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Pharmacophore Analysis of Trypanosoma cruzi Trypanothione Reductase
(TR) Complexed with Peptide Mimetic Inhibitors

Abstract: The treatment of Chagas disease in its chronic form is inefficient and thus new therapeutic
approaches have been studied. Among these, the Trypanothione Reductase (TR) is presented as a
selective and specific target for chemotherapy of this disease. We studied, by molecular dynamics (MD)
using the program GROMACS, the behavior of a series of six complexes involving Trypanosoma cruzi TR
and its peptide mimetic inhibitors. This methodology allows the temporal evaluation of multiple
conformations of the atoms together with their interactions in each complex. The results revealed some
residues in the active site that modulates the enzyme inhibition profile (pharmacophoric groups). From
this pharmacophoric analysis, it was possible to select alternative binding sites into the enzyme and we
identified some interactions patterns that govern the inhibition of this class of compounds. These
informations will be exploited in the rational development of inhibitors of TR aiming to treat Chagas
disease.

Keywords: Molecular Dynamics; Chagas’ Disease; Trypanothione Reductase; Peptide inhibitors.

Resumo

O tratamento da doenca de Chagas em sua forma crbnica é ineficiente. Assim, novas abordagens
terapéuticas tém sido estudadas. Dentre estas, a Tripanotiona Redutase (TR) apresenta-se como um
alvo seletivo e especifico para a quimioterapia desta doenga. Estudamos, por Dindmica Molecular (DM)
usando o programa GROMACS, o comportamento de uma série de seis complexos envolvendo a TR de
Trypanosoma cruzi e seus inibidores peptideo miméticos. Esta metodologia permite o estudo temporal
das multiplas conformagdes dos atomos em cada complexo conjuntamente as descricbes de suas
interagdes. Os resultados obtidos através do mapeamento de dtomos do sitio ativo revelaram grupos
importantes na modulacdo do perfil de inibicdo enzimatica (grupos farmacoféricos). A partir desta
andlise farmacofdrica foi possivel selecionar sitios alternativos de ligacdo a enzima e se identificou
padrdes de interagdo que regem a inibicdo da TR pelos peptideos miméticos. Estes dados serdo
futuramente aplicados no desenvolvimento racional de farmacos inibidores da TR visando o tratamento
da doenga de Chagas.
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1. Introdugao

A doenca de Chagas tem afligido diversas
populagdes no continente americano ha mais
de 100 anos.' Seu agente etiolégico é o
protozodrio flagelado pertencente a classe
Trypanosomatina, ordem Kinetoplastida,
espécie Trypanosoma cruzi’ Esta ordem
filogenética abrange ainda protozoarios do
género Leishmania (também patogénico ao

homem) e a Crithidia fasciculata (organismo
nao-patogénico e modelo de estudos de
tripanossomatideos).” Recentes publica¢des
trazem a tona a necessidade de um maior
controle terapéutico da doenga de Chagas,
uma vez que ocorreram micro epidemias as
quais revelaram que a doenga de Chagas nao
€ mais um mal endémico, mas sim, uma
doenca urbana com novos meios globalizados
de transmissdo e com potencial para se
tornar uma ameaga internacional.®®
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Estas epidemias recentes revelam a
patente necessidade de compostos mais
ativos para o tratamento da doenca de
Chagas, posto que os farmacos empregados
na clinica foram lancados em 1967,
nifurtimox, (5-nitrofurano-[3-metil-4-(5’-
nitrofurfurilideamina) tetra-hidro-4H-1,4-
tiazina-1,1-diéxido], produzido pela Bayer) e
1972, benzonidazol (2-nitroimidazol (N-
benzil-2 acetamida de nitroimidazol)
manufaturado pela Roche) (Figura 1).

Benzonidazol
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Figura 1. Estruturas quimicas dos compostos
benzonidazol e nifurtimox. Ambos sao
farmacos usados na terapia da doencga de
Chagas

Estes farmacos apresentam sua eficiéncia
terapéutica limitada, devido:®” a resisténcia
de algumas «cepas; a diferenca de
susceptibilidade ao tratamento entre
individuos; as reagOes adversas (anorexia,
perda de peso, alteragbes psiquicas,
manifestagdes digestivas, sonoléncia ou
excitagdo, nduseas, vOmitos, diarreia,
hipersensibilidade, dermatite e
linfadenopatia). Devido a magnitude desses
efeitos adversos, desde 1980, o nifurtimox
teve sua comercializagdo descontinuada nos
paises do Cone Sul (Brasil, Argentina, Chile e
Uruguai), enquanto que o benzonidazol
continua a ser usado no tratamento da
doenca.®

Dado o pouco avan¢o na quimioterapia,
associada a inexisténcia de vacinas
ineficazes,*** ha a premente necessidade de

Vo

gue novos farmacos sejam desenvolvidos
auxiliando no controle e preven¢do da
doenca de Chagas.'! O planejamento para
compostos com atividade anti-T. cruzi tem
sido empregado nos ultimos anos*’ levando
ao estudo de iniimeras entidades quimicas.”
O presente artigo estuda o comportamento
dindmico de complexos  enzimaticos
envolvendo inibidores peptideo miméticos e
a enzima Tripanotiona Redutase (TR)
presente no Trypanosoma cruzi, o causador
da Doenca de Chagas, de modo a revelar
residuos presentes nesta enzima que sejam
Uteis na construcdo de mapas de interacao
farmacoférica.

A andlise genOmica e protedmica do T.
cruzi**® concomitante a de outros
tripanossomatideos patogénicos, datam de
2005.> Estas determina¢des revelaram
possiveis novos alvos terapéuticos para o
tratamento da doenca, principalmente as
enzimas de reacdes de oxidacdo-reducdo.
Destas enzimas, a Tripanotiona Redutase (TR)
foi purificada e caracterizada em 1986% e,
estudos recentes, mostraram sua presenca
em outros organismos tdo distintos dos
tripanossomatideos (Trypanosoma  sp.,
Leishmania sp. e Crithidia spp.) como as algas
verdes flageladas (Euglena gracilis) e as
amebas patogénicas (Entamoeba histolitica e
Naegleria fowleri).?

A atividade enzimatica da TR consiste na
conversdo catalitica da TS, (tripanotiona
oxidada) a sua forma reduzida T(SH),
(tripanotiona reduzida, Figura 2), de modo
dependente de NADPH." Esta reacdo é
importante uma vez que os radicais livres
presentes na célula se ligam ao sitio ativo da
TR, sofrem reduc¢do pelo NADPH gerando,
apds contato com O, intracelular, anions
radicais  superdxidos.”  Estas  espécies
radicalares sdo responsaveis pela morte dos
protozoarios.”> Assim a T(SH), possui papel
fundamental na detoxificagdo dos parasitos
frente as espécies radicalares mantendo
assim a homeostase do ambiente
intracelular. Por conseguinte, a TR, enzima
responsavel pela formacdo da tripanotiona
reduzida é de vital importancia nestes
organismos. Estudos mostraram que os
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parasitos com deficiéncia nas proteinas da via
de sintese da TS, ndo se desenvolvem
adequadamente num meio contendo
espécies oxidantes.”® Desta maneira, essas
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informacgdes indicam a possibilidade de que
farmacos  inibidores da TR  sejam
tripanossomicidas.

Ts, (Tripanotiona Oxidada)

Figura 2. Reacdo de reducdo catalisada pela enzima Tripanotiona Redutase (TR)

Uma abordagem no desenvolvimento
racional de novos farmacos anti-T. cruzi é a
utilizacdo de compostos que mimetizem a
estrutura do substrato natural, TS,.”**° Esta
classe compreende os agentes derivados de
peptideos ou seus analogos (i. e., peptideo
miméticos), os quais se apresentam como um
campo inovador para o desenho de
farmacos.”® Seu mecanismo de acdo pode
levar a desestabilizacdo da proteina-alvo (TR)
ou ao bloqueio de sua atividade catalitica, em
ambos os casos afetando o decurso do
processo patoldgico da doenga de Chagas.™

Uma série de derivados peptidicos foi

testada in vitro para inibicdo competitiva e
seletiva da TR.*® Seus valores de atividade
inibitdria (1Csp) atingiram 13,8 uM, no caso do
composto mais ativo, Benzoil-Leu-Arg-Arg-B-
naftilamida® apud.21 Posteriormente, foram
avaliados outros compostos, igualmente
ativos para a enzima, que possuiam
diferentes residuos de aminoacidos, dos
quais dois peptideos miméticos
apresentaram valor de inibicdo igual a 2,4
uM.?! Na Tabela 1 estdo representados os
petideos sintetizados por Mc Kie e
colaboradores em 2001.*
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Tabela 1: Valores de ICsp e plCsy para os peptideo miméticos testados contra Tripanotiona
Redutase (TR).?! Os seis derivados peptidicos sublinhados foram estudados no presente artigo

PeptideoComposto ICso (M)pICso™ (M)
1 Benzoil- Arg- p-nitroanilida 547 3,26
2 Benziloxi carbonil- Arg- p-nitroanilida 394 3,40
3 H- Arg- B naftilamida 1.520 2,82
4 H- Trp- B naftilamida 2670 2,57
5 Benziloxi carbonil- Lys- 4 metoxi-Bnaftilamida 816 3,09
6 H- Trp-OH 2671 2,57
7 Benziloxi carbonil- Arg- Arg- 4 metoxi-Bnaftilamida 38,5 4,41
8 Benziloxi carbonil- Arg- Arg- p-nitroanilida 59,9 4,22
9 H- His- Trp- His-OH 1742 2,76
10 H- His- Trp- Lys-OH 3911 241
11 H- Phe- Arg- Trp-OH 396 3,40
12 H- Phe- Pro- Arg-4 metoxi-p naftilamida 544 3,26
13 Benzoil- Leu- Arg- Arg- 8 naftilamida 11,8 4,93
14 Boc- Leu- Arg- Arg- 7 amido-metilcumarina 356 3,45
15 Boc- Leu- Lys- Arg- 7 amido-metilcumarina 418 3,38
16 Benzoil- Gly- Arg- Arg- Leu- 8 naftilamida 510 3,29
17 Benziloxi carbonil- Gly- Gly- Arg- 7 amido-metilcumarina 296 3,53
18 Benziloxi carbonil- Ala- Arg- Arg- 4 metoxi-Bnaftilamida10,4 4,98
19 Benzoil- Lys- Phe- Arg- p-nitroanilida 242 3,62
20 Benzoil- Phe- Val- Arg- 7 amido- 4 metilcumarina 247 3,61
21 H- Phe- Met- Arg- Phe- NH2 2740 2,56

pICso=log(1/1Cso)

2. Metodologia

2.1. Aquisicao de dados

O complexo entre a Tripanotiona
Redutase (TR) de Tripanosoma cruzi e seu
substrato  natural  (TS,)*®  encontra-se
depositado no Banco de Dados de
Proteinas.”” Os complexos, envolvendo a TR e

os inibidores sintetizados por Mc Kie e
colaboradores,”>  foram  obtidos pela
metodologia de ancoramento molecular
(docking).”> Os resultados do estudo de
docking possibilitaram a obtengdo dos 21
complexos envolvendo a TR e os peptideos
miméticos.”

De modo a se restringir o nimero total de
sistemas a serem estudados por Dindmica
Molecular (DM) e que serdo posteriormente
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usados na construcdo dos mapas
farmacoféricos, selecionou-se da lista de 21
complexos os trés peptideo miméticos mais
ativos, a saber: 18, 13 e 08 (Tabela 1), os
compostos menos ativos (09 e 10, Tabela 1) e
o derivado mais volumoso (16), totalizando
seis complexos.

De posse das informacdes destes seis
complexos, a etapa seguinte foi a
ligantes. Esta parte

parametrizagdo dos

Pita, S. S. R.; Pascutti, P. G.

consiste na descri¢cdo das estruturas que nao
sejam derivadas de biomoléculas
(aminoacidos, carboidratos ou acidos
nucléicos), por parametros do programa
GROMACS.* A parametrizagao dos
compostos estudados no presente artigo (TS,
e peptideos miméticos) foi descrita
anteriormente” e suas estruturas est3o
representadas na figura 3.

Figura 3. Estruturas quimicas dos compostos estudados neste artigo. A) tripanotiona (TS,);
SPM, cadeia espermidina. b) peptideo mimético 08; BEZ grupo benziloxi carbonil e PNO, para
nitro anilida c) peptideo mimético 09, d) peptideo mimético 10, e) peptideo mimético 13; BZO,
grupo benzoil e BNF, B- naftil amida f) peptideo mimético 16 e g) peptideo mimético 18

Nos estudos por Dinamica Molecular (DM)
dos seis complexos envolvendo a TR e os
ligantes selecionou-se o estado de
protonacdo dos residuos de acordo com o pH
do teste in vitro (pH= 7,3'®) e a geometria da
caixa de simulagio (dodecaédrica).”> Os
dados de DM foram obtidos durante uma
corrida de 10ns na temperatura de 298 K,
no ensemble NPT, usando condicOes
periddicas de contorno (PBC) e tratamento
eletrostatico Particle-mesh Ewald (PME) com
raio de corte simples (cut-off) igual a 0,9 nm,
tanto para a contribuicdo de van der Waals
(rvdw) quanto a de Coulomb (rcoulomb), em

cada um dos seis complexos estudados.”

2.2. Agrupamento de Conformagoes

(clusters)

Os resultados de DM para os seis
complexos foram publicados
anteriormente,”® e a partir dos dados de
trajetdria foi realizado o agrupamento das
conformacdes semelhantes (clusters). Nestes

agrupamentos  (clusters)  podem  ser
verificadas as mudangas na estrutura da
proteina (TR), sendo aceitas pequenas
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variacdes dentro de um valor estipulado.
Assim, para os sistemas com maiores
nameros de clusters (conjuntos de
conformacgdes) espera-se maior variagdao de
estruturas durante a DM. A populagdo de
cada cluster deve ser avaliada de modo a se
investigar a  representatividade  deste
conjunto nas inumeras conformacgGes
geradas durante o calculo de DM.

Para a andlise de clusters utilizou-se o
mdédulo g_cluster incluido no GROMACS.*
Este médulo é capaz de separar as estruturas
em grupos de estruturas similares, de acordo
com o valor de RMSD (Root Mean Square
Deviation), cuja populacdo traduz a
frequéncia com que as estruturas aparecem
durante a DM. Os resultados dependem da
escolha de dois parametros: o algoritmo de
clusterizacdo e o critério de corte, que separa
as estruturas de um grupo em outro. Neste
artigo foram testadas diversas combinacdes
desses dois parametros (algoritmo e corte),
utilizando o total de 1001 estruturas de cada
complexo como populagdo. Selecionou-se
como algoritmo de clusterizacdo o método
gromos26 e para valor do corte, o valor de 0,5

nm de RMSD entre duas estruturas
pertencentes ao mesmo grupo.
2.3. Construgao dos Modelos

Farmacoforicos

Segundo Leach e colaboradores,” um
modelo farmacofdrico de um alvo bioldgico
pode ser definido a partir de algumas
caracteristicas comuns, compartilhadas por
um grupo de compostos, que interagem com
as caracteristicas complementares no alvo
bioldgico. Estas interagbes podem ser
ligacdes hidrogénio, transferéncias de cargas,
contatos  hidrofébicos ou  interagGes
eletrostaticas.”®

Vo

O modelo farmacoférico tridimensional é
composto por um conjunto de caracteristicas
alinhadas no espaco 3D, que representam as
interagOes essenciais com o receptor.28 Como
consequéncia, este modelo é limitado a
representar um Unico modo de acdo, /. e.,
representa um Unico modo de ligacdo dos
ligantes no mesmo alvo.?® Estes modelos 3D
sdo construidos baseando-se num conjunto
pré-definido de caracteristicas quimicas e
vinculos espaciais para o volume, os quais
sdo seletivos para identificar e descrever os
modos de ligacdo e também podem ser
aplicados como ferramenta in silico na
triagem de um banco de dados de
compostos.”®

O protocolo de construcdao dos modelos
farmacoféricos envolve uma andlise das
caracteristicas quimicas complementares do
sitio ativo e suas relacdes espaciais.”® Neste

processo de construcdo trés passos

sequenciais sao importantes.28

19, Extracao, identificacdo e
interpretacdo do ligante (seus

estados de hibridagdo, os tipos de
ligacdo);

29, Deteccdo do farmacoforo;

32, Visualizacdo do modelo, interacdo do
usudrio frente as informacGes
obtidas e exportacdo dos dados.

O programa LigandScout’® incorpora estas
informagdes do complexo macromolécula-
ligante,” representando cada caracteristica
quimica do farmacéforo a partir de um
conjunto particular de aspectos conforme
mostrado na tabela a seguir. Apds a analise
de clusters foram determinadas as estruturas
representativas de cada complexo nos 10ns
de DM. A partir de cada estrutura
representativa, os modelos farmacofdricos
respectivos foram construidos.
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Tabela 2: Representacdo das diversas caracteristicas quimicas presentes num mapa
farmacoférico presentes no programa LigandsScout®®

Representacao Grafica

Caracteristica Farmacoforica

) Doador de Ligacao Hidrogénio
Aceptor de Ligacdo Hidrogénio
Area Carregada Positivamente

Area Carregada Negativamente

Contatos Hidrofdbicos

Anel Aromatico

Sitio Ligacdo a Metais

Volume de Exclusao

3. Resultados e Discussao

3.1. Estabilidade Estrutural dos

complexos

De modo a se obter as coordenadas dos
ligantes (Tabela 1) inseridos na enzima
Tripanotiona Redutase de T. cruzi foi aplicada
a metodologia de ancoramento molecular
(docking).”> Nas simulacdes de Dinamica
Molecular (DM) destes complexos, mesmo
apds as etapas prévias de otimizagdo o
relaxamento das estruturas ainda continua
por tempos que vao além dos picosegundos
iniciais. Isto ocorre geralmente devido as
diferencas entre o ambiente aquoso da

simulagio e o ambiente cristalino
experimental.*® A variagdo das posicdes
atébmicas durante a DM é medida através do
seu valor de desvio, RMSD (Root Mean
Square Deviation).

Os desvios presentes numa simulacdo de
DM podem ser relacionados ao dado
experimental através do calculo do fator-B de
temperatura (B- factor). Os resultados do
comportamento das cadeias principais dos
complexos em presenga dos ligantes (ndo
mostrados na figura) indicaram a estabilidade
dos sistemas durante os 10ns de DM (Figura
4). As regides em azul escuro correspondem
as mais estaveis, ou seja, aquelas sujeitas as
menores flutuagdes térmicas.
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Figura 4. Fator-B da cadeia principal da Tripanotiona Redutase durante a DM de 10ns. As
siglas apresentadas sdo: BZL, grupo controle da simulagdo (TR e os ions); FAD, idem anterior
acrescido de duas moléculas do cofator FAD; GCG, idem anterior adicionado das moléculas do
substrato natural (TS,). No sistema contendo os peptideos miméticos, a letra P é precedida
pela ordem numérica do derivado conforme apresentado na Tabela 1. Por exemplo: o sistema
P09 abrange o sistema FAD acrescida das duas moléculas do peptideo mimético 09 (Tabela 1,
Figura 3)

Conforme apontado pelos estudos posicdo, pode-se calcular a flutuagdo atomica
anteriores, a TR possui uma estrutura e, estes valores indicam o quanto
relativamente rigida.! Esta rigidez resulta determinadas partes da estrutura da

num sitio ativo com forma e caracteristicas
fisico-quimicas bem definidas, o que esta
representado pela pouca variagdo do fator-B
(Figura 4). Os ligantes (derivados peptidicos
flexiveis), ao encontrarem esta regido rigida
da enzima, ajustam-se na correta orientagao
e na conformacdo especifica de liga¢do para
subsequente catalise.™

Durante um estudo de DM as posi¢Ges de
cada atomo sdo registradas em fungdo do
tempo (trajetéria). Com estes valores de

proteina, quando em presenca dos ligantes,
sdo perturbadas durante a simulagdo. A
maneira de representar a flexibilidade das
cadeias proteicas numa DM é através do
calculo de RMSF-3D (Root Mean Square
Fluctuation-3D). De modo gréfico, o
programa MolMol*> mostra em maior
espessura as subestruturas mais perturbadas
nas cadeias. A Figura 5 revela a estabilidade
de regides importantes como o sitio ativo, as
regides intercadeias (parte central das
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estruturas) e a regido de ligacdo com o
NADPH ou com o FAD.

De modo geral verifica-se que a presenca
de alguns ligantes favorece a estabilizacdo do
sistema TR-ligante principalmente nas
regides do sitio ativo, do sitio de ligacdo com
NADPH e na regido de interagdo com o FAD
(Figura 5). Comparando-se as flutuagdes do
esqueleto peptidico da TR durante a DM,
revelado pela espessura do grafico na Figura
5, nota-se que os inibidores mais ativos (P18
e P13, Tabela 1) tendem a induzir menor
flexibilidade nas cadeias da TR nos seus

Pita, S. S. R.; Pascutti, P. G.

respectivos complexos durante sua interagao.
Esse dado se torna mais patente quando se
comparam os resultados de P13 (composto
mais ativo, Tabela 1), P10 (peptideo menos
ativo, Tabela 1) e o sistema controle, GCG.

Tomando em conjunto os resultados do
Fator-B (Figura 4) e do RMSF-3D (Figura 5),
ambos revelam a estabilidade dos sistemas
durante a DM de 10ns e a possibilidade de
uma aquisicao de dados confidvel para outras
analises objetivando o de planejamento de
farmacos mais ativos para o tratamento da
doenca de Chagas.

Figura 5. Representa¢des do RMSF-3D de cada complexo da Tripanotiona Redutase e seus
ligantes (ndo mostrados na figura acima). O valor de flutuagdo é proporcional a espessura das
cadeias proteicas. As figuras foram geradas pelo programa Molmol.*’ As siglas seguem a

mesma descri¢ao da Figura 4

Rev. Virtual Quim. |Vol 4| |[No. 6| |788-804|



Pita, S. S. R.; Pascutti, P. G.

3.2. Andlise de Clusters

De modo a se estudar o numero de
conformacgdes geradas em cada sistema apds
10ns, aplicou-se a andlise de clusters. Esta
andlise revela, quantitativamente, as
conformagdes mais populadas na DM e quais
sdo as estruturas representativas de todo o

Vq

conjunto de milhares de conformacgGes
obtidas durante um calculo. Aplicou-se o
modulo g_cluster na avaliagdo das
conformacbes e na selecdo das estruturas
representativas da DM, segundo definido no
item 2.2. Quanto mais clusters estiverem
presentes num calculo de DM maior é a
variedade  conformacional durante a
simulacgao.

[e)]
1

Numero de Clusters

12 -

10 A

8 -

4

2

0 - T T T
GCG P18 P13

Ligantes

P08 P16 P09 P10

Figura 6: Grafico do numero de clusters versus complexos da Tripanotiona Redutase e seus
ligantes. As siglas seguem a mesma descricdo da Figura 4

Nos resultados apresentados (Figura 6),
nota-se que o sistema com maior nimero de
clusters é aquele envolvendo o complexo
natural (GCG), sendo que todos os inibidores
peptidicos apresentam valores menores. Esse
resultado pode ser explicado pela maior
amostragem conformacional do sistema
quando o substrato natural (TS;) se liga a
proteina ou pela estrutura dos complexos
contendo peptideos miméticos estarem num
minimo energético local durante a DM.

Como cada posicdo atdmica representa
um quadro (“frame”) na trajetéria de DM, é

possivel se obter o valor da estrutura média
que seja representativa daquele complexo.
Esta selecdo, realizada pelo g_cluster, indicou
quais frames foram representativos em cada
um dos complexos. Os resultados estdo
apresentados na tabela abaixo.

Analisando a porcentagem da populagdo
representada nos primeiros clusters verifica-
se que, em todos os casos, a determinac¢ado da
estrutura representativa da DM é possivel.
Isso se deve ao fato de que mais de 50% da
populagdo estd representada com, no
maximo, trés conformacgdes (Tabela 3).
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Tabela 3: Numeros de clusters, RMSD médio e nimero de individuos na populacdo dos
clusters mais populados durante a DM de 10ns dos complexos envolvendo a Tripanotiona
Redutase e seus ligantes. As siglas seguem a mesma descri¢ado da Figura 4

GCG
Numero de clusters 13
RMSD Médio (nm) 3.04
Populagdes dos clusters mais 239/ 237/
populados 190
Porcentagem da Populagao 66

(%)

P18 P13 P08 P16 P09 P10
8 7 7 7 5 8
3.13 211  2.05 2.02 278 233

501/ 626/ 441/
160 216 17 746 401 719
67 84 52 75 84 72

Como apontado anteriormente, o sistema
GCG apresenta maiores variagoes
conformacionais, as quais estdo apresentadas
tanto no numero de clusters (13, Tabela 3)
qguanto na populagdo que perpassa 50% das
estruturas de DM (trés conjuntos de
conformagbes contendo 239, 237 e 190
estruturas, Tabela 3). Outro ponto a ser
reforcado nessa andlise é a estabilidade
estrutural de determinados complexos que
resultam em menor nimero de clusters, os
quais representam grande parte da DM, o
que reforca a ideia de que alguns complexos
podem estar num minimo de energia local.

A escolha da estrutura representativa é
fundamental para a determinagao dos
principais grupos que justificam a atividade
bioldgica dos peptideos miméticos (grupos
farmacoféricos) e esta serd a etapa seguinte
deste trabalho.

3.3. Andlise dos Modelos Farmacofdricos

A andlise farmacoférica envolve um
exame das caracteristicas guimicas
complementares do sitio ativo e suas
relagdes espaciais,”® limitadas a um dnico
modo de ligacdo dos ligantes no mesmo
alvo.”® Apos a selegdo das posicdes atdmicas
representativas em cada um dos complexos,
procedeu-se ao estudo dos grupos
farmacoféricos. A construcdo dos mapas

farmacofdricos no programa LigandScout™
seguiu a metodologia explicada no item 2.3 e
na Tabela 2. Apds a classificacdo de cada um
dos ligantes em seus respectivos complexos,

foram analisados os resultados das
interacGes farmacoféricas obtidas.
De maneira geral os resultados

demonstram a importancia dos diversos tipos
de interacdo entre os inibidores e a TR:
ligacdes hidrogénio, interagdes eletrostaticas,
hidrofobicidade, etc. (Figura 7). E importante
ressaltar o papel do solvente revelado nos
modelos farmacofdricos através de suas
interacbes por ligagdes hidrogénio, com os
peptideos miméticos. Em nenhum dos
resultados anteriores>” as moléculas de
agua foram incluidas na justificativa dos
resultados, embora estivessem presentes
durante a aquisicao dos dados. O papel do
solvente nas interagdes com ligantes é
relatado na literatura e vemos que no estudo
da inibicdo da TR essa a¢do relevante do
solvente também acontece, sendo mais
preponderante quanto mais ativo (Tabela 1)
for o derivado peptidico (Figura 7).

A obtencdo da estrutura cristalografica da
TR revelou que os principais residuos do
sitio ativo da enzima em contato com a TS,
sdao: E18; W21, Y110 e M113, compondo a
fenda hidrofébica (hydrophobic cleft) do
sitio;** E466’ e E467’ (E948 e E949), residuos
formadores do sitio y-glutamico® (Figura 7).
Os resultados das analises farmacofdricas
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revelam que as principais interacdes
descritas na literatura entre o substrato
natural (TS,) e a enzima e aquelas apontadas
como importantes na inibicdo da TR foram
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ambas reproduzidas nos complexos
envolvendo os peptideos miméticos (Figura
7).
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Figura 7: Analise Farmacoférica para os complexos envolvendo da Tripanotiona Redutase e
seus ligantes. Os resultados de anadlise farmacoférica foram obtidos pelo programa
LigandScout.”® A) P18, B) P13, C) P08, D) P16, E) P09 e F) P10. As siglas seguem a mesma
descricao da Figura 4 e as interagdes farmacofdricas seguem a representagdo da Tabela 2
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A ligacdo hidrogénio com o residuo E18
representa, na estrutura experimental, as
interacGes entre este residuo e as cadeias
espermidina (SPM, Figura 2 e 3) e Gly-I
(Figura 2) da tripanotiona (TS,)."**™** A
excecdo de P09, todos os inibidores
interagem com este residuo nos mapas
farmacoféricos (Figura 7, P16 e P10 através
de E501). Estes dados corroboram com ideias
anteriores'®**?!' e mostram a importancia
desta interacdao no mecanismo de inibicao da
TR.

Os residuos que compdem a fenda
hidrofébica® da TR (W21, Y110 e M113)
apresentaram diversos tipos de interacbes
com os inibidores peptidicos (Figura 7). De
acordo com a estrutura experimental, a TS,
apresenta duas ligacdes hidrogénio com a
Y110"® Este resultado foi reproduzido
anteriormente nos estudos por DM” e
reforca a importancia deste sitio na inibicao
da TR. Nas andlises farmacoféricas dos
peptideos se nota que todos os compostos
interagem de modo semelhante ao substrato
natural (TS,), i. e. realizam ligagcdo hidrogénio
com a Y110 (Figura 7, P16 e P10 através da
Y593). Estes resultados confirmam o
mecanismo de inibicdo enzimatica proposto
no presente trabalho onde, as interagOes

existentes no complexo natural sdo
substituidas pelas interagdes com os
inibidores.

O residuo de triptofano do sitio

hidrofébico (W21) interage com a cadeia
espermidina do substrato (SPM, Figura 2 e
3)!8313* Este mesmo residuo interagiu com
todos os ligantes peptideo miméticos, exceto
P16 e P09 (Figura 7). A existéncia desta
interacdo nos mapas farmacoféricos revela a
importancia do acesso a este sitio pelos
inibidores da TR, principalmente para os mais
potentes (P18, P13 e P08, Tabela 1). Por fim a
M113, relatada como a maior contribuicao
hidrofébica do sitio™**** foi acessada por
todos inibidores (Figura 7).

Analisando as interacdes envolvendo os
residuos do sitio y-glutdmico® (E466’ (E948)
e E467’ (E949), Figura 7), um sitio acessivel
aos inibidores da TR,™ observa-se que P13,

Pita, S. S. R.; Pascutti, P. G.

P08, P16 e P10 interagem com estes
residuos, enquanto P18 e P09 n3o interagem.
O comportamento no sitio y-glutamico
observado para alguns peptideos pode
indicar que um inibidor com alta poténcia
(P13, Tabela 1) deverd interagir fortemente
com este sitio embora apenas esta interagdo
nao seja condicdo suficiente para um bom
perfil inibitério (P10, Tabela 1).

Outro sitio de interacdo descrito
anteriormente é aquele que compreende os
residuos C469’, S470’, M471’ e R472’.” Suas
interacbes, por ligacdo hidrogénio e por
contatos hidrofébicos, justificaram, nos
estudos de Dinamica Molecular, a atividade
inibitéria dos peptideos miméticos.”> No
presente trabalho essas interacdes sdo
reveladas nos mapas farmacoféricos para aos
complexos mais potentes, P18 e P08 (Figura
7). Tal fato indica a possivel relevancia deste
novo sitio para a inibicdo seletiva da
Tripanotiona Redutase corroborando com os
dados anteriores.”

Assim, de uma maneira geral, pode-se
notar que nas analises farmacofdricas ha um
equilibrio entre as interacGes por ligacdo
hidrogénio e as contribuicdes hidrofdbicas
com os residuos da TR (Figura 7). Esse
equilibrio é importante ao ressaltar que o
comportamento da TR ndo deve ser avaliado
levando-se em conta apenas um tipo de
interagdo (e. g., ligagdo hidrogénio) e sim, a
luz do maior numero de ferramentas
acessiveis, obter-se uma visdao completa do
seu mecanismo inibitério. Uma vez que as
principais interagdes descritas na literatura
estdo presentes nos mapas farmacofdricos,
reforga-se a aplicagdo desta ferramenta no
planejamento racional de farmacos anti-T.
cruzi mais potentes que os atuais.

4. Conclusoes

A inibicdo da Tripanotiona Redutase (TR)
revela-se um problema complexo e que s6
poderd ser equacionado quando diferentes
técnicas e dados forem analisados de um

Rev. Virtual Quim. |Vol 4| |[No. 6| |788-804|



Pita, S. S. R.; Pascutti, P. G.

modo global. A sua escolha como alvo dos
inibidores especificos apresentados neste
artigo visa o desenvolvimento de uma
quimioterapia antiparasitdria tripartite, /. e.,
com um so6 farmaco tratar de forma efetiva, a
doenca de Chagas, as leishmanioses e a
doenca do sono.*

Uma vez que qualquer proposta de
desenvolvimento racional para a inibicdo da
TR, como os peptideos miméticos, deve
atingir mais de 85% de atividade
antiparasitéria,35 as interagdes entrea TR e 0s
inibidores mostraram-se estaveis o suficiente
para propor um mecanismo definitivo de
inibicdo para esta classe de compostos
(Figura 4, 5 e 7). Além disso, certas regioes
ndo acessadas por outras classes de
inibidores, como os residuos C469’, S470’e
R472’, foram desvendadas pelos peptideos
miméticos.

O papel do solvente no meio bioldgico ndo
deve ser desprezado (Figura 7) conforme
mostrado anteriormente pelas andlises de
ligacdes hidrogénio®™ e no presente artigo
através dos mapas farmacofdricos (Figura 7).
As moléculas de agua presentes na simulagdo
estabilizam muitas interacGes envolvendo a
TR e seus inibidores quer de modo direto
envolvendo o complexo enzima-inibidor,
quer de modo indireto relacionando a
proteina-solvente-peptideo. Este fato deve
ser considerado no desenvolvimento racional
de fadrmacos porque os compostos deverdo
atravessar as membranas bioldgicas tanto do
hospedeiro, quanto do parasita, agindo no
citoplasma deste ultimo.

Uma vez que o modelo computacional da
TR se encontra estabelecido, posteriores
modifica¢des estruturais podem ser aplicadas
a outras classes de inibidores mais diversas
qgue os peptideos miméticos. Deste modo, o
planejamento racional de novas entidades
guimicas pode ser favorecido pela construgao
do sistema e sua simulacdo através da
Dinamica Molecular. Num passo posterior, as
interacdes mais marcantes de cada
composto, apresentadas no presente artigo,
poderdo ser reunidas num novo prototipo de
modo a auxiliar no planejamento de
farmacos contra a doencga de Chagas.

Vo
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