

Para a avaliacdo da qualidade do atracamento feito pelo programa GOLD (CCDC
Ltd.), foi realizado o atracamento das estruturas co-cristalizadas (TSST, FAD e NADPH) em
seus proprios sitios de interagdo, procedimento denominado “redocking” (reatracamento ou
redocagem).

Através da estrutura cristalografica de T. cruzi escolhida (1BZL [BOND et al., 1999]),
foram selecionados os aminoacidos localizados a 20 A do substrato co-cristalizado (neste
caso, a TSST), mantendo-se as moléculas de &gua presentes. A necessidade de um recorte
maior (se comparado ao utilizado para o modelo de inibigio da NOS, que continha 6 A) se déa
pela metodologia de atracamento molecular, onde é necessaria maior extensao do sitio ativo

para a andlise das diversas possibilidades e posicionamentos para o atracamento, além do fato
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de tal andlise englobar os 2 sitios (TSST/FAD) simultaneamente. A estrutura resultante

encontra-se a seguir (figura 4.11).

Figura 4.11: Estrutura final do sitio ativo da TR (recorte de 20 A), adotado para atracamento, em duas
formas diferentes de visualizacdo. Em destaque, encontra-se 0 substrato da enzima (TSST) e a
molécula de FAD, conforme indicado. No substrato, a seta aponta para 0 carbono que teve suas
coordenadas utilizadas para definir o sitio de atracamento no programa GOLD (CCDC Ltd.). Imagem
gerada no programa RasMol 2.7.2.1.1.

Este procedimento foi adotado com o fim de verificar os posicionamentos dos
bioligantes obtidos pelo programa nos possiveis sitios de interacdo da enzima, e com isso
validar o método. O sitio interno para atracamento da TSST no programa foi definido a partir
de 20 A das coordenadas cartesianas do atomo de carbono carbonilico do Glul (0 mais
externo), por ser o mais central ao sitio (figura 4.11, acima — a seta aponta para o carbono
que teve suas coordenadas utilizadas). Escolheu-se 20 A como extensdo do sitio da TSST,
para que todas as possibilidades de posicionamento para os compostos no sitio fossem
consideradas. Para o atracamento do FAD, foi utilizado o nitrogénio pertencente ao residuo
Ser15 como origem do sitio, também com 20 A de extensdo, pelo tamanho da molécula de
FAD e, consequentemente, de seu sitio alostérico. O procedimento foi repetido com os
principais escores, Chemscore [ELDRIDGE et al., 1997] e Goldscore [VERDONK et al.,
2003], disponibilizados pelo programa.

Para avaliar o posicionamento no sitio alostérico do NADPH, utilizou-se a estrutura da
TR de C. fasciculata (1TYP [BAILEY et al., 1993]), por ser a Unica estrutura disponivel com

0 NADPH complexado. As estruturas geralmente ndo possuem este cofator por ser ele solavel
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(conforme explicado no item 2.5.2), diferente do FAD, que por ser um grupo prostético, esta
complexado a praticamente todas as estruturas presentes no PDB. Para definicdo do sitio
interno, foram utilizadas como centro as coordenadas cartesianas pertencentes ao atomo de
fosforo do fosfato ligado ao carbono 5’ da ribose (vide figura 2.37, item 2.5.2), com extenséo
de 10 A, e ndo 20 A como para os outros 2 sitios, pois o sitio do NADPH é pequeno e tem
uma grande comunicacio com o meio externo. Quando testada a extensdo de 20 A, os
compostos foram atracados pelo programa praticamente “saindo” do sitio — com isto foi
necessario diminuir a extensdo aplicada. As funcdes de escore Chemscore [ELDRIDGE et al.,
1997], Goldscore [VERDONK et al., 2003], ASP [BONET et al., 1997] e ChemPLP [KORB

et al., 2007, 2009] foram testados para o atracamento.

4.4.3. Modelo TR |

A montagem do modelo foi baseada nos dados experimentais obtidos por Khan et al.
(2000) e Chan et al. (1998). Estes pesquisadores estudaram a interacdo de derivados
fenotiazinicos com a TR de T. cruzi. Destes estudos, foram selecionados 20 compostos
(tabela 4.3), primando-se pela variabilidade estrutural e variabilidade dos valores de ICsp
determinados experimentalmente. Cada um dos 20 compostos escolhidos foi desenhado, com
otimizagéo estrutural com o campo de forca MMFF94 [HALGREN, 1996] no programa PC
Spartan Pro (Wavefunction, Inc.). Os compostos foram entdo convertidos a extensdo mol2,
através do programa Babel 1.6 [GOSPER, 1998], e atracados por meio do programa GOLD
nas estruturas cristalograficas descritas [BOND et al., 1999; BAILEY et al., 1993],
utilizando-se os mesmos critérios de definicdo da origem e da extensdo dos sitios e 0s
algoritmos descritos no item anterior. Ap6s o atracamento, foram selecionadas as
conformagfes com os melhores escores de aptiddo (“fitness score”) para a predi¢cdo dos 19
descritores disponibilizados através do programa GOLDMINE 1.1 (CCDC Ltd.). Estes
descritores foram calculados para a busca de uma correlagdo com a atividade dos compostos,

englobando caracteristicas estruturais importantes para seu ancoramento a estrutura protéica.
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Tabela 4.3: Compostos fenotiazinicos escolhidos para construgdo do modelo de inibicdo da TR, com
seus valores de ICso determinados experimental mente.

Fles
JSP O
R{ ’T‘ Ra
R
Cmp Rl Rg R3 R4 |C50 (HM)
24 * Cl (CH3)sNMe, - H 354+7,7
25 * COCH,CH;, (CH,)sNMe, - H 357+ 30
26 * COOH (CH3)sNMe, - H 3911 + 306
27 * CONH;, (CH,)sNMe, - H 458 + 96
28 * H (CH,),C(NH,)=NH - H 992 + 112
29 * CF; (CH,)3sN(CH,CH,);NCH; - H 72+ 13,9
30 * Cl CO(CH,),COOH - H 1484 + 340
31* Cl COCH,Br - H 251+ 80
32 * Cl (CH,),C(NH,)=NH - H 307 £ 65
33 * Cl (CH,)sNMe, - COCH;, 175+ 60
34 * Cl (CH,)sNMe, =0 H 76,6 £ 63
35* COCH;, COCHj, - H 2811 + 855
36 * COCH; COCHjs - COCH; 49,1+8,7
37 ** Cl (CH,)sN*(Me),CH,CgHs - H 8,02 + 0,56
38 ** Cl (CH>)3N"(Me),CH,C¢H33,4-Cl - H 0,78 + 0,04
39 ** Cl (CH,)sN*(Me),CH,CgH44-NO, - H 179+2,25
40 ** Cl (CH,)3N"(Me),CH,C¢H33,4-CHs - H 3,9+0,27
41 ** Cl (CH,)3N"(Me),CH,C¢H33,5-OCHs - H 54+11
42 ** Cl (CH,);N"(Me),CH,C¢Fs5 - H 10+2,2
43 ** Cl (CH,)sN"(Me); - H 28 + 6,3

* CHAN et al., 1998; ** KHAN et al., 2000.

A mesma metodologia foi aplicada as amidinas (compostos 9 a 23) e compostos
mesoibnicos (compostos 44 a 56, tabela 4.4, a seguir). O sitio ativo utilizado para estes
compostos foi 0 mesmo utilizado para as fenotiazinas (figura 4.11). O atracamento molecular
foi aplicado ndo so ao sitio ativo pertencente & TSST, mas também ao sitio de interacdo do
FAD e NADPH. Como explicitado anteriormente, a TR é uma flavoproteina, possuindo sitios
alostéricos para estes cofatores. Essa iniciativa foi baseada em resultados preliminares de
atracamentos com o FAD ausente do seu sitio de interagdo, para 0s quais o algoritmo do
programa GOLD encontrou esse sitio como o sitio de interacdo dos compostos mesoidnicos
em estudo. Portanto, a mesma metodologia foi utilizada, langando-se méo apenas da presenca
ou ndo do cofator — para verificagdo do ancoramento no sitio da TSST, a estrutura do FAD
foi deixada na estrutura protéica; para a verificagdo do ancoramento no sitio do FAD, sua

estrutura foi retirada.
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Tabela 4.4: Compostos mesoidnicos sintetizados com suas atividades (ICso) frente as diferentes

formas evolutivas (promastigotas e amastigotas) de L. amazonensis.

QL
X@ﬂ\/@xwﬂ

Composto X Y ICso (UM)? ICso (UM)°
44 H H 0,47+0,03 104,54+ 11,95
45 CHs H 0,98 + 0,05 287,46 + 20,15
46 OCHj H 0,17 + 0,01 23,93 + 4,88
47 NO;, H 1,00 + 0,12 52,92 + 5,92
48 F H 0,92 + 0,06 5,37 + 0,28
49 Cl H 1,51+ 0,22 186,34 + 18,11
50 CN H 27,80 + 8,48 79,85 + 6,28
51 Br H 0,87 + 0,10 33,26 + 2,38
52 OH H 7,58 + 0,03 113,21 + 5,33
53 H OCH; 0,04 + 0,01 41,88 + 2,83
54 H NO, 1,58 + 0,29 193,38 + 14,27
55 H Cl 0,48 + 0,05 178,11 + 15,39
56 H Br 0,52 + 0,05 5,48 + 0,04

& Determinado em promastigotas [SILVA et al., 2002]
® Determinado em amastigotas [SILVA et al., 2002]

Os compostos mesoidnicos, assim como as amidinas (conforme descrito no modelo de

inibicdo da NOS), possuem 2 possiveis estados de protonagdo, determinados pelo pH do

meio. Em um pH menos &cido, deve predominar a forma neutra (com o atomo de N

exociclico desprotonado), onde estéo presentes as duas cargas opostas descritas anteriormente

(item 2.2.3), gerando a forma conhecida como “zwitterion” (ou ion dipolar). Em um pH mais

acido, deve predominar a forma catidnica resultante da protonagéo do N exociclico. Ambas as

formas descritas (neutra e cationica, figura 4.12) foram testadas com a metodologia de

atracamento molecular, para o reconhecimento de qual forma deverd ser mais ativa frente a

enzima, e com isso o reconhecimento de qual forma deverd ser utilizada caso 0s compostos

venham a ser utilizados como farmacos.
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Figura 4.12: Formas neutra e catidnica, testadas em relagdo aos compostos mesoi6nicos, com
indicacdo de seu sitio de protonagdo (seta).

Como um teste simples da preditividade do modelo desenvolvido quanto & atividade
dos compostos, 3 fenotiazinas foram escolhidas, demonstradas na tabela 4.5, com estruturas e
valores de 1Csq determinados experimentalmente variados, representadas abaixo. Estes
compostos, ndo usados na construgdo do modelo, tiveram suas atividades calculadas, para

posterior comparagao a seus valores reais.

Tabela 4.5: Compostos fenotiazinicos escolhidos para avaliagdo do modelo de inibicdo da TR, com
seus valores de ICso determinados experimentalmente.

Fles
JOSD!
R{ ’T‘ Ra

Ra
Cmp. R, R Rs3 R4 1Cs (M)
57 * Cl (CH2)sN" (M€),CH,CoHa4-Br - H 110+1,76
58 ** CF; (CH2)sNMe, - H 110+ 18
59 ** COCH,CI COCH; - H 436 £ 37

* KHAN et al., 2000; ** CHAN et al., 1998.

4.4.4. Modelo TR 1l

Para construcdo dos arquivos para os célculos semi-empiricos, inicialmente arquivos
no formato mol2 referentes as conformagdes dos compostos fenotiazinicos com os melhores
escores de aptiddo obtidos no atracamento tiveram seus arquivos convertidos no formato pdb
através do programa Babel 1.6 [GOSPER, 1998]. As informacdes referentes as estruturas
foram adicionadas ao arquivo pdb correspondente ao recorte protéico de 20 A. Este

procedimento evita a alteracdo da posicdo de ancoramento determinada pelo programa
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GOLD, pois tal posi¢do possui seus dados correspondentes as coordenadas cartesianas, sem
alteracdo das coordenadas correspondentes a proteina.

Com cada ligante ancorado a estrutura protéica, foram feitos recortes de 5 A a partir
do ligante fenotiazinico, através do programa RasMol 2.7.2.1.1 [SAYLE, MILNER-WHITE,
1995]. Como os recortes foram feitos a partir de cada estrutura ancorada, que ndo possuem
necessariamente 0 mesmo posicionamento na proteina, possuem aminoacidos variados entre
si. Como exemplo, o complexo formado pelo atracamento do composto 37, demonstrado na
figura 4.13, possui 22 aminoacidos (Glyl4, Serl5, Glyl16, Leul8, Glul9, Ala20, Trp22,
Asn23, Cysb3, Val54, Val59, 11e107, Tyrl1l, Metl14, Thr335, Pro336, 11e339, Gly459,
His461, Glu466, Cys469 e Ser470).

2

GLU4BE

- # {

-

MET114

Figura 4.13: Estrutura final do sitio da TR com uma fenotiazina complexada (composto 37, modelo
bastdo/bolas). Recorte de 5 A, com 22 aminoéacidos (Glyl14, Serl5, Glyl6, Leul8, Glul9, Ala20,
Trp22, Asn23, Cys53, Val54, Val59, 1le107, Tyrl1ll, Metl114, Thr335, Pro336, 11e339, Gly459,
His461, Glu466, Cys469 e Ser470). Os hidrogénios dos residuos foram ocultos. Os atomos de
oxigénio correspondem as moléculas de agua, sem seus atomos de hidrogénio. Imagem manipulada no
programa RasMol 2.7.2.1.1.
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Antes dos calculos semi-empiricos, as estruturas ancoradas foram previamente
otimizadas por mecénica molecular (campo de forca MMFF94 [HALGREN, 1996]), através
do programa PC Spartan Pro (Wavefunction, Inc.), mantendo a estrutura protéica
“congelada”. Os complexos foram entdo convertidos no formato de entrada para calculos com
0 programa Mopac 2002 através do programa Babel 1.6 [GOSPER, 1998] e submetidos a
otimizacdo através do programa Mopac 2002 (Fujitsu, Co.) com o hamiltoniano PM3
[STEWART, 1989a,b], seguindo-se os mesmos procedimentos descritos anteriormente para
0s compostos pterinicos e amidinicos inseridos na NOS (item 4.3.1).

O procedimento descrito acima para 0s compostos fenotiazinicos foi aplicado aos
compostos mesoidnicos atracados, seguindo-se a mesma metodologia descrita, tanto para o
sitio da TSST, quanto para o sitio do FAD.

4.4.5. Construgdo de um modelo tridimensional da TR de L. amazonensis

Como dito no item 4.1.1, ndo foram encontradas estruturas cristalograficas no PDB ou
mesmo sequéncias disponiveis em bancos de dados de acesso publico, como o
SwissProt/TrEMBL (http://www.expasy.ch/sprot/) [BAIROCH, BOECKMANN, 1993,1991],
para a TR de L. amazonensis. Entretanto, a partir de um sequenciamento da TR de L.
amazonensis disponibilizado pelos laboratérios Bioguimica de Tripanossomatideos,
Gendmica Funcional e Bioinformética, e Imunopatologia da FIOCRUZ [CASTRO-PINTO et
al., 2008], foi possivel realizar a construgdo de um modelo tridimensional para a enzima.

Inicialmente, foi explorada a técnica de modelagem por homologia (modelagem
comparativa). A sequéncia usada como molde para a montagem da TR de L. amazonensis, a
cadeia A da TR de C. fasciculata (c6digo do PDB 1FEC [STRICKLAND et al., 1995]), foi
encontrada com a ferramenta BLAST [ALTSCHUL et al., 1990], fornecida pelo servidor
Swiss-Model (http://swissmodel.expasy.org/) [SCHWEDE et al., 2003]. Esta ferramenta
procura por estruturas na base de dados ExNRL-3D (proveniente do PDB) a partir da
sequéncia em pesquisa, para selecionar os moldes mais apropriados para o Swiss-Model
[SCHWEDE et al., 2003]. O molde (TR de C. fasciculata) compartilha de alto grau de
identidade (79%) com a sequéncia-alvo (TR de L. amazonensis), e sua estrutura
tridimensional possui a melhor resolucio encontrada (1,7 A) dentre as sequéncias pesquisadas
com a ferramenta BLAST [ALTSCHUL et al., 1990].

100



Apos a selecdo do molde, a estrutura tridimensional foi construida com o modo “First
Approach” do servidor Swiss-Model [SCHWEDE et al., 2003; GUEX, PEITSCH, 1997;
PEITSCH, 1995], que inclui a geracdo de um modelo tridimensional com o método ProModl|
e minimizag&do de energia com o campo de forga GROMOS96 [VAN GUNSTEREN et al.,
1996]. A figura 4.14 demonstra a comparacdo da sequéncia priméria da TR de L.
amazonensis com o molde escolhido.

Conforme demonstrado nas figuras 2.33 e 4.11, o sitio ativo da enzima TR possui um
formato incomum para sitios ativos, com uma fenda de extensa comunicagdo com o meio
externo. O sitio onde se encontra complexada a TSST, conforme as estruturas cristalograficas
consultadas no PDB [BERMAN et al., 2000], possui residuos provenientes das duas cadeias
do homodimero. O modelo desenvolvido através do servidor Swiss-Model € constituido de
apenas uma cadeia da proteina. Para uma predicdo completa e adequada das interagdes e
complexacdo dos farmacos em estudo com a enzima proveniente de L. amazonensis, torna-se
necessaria a presenga da outra cadeia, pois apenas com uma, faltariam muitos residuos e os

estudos semi-empiricos e de atracamento molecular possuiriam resultados incompletos.
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1fecA
UNL IGANDED

MOL_ID: 1;

ASYMMETRIC
MOL_ID: 1;

Score =

o Query: 2

[ Shjct: 1

o Query: 62

e  Shjct: 61

o Query: 122

e  Sbjct: 121

o Query: 182

e  Shjct: 181

o Query: 242

e  Shjct: 241

o Query: 302

e  Sbjct: 301

o Query: 362

e  Shjct: 361

o Query: 422

e  Shjct: 421

o Query: 482

e  Shjct: 481

CRITHIDIA FASCICULATA TRYPANOTHIONE REDUCTASE A

1.7 ANGSTROM RESOLUTION

MOLECULE: TRYPANOTHIONE REDUCTASE;

CHAIN: A, B;

EC: 1.6.4.8;

BIOLOGICAL_UNIT: HOMODIMER;

OTHER_DETAILS: MONOCLINIC CRYSTAL FORM, DIMER IN THE

UNIT

ORGANISM_SCIENTIFIC: CRITHIDIA FASCICULATA;
OTHER_DETAILS: SEE STRICKLAND, ET. AL. (1995) ACTA CRYST.
D51, 337-341

C.STRICKLAND, P.KARPLUS

PQS assignment: HOMO DIMERIC

Length = 485

782 bits (1998), Expect = 0.0

Identities = 375/485 (77 Positives = 418/485 (85

ARAYDLVVLGAGSGGLEAGWNXXXXXXXXXXXXDLQAVHGPPLFAALGGTCVNVGCVPKK
RAYDLVV GAGSGGLEAGWN DLQ HGPP AALGGTCVNVGCVPKK

SRAYDLVVIGAGSGGLEAGWNAASLHKKRVAV IDLQKHHGPPHYAALGGTCVNVGCVPKK

LMVTGAQYMDTLRESGGFGWEMSRESLCPNWKTL IAAKNKVVSG INESYKKMFAETEGLS
LMVTGA YMDT RES GFGWE RES PNWK LIAAKNK VSGIN SY MFA TEGL

LMVTGANYMDT IRESAGFGWELDRESVRPNWKAL IAAKNKAVSG INDSYEGMFADTEGLT
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Figura 4.14: Comparacdo entre as sequéncias primarias da sequéncia-alvo e do modelo escolhido,
gerada pela ferramenta BLAST [ALTSCHUL et al., 1990].
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Para contornar essa limitacdo do modelo comparativo obtido, foi utilizada a
substituicdo direta de residuos de aminoécidos em uma estrutura cristalografica para obtengéo
de um modelo completo da TR de L. amazonensis. Para uma avaliagéo inicial da qualidade de
modelos de TR gerados e para treino no uso dessa técnica, construiu-se inicialmente um
modelo apenas do sitio de interagdo da TR de L. amazonensis. Foram identificados e
selecionados todos os residuos e moléculas de 4gua com ao menos 1 atomo localizado a 4 A
de distdncia da TSST na estrutura cristalografica da TR de T. cruzi, em complexo com a
TSST (1BZL [BOND et al., 1999]), pois a estrutura utilizada como molde (1FEC) no modelo
inicial ndo possui a TSST complexada. O sitio ativo selecionado desta forma era composto
por 7 moléculas de agua e 23 amino&cidos, provenientes das cadeias A e B do homodimero de
T. cruzi. Em seguida, os aminodcidos correspondentes da TR de L. amazonensis foram
substituidos, com a ferramenta “mutate” do programa Deep View 3.7 [GUEX et al., 1999;
GUEX, PEITSCH, 1997]. Os &tomos de hidrogénio foram incluidos com o programa PC
Spartan Pro (Wavefunction Inc.) e as coordenadas correspondentes aos 4&tomos de hidrogénio
e 4tomos do substrato tiveram suas energias preliminarmente otimizadas por mecanica
molecular (campo de forca MMFF94 [HALGREN, 1996]). Apds isto, os modelos foram
otimizados com o método semi-empirico PM3 [STEWART, 1989a,b], através do programa
Mopac 2002 (Fujitsu, Co.). Como nos casos anteriores, as ligagdes peptidicas foram mantidas
fixas durante a minimizag&o de energia pelo método semi-empirico.

A partir dos resultados obtidos, um modelo para a estrutura completa foi construido
através do programa Deep View 3.7 (Swiss PDB Viewer). As ferramentas integradas
disponiveis no programa para alinhamento de sequéncias e algoritmos de sobreposicdo de
estruturas [GUEX et al., 1999; GUEX, PEITSCH, 1997] foram usadas para comparar a
estrutura da TR de L. amazonensis com estruturas tridimensionais conhecidas de TRs,
determinadas experimentalmente por cristalografia de raios-X. Usou-se a estrutura
cristalogréfica proveniente de C. fasciculata (cédigo PDB 1FEC [STRICKLAND et al.,
1995]) como modelo e as mutagfes dos aminoacidos em divergéncia com a sequéncia de L.
amazonensis foram feitas manualmente, com a ferramenta de mutacdo disponivel no
programa (““mutate’), com posterior minimizacéo de energia por mecénica molecular (campo
de forca GROMOS96 [VAN GUNSTEREN et al., 1996]), através da ferramenta disponivel

no proprio programa (“Energy minimization”).
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4.4.6. Modelo TR 111

Apb6s a obtengdo do modelo completo, conforme descrito, foi possivel uma
comparacdo baseada na estrutura tridimensional entre os residuos presentes nos sitios da TR
de T. cruzi (1BZL [BOND et al., 1999]) e da TR de L. amazonensis e ndo apenas baseada nas
sequéncias, como feito no item 4.1.1.

Foram selecionados com o programa RasMol 2.7.2.1.1 [SAYLE, MILNER-
WHITE, 1995] os aminoacidos localizados a 5 A da molécula de FAD, tanto para a estrutura
proveniente de T. cruzi, como para a estrutura obtida por mutacéo a partir da sequéncia de L.
amazonensis. Ambos o0s recortes possuiam uma totalidade de 49 amino&cidos, indicando que
as diferencgas entre as estruturas dos dois sitios ndo eram numerosas. Com a ferramenta de
alinhamento disponivel no programa Swiss PDB Viewer [GUEX, PEITSCH, 1997], foi feita a
comparagdo entre os residuos pertencentes as seleces das TRs em analise (figura 4.15).
Como resultado, 7 residuos provenientes da cadeia de L. amazonensis (Leu9, Val33, Leu35,
Ala4d5, Phel25, Thr159 e Tyr197) ndo correspondem aos residuos provenientes de T. cruzi
(le11, 1e35, Val37, Ser47, Trpl27, Serl6l e Phe199). A uma distancia de 4 A, em

concordancia com o observado no item 4.4.1, tais diferencas se reduzem a cinco residuos.

AMZ |LIGAGSG LGGTCVGCKGFGATGSSHY[IEFRRL 1GDVMLTPAFHP
BZL |1GAGSG LGGTCVGCKGWGCASGSSHFIEFRRL 1GDVMLTPAFHP
* *

Figura 4.15: Alinhamento das sequéncias do sitio selecionado a 5 A do FAD, proveniente de L.
amazonensis (AMZ, em verde) e T. cruzi (BZL, em azul): nota-se que sdo 7 os residuos diferentes
(destacados em vermelho), e destes 7, apenas aqueles destacados por um asterisco (A—S e Y—F) séo
os residuos de caracteristicas realmente diferenciadas entre si. Alinhamento gerado com o programa
Swiss PDB Viewer.

Conforme demonstra a figura anterior, ndo ha grande diferenca entre os 7 residuos das
duas sequéncias, a ndo ser nos pares de aminoacidos A—S e Y—F. A presenca das hidroxilas
nos residuos de serina e tirosina pode representar diferencas no ancoramento das estruturas,
pois estas permitem a realizacdo de ligagOes hidrogénio. Os outros pares (L—I, V—I, L—V,
F—W e T—S) representam residuos de mesmas caracteristicas de polaridade, com estruturas
ndo muito varigveis.

A partir da estrutura da TR preparada com o programa Swiss PDB Viewer, foi

montado um sitio de 20 A, assim como o utilizado para os ancoramentos, a partir da molécula
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de FAD (pois a estrutura ndo possui a TSST em seu sitio). Como o recorte de 20 A feito na
estrutura da TR de T. cruzi possui ambos os sitios, um recorte de 20 A no modelo a partir do
FAD também possui o sitio da TSST em sua estrutura.

Foram atracadas a este sitio as estruturas dos mesoidnicos, amidinas e fenotiazinas,
para comparacdo dos valores de aptiddo obtidos frente aos 2 parasitos. Pelas dimensdes da
molécula de FAD, este sitio possui um grande tamanho, maior que o anterior, possuindo 342
aminodcidos da cadeia A e 46 amino4cidos da cadeia B (sendo o sitio selecionado a partir do
FAD pertencente a cadeia A).

Por ndo ter sido possivel obter solugdes para o “redocking” da molécula do NADPH
com a mesma qualidade da obtida para a TSST e o FAD (conforme ser& descrito no item
5.2.1), decidiu-se que calculos perante este sitio ndo seriam feitos para a estrutura de L.
amazonensis.

Para avaliar a influéncia da solvatagdo desta estrutura, foram realizados calculos com a
presenca e auséncia das moléculas de 4gua solvatantes. As estruturas cristalograficas possuem
um grande nimero de moléculas de 4gua — sendo assim, para o célculo sem as moléculas de

agua, estas foram deletadas da matriz que descreve sua estrutura.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Modelos de Inibicéo da NOS

5.1.1. Modelo pterinico de inibi¢do da NOS

Considerag@es sobre os termos que influenciam a atividade de inibidores enziméaticos
permitem a proposicdo da equagdo 29 [OLIVEIRA et al., 2006; OLIVEIRA, 2005],
demonstrada e explicada no item 4.2.12.

Valores de K; ndo estdo disponiveis para a série de derivados deste estudo, mas sim de
ICso. Assumindo que estes valores sejam proporcionais aos valores de K, a equacéo 29 (com

outros coeficientes) deve também permitir o calculo do ICs (31) na presenca dos inibidores:

RT In =¢,(AG,,, +C,)* +CAH,  +C,N s +C;

RT In: G (AGyyy, +€,') +C5"AH y + ¢, "N +C5° (31)

A equagdo proposta (equagdo 31) foi aplicada a um conjunto de 4-oxo-pteridinas 6,7-
dissubstituidas e de 4-oxo0-5,6,7,8-tetraidropteridinas 5,6-dissubstituidas. AHjy foi calculado
como a diferenga entre 0 AH; do complexo (4Hcyx) € o somatério do AH: dos seus
componentes separados (4AH g + AHsa), conforme demonstrado no item 4.2.12 (equacéo 30).
Os valores de AGsy foram calculados com o método SM5.4 [CHAMBERS et al., 1996] do
programa PC Spartan Pro (Wavefunction, Inc.), e os valores de Nr foram obtidos por
inspecdo visual dos complexos ap6s minimizacdo. Os coeficientes c;-cs foram obtidos pela
aplicacdo do modelo de regressdo multipla aos dados disponiveis, conforme demonstrado na
equacao 32:
~1,68.10°AG

In(1C,) =516.10°AH,, —1,43.10*AG ?+9,46.10°N,, +0,78 (32)

solv solv

Os valores calculados encontram-se na tabela 5.1. Os valores de 1Cs calculados pela
equacdo apresentam boa correlagdo (coeficiente de correlagdo linear R=0,90) com os dados

experimentais, conforme demonstrado na figura 5.1.
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Tabela 5.1: Valores calculados para os 8 compostos em estudo (sitio de 6 A).

In(|C50NOS) In(|C50NOS)

! a - ab a
Comp.  4Hiq AHopy AHin AGsav Nir calculado  experimental®

1 44,22 -1151,72 -5,97 -22,40 1 3,30 3,26
2 37,68 -1123,22 -5,05 -20,92 1 3,25 3,30
3 61,35 -1120,97 7,65 -23,50 1 3,45 3,50
4 -62,62 -1258,28 -5,69 -28,91 0 3,61 3,56
5 74,93 -1117,61 -2,57 -27,13 3 3,81 3,91
6 9,75 -1183,17 -2,95 -24,62 2 3,56 3,47
7 7,01 -1182,97 -0,01 -23,42 3 3,52 3,00
8 5,13 -1179,33 551 -21,29 2 3,37 3,22
2 Valores em kcal/mol
® para calculo de AH, . AHg, = -1189,97 kcal/mol.
°KOTSONIS et al. (2001)
39+
3,8 (]
3,74
é 3,6—- °
§ 35
OS o
< 34
3,3 ®
° . Ajuste linear
3,2 R=0,90 SD=0,09
3I,2 ' 3:3 ' 3:4 ' 3:5 ' 3:6 ' 3I,7 ' 3:8 ' 3:9 ' 4:0
In (IC,,) experimental

Figura 5.1: Grafico: In(ICso) experimental X In(ICso) calculado. Gerado com o programa Origin 6.0.

A boa correlacdo encontrada entre os dados de atividade calculada e experimental
sugere que o modelo tedrico desenvolvido é adequado para a determinacdo da atividade
inibitoria das 4-oxo-pteridinas 6,7-dissubstituidas e de 4-oxo-5,6,7,8-tetraidropteridinas 5,6-
dissubstituidas sobre a NOS.

5.1.2. Aplicacdo do modelo pterinico de inibicdo da NOS as amidinas

Pelo maior volume das amidinas comparadas as estruturas anteriores, foi necessario o
uso do sitio de 6 A aumentado de 12 para 15 aminoacidos (item 4.3.2), para o qual se

encontrou o valor de 4Hs, de -1408,5 kcal/mol.
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A correlagdo expressa na equagdo 32 mostra como cada termo (4Hin, 4Gsolv, NLR)
influencia o valor de In(1Cso) dos inibidores da NOS. Entretanto, sua extrapolagdo para outras
séries de inibidores, como as amidinas, deve ser considerada com precaucdo. Como a série de
compostos usada na obtencdo da equacdo 32 e a série das amidinas apresentam diferencas
estruturais significativas, a aplicacdo da equacdo as amidinas ndo deve levar a resultados
quantitativos da atividade prevista. Contudo, como as estruturas das amidinas sdo semelhantes
entre si, 0s erros associados com esta aplicacdo também devem ser semelhantes para toda a
série avaliada e, portanto, é razoavel assumir que os resultados obtidos devem se manter
paralelos aos valores da atividade real dos inibidores propostos. Desse modo, os resultados da
aplicacdo direta da equagdo 32 as amidinas podem ser considerados como um indicativo semi-
quantitativo da atividade inibitdria destas estruturas, util na analise comparativa da atividade

prevista para a série de compostos proposta (tabelas 5.2 e 5.3, a seguir).

Tabela 5.2: Valores calculados para as estruturas amidinicas, no estado neutro.

Cmp. AH;, 2 AH, ° AH;* AGg,? S In(1Cs, NOS) calculado
9 60,55 -1365,77 -17,82 -6,73 1 1,70
10 92,25 -1332,07 -15,82 -5,46 1 1,55
11 106,53 -1317,83 -15,86 -5,97 1 1,61
12 89,49 -1340,13 -21,12 -6,98 1 1,71
13 98,13 -1324,62 -14,25 -5,70 1 1,59
2 Valores em kcal/mol.
Tabela 5.3: Valores calculados para as estruturas amidinicas, no estado catiénico.
Cmp. AH)i,? AH, ° AH;n? AGy° N r In(1C5o NOS) calculado
9 195,8 -1335,48 -122,78 -40,99 1 3,46
10 229,89 -1297,94 -119,33 -42,06 1 3,48
11 245,11 -1283,27 -119,88 -42,23 1 3,48
12 235,45 -1298,42 -125,37 -48,09 1 3,43
13 235,28 -1323,04 -149,82 -40,28 1 3,31

#Valores em kcal/mol.
O mesmo procedimento foi aplicado as amidinas propostas neste trabalho, utilizando-

se a equagdo 32 para calculo de ICso e 0 mesmo sitio ativo (mesmo valor de 4Hs,), conforme

demonstrado nas tabelas 5.4 € 5.5:
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Tabela 5.4: Valores calculados para as estruturas amidinicas propostas, no estado neutro.

Cmp. AH;;,° AH,,° AH;,® AGg,? N r In(1C5,NOS) calculado
16 34,35 -1389,99 -15,84 -7,99 1 1,86
17 67,81 -1357,65 -16,96 -6,99 1 1,74
18 53,35 -1370,35 -15,20 -10,15 1 2,12
19 24,1 -1406,59 -22,19 -6,61 1 1,66
20 35,91 -1387,08 -14,49 -10,37 1 2,15
21 36,24 -1388,7 -16,44 -9,31 1 2,02
22 -2,79 -1429,09 -17,80 -12,07 1 2,32
23 70,75 -1351,51 -13,76 -7,99 1 1,87

2 Valores em kcal/mol.

Tabela 5.5: Valores calculados para as estruturas amidinicas propostas, no estado catiénico.

Cmp. AH;,° AHy° AHin® AGso,®  Nig In(1Cs,NOS) calculado
16 171,85 -1372,23 -135,58 -42,95 1 3,41
17 205,9 -1328,51 -125,91 -43,06 1 3,46
18 189,31 -1338,38 -119,19 -44,91 1 3,49
19 156,46 -1378,43 -126,39 -41,67 1 3,45
20 173,61 -1371,88 -136,99 -46,19 1 3,39
21 173,48 -1354,35 -119,33 -45,52 1 3,49
22 143,08 -1400,5 -135,08 -47,97 1 3,38
23 207,98 -1324,79 -124,27 -42,92 1 3,46

2 Valores em kcal/mol.

Mesmo diante das limitagbes do uso da equacdo 32 para estruturas em geral, a

aplicacdo do modelo desenvolvido & série da amidinas (tanto para as inibidoras conhecidas da

enzima quanto para as propostas neste trabalho) permite que algumas conclusdes importantes

podem ser obtidas. As modificagOes estruturais propostas ndo levaram a melhorias

significativas do perfil de interagdo com a NOS. Os resultados sugerem também que 0s

compostos seriam mais ativos [menor In(1Csp)] na forma neutra, o que pode ser descrito como

uma consequéncia direta da energia livre de solvatacdo (4Gsov) mais favoravel da forma
catidnica. Se o sitio de interacdo das estruturas no parasito estiver localizado em uma organela
acidica, o resultado é indicativo de que a atividade destes compostos pode ser melhorada

através da retirada do seu sitio de protonag&o.
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5.2. Modelos de Inibicdo da TR

5.2.1. Validacéo do atracamento (“redocking”)

Conforme citado anteriormente, a TSST e o FAD foram atracados em seus proprios
sitios na estrutura proveniente de T. cruzi, para comprovar se 0 atracamento esta sendo feito
pelo programa GOLD da forma adequada (comparacédo dos compostos co-cristalizados com
0s atracamentos obtidos). Para os 2 compostos, foram obtidas vérias orientacdes/
conformages, com escores de aptiddo variados. Os maiores escores de aptiddo encontrados
foram 62,57 para a TSST em seu sitio, e 117,28 para o0 FAD, com o Goldscore (o escore
escolhido [VERDONK et al., 2003]).

A figura 5.2 apresenta a sobreposi¢do da melhor conformagéo da TSST atracada com
a TSST co-cristalizada, mostrando que o atracamento feito levou a uma estrutura de
conformacdo extremamente similar a obtida experimentalmente. Ndo foram observadas
diferencas nas interacbes com os aminoacidos ou grandes modificacdes conformacionais em

relagdo a estrutura co-cristalizada.

Figura 5.2: Sobreposicdo das estruturas da TSST co-cristalizada (em vermelho) e atracada (em
verde), ap0s atracamento com o programa GOLD. Atomos de H da proteina omitidos. Imagem gerada
no programa Hermes 1.3.
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Assim como a estrutura da TSST, o FAD, ao ser atracado em seu proprio sitio ativo,
também demonstrou poucas modificacbes conformacionais em relagdo a estrutura co-
cristalizada, e nenhuma modificagdo em relagdo as interagdes com os aminoacidos (figura
5.3). Seu grupamento adenina (vide figura 2.35, item 2.5.2) encontra-se em perfeita

sobreposi¢do com o da estrutura co-cristalizada.

Figura 5.3: Sobreposicao das estruturas do FAD co-cristalizado (no padrao CPK de cores) e atracado
(em ciano), apds atracamento com o programa GOLD. Atomos de H da proteina omitidos. Imagem
gerada no programa RasMol 2.7.2.1.1.

Esses resultados demonstram que o programa GOLD, com a fungdo de aptidéo
escolhida (Goldscore [VERDONK et al., 2003]), € capaz de levar a atracamentos confiaveis
em ambos os sitios demonstrados, quanto ao posicionamento da conformagdo obtida com o
maior escore de aptid&o.

Em relacdo ao NADPH, no entanto, o resultado obtido ndo apresentou a mesma
qualidade. Conforme descrito anteriormente, foi utilizada uma estrutura proveniente de C.
fasciculata, e testados 4 funcOes de aptiddo. Nenhuma das fung6es foi capaz de levar a uma
conformagdo que possua uma boa sobreposicdo com a estrutura co-cristalizada, como

demonstrado acima para a TSST e o FAD.
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Nenhum posicionamento encontrado se sobrepde bem & estrutura co-cristalizada, nem
mesmo aquele com a funcdo de aptiddo com os valores mais altos obtidos, Goldscore
[VERDONK et al., 2003]. Isto faz com que os atracamentos encontrados perante este sitio
ndo sejam tdo confidveis quanto para os outros 2 sitios. A figura 5.4 apresenta a sobreposicéo
da estrutura de maior escore de aptiddo obtida com o Goldscore [VERDONK et al., 2003] a

estrutura cristalogréfica.

Figura 5.4: Sobreposicdo das estruturas do NADPH co-cristalizado (em rosa claro) e obtida
(carbonos em verde) por atracamento com o programa GOLD (funcdo Goldscore), demonstrando
varias diferencas em sua conformacdo. Imagem gerada no programa Hermes 1.3.

Para tentar solucionar este problema, foram feitos novos atracamentos, porém
utilizando extensio de sitio de interacdo de 15 A, e ndo mais de 10 A. Tal procedimento
poderia fazer com que interagdes que ndo estavam sendo encontradas pelo programa fossem
inclusas, em uma gama maior de residuos no sitio. No entanto, o maior escore de aptiddo
obtido foi de 75,51, na mesma faixa do maior valor encontrado com o sitio de 10 A. Os
valores restantes sdo ainda menores, sendo o menor deles de 55,36, pois muitas das
conformacbes obtidas estavam atracadas fora do sitio (parte externa da estrutura
cristalogréfica utilizada). O posicionamento da conformacdo de maior escore é ainda mais
diferenciado em relacdo ao NADPH co-cristalizado. Com isto, o sitio de 10 A utilizado

anteriormente foi mantido.
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5.2.2. Modelo TR |

Inicialmente, foi feito o atracamento das fenotiazinas no sitio ativo da TR (o sitio da
TSST), com o programa GOLD. Essa série foi escolhida inicialmente para avaliar o0 método,
por sua grande quantidade de estruturas disponiveis e de dados de inibicdo da TR. Apoés a
obtencdo das estruturas atracadas, foi gerada uma série de 20 descritores dos complexos
formados, que foram explorados para a busca de fungdes de correlagdo com a atividade. Para
0s compostos fenotiazinicos (compostos 24 a 43) atracados no sitio da TSST, a melhor
correlacdo obtida entre os diversos descritores calculados, selecionados manualmente de

forma tentativa, levou a seguinte equacéo (33):

In(ICSO) = ClDVDW + CZDHYD + CSDAH + C4 (33)

onde Dyqw é a contribuicdo em interacdes de vdW entre ligante/proteina, Dyyp 0 nimero de
atomos hidrofébicos do ligante acessiveis ao solvente, e Day 0 nimero de aceptores de
ligacdo hidrogénio do ligante. Os coeficientes c;-c4 foram obtidos ajustando-se a equagéo aos
valores experimentais de In(ICsp) [KHAN et al., 2000; CHAN et al., 1998] (equagéo 34):

In(IC,,) =-0,042D,,,, —0,279D,,,, +0,788D,,,, +8,351 (34)
Na tabela 5.6 estdo demonstrados os descritores calculados que participam da
correlagdo encontrada (o restante dos descritores obtidos se encontra no anexo H). Os valores

de atividade calculada pela equagdo 34 apresentam boa correlagdo (R=0,91) com os dados

experimentais (figura 5.5).
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Tabela 5.6: Valores de aptiddo e de atividade calculados e obtidos experimentalmente dos compostos
fenotiazinicos, e descritores de importancia (Dygw, Duyp € Dan), calculados para os compostos
escolhidos.

Composto  Aptiddo (TSST) In(ICsp)calc.  In(ICsp) exp.  Dyaw  Duyo  Dan

24 38,77 4,17 3,57 30,96 16 2
25 40,01 4,45 5,88 36,50 17 3
26 36,79 6,54 8,27 31,99 13 4
27 37,22 5,98 6,13 33,39 12 3
28 32,69 5,55 6,89 31,38 11 2
29 42,01 4,5 4,28 35,34 17 3
30 36,59 8,09 7,3 28,29 8 4
31 39,97 5,96 5,53 28,32 10 2
32 34,21 6,71 5,73 30,40 7 2
33 26,06 5,13 5,16 33,47 15 3
34 6,71 5,52 4,34 30,86 14 3
35 34,63 6,53 7,94 26,71 11 3
36 36,78 5,43 3,89 31,80 17 4
37 45,52 2,24 2,08 38,34 19 1
38 49,72 1,14 -0,25 37,89 23 1
39 48,21 3,43 2,88 40,85 20 3
40 37,48 11 1,36 38,71 23 1
41 45,25 1,51 1,69 33,33 28 3
42 50,23 1,15 2,3 37,63 23 1
43 38,39 3,16 3,33 29,59 17 1

50

In(IC_ ) calculado

Ajuste linear
R=0,91 SD=0,92

T T T T T T T T T
0 2 4 6 8

In(IC,) experimental

Figura 5.5: Grafico: In(ICso) experimental X In(ICso) calculado por correlagdo com descritores
gerados através do atracamento das fenotiazinas. Gerado com o programa Origin 6.0.

A correlagdo obtida através do uso da técnica de atracamento molecular e anélise de
descritores dos complexos enzima/inibidores mostrou que os fatores mais importantes

previstos na interacdo dessa série de ligantes incluem a energia de vdW, as interacdes
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hidrofbicas e a capacidade de receber ligacbes de hidrogénio dos inibidores. Os dois
primeiros se justificam pelo fato das fenotiazinas possuirem um nucleo central contendo anéis
aromaticos, fazendo com que interacBes entre grupos apolares e/ou aromaticos sejam de
grande importancia. O terceiro descritor se justifica pelo fato de boa parte das cadeias laterais
dos compostos conterem grupamentos aceptores e doadores de ligagéo de hidrogénio.

Os valores obtidos pelo célculo das atividades das fenotiazinas que ndo entraram na
construgdo do modelo (57, 58 e 59), usando-se a equagéo obtida (34), estdo demonstrados na
tabela 5.7. O modelo obtido gerou valores na mesma ordem observada experimentalmente,
com pequenas diferencas entre os valores, sugerindo que o modelo pode ser utilizado para

prever se um composto € ou ndo ativo contra esta enzima.

Tabela 5.7: Valores de atividade calculados e obtidos experimentalmente, e descritores de
importancia (Dygw, Dhyp € Dan) calculados para os 3 compostos fenotiazinicos escolhidos.

Composto  In(ICs) calc.  In(1Csp) exp. Diww Dnyo  Dan

57 2,15 2,48 40,51 19 1
58 5,28 4,7 31,28 12 2
59 7,35 6,08 27,14 8 3

A partir dos bons resultados obtidos com a metodologia de docking combinada com a
geracdo de descritores para a geracdo de modelos de previsdo de atividade, aplicou-se o
mesmo método aos compostos mesoidnicos (compostos 44 a 56). Foram feitos atracamentos
de maneira semelhante a feita para as fenotiazinas. Como estes compostos ainda ndo possuem
mecanismos conhecidos de inibicdo perante a TR, os atracamentos foram feitos nos sitios da
TSST, FAD e NADPH, nas formas cationica e neutra, para determinar qual a melhor forma de
inibicdo desta enzima por meio de um modelo teérico.

Uma comparagdo entre os escores de aptiddo e o In(ICsp) experimental contra as
formas promastigotas de L. amazonensis demonstra uma melhor correlacdo para o0s
atracamentos no sitio do FAD (R=0,64) do que no sitio da TSST (R=-0,42) e do NADPH
(R=-0,26). A tabela 5.8 demonstra os valores obtidos na forma cationica (a que possui 0s
maiores escores e provavelmente constitui 0 modo mais ativo perante a enzima), para

comparagéo.
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Tabela 5.8: Escores de aptidao calculados para o sitio da TSST, NADPH e FAD, no atracamento dos
compostos mesoidnicos (44 — 56) na forma catidnica.

Composto  Aptiddo (TSST)  Aptiddo (NADPH)  Aptiddo (FAD)

44 40,19 48,08 63,04
45 40,65 43,88 68,01
46 44,21 45,61 61,71
47 43,06 45,12 67,47
48 40,61 47,78 68,41
49 42,61 54,24 69,24
50 41,65 43,82 67,69
51 43,99 49,20 67,90
52 39,43 46,47 66,32
53 44,61 47,92 57,75
54 46,65 45,54 64,22
55 43,35 49,91 67,35
56 44,84 49,81 67,57

Diferentes dos descritores termodindmicos obtidos no modelo de inibicdo da NOS, que
descrevem caracteristicas gerais do processo de interacdo, os descritores gerados a partir das
estruturas obtidas pelo programa Hermes 1.3 (CCDC Ltd.) revelam caracteristicas especificas
de cada serie analisada. Por isso, foi buscada uma nova fungéo de correlagdo a partir dos 20
descritores calculados com o programa Hermes 1.3 (CCDC Ltd.). A melhor correlagéo obtida
entre os descritores calculados (forma catiénica no sitio do FAD), selecionados de forma

tentativa, levou & uma equacdo onde os descritores mais significativos foram (equagéo 35):

IN(1Csp) = C,Dgry +C,Drps +C3Dgpr +C, (35)

onde Dery € 0 escore de aptiddo obtido, Drrs 0 valor do componente torcional da funcdo de
aptiddo, Dopr 0 NnUmero dos doadores de ligacdo hidrogénio da proteina oclusos pelo ligante;
os coeficientes ci-c4 foram obtidos ajustando-se a equagao por correlacdo multipla aos valores
de In(ICs), obtidos experimentalmente perante a forma promastigota do parasito (L.
amazonensis [SILVA et al., 2002]) (equacéo 36):

In(IC,,) = 0,019D,,, +0,395D, ¢ +0,325D,,, +1,050 (36)

A funcédo de aptiddo “Goldscore” [VERDONK et al., 2003] tem um termo para a

energia de vdW proteina-ligante, um termo para a energia de ligagdo hidrogénio proteina-
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ligante, um termo para a energia de vdW interna do ligante e um termo de energia torcional
do ligante. Como o escore de aptid&o foi um dos descritores da correlagdo, todos esses termos
de energia foram incluidos, o que mostra que o volume, a flexibilidade e a capacidade de
fazer ligacdes hidrogénio tiveram papel significativo na interagdo. A estrutura dos compostos
mesoibnicos, uma combinacdo de 4 anéis aromaticos, ligagdes flexiveis e grupos que podem
interagir por meio de ligagBes de hidrogénio explicam a correlagdo com o descritor Dery. O
termo torcional reaparece no descritor Drgs € 0 efeito das ligagcdes de hidrogénio reaparece no
descritor Dopr.

Os valores envolvidos estéo listados na tabela 5.9. Os diversos descritores calculados
para 0s compostos mesoidnicos, em ambos 0s sitios, encontram-se no anexo I. A atividade
calculada pela equagéo acima (36) possui uma boa correlagdo (R=0,87, figura 5.6) com os

dados experimentais, quando utilizados os valores calculados para o sitio do FAD.

Tabela 5.9: Valores experimentais e calculados de In(ICs) e escores de aptiddo para o sitio do FAD,
no atracamento dos compostos mesoidnicos (44 — 56) na forma catidnica; descritores de importancia
para a equacédo 35.

Composto  In(ICsp) exp*  In(ICs) calc  Aptid&o (FAD) D1rs Dopt

44 -0,76 -0,39 63,04 -12,36 7
45 -0,02 1,12 68,01 -12,05 11
46 -1,77 -2,17 61,71 -15,98 6
47 0,00 -0,32 67,47 -13,20 8
48 -0,08 0,27 68,41 -12,59 9
49 0,41 0,61 69,24 -11,76 9
50 3,33 2,20 67,69 -10,14 12
51 -0,14 0,56 67,89 -12,64 10
52 2,03 0,30 66,32 -13,24 10
53 -3,22 -3,01 57,75 -22,03 11
54 0,46 1,08 64,22 -11,16 10
55 -0,73 -0,37 67,35 -12,51 7
56 -0,65 -0,99 67,57 -13,28 6

* formas promastigotas (uM) [SILVA et al., 2002]
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Figura 5.6: In(ICso) experimental X In(ICsy) calculado por correlagdo com descritores gerados
através do atracamento dos mesoibnicos, no sitio do FAD. Gerado com o programa Origin 6.0.

Além dos melhores escores de aptiddo, os compostos mesoidnicos listados na tabela
5.9 se apresentaram todos em posi¢des bastante similares, quando no sitio do FAD, o que ndo
ocorreu em relacdo ao sitio da TSST ou do NADPH. Nestes Ultimos, 0os compostos
apresentaram-se de forma extremamente variada, cada qual em uma orientacdo diferente,
realizando interagBes sem um padréo definido. Em relagdo ao sitio do FAD, como mostra a
figura 5.7, os compostos ficaram atracados em posi¢des quase idénticas: todos os anéis

aromaticos ficaram voltados para 0s mesmos sitios, 0 que mostra as mesmas interacoes de

importancia para esses compostos, possuindo um padréo de atracamento.

O 44
M 45
W 46
147
I 48
] 49
O 50
I 51
CIs2
M 53
(Y1
Oss
56

Legenda

Figura 5.7: A esquerda, mesoi6nicos (compostos em verde) sobrepostos ao sitio do FAD. A molécula
de FAD encontra-se em amarelo, para comparacdo. A direita, representacdo da maneira como 0s
mesoibnicos se encontram atracados ao sitio do FAD, com legenda para a representagdo dos
compostos. Imagens geradas no programa Hermes 1.3.
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Por possuirem um modo de atracamento extremamente similar, todos 0os mesoi6nicos
demonstram praticamente as mesmas interacfes, sendo estas hidrofébicas em sua maioria.
Algumas interagbes entre dipolos ocorrem quando possiveis, pois sdo dependentes do
substituinte presente na estrutura (vide item 4.4.3, tabela 4.4) — estas ndo estdo presentes no
caso dos compostos 44 e 45, por possuir como substituintes X o H e CHg, respectivamente.
No entanto, a auséncia destas interagdes ndo fez com que 0S compostos apresentassem 0S
menores valores de aptiddo encontrados, pois como dito anteriormente, as interagdes sdo em
sua maioria hidrofobicas. O composto 45 possui 0 3° maior valor de aptiddo encontrado. Os
residuos responsaveis por estas interagdes sdo Gly14, Serl5, Lys61, 11e200, Glu203, Leu334 e
Thr335. Outros residuos contribuem com interaces hidrofobicas, porém de forma mais
variada (com interagdes mais intensas ou fracas, dependendo da estrutura do composto em
questdo). Na figura 5.8 as interagcOes presentes em praticamente todos 0S compostos estdo

demonstradas de forma esquematica.

11200
Leu334 @] O Lys61

HOH
0
0
H—c~H
Glu203
7N e
Thr33as

0
H
X N/é Gly14

Figura 5.8: Demonstragdo das principais interacGes entre 0s mesoidnicos atracados e 0s residuos
presentes no sitio do FAD. As interacGes demonstradas com o substituinte Y ocorrem para 0s
compostos que possuem grupamentos polares nesta posi¢do; caso 0 composto possua 0 grupamento
polar na posicdo X, estas interacfes ocorrem com este substituinte (vide item 4.4.3, tabela 4.4).
Imagem gerada no programa MDL Isis Draw 2.5.
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Em relacdo aos compostos amidinicos (compostos 9 a 23), foram obtidas véarias
conformacOes atracadas, com o célculo dos respectivos descritores. Tais descritores
encontram-se no anexo J. Foi atracada tanto a forma neutra quanto a cationica das estruturas

em questdo, com os maiores escores de aptiddo demonstrados na tabela 5.10.

Tabela 5.10: Maiores escores de aptiddo encontrados para as amidinas no sitio da TSST, NADPH e
FAD, nas formas neutra (neut.) e catidnica (cat.) , respectivamente.

Aptiddo  Aptiddo  Aptiddo  Aptiddo  Aptiddo  Aptidao

Composto ~ TSST TSST NADPH NADPH FAD FAD

(neut.) (cat.) (neut.) (cat.) (neut.) (cat.)

9 35,84 -17,11 38,64 -22,44 48,28 -59,12
10 36,46 -15,07 38,50 -7,42 50,90 -23,46
11 35,82 -21,92 37,34 -15,68 53,12 -56,03
12 39,99 -25,26 47,41 -19,59 53,55 -32,85
13 33,34 -43,95 36,33 -37,50 47,86 -55,09

14 35,75 -11,99 36,96 -9,34 51,19 -0,84
15 34,16 -11,26 40,30 -10,25 52,09 -48,74
16 35,79 15,76 39,38 -26,49 58,23 -43,66
17 38,88 -28,28 37,32 -25,89 22,66 -38,67
18 33,45 -20,57 40,50 -15,86 49,77 -114,56
19 35,99 -23,56 39,66 -92,36 52,17 -110,72
20 33,83 -92,75 36,11 21,73 49,38 -23,76
21 37,62 -85,86 31,92 -83,49 51,25 -113,45
22 33,97 -59,48 41,95 -55,76 49,76 -98,51
23 30,05 -39,48 36,53 -30,26 44,58 -60,67

Conforme demonstrado na tabela anterior, estes compostos geraram, em sua forma
cationica, alguns escores de aptiddo com valores negativos, fato este que faria com que o
atracamento destas estruturas ndo ocorresse, ja que o escore de aptiddo é o negativo da soma
dos termos de energia calculados. Mesmo para as formas neutras, o maior escore encontrado
no sitio da TSST foi de 39,99, enquanto para as fenotiazinas foi de 50,23, e para 0s
mesoionicos, de 46,65, mostrando que as interacdes dessas estruturas ndo sdo previstas como
das mais favoraveis. Assim como para 0s compostos anteriores, 0 atracamento ocorre, em
geral, de melhor forma no sitio do FAD, sendo o sitio da TSST o de atracamento mais
desfavoravel. No caso das amidinas, ndo foi encontrado qualquer padrdo de atracamento, nem
mesmo no sitio do FAD, de forma diferente dos mesoidnicos.

Baseado nos valores demonstrados e na falta de padrdo para a complexacdo das

amidinas, pode-se concluir que a forma pela qual elas inibem a TR provavelmente é mais

120



fraca, menos potente que 0s mesoidnicos e fenotiazinas. O sitio mais provavel para a inibicéo,

segundo os resultados obtidos, seria o sitio do FAD.

5.2.3. Modelo TR 11

Conforme descrito anteriormente, foram criados complexos dos compostos
fenotiazinicos a partir das conformagBes de maiores escores de aptiddo, para aplicacdo da
metodologia semi-empirica, semelhante ao procedimento desenvolvido para a NOS e o0s
compostos pterinicos/amidinicos. Porém, como no caso das fenotiazinas estes complexos
foram obtidos a partir do atracamento destes compostos no sitio da TSST, que conforme dito
anteriormente possui um grande sitio ativo, cada um dos 20 compostos interagiu de uma
forma diferente com o sitio, fazendo com que os residuos presentes em cada complexo néo
sejam exatamente 0s mesmos (0s residuos, assim como sua quantidade, moléculas de dgua do
complexo e sua carga total estdo presentes no anexo K). Por tal motivo, ndo foi utilizado um
Unico valor para o sitio ativo vazio (4Hs,), como no caso das pterinas e amidinas complexadas
com a NOS. Para cada complexo, retirou-se a respectiva fenotiazina atracada e calculou-se o
valor de AHg,, utilizando a mesma metodologia para os céalculos semi-empiricos anteriores. A

equagéo gerada a partir dos valores de AGsolv, AHint € Nir das fenotiazinas foi:

—4,28x10°AG2,, —7,57x10° AH

solv

In(IC,,) = -0,15AG +6,61x10°N,, +4,33 (37)

solv int

Com esta equacdo, foram obtidos os valores calculados de In(ICsp) listados na tabela
5.11, a seguir. Como pode ser visto, os valores de In(ICso) ndo sdo sempre tdo bem previstos
pela equacdo 37 como pelas equagdes anteriores, fazendo com que a correlagéo entre valores

experimentais e calculados seja apenas razoavel (R=0,78) (figura 5.9).
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Tabela 5.11: Valores calculados para os compostos fenatiazinicos, no sitio da TSST.

Cmp AHliga AHcpxa AHsaa AHinta AGsoIva NLR In(ICSO) In(ICSO)

exp. calc.
24 46,69 -1388,19  -1425,33 -9,55 -8,18 2 3,57 5,48
25 7,73 -1603,27  -1593,75  -17,25  -10,58 2 5,88 571
26 -33,80  -1606,64 -1556,77  -16,07  -17,01 1 8,27 5,84
27 19,24 -1419,18  -1434,23 -4,19 -16,93 1 6,13 5,75
28 76,73 -1447,41  -149559  -2855  -11,96 2 6,89 5,87
29 -102,22  -1351,08 -1406,43 157,57 -8,51 2 4,28 4,24
30 -71,29  -1307,52 -1235,79 -0,44 -15,99 3 7,3 5,85
31 32,15 -1289,50 -1312,02 -9,63 -7,10 0 5,53 5,26
32 70,46 -1188,64 -1310,24 51,14 -11,85 1 5,73 5,19
33 5,51 -1459,43  -1443,70 -21,24  -11,13 3 5,16 5,84
34 21,78 -1614,11 -1607,46  -28,43  -16,26 2 4,34 5,99
35 -16,19  -1459,28 -1419,91 -23,18  -11,67 1 7,94 5,75
36 -58,24  -1335,29 -1277,41 0,36 -11,58 1 3,89 5,57
37 231,61 -1526,39 -1623,41 -13459  -49,33 2 2,08 2,51
38 221,68 -1329,59 -1431,77 -1195 -52,90 3 -0,25 1,43
39 231,71  -148351 -1581,33 -133,89 -58,11 4 2,88 -0,09
40 212,02  -1517,73 -1634,98 -94,77  -47,71 3 1,36 2,69
41 155,03  -1324,13 -1319,86 -159,3  -51,30 3 1,69 2,20
42 31,05 -1551,65 -1444,46 -138,24  -49,38 2 2,3 2,52
43 56,51 -930,28  -1059,82 73,03 -6,09 1 3,33 4,60

2 Valores em kcal/mol.

In (IC,,) calculado

0+ Ajuste Linear
R=0,78 SD=1,17
-1 T T T T T T T T T

0 2 4 6 8

In (IC, ) experimental

Figura 5.9: In(ICsp) experimental X In(ICsp) calculado a partir do modelo TR Il para as fenotiazinas,
no sitio da TSST. Gerado com o programa Origin 6.0.

As maiores discrepancias entre valores demonstrados na tabela anterior envolvem duas

estruturas carregadas, 39 e 40. Isso sugere que pode ser dificil obter uma Unica equagdo de
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previsdo da atividade a partir dos pardmetros calculados para séries de compostos que
contenham estruturas neutras e carregadas juntas. Deve-se lembrar que o termo em AGs da
equacdo 28 (item 4.2.13) foi eliminado pela suposi¢do de que todos os complexos enzima-
inibidor teriam comportamentos semelhantes no que diz respeito a passagem entre a fase
aquosa e a fase gasosa, mas isso ndo deve ser completamente verdadeiro para a série das
fenotiazinas, algumas neutras e outras carregadas.

Os mesmos procedimentos foram feitos para 0s compostos mesoiénicos, porém em
relacdo ao sitio do FAD, pois seu atracamento foi muito melhor neste sitio, conforme
demonstrado no item 5.2.2. Os complexos foram obtidos da mesma forma descrita, ou seja,
através das conformagdes obtidas com maiores escores de aptiddo. Porém, em relacdo ao
mesoibnicos, temos valores experimentais obtidos frente as formas promastigotas e
amastigotas de Leishmania, e em duas formas possiveis, neutra e catibnica. Sendo assim,
foram realizados célculos semi-empiricos nas duas formas citadas (neutra e catidnica), e 0s
valores de In(1Cs) foram calculados com base nos valores obtidos experimentalmente frente
as duas formas evolutivas do parasito. Estes valores, em relagcdo as formas catidnicas, sao

representados pela equacdo 38 e 39, frente as formas promastigotas e amastigotas,

respectivamente:
In(IC,,) = —3,63AG —3,7x10°AG® ~6x10°AH, , — 211N, — 78,45 (38)
In(IC,,) =9,57AG + 0,12AG? + 2x10°AH, , —0,22N, , +1,96 x10? (39)

Caso as formas dos compostos mesoidnicos sejam as neutras, temos as equagoes 40 e

41, frente as formas promastigotas e amastigotas, respectivamente:
In(1C,,) =—1,45AG — 7x10°AG? + 4,85x10*AH,_ —3,38N ; — 4,45 (40)
In(IC,) =—0,07AG +8x10°AG* +3x10°AH,  —0,404N , + 3,47 (412)
Os valores resultantes destes calculos estdo demonstrados nas tabelas 5.12 e 5.13.
Diferentemente das fenotiazinas, estes se encontram atracados no sitio do FAD da mesma

forma (figura 5.7), tanto para as estruturas neutras como para as cationicas. Com isto, apenas

foi preciso usar um Unico sitio vazio.
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Tabela 5.12: Valores calculados para os mesoifnicos, no estado catiénico, no sitio do FAD, com
valores dos coeficientes c;-cs calculados com base nos valores de ICsy das formas promastigotas
[In(ICso) calc. pr.] e amastigotas [In(ICso) calc. am.].

Cmp. 4H;} AH .’ AHi®® 4Gy Nig  In(1Cs) calc. pr.  In(ICs) calc. am.

=

44 310,43 -1919,33 -12,20 -36,96 3 -1,09 6,40
45 301,79  -1967,99 -52,22 -36,79 3 -0,99 6,44
46 273,20 -1876,23 68,12 -38,35 4 -2,51 5,61
47 307,58 -1883,82 26,16 -43,34 4 0,78 6,68
48 296,95 -1975,42 -27,82 -38,38 3 0,20 5,62
49 304,99 -1935,45 -22,88 -38,49 3 0,26 5,59
50 349,96 -1891,64 -24,04 -41,65 3 2,37 5,74
51 320,50 -1878,71 18,35 -39,15 3 0,51 5,51
52 266,48 -1977,09 -26,01 -41,66 4 0,28 5,52
53 271,94 -2066,45 -120,84 -37,84 4 -1,79 5,45
54 308,92 -1819,52 89,11 -44,63 4 0,88 8,08
55 305,63 -1774,18 137,74 -38,81 3 -0,46 5,82
56 320,73  -1891,05 5,78 -39,36 3 0,74 5,45

avalores em kcal/mol. P AH,, = -2217,56 kcal/mol

Tabela 5.13: Valores calculados para os mesoidnicos, no estado neutro, no sitio do FAD, com valores
dos coeficientes ¢c;-cs calculados com base nos valores de ICs, das formas promastigotas [In(ICs) calc.
pr.] e amastigotas [In(ICsp) calc. am.].

Cmp. AH; AHy’ AH,* 4Gy  Nig  In(ICs) calc. pr.  In(1Csp) calc. am.

=

44 181,94 -2045,40 -9,79 -10,34 3 -0,36 3,81
45 173,56 -2101,83 -57,83 -10,41 3 -0,29 3,68
46 144,96 -2014,66 57,93 -11,92 4 -1,65 3,99
47 174,36 -2030,77 12,43 -12,41 4 -1,05 3,99
48 139,49 -2108,58 -30,52 -9,85 3 -1,01 3,63
49 175,42 -2067,30 -25,16 -10,50 3 -0,15 3,79
50 218,28 -2048,01 -48,73 -11,65 3 1,33 4,01
51 190,60 -2014,78 12,18 -11,11 3 0,66 4,06
52 137,86 -2116,32 -36,62 -15,11 4 2,33 4,63
53 144,68 -2195,58 -122,71 -12,14 4 -1,46 3,51
54 174,27 -1960,44 82,84 -12,68 4 -0,67 4,28
55 176,23 -1888,51 152,81 -10,78 3 0,29 4,40
56 190,73 -2021,11 5,72 -11,21 3 0,79 4,07

avalores em kcal/mol. P AH,, = -2217,56 kcal/mol

Conforme demonstrado, os valores calculados de In(ICsp) sdo muito diferentes entre as
formas promastigotas e amastigotas, sendo melhores (ou seja, menores) para as formas
promastigotas, indicando os compostos como mais ativos contra estas formas evolutivas. Este
dado encontra-se de acordo com os dados experimentais, pois conforme citado anteriormente,
tais compostos sdo realmente mais ativos perante as formas promastigotas. Na tabela 5.14 s&o

comparados os valores experimentais com os valores calculados.
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Tabela 5.14: Comparacdo dos valores de In(ICs) dos compostos mesoidnicos calculados (calc.) e
experimentais (exp.) contra L. amazonensis, nas formas amastigota (am.) e promastigota (pr.), e
valores calculados nos estados catidnico (cat.) e neutro (neut.).

Cmp

In(ICs) exp.  IN(1Csp) calc.  In(ICsp) calc.  In(ICsp) exp.  In(ICsp) calc.  In(ICsy) calc.

am. am. cat. am. neut. pr. pr. cat. pr. neut.
44 4,65 6,40 3,81 -0,76 -1,09 -0,36
45 5,66 6,44 3,68 -0,02 -0,99 -0,29
46 3,18 5,61 3,99 -1,77 -2,51 -1,65
47 3,97 6,68 3,99 0 0,78 -1,05
48 1,68 5,62 3,63 -0,08 0,20 -1,01
49 5,23 5,59 3,79 0,41 0,26 -0,15
50 4,38 5,74 4,01 3,33 2,37 1,33
51 3,50 5,51 4,06 -0,14 0,51 0,66
52 4,73 5,52 4,63 2,03 0,28 2,33
53 3,74 5,45 3,51 -3,22 -1,79 -1,46
54 5,27 8,08 4,28 0,46 0,88 -0,67
55 5,18 5,82 4,40 -0,73 -0,46 0,29
56 1,70 5,45 4,07 -0,65 0,74 0,79

Frente a esses valores, obtidos de formas variadas, foi feita uma comparagdo por

regressao linear das 4 situagdes aqui existentes, demonstradas a seguir:

Quando os valores calculados de In(ICsp) s&o comparados aos valores experimentais
obtidos perante formas promastigotas, frente aos mesoibnicos em sua forma cationica
(equacéo 38), temos R=0,80.

Quando os valores calculados de In(ICsp) sdo comparados aos valores experimentais
obtidos perante formas amastigotas, frente aos mesoionicos em sua forma catibnica
(equacéo 39), temos R=0,46.

Quando os valores calculados de In(ICsp) s&o comparados aos valores experimentais
obtidos perante formas promastigotas, frente aos mesoionicos em sua forma neutra
(equacéo 40), temos R=0,72.

Quando os valores calculados de In(ICsp) s&o comparados aos valores experimentais
obtidos perante formas amastigotas, frente aos mesoiénicos em sua forma neutra (equagéo
41), temos R=0,25.

Na figura 5.10 a seguir, demonstram-se os graficos referentes as regressdes lineares

apresentadas. O modelo possui boa correlacdo quando valores de ICso referentes as formas

promastigotas séo utilizados (R=0,72 e 0,80), mas 0 mesmo n&o pode ser considerado para as

formas amastigotas.
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Figura 5.10: In(ICso) experimental X In(1Cs) calculado, para: [A] mesoibnicos neutros e formas amastigotas; [B] mesoidnicos catibnicos e formas
amastigotas; [C] mesoidnicos neutros e formas promastigotas; [D] mesoiénicos catidnicos e formas promastigotas. Gerados com o programa Origin 6.0.
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5.2.4. Modelo tridimensional a partir da sequéncia priméaria da TR de L. amazonensis

O alinhamento feito entre a TR de L. amazonensis e as outras TRs [CASTRO-PINTO
et al., 2008] apontou a sequéncia de aminodcidos pertencente aos sitios ativos do FAD,
NADPH e TSST de todas as TRs reportadas até 2008, incluindo dados de projetos gendmicos

disponiveis [http://www.sanger.ac.uk]. A figura 5.11 demonstra este alinhamento, com

destaque para as sequéncias dos sitios ativos do FAD e TSST de L. amazonensis e T. cruzi,
para comparacdo dos modelos desenvolvidos com a estrutura proveniente de T. cruzi (1BZL
[BOND et al., 1999]).

O sitio ativo correspondente & TSST é igual para ambos os tripanossomatideos,
demonstrando que ndo seria necessaria qualquer corre¢cdo ao modelo aplicado — este se diz
adequado para o estudo frente & L. amazonensis e T. cruzi, ao menos no que diz respeito aos
aminodcidos pertencentes ao sitio ativo.

O sitio do FAD, por sua vez, apresenta algumas modificacbes — dos 22 aminoacidos
apontados como pertencentes ao sitio flavinico, apenas 5 (22,7%) séo diferentes, quando tal
sequéncia é comparada com outras 9, pertencentes a 8 outros organismos (L. donovani, L.
infantum, L. major Friendlin, L. braziliensis, C. fasciculata, T. cruzi, T. congolense e T.
brucei, figura 5.11). As modifica¢Oes, no entanto, ndo alteram as caracteristicas do sitio — as
substitui¢des sdo todas entre aminoacidos que possuem semelhancas de polaridade e acidez
entre si. Porém, é necessério investigar as semelhancas quanto & estrutura tridimensional da
enzima, pois ainda que os sitios tenham praticamente 0os mesmos aminoacidos, diferencas que
podem surgir no enovelamento (“folding”) das enzimas dos tripanossomatideos resultantes de
diferencas de aminoacidos em outras partes da estrutura podem fazer com que os sitios
envolvidos sejam diferentes, o que mudaré as interacBes dos compostos em estudo com a

enzima.
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REELCPNWETLIAAKNKVVHNEINES YESMFADTEGLE FHMGF GALODAHT - - VVVRKSEDPHS -DVLETLLOTE-YILIATGEWET
REELCPHWETLIAAKNKVVNEIYES YK EMFADTEGLE FHMGEF GAINT LTRWWCASRKTHTAT CWD PRHGLHPFHCHELLADAPRS -
REELCPNWETLIAAKNKVVHNEINES YESMFADTEGLE FHMGF GALODAHT - - VVVRKSEDPHS -DVLETLLOTE-YILIATGEWET
REELCPNWETLIAAKNKVVHNGINES YK EMFADTEGLSE FHMGE GALODAHT - - VLVRKSEDFNS -DVLETLDTE-Y ILIATGSWET
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HADPH-binding sits
RLEVPEDEFCITSNEAFYLEDAPFRMLCVEGEYIAVEFAC IFNCYEPCCOYVDLCYREDLILEGFOTEVREES LTEQLGANCIRVE
----PRREVLHHEQRCSFYLEDAPERMLCVEGCY IAVEFAC IFNCY EPOCSYVDLCYRGDLILRCSFOT EVRES LTEQLGANGIRVE
RLEVPEDEFCITSNEAFRYLEDAPFRML CVEGEYIAVEFAS IFNSYEPCCGYVDLCYRGDLILRGFDTEVRES LTEOLGANGIRVE
RLEVPEDEFCITSNEAFYLEDAPFRMLCVGEEEYIAVEFAS IFNGYFPREGYVDLCYRGDLILRGFDTEVRES LTEQLGANGIRVE
RLEIPCDELCITENEAFYLEDAPFRTLCVEGGYIAVEFAS IFNSYEPRCCGIVDLCYRGDVILREGFDLEVREES LTEQLEANCT QOWER
RLEIPCDELCITSNEAFRYLDEAPFRALCVEGEGHISVEFAS IFNAYEPPDGOVDLCYRGEVILRGFDLEVRES LMEQLEANGIKIR
HLGIEGDDLCITSNEAFYLDEAPFRALCVEGEYIS IEFAG IFNAYFARCCOVDLAYRGDMILRGFDS ELRKQLTECQLEANGINVE
MEPNIPCIEHCISSNEAFRYLPEPPRRVLTVEGEFISVEFAG IFNAYEPFDGOVTLCYRGEMILRGFDHT LREELTEOLTANGIQIL
MLEIPCIEHCISSNEAFYLEEPPRRVLTVEGEFISVEFAG IFNAY FEVESEVTLCYRNNP ILRGFDYTLIRQELTEQLVANGIDIM
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LTPVAINECA-AFVDTVFANKP RATDHTEV ACAVESIPEMGV COY VEED ARKKY DOVAVYES S FTPLMHNIS GETYEEFMVR IVT
LTEVAINEAA-ALVDTIF:TTPRETOHTRVAS AVFSIPPIGTCGLIEEVASKRYEVVAVYLE S FTPLMHEVE GEKYETEFVAKIIT
LTPVAINECA-SVVDTIFRCEKPRETOHTRVAS AVFSIPPIGT CGLTEEEARK SFEFVAVYLE CFTPLMHNIS GEKYEEFVAKIIT
LTEVAINECA-ALVDTVECNFPREFTOHTRVAS AVFSIPP IGT CGLIEEVAAKEFEKVAVYME S FTPLMHANIS GEKYEEFVAKIVT
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NESHGEVLEVHMLEDSAPE I IQSVEICMEMGAK I SDFHST IGVHPTEAEELZ SMRTEAYFYESGFRVEEKLSSNL
HESHGEVLGVHMLGDSAPE I IQSVEICMOMGAK I SCFHS T IGVHP TS AEELC EMRTEPAYFYES GFRVEKLSSNL
NESNGEVLEVHMLGDSAFE I IQSVGICMEMGAKISDFHET IGVHPTEAEELC SMRTEAYFYESGFRVEKLEENL
DOPEGEVLEVHMLEDSAPE I IQSVEGICMEMGAK I SDEFHNT IGVHPTEAEELC SMRTEAY FYENGFRVEEKLSSNL
NESDGEVLEVHMLZESAPE I IQSVEICMEMGAK I SDFHNT IGVHPTEAEELZ SMEAPAYFYENGFRVEELSSKLG
KEFDGEVLEVHMLCDSAPE I IQEVEICMEMGAKI SDFHE T IGVHPTE AEELC SMRTEAY FYENGFRVEKLECNL
NHADGEVLEGVHMLEDSSPEI IQSVAICLEMGAKI SDFYNT IGVHPTEAEELZ SMRTEAY FYQEGFRVEKIDSNL
MHSDETVLGVHLLGDNAPE I IQGVEICLELNAKISDFYNT IGVHP TS AEELC EMRTE SY YYVEGEFMEKPSEASL
DHEDETVVEVHLLEDSSFE I IQAVCGICMELNAKI SDFYNT IGVHPTEAEELZ SMETEPSHY Y IKGEFMETLEPDS 8L
HHSDETVLGVHLLGDGAPE I IQAVEVC LR LNAK I SDFYNT IGVHP TS AEELC EMRTESY YYLEGEFMETLEES SL
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Figura 5.11: Alinhamento de sequéncias conhecidas de TR: cadeia de L. donovani (DON) e (Dd8), L.
infantum (INF), L. major Friendlin (MAJ), L. amazonensis (AMA,; este trabalho), ... (continua)
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...(continuacdo) L. braziliensis (BRA), C. fasciculata (FAS), T. cruzi (CRU), T. congolense (CON) e
T. brucei (BRU). Os residuos sombreados indicam os sitios ativos do FAD, NADPH e TSST, como
descrito para a TR de L. donovani [TAYLOR et al., 1994]. Asteriscos indicam identidade, (:) e (.)
indicam substituicbes conservativas e ndo-conservativas, respectivamente. Residuos da sequéncia de
L. amazonensis correspondentes aos primers usados na amplificacdo estdo sublinhados. Sequéncias
consultadas em http://www.sanger.ac.uk. Alinhamento gerado com T-CoVee [NOTREDAME et al.,
2000]. Encontram-se destacadas de vermelho as sequéncias correspondentes aos sitios do FAD e
TSST de L. amazonensis e T. cruzi.

Quanto & estrutura tridimensional gerada por modelagem por homologia, a
sobreposicdo da estrutura do modelo da TR de L. amazonensis sobre a TR de C. fasciculata
resultou em um desvio de minimos quadrados (RMSD) muito baixo para 4tomos de Ca, de
0,07 A. O grafico de Ramachandran [RAMACHANDRAN & SASISKEHARAN, 1968]
mostra apenas 3 residuos, diferentes de glicina, fora das regides favoraveis (figura 5.12). O
“outlier”” mais notavel, Phe45, corresponde a um residuo na TR de C. fasciculata que também
corresponde a um “outlier”, Tyr44. A conformacdo tensionada do residuo Phed5 é
provavelmente decorrente de interacBes simultaneas de seu grupamento NH peptidico com o
grupamento C=0 peptidico do residuo Ala46 (N-O = 3,84 A) e de seu grupamento C=0
peptidico com o grupamento NH peptidico do residuo Gly41 (O-N = 3,00 A).
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Figura 5.12: Gréfico de Ramachandran [RAMACHANDRAN & SASISKEHARAN, 1968]. As setas
vermelhas indicam os outliers citados, diferentes de glicinas. Grafico gerado com o programa Swiss
PDB Viewer.

A comparagdo entre as estruturas tridimensionais das duas enzimas encontra-se na

figura 5.13. Grande semelhanga estrutural pode ser notada.
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Figura 5.13: Comparagdo entre as estruturas tridimensionais das TRs de C. fasciculata e L.
amazonensis, respectivamente. Imagem gerada no programa RasMol 2.7.2.1.1.

O sitio flavinico é quase idéntico entre as duas enzimas: dos 37 residuos alocados a
um raio de 4 A da molécula de FAD na TR de C. fasciculata, apenas 2 residuos (5%), lle9 e
Ile33, ndo sd@o idénticos aos correspondentes na TR de L. amazonensis, onde foram

substituidos por uma leucina (Leul10) e uma valina (VVal34), respectivamente (figura 5.14).

Figura 5.14: Sobreposicdo das estruturas da TR de L. amazonensis (coloracdo ciano) e de C.
fasciculata (padrdo CPK de cores). Os residuos 11e9 e I1e33 (L. amazonensis) estdo sobrepostos aos
residuos Leul0 e Val 34 (C. fasciculata), respectivamente. A molécula de FAD encontra-se destacada
(modelo bastao/bolas). Imagem gerada no programa RasMol 2.7.2.1.1.
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E interessante a comparacio entre o modelo proposto para a TR de L. amazonensis
com outra TR de T. cruzi, co-cristalizada com seu substrato TSST [BOND et al., 1999]. O
RMSD entre a cadeia A da TR de T. cruzi e nosso modelo é de 0,65 A para atomos de Co.
Existem duas moléculas de substrato co-cristalizadas no homodimero da TR de T. cruzi,
interagindo com residuos em ambas as cadeias A e B [ZHANG et al., 1996]. Os residuos
selecionados em um raio de 4 A das duas estruturas co-cristalizadas nio sio exatamente 0s
mesmos e ambos os sitios de ligacdo foram considerados para comparacéo. Analises de todos
os residuos pertencentes a estes dois sitios de ligacéo revelaram que apenas um residuo néo é
0 mesmo entre as enzimas destes dois parasitos: Lys402, que é um residuo asparagina na TR
de L. amazonensis. A cadeia lateral aminica de Lys402 interage de forma fraca com o grupo
carbonila da ligagio peptidica de Cysl (vide figura 2.27, item 2.4.1) (N-O = 3,4 A) na TR de
T. cruzi, mas espera-se que a mesma interagdo ndo exista na TR de L. amazonensis, pois a
cadeia lateral da asparagina é mais curta que a cadeia lateral da lisina (figura 5.15). Os
residuos correspondentes aos aminoacidos Glul9 e Tyrlll, envolvidos em ligacbes de
hidrogénio entre componentes de Glyl e espermidina, e o residuo His461, que forma uma

ligacdo de hidrogénio com Glull, sdo idénticos na TR de L. amazonensis.

Asn402

Figura 5.15: Sobreposicdo das estruturas da TR de L. amazonensis (coloracdo ciano) e de C.
fasciculata (padrdo CPK de cores). Os residuos Asn402 e His461 (L. amazonensis) estdo sobrepostos
aos residuos Lys402 e His461 (C. fasciculata), respectivamente. A molécula de TSST encontra-se
destacada (modelo bast&o/bolas), com distancia de 3,22 A entre a ligagdo C=0 da TSST e o N aminico
da Lys402. Imagem gerada no programa RasMol 2.7.2.1.1.
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Para analisar o efeito da substituicdo de residuos citada acima no sitio ativo da TSST,
foi feito um procedimento de minimizacgéo de energia através de método semi-empirico PM3
[STEWART, 1989a,b] no sitio ativo de L. amazonensis e T. cruzi, ambos contendo a
molécula do substrato (TSST). Na estrutura de energia minimizada resultante da substituicdo
da Lys402 pela Asn (figura 5.16), o grupo carbonil peptidico da Cysl esta na realidade muito
distante para formar uma ligagio de hidrogénio com a cadeia da Asn (N—O = 6.6 A). Foram
observadas tor¢des na cadeia-a (“backbone”) dos grupamentos y-glutamil e cisteinil, que
resultaram na formagdo de uma ligac&o de hidrogénio entre o grupo amino peptidico do Glul
e 0 grupo carbonil peptidico da Cysl (N—O = 3.3 A). Devido as torcbes da cadeia-o. da
TSST, a fracdo espermidina ndo ocupa a mesma posi¢do nas estruturas minimizadas de L.
amazonensis e T. cruzi, mas isso ndo influencia significantemente a orientagcdo do fragmento
Glull—Cysll—Glyll, que é bastante similar na enzima das 2 espécies, como no
posicionamento da ponte dissulfeto formada (figura 5.16). Essas tor¢es foram

provavelmente causadas pela auséncia da outra cadeia do homodimero neste primeiro modelo.

Figura 5.16: Sobreposicdo entre os sitios ativos minimizados (método semi-empirico PM3)
pertinentes a TSST de T. cruzi e L. amazonensis. Cores: C (TR de T. cruzi): verde, C (TR de L.
amazonensis): cinza, C (TSST de T. cruzi): ciano; C (TSST de L. amazonensis): rosa; N: azul, O:
vermelho, S: amarelo. Atomos de hidrogénio foram omitidos. Imagem gerada no programa RasMol
2.7.2.1.1.
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5.2.5. Modelo TR 111

Em razdo da possivel influéncia da auséncia da segunda cadeia do homodimero nas
interacbes com os ligantes, foi construido o segundo modelo tridimensional da TR de L.
amazonensis pela substuigdo direta de amino&cidos na estrutura da TR de T. cruzi.

O atracamento das estruturas dos ligantes foi feito utilizando a mesma metodologia
empregada frente a estrutura proveniente de T. cruzi, descrita anteriormente. Perante 0s
resultados obtidos nos modelos TR | e Il, notou-se grande variabilidade dentre os valores
obtidos pela presenca de estruturas neutras e carregadas, influenciando muito a solvatacgéo
destes compostos. Considerando que 0os mesoidnicos e amidinas possuem a possibilidade de
estruturas cationicas e neutras, tal fator seria de grande influéncia para todos os compostos.
Para verificar a influéncia da solvatacdo perante a TR de L. amazonensis, os célculos foram
feitos neste modelo com e sem a presencga das moléculas de &gua de solvatagdo da estrutura.

Como os resultados anteriores mostraram que as interacbes sdo em geral menos
favoraveis no sitio do NADPH, optou-se por fazer o atracamento no Modelo TR |1l apenas no
sitio de interacdo do TSST e no sitio de interacdo do FAD. Na tabela 5.15, temos os
resultados do atracamento das fenotiazinas no sitio da TSST, na presenca e na auséncia das

moléculas de &gua de solvatacéo.

Tabela 5.15: Comparacdo entre os escores de aptiddo encontrados para o atracamento dos compostos
fenotiazinicos ao sitio da TSST, na TR de L. amazonensis, com e sem moléculas de agua.

Composto  Aptiddo com H,O  Aptiddo sem H,O

24 25,78 36,42
25 28,73 30,70
26 5,42 9,41
27 0,32 4,07
28 26,73 30,62
29 33,47 36,74
30 29,09 45,63
31 37,21 38,93
32 25,02 32,40
33 31,01 38,34
34 30,41 34,29
35 28,38 43,16
36 26,35 40,55
37 24,99 33,89
38 35,31 36,89
39 26,16 38,66
40 24,28 35,31
41 18,94 35,88
42 34,66 31,80
43 1,32 13,19
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A tabela mostra que apenas uma estrutura (42) possui um valor melhor no sitio com as
moléculas de 4gua, mostrando a influéncia da dessolvatacéo da estrutura no atracamento. Os
compostos se atracardo melhor se conseguirem deslocar de forma mais eficaz a camada de
solvatagdo, sendo esta caracteristica extremamente importante para que 0S compostos
apresentem grande atividade frente a esta enzima. Como este sitio tem uma extensa
comunicagdo com o meio onde se encontra a enzima (citossol), € também de estrutura muito
polar, fazendo com que a presenca destas moléculas seja extensa.

A seguir temos a tabela 5.16, demonstrando o atracamento destes mesmos compostos,

porém frente ao sitio do FAD.

Tabela 5.16: Comparacdo entre os valores de aptiddo encontrados para o atracamento dos compostos
fenotiazinicos ao sitio do FAD, perante a TR de L. amazonensis com e sem moléculas de agua.

Composto  Aptiddo com H,O  Aptiddo sem H,O

24 60,65 53,93
25 25,25 50,67
26 25,99 23,12
27 26,25 26,14
28 38,97 42,91
29 55,21 55,57
30 37,07 51,95
31 45,78 58,01
32 29,69 46,36
33 29,72 47,16
34 56,83 53,22
35 39,95 52,30
36 2,58 54,14
37 54,11 57,26
38 41,71 60,48
39 55,79 58,83
40 52,77 56,87
41 61,71 59,60
42 16,69 44,44
43 13,96 21,44

Neste caso, provavelmente existe uma semelhangca entre estes dois atracamentos,
porém com eficécia ligeiramente melhor no sitio sem agua. Parte das estruturas possui melhor
escore para o sitio com &gua, com valores que variam de 2,58 a 61,71, e parte com melhor
escore para o outro sitio sem &gua, variando de 21,44 a 60,48, ou seja, mostram-se similares.
Tal fato pode ser explicado pela baixa presenca de moléculas de dgua no sitio cristalogréafico
do FAD, que justifica a pequena diferenca entre sua auséncia e presenca, pois este ndo possui
muito “espaco” para estas moléculas (sem comunicacdo direta com o meio externo) e com
muitos residuos de caracteristica apolar, pela presenca do anel isoaloxazinico da estrutura do
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FAD. As fenotiazinas demonstraram um padrdo de atracamento muito similar & maneira como

o0 proprio FAD se encontra ancorado a seu sitio, promovendo interacdes também similares.
Em relacdo aos compostos mesoidnicos, estes foram atracados a ambos 0s sitios, assim

como as fenotiazinas, e nas formas cationica e neutra, para comparagdo. Nas tabelas 5.17 e

5.18, temos o resultado do atracamento para o sitio da TSST, nas duas formas citadas.

Tabela 5.17: Comparacdo entre os valores de aptiddo encontrados para o atracamento dos compostos
mesoidnicos catidnicos ao sitio da TSST, na TR de L. amazonensis com e sem moléculas de agua.

Composto  Aptiddo com H,O  Aptidao sem H,O

44 32,23 51,31
45 35,12 52,21
46 36,65 55,83
47 36,69 53,64
48 36,03 53,07
49 35,13 53,12
50 34,36 54,38
51 33,91 53,94
52 35,05 51,29
53 40,20 50,86
54 39,20 53,24
55 35,97 49,64
56 36,21 51,80

Tabela 5.18: Comparacdo entre os valores de aptiddo encontrados para o atracamento dos compostos
mesoidnicos neutros ao sitio da TSST, na TR de L. amazonensis com e sem moléculas de agua.

Composto  Aptiddo com H,O  Aptiddo sem H,O

44 35,66 53,84
45 41,47 57,76
46 38,18 57,77
47 38,56 54,48
48 41,91 53,87
49 37,62 57,72
50 37,37 48,52
51 37,93 57,58
52 40,82 50,44
53 35,60 51,24
54 39,18 52,66
55 36,50 46,39
56 39,84 52,18

Conforme demonstrado acima, todos 0os compostos testados se atracam melhor ao sitio
que ndo possui as moléculas de agua. Uma possivel explicagdo para esta diferenca no

atracamento pode ser o fato de que os compostos mesoinicos, além de bastante volumosos,
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possuem 4 anéis arométicos de conformagdo muito especifica (uma liberdade conformacional
mais limitada), fazendo com que quaisquer grupamentos polares pudessem atrapalhar sua
interacdo com os residuos pertencentes a este sitio. Além deste fato, como dito para as
fenotiazinas, o sitio da TSST possui intensa comunicacdo com o meio externo, fazendo com
que um bom atracamento necessite o deslocamento da camada de solvatacdo do sitio. Os
escores encontrados foram elevados, variando de 49,64 a 55,83 na forma catibnica, e de 46,39
a 57,77 na forma neutra.

Porém, no atracamento realizado em relagdo a estrutura de T. cruzi, foi observado que
tais compostos se ancoram de forma mais adequada ao sitio do FAD. Portanto, nas tabelas
5.19 e 5.20 a seguir, encontram-se 0S escores encontrados para 0 atracamento dos

mesoibnicos catibnicos e neutros, respectivamente, frente a tal sitio.

Tabela 5.19: Comparacdo entre os valores de aptiddo encontrados para o atracamento dos compostos
mesoidnicos catidnicos ao sitio do FAD, na TR de L. amazonensis com e sem moléculas de agua.

Composto  Aptiddo com H,O  Aptidao sem H,O

44 42,07 64,66
45 46,10 69,22
46 45,36 67,77
47 36,61 68,00
48 37,90 66,79
49 42,79 67,74
50 39,67 68,53
51 39,16 68,58
52 41,69 67,63
53 41,87 62,75
54 42,09 67,30
55 45,32 67,89
56 45,62 66,75
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Tabela 5.20: Comparacdo entre os valores de aptiddo encontrados para o atracamento dos compostos
mesoidnicos neutros ao sitio do FAD, na TR de L. amazonensis com e sem moléculas de agua.

Composto  Aptiddo com H,O  Aptidao sem H,O

44 42,97 67,44
45 45,12 71,70
46 38,89 69,56
47 38,60 71,72
48 61,64 70,60
49 39,79 72,01
50 48,87 71,45
51 44,09 71,68
52 49,79 70,93
53 44,57 69,37
54 46,52 71,17
55 42,94 69,78
56 45,37 68,79

Se observados os escores encontrados neste atracamento, vemos que o0s valores
continuam bem mais altos para o sitio do FAD, se comparados ao sitio da TSST,
correspondendo ao encontrado na TR de T. cruzi. Os escores variam de 62,75 a 69,22 para a
forma catibnica, e de 67,44 a 72,01 para a forma neutra, valores bastante superiores aos
encontrados para o sitio da TSST.

O ancoramento nas enzimas de T. cruzi e L. amazonensis é bastante similar, possuindo
valores correspondentes entre si, fato este demonstrado por meio de uma regressdo linear
entre escores obtidos para formas cationicas (R=0,76). Conforme dito anteriormente, a
presenca de moléculas de 4gua em determinados pontos do sitio do FAD impedird com que
interacGes apolares ocorram, principalmente em relacdo a parte do sitio onde se ancora o anel
isoaloxazinico do FAD. Este fato justifica a grande diferenca entre os valores obtidos nos
sitios com e sem moléculas de &gua, e demonstra a grande importancia da solvatacéo desta
estrutura.

Em relagdo as amidinas, foram escontrados resultados similares aqueles encontrados
anteriormente, perante a técnica de atracamento: valores negativos de ajuste, para o sitio da
TSST. Estes compostos realmente parecem ndo se atracar a este sitio. Porém estes resultados
foram encontrados apenas em relagdo aos compostos em seu estado cationico (tabela 5.21) —

compostos neutros ndo apresentaram valores negativos (tabela 5.22).
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Tabela 5.21: Comparacdo entre os valores de aptiddo encontrados para o atracamento dos compostos
amidinicos catidnicos ao sitio da TSST, na TR de L. amazonensis com e sem moléculas de agua.

Composto  Aptiddo com H,O  Aptidao sem H,0O

9 -29,57 -15,19
10 -16,78 -8,45
11 -26,15 -16,65
12 -32,37 -23,94
13 -48,37 -36,92
14 -12,98 -7,13
15 -16,15 -8,77
16 -32,54 -17,88
17 -30,00 -14,04
18 -27,21 -10,19
19 -95,56 -91,58
20 18,72 25,23
21 -89,76 -83,97
22 -61,34 -47,54
23 -39,61 -27,40

Tabela 5.22: Comparacdo entre os valores de aptiddo encontrados para o atracamento dos compostos
amidinicos neutros ao sitio da TSST, na TR de L. amazonensis com e sem moléculas de agua.

Composto  Aptiddo com H,O  Aptiddo sem H,O

9 30,17 38,17
10 30,12 34,93
11 37,93 35,19
12 33,92 35,94
13 31,71 34,22
14 29,63 35,43
15 32,51 35,24
16 29,75 41,40
17 31,23 35,23
18 32,30 36,97
19 25,16 40,85
20 29,43 37,33
21 30,35 40,78
22 30,37 37,48
23 32,02 31,86

Estes resultados estdo de acordo com aqueles encontrados para a enzima NOS, que
também indicam estes compostos neutros como sendo provavelmente os mais ativos contra a
enzima. Definitivamente, para que os compostos amidinicos sejam mais ativos contra ambas
as enzimas, a retirada do sitio de protonacdo podera auxiliar em sua atividade. A interacéo das
amidinas é facilitada pela retirada de moléculas de agua, pois ha menos espago disponivel no
sitio solvatado e pontos de interacdo podem estar sendo ocupados por moléculas de agua.

Além do sitio da TSST, foi realizado o atracamento das amidinas em relacdo ao sitio

do FAD de L. amazonensis, para comparacéo dos resultados obtidos. Os valores encontrados
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variam de —-91,58 a 25,23 para o sitio da TSST, e de —76,86 a 38,73 para o sitio do FAD na
forma cationica (tabela 5.23), demonstrando que apesar de fraca, a interacdo ainda se mostra
melhor para o sitio do FAD, em relagdo aos compostos amidinicos. Em seu estado neutro, 0s
valores de ajuste variam de 30,05 a 39,99 para o sitio da TSST, e de 48,75 a 59,99 para o sitio
do FAD (tabela 5.24). Novamente, os compostos possuem maiores valores de ajuste para as
formas neutras, e quando atracados ao sitio do FAD, assim como para 0s mesoidnicos. Os
mesmos motivos para o melhor atracamento dos mesoidnicos em relacdo a este sitio se
aplicam as amidinas, pois estas estruturas também possuem muitos anéis aromaticos, e o sitio
do FAD possui mais residuos aromaticos e apolares, por estar mais “interior” a estrutura da

proteina.

Tabela 5.23: Comparacdo entre os valores de aptiddo encontrados para o atracamento dos compostos
amidinicos catiénicos ao sitio do FAD, na TR de L. amazonensis com e sem moléculas de agua.

Composto  Aptiddo com H,O  Aptiddo sem H,O

9 -22,93 2,75
10 8,75 0,75
11 -24,32 30,25
12 -28,61 -0,10
13 -51,49 -19,85
14 13,08 10,14
15 -34,29 12,42
16 -37,03 -10,87
17 57,11 -3,04
18 -26,44 4,49

19 114,77 -76,86
20 14,41 38,73
21 -109,62 -60,08
22 -68,17 -31,70
23 -31,91 -15,92
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Tabela 5.24: Comparacdo entre os valores de aptiddo encontrados para o atracamento dos compostos

amidinicos neutros ao sitio do FAD, na TR de L. amazonensis com e sem moléculas de agua.

Composto

Aptiddo com H,O  Aptiddo sem H,0O

9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23

51,31
46,16
52,62
54,47
34,43
50,65
44,75
40,86
32,16
41,95
48,18
46,49
50,39
50,39
43,88

56,43
55,61
54,87
55,07
51,77
54,93
54,38
57,74
48,75
59,99
53,89
54,78
51,11
53,35
52,05
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6. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

6.1. Conclusoes

6.1.1. Enzima NOS

Em relagdo a enzima NOS, foi possivel encontrar uma equagdo para compostos
pterinicos de atividade ja conhecida (equacdo 32), através de descritores de energia livre, que
pudesse prever de forma adequada sua inibi¢do. Foram propostas estruturas de amidinas neste
trabalho (16-23) e suas atividades foram previstas. Algumas das propostas foram previstas
como tdo ativas quanto as anteriores; algumas ja foram sintetizadas e testadas, demonstrando
que sdo realmente ativas frente & L. amazonensis, tendo uma destas estruturas passado
recentemente pelo processo de patenteamento.

Quando aplicada as amidinas, a equagdo 32 indica que estas substancias seriam mais
ativas na forma neutra, que, por possuirem energia de solvatagdo menos favoravel, teriam um
custo energético menor para serem removidas do solvente antes de atravessar as barreiras
membranosas. 1sso sugere que para o desenvolvimento de compostos ainda mais ativos frente
a esta enzima, seu sitio de protonagdo poderia ser substituido por grupamentos que ndo

pudessem ser protonados, como grupos metilénicos.

6.1.2. Enzima TR

O método de atracamento molecular se mostrou adequado para a previsdo da interagéo
dos compostos em estudo com a enzima em questdo. Foi possivel obter correlacdes
significativas para as duas séries de compostos estudados (equagdo 33 para as fenotiazinas e
equacdo 35 para 0s mesoidnicos), entre os dados experimentais e os descritores de interagéo
obtidos pelo método de atracamento. As correlagdes revelam detalhes sobre caracteristicas
estruturais importantes para o processo de interagéo destes compostos.

Alternativamente, foi possivel obter uma correlagdo significativa entre os dados
experimentais da série dos mesoidnicos e descritores de energia livre. Em relacdo as
fenotiazinas, a relagdo obtida pelo método de atracamento molecular apresentou uma
correlacdo com os dados experimentais mais adequada que a equagdo obtida pelo método

semi-empirico (equacao 37).
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Dentre os sitios estudados (TSST, NADPH e FAD), ha uma maior probabilidade de
interacdo das fenotiazinas ao sitio da TSST, por possuir melhor correlagdo com os dados
experimentais. Para 0s mesoidnicos, os estudos de docking mostram interagbes mais
favoraveis no sitio do FAD, além de ser possivel obter uma boa correlagdo com os dados de
atividade, caracterizando uma inibicdo alostérica. O sitio do NADPH néo representou uma
boa possibilidade de interacdo para nenhuma das estruturas em estudo, mas por possuir um
atracamento ainda melhor que o sitio da TSST, reforca a inibicdo alostérica colocada, pois as
possibilidades dos mesoidnicos se complexarem ao sitio da TSST (caracterizando uma
inibigdo isostérica) sdo pequenas.

Aplicando-se 0 modelo de energia livre, observou-se as formas catidnicas dos
mesoidnicos sdo previstas como mais ativas do que as formas neutras, indicando que uma
maior atividade seria obtida na forma de sais (cloridratos, por exemplo). Além disso, h4 uma
melhor correlagdo entre os dados de atividade calculados e experimentais. Deve ser
relembrado, contudo, que a forma catidnica, por possuir carga total diferente de zero, pode
também ter uma maior dificuldade de atravessar sistemas membranosos (e de ser
dessolvatada), diminuindo a sua absor¢do. O pH do local onde se encontra a TR do parasito,
portanto, deve ser determinante para a maior ou menor atividade desses compostos.

Em relagdo a interacdo das amidinas frente & TR, nota-se que as formas mais ativas
seriam as formas neutras. Ainda assim, a interagdo das amidinas frente ao sitio do FAD é a
mais satisfatéria, e bastante fraca frente ao sitio da TSST ou NADPH. As modificacdes
propostas para sua estrutura frente a NOS se aplicam de igual forma a TR, pois sua
protonagdo se mostrou ruim para sua adequada interagcdo. Com isto, existe a possibilidade das
amidinas constituirem, frente a TR, pré-farmacos ou inibidores acompetitivos (existem outras
amidinas que constituem pro-farmacos, conforme colocado anteriomente). Mas para
confirmar tal colocacdo, sdo necessarios estudos acerca de seu metabolismo.

Gragas ao sequenciamento da TR de L. amazonensis, foi possivel a obtencdo neste
estudo de estruturas tridimensionais para esta enzima por métodos tedricos, que representam
ferramentas Uteis para o continuo desenvolvimento de novos inibidores desta enzima. Foi
determinado, através do atracamento molecular na presenca e auséncia das moléculas de agua
cristalizadas, que varias moléculas ali presentes, principalmente aquelas que néo se encontram
em interacdo a algum residuo, atrapalham o atracamento dos compostos em estudo. Este
atracamento se faz muito melhor na auséncia destas moléculas, que provavelmente serdo

deslocadas pelos compostos ao se atracarem aos sitios estudados.
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A semelhanga verificada entre as TRs de T. cruzi e L. amazonensis demonstram a
possibilidade da criacdo de compostos ativos contra 0s 2 parasitos. Este fato se aplica a
praticamente todos 0s compostos aqui testados, pois todos se mostraram igualmente ativos
frente as enzimas dos 2 parasitos. Apenas as fenotiazinas se mostraram mais ativas frente ao
T. cruzi, enquanto 0s mesoidnicos e amidinas se mostraram mais ativos frente a L.
amazonensis. Ainda assim, a diferenca de atividade perante estes parasitos é muito pequena, o

que ressalta a possibilidade de serem todos ativos frente aos 2 parasitos.

6.2. Perspectivas

Por serem mais ativos contra formas promastigotas, 0os mesoionicos devem agir
melhor se aplicados aos vetores do parasito — por exemplo, nos locais onde esses insetos poe
seus ovos, como nos solos e locais Umidos que contém matéria organica — e ndo como
farmacos para os hospedeiros vertebrados, visto que nestes Gltimos a forma que se encontra
disseminada é a amastigota.

Com os modelos de inibigdo criados neste trabalho, a atividade de outras substancias
pode ser calculada contra estas enzimas.

Conforme dito acima, modificagbes na estrutura dos mesoidnicos e amidinas podem
ser entdo propostas, para a obtengéo de estruturas ainda mais ativas.

Com a criagdo do modelo estrutural de L. amazonensis, outras substancias podem ser
agora analisadas frente a este parasito.

Esta estrutura pode ainda ser analisada com outros métodos em modelagem, como a
dindmica molecular, para uma otimizacdo de sua estrutura, e consequentemente dos modelos
neste trabalho aplicados.

Novos testes bioquimicos podem ser propostos para a confirmacdo de uma inibicéo
alostérica, como a verificagéo da inibi¢&o pelo sitio do FAD aqui proposta.

Através da proposicao desta inibicéo alostérica, outros sitios da enzima NOS (como o
sitio do grupamento heme, NADPH, FAD etc) podem ser ainda verificados, para a proposigao

de uma inibicdo mais proxima a real.
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8. ANEXOS

A -> Esquema representativo da taxonomia do género Leishmania.

B - Novos casos de leishmaniose tegumentar no Brasil, segundo as Unidades Federadas
(estados), no periodo de 1985 a 2005.

C - Coeficiente de detecgdo de leishmaniose tegumentar por 100.000 habitantes no Brasil,
no periodo de 1987 a 2005.

D -> Densidade de casos de leishmaniose tegumentar no Brasil por municipio, em 2003 e
2004 (acima), e densidade de casos (2004) e circuitos de leishmaniose por municipio, de 2001
a 2003.

E - Casos de leishmaniose tegumentar por municipio no Brasil, em 2003 e 2004 (cada ponto
equivale a 5 casos notificados) — acima; e casos de leishmaniose tegumentar por municipio
em 2004 e circuitos de producdo de leishmaniose tegumentar no periodo de 2001 a 2003.

F = Demonstragdo da matriz que descreve a estrutura 8. Em amarelo, encontra-se destacada a
linha de comando do programa Mopac (Fujitsu Co.); as 2 linhas seguintes dizem respeito a
informacOes diversas. As colunas encontram-se destacadas pela presenca de chaves, que
demonstram seu significado perante a matriz. As referentes as “flags”, se modificadas para 0,
fazem com que os &tomos fiquem fixos; se permanecem com o valor 1, possuem
posicionamento livre, de acordo com a minimizagéo do sistema.

G = Estrutura dos aminodcidos proteinogénicos, notacdo (3 letras e letra Unica) e
caracteristicas estruturais pertinentes.

H (1 - 3) > Descritores simples obtidos apds o atracamento das fenotiazinas na TR, nos
sitios da TSST e FAD.

I (1 - 8) = Descritores simples obtidos apds o atracamento dos mesoidnicos (nos estados
neutro e catidnico) na TR, nos sitios da TSST, NADPH e FAD.

J (1 - 10) - Descritores simples obtidos apds o atracamento das amidinas (nos estados
neutro e catidnico) na TR, nos sitios da TSST, NADPH e FAD.

K => Tabela indicando os residuos presentes no sitio (TSST) onde foram atracadas as
fenotiazinas, para realizacdo de célculo semi-empirico. Estdo indicados ainda a quantidade de
residuos em cada recorte (N° Res.), as moléculas de &gua presentes nos sitios (H,0) e a carga
final de cada sitio.
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ANEXO A - Esquema representativo da taxonomia do género Leishmania [MINISTERIO DA

SAUDE, 2007].
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ANEXO B - Novos casos de leishmaniose tegumentar no Brasil, segundo as Unidades Federadas
(estados), no periodo de 1985 a 2005 [MINISTERIO DA SAUDE, 2007].
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ANEXO D > Densidade de casos de leishmaniose tegumentar no Brasil por municipio, em 2003 e
2004 (acima), e densidade de casos (2004) e circuitos de leishmaniose por municipio, de 2001 a 2003
(abaixo) [MINISTERIO DA SAUDE, 2007].

Fonte:Sinan - 5VS/M5

Densidade casos 2004

g
mEEEEOOO E
sﬂﬁﬂﬂﬂuﬂn E

Fonite: SVS e Fiocruz/Ms
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ANEXO E - Casos de leishmaniose tegumentar por municipio no Brasil, em 2003 e 2004 (cada
ponto equivale a 5 casos notificados) — acima; e casos de leishmaniose tegumentar por municipio em

2004 e circuitos de producdo de leishmaniose tegumentar no periodo de 2001 a 2003 (abaixo)
[MINISTERIO DA SAUDE, 2007].

CAS0S
2003

1 PONTO = 5 CASOS

Fonte: Sinan - SV&M5

[ ] cireuito 2001-2003
E3 1 ponto = 5 casos - 2004

Fonte: SVS e Focruz/Ms
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ANEXO F - Demonstracdo da matriz que descreve a estrutura 8. Em amarelo, encontra-se destacada
a linha de comando do programa Mopac (Fujitsu Co.); as 2 linhas seguintes dizem respeito a
informagdes diversas. As colunas encontram-se destacadas pela presenca de chaves, que demonstram
seu significado perante a matriz. As referentes as “flags”, se modificadas para 0, fazem com que os
atomos fiquem fixos; se permanecem com o valor 1, possuem posicionamento livre, de acordo com a

minimizacdo do sistema.

PM3 MMOK MOZYME CHARGE=-1 T=2D EF NOINTER NOLOG

aminoacidos e aguas a 4A do inibidor 8 (sitio da pterina NO sintase)

Inclui carboxilatos do grupo HEME

N 0.0000000 O 0.000000 O 0.000000 O 0 0 0 0.0000
C 1.4610000 O 0.000000 O 0.000000 O 1 0 0 0.0000
C 1.5394782 O 115.716164 O 0.000000 O 2 1 0 0.0000
0 1.2285947 O 120.581551 O 127.777940 O 3 2 1 0.0000
N 7.1845285 O 126.167118 O 40.649392 O 4 3 2 0.0000
C 1.4559742 O 78.535821 O 67.864216 O 5 4 3 0.0000
C 1.5285804 O 110.585878 O -117.395146 O 6 5 4 0.0000
0 1.2366996 O 121.272293 O 136.137680 O 7 6 5 0.0000
N 1.3299767 O 115.618281 O -43.683200 O 7 6 5 0.0000
C 1.4665436 O 124.095572 O -177.481835 O 9 7 6 0.0000
C 1.5319899 O 113.903634 O -80.671774 O 10 9 7 0.0000
0 1.2276877 O 120.628046 O 179.660839 O 11 10 9 0.0000
N 8.3828799 O 110.686390 O -94.991063 O 12 11 10 0.0000
C 1.4641930 O 108.248266 O 96.834999 O 13 12 11 0.0000
C 1.5273641 O 112.717909 1 144.303701 O 14 13 12 0.0000
0 1.2193412 O 120.327115 O 135.600566 O 15 14 13 0.0000
N 11.4382800 O 89.366393 O -82.638449 O 9 7 6 0.0000
C 1.4544820 O 55.380105 O -127.725334 O 17 9 7 0.0000
C 1.5225285 O 116.289383 O -145.951909 O 18 17 9 0.0000
0 1.2278978 O 120.838723 O 115.469120 O 19 18 17 0.0000
N 7.7278212 O 107.473570 O -111.121810 O 3 2 1 0.0000
C 1.4619104 O 65.320352 O -84.783575 O 21 3 2 0.0000
C 1.5232416 O 115.191199 O -170.234299 O 22 21 3 0.0000
0 1.2358321 O 120.279254 O 149.966907 O 23 22 21 0.0000
N 1.3417858 O 116.659407 O -30.591175 O 23 22 21 0.0000
C 1.4651515 O 122.616954 O 179.974377 O 25 23 22 0.0000
C 1.5307482 O 113.496082 O -91.488785 O 26 25 23 0.0000
0 1.2381377 O 120.770227 O 150.418302 O 27 26 25 0.0000
C 5.2365391 O 128.553059 O 58.291090 O 28 27 26 0.0000
C 5.3533512 O 109.219664 O 15.822479 O 29 28 27 0.0000
C 1.5504032 1 109.832197 1 -120.626885 1 2 1 3 0.0000
C 1.4721090 1 113.939052 1 -160.672728 1 31 2 1 0.0000
C 1.3859571 1 126.069091 1 89.582714 1 32 31 2 0.0000
C 1.4375705 1 125.854101 1 -95.218659 1 32 31 2 0.0000
N 1.4044034 1 108.703578 1 176.218281 1 33 32 31 0.0000
C 1.4069762 1 108.639333 1 -1.260769 1 35 33 32 0.0000
C 1.4031244 1 133.295453 1 3.831247 1 34 32 31 0.0000
C 1.4031001 1 130.680401 1 -177.702231 1 36 35 33 0.0000
C 1.3781277 1 118.439041 1 -178.390016 1 37 34 32 0.0000
C 1.3773504 1 117.271378 1 -179.429289 1 38 36 35 0.0000
C 1.5512608 1 110.358180 1 120.123966 1 6 5 4 0.0000
C 1.4917500 1 115.642680 1 -178.541168 1 41 6 5 0.0000
C 1.3947720 1 120.589328 1 62.646931 1 42 41 6 0.0000
C 1.3971163 1 120.037557 1 -120.403917 1 42 41 6 0.0000
C 1.3910622 1 120.419240 1 178.599993 1 43 42 41 0.0000
C 1.3903359 1 120.143648 1 -177.454534 1 44 42 41 0.0000
C 1.3906294 1 120.024834 1 -1.654102 1 45 43 42 0.0000
C 1.5413218 1 110.873761 1 155.278459 1 10 9 7 0.0000
C 1.4775321 1 112.582836 1 -51.234737 1 48 10 9 0.0000
N 1.4063687 1 125.372938 1 -72.712749 1 49 48 10 0.0000
C 1.3919264 1 128.688473 1 107.956312 1 49 48 10 0.0000
C 1.3884293 1 108.347807 1 179.578208 1 50 49 48 0.0000
N 1.3536451 1 108.349130 1 0.957441 1 52 50 49 0.0000

Tamanho flag Anguloda flag Angulodiedro flag .

da ligacdo ligacio (torciio) Continua...
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1.5544314
1.5228293
1.5206150
1.5498987
1.5159037
1.5252901
1.4820206
1.4271237
1.3383083
1.4141814
1.5427767
1.5448113
1.4783078
1.3792886
1.4480235
1.4146975
1.4158651
1.4012833
1.4035298
1.3805959
1.3817594
2.7637572
2.7183824
2.7726790
2.7969959
2.8334832
1.5134418
1.5239035
1.2866278
1.2490813
1.5085510
1.5555057
1.2533016
1.2581375
3.6467461
1.3665789
1.3771808
1.4072310
1.4175930
2.5114050
1.4994729
1.5088714
1.2906130
1.3724646
1.3863914
1.5441114
0.9987742
0.9989770
1.1193212
1.1003104
0.9971855
1.0010025
1.1223462
0.9989760
1.1253395
1.1003590
1.0042052
0.9999990
1.1274706
1.1011862
1.0028589
0.9992882
1.1209326

Tamanho
da ligacédo

RPRRPRRPRPRPRPRERRPRRERRRPRREPRRRPRRPRPRREPRPRREPRRERPRRPRREPRRERPRRERRERRBRRREPRRERRRPRRREPRRERERRRERRRPRRERER

——Y

flag

115.529348
109.995560
112.814979
112.038366
113.687878
115.530843
118.170227
122.708316
123.924078
116.333145
111.097133
109.346527
115.008744
129.703472
122.573255
109.185461
107.364122
133.018425
121.741015
118.562660
117.329472
129.189244
108.290709
119.568091
135.460564
121.530016
136.063139
115.574871
122.976940
121.411882
112.247741
110.634712
118.924891
118.571455

97.463904

75.716408
118.871484
122.654200
120.047888
146.440017
140.984805
111.515668
124.285034
116.047573
123.738012
109.145756
109.354150
110.203364
106.185040
118.284679

32.265352
130.108595
110.086008
120.475481
107.184571
118.867630

15.554807

95.303303
103.559520
118.256840

66.916646
159.332654
105.173962

Angulo da
ligacdo

RPRPRRRRPRRRPPRPRRRRERRRPRRRPRRRPRRPRRRRRRPRRRRPRRPRRRPRRRPRPRRRRRERRRRRPRRRERRERRRRRRPRRERRRRRR

——

flag

20.959155
-165.919368
-43.702206
94.451298
-67.837565
-83.171989
-43.689224
-48.719565
-8.955629
169.606029
71.866947
150.868843
-68.188268
38.589314
-142.458378
176.885985
179.281105
-1.678170
-178.244770
-179.314226
-2.797065
-5.528133
-166.421534
-51.726914
4.668525
156.158438
-120.232947
30.155399
-18.955249
163.001430
-146.523352
112.050401
101.718470
-78.510722
-49.342410
-26.068577
-75.766917
106.985670
4.797497
-3.970483
38.483059
-52.935833
23.498645
87.834245
-85.255112
-172.576093
-178.479768
61.384663
121.146576
-54.314345
-125.083885
176.969987
0.761257
-2.247922
36.595092
0.187524
0.178994
-149.445103
-97.032873
-45.694664
7.006712
-76.513636
-24.285438

-{:,4,4,4,4,4,4,4,4,4,4,4,4,4,4,4,4,4,4,4,4,4,4,4,A,A,A,4,4,4,4,4,4,4,4,4,4,4,4,4,4,4,4,4,4,4,4,4,4,4,4,4,4,4,4,4,4,4,4,4,4,4,4 [

Angulo diedro flag

(torgao)

0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000

Continua...
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1.1013306 1 118.309295 1 -65.248107 1 19 18 17 0.0000
0.9981388 1 46.478208 1 116.571149 1 21 3 2 0.0000
1.0000110 1 110.397816 1 19.663739 1 21 3 2 0.0000
1.1277061 1 108.816011 1 -48.114209 1 22 21 3 0.0000
0.9966695 1 121.332062 1 0.460065 1 25 23 22 0.0000
1.1240658 1 108.183860 1 31.556755 1 26 25 23 0.0000
1.0996222 1 119.162721 1 -30.577409 1 27 26 25 0.0000
1.0974215 1 107.917001 1 88.535488 1 29 28 27 0.0000
1.0986815 1 34.688503 1 -176.402372 1 29 28 27 0.0000
1.0990837 1 74.412493 1 -15.094297 1 29 28 27 0.0000
1.0992161 1 56.402395 1 110.886352 1 30 29 28 0.0000
1.1045094 1 54.325842 1 -46.113307 1 30 29 28 0.0000
1.0972192 1 136.104207 1 30.963904 1 30 29 28 0.0000
1.1112016 1 109.788115 1 76.738440 1 31 2 1 0.0000
1.1101221 1 110.080812 1 -39.361579 1 31 2 1 0.0000
1.0897013 1 128.386320 1 -3.705449 1 33 32 31 0.0000
0.9872842 1 125.748238 1 -175.310992 1 35 33 32 0.0000
1.0951625 1 119.932099 1 1.375487 1 37 34 32 0.0000
1.0982208 1 121.081749 1 1.136184 1 38 36 35 0.0000
1.1006316 1 120.286918 1 176.592620 1 39 37 34 0.0000
1.1044659 1 119.211092 1 -179.192722 1 40 38 36 0.0000
1.1121412 1 109.838699 1 57.298784 1 41 6 5 0.0000
1.1104931 1 108.688954 1 -57.796698 1 41 6 5 0.0000
1.0975924 1 120.131311 1 -2.401744 1 43 42 41 0.0000
1.0974630 1 120.251155 1 1.911909 1 44 42 41 0.0000
1.1037368 1 119.382559 1 176.317604 1 45 43 42 0.0000
1.0967981 1 119.824578 1 179.300336 1 46 44 42 0.0000
1.0989531 1 119.889052 1 179.698764 1 47 45 43 0.0000
1.1093029 1 108.986210 1 -174.153242 1 48 10 9 0.0000
1.1093552 1 110.317363 1 70.019118 1 48 10 9 0.0000
1.0045402 1 125.766992 1 2.426576 1 50 49 48 0.0000
1.0893452 1 129.276418 1 0.694159 1 51 49 48 0.0000
1.0928573 1 126.331013 1 -179.569113 1 52 50 49 0.0000
1.1185356 1 108.140635 1 75.296171 1 54 14 13 0.0000
1.0985117 1 111.263489 1 169.288368 1 55 54 14 0.0000
1.1070456 1 112.284832 1 48.738475 1 55 54 14 0.0000
1.0988103 1 111.748454 1 -70.966286 1 55 54 14 0.0000
1.0996008 1 110.963699 1 169.439921 1 56 54 14 0.0000
1.1018648 1 112.422377 1 49.310516 1 56 54 14 0.0000
1.1082134 1 112.531134 1 -71.433304 1 56 54 14 0.0000
1.1087299 1 109.366881 1 167.697240 1 57 18 17 0.0000
1.1116483 1 109.211929 1 53.750836 1 57 18 17 0.0000
1.1314796 1 110.504686 1 152.908353 1 58 57 18 0.0000
1.1134280 1 109.353722 1 38.827264 1 58 57 18 0.0000
1.1127412 1 108.991767 1 -166.132060 1 59 58 57 0.0000
1.1100946 1 110.824221 1 77.414414 1 59 58 57 0.0000
0.9993383 1 112.213109 1 89.718201 1 60 59 58 0.0000
1.1006957 1 110.680184 1 -166.047069 1 64 22 21 0.0000
1.1081074 1 111.654662 1 75.085453 1 64 22 21 0.0000
1.0973591 1 112.281722 1 -46.392294 1 64 22 21 0.0000
1.1105949 1 108.448038 1 170.750948 1 65 26 25 0.0000
1.1111548 1 110.409101 1 55.571661 1 65 26 25 0.0000
1.0991551 1 130.314768 1 -1.734411 1 67 66 65 0.0000
1.0004504 1 121.643955 1 155.322777 1 69 67 66 0.0000
1.0948393 1 120.446866 1 0.186965 1 71 68 66 0.0000
1.1003686 1 121.279102 1 176.549464 1 72 70 68 0.0000
1.1084079 1 120.862160 1 178.113382 1 73 71 68 0.0000
1.1009728 1 121.128835 1 -178.731531 1 74 72 70 0.0000
1.1081173 1 109.783241 1 -91.514619 1 80 29 28 0.0000
1.1081841 1 109.501321 1 152.881214 1 80 29 28 0.0000
1.1061664 1 110.084945 1 -9.139959 1 84 30 29 0.0000
1.1060226 1 110.144682 1 -125.605641 1 84 30 29 0.0000
1.0989641 1 118.897645 1 -156.384779 1 95 94 93 0.0000
Tamanho flag Anguloda flag Angulo diedro flag
da ligacdo ligacdo (torcdo)
Continua...
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IITITOIIITOZIOIIIIIIIIIIIITIIITIIIIIT

1.1073848
1.1094296
1.0300005
1.0196597
0.9988048
0.9953843
1.0177755
0.9926711
0.9620275
0.9731475
0.9678280
0.9624744
0.9524857
0.9579259
0.9557097
0.9543867
0.9567476
0.9606919
1.4101330
0.9585327
1.4707478
1.4709065
1.0960675
1.0958184
1.0957582
1.4709062
1.0964830
1.0957929
1.0960059

Tamanho flag Anguloda flag

da ligacédo

RPRRPRRRRRPRRRPRRERPRRRPRRRERRPRRERERRRERRRPERERRE

109.733325
111.392594
120.848419
121.171165
115.337865
114.454848
117.465627
117.349243
120.639773

87.966868

96.714710

98.455948
113.415589
122.299590
115.457568
121.095483

97.370043
112.011958
107.636996
105.012288
109.042038
120.029968
109.432163
109.520236
109.506908
120.004251
109.503596
109.452238
109.483813

ligacdo

RPRRRRPRRPRRRRRRPRRRRPRPRRRERRERRRRRRRRRRR

90.339466
-28.369418
-170.109635
2.944208
159.963814
26.543462
162.558031
12.802198
-51.784797
-162.274588
-172.481359
76.223526
-132.902284
-0.942137
103.236357
-28.979028
150.210284
-97.089524
120.497095
-145.970784
-148.073214
116.846950
-17.550933
-137.545628
102.407109
-63.199061
176.955811
56.944647
-63.043826

Hr—"—r’

Angulo diedro flag

(torcao)

PRRRPRRRPRPRRRPRRRPRRRPRRRPRRREPRPRRPRRRRRERRRRER

0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
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ANEXO G -> Estrutura dos aminoacidos proteinogénicos, notacdo (3 letras e letra Unica) e
caracteristicas estruturais pertinentes [KOOLMAN & ROEHM, 2005].

Alifaticos Sulfurados
Glicina | Alanina Valina 3 Leucina = Isoleucina 3 Cisteina Metionin‘év)‘z
(Gly, G)| (Ala, A) (val, V) (Leu, L) (lle, 1) (Cys, C) (Met, M)
H CH3 H;C—|CH |CH2 H3CH |CH2 |CH2
CH; H;C—|CH C|H2 SH |CH2
8.3
CH4 CHy |S
pka CH3
Polaridade
-2.4 -1.9 -2.0 -2.3 =2.2 -1.2 -1.5
Aromaticos Ciclico Neutros
Fenilalaniri%‘ Tirosina Triptofano 3 Prolina Serina Treonina™
(Phe, F) (Tyr, Y) (Trp, W) (Pro, P) (Ser, S) (Thr, T)
| | | |
CH, CH; CH, $H2 H3C H
OH OH
N “CH,
N H\ CIH
N 2 2
OH anel inddlico anel pirrolidinico
10.1
+0.8 +6.1 +5.9 +6.0 +5.1 +4.9
3 Amino&cidos Essenciais Centros
Quirais
Neutros Acidos Basicos
Asparagina| Glutamina [ Aspartato | Glutamato:». Histidina Lisina":;r Arginina
(Asn, N) (GIn, Q) (Asp, D) (Glu, E) (His, H) (Lys, K) (Arg, R)
| | | | | | |
?Hz ?Hz I|CH2 |CHZ CH, |CH2 |CH2
CONH; CH; CO0® CHy )% CH, CH,
| 4.0 | o | HN "CH | |
' o0 CH, NH
anel imidazdlico | e
NH3 PSS,
10.8 HoN "@5}‘ NH;
12.5
+9.7 +9.4 +11.0 +10.2 il O +15.0 +20.0
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ANEXO H-1 - Descritores simples obtidos apds o atracamento das fenotiazinas na TR de T. cruzi, no sitio da TSST, pelo programa GOLD (CCDC Ltd.).

PM APO APPO LHL CL LL DLHL ALHL DLO ALO APLO AHE DPO EEPH EEV EA EIPH EIT EIV
24 318,86 0 0 1 1 6 0 2 0 3 1 16 3 2 30,96 38,77 0 -2,04 -3,76
25 340,48 0 0 1 3 9 0 3 0 4 1 17 3 1,43 36,50 40,01 0 -5,91 5,71
26 328,43 0 0 1 1 8 1 4 0 3 1 13 3 1,39 31,99 36,79 0 -1,99 -6,58
27 327,44 1 0 0 1 8 2 3 0 4 1 12 4 0,99 3339 37,22 0 -5,59 -4,10
28 269,36 0 0 1 3 4 3 1 0 0 1 8 3 0,44 30,50 32,69 0 -2,38 -7,31
29 407,50 1 1 0 3 5 0 3 0 1 1 17 2 0 35,34 42,01 0 -2,39 -4,18
30 333,79 1 0 2 3 5 1 4 0 2 0 8 3 2,80 28,29 36,59 0 -2,85 -2,26
31 354,65 1 0 0 4 2 0 2 0 3 1 10 3 0 28,32 39,97 0 -0,67 1,70
32 303,81 1 0 0 3 4 3 2 1 2 1 7 3 0 30,39 34,21 0 -3,74 -3,84
33 360,90 2 0 1 1 8 0 3 0 1 1 15 3 0,13 33,47 26,06 0 -7,69 -12,41
34 334,86 1 0 1 5 6 0 3 0 5 0 14 2 0,03 30,86 6,71 0 -3,66 -32,10
35 283,34 0 0 2 4 4 0 3 0 2 0 11 1 1,31 26,71 34,63 0 -3,10 -0,29
36 325,38 2 0 0 4 6 0 4 0 5 0 17 1 0 31,79 36,78 0 -7,19 0,26
37 409,99 4 1 0 8 8 0 1 0 0 1 19 2 0 38,34 45,52 0 -1,73 -5,47
38 478,88 0 0 0 2 8 0 1 0 5 1 23 4 11,19 37,89 49,72 0 -4,05 -9,52
39 454,99 0 1 0 7 9 0 3 0 4 1 20 5 0 40,85 48,21 0 -1,96 -6,00
40 438,05 3 1 0 3 9 0 0 0 0 1 25 2 11,51 30,09 37,48 0 -3,78 -11,63
41 470,05 1 1 0 9 12 0 3 0 3 0 28 1 11,51 33,33 45,25 0 -5,60 -6,48
42 499,95 4 1 0 6 8 0 1 0 0 1 23 4 11,51 37,63 50,23 0 -4,54 -8,48
43 247,74 1 1 0 4 7 0 1 0 4 0 17 0 11,51 29,59 38,39 0 -1,43 -12,37
Legenda: ALO = aceptores (de ligacdo de hidrogénio) do ligante oclusos
PM = peso molecular APLO = atomos polares do ligante oclusos
APO = aceptores (de ligagdo de hidrogénio) protéicos oclusos AHE = atomos hidrofobicos expostos (ao solvente)
APPO = atomos polares protéicos oclusos DPO = doadores (de ligacdo de hidrogénio) protéicos oclusos
LHL = ligac6es de hidrogénio do ligante EEPH = escore externo de pontes de hidrogénio
CL = choques realizados pelo ligante EEV = escore externo de vdW
LL = ligagOes livres (passiveis de sofrer rotacio) EA = escore de aptidao
DLHL = doadores de ligacdo de hidrogénio do ligante EIPH = escore interno de pontes de hidrogénio
ALHL = aceptores de ligagdo de hidrogénio do ligante EIT = escore interno de torcéo
DL.O = doadores (de ligagdo de hidrogénio) do ligante oclusos EIV = escore interno de vdw
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ANEXO H-2 > Descritores simples obtidos ap6s o atracamento das fenotiazinas na TR de L. amazonensis, no sitio da TSST, pelo programa GOLD (CCDC
Ltd.).

PM APO APPO LHL CL LL DLHL ALHL DLO ALO APLO AHE DPO EEPH EEV EA EIPH EIT EIV
24 318,86 4 0 0 3 6 0 2 0 0 1 21 0 0 33,60 36,42 0 -3,32 -6,47
25 340,48 2 0 1 1 9 0 3 0 0 1 22 1 6 27,40 30,70 0 -8,06 -4,91
26 328,43 4 0 2 2 8 1 4 1 1 1 25 0 11,74 2591 941 0 -4,98 -32,99
27 327,44 2 0 2 0 8 2 3 0 0 0 17 1 6,88 27,38 4,07 0 -9,09 -31,37
28 269,36 3 0 2 5 4 3 2 0 0 1 9 0 7,36 22,30 30,62 0 -3,72 -3,68
29 407,50 4 0 0 4 6 0 3 0 0 1 15 2 0,44 34,03 36,74 0 -2,93 -7,55
30 333,79 3 0 3 3 5 1 4 0 0 0 8 0 11,68 27,49 45,63 0 -2,31 -1,54
31 354,65 2 0 0 5 2 0 2 0 1 1 10 0 0 27,88 38,93 0 -0,67 1,26
32 303,81 1 0 1 2 4 3 2 0 0 0 16 0 6 24,06 32,40 0 -3,26 -3,42
33 360,90 3 0 0 7 8 0 3 0 1 1 29 0 0 36,04 38,34 0 -4,19 -7,03
34 334,86 4 0 1 3 6 0 2 0 0 2 18 1 341 3317 34,29 0 -4,35 -10,37
35 283,34 2 0 0 9 4 0 3 0 1 1 11 1 0 34,20 43,16 0 -4,35 0,48
36 325,38 4 0 1 5 6 0 4 0 0 1 15 2 559 30,27 40,55 0 -6,21 -0,45
37 409,99 3 0 0 5 8 0 1 0 0 0 24 0 0 37,71 33,89 0 -4,31 -13,64
38 478,88 6 0 0 9 8 0 1 0 1 0 23 1 0 38,61 36,89 0 -2,78 -13,41
39 454,99 1 0 2 2 9 0 3 0 1 1 24 0 9,16 33,38 38,66 0 -4,43 -11,97
40 438,05 6 0 0 6 10 0 1 0 0 0 21 1 0 40,09 3531 0 -4,67 -15,14
41 470,05 2 0 1 4 12 0 3 0 0 0 23 1 0,71 41,15 35,88 0 -9,74 -11,67
42 499,95 3 0 0 5 8 0 1 0 1 2 19 0 0 34,22 31,8 0 -1,99 -13,26
43 247,74 3 0 0 3 1 0 1 0 1 1 12 1 0 30,37 13,19 0 -1,66 -26,91
Legenda: ALO = aceptores (de ligacdo de hidrogénio) do ligante oclusos
PM = peso molecular APLO = atomos polares do ligante oclusos
APO = aceptores (de ligacdo de hidrogénio) protéicos oclusos AHE = atomos hidrofobicos expostos (ao solvente)
APPO = atomos polares protéicos oclusos DPO = doadores (de ligacdo de hidrogénio) protéicos oclusos
LHL = ligac6es de hidrogénio do ligante EEPH = escore externo de pontes de hidrogénio
CL = choques realizados pelo ligante EEV = escore externo de vdW
LL = ligagOes livres (passiveis de sofrer rotacio) EA = escore de aptidao
DLHL = doadores de ligacdo de hidrogénio do ligante EIPH = escore interno de pontes de hidrogénio
ALHL = aceptores de ligagdo de hidrogénio do ligante EIT = escore interno de torcéo
DL.O = doadores (de ligagdo de hidrogénio) do ligante oclusos EIV = escore interno de vdwW
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ANEXO H-3 2> Descritores simples obtidos ap6s o atracamento das fenotiazinas na TR de L. amazonensis, no sitio do FAD, pelo programa GOLD (CCDC

Ltd.).

PM APO APPO LHL CL LL DLHL ALHL DLO ALO APLO AHE DPO EEPH EEV EA EIPH EIT EIV
24 318,86 4 0 0 3 6 0 2 0 1 1 4 3 0 4523 53,93 0 -1,86 -6,40
25 340,48 4 0 0 4 9 0 3 0 2 1 2 3 0 47,90 50,67 0 -7,35 -7,83
26 328,43 6 0 1 9 8 1 4 1 2 1 7 3 0 4457 23,12 0 -3,43 -34,74
27 327,44 2 0 2 6 8 2 3 1 2 1 2 2 0 49,97 26,14 0 -1,73 -34,84
28 269,36 2 0 1 8 4 3 2 3 0 1 3 5 1,13 3589 4291 0 -3,52 -4,05
29 407,50 2 0 0 9 6 0 3 0 2 4 5 7 0 50,60 55,57 0 -4,06 -9,95
30 333,79 2 0 3 6 5 1 4 0 0 1 5 5 2550 39,41 51,95 0 -1,83 -2,91
31 354,65 3 0 1 5 2 0 2 0 0 1 4 4 1,29 41,20 58,01 0 -0,67 0,74
32 303,81 5 0 1 9 4 3 2 3 0 1 4 6 0,63 38,20 46,36 0 -2,79 -4,01
33 360,90 5 0 1 7 8 0 3 0 2 1 4 4 0,67 43,17 47,16 0 -3,21 -9,66
34 334,86 4 0 1 5 6 0 2 0 1 2 4 3 0,55 45,15 53,22 0 -2,36 -7,05
35 283,34 4 0 1 6 4 0 3 0 2 1 4 3 0,98 41,056 52,30 0 -6,04 0,92
36 325,38 2 0 2 2 6 0 4 0 1 1 5 4 0,51 4396 54,14 0 -5,42 -1,40
37 409,99 4 0 0 7 8 0 1 0 1 1 3 9 0 54,84 57,26 0 -1,91 -16,23
38 478,88 7 0 0 12 8 0 1 0 1 1 5 5 0 58,40 60,48 0 -4,18 -15,65
39 454,99 6 0 2 11 9 0 3 0 1 2 4 5 0,71 56,84 58,83 0 -3,42 -16,61
40 438,05 7 0 0 10 10 0 1 0 0 1 6 4 0 58,01 56,87 0 -6,20 -16,69
41 470,05 4 0 0 15 12 0 3 0 3 1 3 6 0 58,76 59,60 0 -5,10 -16,10
42 499,95 4 0 0 11 8 0 1 0 1 5 3 8 0 52,75 44,44 0 -6,87 -21,22
43 247,74 1 0 1 2 1 0 1 0 0 1 3 1 0 36,48 21,44 0 -1,72 -26,99
Legenda: ALO = aceptores (de ligacdo de hidrogénio) do ligante oclusos

PM = peso molecular

APO = aceptores (de ligacdo de hidrogénio) protéicos oclusos
APPO = atomos polares protéicos oclusos

LHL = ligac6es de hidrogénio do ligante

CL = choques realizados pelo ligante

LL = ligagOes livres (passiveis de sofrer rotacio)

DLHL = doadores de ligacdo de hidrogénio do ligante

ALHL = aceptores de ligagdo de hidrogénio do ligante

DL.O = doadores (de ligagdo de hidrogénio) do ligante oclusos

APLO = atomos polares do ligante oclusos

AHE = atomos hidrofobicos expostos (ao solvente)

DPO = doadores (de ligacdo de hidrogénio) protéicos oclusos
EEPH = escore externo de pontes de hidrogénio

EEV = escore externo de vdW

EA = escore de aptidao

EIPH = escore interno de pontes de hidrogénio

EIT = escore interno de torcéo

EIV = escore interno de vdwW
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ANEXO I-1 > Descritores simples obtidos ap6s o atracamento dos mesoidnicos em seu estado catiénico, na TR de T. cruzi, no sitio da TSST, pelo

programa GOLD (CCDC Ltd.).

PM APO  APPO LHL CL LL DLHL ALHL DLO ALO APLO AHE DPO EEPH EEV EA EIPH EIT EIV
44 356,47 4 0 0 3 6 1 1 0 0 0 16 3 0 37,23 40,19 0 -12,42 1,41
45 370,49 5 0 1 2 7 1 1 0 0 0 12 3 0 40,40 40,65 0 -14,86 -0,04
46 386,49 7 0 0 2 8 1 2 0 1 0 17 3 0 40,94 44,21 0 -12,79 0,70
47 401,47 5 0 0 4 7 1 3 0 2 0 13 2 0 39,21 43,06 0 -12,85 1,99
48 374,46 5 0 0 5 6 1 1 0 1 0 12 4 0 37,85 40,60 0 -13,64 2,19
49 390,91 6 0 0 4 6 1 1 0 1 0 15 4 0 38,99 42,61 0 -13,15 2,14
50 367,47 3 0 1 2 6 1 1 0 0 0 14 2 0 38,50 41,65 0 -13,15 1,86
51 435,36 6 0 0 3 6 1 1 0 1 0 11 4 0 39,65 43,99 0 -11,09 0,57
52 372,47 6 0 0 3 7 2 2 1 1 0 15 3 0 38,27 39,43 0 -13,49 0,30
53 386,49 5 0 0 2 8 1 2 0 1 0 13 3 0,08 40,70 44,61 0 -11,63 0,19
54 401,47 4 0 3 1 7 1 3 0 0 1 15 3 2,08 41,24 46,65 0 -12,69 0,55
55 390,91 5 0 1 1 6 1 1 0 0 0 14 3 0 39,65 43,35 0 -11,99 0,82
56 435,36 5 0 1 1 6 1 1 0 0 0 16 4 0 40,79 44,84 0 -12,09 0,85
Legenda :

PM = peso molecular

APO = aceptores (de ligacdo de hidrogénio) protéicos oclusos
APPO = atomos polares protéicos oclusos

LHL = ligacbes de hidrogénio do ligante

CL = choques realizados pelo ligante

LL = ligagOes livres (passiveis de sofrer rotacio)

DLHL = doadores de ligacdo de hidrogénio do ligante

ALHL = aceptores de ligagdo de hidrogénio do ligante

DL.O = doadores (de ligagdo de hidrogénio) do ligante oclusos
ALO = aceptores (de ligacdo de hidrogénio) do ligante oclusos

APLO = atomos polares do ligante oclusos

AHE = atomos hidrofobicos expostos (ao solvente)

DPO = doadores (de ligacdo de hidrogénio) protéicos oclusos
EEPH = escore externo de pontes de hidrogénio

EEV = escore externo de vdW

EA = escore de aptidao

EIPH = escore interno de pontes de hidrogénio

EIT = escore interno de torcdo

EIV = escore interno de vdW
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ANEXO 1-2 - Descritores simples obtidos ap6s o atracamento dos mesoidnicos em seu estado catidnico, na TR de T. cruzi, no sitio do NADPH, pelo

programa GOLD (CCDC Ltd.).

PM APO  APPO LHL CL LL DLHL ALHL DLO ALO APLO AHE DPO EEPH EEV EA EIPH EIT EIV
44 356,46 2 0 1 5 6 1 1 0 0 1 22 4 1,69 42,70 48,08 0 -13,65 1,34
45 370,49 4 0 0 7 7 1 1 0 0 2 15 2 0 38,35 43,88 0 -10,43 1,58
46 386,49 5 0 0 7 8 1 2 0 2 0 12 1 0 43,88 45,61 0 -14,79 0,06
47 401,46 3 0 2 6 7 1 3 0 0 3 19 2 539 36,95 45,12 0 -14,13 3,05
48 374,45 2 0 1 9 6 1 1 0 0 1 20 4 0,89 41,98 47,78 0 -13,36 2,52
49 390,91 2 0 1 6 6 1 1 0 0 2 21 3 1,72 46,20 54,24 0 -12,84 1,83
50 367,47 5 0 1 7 6 1 1 0 1 0 12 4 1,68 43,28 43,82 0 -18,85 1,48
51 435,36 5 0 0 13 6 1 1 0 0 0 20 3 1.10* 42,61 49,20 0 -11,63 2,25
52 372,46 5 0 1 9 7 2 2 0 1 1 18 3 0 40,81 46,47 0 -9,41 -0,23
53 386,49 2 0 1 8 8 1 2 0 2 1 18 5 153 4429 47,92 0 -14,92 0,41
54 401,46 5 0 1 7 7 1 3 0 0 3 19 3 0 42,32 45,54 0 -14,14 1,50
55 390,91 5 0 1 6 6 1 1 1 0 0 19 4 0 43,79 49,91 0 -11,56 1,26
56 435,36 4 0 1 6 6 1 1 0 0 0 19 2 0 43,69 49,81 0 -11,82 1,57
Legenda :

PM = peso molecular

APO = aceptores (de ligacdo de hidrogénio) protéicos oclusos

APPO = atomos polares protéicos oclusos

LHL = ligac6es de hidrogénio do ligante

CL = choques realizados pelo ligante

LL = ligagOes livres (passiveis de sofrer rotacio)

DLHL = doadores de ligacdo de hidrogénio do ligante

ALHL = aceptores de ligagdo de hidrogénio do ligante

DL.O = doadores (de ligagdo de hidrogénio) do ligante oclusos
ALO = aceptores (de ligacdo de hidrogénio) do ligante oclusos

APLO = atomos polares do ligante oclusos

AHE = atomos hidrofobicos expostos (ao solvente)

DPO = doadores (de ligacdo de hidrogénio) protéicos oclusos
EEPH = escore externo de pontes de hidrogénio

EEV = escore externo de vdW

EA = escore de aptiddo

EIPH = escore interno de pontes de hidrogénio

EIT = escore interno de torcéo

EIV = escore interno de vdwW
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ANEXO 1-3 2> Descritores simples obtidos apds o atracamento dos mesoidnicos em seu estado neutro, na TR de T. cruzi, no sitio do NADPH, pelo

programa GOLD (CCDC Ltd.).

PM APO  APPO LHL CL LL DLHL ALHL DLO ALO APLO AHE DPO EEPH EEV EA EIPH EIT EIV
44 355,46 4 0 1 4 6 0 2 0 0 0 15 2 0,19 38,25 45,75 0 -9,61 2,56
45 369,48 4 0 0 5 7 0 1 0 1 0 21 3 0 41,42 47,54 0 -11,35 1,95
46 385,48 5 0 1 6 8 0 2 0 1 0 17 3 4,97 49,06 53,79 0 -18,68 0,05
47 400,45 4 0 2 7 7 0 3 0 0 2 12 2 6,42 37,17 48,33 0 -12,03 2,84
48 373,45 4 0 0 4 6 0 1 0 1 1 18 5 0 39,58 45,29 0 -10,84 1,72
49 389,90 3 0 1 8 6 0 1 0 0 1 16 5 0 41,44 48,25 0 -11,20 2,48
50 366,46 5 0 0 4 6 0 2 0 0 0 19 2 0 42,03 47,99 0 -10,60 0,79
51 434,35 6 0 0 6 6 0 1 0 0 0 17 2 0,26 43,25 50,33 0 -12,85 3,44
52 371,45 4 0 2 9 7 1 3 1 1 1 14 2 526 43,75 48,32 0 -17,20 0,11
53 385,48 5 0 1 4 8 0 2 0 1 0 19 2 1,13 44,75 50,40 0 -11,97 -0,28
54 400,45 3 0 2 13 7 0 4 0 2 3 19 1 9,77 3582 50,33 0 -6,73 -1,97
55 389,90 4 0 1 7 6 0 1 0 0 0 18 4 0 42,81 49,10 0 -12,17 2,41
56 434,35 7 0 0 4 6 0 1 0 0 2 21 4 0 40,99 49,49 0 -9,41 2,52
Legenda :

PM = peso molecular

APO = aceptores (de ligacdo de hidrogénio) protéicos oclusos

APPO = atomos polares protéicos oclusos

LHL = ligac6es de hidrogénio do ligante

CL = choques realizados pelo ligante

LL = ligagOes livres (passiveis de sofrer rotacio)

DLHL = doadores de ligacdo de hidrogénio do ligante

ALHL = aceptores de ligagdo de hidrogénio do ligante

DL.O = doadores (de ligagdo de hidrogénio) do ligante oclusos
ALO = aceptores (de ligacdo de hidrogénio) do ligante oclusos

APLO = atomos polares do ligante oclusos

AHE = atomos hidrofobicos expostos (ao solvente)

DPO = doadores (de ligacdo de hidrogénio) protéicos oclusos
EEPH = escore externo de pontes de hidrogénio

EEV = escore externo de vdW

EA = escore de aptidao

EIPH = escore interno de pontes de hidrogénio

EIT = escore interno de torcéo

EIV = escore interno de vdwW
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ANEXO 1-4 - Descritores simples obtidos apds o atracamento dos mesoi6nicos, em seu estado catiénico, na TR de T. cruzi, no sitio do FAD, pelo

programa GOLD (CCDC Ltd.).

PM APO  APPO LHL CL LL DLHL ALHL DLO ALO APLO AHE DPO EEPH EEV EA EIPH EIT EIV
44 356,47 4 1 1 3 6 1 1 1 0 2 2 7 1,38 53,75 63,04 0 -12,36 0,12
45 370,49 2 1 0 8 7 1 1 1 1 1 2 11 0 59,14 68,01 0 -12,05 -1,26
46 386,49 4 1 1 9 8 1 2 1 1 1 2 6 0,71 57,77 61,71 0 -15,98 -2,45
47 401,47 2 1 3 13 7 1 3 1 0 2 2 8 1,45 56,19 67,47 0 -13,20 1,97
48 374,46 3 1 1 6 6 1 1 1 0 2 2 9 0 57,55 68,41 0 -12,60 1,87
49 390,91 3 1 0 7 6 1 1 1 1 1 2 9 0 58,32 69,24 0 -11,76 0,80
50 367,47 2 1 0 6 6 1 1 1 1 1 2 12 0 56,74 67,69 0 -10,14 -0,19
51 435,36 2 1 0 8 6 1 1 1 1 1 2 10 0 58,39 67,90 0 -12,64 0,26
52 372,47 2 1 2 7 7 2 2 1 1 1 2 10 0 57,99 66,32 0 -13,24 -0,18
53 386,49 6 1 1 7 8 1 2 1 1 2 1 11 0,03 58,35 57,75 0 -22,02 -0,48
54 401,47 5 1 1 6 7 1 3 1 1 2 0 10 1,37 55,73 64,22 0 -11,16 -2,62
55 390,91 3 1 1 6 6 1 1 1 0 1 1 7 0,85 55,59 67,35 0 -12,51 2,55
56 435,36 5 1 0 6 6 1 1 1 1 1 2 6 0 57,57 67,57 0 -13,28 1,69
Legenda :

PM = peso molecular

APO = aceptores (de ligagdo de hidrogénio) protéicos oclusos

APPO = atomos polares protéicos oclusos

LHL = ligacbes de hidrogénio do ligante

CL = choques realizados pelo ligante

LL = ligagOes livres (passiveis de sofrer rotacio)

DLHL = doadores de ligacdo de hidrogénio do ligante

ALHL = aceptores de ligagdo de hidrogénio do ligante

DL.O = doadores (de ligagdo de hidrogénio) do ligante oclusos
ALO = aceptores (de ligacdo de hidrogénio) do ligante oclusos

APLO = atomos polares do ligante oclusos

AHE = atomos hidrofobicos expostos (ao solvente)

DPO = doadores (de ligacdo de hidrogénio) protéicos oclusos
EEPH = escore externo de pontes de hidrogénio

EEV = escore externo de vdW

EA = escore de aptidao

EIPH = escore interno de pontes de hidrogénio

EIT = escore interno de torcéo

EIV = escore interno de vdW
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ANEXO I-5 - Descritores simples obtidos apds o atracamento dos mesoidnicos em seu estado neutro, na TR de T. cruzi, no sitio do FAD, pelo programa

GOLD (CCDC Ltd.).

PM APO  APPO LHL CL LL DLHL ALHL DLO ALO APLO AHE DPO EEPH EEV EA EIPH EIT EIV
44 355,46 2 1 1 6 6 0 2 0 1 2 2 9 0,39 58,14 70,34 0 -10,83 0,84
45 369,48 2 1 0 9 7 0 1 0 1 2 2 9 0,49 57,01 69,17 0 -11,72 2,01
46 385,48 4 1 1 10 8 0 2 0 1 2 2 6 2,00 54,71 60,90 0 -17,00 0,67
47 400,45 5 1 2 8 7 0 3 0 1 4 0 8 575 57,84 6921 0 -15,78 -0,29
48 373,45 3 1 1 9 6 0 1 0 0 3 2 7 1,25 55,27 69,19 0 -8,61 0,55
49 389,90 2 1 0 6 6 0 1 0 1 2 2 6 0,31 58,61 71,60 0 -12,18 2,89
50 366,46 4 1 1 8 6 0 2 0 1 2 2 11 0,95 53,83 65,42 0 -12,56 3,02
51 434,35 2 1 0 7 6 0 1 0 1 2 1 12 0 59,23 71,36 0 -9,96 -0,12
52 371,45 1 1 1 7 7 1 3 0 2 1 1 7 2 58,66 71,19 0 -13,03 1,57
53 385,48 5 1 1 9 8 0 2 0 1 2 1 10 1,27 48,94 56,32 0 -12,39 0,15
54 400,45 1 1 2 9 7 0 4 0 2 2 1 10 0,21 56,80 67,43 0 -12,08 1,20
55 389,90 3 1 0 6 6 0 1 0 1 2 1 9 0,75 57,34 70,20 0 -12,59 3,19
56 434,35 2 1 0 8 6 0 1 0 1 2 1 8 0 57,94 64,80 0 -15,35 0,48
Legenda :

PM = peso molecular

APO = aceptores (de ligacdo de hidrogénio) protéicos oclusos

APPO = atomos polares protéicos oclusos

LHL = ligac6es de hidrogénio do ligante

CL = choques realizados pelo ligante

LL = ligagOes livres (passiveis de sofrer rotacio)

DLHL = doadores de ligacdo de hidrogénio do ligante

ALHL = aceptores de ligagdo de hidrogénio do ligante

DL.O = doadores (de ligagdo de hidrogénio) do ligante oclusos
ALO = aceptores (de ligacdo de hidrogénio) do ligante oclusos

APLO = atomos polares do ligante oclusos

AHE = atomos hidrofobicos expostos (ao solvente)

DPO = doadores (de ligacdo de hidrogénio) protéicos oclusos
EEPH = escore externo de pontes de hidrogénio

EEV = escore externo de vdW

EA = escore de aptiddo

EIPH = escore interno de pontes de hidrogénio

EIT = escore interno de torcéo

EIV = escore interno de vdwW
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ANEXO 1-6 = Descritores simples obtidos apds o atracamento dos mesoidnicos em seu estado neutro, na TR de L. amazonensis, no sitio da TSST, pelo

programa GOLD (CCDC Ltd.).

PM APO  APPO  LHL CL LL DLHL ALHL DLO ALO APLO AHE DPO EEPH EEV EA EIPH EIT EIV
44 355,46 5 0 0 6 6 0 2 0 2 1 18 1 0 45,57 53,84 0 -11,08 2,26
45 369,48 6 0 0 8 7 0 1 0 1 1 21 1 0 48,19 57,76 0 -9,71 1,20
46 385,48 6 0 0 7 8 0 2 0 2 2 21 1 0 50,17 57,77 0 -1293 1,71
47 400,45 5 0 2 8 7 0 3 0 1 3 18 1 536 43,53 54,48 0 -13,41 2,67
48 373,45 7 0 0 7 6 0 1 0 1 2 19 1 0 45,11 53,87 0 -9,95 1,80
49 389,90 6 0 0 10 6 0 1 0 1 1 19 1 0 48,19 57,72 0 -11,17 2,65
50 366,46 5 0 0 7 6 0 2 0 1 1 19 2 0 44,39 48,52 0 -11,27  -1,25
51 434,35 8 0 0 4 6 0 1 0 0 2 21 1 0 48,07 57,58 0 -10,15 1,64
52 371,45 5 0 0 10 7 1 3 1 3 0 20 1 0 4391 50,44 0 -10,93 0,99
53 385,48 6 0 0 8 8 0 2 0 1 1 19 2 0 45,62 51,24 0 -11,97 0,48
54 400,45 5 0 2 13 7 0 4 0 0 0 22 1 1196 38,50 52,66 0 -1260 0,36
55 389,90 6 0 0 5 6 0 1 0 1 1 22 1 0 41,51 46,39 0 -987 -081
56 434,35 5 0 0 11 6 0 1 0 0 1 17 2 0 4494 52,18 0 -10,56 0,94
Legenda :

PM = peso molecular

APO = aceptores (de ligacdo de hidrogénio) protéicos oclusos

APPO = atomos polares protéicos oclusos

LHL = ligac6es de hidrogénio do ligante

CL = choques realizados pelo ligante

LL = ligagOes livres (passiveis de sofrer rotacio)

DLHL = doadores de ligacdo de hidrogénio do ligante

ALHL = aceptores de ligagdo de hidrogénio do ligante

DL.O = doadores (de ligagdo de hidrogénio) do ligante oclusos
ALO = aceptores (de ligacdo de hidrogénio) do ligante oclusos

APLO = atomos polares do ligante oclusos
AHE = atomos hidrofobicos expostos (ao solvente)
DPO = doadores (de ligacdo de hidrogénio) protéicos oclusos

EEPH = escore externo de pontes de hidrogénio
EEV = escore externo de vdW

EA = escore de aptiddo

EIPH = escore interno de pontes de hidrogénio
EIT = escore interno de torcéo

EIV = escore interno de vdwW
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ANEXO -7 - Descritores simples obtidos apds o atracamento dos mesoiénicos em seu estado catiénico, na TR de L. amazonensis, no sitio do FAD, pelo

programa GOLD (CCDC Ltd.).

PM APO  APPO  LHL CL LL DLHL ALHL DLO ALO APLO AHE DPO EEPH EEV EA EIPH EIT EIV
44 356,46 4 0 0 6 6 1 1 1 1 1 6 6 0,26 55,57 64,66 0 -14,27 2,27
45 370,49 4 0 0 2 7 1 1 1 1 1 2 4 0,01 58,22 69,22 0 -14,13 3,29
46 386,49 4 0 1 7 8 1 2 1 1 1 4 7 6,13 56,80 67,77 0 -16,70 0,24
47 401,46 3 0 2 1 7 1 3 1 1 3 3 5 2,56 55,66 68,00 0 -12,66 1,57
48 374,45 5 0 1 9 6 1 1 1 0 1 3 4 1,21 5450 66,79 0 -9,59 0,23
49 390,91 5 0 1 2 6 1 1 0 1 2 4 5 0,02 57,43 67,74 0 -12,63 1,38
50 367,47 4 0 1 10 6 1 1 1 0 0 3 5 1,22 55,30 68,53 0 -9,17 0,45
51 435,36 3 0 0 7 6 1 1 1 0 2 3 7 0,08 56,17 68,58 0 -8,90 0,17
52 372,46 4 0 2 6 7 2 2 1 0 1 5 6 1,36 55,04 67,63 0 -8,39  -1,03
53 386,49 4 0 0 6 8 1 2 1 2 1 4 5 0,87 54,49 62,75 0 -1330 0,24
54 401,46 3 0 3 5 7 1 3 0 1 2 4 4 2,50 55,25 67,30 0 -13,46 2,28
55 390,91 4 0 1 7 6 1 1 1 0 0 4 4 1,39 5529 67,89 0 -11,10 1,57
56 435,36 2 0 0 2 6 1 1 1 1 1 3 4 0 56,34 66,75 0 -1163 0,91
Legenda :

PM = peso molecular

APO = aceptores (de ligagdo de hidrogénio) protéicos oclusos
APPO = atomos polares protéicos oclusos

LHL = ligac6es de hidrogénio do ligante

CL = choques realizados pelo ligante

LL = ligagOes livres (passiveis de sofrer rotacio)

DLHL = doadores de ligacdo de hidrogénio do ligante

ALHL = aceptores de ligacdo de hidrogénio do ligante

DL.O = doadores (de ligagdo de hidrogénio) do ligante oclusos
ALO = aceptores (de ligacdo de hidrogénio) do ligante oclusos

APLO = atomos polares do ligante oclusos

AHE = atomos hidrofobicos expostos (ao solvente)

DPO = doadores (de ligacdo de hidrogénio) protéicos oclusos
EEPH = escore externo de pontes de hidrogénio

EEV = escore externo de vdW

EA = escore de aptiddo

EIPH = escore interno de pontes de hidrogénio

EIT = escore interno de torcéo

EIV = escore interno de vdwW
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ANEXO 1-8 - Descritores simples obtidos ap6s o atracamento dos mesoidnicos em seu estado neutro, na TR de L. amazonensis, no sitio do FAD, pelo

programa GOLD (CCDC Ltd.).

PM APO  APPO  LHL CL LL DLHL ALHL DLO ALO APLO AHE DPO EEPH EEV EA EIPH EIT EIV
44 355,46 5 0 1 3 6 0 2 0 1 0 5 4 1,10 55,99 67,44 0 -12,61 1,97
45 369,48 5 0 1 5 7 0 1 0 0 2 2 4 0,789 57,94 71,70 0 -10,62 1,87
46 385,48 5 0 1 3 8 0 2 0 1 3 3 5 6,46 60,77 69,56 0 -19.64 -0,82
47 400,45 3 0 2 2 7 0 3 0 1 3 3 3 7,20 59,74 7172 0 -19,71 2,09
48 373,45 3 0 1 7 6 0 1 0 0 2 5 4 1,27 55,74 70,60 0 -9,53 2,23
49  389,9 5 0 1 6 6 0 1 0 0 2 1 3 7,84 57,86 72,01 0 -19,64 4,25
50 366,46 5 0 2 5 6 0 2 0 0 1 2 2 1,01 5750 71,45 0 -10,44 1,82
51 434,35 6 0 1 5 6 0 1 0 0 2 2 3 1,06 58,14 71,68 0 -12,42 3,09
52 371,45 2 0 1 5 7 1 3 1 2 1 3 4 6 53,64 70,93 0 -7,83  -1,00
53 385,48 4 0 1 7 8 0 2 0 1 2 4 3 495 56,81 69,37 0 -1255  -1,15
54 400,45 7 0 2 13 7 0 4 0 2 3 3 2 8,12 55,67 71,17 0 -1354 0,04
55 389,9 5 0 1 6 6 0 1 0 0 2 2 3 8,34 55,77 69,78 0 -19,03 3,79
56 434,35 4 0 0 5 6 0 1 0 1 2 3 8 0 58,29 68,79 0 -11,40 0,04
Legenda :

PM = peso molecular

APO = aceptores (de ligacdo de hidrogénio) protéicos oclusos

APPO = atomos polares protéicos oclusos

LHL = ligac6es de hidrogénio do ligante

CL = choques realizados pelo ligante

LL = ligagOes livres (passiveis de sofrer rotacio)

DLHL = doadores de ligacdo de hidrogénio do ligante

ALHL = aceptores de ligagdo de hidrogénio do ligante

DL.O = doadores (de ligagdo de hidrogénio) do ligante oclusos
ALO = aceptores (de ligacdo de hidrogénio) do ligante oclusos

APLO = atomos polares do ligante oclusos

AHE = atomos hidrofobicos expostos (ao solvente)

DPO = doadores (de ligacdo de hidrogénio) protéicos oclusos
EEPH = escore externo de pontes de hidrogénio

EEV = escore externo de vdW

EA = escore de aptiddo

EIPH = escore interno de pontes de hidrogénio

EIT = escore interno de torcéo

EIV = escore interno de vdwW
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ANEXO J-1 - Descritores simples obtidos apds o atracamento das amidinas em seu estado catiénico, na TR de T. cruzi, no sitio da TSST, pelo programa

GOLD (CCDC Ltd.).

PM APO APPO LHL CL LL DLHL ALHL DLO ALO APLO AHE DPO EEPH EEV EA EIPH EIT EIV

9 303,39 3 0 2 3 6 2 1 1 0 0 12 1 1,05 29,61 -25,25 0 -9,86 -57,17
10 307,80 4 0 1 2 4 2 0 0 0 0 13 3 0 29,19 -11,99 0 -6,51 -45,62
11 352,26 4 0 1 2 4 2 0 0 0 0 16 2 0 29,31 -21,92 0 -6,86 -55,37
12 318,36 5 0 3 6 5 2 2 0 0 1 18 2 7,04 29,77 -17,11 0 -6,82 -58,26
13 273,36 6 0 2 4 4 2 0 0 0 0 17 3 449 23,05 -43,95 0 -7,45 -72,69
14 287,39 5 0 1 2 5 2 0 1 0 0 18 3 0 27,41 -15,07 0 -6,88 -45,87
15 298,37 3 0 2 4 5 2 1 0 0 0 13 1 0,49 29,17 -11,26 0 -6,52 -45,34
16 293,35 3 0 1 6 6 2 2 0 2 0 14 3 0,17 26,21 15,76 0 -8,37 -12,08
17 382,28 5 0 2 4 6 2 1 1 0 0 12 1 1,20 31,33 -28,28 0 -10,35  -62,21
18 289,36 1 0 2 2 5 3 1 1 0 0 14 3 152 3042 -20,57 0 -7,12 -56,79
19 333,41 5 0 2 6 8 2 2 1 1 0 11 3 1,91 3252 -23,56 0 -13,83  -56,35
20 317,37 4 0 2 1 4 2 2 1 1 0 12 2 1,86 28,36 -92,75 0 -13,87  -119,72
21 317,37 4 0 1 2 4 2 2 1 1 0 14 4 1,41 26,94 -85,86 0 -9,75 -114,58
22 347,40 5 0 1 5 6 2 3 0 2 0 15 4 0 29,20 -59,48 0 -14,04  -85,59
23 309,41 2 0 0 2 5 2 1 1 1 1 11 3 0 27,76 -39,48 0 -8,99 -68,65
Legenda :

PM = peso molecular

APO = aceptores (de ligacdo de hidrogénio) protéicos oclusos
APPO = atomos polares protéicos oclusos

LHL = ligac6es de hidrogénio do ligante

CL = choques realizados pelo ligante

LL = ligagOes livres (passiveis de sofrer rotacio)

DLHL = doadores de ligacdo de hidrogénio do ligante

ALHL = aceptores de ligacdo de hidrogénio do ligante

DL.O = doadores (de ligagdo de hidrogénio) do ligante oclusos
ALO = aceptores (de ligacdo de hidrogénio) do ligante oclusos

APLO = atomos polares do ligante oclusos

AHE = atomos hidrofobicos expostos (ao solvente)

DPO = doadores (de ligacdo de hidrogénio) protéicos oclusos
EEPH = escore externo de pontes de hidrogénio

EEV = escore externo de vdW

EA = escore de aptiddo

EIPH = escore interno de pontes de hidrogénio

EIT = escore interno de torcéo

EIV = escore interno de vdwW
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ANEXO J-2 - Descritores simples obtidos ap6s o atracamento das amidinas em seu estado neutro, na TR de T. cruzi, no sitio da TSST, pelo programa

GOLD (CCDC Ltd.).

PM APO APPO LHL CL LL DLHL ALHL DLO ALO APLO AHE DPO EEPH EEV EA EIPH EIT EIV
9 302,38 6 0 0 3 6 1 2 0 0 0 12 2 0 32,09 35,84 0 -9,14 0,84
10 306,80 5 0 0 5 4 1 1 0 1 0 14 3 0 32,86 35,75 0 -11,99 2,56
11 351,25 4 0 0 4 4 1 1 0 1 0 15 3 0 31,74 35,82 0 -9,59 1,76
12 317,35 1 0 1 4 5 1 3 0 2 1 13 1 7,010 29,99 39,99 0 -6,65 -1,59
13 272,35 5 0 0 3 4 1 1 0 1 0 16 3 0 29,18 33,34 0 -8,52 1,74
14 286,38 6 0 0 2 5 1 1 0 1 0 12 3 0 33,98 36,46 0 -12,63 2,37
15 297,36 6 0 1 2 5 1 2 0 0 0 14 2 0,013 29,76 34,16 0 -9,03 2,25
16 292,34 3 0 3 2 6 1 3 0 3 0 18 1 1,26 29,80 35,80 0 -8,57 2,13
17 381,27 5 0 0 4 6 1 2 0 2 0 14 2 0 34,09 38,88 0 -9,44 1,44
18 288,35 4 0 1 3 5 2 2 1 2 0 13 1 2,83 31,61 33,45 0 -15,37 2,53
19 332,40 4 0 2 1 8 1 3 0 1 0 17 2 1,79 34,60 35,99 0 -15,01 1,65
20 316,36 5 0 3 3 4 1 3 0 0 0 15 2 1,40 31,21 33,83 0 -12,37 1,88
21 316,36 5 0 2 3 4 1 3 0 1 0 14 2 2,09 32,34 37,62 0 -12,13 3,19
22 346,39 1 0 3 4 6 1 4 0 0 0 15 2 2,18 31,37 33,97 0 -12,76 1,41
23 308,40 6 0 0 3 5 1 2 1 0 1 14 4 1,07 27,45 30,05 0 -9,28 0,52
Legenda :

PM = peso molecular

APO = aceptores (de ligagdo de hidrogénio) protéicos oclusos
APPO = atomos polares protéicos oclusos

LHL = ligac6es de hidrogénio do ligante

CL = choques realizados pelo ligante

LL = ligagOes livres (passiveis de sofrer rotacio)

DLHL = doadores de ligacdo de hidrogénio do ligante

ALHL = aceptores de ligacdo de hidrogénio do ligante

DL.O = doadores (de ligagdo de hidrogénio) do ligante oclusos
ALO = aceptores (de ligacdo de hidrogénio) do ligante oclusos

APLO = atomos polares do ligante oclusos

AHE = atomos hidrofobicos expostos (ao solvente)

DPO = doadores (de ligacdo de hidrogénio) protéicos oclusos
EEPH = escore externo de pontes de hidrogénio

EEV = escore externo de vdW

EA = escore de aptiddo

EIPH = escore interno de pontes de hidrogénio

EIT = escore interno de torcéo

EIV = escore interno de vdwW
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ANEXO J-3 = Descritores simples obtidos apds o atracamento das amidinas em seu estado catidnico, na TR de T. cruzi, no sitio do NADPH, pelo

programa GOLD (CCDC Ltd.).

PM APO APPO LHL CL LL DLHL ALHL DLO ALO APLO AHE DPO EEPH EEV EA EIPH EIT EIV

9 303,38 1 0 2 3 6 2 1 1 0 0 17 1 7,26 26,45 -22,44 0 -8,60 -57,47
10 307,80 4 0 0 11 4 2 0 1 0 0 13 1 1,60 31,62 -7,42 0 -6,52 -45,98
11 352,25 4 0 0 11 4 2 0 1 0 0 13 2 1,68 32,49 -15,68 0 -6,85 -55,18
12 318,35 4 0 2 6 5 2 2 1 0 0 16 2 6,35 29,26 -19,59 0 -7,35 -58,82
13 273,35 4 0 0 12 4 2 0 1 0 0 14 2 0,44 30,74 -37,50 0 -7,50 -72,70
14 287,38 4 0 0 11 5 2 0 1 0 0 14 2 2,09 3060 -9,34 0 -6,83 -46,68
15 298,36 2 0 2 6 5 2 1 1 0 0 18 0 598 26,72 -10,25 0 -6,26 -46,71
16 382,27 3 0 2 2 6 2 1 1 0 0 17 0 6,09 27,58 -26,49 0 -8,10 -62,40
17 289,35 2 0 0 1 5 3 1 1 0 0 20 3 0 26,74 -25,89 0 -7,60 -55,06
18 333,40 5 0 2 9 8 2 2 1 0 0 16 2 1,23 36,65 -15,86 0 -10,92  -56,57
19 317,36 2 0 1 6 4 2 2 0 1 0 14 1 6,05 25,75 -92,36 0 -13,83  -119,99
20 293,34 2 0 2 5 6 2 2 1 0 0 18 1 0,15 30,67 21,73 0 -8,49 -12,10
21 317,36 3 0 1 1 4 2 2 2 0 0 15 1 0 29,72 -83,49 0 -9,80  -114,55
22 347,39 2 0 2 5 6 2 3 1 0 0 21 1 2 29,84 -55,76 0 -13,51  -85,28
23 309,41 3 0 0 8 5 2 1 1 0 0 11 0 0 34,39 -30,26 0 -9,13 -68,41
Legenda :

PM = peso molecular

APO = aceptores (de ligacdo de hidrogénio) protéicos oclusos
APPO = atomos polares protéicos oclusos

LHL = ligac6es de hidrogénio do ligante

CL = choques realizados pelo ligante

LL = ligagOes livres (passiveis de sofrer rotacio)

DLHL = doadores de ligacdo de hidrogénio do ligante

ALHL = aceptores de ligagdo de hidrogénio do ligante

DL.O = doadores (de ligagdo de hidrogénio) do ligante oclusos
ALO = aceptores (de ligacdo de hidrogénio) do ligante oclusos

APLO = atomos polares do ligante oclusos

AHE = atomos hidrofobicos expostos (ao solvente)

DPO = doadores (de ligacdo de hidrogénio) protéicos oclusos
EEPH = escore externo de pontes de hidrogénio

EEV = escore externo de vdW

EA = escore de aptidao

EIPH = escore interno de pontes de hidrogénio

EIT = escore interno de torcéo

EIV = escore interno de vdwW
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ANEXO J-4 - Descritores simples obtidos ap6s o atracamento das amidinas em seu estado neutro, na TR de T. cruzi, no sitio do NADPH, pelo programa
GOLD (CCDC Ltd.).

PM APO APPO LHL CL LL DLHL ALHL DLO ALO APLO AHE DPO EEPH EEV EA  EIPH EIT EIV

9 302,36 3 0 1 5 6 1 2 0 2 0 15 2 2,25 32,41 38,64 0 -10,08 1,90
10 306,79 5 0 0 6 4 1 1 0 1 0 12 2 0 35,71 38,50 0 -14,25 3,65
11 351,24 2 0 1 1 4 1 1 0 1 0 13 2 1,77 30,73 37,34 0 -8,33 1,63
12 317,34 4 0 2 9 5 1 3 1 1 1 16 0 12 32,68 47,41 0 -11,33 1,79
13 272,34 3 0 0 5 4 1 1 0 1 0 15 1 0 33,26 36,33 0 -12,66 3,26
14 286,37 2 0 1 0 5 1 1 0 1 0 15 1 2 30,72 36,96 0 -1,97 0,69
15 297,35 1 0 1 1 5 1 2 1 0 0 18 3 0,10 34,89 40,30 0 -10,32 2,54
16 381,27 2 0 1 7 6 1 2 0 2 0 16 3 0,62 3585 39,38 0 -11,31 0,77
17 288,34 3 0 3 4 5 2 2 0 1 0 12 2 11,10 26,91 37,32 0 -13,39 2,61
18 332,40 4 0 0 4 8 1 3 1 2 0 14 2 0,50 37,01 40,50 0 -13,08 2,18
19 316,35 5 0 2 13 4 1 3 0 1 0 11 1 10,62 30,89 39,66 0 -15,63 2,20
20 292,33 3 0 1 4 6 1 3 0 1 0 15 2 0,07 31,41 36,11 0 -10,45 3,31
21 316,35 4 0 2 13 4 1 3 1 1 0 15 2 9,24 2325 31,92 0 -12,41 3,12
22 346,38 3 0 3 11 6 1 4 0 2 0 17 1 9,42 33,73 41,95 0 -18,09 4,23
23 308,40 3 0 1 2 5 1 2 0 1 1 15 2 6,06 28,49 36,53 0 -11,36 2,65
Legenda :

PM = peso molecular APLO = atomos polares do ligante oclusos
APO = aceptores (de ligacdo de hidrogénio) protéicos oclusos AHE = atomos hidrofobicos expostos (ao solvente)
APPO = atomos polares protéicos oclusos DPO = doadores (de ligacdo de hidrogénio) protéicos oclusos

LHL = ligac6es de hidrogénio do ligante EEPH = escore externo de pontes de hidrogénio
CL = choques realizados pelo ligante EEV = escore externo de vdwW

LL = ligagOes livres (passiveis de sofrer rotacio) EA = escore de aptidao

DLHL = doadores de ligacdo de hidrogénio do ligante EIPH = escore interno de pontes de hidrogénio
ALHL = aceptores de ligagdo de hidrogénio do ligante EIT = escore interno de torcéo

DL.O = doadores (de ligagdo de hidrogénio) do ligante oclusos EIV = escore interno de vdwW

ALO = aceptores (de ligacdo de hidrogénio) do ligante oclusos
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ANEXO J-5 > Descritores simples obtidos ap6s o atracamento das amidinas em seu estado catiénico, na TR de T. cruzi, no sitio do FAD, pelo programa

GOLD (CCDC Ltd.).

PM APO APPO LHL CL LL DLHL ALHL DLO ALO APLO AHE DPO EEPH EEV EA EIPH  EIT EIV

9 303,38 7 0 1 16 6 2 1 1 1 0 5 8 6,03 0,911 -59,12 0 -6,98 -59,43
10 307,80 3 1 2 13 4 2 0 0 0 0 2 5 0 21,03 -23,46 0 -6,44 -45,93
11 352,25 6 0 1 18 4 2 0 1 0 0 3 9 6,01 2,55 -56,03 0 -6,67 -58,87
12 318,35 4 1 2 12 5 2 2 2 0 1 2 4 2,10 25,85 -32,85 0 -10,80  -59,69
13 273,35 3 1 1 15 4 2 0 1 0 0 3 4 1,06 19,26 -55,09 0 -7,48 -75,16
14 287,38 3 1 0 14 5 2 0 2 0 0 2 7 0 38,68 -0,84 0 -6,78 -47,26
15 298,36 7 0 2 16 5 2 1 1 0 0 3 7 6,00 0,36 -48,74 0 -6,12 -49,13
16 382,27 5 1 1 16 6 2 1 2 0 0 0 6 0,98 23,24 -43,66 0 -8,74 -67,86
17 289,35 4 1 2 14 5 3 1 1 0 0 4 7 0,07 18,11 -38,67 0 -7,61 -56,04
18 333,40 6 0 1 22 8 2 2 1 2 0 5 8 554 -3587 -114,56 0 -10,72  -60,07
19 317,36 7 0 2 15 4 2 2 1 0 0 2 9 6 12,79  -110,72 0 -13,79  -120,51
20 293,34 5 0 1 18 6 2 2 1 2 0 6 7 6,01 -5,43 -23,76 0 -9,62  -12,681
21 317,36 4 0 2 17 4 2 2 1 1 0 4 10 6 3,54 -113,45 0 -9,75  -114,58
22 347,39 1 1 2 19 6 2 3 1 2 0 2 4 0,039 12,08 -98,51 0 -13,39  -101,77
23 309,41 3 1 1 11 5 2 1 1 1 0 1 5 4,18 19,51 -60,67 0 -8,55 -83,13
Legenda :

PM = peso molecular

APO = aceptores (de ligacdo de hidrogénio) protéicos oclusos
APPO = atomos polares protéicos oclusos

LHL = ligac6es de hidrogénio do ligante

CL = choques realizados pelo ligante

LL = ligagOes livres (passiveis de sofrer rotacio)

DLHL = doadores de ligacdo de hidrogénio do ligante

ALHL = aceptores de ligagdo de hidrogénio do ligante

DL.O = doadores (de ligagdo de hidrogénio) do ligante oclusos
ALO = aceptores (de ligacdo de hidrogénio) do ligante oclusos

APLO = atomos polares do ligante oclusos

AHE = atomos hidrofobicos expostos (ao solvente)

DPO = doadores (de ligacdo de hidrogénio) protéicos oclusos
EEPH = escore externo de pontes de hidrogénio

EEV = escore externo de vdW

EA = escore de aptidao

EIPH = escore interno de pontes de hidrogénio

EIT = escore interno de torcéo

EIV = escore interno de vdwW
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ANEXO J-6 2 Descritores simples obtidos apds o atracamento das amidinas em seu estado neutro, na TR de T. cruzi, no sitio do FAD, pelo programa
GOLD (CCDC Ltd.).

PM APO APPO LHL CL LL DLHL ALHL DLO ALO APLO AHE DPO EEPH EEV EA  EIPH EIT EIV

9 302,37 5 1 1 6 6 1 2 1 1 0 2 5 0,15 42,46 48,28 0 -11,41 1,16
10 306,79 3 1 0 6 4 1 1 1 1 0 0 5 0 43,62 50,90 0 -7,53 -1,55
11 351,24 2 1 0 6 4 1 1 1 1 0 2 8 0 45,18 53,12 0 -8,71 -0,30
12 317,34 5 1 0 5 5 1 3 1 3 1 0 5 0 4533 53,55 0 -8,69 -0,09
13 272,34 5 1 0 5 4 1 1 1 1 0 2 6 0 40,48 47,86 0 -8,38 0,59
14 286,37 2 1 1 5 5 1 1 1 0 0 1 8 0 44,41 51,19 0 -9,90 0,02
15 297,35 3 1 0 7 5 1 2 1 2 0 0 7 0,01 4445 52,09 0 -10,08 1,04
16 381,27 2 1 1 9 6 1 2 1 1 0 1 6 0,03 49,71 58,23 0 -10,97 0,81
17 288,34 6 0 3 14 5 2 2 0 0 0 4 9 2,68 20,44 18,87 0 -6,44 -5,48
18 332,40 3 1 2 9 8 1 3 1 1 0 2 10 0,05 47,04 49,77 0 -14,44 -0,52
19 316,35 2 1 1 6 4 1 3 1 2 0 4 8 0,12 46,73 52,17 0 -13,66 1,44
20 292,33 4 1 1 7 6 1 3 1 2 0 2 5 0,09 40,57 49,38 0 -7,07 0,57
21 316,35 3 1 1 7 4 1 3 1 2 0 3 9 0,50 4545 51,25 0 -12,02 0,27
22 346,38 2 1 1 6 6 1 4 1 3 0 2 8 0,01 43,46 49,76 0 -11,31 1,31
23 308,40 4 1 0 8 5 1 2 1 2 0 0 7 0,28 39,07 44,58 0 -9,86 0,44
Legenda :

PM = peso molecular APLO = atomos polares do ligante oclusos
APO = aceptores (de ligacdo de hidrogénio) protéicos oclusos AHE = atomos hidrofobicos expostos (ao solvente)
APPO = atomos polares protéicos oclusos DPO = doadores (de ligacdo de hidrogénio) protéicos oclusos

LHL = ligac6es de hidrogénio do ligante EEPH = escore externo de pontes de hidrogénio
CL = choques realizados pelo ligante EEV = escore externo de vdwW

LL = ligagOes livres (passiveis de sofrer rotacio) EA = escore de aptidao

DLHL = doadores de ligacdo de hidrogénio do ligante EIPH = escore interno de pontes de hidrogénio
ALHL = aceptores de ligagdo de hidrogénio do ligante EIT = escore interno de torcéo

DL.O = doadores (de ligagdo de hidrogénio) do ligante oclusos EIV = escore interno de vdwW

ALO = aceptores (de ligacdo de hidrogénio) do ligante oclusos
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ANEXO J-7 - Descritores simples obtidos ap6s o atracamento das amidinas em seu estado catidnico, na TR de L. amazonensis, no sitio da TSST, pelo

programa GOLD (CCDC Ltd.).

PM APO APPO LHL CL LL DLHL ALHL DLO ALO APLO AHE DPO EEPH EEV EA EIPH EIT EIV

9 303,38 5 0 0 1 6 2 1 2 0 0 18 1 0 36,54 -15,19 0 -9,22 -56,22
10 307,80 6 0 0 4 4 2 0 2 0 0 14 1 0 32,63 -8,45 0 -6,42 -46,89
11 352,25 5 0 0 5 4 2 0 2 0 0 16 0 0 33,98 -16,65 0 -6,85 -56,52
12 318,35 1 0 1 6 5 2 2 2 0 1 16 0 2 28,45 -23,94 0 -6,89 -58,17
13 273,35 5 0 0 4 4 2 0 2 0 0 16 0 0 32,64 -36,92 0 -7,38 -74,42
14 287,38 4 0 0 6 5 2 0 2 0 0 19 1 0 3323 -7,13 0 -6,88 -45,95
15 298,36 4 0 0 6 5 2 1 2 0 0 16 0 0 3165 -8,77 0 -6,53 -45,75
16 382,27 3 0 0 3 6 2 1 2 0 0 18 1 0 38,35 -17,88 0 -7,81 -62,80
17 289,35 4 0 2 5 5 3 1 1 0 0 15 0 3,84 32,92 -14,04 0 -6,90 -56,25
18 333,40 4 0 0 2 8 2 2 2 0 0 20 1 0 40,34 -10,19 0 -9,21 -56,45
19 317,36 4 0 3 5 4 2 2 0 0 0 24 1 12 19,62 -91,58 0 -13,84 -116,72
20 293,34 3 0 0 4 6 2 2 2 1 0 15 1 0,18 32,13 23,99 0 -8,29 -12,16
21 317,36 4 0 1 10 4 2 2 1 0 0 15 1 1,00 28,62 -83,97 0 -9,75  -114,58
22 347,39 6 0 0 5 6 2 3 2 2 0 17 1 0 37,31 -47,54 0 -13,53  -85,32
23 309,41 4 0 1 5 5 2 1 1 0 0 15 1 3,92 3389 -27,40 0 -9,01 -68,91
Legenda :

PM = peso molecular

APO = aceptores (de ligagdo de hidrogénio) protéicos oclusos
APPO = atomos polares protéicos oclusos

LHL = ligac6es de hidrogénio do ligante

CL = choques realizados pelo ligante

LL = ligagOes livres (passiveis de sofrer rotacio)

DLHL = doadores de ligacdo de hidrogénio do ligante

ALHL = aceptores de ligacdo de hidrogénio do ligante

DL.O = doadores (de ligagdo de hidrogénio) do ligante oclusos
ALO = aceptores (de ligacdo de hidrogénio) do ligante oclusos

APLO = atomos polares do ligante oclusos

AHE = atomos hidrofobicos expostos (ao solvente)

DPO = doadores (de ligacdo de hidrogénio) protéicos oclusos
EEPH = escore externo de pontes de hidrogénio

EEV = escore externo de vdW

EA = escore de aptidao

EIPH = escore interno de pontes de hidrogénio

EIT = escore interno de torcéo

EIV = escore interno de vdwW
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ANEXO J-8 - Descritores simples obtidos apds o atracamento das amidinas em seu estado neutro, na TR de L. amazonensis, no sitio da TSST, pelo

programa GOLD (CCDC Ltd.).

PM APO APPO LHL CL LL DLHL ALHL DLO ALO APLO AHE DPO EEPH EEV EA EIPH EIT EIV
9 302,37 4 0 0 2 6 1 2 1 0 0 19 2 0 34,25 38,17 0 -9,11 0,19
10 306,79 3 0 0 3 4 1 1 1 0 0 12 1 0 30,98 34,93 0 -10,46 2,79
11 351,24 3 0 0 4 4 1 1 0 0 0 12 1 0,01 30,77 35,19 0 -9,00 1,87
12 317,34 2 0 1 3 5 1 3 1 2 1 12 0 0 31,41 359% 0 -7,88 0,63
13 272,34 4 0 0 1 4 1 1 1 0 0 14 2 0 29,77 34,22 0 -8,49 1,78
14 286,37 3 0 0 5 5 1 1 1 1 0 15 0 0 32,23 35,42 0 -9,31 0,43
15 297,35 3 0 0 5 5 1 2 0 0 0 12 1 0,09 31,07 3524 0 -8,30 0,72
16 381,27 2 0 2 6 6 1 2 0 1 0 15 4 562 34,31 41,40 0 -14,05 2,65
17 288,34 3 0 0 3 5 2 2 1 1 0 11 1 0 3293 3523 0 -11,22 1,17
18 332,40 5 0 1 4 8 1 3 0 2 0 21 0 2 33,66 36,97 0 -13,80 2,48
19 316,35 0 0 1 4 4 1 3 1 1 0 18 2 6,49 32,16 40,85 0 -14,57 4,71
20 292,33 5 0 0 4 6 1 3 0 0 0 14 1 0 31,67 37,33 0 -1,57 1,35
21 316,35 2 0 2 4 4 1 3 0 1 0 14 4 7,15 34,06 40,78 0 -16,66 3,46
22 346,38 4 0 1 1 6 1 4 0 2 0 18 2 0 3496 37,48 0 -10,10 -0,49
23 308,40 1 0 1 2 5 1 2 0 1 0 15 2 059 29,65 31,86 0 -11,32 1,82
Legenda :

PM = peso molecular

APO = aceptores (de ligagdo de hidrogénio) protéicos oclusos
APPO = atomos polares protéicos oclusos

LHL = ligac6es de hidrogénio do ligante

CL = choques realizados pelo ligante

LL = ligagOes livres (passiveis de sofrer rotacio)

DLHL = doadores de ligacdo de hidrogénio do ligante

ALHL = aceptores de ligagdo de hidrogénio do ligante

DL.O = doadores (de ligagdo de hidrogénio) do ligante oclusos
ALO = aceptores (de ligacdo de hidrogénio) do ligante oclusos

APLO = atomos polares do ligante oclusos

AHE = atomos hidrofobicos expostos (ao solvente)

DPO = doadores (de ligacdo de hidrogénio) protéicos oclusos
EEPH = escore externo de pontes de hidrogénio

EEV = escore externo de vdW

EA = escore de aptidao

EIPH = escore interno de pontes de hidrogénio

EIT = escore interno de torcéo

EIV = escore interno de vdW
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ANEXO J-9 - Descritores simples obtidos apds o atracamento das amidinas em seu estado catiénico, na TR de L. amazonensis, no sitio do FAD, pelo

programa GOLD (CCDC Ltd.).

PM APO APPO LHL CL LL DLHL ALHL DLO ALO APLO AHE DPO EEPH EEV EA EIPH EIT EIV

9 303,38 5 0 0 5 6 2 1 1 1 0 7 3 0 46,10 -2,75 0 -9,20 -56,94
10 307,80 2 0 0 7 4 2 0 2 0 0 2 5 0 37,33 -0,75 0 -6,53 -45,55
11 352,25 4 0 0 8 4 2 0 2 0 0 4 4 0 46,03 0,25 0 -6,87 -56,17
12 318,35 2 0 1 5 5 2 2 2 0 1 2 3 6 4399 -0,10 0 -8,19 -58,40
13 273,35 5 0 0 4 4 2 0 2 0 0 5 4 0 43,81 -19,85 0 -7,49 -72,60
14 287,38 4 0 0 9 5 2 0 2 0 0 5 4 0 46,33 10,14 0 -6,73 -46,83
15 298,36 4 0 0 6 5 2 1 2 1 0 5 4 0 47,10 12,42 0 -6,52 -45,83
16 382,27 3 0 0 8 6 2 1 2 1 0 4 6 0,15 44,21 -10,87 0 -8,22 -63,60
17 289,35 5 0 0 7 5 3 1 3 1 0 6 4 0 44,03 -3,04 0 -7,62 -55,97
18 333,40 5 0 0 4 8 2 2 2 2 0 3 6 1.10* 5094 4,49 0 -9,36 -56,18
19 317,36 3 0 1 7 4 2 2 2 1 0 6 5 0 41,27 -76,86 0 -13,87 -119,72
20 293,34 4 0 0 5 6 2 2 2 2 0 6 4 0 43,71 38,73 0 -9,57 -11,81
21 317,36 5 0 1 3 4 2 2 2 1 0 3 4 0 46,74 -60,08 0 -9,80  -114,55
22 347,39 4 0 0 3 6 2 3 2 3 0 2 4 0 48,75 -31,70 0 -13,50  -85,23
23 309,41 3 0 0 4 5 2 1 2 1 1 2 5 0 44,82 -15,92 0 -9,09 -68,46
Legenda :

PM = peso molecular

APO = aceptores (de ligacdo de hidrogénio) protéicos oclusos
APPO = atomos polares protéicos oclusos

LHL = ligac6es de hidrogénio do ligante

CL = choques realizados pelo ligante

LL = ligagOes livres (passiveis de sofrer rotacio)

DLHL = doadores de ligacdo de hidrogénio do ligante

ALHL = aceptores de ligagdo de hidrogénio do ligante

DL.O = doadores (de ligagdo de hidrogénio) do ligante oclusos
ALO = aceptores (de ligacdo de hidrogénio) do ligante oclusos

APLO = atomos polares do ligante oclusos

AHE = atomos hidrofobicos expostos (ao solvente)

DPO = doadores (de ligacdo de hidrogénio) protéicos oclusos
EEPH = escore externo de pontes de hidrogénio

EEV = escore externo de vdW

EA = escore de aptidao

EIPH = escore interno de pontes de hidrogénio

EIT = escore interno de torcéo

EIV = escore interno de vdwW
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ANEXO J-10 - Descritores simples obtidos apds o atracamento das amidinas em seu estado neutro, na TR de L. amazonensis, no sitio do FAD, pelo
programa GOLD (CCDC Ltd.).

PM APO APPO LHL CL LL DLHL ALHL DLO ALO APLO AHE DPO EEPH EEV EA  EIPH EIT EIV

9 302,37 4 0 0 4 6 1 2 1 2 0 2 5 0,04 47,03 56,43 0 -7,13 -1,15
10 306,79 2 0 0 2 4 1 1 1 1 0 3 6 0,15 4594 55,61 0 -6,08 -1,62
11 351,24 3 0 0 2 4 1 1 1 1 0 4 4 0,23 4511 54,87 0 -6,56 -0,83
12 317,34 3 0 1 3 5 1 3 1 2 1 5 2 0,19 45,76 55,07 0 -6,67 -1,36
13 272,34 1 0 0 2 4 1 1 1 1 0 1 8 0 4359 51,77 0 -6,46 -1,71
14 286,37 3 0 2 1 5 1 1 0 0 0 1 2 0,21 4555 54,93 0 -7,64 -0,26
15 297,35 4 0 2 2 5 1 2 1 0 0 3 3 0,33 44,38 54,38 0 -7,35 0,39
16 381,27 2 0 1 5 6 1 2 1 1 0 4 3 0,98 47,86 57,74 0 -11,28 2,24
17 288,34 2 0 1 5 5 2 2 0 2 0 3 1 0,16 41,57 48,75 0 -7,02 -1,55
18 332,40 4 0 1 3 8 1 3 1 2 0 1 4 0,25 50,54 59,99 0 -10,57 0,81
19 316,35 3 0 2 4 4 1 3 1 1 0 5 3 3,53 4512 53,89 0 -11,86 0,18
20 292,33 2 0 1 1 6 1 3 1 1 0 3 3 0,28 4480 54,78 0 -7,95 0,85
21 316,35 3 0 1 7 4 1 3 1 1 0 2 4 041 4426 51,11 0 -10,78 0,63
22 346,38 5 0 2 4 6 1 4 0 3 0 2 2 0,27 46,92 53,35 0 -12,12 0,69
23 308,40 1 0 1 4 5 1 2 1 1 1 1 6 0 44,00 52,05 0 -8,89 0,45
Legenda :
PM = peso molecular APLO = atomos polares do ligante oclusos
APO = aceptores (de ligacdo de hidrogénio) protéicos oclusos AHE = atomos hidrofobicos expostos (ao solvente)
APPO = atomos polares protéicos oclusos DPO = doadores (de ligacdo de hidrogénio) protéicos oclusos

LHL = ligac6es de hidrogénio do ligante EEPH = escore externo de pontes de hidrogénio
CL = choques realizados pelo ligante EEV = escore externo de vdwW

LL = ligagOes livres (passiveis de sofrer rotacio) EA = escore de aptidao

DLHL = doadores de ligacdo de hidrogénio do ligante EIPH = escore interno de pontes de hidrogénio
ALHL = aceptores de ligagdo de hidrogénio do ligante EIT = escore interno de torcéo

DL.O = doadores (de ligagdo de hidrogénio) do ligante oclusos EIV = escore interno de vdwW

ALO = aceptores (de ligacdo de hidrogénio) do ligante oclusos
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ANEXO K - Tabela indicando os residuos presentes no sitio (TSST) onde foram atracadas as
fenotiazinas, para realizacdo de calculo semi-empirico. Estdo indicados ainda a quantidade de residuos
em cada recorte (N° Res.), as moléculas de adgua presentes nos sitios (H,O) e a carga final de cada
sitio.

Comp N°Res. Residuos presentes no sitio (5A) H,O Carga final
Gly 14, Ser 15, Gly 16, Leu 18, Glu 19, Trp 22, Cys HOH 181,
24 18 53, Val 54, lle 107, Tyr 111, Met 114, Thr 335, Pro 222, 251, -2

336, lle 339, Gly 459, His 461, Glu 466, Ser 470 397, 432

Gly 14, Ser 15, Gly 16, Leu 18, Glu 19, Trp 22, Gly

o5 20 50, Cys 53, Val 54, lle 107, Ser 110, Tyr 111, Met 252H215811 P
114, Thr 335, Pro 336, lle 339, Gly 459, His 461, 308 3’97 4’32
Glu 466, Ser 470 ' '
Gly 14, Ser 15, Gly 16, Leu 18, Glu 19, Trp 22, Cys HOH 181
26 20 53, Val 54, Val 59, lle 107, Ser 110, Tyr 11_1, Met 299 251’ P
114, Thr 335, Pro 336, lle 339, Gly 459, His 461, 397 4’30 4’32
Glu 466, Ser 470 ' '
Gly 14, Ser 15, Gly 16, Leu 18, Glu 19, Trp 22, Cys HOH 181
97 19 53, Val 54, Val 59, lle 107, Tyr 11_1, Met 114, Thr 299 251 ' P
335, Pro 336, lle 339, Gly 459, His 461, Glu 466, ! '
397, 432
Ser 470
HOH 155,
Val 59, Lys 62, lle 107, Glu 436, Phe 396, Thr 397, 182, 189,
28 15 Pro 398, Leu 399, Lys 402, His 461, Pro 462, Thr 200, 221, -1
463, Ser 464, Glu 466, Glu 467 251, 311,
397, 433

Gly 14, Ser 15, Leu 18, Glu 19, Trp 22, Gly 45, Cys HOH 181,
29 18 53, Val 54, Val 59, lle 107, Tyr 111, Met 114, Thr 222, 251, -2
335, Pro 336, Ile 339, His 461, Glu 466, Ser 470 430, 432

Cys 53, Val 54, Val 59, Lys 62, lle 107, Glu 436, HOH 182,
30 17 Phe 396, Thr 397, Pro 398, Leu 399, Lys 402, His 200, 311, -1
461, Pro 462, Thr 463, Ser 464, Glu 466, Glu 467 397, 433

Val 59, Lys 62, lle 107, Glu 436, Phe 396, Thr 397, HOH 155,

31 15 Pro 398, Leu 399, Lys 402, His 461, Pro 462, Thr 182, 200, -1
463, Ser 464, Glu 466, Glu 467 311, 397, 433
Val 54, Val 59, Lys 62, lle 107, Glu 436, Phe 396, HOH 155,
32 16 Thr 397, Pro 398, Leu 399, Lys 402, His 461, Pro 182, 200, -1
462, Thr 463, Ser 464, Glu 466, Glu 467 397, 433

Gly 14, Ser 15, Leu 18, Glu 19, Trp 22, Cys 53, Val HOH 181,
33 18 54, Val 59, lle 107, Tyr 111, Met 114, Thr 335, Pro 222, 251, -2
336, lle 339, Gly 459, His 461, Glu 466, Ser 470 397, 430, 432

Continua...
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... Continuacéo

Comp N°Res. Residuos presentes no sitio (5A) H,O Carga final
Ser 15, Cys 53, Val 59, Val 59, Lys 62, lle 107, Tyr HOH 181,
34 19 111, Thr 335, Pro 336, lle 339, Phe 396, Pro 398, 182, 200, 1
Leu 399, His 461, Pro 462, Thr 463, Ser 464, Glu 222, 251,
466, Glu 467 397, 432, 433
Val 59, Lys 62, lle 107, Ser 110, Glu 436, Phe 396, HOH 182,
35 17 Thr 397, Pro 398, Leu 399, Met 400, Lys 402, His 189, 200, -1
461, Pro 462, Thr 463, Ser 464, Glu 466, Glu 467 221, 397, 433
Gly 14, Ser 15, Leu 18, Glu 19, Trp 22, Asn 23, HOH 181,
36 15 Cys 53, Tyr 111, Met 114, Thr 335, Pro 336, lle 222, 251, -2
339, His 461, Glu 466, Ser 470 430, 432
Gly 14, Ser 15, Gly 16, Leu 18, Glu 19, Ala 20, Trp HOH 134
37 29 22, Asn 23, Cys 53, Val 54, Val 59, lle 107, Tyr 181 222 ' P
111, Met 114, Thr 335, Pro 336, lle 339, Gly 459, 251 4’30 4’32
His 461, Glu 466, Cys 469, Ser 470 ' '
Ser 15, Leu 18, Glu 19, Trp 22, Asn 23, Cys 53, HOH 181,
38 17 Val 54, lle 107, Tyr 111, Met 114, Thr 335, Pro 222, 251, -2
336, lle 339, Gly 459, His 461, Glu 466, Ser 470 430, 432
Gly 14, Ser 15, Gly 16, Leu 18, Glu 19, Ala 20, Trp HOH 181
39 21 22, Asn 23, Cys 53, Val 54, Val 59, lle 107, Tyr 299 251 ' P
111, Met 114, Thr 335, Pro 336, lle 339, Gly 459, 397 4’30 4’32
His 461, Glu 466, Ser 470 ' '
Gly 14, Ser 15, Gly 16, Leu 18, Glu 19, Trp 22, HOH 181,
40 20 Asn 23, Gly 50, Cys 53, Val 54, Val 59, lle 107, 222, 251, P
Tyr 111, Met 114, Thr 335, Pro 336, lle 339, His 328, 397,
461, Glu 466, Ser 470 430, 432
Gly 14, Ser 15, Leu 18, Glu 19, Trp 22, Asn 23, HOH 328
41 16 Leu 27, Gly 50, Ser 110, Tyr 111, Glu 113, Met 430 432’ -3
114, Aspl117, Thr 118, Thr 335, lle 339 '
Ser 15, Leu 18, Glu 19, Trp 22, Asn 23, Cys 53, HOH 181
42 18 Val 54, Val 59, lle 107, Ser 110, Tyr 111, Met 114, 299 38 ' P
Thr 335, Pro 336, lle 339, His 461, Glu 466, Ser ' '
430, 432
470
Gly 14, Ser 15, Leu 18, Glu 19, Trp 22, Asn 23, Thr HOH 140
43 14 26, Leu 27, Gly 50, Val 54, Tyr 111, Met 114, Thr 378 432’ -1

335, Ile 339
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