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RESUMO
A tuberculose ainda € classificada entre as trés doencgas infecciosas mais alarmantes, devido
ao seu elevado indice de mortalidade, longo periodo de tratamento, prevaléncia de cepas
resistentes aos medicamentos em uso e a associacdo com o HIV. Iniciativas integradas do
setor privado e publico sdo fundamentais para o desenvolvimento de novas terapias que
amenizem os efeitos adversos relacionados com o tratamento atual da tuberculose. Para isso,
uma estratégia € o desenvolvimento de inibidores contra enzimas do agente infeccioso que,
mesmo conservadas em humanos, apresentam peculiaridades que possam ser exploradas na
busca por especificidade. A via de sintese de folatos apresenta esses tipos de enzimas, e
farmacos que inibem algumas delas sao utilizados hd décadas para o tratamento de infec¢des
diversas, ndo havendo inibidores eficazes para esta via no tratamento da tuberculose. Neste
trabalho, foi aplicada a técnica de desenho de farmacos baseado em fragmentos (FBDD) para
a identificacdo de moléculas simples com possibilidade de serem modificadas quimicamente
para a geracdo de inibidores contra a enzima diidrofolato redutase da via de folatos em
Mycobacterium tuberculosis (MtDHFR). Assim, esses fragmentos foram submetidos a uma
série de técnicas biofisicas e cristalograficas que foram capazes de caracterizar a interacdo
destes com a enzima. Essa caracterizacdo baseou-se na identificacdo de grupos quimicos
presente nos fragmentos relevantes para a interacdo, na quantificacdo de afinidades e no
comportamento energético das interacdes, no modo de ligagdo com a identificacao de regides
especificas do sitio ativo onde essas interagdes aconteciam e no planejamento racional
baseado em estrutura das possibilidades de exploragdo quimica de novas regides do sitio
ativo. Com isso, foram atingidas as etapas caracteristicas de FBDD, isto é, fase de triagem e
identificacdo de hits, fase de caracterizagdo das interacdes realizadas por essas moléculas e
fase de otimizacdo quimica, que visa a obtencdo de compostos lideres, com potencial a se
tornarem novos farmacos. Este trabalho também permitiu a realizacdo da fase iterativa de
otimizacdo que, em acdo conjunta com especialistas da 4rea de Quimica Medicinal,
possibilitou a identificacdo, por catdlogo SAR, de novos compostos andlogos aos fragmentos
caracterizados inicialmente. Esses compostos tiveram um ganho considerdvel de afinidade
com a enzima e foram considerados como pontos de partida para a obtengdo de novos

compostos lideres.

Palavras-chave: tuberculose, folatos, fragmentos, interagdes, farmacos



ABSTRACT
Tuberculosis is still ranked among the three most alarming infectious diseases due to its high
mortality rate, long treatment period, the prevalence of drug-resistant strains and association
with HIV. Integrated private and public sector initiatives are critical for the development of
new therapies that attenuates adverse effects related to the current treatment of tuberculosis.
For this, a strategy is the development of inhibitors against enzymes of the infectious agent
that, even conserved in humans, have peculiarities that could be explored in the search for
specificity. The folate biosynthesis pathway has such enzymes, and drugs that inhibit some of
them have been used for decades in the treatment of various infections, although there are no
effective inhibitors for this pathway in the treatment of tuberculosis. In this work, the
technique of fragment-based drug design (FBDD) was applied for the identification of simple
molecules with the possibility of being chemically modified to generate inhibitors against
dihydrofolate reductase from the folate pathway in Mycobacterium tuberculosis (MtDHFR).
Thus, these fragments were submitted to a series of biophysical and crystallographic
techniques that allowed their interaction characterization with the target. This characterization
was based on the identification of relevant chemical groups present in the fragments for the
interaction; on the quantification of affinities; and on the energetic behavior of the
interactions. This approach allowed the identification of specific regions of the active site
where these interactions could occur and the rational planning of new compounds based on
the structure exploring new regions for the gain of affinity. In this way, all initial steps of a
typical FBDD campaign were achieved, including the screening and identification of hits,
characterization of the interactions and chemical optimization of these initial hits, aiming to
obtain leading compounds with the potential to generate new drugs. In addition, together with
specialists from Medicinal Chemistry area, we have identified by SAR catalog new
compounds analogous to the initially characterized fragments. These compounds had a
considerable gain of affinity with the target and could be considered as starting points for

obtaining novel lead compounds against M. tuberculosis.

Keywords: tuberculosis, folate, fragments, interactions, drug discovery
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1 Introducio

A tuberculose (TB) representa um grande problema de saude publica mundial,
visto que ainda mantém altos indices de mortalidade. E uma das doencas mais estudadas
quanto as manifestacdes clinicas, patogénese, mecanismos de resisténcia e desenvolvimento
de farmacos. Além disso, as peculiaridades da capacidade adaptativa de seu agente causador,
o bacilo Mycobacterium tuberculosis, ainda continuam por serem compreendidas.

A seguir sdo apresentados alguns aspectos historicos da tuberculose, suas
caracteristicas clinicas, os principais problemas causados pela doenga no mundo e no Brasil e
outros fatores que ainda fazem da tuberculose uma das doengas infecciosas mais impactantes
da atualidade. Dentre esses fatores, o tratamento longo contra TB, principalmente nos casos
de multirresisténcia, dificulta a adesdo total ao regime e chama a atencao para a necessidade
de novas terapias de curta duragdo. Uma possibilidade é a descoberta de novos inibidores de
enzimas de vias essenciais do patégeno. Na busca de possiveis novos inibidores, este trabalho
discute sobre o desenvolvimento racional de farmacos e € inserida neste contexto a técnica de
desenho de farmacos baseado em fragmentos (FBDD), que vem ganhando destaque nas
ultimas décadas pela rapidez com que novos inibidores atingem a fase de testes clinicos. Além
disso, sdo feitas consideragdes sobre o alvo a ser aplicado esta técnica, sendo justificada a
relevancia bioldgica da enzima diidrofolato redutase (DHFR) e definida a estratégia adotada

na busca de novos inibidores para este alvo.

1.1  Breve Historico Sobre a Tuberculose

O agente causador da tuberculose (TB) tem sua origem estimada em periodo
anterior ao surgimento do homem, mas o estabelecimento humano primeiramente no
continente africano foi essencial para a epidemiologia da doenga. Devido as caracteristicas
infecciosas bastante complexas e eficientes, o bacilo encontrou no ser humano o seu
hospedeiro ideal, sendo a sua patogénese favorecida pela relacdio do homem com a
domesticacdo de animais e o surgimento das civilizagdes e aglomerados populacionais
(DANIEL, 2006).

Estudos modernos demonstraram a ocorréncia de tuberculose no antigo Egito
(deformagdes de Pott) ha cerca de 5000 anos, comprovadas através de andlises moleculares
que identificaram o seu bacilo causador em mimias (CRUBE"ZY et al, 1998). Escritos que
datam aproximadamente 3000 anos e citam a doenga foram encontrados em regides da Asia
(India e China). H4 também relatos de manifesta¢des da doenca na Grécia antiga (textos de

Hipdcrates), Império Romano, América pré-colombiana e Idade Média (DANIEL, 2000).
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Apesar de naquele tempo ja ser perceptivel a intima ligacdo da doenca com aglomerados
humanos, havia muitas diavidas quanto a sua origem etiolégica e chegou a ser associada a
manifestagdes misticas e condutas morais, resultando em preconceito com relacdo aos
doentes. Ao longo da histdria, a doenga recebeu diversas denominagdes, como escréfula, mal
do peito, peste branca, fimatose, etc. (DANIEL, 1997). Apesar dos escritos de Hipdcrates ja
fazerem referéncias relevantes as manifestagdes clinicas da tuberculose e sua acdo pulmonar e
sistémica, o periodo medieval caracterizou-se em certo retrocesso na drea € nota-se uma
incorporacdo de saberes drabes as principais bases do conhecimento da manifestacdo da
doenca na Europa e Asia no final desse periodo (BERTOLLI FILHO, 2001).

No contexto da Idade Moderna, periodo caracterizado pela crescente urbaniza¢ao
europeia, cabe destacar a intima relacdo entre tuberculose e lepra, relacionadas a agentes
pertencentes a0 mesmo género, ambos associados a grande explosao demografica e precérias
condig¢des sanitdrias de parcela da populagdo pés Revolucao Industrial (BERTOLLI FILHO,
2001). Conceitos mais modernos a respeito da patogénese, diagndstico e tratamento da
doenca, inicialmente remetidos aos conhecimentos tradicionais diversos, comecaram a se
desenvolver no século XIX (BERTOLLI FILHO, 2001). Com a inven¢do do estetoscépio e
dedicacdo de alguns pesquisadores a doenga, com destaque a Thedphile Hyacinthe Laennec,
foi comprovado o acometimento pulmonar em pessoas infectadas (DANIEL, 2004). Ainda
assim, eram obscuros os conhecimentos a respeito da etiologia da doencga, vigorando nessa
época a ideia de hereditariedade como mecanismo de transmissdo. Somente em 1865 foi
comprovada experimentalmente a origem infecciosa de TB por Jean-Antoine Villemin
(DANIEL, 2006).

Em 1882, o cientista alemao Robert Koch, apds isolar tubérculos ou granulomas
(estruturas nos pulmdes ocasionadas pela resposta imune hospedeira) contendo o bacilo M.
tuberculosis, apresentou uma adaptacao dos postulados propostos por Friedrich Gustav Jakob
Henle (postulados de Henle — Koch), estabelecendo assim importantes conceitos da relacdo
patégeno-hospedeiro da doencga. Suas descobertas resultaram em imediata vigilancia sanitaria
como medida de prevencao da disseminacdo do micrébio, até hoje conhecido como "bacilo de
Koch". Koch também isolou dos tubérculos uma substidncia denominada tuberculina, que
seria inovadora para o tratamento de TB, o que rapidamente caiu em descrédito. Porém, anos
mais tarde foi verificada a producdo de um derivado proteico da tuberculina, denominado
PPD, que posteriormente resultou no teste tuberculinico que passou a ser amplamente usado

no diagndstico de tuberculose latente (DANIEL, 2006).
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No século XX, apesar do declinio dos casos de TB no mundo devido as melhorias
nas condi¢des sanitdrias e nutricionais na Europa (Africa e Asia ainda indicavam muitos
casos), houve um periodo marcante de elevacdo do numero de casos da doengca no pds
Primeira Guerra Mundial. Assim, teve inicio uma campanha de satde publica liderada por
Albert Calmette e Camille Guérin que, através da atenuacdo de isolados de Mycobcterium
bovis, desenvolveram a vacina BCG, ministrada principalmente em recém-nascidos e
contribuiu para uma reducio expressiva de TB no mundo (DANIEL, 2005). Historicamente,
este periodo também foi denominado a "Era dos Sanatdrios". Os Sanatérios eram os
principais espagos fisicos de tratamento e acompanhamento dos doentes que surgiram ainda
no século XIX e existiram até meados do século XX, com a descoberta dos primeiros

quimioterdpicos contra a tuberculose (MURRAY, SCHRAUFNAGEL e HOPEWELL, 2015).

1.2  Mpycobacterium tuberculosis, Ciclo Etiologico e Patogénese

A tuberculose ¢ uma doenca infectocontagiosa de evolugdo cronica e tem como
agente etioldgico o bacilo M. tuberculosis. A bactéria mostrou grande habilidade adaptativa
ao organismo humano e perdeu a capacidade de multiplicagdo no meio exterior (meio
ambiente), tornando-se um comensal dos aglomerados humanos (BERTOLLI FILHO, 2001).

O M. tuberculosis é disseminado principalmente pelo ar, através de goticulas
salivares expelidas por pessoas infectadas. Seu ciclo bioldgico inicia-se com a inalagdo e
consequente instalacdo do patégeno nos alvéolos pulmonares (Figura 1). Os macréfagos
alveolares se encarregam da acdo imunoldgica primdria fagocitando os bacilos. No entanto,
essa acdo ndao promove a destrui¢do bacteriana e € incapaz de controlar a sua proliferacao
(BERMUDEZ et al, 2006). Com a necrose dos macréfagos, os bacilos caem no meio
extracelular e sdo novamente fagocitados por outros macrofagos, que também ndo conseguem
eliminar o patégeno. Em resposta a inflamacao local, sdo atraidas novas células de defesa para
os alvéolos, os Linfécitos T (KAUFMAN, 2005). Neste momento da evolucao da doenca sao
formadas estruturas denominadas granulomas ou tubérculos, caracterizadas por uma regidao
interna contendo macréfagos infectados inativos e outra regido externa formada por
Linfécitos T ativos que controlam a infeccdo. O bacilo entra em uma fase de laténcia e
permanece vivo dentro dos macréfagos inativos no interior dos granulomas por um periodo
relacionado a capacidade imunolégica do individuo (CARDONA, 2007). Em situagdes de
imunodepressdo do individuo, a bactéria volta a se replicar no interior dos macréfagos, o que
ocasiona a formacdo de uma solucio caseosa que rompe os tubérculos e libera esse liquido

formado por macréfagos mortos e bacilos vivos no tecido pulmonar. Esse evento inicia



novamente uma resposta inflamatéria e a parede alveolar

¢ danificada pela liberacdo de

citocinas. Esse processo resulta em erosdo bronquica e apds o material liquefeito ser drenado

pelo organismo, verifica-se a formagdo de cavidades pulmonares. Desse modo, o bacilo pode

formar novos granulomas ou atingir a corrente sanguinea e vasos linfaticos se instalando em

outras regides do corpo, caracterizando a evolucdo sist€émica da doenga (CARDONA, 2010).

A tuberculose apresenta um grande espectro sintomatico de dificil caracterizagdo

que pode se expressar por sinais comuns, como tosse e febre, até lesdes de cardter

neuroldgico, influenciando no comportamento do individuo (RUSSELL, 2001). Os danos

causados pela doenca podem ser influenciados por fatores como viruléncia, imunidade ou fase

de evolucio e sdo apresentados na Figura 1.
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Figura 1. Ciclo biolégico do bacilo M. tuberculosis e principais sintomas da tuberculose.
Na esquerda € mostrada a progressao da tuberculose com a formacdo dos granulomas. Na
direita sdo relacionados os diversos sintomas de TB com os 6rgdos afetados (Figura adaptada

de HAGGSTROM, 2014).
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Mecanismos evolutivos fizeram deste patégeno um dos mais adaptados quanto a
habilidade de evasdo da resposta imune humana. Esses mecanismos estio relacionados com a
capacidade de sobrevivéncia de sua forma latente no interior dos macréfagos, caracterizado
por hipdxia, pH 4cido e presenca de diversas hidrolases (DIAZ et al, 2016; DEY e BISHAI,
2014; FU et al, 2015). Quando corpos estranhos sdo fagocitados pelos macréfagos, sio
encapsulados em vesiculas denominadas fagossomos e mecanismos celulares promovem a
fusdo destes com os lisossomos que degradam os corpos estranhos. No entanto, em TB, o
bacilo interfere na producdo de glico/lipoproteinas envolvidas na sinalizacdo do processo de
fusdo do fagossomo com o lisossomo (PIETERS, 2008). Nesta relagdo com o macréfago, M.
tuberculosis também € capaz de superexpressar genes envolvidos no reparo de DNA, no
aumento de fatores de viruléncia, no metabolismo de 4cidos graxos e colesterol como fonte
alternativa de carbono e na protecao de sua parede celular (VANDERVEN et al, 2016).

Apesar da existéncia de tratamento especifico, a baixa eficiéncia de farmacos e a
propensdo de multi-resisténcia também estio relacionadas a natureza impermedvel da parede
celular bacteriana (PIETERS, 2008). A parede celular do M. tuberculosis possui
caracteristicas peculiares na composicdo (peptideoglicano, arabinogalactano e dcido micdlico)
e no processo de divisao celular. O bacilo possui a capacidade de se dividir diferencialmente e
originar células filhas assimétricas, resultando na heterogeneidade da populacio de M.
tuberculosis, o que contribui para a evasdo da resposta imune hospedeira (KIESER e RUBIN,

2014).

1.3 O "Problema da Tuberculose'

Em 2016 foi estimado um nimero de 1,7 bilhdes de pessoas infectadas com o
bacilo M. tuberculosis no mundo. A probabilidade de desenvolver a doenca se eleva entre os
imunodeprimidos, com destaque aos portadores do virus HIV e aqueles expostos a fatores de
risco, como subnutri¢c@o, diabetes, tabagismo e abuso de dlcool. O impacto relacionado a TB é
calculado por meio de trés fatores: incidéncia, prevaléncia e mortalidade. Considerando-se
esses fatores, a Organizagdo Mundial de Saiude (OMS) mapeou as regides do mundo mais
acometidas pelos casos de TB, de coinfec¢do com virus HIV (TB/HIV) e/ou TB multi-
resistente (MDR-TB). Os paises mais afetados terdo atencdo especial do programa "End TB
Strategy" (Estratégia para o fim da tuberculose), que serd desenvolvido pela OMS até o ano

de 2035 (Figura 2A) (WHO, 2017).
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Figura 2. O impacto relacionado a tuberculose no mundo. A) Paises mais afetados por TB,
MDR-TB e TB/HIV. B) Taxa de incidéncia por 100.000 habitantes no ano de 2016. C)
Prevaléncia de HIV nos casos de TB. D) Numeros de casos incidentes maiores ou igual 1000
dos paises mais afetados por MDR-TB. (WHO, 2017).

A incidéncia de TB foi de aproximadamente 10,4 milhdes de casos em 2016.
Geralmente, a tuberculose afeta regides mais populosas e/ou subdesenvolvidas do globo e esta
relacionada com problemas socioecondmicos, como pobreza e falta de saneamento bdsico. A
maioria dos casos ocorreu no sudeste asidtico (45 %), na Africa subsaariana (25 %) e na
regido oeste do Pacifico (17 %) (Figura 2B). A lista em ordem decrescente dos cinco paises
que juntos representam 56 % dos casos de TB sdo: India, Indonésia, China, Filipinas e
Paquistao (WHO, 2017).

Cerca de 10% dos casos de TB (aproximadamente 1 milhdo) ocorreu entre os
portadores de HIV e o maior indice foi observado em paises africanos, respondendo por mais
de 50% dos casos (Figura 2C) e com elevado nimero de mortes. Entre individuos HIV
positivos, a probabilidade de se desenvolver TB ativa foi 21 vezes maior comparado ao resto
da populacdo. A tuberculose responde por 25% dos 6bitos relacionados ao HIV (Figura 3)

(WHO, 2017).



22

Outro agravante em TB ¢ a alta propensdo do estabelecimento de cepas multi-
resistentes de M. tuberculosis (MDR-TB) e apenas em 2016 foram registrados 490 mil novos
casos. Em geral, MDR-TB resultam em casos de TB resistentes a rifampicina (RIF) e
isoniazida (INH), que sdo os farmacos mais eficazes no tratamento de tuberculose
(BLUMBERG et al, 2003). Em 2016, houve ainda um adicional de 110 mil casos sensiveis a
INH, mas resistentes a RIF (RR-TB). A mortalidade relacionada a MDR/RR-TB chegou a
aproximadamente 240 mil no ano de 2016 e os paises mais afetados foram China, India e
Russia (Figura 2D) (WHO, 2017). Ainda neste contexto de TB multi-resistente, existem
cepas consideradas extensivamente resistentes (XDR-TB). A tuberculose relacionada a estas
cepas € definida como uma MDR-TB acrescida de resisténcia a pelo menos um farmaco
dentre as fluoroquinolonas e aminoglicosideos injetdveis (amicacina, capreomicina ou
canamicina).

Atualmente, a tuberculose se enquadra entre as dez principais causas de morte da
populacdo humana e, desde 2012, tem-se mostrado lider em mortalidade dentre as doencas
provocadas pela acdo de um unico agente infeccioso, superando as mortes causadas por
AIDS/HIV. Foi estimado em 2016 um numero de 1,3 milhdes de mortes relacionadas aos

casos de TB e um adicional de 374 mil mortes relacionadas a coinfeccio TB/HIV (Figura 3)

(WHO, 2017).
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Figura 3. Incidéncia e mortalidade de TB de 2000 a 2016. A) Incidéncia de casos totais de
TB, casos de TB/HIV e novo-recorrentes casos de TB em milhdes de pessoas por ano. B)
Mortes entre individuos HIV negativos e positivos. (WHO, 2017).

Entre 2000 e 2016, o tratamento da tuberculose, aplicado e administrado de forma

correta, foi capaz de impedir cerca de 44 milhdes de mortes entre os afetados com TB e cerca
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de 9 milhdes entre os afetados com TB/HIV, nestes dltimos combinados com a terapia
antirretroviral (ART). O problema se configura no crescente nimero de novos casos € casos

recorrentes, devido a falta ou abandono do tratamento (Figura 3) (WHO, 2017).

1.4 A Era das "Metas de Desenvolvimento Sustentavel'' (SDGs) e "Estratégia pelo
Fim da Tuberculose' (End TB Strategy)

As SDGs sdao medidas adotadas pelas Nacdes Unidas em 2015 que visam
promover a melhoria de diversos fatores socioecondmicos que impactem na qualidade de vida
e do meio ambiente até o ano de 2035. Uma dessas medidas € o oferecimento de boas
condi¢des de saide e bem estar para a populagdo mundial, em que a epidemia de tuberculose
ganha destaque e € tratada como urgéncia para acOes de saude publica (WHO, 2017).

A meta denominada "Estratégia pelo Fim da Tuberculose", aprovada pela
Assembleia Mundial da Saide em 2014, visa uma reducao de 90% em mortes por tuberculose
e uma reducdo de 80% na taxa de incidéncia da tuberculose até 2035, em comparagdo com
dados de 2015 (WHO, 2016). Incentivos a pesquisa tem como objetivo a descoberta de novas
terapias e melhoria da eficiéncia de métodos de diagndstico, principalmente em paises
subdesenvolvidos. Para se atingir a meta proposta pelo programa, a OMS classificou os trés
pilares de atuacdo: diminui¢do de mortes, diminuicdo da taxa de incidéncia e diminui¢do do
custo demandado para amenizar o impacto da epidemia de TB no mundo (WHO, 2017).

A taxa de fatalidade (CFR) tem uma atencao especial da entidade e consiste na
propor¢ao, expressa em porcentagem, de pessoas infectadas pelo M. tuberculosis que morrem
em decorréncia da doenga ao longo de um ano. A CFR se relaciona diretamente com o acesso
ao diagnoéstico e a eficiéncia do tratamento, que ainda se dd de forma bastante heterogénea
entre as diversas regides do mundo. Neste contexto, o Brasil € citado como exemplo de como
os valores da taxa de fatalidade de TB podem ser muito diferentes entre os estados, revelando
falhas em programas especializados de combate a doenca (WHO, 2016). A OMS cobra uma
maior coordenacdo e integracdo de campanhas de saide visando aumentar a efici€éncia no

diagnostico e promover o tratamento mais adequado para cada caso de TB (WHO, 2016).

1.5 A Tuberculose no Brasil

O Brasil estd entre os 20 paises que apresentam maior incidéncia de TB,
encontrando-se na vigésima posi¢do em relacdo a TB sensivel e na décima nona posi¢ido ao
considerar somente os casos de TB/HIV (WHO, 2017). Estdo mais vulneraveis a tuberculose

os povos indigenas, a populagdo carcerdria, moradores de rua e habitantes de grandes
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aglomerados urbanos. Isso se dd devido a precariedade das condi¢des sanitdrias nessas areas e
a dificuldade de acesso aos servigos de saide. Pessoas infectadas com o virus HIV também
estdo entre os mais vulnerdveis a doengca. Em 2015, 9,7% dos individuos diagnosticados com
TB apresentavam coinfeccao por HIV (Ministério da Saude, 2016).

Outro fator preocupante estd relacionado aos casos de multirresisténcia, apesar de
haver um maior controle no niimero de novos casos, principalmente a partir de 2010, os casos
de resisténcia a um dos farmacos utilizados no tratamento aumentaram em relacio a0 mesmo
periodo e merece atencao especial no combate a doenca (Ministério da Sadde, 2016).

Em 2016, foram registrados 66,7 mil novos casos e 12,8 mil casos de recorréncia
de TB no Brasil. Os estados do Rio de Janeiro (5/100 mil habitantes), de Pernambuco
(4,5/100 mil habitantes), do Amazonas (3,2/100 mil habitantes) e do Para (2,6/100 mil
habitantes) apresentaram os maiores riscos de morte por TB (Figura 4) (Ministério da Saude,

2016).
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Figura 4. Incidéncia e mortalidade de TB no Brasil. A) Incidéncia de casos de TB por 100
mil habitantes. B) Mortes relacionadas a TB por 100 mil habitantes. (Ministério da Saude,
2016).

Com a melhoria progressiva dos indicadores de incidéncia de TB, combinada a
reducdo de TB/HIV para 10/100 mil habitantes e ao aumento da cobertura do Tratamento
Diretamente Observado (TDO) atingindo até 90,0% do infectados, estima-se que no periodo
de 21 anos serdo evitados 138.440 casos de TB no Brasil. Além disso, o governo brasileiro
tem ainda um compromisso com a OMS de contribuir para a reduc¢do da incidéncia da doenga
na populacdo mundial. Assim, o Ministério da Saude langou o "Plano Nacional pelo Fim da

Tuberculose" com a meta de chegar a uma incidéncia de menos de 10/100 mil habitantes até o
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ano de 2035 e um coeficiente de mortalidade menor do que um 6bito por 100 mil habitantes

(Ministério da Saude, 2017).

1.6 O Tratamento de TB e a Necessidade do Desenvolvimento de Novas Terapias

Ap6s acdes de sadde publica no tratamento da tuberculose, desenvolvidas nos
Sanatorios no inicio do século XX, na década de 40, os primeiros quimioterdpicos comegaram
a serem descobertos contra TB. Inicialmente foi introduzida a estreptomicina e o 4cido p-
amino salicilico (PAS) e ambos foram moderadamente efetivos e causadores de efeitos
téxicos. Nesta época, comecou a ser observada a alta capacidade de resisténcia do M.
tuberculosis, sendo necessdria a prescri¢do conjunta de medicamentos para o tratamento da
doenca (MURRAY, SCHRAUFNAGEL e HOPEWELL, 2015).

O tratamento atual contra a TB sensivel comecgou a se consolidar na década de 60
com a descoberta da isoniazida (INH), que passou a ser utilizada em tripla combinagdo com
PAS e estreptomicina, com duragdo de mais de 20 meses. Por ser mais efetivo, o etambutol
substituiu o0 PAS e houve a inclusdo da rifampicina (RIF) no tratamento, diminuindo o regime
de tratamento a 9 meses. Com a substitui¢do da estreptomicina pela pirazinamida, esse regime
pdde ser diminuido para 6 meses (GROSSET et al, 2012). Hoje, o tratamento padrdo para TB
sensivel compreende a prescricdo dos chamados farmacos de primeira linha RIF, INH,
pirazinamida e etambutol por 2 meses e mais 4 meses em que somente RIF e INH sdo
utilizados. A problematica consiste nos casos de multirresisténcia e coinfec¢ado com HIV. No
caso de MDR-TB, em conjunto com os farmacos de primeira linha, sdo prescritos fairmacos
injetdveis, como a estreptomicina e a canamicina, além de algum farmaco do grupo das
quinolonas. Em etapa posterior sdo adicionados ao tratamento os chamados farmacos de
segunda linha, com efeitos toxicos severos e representados principalmente pela etionamida.
Sendo assim, o tratamento de MDR-TB dura entre 12 a 24 meses e pode causar danos
funcionais aos pacientes (MITCHISON, 2005).

Na falta de tratamento de TB, a probabilidade de morte ultrapassa 70% dos casos.
Com o cumprimento do tratamento adequado para cada caso de TB, o indice de cura no caso
de TB sensivel atinge os 90%. Porém, no caso de MDR-TB, esse indice atinge apenas 54%,
principalmente devido ao longo periodo, efeitos colaterais além do custo elevado do
tratamento integral. Com isso, muitos casos de abandono ao tratamento sdo relatados e isso
talvez seja a principal causa do estabelecimento de cepas multirresistentes, além da
recorréncia dos casos de TB sensivel (WHO, 2017; SILVA et al, 2003; MIGLIORI et al,

2007). A estratégia de prevengdo da multirresisténcia € a correta aplicacdo dos farmacos de
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primeira linha. Para isso, atualmente existe um programa aplicado mundialmente chamado
"DOTS" (Directly Observed Treatment Short course) ou Tratamento de Curta Duracio
Diretamente Observado (TDO). Essa estratégia possui como componentes 0O COmMpromisso
politico e financeiro, a disponibilidade de testes diagndsticos com controle de qualidade,
logistica eficiente de medicamentos e vigilancia ativa dos casos (DALCOLMO, 2007).

Apesar da quantidade de farmacos utilizados para o tratamento de TB, incluindo
os de primeira e segunda linha, aminoglicosideos injetdveis entre outros, a descoberta de
novas terapias ainda € necessdria. A principal meta de novos regimes terapéuticos € o
encurtamento do tratamento, com a finalidade de evitar a evasdo e reduzir a toxicidade
(WHO, 2017). Idealmente, novos medicamentos contra a TB devem ser ativos apds a
administracao oral, exibir efeitos colaterais minimos, serem compativeis com antirretrovirais,
terem atividade contra cepas resistentes e possuirem propriedades farmacocinéticas e
farmacodinamicas susceptiveis de diminui¢do de dosagem (NIXON et al, 2014). Além disso,
seriam revoluciondrios medicamentos que revertessem danos pulmonares permanentes e
combatessem os casos de tuberculose latente, evitando a evasdo da resposta imune hospedeira
(WALLIS et al, 2016).

Atualmente, existem 17 farmacos que se encontram na fase de testes clinicos para
tratamentos individuais e em regimes de combina¢gdes com outros farmacos. Dentre estes,
bedaquilina que foi introduzido em 2014 (DIACON et al, 2009) e o nitroimidazol delamanida
que estd em testes clinicos confirmatorios de fase 3 (BLAIR e SCOTT, 2015). Estes
medicamentos apresentaram uma taxa de sucesso de 87 — 90 % em regimes de curta duracdo
em pacientes da Africa e Asia que sofrem de MDR/XDR-TB. Além disso, apesar da eficicia
da vacina BCG em recém-nascidos, outras 12 vacinas se encontram em testes clinicos de fases

1,2 e 3 (WHO, 2017).

1.7 Desenho de Farmacos Baseado em Estrutura como Estratégia para Identificacao
de Novas Terapias contra TB

Projetos de sequenciamento do genoma humano e de microrganismos ampliaram
a possibilidade de identificacdo de alvos biomoleculares e desenvolvimento de novos
farmacos. Um alvo biomolecular (mais comumente uma proteina ou dcido nucleico) pode ser
uma molécula chave envolvida em determinada via metabdlica associada a uma doenga. Os
avancos nos estudos de protedmica e gendmica estrutural permitiram um melhor
entendimento dos mecanismos moleculares relacionados a fungdo bioldgica desses alvos e sua

interacdo com diversas moléculas. Houve ainda um rdpido desenvolvimento de mecanismos



27

de triagem de diversos compostos quimicos e o estabelecimento da Quimica Medicinal como
estratégia de desenho de novos farmacos (BLUNDELL et al, 2002).

O desenvolvimento racional de medicamentos parte da hipétese de que a
modulagdo de um alvo biolégico especifico, ou de uma substancia, pode ter valor terapéutico.
Esta modulagdo pode ser avaliada pela interacdo de uma molécula pequena interferindo com a
atividade bioldgica, por exemplo, de uma enzima (CAMPBELL, 2000).

O conceito de desenho de farmacos baseado em estrutura se apoia no
conhecimento da estrutura tridimensional do alvo biolégico em complexo com moléculas
candidatas obtido através de métodos como cristalografia de raios X, espectroscopia de RMN
e predicdes in silico de modelos computacionais. Estas estruturas relacionam-se com a
complementaridade de interacdes entre alvos e ligantes e fornecem informagdes essenciais
para especialistas em quimica orgénica, que sao responsdveis na otimizagao dessas interagdes
e consequente melhoria na poténcia e seletividade dessas moléculas a seus alvos (WHITTLE
e BLUNDELL, 1994; BLUNDELL, 1996; GREER et al, 1994). Por exemplo, uma vez obtida
a estrutura tridimensional de uma proteina, € possivel uma anélise detalhada das propriedades
quimicas do seu sitio ativo. Pode-se, por exemplo, identificar as interagdes moleculares com
residuos de aminodcidos especificos e prever novas interacdoes pela geracdo de potenciais
eletrostdticos de regides inexploradas do sitio ativo. Desta maneira, a otimizacdo de
candidatos a farmacos promove novas interacdoes de hidrogénio, eletrostaticas e hidrofébicas
com correcoes pontuais de penalidades entrépicas desfavordveis a afinidade com a
macromolécula (BLUNDELL e MIZUGUCHI, 2000). Idealmente, os compostos candidatos
obtidos devem ser "semelhantes a farmacos", isto €, devem possuir propriedades que
conduzam a biodisponibilidade oral e apresentar estabilidade quimica e metabodlica adequadas
com efeitos toxicos minimos. Varios métodos estdo disponiveis para estimar bons parametros
de ADMET, como a "regra dos cinco de Lipinski" que avalia, por exemplo, a efici€éncia
lipofilica observada em fairmacos administrados por via oral (LIPINSKI et al, 1997).

O ndmero de estruturas tridimensionais aumentou exponencialmente nos dltimos
30 anos, inclusive as relacionadas com complexos proteina:ligante. Estudos de
desenvolvimento de fiarmacos baseado em estrutura deram origem a vdrios medicamentos
disponiveis atualmente no mercado, principalmente aqueles utilizados para o tratamento da
AIDS, como o amprenavir (ALA et al, 1998). Os resultados obtidos no tratamento contra o
virus HIV vém influenciando o desenvolvimento de novos farmacos contra varias doencas
infecciosas, dentre elas, a tuberculose (BLUNDELL et al, 2002). Devido as caracteristicas

unicas da parede celular do M. tuberculosis, é necessaria a descoberta de moléculas ativas que
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apresentem diferencas em tamanho, lipofilicidade e outras propriedades quimicas. Assim, 0
desenvolvimento de farmacos baseado em fragmentos (FBDD) guiado por informacdes
estruturais surge como uma alternativa interessante na obtencdo de novos agentes contra

diversos alvos de M. tuberculosis (MALHOTRA et al, 2016).

1.8 Via de Biossintese de Folatos e sua Importancia Clinica

Folato € um termo genérico que remete a diferentes cofatores, como o acido félico
(vitamina B9), diidrofolato (DHF), tetraidrofolato (THF), entre outros, e sdo derivados
essenciais para o crescimento celular e replicacdo tanto em procariotos quanto em eucariotos.
Estes cofatores atuam como carreadores de unidades unicas de carbono em diversas vias
biossintéticas, incluindo o metabolismo de metionina e nucleotideos de purina e pirimidina,
estando, portanto, diretamente relacionados a biossintese de DNA e proteinas
(BERMINGHAM e DERRICK, 2002). Essa via biossintética € extensivamente estudada para
diversas doencas como o cancer e artrite reumatoide, e algumas caracteristicas a torna
relevante no desenvolvimento de farmacos contra doencas infecciosas. Ao contrdrio de
eucariotas superiores, que utilizam derivados de folato oriundos da dieta através da atuagao de
proteinas transportadoras de folato associadas a membrana celular, procariotas e eucariotas
inferiores sdo dependentes de vdrias enzimas para a biossintese "de novo" de folatos
(HENDERSON e HUENNEKENS, 1986). Assim, algumas enzimas da via de procariotos nao
apresentam ortélogos em eucariotos e aquelas que sdo conservadas nos dois grupos de
organismos apresentam sitios ativos ndo completamente conservados e diferencas podem ser
exploradas no desenvolvimento de farmacos seletivos, como por exemplo, a trimetoprima (LI
et al, 2000). Recentemente, novas estruturas cristalograficas para as enzimas desta via
tornaram-se disponiveis, permitindo um maior conhecimento sobre os seus mecanismos de
catdlise, inibicdo por farmacos e planejamento de inibidores baseado em estrutura
(BERMINGHAM e DERRICK, 2002).

A via de sintese de folato em bactérias utiliza-se de seis enzimas conhecidas e
uma reacao ndo especifica por uma fosfatase alcalina. De maneira geral, esta via inicia com a
modificacdo da molécula de GTP para a producdo diidropteroato, que por sua vez ¢ fundido
com uma molécula de pABA (sintetizado pela via de sintese corismato) e uma molécula de
glutamato para formar tetraidrofolato (Figura 5) (DIAS et al, 2018). Das seis enzimas
envolvidas, somente duas ndo apresentam estruturas cristalograficas elucidadas para M.
tuberculosis, a GTP ciclohidrolase 1, que catalisa o primeiro passo, € a 2-amino-4-hidroxi-6-

hidroximetil diidropteridina difosfoquinase (HPPK), que catalisa o terceiro passo. Todos os
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outros passos da via apresentam estruturas cristalograficas resolvidas a alta resolu¢do para
suas enzimas, sendo elas a diidroneopterina aldolase (DHNA) (GOULDING et al, 2005), a
diidropteroato sintase (DHPS) (BACA et al, 2000), a folipoliglutamato sintase (FPGS)
(YOUNG et al, 2008) e a diidrofolato redutase (DHFR) (LI et al, 2000; DIAS et al, 2014).
Assim, a aplicacdo de desenho de farmacos baseado em estrutura para estas enzimas é

prontamente aplicavel.
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Figura 5. Via de biosintese de folatos. E esquematizada a transformacio da molécula de
GTP em tetraidrofolato pela incorporacdo de pABA e glutamato na via. Sdo ilustradas as
estrutura cristalogréfica obtidas de quatro enzimas.

Duas enzimas desta via apresentam varios medicamentos que sao amplamente
utilizados no tratamento de infeccodes: a diidrofolato reductase (DHFR) e a diidropteroato
sintase (DHPS) (BURMAN, 1986; ANAND, 1996). Entretanto, nenhum desses farmacos é
usado no tratamento de infeccdo por M. tuberculosis. Trimetoprima e pirimetamina s3ao
potentes inibidores da DHFR bacteriana e de parasitas do filo apicomplexa, como
Plasmodium vivax, respectivamente (ANAND, 1996). Além disso, os antibidticos
sulfonamidas (andlogos do pABA), que foram os primeiros antibidticos sintéticos a serem
usados (introduzidos na década de 30) (SAMMES, 1990), sdo inibidores da enzima

diidropteroato sintase (DHPS) e sdo usados para o tratamento de vérias infeccdes, incluindo
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Neisseria meningitidis € Pneumocystis carinni (BERMINGHAM e DERRICK, 2002). Estes
compostos também sdo utilizados atualmente no tratamento por infeccdes causadas por
Mycobacterium leprae, o agente causador da lepra (ANAND, 1996). A coadministracdo de
inibidores para as enzimas DHFR e DHPS ¢ utilizada para tratamento de infec¢cdes urindrias,

apesar de casos de resisténcia ja terem sido reportados (BERMINGHAM e DERRICK, 2002).

1.9 A Enzima Diidrofolato Redutase de M. tuberculosis (MtDHFR) como Alvo para o
Desenvolvimento Racional de Farmacos

A enzima diidrofolato redutase (DHFR) (E.C. 1.5.1.3) é um dos alvos mais
estudados da via de sintese de folatos, principalmente em estudos de desenvolvimento de
novos farmacos contra diversas doencgas, como artrite, leucemias, infeccdes parasitarias,
fingicas e bacterianas (DIAS et al, 2018). Assim, esta enzima possui a mais extensa literatura
dedicada ao processo de desenho racional de farmacos entre as enzimas da via de biossintese
de folatos. Devido a elucidagdo de genomas entre diferentes organismos, obtencdo de
inimeras estruturas tridimensionais e o reduzido tamanho da enzima (aproximadamente 150
aminodcidos), a DHFR representa um excelente modelo para estudos de atividade enzimatica
e movimentos relacionados ao mecanismo catalitico, sendo amplamente explorada em
técnicas de dindmica molecular, Ressonincia Magnética Nuclear (RMN) e cristalografia de
raios X, principalmente a DHFR de humanos e E. coli (OYEN et al, 2015).

Em relagdo aos principais inibidores da enzima, a DHFR € um alvo bem
caracterizado do metotrexato, um andlogo de folatos utilizado como quimioterdpico contra
véarios tipos de canceres e doengas autoimunes, como linfomas e artrite reumatoide
(McGUIRE, 2003; CIPRIANI et al, 2014). Firmacos como a trimetoprima (TMP) e a
pirimetamina (PIR) sdo largamente utilizados para tratamento de infeccdes estafilococas e
protozodrias, respectivamente (HAWSER et al, 2006; GANGIJEE et al, 2007; ANDERSON,
2005). PIR € um farmaco de primeira linha utilizado no tratamento da maldria. A TMP vem
sendo usada monoterapeuticamente desde os anos 70 para o tratamento de infec¢des urindrias
e € um agente bactericida contra diversas bactérias Gram-positivas, como Staphylococcus
aureus e Streptococcus spp. € Gram-negativas, como E. coli e Salmonella spp.(HAWSER et
al, 2006). Devido a resisténcia relacionada ao tratamento com TMP, esta passou a ser usado
em combinagdo com as sulfonamidas (andlogos do pABA), sendo mais relevante no passado
para o tratamento de infec¢Ges urindrias (ANAND, 1996; HAWSER et al, 2006). Inibidores
como o metotrexato (classe das diaminopteridinas), andlogos do substrato (DHF), sdo

denominados cldssicos e aqueles denominados ndo cldssicos, como a trimetoprima e
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pirimetamina (classe das diaminopirimidinas), apresentam baixa capacidade de inibi¢ao
contra a enzima MtDHFR (DIAS et al., 2014) (Figura 6). A estratégia de desenvolvimento de
farmacos contra a enzima DHFR sempre foi focada na otimizacdo quimica ou no desenho de
novos andlogos de diaminopteridinas ou diaminopirimidinas, como a iclaprima, que foi eficaz
contra diversos tipos bacterianos resistentes a TMP, mas para a enzima MtDHFR, esta
estratégia continuou sendo ineficiente (SCHNEIDER et al, 2003). Ainda para o caso de
tuberculose, foi descrito recentemente o mecanismo de inibicdo indireta de MtDHFR
provocada pelo PAS, um dos primeiros farmacos utilizados para o tratamento da doenca e
que, através da interacdo com a enzima diidropteroato sintase (DHPS) (anterior a DHFR na
via de folatos), estd envolvido na produ¢do de um metabdlito andlogo ao substrato de DHFR
(DHF) inativo que inibe a a¢do da enzima DHFR. Porém, a sua ineficicia quando utilizado
monoterapeuticamente ja foi descrita, além da propensdao para o estabelecimento de
resisténcia (ZHENG et al, 2013).

O sucesso da inibicdo de DHFR na medicina clinica favorece seu uso como um
alvo relevante em programas de descoberta de firmacos, embora apenas algumas moléculas
diferentes de metotrexato, trimetoprima e pirimetamina tenham alcangado os ensaios clinicos

no tratamento de doencas humanas e infecciosas (SINCAK e SCHMIDT, 2009).
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Figura 6. Estrutura quimica do substrato DHF e de inibidores da enzima DHFR. Acima
¢ ilustrada a estrutura quimica do diidrofolato (DHF) subdividida em seus grupos formadores
essenciais (grupo pterina, pABA e glutamato). Abaixo sdo ilustradas as estruturas quimicas de
alguns inibidores da enzima DHFR (DIAS et al, 2014).

A DHFR ¢ a ultima enzima da via de biossintese de folatos e é responsavel pela

reducdo dependente de NADPH do diidrofolato (DHF) para tetraidrofolato (THF) (Figura
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7A). Seu mecanismo catalitico envolve a transferéncia de um hidrogénio (préton) de NADPH
para um carbono (C6) do anel pterina do diidrofolato, apds este substrato sofrer uma
protonac¢do no nitrogénio (N5) da pterina (WAN et al, 2014). Apesar de terem sido propostos
diferentes mecanismos para a reducdo do diidrofolato, existe um consenso de que a ligacdo
deste substrato e do cofator (NADPH) no sitio ativo € favordvel a transferéncia de hidrogénio,
uma vez que o grupo nicotinamida do NADPH e o grupo pterina de DHF ficam justapostos
devido a acdo de residuos chave no sitio ativo da enzima (FRANCIS e KOHEN, 2014). O
mecanismo de catdlise foi mais bem caracterizado em E. coli e os residuos de aminodcidos
chave sdo representados pelo aspartato 27 (Asp27), pela tirosina 100 (Tyr100) e pela
metionina 20 (Met20). Asp27 e Tyrl00 estdo envolvidos na orientacdo do substrato,
proporcionando um ambiente eletrostatico negativo nesta regido do sitio ativo para a intera¢ao
do grupo pterina do DHF. Ja Met20, devido a sua importancia e localizacdo, d4 nome a alca
em que esse residuo estd presente. A alca Met20 orienta uma molécula de dgua envolvida na
protonacgdo do nitrogénio N5 do DHF, necessdria para a reducdo deste em THF (Figura 7B)

(WAN et al, 2014; LIU et al, 2014; MATTHEWS et al, 1977; SAWAYA e KRAUT, 1997).
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Figura 7. Reacao catalisada pela enzima DHFR e mecanismo de catalise. A) Reacio
catalisada por DHFR. E representada a oxidacdo sofrida pela molécula de NADPH e a
reducdo do diidrofolato para tetraidrofolato. B) Mecanismo de catdlise de DHFR. Asp27 ¢é
destacado na interacio com DHF e alca Met20 orienta uma molécula de 4dgua para a
protonagdo do substrato, necessdria para a transferéncia de H' realizada pelo grupo
nicotinamida de NADPH. Imagem gerada no PyMOL.

A elucida¢do do mecanismo catalitico da DHFR € de interesse da drea académica
e clinica ha décadas. Desde a obtencdo de sua primeira estrutura cristalografica, resolvida em

1977, e diversas informagdes estruturais obtidas de RMN, movimentos de subdominios
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presente nas diversas DHFRs t€ém chamado a atenc@o quanto a sua importancia no processo
de catilise MATTHEWS e al, 1977; SAWAYA e KRAUT, 1997).

E. coli é o organismo modelo com a enzima DHFR mais caracterizada quanto ao
mecanismo catalitico e informacdes de estrutura tridimensional. Ensaios de caracterizacao
cinética indicaram a presenca de pelo menos cinco intermedidrios na formac¢do do complexo
da sua reagiio enziméatica: E:THF:NADP", E:THF, E:THF:NADPH, holoenzima E:NADPH e
o complexo de Michaelis-Menten E:DHF:NADPH (OYEN et al, 2015). Os movimentos
caracteristicos da enzima foram observados entre suas diferentes homoélogas e ocorrem devido
a mudancgas conformacionais, principalmente nos subdominios mais flexiveis de alcas, que
sdo tipicos nas enzimas DHFRs. Na DHFR de E. coli, essas regides de al¢as sdo denominadas
Met20, F-G e G-H. A alca Met20 € uma das regides mais estudadas por RMN e seus
movimentos orientam estados conformacionais classificados como ocluido, fechado, aberto e
desordenado (Figura 8A) (SAWAYA e KRAUT, 1997). Embora os movimentos da DHFR
de E. coli tenham sido mais compreendidos, alguns estudos indicaram que diferentes
organismos podem ter movimentos cataliticos diferentes. As estruturas cristalograficas das
enzimas de M. tuberculosis e humana revelaram estados conformacionais mais rigidos quando
comparados com E. coli, e foram classificados simplesmente em estados aberto e fechado,
relacionados a interagdo do substrato (DHF) ao sitio ativo (DIAS et al, 2014; DIAS et al,
2018). Em MtDHFR, o grupo nicotinamida do NADPH pode se ligar ou ndo ao sitio ativo,
influenciado por Tyrl100. Na auséncia de DHF, um impedimento estérico provocado por
Tyr100 torna o grupo nicotinamida do NADPH flexivel e a enzima adota uma conformacao
aberta. J4 na presenca de DHF, a interacdo hidrofébica do tipo "z stacking" entre o grupo
pterina do DHF e o grupo nicotinamida do NADPH ndo ocasiona o impedimento estérico de
Tyr100 e aproxima o subdominio de al¢as (loop 1) do subdominio de ligagdo de adenosina,
configurando a conformacao fechada (Figura 8B) (DIAS et al, 2014; DIAS et al, 2018).
Tyr100, que em alguns organismos € substituida por uma fenilalanina, tem um impacto
importante na afinidade de diferentes inibidores. A estrutura tridimensional do mutante de S.
aureus F98Y revelou que o grupo hidroxila da tirosina tem um papel fundamental na
resisténcia a trimetoprima, pois contribui para induzir uma conformacdo alternativa do
NADPH, diminuindo sua afinidade, semelhante ao que ocorre na enzima DHFR de M.

tuberculosis (FREY et al, 2009).
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Figura 8. Sobreposicoes de diferentes estados conformacionais da enzima DHFR de E.
coli e de M. tuberculosis. A) Sobreposicio de estados conformacionais da enzima DHFR de
E. coli: aberto, em verde; fechado, em vermelho; e ocluido, em amarelo. A algca Met20 estd
circulada em laranja. B) Sobreposicdo de conformagdes aberta, em laranja, e fechada, em
azul, do complexo de MtDHFR com trimetoprima ¢ NADPH (DIAS et al, 2018). Imagens
geradas no PyMOL.

A primeira estrutura cristalografica da enzima DHFR de M. tuberculosis foi
publicada em 2000 e revelou um enovelamento comum ao observado em outras estruturas
tridimensionais de DHFRs. Esse enovelamento é denominado Rossmann fold e é constituido
por um conjunto de oito fitas f flanqueadas por quatro a hélices. A estrutura possui dois
subdominios estruturais: subdominio de ligacdo de adenosina (regido de interacdo do
NADPH) e subdominio de algas (DIAS et al., 2014) (Figura 9A). As estruturas
cristalograficas de MtDHFR ligada ao metotrexato (MTX) (Figura 9B) e a outros inibidores
(trimetoprima, pirimetamina e cicloguanil), sugerem que o sitio ativo de MtDHFR € composto
por quatro sub-regides (LI et al, 2000; DIAS et al, 2014). A primeira sub-regidao consiste em
um sitio polar mais profundo, localizado préximo a regido de interacdo do grupo nicotinamida
do NADPH, com cardter eletrostatico negativo € formado por Asp27, Tyrl00 e o grupo
carbonila de isoleucina 94 (I1le94). A segunda sub-regido € um local de carater hidrofébico,
formado por fenilalanina 31 (Phe31), leucina 50 (Leu50), prolina 51 (Pro51), leucina 57
(Leu57) e valina 54 (Val54). A terceira sub-regido € um local com cariter eletrostitico
positivo, situado proximo a superficie da proteina, representando a regido de interacdo do
pPABA e glutamato (grupos quimicos integrantes da molécula de DHF) e formado por
glutamina 28 (GIn28), alanina 29 (Ala29), arginina 32 (Arg32) e arginina 60 (Arg60). Na
quarta sub-regido, o triptofano 22 (Trp22), leucina 24 (Leu24), aspartato 27 (Asp27) e

glutamina 28 (GIn28) formam um sitio ausente na DHFR humana, onde interage uma
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molécula de glicerol oriunda da condi¢do de cristalizagdo utilizada (Figura 9B e C) (LI et al,

2000).

A B C

Asp27
Subdominio de algas

Loopl

Figura 9. Biologia estrutural de MtDHFR. A) E representado o complexo bindrio
MtDHFR:NADPH. Subdominio de algas € ilustrado em verde e subdominio de ligacdo de
adenosina em marrom. Acredita-se que alteracdes conformacionais que ocorrem em L1
podem ser criticas para o ciclo catalitico de DHFR. Imagem gerada no PyMOL usando a
estrutura APO 1DG8 (LI et al, 2000). B) Sao ilustradas caracteristicas importantes do sitio
ativo de MtDHFR e mostrados os residuos que formam as sub-regides do sitio ativo ligados
ao metotrexato (amarelo). Em salmdo sdo ilustrados os residuos que fazem parte da sub-
regido eletrostatica negativa situada profundamente. Em verde, os residuos que compdem a
sub-regido hidrofébica. Os residuos azuis pertencem a sub-regido eletrostdtica positiva
localizada na superficie. Interacdes de hidrogé€nio e idnicas estdo representadas por linhas
tracejadas em amarelo. C) E ilustrado o potencial eletrostitico estimado do sitio ativo de
MtDHFR (vermelho: negativo; azul: positivo; branco: neutro). O bolsdo de glicerol,
localizado ao lado do sitio ativo onde o metotrexato estd ligado, é delineado por Asp27 e
GIn28. Imagens geradas no PYMOL com a estrutura APO 1DF7 (LI et al, 2000).

Diversas caracteristicas dessa enzima podem ser exploradas no desenvolvimento
de novos inibidores, inclusive, contra a tuberculose. Quando sdo considerados os movimentos
relacionados a catdlise, uma questao que surge € se estados conformacionais mais flexiveis (E.
coli) ou mais rigidos (H. sapiens e M. tuberculosis) podem influenciar os modos de interacdo
e afinidades de possiveis inibidores aos sitios ativos de DHFRs. Outra possibilidade se
relaciona com a maior eficicia de inibidores que realizam interacdes hidrofébicas com o
NADPH, como € observado no caso do grupo diaminopteridina do MTX (andlogo ao DHF) e
das diaminopirimidinas (trimetoprima e pirimetamina). Baseado nisto, seria interessante o
desenvolvimento de inibidores com novos grupos quimicos (novos scafolds) que possam
interagir mais eficientemente com o grupo nicotinamida do NADPH e/ou com as outras

regides propicias a interagdes moleculares observadas em estrutura tridimensional, discutidas
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anteriormente. Outra questdo se relaciona com a busca de novos inibidores que sejam
seletivos contra a enzima DHFR de M. tuberculosis. As comparagdes entre a DHFR humana e
MtDHEFR revelam uma identidade de sequéncia de apenas 26%. Além disso, com sitio ativo
compartilhando 55% de similaridade, observa-se um ndmero de residuos altamente
conservados, mas algumas diferencas podem influenciar no planejamento racional de
farmacos (LI et al, 2000). Pode-se notar, por exemplo, que a MtDHFR apresenta uma
cavidade eletrostatica polar, delimitada principalmente pela glutamina 28, onde interage uma
molécula de glicerol. Na enzima DHFR humana, GIn28 € substituido por uma fenilalanina e o
anel aromdtico desse residuo causa um bloqueio estérico nessa regido, impedindo a formagao
de uma cavidade. Explorando esta regido da enzima através do planejamento racional de
interatores que mimetizam a interacdo realizada pela molécula de glicerol, pode-se chegar ao
desenvolvimento de um inibidor altamente seletivo para MtDHFR (EL-HAMAMSY et al,
2007).

1.9.1 Panorama atual do Desenvolvimento Racional de Inibidores da Enzima DHFR de
M. tuberculosis

Apesar de a DHFR ser um alvo ja validado para o desenvolvimento de farmacos
contra diversos patégenos e cancer, atualmente ndo ha inibidores desta enzima utilizados no
tratamento de TB. Inibidores como o metotrexato, a trimetoprima, a pirimetamina e o
trimotrexato sao potentes inibidores in vitro da enzima MtDHFR, porém nao sdo eficientes
em inibir o crescimento de cultura de M. tuberculosis. Provavelmente, isso ocorre devido a
falhas na permeabilidade da parede celular lipidica do bacilo (NIXON et al, 2014; KUMAR et
al, 2015). A busca de novos inibidores tém focado no desenvolvimento de andlogos de
antifolatos conhecidos de MtDHFR e informagdes de biologia estrutural orientam o processo.
Vém sendo estudados como possiveis novos inibidores, séries de compostos andlogos de
pteridinas, diaminopirimidinas e triazinas (Li et al, 2000; GERUM et al, 2002; El-Hamamsy
et al, 2007).

Para os andlogos de pteridina, que é o grupo presente em inibidores classicos de
DHFR, merecem destaque andlogos contendo um anel quinazolina (KUMAR et al, 2012) e
andlogos do grupo das deazapteridinas que tiveram atividade contra o crescimento de
Mycobaterium spp (SULING e MADDRY, 2001; DEBNATH, 2002).

Dentre as diaminopirimidinas, se destacam o inibidor K-130 e analogos,
epiroprima e as diaminopirimidinas ligadas a um grupo propargil (PLAs) (HAWSER et al,
2006; HAJIAN et al, 2016). O inibidor K-130 e a epiroprima, apesar de serem poucos
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eficientes contra o bacilo M. tuberculosis, apresentaram resultados promissores em relacio a
outras espécies de Mycobacterium e MDR-TB (HAWSER et al, 2006). K-130 em combinacao
com a dapsona (andlogo do pABA) mostrou atividade contra Mycobacterium lufu e
Mycobacterium leprae (DHOPLE, 1999). A epiroprima mostrou sinergismo com INH e se
destacou em estudos de atividade contra cepas resistentes a isoniazida (INH) e a rifampicina
(RIF). Nestes estudos, o uso dessa combinagdo foi capaz de prevenir o estabelecimento de
resisténcia a INH (DHOPLE, 2002). Ainda entre as diaminopirimidinas, um grupo de
inibidores tiveram resultados satisfatdrios a respeito da boa permeabilidade na parede celular
do bacilo. Estes s@o representados pelos PLAs e também tiveram alta efici€éncia de inibi¢do in
vitro da enzima MtDHFR (HAJIAN et al, 2016).

Também vém sendo desenvolvidos inibidores diferentes de diaminopririmidinas e
outros inibidores cldssicos. Esses possiveis novos inibidores de MtDHFR sao os derivados do
grupo triazina. Sdo representados principalmente pelo WR99210 e apesar de apresentar
atividade in vitro e in vivo contra o M. tuberculosis, foram associados problemas de tolerancia
gastrointestinal a esse composto (GERUM et al, 2002). Alguns compostos deste grupo das
triazinas tiveram efeitos citotéxicos mais moderados e um deles apresentou bom sinergismo

com o PAS (LELE et al, 2015).

1.10 A Estratégia de Desenho de Farmacos Baseado em Fragmentos (Fragment based
drug discovery — FBDD)

Uma das estratégias utilizadas no desenvolvimento de farmacos baseado em
estrutura € que ndo tem sido explorada para a via de sintese de folatos, tanto em M.
tuberculosis, como em outros organismos, ¢ o desenho de firmacos baseado em fragmentos
(FBDD — Fragment based drug discovery) (MURRAY e BLUNDELL, 2010). FBDD tem se
tornado uma das principais alternativas aos métodos tradicionais (High throughput screening
— HTS) na triagem de moléculas candidatas a formacos nos ultimos anos (MURRAY e REES,
2009).

Até o momento, somente trés farmacos foram obtidos a partir dessa estratégia,
apesar de um crescente aprimoramento da otimizacdo de compostos candidatos (hits) em
compostos lideres ou pré-farmacos. Dezenas de novos compostos alcangaram fases de testes
clinicos em um periodo relativamente curto, o que mostra a alta eficiéncia de FBDD. Para os
farmacos que ja atingiram o mercado, Vemurafenib (Plexxikon / Roche) em 2011, Venetoclax
(AbbVie / Genentech) em 2016 e Ribociclib (Astex / Novartis) em 2017, desenvolvidos para

o tratamento de cancer de pele, leucemia linfocitica e cancer de mama, respectivamente, em
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todas as campanhas de FBDD, a otimizacdo de fragmentos foi orientada por estruturas
tridimensionais dos alvos (THOMAS et al, 2017). A partir do sucesso inicial com alvos
proteicos pertencentes a classe das quinases, a versatilidade desta abordagem se expande para
uma ampla gama de classes de proteinas, incluindo chaperonas, P-secretases, fatores de
transcri¢do e proteases relacionadas ao virus HIV, além de alcangarem diversos alvos em
doengas infecciosas negligenciadas e a tuberculose (SCOTT et al, 2012).

A estratégia HTS identifica compostos interatores proximos a lideres que
necessitam de menores modificacdes para a obten¢do de farmacos, pois normalmente
possuem caracteristicas quimicas que se aproximam da chamada "regra dos cinco" de
Lipinski (compostos de peso molecular até¢ 500 Da, doadores e aceptores de hidrogénios de 5
e clogP de 5), que sdo compostos mais lipofilicos e com melhor biodisponibilidade por via
oral (MURRAY e REES, 2009; LIPINSKI et al, 2001). Apesar de compostos obtidos de HT'S
necessitarem de etapas mais curtas na otimizacdo, sdo observadas maiores dificuldades de
caracterizagdo quanto a interacdo com seus alvos, jd& que a baixa solubilidade dificulta a
realizacdo de diversas técnicas biofisicas. Além disso, a presenca de grupos mais lipofilicos
nessas moléculas aumenta o nimero de restricdes estéricas com o alvo, o que dificulta a
otimizagdo quimica, além de apresentarem maiores efeitos téxicos (Figura 10) (SCOTT et al,

2012; CHEN e HUBBARD, 20009).
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Figura 10. Comparacio dos compostos identificados por HTS e por FBDD. A esquerda é
representado um exemplo de composto tipico identificado em estratégias HTS com alguns
impedimentos estéricos a serem corrigidos com o alvo. A direita sdo representados exemplos
de hits de fragmentos identificados em FBDD realizando interacOes-chave com diferentes
regides do alvo (SCOTT et al, 2012).

A triagem de alvos contra bibliotecas de fragmentos identifica compostos

interatores (hits) em sitios especificos e com baixa afinidade (Figura 10). Fragmentos sdo
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compostos menores, mais soltiveis, menos lipofilicos e seguem a denominada "regra dos trés",
que foi proposta por Congreve e colaboradores (peso molecular até 300 Da, doadores e
aceptores de hidrogénios de 3 e clogP de 3) (CONGREVE et al, 2003; JHOTI et al, 2013). O
método de FBDD também consiste na caracterizagdo quimica dos hits identificados e na
habilidade de aperfeicod-los em compostos lideres que apresentem propriedades quimicas
mais proximas de farmacos. Porém, € discutida qual a melhor estratégia no alcance dessas
moléculas, além da necessidade do uso de diversos filtros na construcdo de bibliotecas de
fragmentos que atentem para a presenca de compostos quimicos instdveis, super-reativos
(PAINS) e toxicos (THOMAS et al, 2017; BAELL e NISSINK, 2018). Em FBDD, em alguma
etapa do processo, também é necessdria a adicdo de grupos mais lipofilicos que se relacionam
com parametros adequados de ADMET presentes em farmacos. Entretanto, essa estratégia
nio tem se mostrado eficiente quando adotada em etapas iniciais de otimizacdo. E desejvel
inicialmente uma maior contribui¢do em entalpia para a interacdo, que pode ser alcancada
através de interacdes moleculares mais fortes, como de hidrogénio. Dessa maneira, mantém-
se maior solubilidade para a realizacdo dos experimentos e diminuindo impedimentos
estéricos observados em compostos obtidos por HTS. Assim, sdo aproveitadas para a
otimizagdo a posi¢do inicial e bem definida de interacdo dos hits. Primeiramente, busca-se o
ganho de afinidade e poténcia através da adicdo de grupos polares que visam novas interagdes
de hidrogénio, para posterior adicdo de grupos hidrofébicos (lipofilicos) que favorecam
caracteristicas farmacocinéticas presentes em compostos lideres (CIULLI e ABELL, 2007,
LADBURY et al, 2010).

A taxa de sucesso na triagem de fragmentos € tipicamente mais alta do que a
observada nos métodos HTS, devido a relacdo inversa entre a complexidade de compostos
triados e a probabilidade dos compostos possuirem boa complementaridade com a proteina
alvo (CARR et al, 2005). Assim, um menor numero de moléculas precisa ser triado
(geralmente por volta de 1000 compostos) para a identificacdo de multiplos hits candidatos.
Outra vantagem da técnica é que, devido a maior solubilidade dos compostos, € possivel
trabalhar em altas concentracdes e explorar um largo conteido de informacdes obtidas por
diferentes técnicas, como cristalografia, ressonancia magnética nuclear, andlise do ponto de
desenovelamento térmico utilizando DSF (Differential Scanning Fluorimetry) ou,
simplesmente, thermal shift, calorimetria além de outros métodos biofisicos e técnicas de
bioensaio (ZARTHLER e SHAPIRO, 2008; SCHIEBEL et al, 2016). A aplicacdao desse
amplo espectro de técnicas oferece melhor controle de qualidade dos hits identificados e

direciona melhores pontos de partida para a sintese quimica. Entretanto, para as abordagens
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de FBDD h4 a necessidade de se utilizar técnicas com alta sensibilidade para deteccdo de
candidatos com afinidade na faixa de milimolar (De KLOE et al, 2009; SILVESTRE et al,
2013).

A integracdo de cristalografia de raios X dentro do processo de FBDD ¢
fundamental para o detalhamento espacial das interacdes proteina-ligante e,
consequentemente, para o desenho de moléculas com maior eficiéncia (JHOTY e LEACH,
2007; SCHIEBEL et al, 2015). Somente com uma visdo estrutural, os modos de interacao
desses compostos em diferentes regides do alvo sdo confirmados e assim, procedimentos de
crescimento (growing), mescla (merging) e unido (linking) desses fragmentos favorecem, de
maneira eficaz, a exploracdo de regides especificas, por exemplo, do sitio ativo de enzimas
em termos de interacdes moleculares (Figura 11) (KARAWAJCZYK et al, 2015; SCOTT et
al, 2012).
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Figura 11. A estratégia do desenho de farmacos baseado em fragmentos (FBDD). Sio
ilustrados procedimentos de crescimento (growing), mescla (merging) e unido (linking) de
fragmentos para exploragio eficaz do sitio ativo de enzimas. A direita é exemplificado como a
obtencado de informacdes estruturais do alvo auxilia neste processo (BLUNDELL et al, 2002;
MURRAY e REES, 2009; MARCHETTI et al, 2017).
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Estruturas tridimensionais de complexos proteina:fragmentos aliados com a

obtencdo de parametros termodinamicos obtidos através de calorimetria, permitem uma
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andlise de regides essenciais de interacdes (hotspots), sejam elas polares ou apolares. Essas
regides orientam ganho de afinidade pelas possibilidades de novas interacdes de hidrogénio
ou interacdes hidrofébicas. Esta tltima, com o encaixe adequado do grupo quimico
hidrofébico e com o deslocamento eficiente de moléculas de dgua de sitios especificos,
ocasiona contribui¢cdes entrdpicas para as interacdes (McCARTHY et al, 2014). Com isso, a
combinacdo de biologia estrutural e termodinadmica ganha especial relevancia em FBDD, pois
relacionam tipos de interagOes (polares ou apolares), tipos de residuos de aminodacidos
essenciais para a interacdo e parametros energéticos (entalpia e entropia), que auxilia no
oferecimento de poténcia e orienta as modificacdes quimicas para a obtencdao de moléculas
lideres (BLUNDELL, 2017). A FBDD ¢ a principal estratégia que permite a correlacdo de um
maior nimero possivel de informacdes sobre a interacdo dos hits de fragmentos com passos

futuros de sintese organica guiada pela Quimica Medicinal (MARCHETTI et al, 2017).

1.11 Breve Discussao sobre as Técnicas Biofisicas Adotadas no Projeto para a
Campanha FBDD

Devido as propriedades fisico-quimicas dos compostos identificados (hits), a
estratégia de desenho de farmacos baseada em fragmentos permite a aplicacdo de uma gama
de técnicas biofisicas usadas para a confirmagdo e caracterizacdo de interagcdes moleculares
com o alvo. Aliados a métodos estruturais, ganho de poténcia pode ser planejado pela
identificacdo de hotspots e com o incremento de novas interagdes moleculares. Com isso, um
ciclo iterativo de planejamento racional de farmacos € criado até que poténcia (afinidade e
inibicdo) e similaridade farmacocinética a farmacos sejam obtidas para o inicio de testes pré-

clinicos e clinicos (Figura 12) (THOMAS et al, 2017).
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Figura 12. Etapas do desenho de farmacos baseado em fragmentos (FBDD). Sio
representadas as fases a serem atingidas em campanhas FBDD e as respectivas técnicas
experimentais adotadas na validacdo e caracterizacdo dos hits (Figura adaptada de THOMAS
et al, 2017).

Uma metodologia multitécnicas em FBDD € necessdria devido ao cuidado com o
trato de compostos falso-positivos. E imprescindivel um regime de técnicas confirmatdrias
e/ou complementares a outras técnicas usadas na mesma campanha, além da obtencdo do
modo de ligacdo em estruturas tridimensionais de complexos enzima:fragmentos (SCOTT et
al, 2012). O emprego dessa abordagem possui como fun¢do a discriminacdo entre hits
duvidosos dos hits que experimentalmente se revelam como bons pontos de partida para a
otimizacdo em compostos lideres (CIULLI, 2013). Diferentes técnicas favorecem o actmulo
de conhecimento a respeito da variedade quimica, estrutural e energética das interacdes entre
proteina e fragmentos. Com isso, € esperada uma maior qualidade dos compostos, bem como
a reducdo de custo e tempo no processo de desenvolvimento de farmacos (JHOTI et al, 2007).

Neste trabalho, diversas técnicas biofisicas foram realizadas na fasel de triagem
contra uma biblioteca de fragmentos e nas fases 2 e 3 de caracterizacdo e otimizagdo dos hits.
Essas técnicas foram o thermal shift ou thermofluor ou ainda DSF (Differential Scanning
Fluorimetry), STD-NMR (Saturation Transfer Difference), a calorimetria de titulacdo

1sotérmica por ITC (Isothermal Titration Calorimetry) e a cristalografia de raios X.
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1.11.1 Thermal Shift ou Thermofluor ou DSF (Differential Scanning Fluorimetry)

Ensaios que identificam a interacdo entre proteina-ligante representam uma
poderosa abordagem na identifica¢do de ligantes com potencial para candidatos a hits. Uma
técnica que tem sido bastante utilizada devido ao baixo custo, automatizacdo e a rapida
obtencdo de resultados é o thermal shift. Essa técnica € utilizada principalmente em triagens
contra bibliotecas de compostos quimicos e consiste em mensurar a estabilidade intrinseca da
proteina alvo por desenovelamento termicamente induzido. Na interacdo de um ligante, ocorre
um aumento na temperatura de desenovelamento da proteina devido a energia de estabiliza¢do
entre os dois. Essa diferenca do ponto de desenovelamento de uma proteina na auséncia e
presenca de um ligante pode entdo ser mensurada (KRANZ e SCHALK-HIHI, 2011).

A estabilidade da proteina e também enovelamento sdo altamente dependentes da
temperatura (PANTOLIANO et al, 2001). A temperatura em que uma proteina perde a sua
completa estrutura tercidria é chamada de temperatura de melting (T,,), moléculas que se
ligam a uma proteina podem conduzir ao aumento ou diminui¢do de T, devido as mudancas
na estabilidade dessa associacdo. Essa variacdo na Ty, é chamada de thermal shift e pode ser
ensaiada (PANTOLIANO et al, 2001).

Um corante fluorescente (SYPRO Orange) que se liga ao ambiente hidrofébico da
proteina enovelada € utilizado para mensurar a T,,. Esse corante é misturado com a proteina e
com os ligantes a serem testados e quando ocorre o maximo de desnaturacdo, ocorre O
maximo de emissdo de fluorescéncia. Utilizando uma maquina de qPCR, a temperatura é
gradualmente aumentada e a proteina desenovela, expondo os seus residuos hidrofébicos que
geralmente estdo enterrados na estrutura nativa. A sonda fluorescente se liga a estes residuos
hidrofébicos e fluoresce.

Em FBDD, normalmente devido a baixa afinidade dos fragmentos com a proteina,
sdo esperadas pequenas variacdes na temperatura de melting. Um hit normalmente é obtido
quando possui uma T,, maior do que as temperaturas de melting usadas como referéncia
(temperatura de desnaturagdo da proteina sem o ligante). Normalmente essa diferenca
representa temperaturas de melting maiores que 0,5 °C ou 1 °C. Porém, ha a possibilidade de
obtencdo de falsos positivos e consequente necessidade de realizacdo de outras técnicas

capazes de confirmar as interacdes (SCOTT et al, 2012).

1.11.2 Espectroscopia por STD-NMR (Saturation Transfer Difference)
A técnica STD-NMR, baseada em Ressondncia Magnética Nuclear (RMN),

também permite a detec¢do de interagdo proteina-ligante, inclusive para sua aplicagdo em
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FBDD (PENG et al, 2016). O método consiste na transferéncia de magnetizacdo via "efeito
nuclear de Overhauser" (NOE), responsdvel pela observagdo de sinais em um espectro de
RMN. Este efeito envolve a transferéncia de magnetizacdo por relaxacio através do processo
de difusdo de spin entre protons (H*). A diferenca do efeito NOE consiste na possibilidade da
transferéncia no espaco e ndo necessita que a difusdo ocorra entre dtomos conectados. Com
isso, a STD-NMR € capaz de identificar a transferéncia direta de magnetizagdo para
hidrogénios dos ligantes ou de grupos quimicos de ligantes que estejam proximos da cadeia
lateral da proteina, incorporando assim, caracteristicas da propria macromolécula.
Experimentos de STD-NMR sdo capazes de confirmar interacdes moleculares de baixa
afinidade, com valores de Ky (constante de dissociacdo) que variam entre 100 nM e 10 mM,
ideais para fragmentos, e remetem a troca de estados ligados e livres desses ligantes (YANG
et al, 2016).

Em FBDD, ¢ comum através de STD-NMR, a utilizacdo de alguns termos, como
grupos farmacoéforos ou epitopos (TANOLI et al, 2015; SILVA et al, 2014). Para o caso de
STD-NMR aplicado em conjunto com cristalografia de raios X, esses termos sdo de grande
utilidade, pois além de confirmar a interacdo dos hits, revelam grupos quimicos essenciais
para interacdo e 0 modo como estes interagem, possibilitando a constru¢ao de um mapa que
mostra epitopos interatores com residuos especificos e novas possibilidades de interagdes com
o alvo (JHOTT et al, 2007).

O resultado de STD-NMR a ser analisado ¢ um espectro 1D de sinais de H*
magnetizados dos grupos quimicos dos ligantes. Para a obtengdo desse espectro sao
necessarias duas fases relacionadas a transferéncia de energia magnética via efeito NOE, a
fase de "on-resonance", para a completa e seletiva saturagdo do alvo (enzima), e a fase "off-
resonance" (sem a presenca de energia eletromagnética), caracterizada pela transferéncia
natural de energia da enzima saturada para grupos quimicos do ligante, caso este esteja
proximo da cadeia lateral do sitio ativo. A partir da fase "off-resonance” obtém-se o espectro
de referéncia com os sinais de prétons da absorcdo de energia nos ligantes. O espectro final
compreende a diferenga entre os espectros relativos "on" e "off-resonance"” e, se ainda forem
observados sinais de prétons referentes aos grupos quimicos dos ligantes, fica configurada a
interacdo molecular. A STD-NMR merece atencio especial para a presencga de falso-positivos
e espectros da diferenca "on" e "off-resonance” para fragmentos, que devem ser analisados
com cuidado devido a possibilidade de interacdes inespecificas (PENG et al, 2016). Para
corrigir esse problema, seria ideal realizar STD-NMR em testes de competicdo com

compostos que ligam especificamente. Na falta desses ensaios, € necessdria a adequada
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normalizacdo dos picos do espectro, cdlculo da relacdo sinal/ruido (valores > 5 sdo
preferiveis), discriminagdo de sinais de outras moléculas (cofatores de enzimas) e,
principalmente, a comprovagao das interagdes através de outras técnicas, como calorimetria e

cristalografia de raios X (CALA e KRIMM, 2015).

1.11.3 Calorimetria de Titulaciao Isotérmica - ITC (Isothermal Titration Calorimetry)

Calorimetria de titulagdo isotérmica (ITC) € uma técnica amplamente empregada
na caracterizacdo da interacdo proteina-ligante. A técnica consiste na titulagdo direta de uma
solucdo na seringa contendo o ligante através de microinje¢des em uma solucido na célula
contendo a proteina. Isto permite que variacdes de calor oriundas da reacdo quimica
provocadas pela interacdo entre proteina e ligante sejam mensuradas. Essas variagdes de calor
podem ser negativas, para o caso de reacdes exotérmicas com liberacao de calor ou podem ser
positivas, no caso de reacdes endotérmicas com absor¢io de calor. A medida que sio feitas as
microinjecdes do ligante na solu¢do da proteina, caso haja interacdo, a variagdo de calor
diminui com o tempo, indicando saturagdo do sistema, ou seja, uma menor quantidade de
proteina fica disponivel para a interagdo com o ligante até que ndo é mais observada variacao
de calor (LADBURY et al, 2010).

ITC, além de ser uma técnica capaz de quantificar a estequiometria e a afinidade
da interacdo proteina-ligante pelo valor da constante de dissociacdo (Kg4), também permite a
caracterizacdo termodindmica da reacdo. Pardmetros termodindmicos como a energia de
interacao AG (Energia livre de Gibbs), valores de entalpia (AH) e valores de entropia (-TAS)
podem ser obtidos, o que oferece um panorama do balango dessas forcas para a contribuicdo
ou restri¢do da interagdo quimica (EDINK et al, 2011).

Para o caso de FBDD, algumas peculiaridades da técnica devem ser observadas,
devido a baixa afinidade dos compostos (K4 entre 100 uM e 10 mM). Ha a necessidade do uso
de altas concentracdes de ligantes e alguns termogramas obtidos de reacdes de interagdo com
fragmentos apresentam grande calor de diluicdo, em que a saturacdo da reacdo nao € atingida
eficientemente (Figura 13). Outro fator limitante em experimentos de calorimetria aplicado a
FBDD ¢é o correto balanco estequiométrico nas reagdes, observados pelo valor de N. Para o
tratamento dos dados de uma curva de titulacao para fragmentos é comum fixar esse valor em
"1" assumindo-se, portanto, no equilibrio, um sitio ativo de enzima para a interagdo (CIULLI,

2013).
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Figura 13. Comparacao de termogramas tipicos para ensaios de calorimetria entre
ligantes com alta e baixa afinidade com o alvo. A parte superior das figuras representa o
padrdo dos calores de diluicdo observados em fun¢do do tempo em pcal/segundo e a parte
inferior representa a varia¢do de entalpia relacionada a cada injecao de ligante em kcal/mol.
Curvas com padrao sigmoidal sdo observadas para interagdes de maiores afinidades e curvas
com padrao de hipérbole sdo observadas para interagdes de baixas afinidades, tipicas para
compostos denominados fragmentos (CIULLI, 2013).

Outro parametro que pode ser obtido por calorimetria e muito importante em
campanhas FBDD ¢ a eficiéncia de liga¢do (LE). LE ¢ obtida através do valor de AG dividido
pelo nimero de dtomos pesados (diferentes de hidrogénio) dos ligantes. Esse parametro se
relaciona diretamente com a afinidade e € inversamente proporcional ao peso molecular dos
compostos (MURRAY et al, 2014). Aliado com informacgdes cristalograficas do modo de
ligacdo dos fragmentos, a LE € muito util no processo de otimizagdo quimica em compostos
lideres, pois permite explorar espacos quimicos (hotspots) do sitio ativo através da unido de
fragmentos que realizam interacdes-chave ou oferece novas possibilidades de crescimento dos
fragmentos através de novas interagdes em regides vizinhas (HUNG et al, 2016). No geral,
maiores taxas de sucesso em FBDD sao alcangadas quando se mantém constantes os valores
de LE na otimizacdo de fragmentos em compostos lideres (MURRAY e REES, 2009). Desta

maneira, sdo obtidas moléculas lideres mais potentes com o menor peso molecular possivel

(SCHIEBEL et al, 2015).

1.11.4 Cristalografia de Raios X
Cristalografia de raios X € a principal técnica envolvida com a biologia estrutural

de projetos envolvendo o desenho de farmacos baseado em estrutura (GEERLOF et al, 2006).
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De maneira geral, a técnica consiste em incidir um feixe de raios X sobre o cristal a ser
analisado. Esse cristal é formado devido ao modo repetitivo e ordenado adotado pelo alvo
(macromolécula) sob condicdes especificas. O feixe se difunde em vérias dire¢cdes de acordo
com a simetria do agrupamento de dtomos e, por difracdo, dd origem a um padrio de
intensidades em um detector. Através do principio da lei de Bragg, este padrao € interpretado
de acordo com a distribuicdo dos dtomos no cristal. Ao final do processo € produzida
uma imagem tridimensional referente a densidade de elétrons dentro do cristal. A partir desta
densidade de elétrons, as posi¢des médias dos dtomos e suas ligagdes quimicas no cristal
podem ser determinadas (RUPP e WANG, 2004).

Para o desenvolvimento de farmacos € necessdria a formacdo de cristais em
ensaios de cocristalizacdo com compostos quimicos ou resistentes a procedimentos de
soaking. A técnica de cristalizacdo empregada geralmente € a de difusdao de vapor. Nessa
abordagem mistura-se em uma gota a condic@o de cristaliza¢do e a solucio contendo o alvo.
A diferenca de concentracdo do pogo contendo a condi¢do e a gota formada favorece a perda
de dgua na gota e diminui a solubilidade de seus componentes gradualmente. O crescimento
de cristais em solugdo € caracterizado por uma etapa de nucleacgdo seguida do crescimento dos
nicleos formados. As condicdes de cristalizacdo devem balancear essas duas etapas para
favorecer a formacdo de cristais com maior qualidade de resolucdo. As vérias condi¢des
podem usar um ou mais mecanismos fisicos para diminuir a solubilidade da molécula, como
alteracdo do pH, temperatura, concentragdes de sais ou uso de polimeros grandes, como o

polietilenoglicol (CHERNOV, 2003).
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2 Objetivo

Este projeto teve como objetivo o desenvolvimento racional de novos inibidores
da enzima diidrofolato redutase de Mycobacterium tuberculosis (MtDHFR) através do
desenho de farmacos baseado em fragmentos (FBDD). O intuito foi de validar e caracterizar a
interacdo de hits identificados em triagem prévia contra uma biblioteca de fragmentos. Em
colaboragdo com grupos da drea de Quimica Medicinal, o projeto buscou atingir a etapa
iterativa de FBDD. Nesta etapa, sintese quimica seguida de caracterizacdo das interacdes tém
orientado sobre ganho de poténcia até que sejam obtidos compostos lideres com potencial a

novos farmacos contra a tuberculose.
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3  Materiais e Métodos
3.1 Expressio e Purificacio da Enzima DHFR de Mycobacterium tuberculosis
(MtDHFR)

Para a obtenc@o da enzima MtDHFR, seguiu-se com a expressao e purificacdo a
partir de genes previamente clonados em vetores de expressdo pET28a e pET20b pelo Prof.
Dr. Marcio V. B. Dias. Constru¢des gé€nicas em pET28a levaram a obtencdo da enzima
fusionada a uma cauda de 6xhistidina no N-terminal, enquanto que construcdes génicas em
pET20b, devido ao processo de clonagem com a adicao de stop codon no C-terminal do gene,
a enzima produzida ndo continha cauda de histidina. MtDHFR sem cauda de fusdo foi
utilizada no processo de cristalizacdo, j4 MtDHFR com cauda 6xhistidina foi utilizada nas
outras técnicas biofisicas utilizadas neste trabalho.

Essas construcdes plasmidiais foram transformadas por choque térmico a 42 °C
por 1 minuto em linhagem bacteriana BL21(DE3) e a expressao da proteina recombinante foi
realizada em um volume de cultura de 8L, suplementada com o antibiftico canamicina ou
ampicilina nas concentracdes de 50 pg/mL e 100 pug/mL, respectivamente. As culturas
bacterianas foram inoculadas e incubadas a 37 °C sob agitacdo de 200 rpm. Apds D.O. atingir
0,6, a expressao foi induzida por IPTG na concentragdo de 0,2 mM por 20 h a 18°C, sob
agitacdo de 200 rpm. Apds a centrifugacdo das culturas, os pellets das foram lisados por
sonicagdo em tampdo A (Tabela 1) e os extratos proteicos foram submetidos a uma
cromatografia por afinidade (Tabela 1) com as enzimas DHFRs eluidas através de um
gradiente com tampao de eluicao B (Tabela 1). Apds este processo de purificagdo, as fragdes
nas quais as enzimas estavam presentes foram recuperadas e concentradas a um volume de 5
ml. Em seguida, para um maior polimento da amostra, as enzimas foram submetidas a uma
purificacdo por gel filtracdo (coluna 16/60 superdex 200 — GeHealthcare), eluidas com
tampao final (Tabela 1) e concentradas a uma concentragdo final de aproximadamente 10

mg/ml, ideal para realizacao dos ensaios previstos no projeto.
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Tabela 1. Purificacao da enzima MtDHFR.

Enzima / tag Afinidade / matriz Tampao A Tampao B Tampao final
MtDHFR 6x His ) 20 mM K;PO,, 50 Tampdo A +0,3 M 20 mM K;PO,, 50
Niquel (Ni)
N-ter mM KCI, pH8,0 imidazol mM KCI, pH8,0

20 mM K;PO,, 50
. Metotrexato 20 mM K;PO,, 50  Tampio A +2 mM o
MtDHER s/ His mM KClI, pHS,0,
MTX) mM KCI, pHS8,0 dihidrofolato (DHF) )
glicerol 5%

3.2 SDS-PAGE

Amostra contendo a proteina MtDHFR purificada foi analisada por SDS-PAGE.
Um volume de 8 pL. da solugdo contendo a MtDHFR foi misturada a 2 pL. do tampdo de
corrida 4x (New England Biolabs) e apds ser aquecida a 90 °C, foi aplicada em um gel de
poliacrilamida 12 - 15 %. Apds o gel ser submetido a uma eletroforese, o mesmo foi corado
com uma solu¢cdo de Comassie Blue. As bandas do fracionamento em gel foram analisadas
através do peso molecular em comparacdo com o padrdo de bandas do marcador de peso

molecular (BioRad).

3.3 Preparacio de Amostras do Receptor (MtDHFR) e Ligantes (Fragmentos) para
Ensaios de STD-NMR (Saturation Transfer Difference)

Ligantes testados por STD-NMR foram dissolvidos em DMSO deuterado
(DMSO-d¢ / SigmaAldrich) e o NADPH (cofator) em D,O (SigmaAldrich). Para os
experimentos, a mistura contendo a enzima MtDHFR em tampao final (Tabela 1), NAPDH e
ligantes foram diluidos em D,O a um volume final de amostra de 600 pL. A concentra¢do
final de MtDHFR nas amostras foi de 5 uM, enquanto que a concentracio de NADPH e
fragmentos foi de 500 uM cada.

3.4 Obtencdo dos Espectros STD-NMR para a Verificacdo de Interacao Receptor -
ligante

Os espectros de RMN foram obtidos num espectrometro Agilent DD2 de 500

MHz equipado com uma sonda de ressonancia tripla (15N / 13C / 1H) a 298 K. O espectro

STD foi obtido por subtracio de espectros saturados (on resonance) dos espectros de

referéncia (off resonance) ap6s idénticos processamento e faseamento.
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A subtracdo de espectros saturados dos espectros de referéncia foi realizada
simultaneamente por ciclo de fase usando uma sequéncia dpfgse_satxfer implementada no
pacote biopack do software VNMRI (Agilent). Os espectros STD-NMR foram registrados
com 8192 varreduras e saturacdo seletiva de ressondncias proteicas a -0,5 ppm e 30 ppm para
espectro off resonance usando uma série de 40 pulsos Gaussianos (50 ms, 1 ms de atraso entre
pulsos), para um tempo total de saturagdo de 2,04s. Os espectros de referéncia (off resonance)
foram registrados com 4096 varreduras. A medi¢do das intensidades de picos foi realizada por
comparacdo direta dos espectros STD-NMR e dos espectros de referéncia (off resonance). A
fracdo do efeito STD foi calculado por (I0-Isat)/I0, em que (I0-Isat) € a intensidade de pico
medida diretamente no espectro STD e 10 € a intensidade de pico do espectro de referéncia

nao saturado.

3.5 Calorimetria de Titulaciao Isotérmica (ITC)

O ensaio de ITC foi realizado em um instrumento MicroCal VP-ITC 200. Ambas
as solucdes da célula e seringa continham Tampdo A (Tabelal), NADPH a uma concentracao
de 1 mM e DMSO até 5% (v / v). A concentracio utilizada de proteina MtDHFR na célula foi
de 100 uM e a concentragdao dos fragmentos na seringa foi de 2 — 10 mM. Todas as titulacdes
ocorreram a uma temperatura de 20 °C. O mesmo protocolo de titulacdo foi seguido para
todas as repeticdes: uma injecdo de 0,2 puL seguida de 19 inje¢des de 2,2 pl, com um
intervalo de injecdo (espacamento) de 300 segundos e uma velocidade de agitagao de 300
rpm. Para a anélise dos pontos da variacdo de entalpia em kcal/mol, as curvas foram ajustadas
por regressdo nao linear de minimos quadrados usando o modelo de um sitio de interagdo ou o
modelo para sitios sequenciais através do programa Origin v.7.0 (MicroCal). Para célculos
dos pardmetros termodindmicos, a constante de dissociacdo (Kq) foi obtida pelo célculo de
1/Ka, em que Ka é a constante de associacdo e é calculada pelo programa Origin v.7.0
(MicroCal). O AG (Energia Livre de Gibbs) foi extraido pela formula AG = AH — TAS, em
que o AH ¢ o valor de entalpia e — TAS representa o valor de entropia. Por fim, a eficiéncia de
ligagao (LE) foi obtida pelo calculo de AG/n, em que n representa o niimero de atomos

pesados, ou seja, diferentes de hidrogénio.

3.6 Busca Virtual de Compostos Analogos aos Fragmentos por Catalogo SAR
Foi realizada uma busca virtual de varios compostos com grau de similaridade de
até 70% para os fragmentos identificados na triagem por thermal shift. A intengdo foi que

estes compostos apresentassem grupos quimicos que poderiam aumentar a afinidade com a
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enzima e que fosse possivel obté-los comercialmente. Assim, foi utilizado o programa vROCs
da OpenEye que calculou a similaridade 3D desses fragmentos. Esse programa calcula a
similaridade entre forma (formato/volume 3D) e caracteristicas quimicas (grupos
funcionais/farmacofdricos). Para isso, foram utilizados na busca a base de dados ZINC
(IRWIN et al., 2012) com conférmeros calculados pelo programa OMEGA?2, da OpenEye.
Apés essa busca, foram escolhidos compostos que mantinham caracteristicas quimicas
relacionadas com os grupos funcionais presentes em alguns fragmentos identificados por
STD-NMR. Em seguida, para obten¢do das cargas atdmicas, os arquivos obtidos foram salvos
no formato *.mol2, selecionando a op¢do de carga eletrostdtica para os conformeros e, apos
minimizacdo de energia, esses compostos foram utilizados como ponto de partida para o
docking no sitio ativo da MtDHFR. Assim, seguiu-se com ensaios de docking computacional
receptor-ligante para predicdo dos modos de ligacio dos compostos escolhidos. Apds o
processo de "dockagem", quatro compostos foram escolhidos para teste biofisicos e

cristalograficos.

3.7 Cristalizacio da Enzima MtDHFR

A cristalizacdo de MtDHFR foi realizada por difusdo de vapor pelo método de
“gota suspensa” na qual 1puL da condicdo de cristalizacdo (1,6 M sulfato de amdnio, 100 mM
MES pH 6,5, 10 mM cloreto de cobalto) presente no pogo da placa foi misturado com 1uL da
solucdo contendo a proteina na concentracdo de 10 mg/mL. A solucdo contendo a proteina
também continha 10 mM de NADPH. A condigido foi obtida através de screens padronizados
e comercializados pela Hamptom Research e JENA Bioscience, nos quais foi utilizado o
método de sitting drop em que 0,3 pL de solucido contendo proteina foram misturadas com
0,3 uL da condicao presente no poco realizado por robd de cristalizagdo Oryx4. Para isso
foram utilizadas 5 placas com 96 pogos contendo 96 condi¢des de cristalizagdo por placa. Os
cristais de MtDHFR na forma apo apareceram apds incubacg@o por 24 ha 18 °C. Ja os cristais
de MtDHFR na presenca de ligantes apareceram em até 2 meses de incubacdo nas mesmas

condigdes.

3.8 Cristalizacao de Complexos MtDHFR:NADPH:Fragmentos através da Técnica de
Soaking e Cocristalizacao

Para obtengdo dos complexos da proteina com fragmentos foram utilizados os

processos de soaking e cocristalizacdo. Para o soaking, cristais de proteina na sua forma apo

foram incubados em sua solucdo original na presenca de concentragdes de 100 - 200 mM de
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compostos. Para a cocristalizacdo, a solu¢do contendo a proteina (10 mg/mL de MtDHFR +
10 mM de NADPH) foi incubada com uma soluc¢do de 15 a 40 mM dos compostos por 15

minutos e foi utilizada para a cristalizagao.

3.9 Coleta e Processamento de Dados de Difracao por Raios X

A coleta de dados de difracao por raios X foi realizada no Laboratério Nacional
de Luz Sincrotron (LNLS/CNPEM). Antes da coleta, os cristais foram mergulhados em uma
solucdo crioprotetora contendo a condicdo de cristalizacdo e 30 % de glicerol. A estratégia
adotada na coleta das 1800 imagens dos padrdes de difracdo foi de 0,2° por imagem, com
tempo de exposicao ao feixe de 0,5 segundos em um total de 360° do cristal difratado. O
processamento dos dados foi realizado pelo programa XDS (KABSCH, 2010) e o corte de
resolucdo ocorreu de acordo com os valores do I/c na dltima camada. Os dados, para esse
limite de resolugdo, foram escalonados no programa Aimless (EVANS, 2011), presente no

pacote de programas do CCP4 (BAILEY, 1994).

3.10 Resolucao de Estruturas e Refinamento Cristalografico

As estruturas cristalograficas foram resolvidas pelo método de substitui¢ao
molecular através do programa Phaser MR (McCOY et al, 2007), presente no pacote de
programas do programa Phenix (ADAMS et al., 2010). O modelo utilizado foi o de cédigo
1DG8 (LI et al, 2000) do PDB.

O refinamento cristalografico das estruturas foi efetuado no programa
Phenix.Refine (AFONINE et al, 2012). A inspecdo e a constru¢do dos modelos foram
efetuados pelo programa COOT (EMESLEY e COWTAN, 2004) utilizando mapas de

densidade eletronica 2F,-F,, € omit map contornados a 1.0 e 1,6 sigma, respectivamente.

3.11 Analise do Refinamento das Estruturas

A andlise do refinamento cristalografico foi realizada pelo acompanhamento dos
valores de Rpor € Riree, calculado pelo programa Phenix.Refine (AFONINE et al, 2012).
Esses fatores sdo indices de concordancia entre os dados de difracdo de raios-X e o modelo
que estd sendo construido. Normalmente, sdo esperados valores de Ry,cor menores que 20% e
Ree menores que 30%, para o modelo final da estrutura. Além disso, durante o refinamento
cristalografico foram inspecionados os valores de By, (andlise do fator temperatura dos
atomos da proteina) principalmente para dguas e ligantes, em que foram somente aceitas

, . . . . %) , . .
dguas ou ligantes com um valor igual ou inferior de 60 A”. Também foram inspecionados os
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valores de rotameros e o grafico de Ramachandran. A qualidade estereoquimica dos modelos

finais foi validada pelo programa MolProbity (CHEN et al, 2010).

3.12 Analise das Estruturas Cristalograficas

As estruturas cristalogréficas finais foram analisadas e visualizadas no programa
COOT (EMESLEY, COWTAN, 2004). O valor de corte de 3,2 A, para as distancias das
interacoes polares (interacdo de hidrogénio e interacdo eletrostdtica) foram calculadas pelo
programa LIGPLOT (WALLACE, LASKOWSKI e THORNTON, 1995). As andlises de
superposicdo entre estruturas foram realizadas pelo programa COOT (EMESLEY,
COWTAN, 2004). A andlise e producdo de figuras de elementos de estrutura secunddria, de
interacdes no sitio ativo, dos mapas de densidade eletronica e de superficie eletrostatica foram

geradas no programa PyMOL (DeLANO, 2002).
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4 Resultados e Discussao
4.1 Resultados Preliminares ao Projeto: Aplicacao de FBDD a Enzima MtDHFR

A aplicabilidade de FBDD para a enzima DHFR de M. tuberculosis foi
previamente testada e teve inicio em colabora¢do com a Universidade de Cambridge (Reino
Unido) pelo aluno Petros Tyrakis e Pds-Doutor Marcio V. B. Dias. Como descrito a seguir, o
processo de triagem contra uma biblioteca de fragmentos favoreceu a obtencdo de alguns
potenciais candidatos interatores (hits). Além disso, para dois desses fragmentos foi possivel a
verificacdo da interacao através de ensaios de calorimetria e, no caso de um deles, foi obtido o
modo de ligagdo através de estrutura cristalogréafica resolvida. J4 no Brasil, nas dependéncias
do Laboratério Nacional de Biociéncias (LnBio/CNPEM/Campinas-SP), ensaios baseados em
Ressonancia Magnética Nuclear (STD-NMR) confirmaram a interagdo desses dois fragmentos
com MtDHFR. Com isso, esses resultados deram fundamento a aplicabilidade de FBDD para
esse alvo e serviram como base para a confirmacdo e caracterizacdo da interacdo de varios
outros hits obtidos na triagem que serd discutido neste trabalho.

Na triagem contra a biblioteca de fragmentos através de ensaio de
desenovelamento térmico (thermal shift), a concentracdo experimental 6tima de MtDHFR
para a obtencdo de um sinal adequado foi 30 uM. A T,, média de MtDHFR observada neste
experimento foi de 52,8 °C. Todos os ensaios foram conduzidos na presenca do cofator
NADPH a uma concentragdo de 1 mM por poco, uma vez que foi estabelecido que a ocupagao
do local de ligagdo de NAPDH permitiria a identificacdo de fragmentos capazes de interagir
com a regido de ligacdo do DHF.

A biblioteca de fragmentos utilizada foi construida através da chamada "Regra
dos Trés" (Congreve et al, 2003) e consistiu de 1250 compostos dispostos em placas de 96
pocos. Foram incluidos multiplos controles positivos (5% (v / v) de DMSO, 1 mM de
NADPH e 5 mM de TMP) e negativos (5% (v / v) DMSO e 1 mM NADPH) para cada placa
utilizada na triagem. Ao final do processo de triagem, foram coletadas 105 observacdes de Ty,
de MtDHFR dos controles negativos. Assim, seguiu-se com a validacdo dessas temperaturas
através de um modelo estatistico para descrever a T, desses controles. Para testar se esses
dados estavam adequados a uma distribui¢do normal de valores de T,,, foram realizados dois
testes estatisticos (teste de Kolmogorov-Smirnov e teste Qui-Quadrado). Ambos os testes
sugeriram que esses dados estavam normalmente distribuidos, com uma T,, média de 53,16
°C e um desvio padrio (o) de 0,7 °C, até um nivel de significancia de o = 0,01. Usando essa
informagdo, foi construido um intervalo de confianca de 99%, ou seja, uma variacdo de

temperaturas (52.98 °C - 53.34 °C) dentro das quais a T,, média dos controles negativos
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esteve em 99% das vezes. Os hits positivos foram entdo definidos como fragmentos que
deram um AT, de > 1,0 °C acima de 53,34 °C (temperatura limite do intervalo de confianca
encontrado). No geral, esta andlise produziu 42 resultados positivos estatisticamente
significativos (3,2% da biblioteca) e alguns dos quais a diversidade quimica est4 ilustrada na
Figura 14B. Os grupos quimicos mais comuns entre os hits sdo retratadas na Figura 14C e a
presenca de dois anéis arométicos ligados foi muito comum, assim como fragmentos

contendo um acido benzoico.

Fluorescence (arbitrary units)
8
z

dF /4T (arbitrary units)

Figura 14. Triagem da enzima MtDHFR contra uma biblioteca de fragmentos. A) Ensaio
de desenovelamento térmico (thermal shift). Parte inferior representa a primeira derivada
negativa das curvas de desenovelamento (melting) de MtDHFR da parte superior para os
fragmentos da biblioteca que tiveram os maiores valores de AT,. B) Estrutura quimica de
quatro fragmentos com valores significativos de AT,,. C) Grupos quimicos presentes em
muitos dos hits identificados na triagem realizada por Petros Tyrakis e Marcio Dias.

A Figura 14A mostra os perfis das curvas de desenovelamento dos compostos
com AT, mais significativos e quatro deles sdo representados na Figura 14B. Notavelmente,
os compostos MB1254 e MB1256 deram um AT,, de mais de 8 °C. Porém, suas curvas de
desenovelamento (linhas tracejadas) possuem perfis bifasicos sugerindo que MtDHFR pode
sofrer dois eventos de desenovelamento que sdo separados por um evento de reenovelamento

na preseng¢a desses compostos.
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Para um maior refinamento do processo de triagem contra a biblioteca de
fragmentos descrita, foram realizadas duas repeticdes do experimento somente para os 42 hits
obtidos e apenas os compostos que deram valores AT, consistentes (38 hits) em ambas as
réplicas (dados nao mostrados) foram transferidos para ensaios de calorimetria através de ITC
e de cristalizacdo.

Nestes resultados preliminares, somente dois compostos (MB1329 (Fragmentol)
e MB872 (Fragmento2) foram caracterizados termodinamicamente contra a MtDHFR e seus

termogramas sio apresentados na Figura 15.
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Figura 15. Ensaio de calorimetria para dois fragmentos identificados como hifts. Sao
ilustrados os termogramas das titulacdes dos Fragmentosl e 2 presentes na seringa com
MtDHEFR presente na célula em ensaios de calorimetria. Parte superior das figuras representa
o padrao dos calores de dilui¢do observados em func¢do do tempo em pcal/segundo e parte
inferior representa a variacdo de entalpia relacionada a cada injecao de ligante em kcal/mol.
Figuras construidas através do programa Origin v.7.0 (MicroCal) (Petros Tyrakis e Marcio
Dias).

De acordo com esses resultados, os fragmentos MB1329 (Fragmentol) e MB872
(Fragmento2) apresentaram curvas obtidas de termogramas esperadas para fragmentos e,
além disso, tiveram afinidades (K4) de aproximadamente 100 uM e 500 uM, respectivamente.
Esses resultados de afinidade e de pardmetros termodinadmicos da interagdo para esses dois
fragmentos serdo discutidos posteriormente juntamente com os resultados de calorimetria

obtidos para outros hits apresentados neste trabalho.
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Devido a importancia de informa¢des do modo de interagdo, através de estruturas
tridimensionais resolvidas de complexos enzima:fragmentos em campanhas FBDD, era
necessario a obtengdo deste tipo de informacao para o seguimento do projeto. Assim, estrutura
cristalografica de MtDHFR em complexo com o fragmento MB1329 (Fragmentol) foi
resolvida (Figura 16).

Figura 16. Modo de ligacao do Fragmentol com sitio ativo de MtDHFR. A) Interacoes
moleculares realizada pelo Fragmentol com o sitio ativo de MtDHFR. Sdo destacados os
principais residuos de aminodcidos. B) E representado o modo de ligacio do Fragmentol
com o sitio ativo de MtDHFR. E ilustrado o potencial eletrostitico estimado (vermelho:
negativo; azul: positivo; branco: neutro). E destacado o bolsio de glicerol. Sdo representados
o NADPH e o Fragmentol com seus mapas de densidade eletronica 2F, — F, contornados a
lo. C) Enovelamento de estrutura tercidria do tipo Rossmann fold e divisao de MtDHFR em
seus subdominios de al¢as e de ligacdo de adenosina. A alca L1 € indicada pela seta. Sdo
representados o NADPH e o Fragmentol com seus mapas de densidade eletronica 2F, — F;
contornados a 1o. Fragmentol ¢ ilustrado na cor rosa. Imagens geradas no PyMOL (Petros
Tyrakis e Marcio Dias).

De acordo com a Figura 16, o fragmento MB1329 se liga na posi¢do de intera¢ao
do motivo pABA do DHF. Este fragmento, através de seu grupo carboxila realiza uma
interagdo idnica com a arginina 60 e também sdo verificadas interagdes hidrofébicas

principalmente pela proximidade do anel aromatico do fragmento com a fenilalanina 31.
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Também foi testada inicialmente ao projeto, uma técnica que confirmasse
interacdoes proteina-ligante, principalmente a ser utilizada como primeiro controle de
qualidade dos hits a serem caracterizados em nossa estratégia de FBDD. Devido a rapidez e a
sensibilidade adequada para identificacdo deste tipo de interatores, a técnica escolhida foi
STD-NMR. Assim, inicialmente foram submetidos a esse ensaio, os fragmentos MB1329
(Fragmentol) e MB872 (Fragmento2) e seus respectivos espectros 1D de sinais de

hidrogénios sdo ilustrados na Figura 17.
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Figura 17. Espectroscopia por STD-NMR confirma a interacao do Fragmentol e 2 com
MtDHFR. Em azul claro é representado o espectro controle (on resonance) de amostra
contendo somente 500 uM dos ligantes. Em vermelho ¢ representado o espectro controle (on
resonance) de amostra contendo somente 500 uM de NADPH. Em azul ¢é representado o
espectro de referéncia (off resonance) de amostra contendo 500 uM de NADPH, 500 uM dos
ligantes e 5 pM da enzima MtDHFR. Em preto ¢ representado o espectro STD-NMR
(diferenca on e off resonance) de amostra contendo as mesmas concentragdes de NADPH, dos
ligantes e da enzima MtDHFR. Graus relativos de saturacdo de hidrogénios individuais sio
mapeados nas estruturas quimicas dos compostos e medidos em porcentagem (Jodo Augusto
Ribeiro e Mauricio Sforga).

De acordo com os espectros, foi possivel a deteccdo de sinais de prétons no
espectro da diferenca "on e off resonance" e consequente a confirmacao das interacdes de
ambos os fragmentos testados. Cabe lembrar que foram discriminados sobreposicdes de sinais

do NADPH utilizado nos experimentos controle. Portanto, além de STD-NMR mostrar-se um
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método eficaz na confirmacdo de interatores, evidenciou grupos quimicos presentes na
estrutura quimica dos fragmentos que sdo relevantes para a interacdo. Por essa andlise, ha
indicios de que as regides do 4cido benzoico e do anel aromético do Fragmentol e 2 sio
essenciais para a interagdo com a MtDHFR.

De posse desses resultados, pdde-se observar que a enzima MtDHFR responde de
forma satisfatoria a ampla gama de experimentos necessaria para a caracterizacao da interacao
de fragmentos em FBDD. Com essa base experimental, uma margem de seguranca foi
desenvolvida na expectativa da otimiza¢do quimica dos hits de fragmentos em colaboragdo

com grupos especialistas na drea de Quimica Medicinal.

4.2 Expressao e Purificacio da Enzima Diidrofolato Redutase de M. tuberculosis
(MtDHFR)

Para a aplicagdo da técnica de desenho de farmacos baseado em fragmentos
(FBDD), inicialmente foi necessdrio a obtencdo da enzima MtDHFR pura e em grande
quantidade, devido a ampla gama de experimentos a serem realizados para a validagdo da
interacdo proteina-ligante dos hits previamente identificados. Assim, foram utilizadas duas
fontes diferentes para a obtengdo desta enzima, relacionadas com as construcdes plasmidiais
em que foram clonados os genes codificantes da MtDHFR (dfrA). Essas construgdes
plasmidiais foram realizadas previamente na Universidade de Cambridge pelo Prof. Dr.
Marcio V. B. Dias e consistiram na subclonagem do gene dfrA nos vetores de expressio
pET28a e pET20b. A partir destes clones, a expressao proteica em larga escala foi realizada
em sistema bacteriano (linhagem BL21(DE3)) e a proteina MtDHFR foi obtida na fracdo
solivel do extrato bacteriano para ambos os sistemas de expressao.

ApOs expressdo proteica, seguiu-se com a purificacdo da proteina recombinante
através de duas etapas cromatograficas, sendo a primeira através de cromatografia de
afinidade e a segunda por cromatografia de exclusdo molecular por gel filtragdo. Para a
cromatografia de afinidade, niquel e metotrexato foram usados como matrizes para o
fracionamento de extrato bacteriano de acordo com sistema de expressdo em pET28a (Figura
18A) e em pET20b (Figura 18B), respectivamente. Apds a cromatografia de afinidade, para
polimento final da amostra e retirada dos eluentes (imidazol e DHF), as proteinas MtDHFRs
foram submetidas a purificacdo por gel filtracdo e andlise SDS-PAGE do fracionamento em

gel de poliacrilamida 15% das proteinas eluidas € mostrada na Figura 18C.
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Figura 18. Purificacdo da enzima MtDHFR. A) Gel SDS-APAGE 12 % corado com
Coomassie blue contendo amostras obtidas de expressdo heter6loga em sistema bacteriano
pET28a seguida de cromatografia de afinidade ao niquel. Amostras contendo a proteina foram
eluidas com gradiente de concentracao de imidazol. B) Gel SDS-APAGE 15 % corado com
Coomassie blue contendo amostras obtidas de expressdo heter6loga em sistema bacteriano
pET20b seguida de cromatografia de afinidade ao metotrexato. Amostras contendo a proteina
foram eluidas com 2 mM de DHF. C) Gel SDS-APAGE 15 % corado com Coomassie blue
contendo amostras de solu¢do contendo a MtDHFR apds gel filtracdo. L: Lavagens em
tampdo A + 5 % tampdo B; P1: MtDHFR sem cauda 6x histidina; P2: MtDHFR com cauda
6x histidina; M: marcador de peso molecular (Biorad).

De acordo com a Figura 18, nota-se éxito na obten¢do da enzima MtDHFR pura e
o rendimento final em massa, para o sistema de expressao em pET28a foi 30 mg e para
pET20b foi de aproximadamente 10 mg. E possivel observar também uma diferenca na
migracdo das amostras no gel (Figura 18C) e isso diferencia a proteina fusionada com a
cauda de 6x histidina (~20 kDa) da proteina nao fusionada com peso molecular de 17 kDa. O
motivo para a obtencdo de MtDHFR sem cauda ocorreu pela necessidade dessa caracteristica
para os experimentos de cristalizacdo de acordo com condi¢do de cristalizacdo identificada

neste projeto. Devido falhas com a reprodutibilidade de condicdes de cristalizagcdo
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previamente reportadas na literatura, triagens de novas condi¢des foram requeridas. Somente
foram observados cristais promissores na condi¢do descrita no topico 3.6 de materiais e
métodos e quando é utilizada no experimento a proteina sem cauda. Assim, a proteina
MtDHFR contendo cauda de 6x histidina em sua por¢do N-terminal foi utilizada para os
demais ensaios biofisicos, devido ao seu custo mais baixo de producdo, bem como por ter um

protocolo de execugdo mais rapido.

4.3 Validacao da Interacao de Hits de Fragmentos com a Enzima MtDHFR por STD-
NMR (Saturation Transfer Difference)

De posse da enzima MtDHFR purificada, esta primeiramente foi utilizada para a
confirmacdo da interagdo de alguns hits identificados na triagem contra uma biblioteca de
fragmentos. Como discutido anteriormente, STD-NMR é um método rapido e amplamente
usado para deteccdo de interagdo proteina-ligante na faixa de afinidade de 100 uM — 10 mM,
ideal para as afinidades esperadas para fragmentos. Neste projeto, a estratégia foi a utilizacao
desta técnica como filtro para os hits identificados da triagem, devido ao cuidado com falsos
positivos exigido em FBDD. Portanto, ficou estabelecido que somente os fragmentos
confirmados como interatores por STD-NMR seriam transferidos para ensaios de
cristalografia de raios X e calorimetria.

Devido ao alto custo para a obtencdo comercial de todos os 38 hits, somente
alguns deles foram selecionados para serem testados. Para essa selecdo, levaram-se em
consideragao os valores de AT, obtidos na triagem, a diversidade quimica, o preco e a
disponibilidade para a entrega. Assim, as estruturas quimicas dos fragmentos utilizados nos
experimentos de STD-NMR sdo representadas na Tabela 2. Além disso, esses hits foram
renomeados e enumerados para simplificagdo na apresentacdo dos resultados. Nao estdo
incluidos nesta lista os dois fragmentos que tiveram interagdes previamente confirmadas por
STD-NMR apresentados nos resultados preliminares deste trabalho. Entretanto esses

resultados foram utilizados para as discussdes e comparagdes.
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Tabela 2. Estruturas quimicas dos fragmentos identificados como hits em triagem contra
uma biblioteca de fragmentos e testados por STD-NMR. Fragmentos que foram positivos
na interacdo com MtDHFR por STD-NMR siao destacados em verde.
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A seguir, sdo apresentados os espectros 1D de sinais de prétons (H*) dos
fragmentos que tiveram as interagdes confirmadas com MtDHFR. Cabe lembrar que STD-
NMR ndo somente identifica a interacdo proteina-ligante, mas também revela grupos
funcionais relevantes dos compostos para essa interacdo. Isso ocorre devido a capacidade
desses grupos, pela proximidade com a cadeia lateral do sitio ativo da enzima, incorporarem
mais energia da macromolécula. Além disso, os espectros 1D de controles de solugdes
contendo somente o fragmento e solucdes da proteina na presenca de seu cofator (NADPH)
foram obtidos para discriminacdo de sinais. Porém, na sequéncia de resultados apresentados a
seguir, esses espectros foram retirados para melhor visualizagdo. Assim, somente espectros de
referéncia (off resonance) e espectros STD-NMR (diferenca entre espectros on e off
resonance) sao representados e os hits de fragmentos sdo confirmados como interatores pela
presenca de sinais de prétons nos espectros da diferenca STD-NMR (Figuras 19, 20 e 21).

Como controle de qualidade para os experimentos, apds normaliza¢do dos sinais,
os valores para a relagdo sinal/ruido foram calculados e todos os espectros mostrados abaixo
apresentaram esse valor igual ou maior que 5, indicando maior confiabilidade nos ensaios.
Além disso, foi atribuido aos H" com os sinais mais intensos do efeito STD o valor de 100%.
Estes foram utilizados como referéncia para o cdlculo da porcentagem da intensidade dos

sinais dos demais atomos de H" dos ligantes.

Fragmento4 Fragmento8

o
| lm‘
NADH
o 15 8 o e
A 3T 4 T o T wow ot l
\ e I| / \\\ o ./ Vo \ \ | JI ‘
| N h \ T
o ’_I ) ( kb I I A jLI ] _J Joo \‘\.,‘ . i
| |
| | . !... o ‘ ! i . '
PU R TR ey A - b Y

T T
PPM 8.0 7.0 6.0 5.0 40 PPM 8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 20



Fragmentoll

1011112
K] 1314

LN s =

PPM 8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 20

t)
g \‘W'u!:"é"\-h'ia‘ o i o i g W, o
S oty S ot e

( il
| 18
N R 2 )

T T T T

T
PPM 8.4 8.0 76 72 6.8 6.4 6.0

65

Fragmentol3

s
NADM 1
A
e
| : h\ | o 101Nz
| | |\ h . \an -
Mie b -_,.J_...__....u*-_._. . M -"‘.uﬂ -‘\.'.!":.-L.J-v' =
| - ‘ o, B o, PN
PPM 80 70 60 50 40 30 20

1
(100%)

Fragmentol9

(40%)

12
(45%)

| |
\ )4 ) i
R padoe Y P AR Yottt N A i

=
PPM 8.4

T
8.0

T v T

76 7.2 6.8 6.4 6.0

Figura 19. STD-NMR confirma a relevancia do acido benzoico nas estruturas quimicas
dos fragmentos para a interacdo com MtDHFR. Na parte superior sdo representados os
espectros de referéncia (off resonance) e na parte inferior sdo representados os espectros STD-
NMR (diferencga entre espectros off resonance e on resonance). Graus relativos de saturagdo
de hidrogénios individuais sdo mapeados nas estruturas quimicas dos compostos e medidos
em porcentagem (Jodo A. Ribeiro e Mauricio Sforca).

De acordo com os espectros STD-NMR apresentados acima, as interagdes com

MtDHFR para esse grupo de fragmentos foram confirmadas e sinais de protons (H') dos

mesmos foram facilmente assimilados e discriminados dos sinais referentes a

N

molécula de

NADPH. Uma caracteristica comum observada para este grupo de fragmentos € a presencga de



66

um acido benzoico que se revela como um grupo quimico relevante para a interagcdo com
MtDHFR. Além disso, este resultado estd em acordo com os obtidos na triagem, na qual
foram obtidos diversos hits, nos quais esse grupo estava presente. Também foi observado que
a maioria dos compostos desse grupo, com exce¢ao ao Fragmento8, compartilha a presenca
do 4cido benzoico interligado a algum anel heterociclico. Esse anel pode ser aromatico, para o
caso de grupos como o furano (Fragmentol9) e o tiofeno (Fragmento4 e Fragmentol7), ou
nao aromatico para o caso do grupo piperidina, que € uma amina heterociclica, presente no
Fragmentoll e no Fragmentol3. Estes dois fragmentos (11 e 13) sdo muito similares,
diferindo somente na posi¢ao ("meta" ou "para") que o grupo carboxila adota no anel
benzeno. Esta posicdo, de acordo com os espectros STD-NMR, parece favorecer a posi¢ao
"meta" na interacdo, ja que sdo observados sinais de prétons mais intensos para a regido do
acido benzoico do Fragmentoll. Cabe destacar, que para os Fragmentos4, 17 ¢ 19, a
carboxila também se encontra na posicdo meta. Assim, essa posicdo poderia favorecer a
aproximacdo desse grupo a um residuo com carga positiva, como observado na estrutura
cristalografica para o complexo MtDHFR:NADPH:Fragmentol, descrito nos resultados
preliminares, na qual é possivel observar o grupo carboxila deste fragmento realizando uma
interagdo i6nica com Argb0 e mimetizando a posicdo de um dos 4cidos carboxilicos do
glutamato da molécula de DHF.

O préximo conjunto de espectros 1D de H* apresentados na Figura 20 também
remete a importancia da presenga do grupo carboxila para a interacdo, ja que sdo observados
sinais de prétons dos hidrogénios dos dtomos de carbonos vizinhos. A diferenca desse grupo
de fragmentos para o anterior se d4 na falta do dcido benzoico e a carboxila agora aparece em
grupos heterociclicos arométicos, como o pirazol (Fragmento20 e Fragmentol0) e o tiofeno

(Fragmento6).
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Figura 20. STD-NMR confirma a relevincia do grupo carboxila e anéis aromaticos
interligados nas estruturas quimicas dos fragmentos para a interacio com MtDHFR. Na
parte superior sdo representados os espectros de referéncia (off resonance) e na parte inferior
sdo representados os espectros STD-NMR (diferenga entre espectros off resonance e on
resonance). Graus relativos de saturagdo de hidrogénios individuais sdo mapeados nas
estruturas quimicas dos compostos e medidos em porcentagem (Jodo A. Ribeiro e Mauricio
Storga).

Os espectros que confirmam a interagdo para esses fragmentos novamente
reforcam a presenca de scaffolds que apresentam anéis interligados. Neste grupo todos esses
anéis sdo aromadticos (benzénicos ou heterociclicos) e mostram-se relevantes para a interagao.
Além do tiofeno e o furano presentes no Fragmento2) e¢ Fragmento6, abundantes nas
estruturas dos hits confirmados, diferentes anéis interligados com o benzeno sdo observados.
Estes anéis sdo representados pelo pirazol (Fragmentol0), pelo oxazol (Fragmentol8) e
pelo pirrol (Fragmento21), que neste caso se liga ao benzeno por um grupo sulfonamida.
Somente um fragmento deste grupo ndo segue as caracteristicas citadas, ou seja, ndo possui
um grupo carboxila ligado a um anel e ndo é formado por dois anéis interligados. Este é
representado pelo Fragmento7, em que a interacdo com a enzima parece ser dirigida por sua
extremidade carboxila e por sua regido hidrofébica através do anel benzeno. O mesmo ¢
fusionado a um grupo heterociclico ndo aromatico, cujos sinais sobrepuseram os sinais do
NADPH, dificultando a caracterizagao.

Por fim, os altimos espectros 1D de H" das confirmagdes das interagdes de hits

sdo apresentados na Figura 21.
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Figura 21. STD-NMR confirma a interacio de compostos com caracteristicas
hidrofébicas com MtDHFR. Na parte superior sido representados os espectros de referéncia
(off resonance) e na parte inferior sao representados os espectros STD-NMR (diferencga entre
espectros off resonance e on resonance). Graus relativos de saturacdo de hidrogénios
individuais sdo mapeados nas estruturas quimicas dos compostos e medidos em porcentagem
(Jodo A. Ribeiro e Mauricio Sforga).

O conjunto de fragmentos apresentados na Figura 21 € caracterizado por
estruturas quimicas diferentes dos apresentados anteriormente. Estes compostos ndo sio
dcidos carboxilicos e também ndo possuem anéis interligados como a ampla maioria dos

interatores identificados por STD-NMR apresentados. Os mesmos sdo representados por



70

compostos quimicos menores, de caracteristicas mais hidrofébicas e sdo formados
basicamente por anéis aromadticos, os quais sd3o os grupos quimicos mais relevantes para a
interacdo de acordo com andlise dos espectros de RMN. Além do anel benzeno e do anel
tiofeno, ja observados em estruturas anteriores, e relevantes na interacdo dos Fragmento9 e
Fragmentol6 respectivamente, surgem como novas variedades quimicas interatoras, outros
anéis aromdticos heterociclicos. Um mononuclear representado pelo tiazol presente na
estrutura do Fragmentol2 e outro polinuclear representado pelo benzofurano presente no
Fragmento22.

Como discutido no tépico 1.11.2 de introducdo, o termo "epitopo" € bastante
frequente na literatura para a caracterizacdo de interatores através de STD-NMR. Estes
representam os hidrogénios dos ligantes que estdo préximos da enzima como consequéncia de
uma interacdo quimica. Estao presentes em grupos farmacéforos, que em Quimica Medicinal
sdo regides dos ligantes essenciais para a interacdo. A partir desse ponto, na campanha FBDD
explorada neste projeto, os epitopos foram identificados e seus grupos sdo representados na

Figura 22 abaixo.

T-T DD ODD0

Figura 22. Variedade quimica relevante para a interacdo com MtDHFR através de STD-
NMR. Sdo representados os grupos quimicos que tiveram os sinais de prétons H* mais
intensos em espectros STD-NMR.

Desta maneira, através da andlise de STD-NMR podde se validar compostos
identificados previamente através de DSF e permitir uma filtragem para os compostos a serem
explorados em ensaios calorimétricos e cristalograficos. De um total de 25 fragmentos
testados, 18 (72%) tiveram a interagdo com MtDHFR confirmada e, em ag¢do com
colaboradores, abriu-se a possibilidade de obten¢do de moléculas lideres contendo scaffolds
diferentes dos existentes em inibidores conhecidos de DHFRs. Um fator relevante se encontra
na variedade de grupos arométicos envolvidos em interacdes moleculares e isso pdde
favorecer o processo de otimizacdo devido a maior estabilidade quimica destes quando
comparado com grupos ciclicos ndo aromadticos. De posse dessa variedade quimica

identificada, tornou-se vidvel a busca por novas alternativas frente aos andlogos de pirimidina
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ou pteridina, que sdo grupos farmacéforos de inibidores de DHFRs desenvolvidos até o

momento e sem eficdcia para o tratamento de TB (HAWSER et al, 2006).

4.4 Quantificacao das Afinidades e Caracterizacdo Termodinamica de Interacoes
entre MtDHFR e Fragmentos

Como parte da estratégia do desenho de farmacos baseado em fragmentos, apds as
fases de identificacdo de hits em triagem contra uma biblioteca e posterior confirmacao das
interacoes através de STD-NMR, iniciou-se a fase de caracterizacao da interagdo quimica das
principais moléculas organicas identificadas contra a enzima. Essa fase é de grande
importancia, pois seleciona os fragmentos com melhor potencial a tornarem-se lideres.
Juntamente com informagdes a respeito do modo de ligacdo em estruturas cristalograficas
resolvidas, esses compostos sdo encaminhados ao processo iterativo de otimizacdo quimica
até que afinidades na faixa de baixo micromolar ou nanomolar sejam alcancadas. Neste
trabalho, caracterizar interacdes entre fragmentos e a enzima visou, ndo somente quantificar a
afinidade dessa interagdo, como também extrair alguns parametros que pudessem influenciar
diretamente na afinidade com MtDHFR. Para esse fim, a técnica escolhida foi a calorimetria
de titulagcdo isotérmica (ITC), pois é amplamente usada em campanhas FBDD e permite a
quantificacdo da afinidade pela obtencdo da constante de dissociacdo (Ky). Além disso, a
técnica possibilita uma andlise energética da interacdo através de diversos parametros
termodindmicos, como energia livre de Gibbs (AG), entalpia (AH) e entropia (-TAS), além do
célculo da eficiéncia de ligagdo, visando a estimativa da contribui¢ao de cada atomo diferente
de hidrogénio para a afinidade de um composto com a proteina (EDINK et al, 2011)

Fragmentos que foram positivos quanto a interacio por STD-NMR, foram
ensaiados através de calorimetria de titulagcdo isotérmica, e os termogramas da titulacdo sio
apresentados na Figura 23. Entretanto, devido as caracteristicas hidrofébicas de alguns

fragmentos, ndo foram encontradas condic¢des ideais para a realizacdo dos experimentos.
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Figura 23. Termogramas da interacao de fragmentos com MtDHFR. Sao ilustrados os
termogramas das titulacdes dos Fragmentos4, 10, 8, 7, 6 e 11 presentes na seringa com
MtDHEFR presente na célula em ensaios de calorimetria. Parte superior das figuras representa
o padrdo dos calores de diluigdo observados em fun¢do do tempo em pcal/segundo e parte
inferior representa a variagdo de entalpia relacionada a cada injecdo de ligante em kcal/mol.
As figuras foram construidas através do programa Origin v.7.0 (MicroCal).

Pela observacdo dos termogramas, pdde-se constatar que todas as reagdes foram
exotérmicas (liberagdo de calor). Pelas altas concentracdes dos ligantes necessdrias para a

realizacdo dos ensaios (3 mM — 10 mM), observaram-se grandes calores de diluicdo com
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ineficiéncia para se atingir o ponto de saturacdo da reacdo para alguns fragmentos.
Normalmente isso € observado como indicativo de baixa afinidade entre receptor-ligante.
Além disso, foi observado no termograma referente ao Fragmentol(, um modelo para
ligacdo em sitios sequenciais, que pode indicar mais de um sitio de ligagcdo por mondmero, ou
mesmo a presenca de interagdes inespecificas. Em geral, foi possivel o tratamento dos pontos
das curvas de titulacdes e os valores para os célculos das afinidades (K4) e demais parametros
termodindmicos foram obtidos. Somente uma andlise mais refinada desses dados poderia
revelar melhor o comportamento energético das interacdes entre os fragmentos e MtDHFR.

Assim, esses parametros somados com aqueles obtidos previamente das titulagdes do

Fragmentol e Fragmento2 (t6pico 4) sdo apresentados na Tabela 3 abaixo.

Tabela 3. Parametros termodiniamicos das interacoes entre MtDHFR e fragmentos.

Fragmento AG (keal/mol)  AH (kcal/mol) (=) TAS (kcal/mol) Kd (mM) LE
Fragmentol -5,50 -3,94 £ 0,154 -1,53 0,095 £ 0,005 0,20
Fragmento2 -4,46 -2,11 £0,045 -2,35 0,502 £0,017 0,26
Fragmento4 -4,19 -8,75 £ 0,586 4,57 0,752 £0,091 0,26
Fragmento6 -3,67 -13,87 £ 0,805 10,19 2,506 £0,212 0,28
Fragmento7 -3.,45 -16,11 £ 1,759 12,65 2,777 £ 0,430 0,19
Fragmento8 -5,45 -4,72 £0,203 -0,73 0,098 £0,018 0,34
Fragmento10 -4,28 -4,69 + 0,255 0,41 0,641 £0,124 0,28
Fragmentol1 -3,37 -18,93 £ 1,994 15,56 3,205 £ 0,466 0,21

De acordo com a Tabela 3, observou-se que os valores das afinidades (Kg) foram
compativeis com o esperado para estes compostos. Os Fragmentol e 8 com Kgs de 95 uM e
98 uM, respectivamente, foram os que apresentaram maiores afinidades com MtDHFR. Outro
parametro importante em FBDD ¢ a eficiéncia de ligacdo (LE) e pelos valores observados
para esses dois fragmentos, o Fragmento8 (0,34), de menor peso molecular, teve esse
pardmetro mais elevado que o Fragmentol (0,20) devido a maior capacidade de interacdo de
grupos quimicos em sua estrutura quimica, ja que tiveram afinidades e energia de interacao
(AG) com praticamente as mesmas magnitudes. O peso molecular do Fragmento8 ¢ 215
g/mol enquanto o peso molecular do Fragmentol ¢ de 352 g/mol. Desta maneira, pelos
valores de LE, fica evidente a presenca de grupos quimicos presentes no Fragmentol que nao

contribuem com a interagdo com MtDHFR.
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Como citado acima, ITC também revela informagdes importantes a respeito das
contribui¢des de forcas referentes a entalpia (AH) e a entropia (-TAS) para a energia final de
interacdo (AG). O balango final, relacionado ao equilibrio termodinamico dessas forgas em
kcal/mol, para a interagdo com a enzima MtDHFR ¢ representado nos graficos de perfis

termodinamicos da Figura 24 abaixo.
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Figura 24. Perfis termodinamicos das interacoes de fragmentos com MtDHFR. Sio
representados os perfis termodindmicos pelos graficos com os valores em kcal/mol da energia
de interacdo AG (Energia livre de Gibbs) em azul, da entalpia (AH) em verde e da entropia (-
TAS) em vermelho na caracterizacio da interacdo com MtDHFR. Grificos foram elaborados
no Excel (Jodo A. Ribeiro e Gerardo A. Libreros).
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As andlises dos perfis termodindmicos das interacdes dos fragmentos com
MtDHFR revelaram que as reagOes foram todas favordveis nas condi¢des experimentais
testadas, devido aos valores negativos observados para as energias de interacdo AG. Os
valores de AG observados nos graficos da parte inferior para os Fragmentos6 (-3,67), 7 (-
3,45) e 11 (-3,37), foram menores quando comparados com o valor desse parametro para o
Fragmento4 (-4,19) e os da parte superior, que variaram de -4,28 kcal/mol a -5,50 kcal/mol.
Isso se relaciona diretamente com as menores afinidades (Tabela 3) observadas para os
fragmentos representados na parte inferior da Figura 24.

Outra caracteristica marcante observada nas interacdes € que estas sdao regidas
predominantemente por entalpia, como esperado para FBDD. Nas interacdes desses
fragmentos com a enzima predominam interacdes mais fortes e esses resultados se relacionam
aos grupos identificados como interatores por STD-NMR. Esta técnica detectou a relevancia
de grupos como a carboxila e o dcido benzoico que, por possuirem carga negativa, poderiam
realizar interacdes eletrostdticas com residuos bdsicos como, por exemplo, uma arginina ou
realizarem interacdes de hidrogénio com outros residuos. Pelos graficos da Figura 24,
somente o Fragmento2 apresentou uma contribui¢do predominante entrépica para a
interacdo. Neste caso, a diminui¢do de entalpia pode ser explicada pela posicdo "para" do
grupo carboxila no 4cido benzoico, que provavelmente interferiu que este grupo fizesse algum
tipo de interacdo mais forte. Nos testes de STD-NMR, essa diferencga na posi¢do da carboxila
também culminou na diminui¢do de sinais de prdtons vizinhos. Outra relacio com os
experimentos de STD-NMR foi a presenca de grupos hidrofébicos como possiveis interatores
e estes se relacionam diretamente com valores de entropia. Pela andlise dos graficos da
Figura 24, principalmente para os fragmentos da parte superior, contribui¢cdes de entropia
foram detectadas nas interacoes do Fragmentol (-1,53), 2 (-2,35) e 8 (-0,73) com a
MtDHFR. Porém, nos grificos da parte inferior, grandes penalidades entrdpicas (valores
positivos) observadas para os Fragmentos6, 7 ¢ 11 revelaram uma possivel instabilidade
conformacional (movimentagdo dos dtomos) desses grupos hidrofébicos no sitio ativo da
enzima.

Programas de FBDD normalmente priorizam alguns compostos cujos valores
relacionados a entalpia e entropia, podem revelar interagdes-chave com o sitio ativo
(FERENCZY e KESERU, 2012). Normalmente, como a estratégia mais aceita, € priorizada
contribuicdo de entalpia (interagcOes eletrostiticas e interagdes de hidrogé€nio) para que se
obtenha ganho de afinidade no inicio do processo (LADBURY et al, 2010) e neste caso, os

Fragmentosl, 8, 10 e 4 levam certa vantagem. Por outro lado, grandes restricdes de entropia
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observadas nas contribuicdes energéticas para alguns fragmentos (Fragmento6, 7 e¢ 11)
podem dificultar processos futuros de modificacdes quimicas. Porém, € necessirio a
visualizagdo dessas interagcdes em estruturas cristalograficas resolvidas para a correta
avaliacdo sobre os tipos de interagcdes e identificacdao de hotspots no sitio ativo de MtDHFR.
Levando em consideracdo as contribuicdes dessas forcas para a interacdo, assim como valores
de LE, é possivel direcionar modificacdes quimicas nos compostos que favorecam ganho
entdlpico (interacdes polares) ou ganho entrépico (adicdo de grupos hidrofébicos que
deslocam efetivamente moléculas de dgua), corrigindo as penalidades de entropia que

dificulta o processo de FBDD.

4.5 Modos de Interacio de Complexos MtDHFR:NADPH:Fragmentos através de
Cristalografia de Proteinas

Como parte de campanhas FBDD, a elucidacio do modo de interacdo de
fragmentos com a proteina alvo representa uma poderosa ferramenta para a otimizacdo destes
em compostos lideres. Assim, condicdes favordveis e altamente reprodutiveis de cristalizacao
sdo de grande relevdncia no planejamento racional de farmacos devido a demanda de
informacgdes requeridas. Devido uma baixa reprodutibilidade experimental de condicdes
previamente identificadas na literatura (LI et al, 2000; DIAS et al, 2014), esse projeto também
buscou encontrar novas condi¢des de cristalizagdo que proporcionassem maior celeridade no
processo FBDD. Com isso, em triagem de possiveis condi¢des favordveis, foi identificada
uma condi¢do reprodutivel, com formagao de cristais bem definidos. Estes também foram
resistentes em experimentos de cocristalizacdo com altas concentracdes de ligantes, que é
requisito necessdrio para o sucesso na obtencdo de complexos estruturais com fragmentos

(Figura 25) além de serem permissiveis para técnicas de soaking.
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Figura 25. Cristais tipicos de complexos MtDHFR:NADPH:Fragmentos. Cristais obtidos
de ensaios de cocristalizacdo de MtDHFR com fragmentos.

Os cristais da enzima MtDHFR (Figura 25) foram obtidos em experimentos de
gota suspensa e o tempo de incubagdo necessario para o crescimento variou de 3 dias até
alguns meses. A condicdo identificada é diferente das anteriormente descritas na literatura e
contém 1,6 M de sulfato de amonio, 0,1 M de MES (pH 6,5) e 10 mM de cloreto de cobalto.
Além disso, o crescimento dos cristais ndo foi evitado pela concentracdo de fragmentos
utilizados, que variaram de 15 mM a 40 mM dissolvidos em DMSO em ensaios de
cocristalizacdo. Entretanto, para a formacdo de cristais, foi necessdrio a incubacdo da
MtDHFR na presenca do seu cofator NADPH (10 mM) nas solug¢des contendo a enzima e
fragmentos.

Os cristais de MtDHFR em complexo com fragmentos (foram testados somente os
hits positivos na técnica STD-NMR), foram difratados e de posse dos conjuntos de dados
contendo as imagens de difrac@o por raios X, estruturas foram resolvidas a alta resolucao para
7 complexos MtDHFR:NADPH:Fragmentos. A Tabela 4 mostra os parametros estatisticos do
processamento de dados, refinamento cristalografico e qualidade estereoquimica das
estruturas obtidas. Vale destacar, que o Fragmentol que também teve seu modo de ligacdo
caracterizado previamente, nao € incluido nas discussdes a seguir devido as semelhangas das
interacdes com os diferentes complexos da MtDHFR com fragmentos caracterizados neste

trabalho.



78

Tabela 4. Condicido de cristalizacdo, processamento de dados difracao refinamento cristalografico de complexos
MtDHFR:NADPH:Fragmentos/DHF.
Fragmento4 Fragmento7 Fragmentol0 Fragmentol1l Fragmento9 Fragmentol6 Fragmento20 DHF

Condicao de cristalizacao 1,6 M (NH,),S04, 0,1 M MES (pH 6,5), 0,01 M CoCl,
Dados de difracao de raios X
e refinamento cristalografico
Beamline MX2-Pilatus
Comprimento de onda (A) 1,459
# reflexdes (Ginicas) 409192 (35767) 261901 (21402) 372719 (31632) 337371 (27501) 174536 (14223) 102058 (8517) 266847 (26688) 346170 (30640)
Resolugio (A) 46,81 — 1,69 46,77 - 2,06 46,72 - 1,76 46,60 — 1,84 46,54 — 2,30 46,22 - 2,63 46,46 — 1,85 46,49 — 1,76
Grupo espacial P2,2,2 P2,2,2 P2,2,2 P2,2,2 P2,2,2 P2,2,2 P2,2,2 P2,2,2

Cela unitaria

a,b,c(A) 61,74;71,17; 71,80 61,55;70,90; 71,94 61,47;70,45; 71,87 61,01; 70,58; 72,20 60,91; 70,70; 72,13 60,27, 70,78; 72,10 61,16; 70,57; 71,42 60,98; 70,86; 72,11
a, B, Y (°) 90, 90, 90 90, 90, 90 90, 90, 90 90, 90, 90 90, 90, 90 90, 90, 90 90, 90, 90 90, 90, 90
Completeza (%) 99,40 99,40 99,60 99,50 99,10 99,50 98,90 99,00
Multiplicidade 11,44 12,23 11,78 12,26 12,27 11,98 9,99 11,29

I /o(I) 21,00 (1,80) 11,10 (2,10) 19,00 (2,20) 17,70 (2,10) 13,20 (2,60) 8,20 (3,40) 12,5 (2,40) 15,21 (2,6)
R-merge 0,073 (0,95) 0,230 (1,59) 0,088 (0,95) 0,109 (1,18) 0,180 (1,03) 0,302 (0,69) 0,137 (0,70) 0,082 (0,94)
R-pim 0,022 (0,36) 0,070 (0,48) 0,026 (0,33) 0,032 (0,39) 0,053 (0,31) 0,092 (0,20) 0,044 (0,26) 0,028 (0,36)
CC1/2 0,99 (0,69) 0,99 (0,73) 0,99 (0,71) 0,99 (0,75) 0,99 (0,77) 0,98 (0,88) 0,99 (0,80) 0,99 (0,73)
R-factor 0,18 0,17 0,21 0,19 0,18 0,22 0,19 0,17
R-free” 0,21 0,21 0,26 0,22 0,23 0,26 0,22 0,21
Qualidade do modelo

Grafico de

Ramachandran (%)

"favordvel" 96,00 97,00 97,00 97,00 97,00 97,00 97,00 97,00
"desfavoravel" 0,96 0,00 0,32 0,00 0,32 0,64 0,00 0,00
Geometria

"ligacdo" (A) 0,015 0,016 0,007 0,015 0,017 0,041 0,032 0,019
"Angulo" (°) 1,50 1,55 1,40 1,48 1,54 1,60 1,43 1,76
Fator de temperatura

(B-factor)

Solvente 33,60 29,38 32,35 35,12 32,79 30,50 29,44 34,07
Ligantes 23,93 20,77 20,39 28,00 32,57 22,55 20,76 28,05
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De acordo com a Tabela 4, foram obtidos parametros estatisticos aceitdveis em
relacdo a qualidade do processamento de dados e refinamento cristalografico para os modelos
finais obtidos. Todos os complexos MtDHFR:NADPH:Fragmentos foram cristalizados no
grupo espacial P 2; 2; 2, e com os mesmos parametros de cela unitdria. Essas caracteristicas
proporcionaram sempre a visualizacdo de dois protomeros de MtDHFR na unidade
assimétrica. Entre os protdmeros pdde se observar a presenga de dois atomos de cobalto que
apresentavam coordenacdes envolvendo residuos de ambas as moléculas. Porém, ndo foram
realizados experimentos que indicassem se os fons de cobalto promovem a dimerizagao desta
enzima. Além disso, as resolu¢des das estruturas variaram de 1,6 Aa 2,5 A.

Todas as estruturas dos complexos da MtDHFR com fragmentos apresentadas
neste trabalho apresentam as mesmas caracteristicas estruturais da primeira estrutura da
MtDHEFR descrita por LI et al, 2000. Sucintamente, a MtDHFR, apresenta um tnico dominio
central composto por oito fitas , que ¢ flanqueado por quatro a hélices, caracteristico do
enovelamento do tipo "Rossmann fold" (LI et al, 2000). Sao observadas também a divisdo dos
dominios de MtDHFR, isto €, um subdominio de ligacdo de adenosina (interacio do NADPH)
e um subdominio flexivel de alcas (Figura 26A). A enzima adotou a conformacgao fechada em
todas as estruturas e consequentemente o correto ancoramento do grupo nicotinamida da
molécula de NADPH (LI et al, 2000; DIAS et al, 2014) (Figura 26B). Além disso, sao
observadas as mesmas quatro sub-regides do sitio ativo da enzima. A primeira, com potencial
eletrostdtico com carga positiva na "entrada" do sitio ativo, a segunda, hidrofébica mais
interna, a terceira, mais profunda com carga negativa e a quarta pela presenca da regido de
ligacdo de uma molécula de glicerol, que diferencia a enzima de M. tuberculosis da DHFR

humana (Figura 26C) (LI et al, 2000).
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Subdominio de ligagdo de adenosina
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Figura 26. Biologia Estrutural de MtDHFR em complexo com fragmentos. A)
Enovelamento de estrutura secunddria do tipo Rossmann fold e divisao de MtDHFR em seus
subdominios de alcas e de ligacdo de adenosina. E representado o NADPH e seu mapa de
densidade eletronica 2F, — F, contornado a 1c. B) Sobreposi¢do de estados conformacionais
aberto (roxo) e fechado (verde) de MtDHFR. E representado o NADPH e seu mapa de
densidade eletronica 2F, — F, contornado a lo. Imagem da conformagdo aberta gerada no
PyMOL com a estrutura 4KLX (DIAS et al, 2014). C) Sao destacadas as sub-regides do sitio
ativo de MtDHFR. E ilustrado o potencial eletrostdtico estimado (vermelho: negativo; azul:
positivo; branco: neutro). Sub-regido eletrostatica polar positiva é delimitada por tracejados
verdes, sub-regido eletrostdtica polar negativa é delimitada por tracejados vermelhos, sitio
hidrofébico € delimitado por tracejados pretos e o bolsdo de glicerol € indicado por tracejados
amarelos. Moléculas de glicerol e NADPH sdo destacadas. Imagens geradas no PyMOL .

Ainda sobre a Biologia Estrutural da enzima e confirmando as caracteristicas quimicas

do sitio ativo citadas acima, a estrutura da enzima em complexo com o DHF também foi
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determinada (Figura 27B). Foi possivel determinar as intera¢cdes moleculares do substrato
com residuos especificos do sitio ativo, confirmando hipéteses sobre 0 mecanismo catalitico
em M. tuberculosis. Até o momento, ainda nio foi reportada estrutura de MtDHFR com o
DHEF na literatura. Como esperado, Asp27, Phe31 e Arg60 ganham destaque nessas interagdes
além da interacao hidrofébica da pterina do DHF com a nicotinamida do NADPH (Figura
27A). Consequentemente, de acordo com as caracteristicas quimicas dos fragmentos, as
regides do sitio ativo envolvidas na interagdo com esses compostos puderam ser mapeadas
(Figura 27D). Alguns fragmentos compartilharam semelhancas a respeito das interagdes com
os mesmos residuos de aminodcidos envolvidos na interacdo de MtDHFR com o DHF

(Figura 27C).
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Figura 27. Modos de ligacdo do Diidrofolato e de fragmentos com o sitio ativo de
MtDHFR. A) Sao representadas as interagdes moleculares realizadas pelo DHF. Residuos e
dguas envolvidos na interag@o estdo destacados. Interacdo de hidrogénio ou interagdo idnica
sdo indicadas por pontilhados amarelos e distincias medidas em A. B) Sdo destacadas as sub-
regides do sitio ativo de MtDHFR. E ilustrado o potencial eletrostatico estimado (vermelho:
negativo; azul: positivo; branco: neutro). Sub-regido eletrostdtica polar positiva € delimitada
por tracejados verdes, sub-regido eletrostdtica polar negativa é delimitada por tracejados
vermelhos, sitio hidrofébico € indicado por seta e delimitado por tracejados pretos e o bolsdo
de glicerol € indicado por tracejados amarelos. C) Sobreposicio dos modos de ligacdo do
DHF com os Fragmentos4 e 10. D) E mostrada a sobreposi¢cdo dos modos de ligagdo dos
Fragmentos4, 7, 10, 11, 20, 9 e 16. Imagens geradas no PyMOL (Jodo A. Ribeiro,
Jademilson C. dos Santos e Sair M. S. Pacheco).
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De acordo com a Figura 27D, as intera¢des dos fragmentos ocorreram em trés das
quatro sub-regides do sitio ativo da MtDHFR. Nenhuma molécula foi observada interagindo
com a sub-regido mais profunda com carga negativa. Apesar disso, foi possivel a exploracio
do sitio ativo de MtDHFR, em que interagdes-chave foram identificadas e puderam ser
aproveitadas no planejamento de possiveis compostos lideres. Assim, semelhangas e
diferencas relacionadas com a interagdo molecular de cada fragmento e os residuos de
aminodcidos envolvidos, sdo abordadas a seguir.

Na Figura 28, sido indicadas os modos de interacdes dos fragmentos com a
MtDHFR que sdo estruturalmente semelhantes e apresentam um grupo 4cido carboxilico em
sua estrutura quimica. Os resultados obtidos de STD-NMR indicam que esse motivo é
relevante para interacio e pelas andlises de calorimetria, provavelmente esta relacionado com

a contribuicao de entalpia influenciando a afinidade com a enzima.

Fragmento4 Fragmento7
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Arg60

Fragmentol10 Fragmentoll

NADPH

Fragmento20

Figura 28. Modos de ligacao de fragmentos contendo um grupo carboxila relevante para
interacio com MtDHFR. Nas partes superiores sido ilustrados os modos de ligacdo dos
Fragmentos4, 7, 10, 11 e 20 com o sitio ativo de MtDHFR. E ilustrado o potencial
eletrostdtico estimado (vermelho: negativo; azul: positivo; branco: neutro). Nas partes
inferiores sdo representadas as interacdes moleculares realizadas por esses fragmentos.
Residuos envolvidos na interacdo estdo destacados. Interacdo de hidrogénio ou interacao
idnica sdo indicadas por pontilhados amarelos e distAncias medidas em A. Sdo mostrados os
mapas das densidades eletronicas 2F, — F, contornados a 1c. Imagens geradas no PyMOL
(Jodo A. Ribeiro e Jademilson C. dos Santos).
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Pela Figura 28, sdo observadas interacdes idnicas do grupo carboxila com a
cadeia lateral da Arg60. As Arg60 e Arg32 sdo os residuos de MtDHFR que interagem com
os grupos pABA e glutamato do DHF. Além disso, esse conjunto de fragmentos fazem
diversas interacdes hidrofébicas. Estas também sdo indicadas como relevantes nos resultados
de STD-NMR e ITC e se relacionam com as contribuicdes ou restricdes de entropia
observadas anteriormente para alguns desses fragmentos. A fenilalanina 31 destaca-se nas
interacoes hidrofébicas do tipo 7w stacking com os anéis (heterociclicos e/ou aromaticos)
presentes na estrutura quimica dos fragmentos. Além disso, outros residuos dessa regiao do
sitio que realizam interacdes hidrofébicas sdo a leucina 50 e a isoleucina 94. Estes residuos
estdo proximos dos anéis dos Fragmentos4, 7 e 10. Adicionalmente, os Fragmentos4, 7 ¢ 10
também fazem interacdes hidrofébicas com o grupo nicotinamida do NADPH.
Interessantemente, o Fragmento20, apesar de também conter uma carboxila em sua estrutura,
ndo realiza interagdo i6nica com Arg60. Por outro lado, este fragmento faz uma interacao de
hidrogénio com o nitrogénio da cadeia lateral da GIn28 e uma interagdo hidrofébica com
Phe31 pelo seu grupo furano. Ainda como mostrado na Figura 28, o Fragmentol0 foi a
Unica molécula que ocupou o sitio de ligacdo do glicerol. Neste sitio, esta molécula realiza
uma interacdo de hidrogénio do seu grupo carboxila com a cadeia lateral da GIn28. Do ponto
de vista de especificidade, talvez esse fragmento seja um dos mais interessantes para o
planejamento de novos compostos para a enzima MtDHFR, uma vez que este bolsdo ndo é
encontrado na enzima humana.

Na Figura 29, sao mostrados os modos de interacio de fragmentos com a
MtDHEFR, que apesar de terem sido detectados como interatores por STD-NMR, ndo foram
possiveis a deteccdo das suas afinidades e outros parametros termodinamicos por calorimetria,
provavelmente pela baixa afinidade e/ou baixa solubilidade dos mesmos nas condi¢des

testadas.
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NADPH
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Figura 29. Modos de ligacdo de fragmentos com caracteristicas hidrofébicas com
MtDHFR. Na parte superior sdo ilustrados os modos de ligacao dos Fragmentos9 e 16 com
o sitio ativo de MtDHFR. E ilustrado o potencial eletrostitico estimado (vermelho: negativo;
azul: positivo; branco: neutro). Na parte inferior sdo representadas as interagdes moleculares
hidrofébicas realizadas por esses fragmentos. Residuos hidrofébicos envolvidos na interagdo
estdo destacados. Interacdo de hidrogénio com uma molécula de dgua para o Fragmento9 ¢
indicada por pontilhados amarelos e distAncia medida em A. S3o mostrados os mapas das
densidades eletronicas 2F, — F. contornados a lo. Imagens geradas no PyMOL (Jodo A.
Ribeiro e Jademilson C. dos Santos).

Estes fragmentos apresentam caracteristicas hidrofébicas e realizam interacdes
mais fracas com a regido apolar do sitio ativo da enzima, quando comparados com os
fragmentos do grupo anterior. Novamente os residuos Phe31, Leu50 e I1e94 sao relevantes
para interagdes hidrofébicas com o Fragmento9 e este, pelo seu dtomo de nitrogénio, também
faz uma interacdo de hidrogénio com uma molécula de dgua. Por outro lado, o Fragmento16
apresenta apenas interacao hidrofébica do tipo 7 stacking com Phe31 (Figura 29).

Com a obtencdo de informagdes do modo de ligagdo dessas sete moléculas com a
MtDHEFR, aliada com os resultados obtidos de STD-NMR e da caracterizagdo termodinamica
das interacdes, tornou-se possivel a busca de novos compostos que pudessem ter maior
afinidade com a enzima. A integracdo de diferentes dados experimentais identificou modos de
ligacdo e interacdes-chave que esses fragmentos estdo realizando com o sitio ativo de
MtDHFR. Consequentemente, puderam ser identificados grupos quimicos relevantes e

residuos de aminodcidos especificos envolvidos nessas interacdes. Assim, em colaboracio
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com especialistas em Quimica Medicinal, iniciamos uma otimizacdo iterativa para o
planejamento de novos compostos. Esses compostos devem apresentar grupos que favoregam
contribuicdo de entalpia e correcdo de penalidades de entropia observadas para os fragmentos

e consequentemente ganho de afinidade com MtDHFR.

4.6 Catalogo SAR e 0 Ganho de Afinidade com MtDHFR pela Interacio de Compostos
Analogos aos Fragmentos

A partir dos modos de interagdes da MtDHFR com diversos fragmentos obtidos
por cristalografia de raios X e parametros energéticos por calorimetria, alguns fragmentos
foram selecionados para otimizacao quimica com auxilio de colaboradores.

Técnicas envolvidas nas relagOes estrutura-atividade (SAR — Structure Activity
Relationchips) sao praticas tradicionais de Quimica Medicinal que tentam modular o efeito ou
a poténcia (isto é, atividade) de compostos quimicos bioativos através de modificagdes em sua
estrutura quimica. Os quimicos medicinais usam técnicas de sintese quimica para inserir
novos grupos quimicos em compostos e testar essas modificacOes para seus efeitos
biolégicos. Durante a execucdo dessa tese, ndo houve tempo hébil para a sintese de novas
moléculas baseado nos fragmentos identificados, desta forma, alternativas foram adotadas na
tentativa de obten¢ao de compostos com maior afinidade para a MtDHFR. Assim optamos por
buscas de compostos andlogos aos fragmentos através da estratégia de SAR by catalog ou
catdlogo SAR (HUBBARD, 2008). Essa abordagem se deu de duas maneiras: 1) busca em
bancos de dados virtuais, como o ZINC database (IRWIN et al, 2012) e 2) busca de andlogos
sintetizados e dispostos em bibliotecas de compostos quimicos de nosso colaborador Chris
Abell.

Em colaboracdo com o grupo do prof. Gustavo H. G. Trossini (Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo) foi realizada uma triagem virtual
contra o ZINC, para moléculas que apresentassem estruturas quimicas andlogas aos
fragmentos com um grau de similaridade de até 70%. As moléculas selecionadas tiveram suas
poses na estrutura da MtDHFR preditas por docking molecular (resultados ndo mostrados). Os
quatro compostos que tiveram melhores pontuacdes (menores valores de energia e menores
RMSDs, comparados a estrutura cristalografica do complexo
MtDHFR:NADPH:Fragmentol) nesses ensaios in silico foram obtidos comercialmente
(Tabela 5) e suas interacdoes com a MtDHFR caracterizadas por STD-NMR (Figura 30), ITC
(Figura 32) e cristalografia de raios X (Figura 31).


http://scripts.iucr.org/cgi-bin/citedin?search_on=name&author_name=Hubbard%2C%20R%2EE%2E

Tabela 5. Estrutura quimica dos compostos escolhidos apos busca

molecular.
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virtual e docking

Nome Estrutura quimica
Compostol ° i}_@
Jg

J S
Composto2 Q/
Composto3 °

5
o \N

Composto4 ©/\

A Figura 30 mostra os resultados de ensaios de STD-NMR confirmando as

interacoes dos compostos testados contra a MtDHFR. Estes compostos apresentavam as

caracteristicas gerais dos fragmentos inicias, ou seja, grupo carboxila (na posi¢do meta,

quando presente em anel benzeno) e a disposi¢cdo das estruturas quimicas em anéis aromaticos

interligados.
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Figura 30. STD-NMR confirma a interacdo de compostos analogos obtidos em busca
virtual por catalogo SAR. Na parte superior sdo representados os espectros de referéncia (off
resonance) € na parte inferior sdo representados os espectros STD-NMR (diferenca entre
espectros off resonance e on resonance). Graus relativos de saturacdo de hidrogénios
individuais sdo mapeados nas estruturas quimicas dos compostos e medidos em porcentagem

(Jodo A. Ribeiro e Mauricio Sforga).

Pela andlise dos espectros, no geral foram observadas as mesmas caracteristicas
das interacdes destes compostos com os fragmentos. Entretanto, foi identificado outro grupo
quimico que também parece relevante para a interacdo, que € representado pelo grupo

carboxamida presente nos Compostos3 e 4 da parte inferior da Figura 30. Isto pode ser um



89

7z

achado importante, pois o intuito do processo de otimizacdo é a adicdo de novos grupos
quimicos nos compostos, de modo que estes possam fazer novas interacdes que permitam um
ganho de afinidade. Porém esta informagdo s6 poderia ser vélida com a determinagdo de
estruturas cristalograficas dos complexos entre MtDHFR e esses compostos e através da
determinacgdo da K.

Desta maneira, para a obtencdo do modo de ligacio com MtDHFR, obtivemos as
estruturas cristalograficas para complexos da MtDHEFR e esses compostos. A Tabela 6 mostra
as estatisticas de processamento de dados de raios X, do refinamento cristalografico e

qualidade estereoquimica para estas estruturas.
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Tabela 6. Processamento de dados de difracao e refinamento cristalografico de
complexos de MtDHFR com compostos obtidos por catilogo SAR.

Composto3 Compostod Compostol Composto9 Composto10
Dados de difracao de
raios-X e refinamento
cristalografico
# reflexdes (tinicas) 321255 (26172) 424552 (37420) 224689 (20192) 185433 (14991) 123707 (12361)
Resolucdo (A) 46,55 - 1,86 46,73 — 1,66 32,15-2,01 46,30 — 2,28 46,83 —2,45
Grupo espacial P2,2,2, P2,2,2, P2,2,2, P2,2,2, P2,2,2,

Cela unitaria

a,b,c(A) 60,99; 71,13; 72,04 61,38;70,81; 72,06 61,77;71,01; 72,10 61,17;71,49; 72,21 61,52;72,18; 72,85
a, B, Y (°) 90, 90, 90 90, 90, 90 90, 90, 90 90, 90, 90 90, 90, 90
Completeza (%) 97,60 100,00 93,50 99,50 99,90
Multiplicidade 12,27 11,34 11,12 12,36 10,00
I/o(I) 20,20 (2,50) 21,50 (1,80) 12,30 (4,90) 9,50 (2,20) 6,20 (2,80)
R-merge 0,133 (1,21) 0,075 (1,04) 0,150 (0,35) 0,237 (1,26) 0,276 (0,81)
R-pim 0,039 (0,40) 0,023 (0,40) 0,046 (0,11) 0,070 (0,39) 0,091 (0,27)
CCl1/2 0,99 (0,70) 0,99 (0,57) 0,99 (0,95) 0,99 (0,80) 0,97 (0,70)
R-factor® 0,19 0,20 0,20 0,22 0,20
R-free” 0,23 0,23 0,26 0,28 0,24
Qualidade do modelo

Grifico de

Ramachandran (%)

"favordvel” 97,00 97,00 96,00 96,00 96,00
"desfavoravel" 0,64 0,64 0,32 0,00 0,64
Geometria

"ligacdo" (A) 0,033 0,015 0,036 0,043 0,009
"angulo” (°) 1,48 1,48 1,59 1,40 1,20
Fator de temperatura

(B-factor)

Solvente 30,40 34,55 29,08 28,58 26,28
Ligantes 21,06 24,44 21,94 33,18 33,02
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A andlise das estruturas cristalograficas para os complexos MtDHFR e esses
compostos apresentaram, como esperado, modos de ligacdo semelhantes aos fragmentos
utilizados na busca (Figura 31). Isto é, o grupo carboxila dos Compostosl e 3 fazem uma
interacdo i06nica com a Argb0 e suas partes hidrofébicas estdo acomodadas no sitio
hidrofébico da enzima, realizando interagdo principalmente com Phe31. Interessantemente, o
grupo quimico carboxamida, cujos sinais de prétons dos carbonos do anel, em que estd
presente, foram detectados por STD-NM, apareceram dispostos em regides diferentes para os
dois compostos. Assim, para o Composto4, o mesmo interage com a cadeia lateral da Arg60
realizando uma interacdo de hidrogénio. Por outro lado, para o Composto3, apesar de a
carboxamida estar proxima da regido de ligacao de glicerol, nenhuma interagdo com residuos

deste bolsao foi observada.
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Sitio hidrofdébico

Compostol Compostod Composto3

Figura 31. Modos de ligacio de compostos analogos aos hits de fragmentos obtidos em
busca virtual por catalogo SAR. Na parte superior sdo destacadas as sub-regides do sitio
ativo de MtDHFR. E ilustrado o potencial eletrostdtico estimado (vermelho: negativo; azul:
positivo; branco: neutro). A sub-regido eletrostatica polar positiva é delimitada por tracejados
verdes, a sub-regido eletrostatica polar negativa é delimitada por tracejados vermelhos. O sitio
hidrofébico € indicado por seta e delimitado por tracejados pretos € o bolsdo de glicerol é
indicado por tracejados amarelos. Também € mostrada a sobreposi¢do dos modos de ligagao
dos Compostosl, 3 e 4. Na parte inferior sdo ilustrados os modos de ligacio dos
Compostosl, 3 e 4 separadamente com o sitio ativo de MtDHFR e as interagdes moleculares
realizadas. Sdo mostrados os mapas das densidades eletronicas 2F, — F,. contornados a lo.
Também sdo representadas interagdes idnicas com Argb0 (Compostol e 3) e interacdes de
hidrogénio com GIn28 (Composto4) em pontilhados amarelos e distAncias medidas em A.
Imagens geradas no PyMOL.



93

Embora vdrias tentativas de obtencao de dados de ITC para estes compostos terem
sido realizadas, tivemos dificuldade na padronizacdo das condicdes experimentais devido a
problemas de solubilidade. Assim, somente para o Compostol foi possivel a realizacdo da
titulacio e consequentemente a obtengdo de uma curva que pode ser tratada para

determina¢do de parametros termodinamicos da intera¢do (Figura 32) (Tabela 7).

Time (min)

o 10 20 30 40 50 @0 70 &0 30
T T T T T

Tabela 7. Parametros termodinamicos

0.00 : ol o s ot L I R .I A ' ) ¥
220 ] da interacio do Compostol com
2.4 ] MtDHFR.

§ 0.80 4 -

‘-_é 0.80 : A

B ] ] Compostol
] : AG (keal/mol) 4,18
- AH (kcal/mol) -9,22 +£0,242
Eﬁ (-)TAS (kcal/mol) 5,04
-'g Kd (mM) 0,746 + 0,035
g LE 0,23

Molar Ratio

Compostol

Figura 32. Termograma da interacio do Compostol com MtDHFR. E ilustrado o
termograma da titulacdo do Compostol presente na seringa com MtDHFR presente na célula
em ensaios de calorimetria. Parte superior representa o padrdo dos calores de dilui¢ao
observados em funcdo do tempo em pcal/segundo e parte inferior representa a variagdo de
entalpia relacionada a cada injecdo de ligante em kcal/mol. Figura construida através do
programa Origin v.7.0 (MicroCal).

De acordo com o termograma e a Tabela 7, o Compostol interage com a enzima
com uma afinidade de 746 pM. Esse valor ndo indica que houve um ganho de afinidade
expressivo, sendo inclusive menor do que alguns fragmentos caracterizados anteriormente.
Porém, nesta fase de FBDD, torna-se interessante a compara¢do de algumas caracteristicas do
Compostol com algum fragmento mais similar a este que possa enquadrd-lo como um
importante ponto de partida em processos futuros de otimizacdo quimica. Assim, algumas
caracteristicas relacionadas a espectroscopia STD-NMR e perfis termodindmicos das

interacoes do Fragmento7 e do Compostol sdo abordadas mais detalhadamente na Figura
33.
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Figura 33. Caracterizacao biofisica das interacoes do Fragmento7 e Compostol com
MtDHFR. Sao representados graficos com os valores da energia de interacio AG (Energia
livre de Gibbs) em azul, de entalpia (AH) em verde e de entropia (-TAS) em vermelho na
interacdo com MtDHFR. Sao ilustrados o peso molecular em g/mol, a constante de
dissociacdo Ky em milimolar e a eficiéncia de ligacdo LE. Também sdo ilustradas as
estruturas quimicas com as intensidades de sinais de prétons (H") medidas em porcentagens
em andlise de STD-NMR. Esses parametros biofisicos foram calculados para o Fragmento7
(A) e Compostol (B).

Quando s3o comparadas as caracteristicas verificadas para a interacdo do
Fragmento7 (Figura 33A) e do Compostol (Figura 33B) com o sitio ativo da MtDHFR,
nota-se que hd um efeito da diferenca de grupos quimicos presentes em suas estruturas
quimicas. Neste caso, houve alteracdo principalmente na entropia, em que foi observada uma
diminui¢do da penalidade entrépica na interagdo do Compostol (5,04), provavelmente devido
ao radical fenil, que realiza de forma mais eficiente uma interagdo hidrofébica na regidao do
sitio ativo com essa caracteristica. Nota-se também que o valor de entalpia foi de -9,22
kcal/mol e ndo esta relacionado ao fendmeno de compensacdo entdlpica (-16,11 kcal/mol)
ocasionada pela alta penalidade de entropia observada para o Fragmento7 (12,65 kcal/mol).

A substitui¢do pelo radical fenil na estrutura quimica do Compostol também favoreceu a
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eficiéncia de ligacdo (LE), ja4 que o Compostol tem menor peso molecular (246 g/mol) e uma
afinidade maior (746 pM) com MtDHFR do que o Fragmento7 (2,7 mM). Com isso, nota-se
claramente o efeito da substituicdo de grupos quimicos e o melhor estabelecimento de
intera¢des moleculares inferindo no ganho de afinidade com a enzima. Valores relacionados a
contribuicdo entdlpica observada para ambos se referem a interacdes -eletrostaticas
promovidas do grupo carboxila com Arg60, j4 que ndo houve interacOes de hidrogénio
adicionais do Compostol com outros residuos (Figura 31).

A segunda estratégia adotada por catidlogo SAR foi a busca de andlogos dos
fragmentos em bibliotecas construidas de compostos quimicos sintetizados nas dependéncias
do Departamento de Quimica da Universidade de Cambridge no Reino Unido. Em
colaboragdo com o grupo de professor Chris Abell, etapa ainda em andamento, foram
identificados alguns compostos promissores com um ganho de afinidade considerdvel. Esses
compostos apresentam similaridade em estrutura com os Fragmentos4 e 10 caracterizados
anteriormente neste trabalho. A escolha dos fragmentos como modelos foi baseada nas
caracterizacoes termodinamica e estrutural das interacoes com MtDHFR apresentadas
anteriormente. Esse critério baseou-se também nos valores de LE e na facilidade de obtengao
de compostos com grupos quimicos adicionais em suas estruturas quimicas que contribuissem
para a diminui¢do de penalidade entrépica, ocorréncia de novas interagdes de hidrogénio e
ganho de afinidade. Desta maneira, apesar das maiores afinidades com a enzima obtidas (~
100 uM), foram excluidos desse processo o Fragmentol devido ao baixo valor de LE (0,20)
na interacdio com MtDHFR e o Fragmento8 devido a falta de informac¢des do modo de
ligacdo em estrutura cristalogrifica. Os fragmentos 4 e 10 tiveram valores de LE de 0,26 e
0,28 respectivamente, apesar do menor peso molecular em relagdo ao Fragmentol, ou seja,
nota-se a presenca de grupos quimicos na estrutura do Fragmentol que ndo sdo relevantes
para a interacdo. O motivo da busca de compostos baseados no Fragmentol0, além das
caracteristicas citadas, foi devido a esse fragmento ligar-se adicionalmente no bolsdo de
ligacdo de glicerol da MtDHFR. Com isso, esses novos compostos foram inicialmente
identificados pelo grupo do Prof. Chris Abell da Universidade de Cambridge, que também

realizou suas caracteriza¢des termodinamicas por ITC (Figura 34 e Tabela 8).
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Figura 34. Termogramas da interacao de compostos analogos aos Fragmento4 e 10 com
MtDHFR. Sao ilustrados os termogramas das titulacdes dos compostos andlogos ao
Fragmento4 e 10 presentes na seringa com MtDHFR presente na célula em ensaios de
calorimetria. Parte superior das figuras representa o padrdo dos calores de dilui¢do observados
em funcdo do tempo em pcal/segundo e parte inferior representa a variacdo de entalpia
relacionada a cada injecdo de ligante em kcal/mol. Figuras construidas através do programa
Origin v.7.0 (MicroCal) (Alex Hammer/Universidade de Cambridge).
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Tabela 8. Parametros termodinamicos das interacoes entre MtDHFR e compostos
analogos aos Fragmentos 4 e 10. Experimentos realizados por Alex Hammer (Universidade
de Cambridge).

Composto AG (kcal/mol)  AH (kcal/mol)  -TAS (kcal/mol) Kd (mM) LE
Composto5 -5,30 -4,43 + 0,145 -0,91 0,118 £ 0,009 0,32
Composto6 -5,21 -5,43 £ 0,397 0,23 0,157 £0,024 0,31
Composto7 -5,66 -3,69 + 0,684 -1,97 0,065 £ 0,016 0,22
Composto8 -6,11 -8,84 £ 0,192 2,69 0,034 £ 0,008 0,22
Composto9 -6,48 -5,97 £ 0,279 -0,51 0,017 £0,002 0,24

Para os compostos identificados como andlogos aos Fragmento4 e 10, a
caracterizacdo termodinamica da interacdo apresentou alguns pontos cruciais para os ganhos
de afinidades observados. Comparando os valores do Ky, que foi de 750 uM para Fragmento4
(Tabela 4), os valores das afinidades dos CompostosS e 6 apresentam um Ky de 118 uM e
157 uM, respectivamente (Tabela 8), indicando um ganho de afinidade de 6,3 x e 4,7 x. Ja
para os andlogos do Fragmentol0 que teve K, de 640 uM (Tabela 4), o ganho de afinidade
foi mais significativo. Os Compostos7, 8 ¢ 9 apresentam um Ky de 65 uM, 34 uM e 17 uM,
respectivamente e tiveram um ganho de 9,8 x, 18,8 x e 37,6 x em afinidade comparado ao
fragmento inicial.

Além das comparagdes de Ky, algumas ponderacdes sao interessantes quando se
compara os parametros termodinamicos para estes compostos que podem justificar o ganho de

afinidade com MtDHFR (Figuras 35 e 36).
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Figura 35. Comparacao dos parametros termodinamicos das interacoes do Fragmento4,
CompostoS e Composto6 com MtDHFR. Sao representados graficos com os valores da
energia de interacdo AG (Energia livre de Gibbs) em azul, de entalpia AH em verde e de
entropia (-)TAS em vermelho na interacdo com MtDHFR. Também sdo ilustrados o peso
molecular em g/mol, a constante de dissociacdo K4 em milimolar e a eficiéncia de ligagao
(LE). Esses parametros termodinamicos foram calculados para o Fragmento4 (A),
CompostoS (B) e Composto6 (C).

Pelos graficos dos perfis termodindmicos das interagdes do Fragmentod
(Figura35A) e seus andlogos com a enzima (Figura 35B e C), apesar de a interacdo ser
regida por entalpia, verificou-se a correcdo da penalidade entrépica ocasionada provavelmente
pela substitui¢cdo do anel tiofeno presente no Fragmento4 (-TAS = 4,57 kcal/mol) (Figura
35A). Para os CompostosS e 6, ao invés do tiofeno, o grupo piridina parece realizar de forma
mais eficiente interagcdes hidrofébicas pelos valores de entropia que foram de -0,91 kcal/mol e
0,23 kcal/mol, respectivamente (Figura 35B e C). Para o caso do CompostoS, observou-se
ainda uma contribui¢do entrépica (Figura 35B). Outro ponto importante foi o aumento da
eficiéncia de ligacao observada nos andlogos e isso esta relacionado também a substitui¢do do
tiofeno pela piridina, que contribuiu no ganho de afinidade. A substituicio promoveu a

diminui¢cdo do peso molecular dos compostos e LE passou de 0,26 do Fragmento4 para 0,32
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e 0,31 dos Compostos 5 e 6, respectivamente. Porém, para a confirmacdo das hipéteses
descritas acima, visualiza¢do em estrutura cristalografica ainda € necessdria.
Abaixo, sdo analisados agora os parimetros de energia que comparam a interacao

dos Compostos7, 8 ¢ 9 e do Fragmentol0 com MtDHFR (Figura 36).
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Figura 36. Comparacao dos parametros termodiniamicos das interacoes do
Fragmentol0, Composto7, Composto8 e Composto9 com MtDHFR. Sao representados
graficos com os valores da energia de interacdo AG (Energia livre de Gibbs) em azul, de
entalpia AH em verde e de entropia (-)TAS em vermelho na interagdo com MtDHFR.
Também sdo ilustrados o peso molecular em g/mol, a constante de dissociacdo Kyq em
milimolar e a eficiéncia de ligacdo (LE). Esses parametros termodindmicos foram calculados
para o Fragmentol0 (A), Composto7 (B), Composto8 (C) e Composto9 (D).

Como observado pela Figura 36, o ganho de afinidade foi mais expressivo para
esses trés compostos identificados. As altas afinidades adquiridas para esses compostos sao
regidas por contribuicdo de entalpia, principalmente para os Compostos8 (-8,84 kcal/mol)
(Figura 36C) e 9 (-5,97 kcal/mol) (Figura 36D) que provavelmente realizam interagdes de
hidrogénio com outras regides do sitio ativo. Foram observadas contribui¢des entrdpicas para

o Composto7 (-1,97 kcal/mol) (Figura 36B) e para o Composto9 (-0,51 kcal/mol) (Figura
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36D), possivelmente pelo melhor estabelecimento de interacdes hidrofébicas do grupo indol.
Penalidade de entropia somente foi observada para o Composto8 (2,69 kcal/mol) (Figura
36C), provavelmente provocada por algum impedimento estérico pela presenga do grupo
metil no anel indol, mas esse efeito foi compensado pelo aumento do valor de entalpia (-8,84
kcal/mol) interferindo pouco na afinidade com a enzima (Figura 36C). Um ponto positivo
estd relacionado ao fato da pouca variacdo relacionada aos valores da eficiéncia de ligacao
(LE). Um dos objetivos de campanhas FBDD € o crescimento de fragmentos sem a perda
considerdvel de eficiéncia de ligacdo. Para esses compostos, esses valores foram praticamente
da mesma magnitude, comparado ao valor de LE do Fragmentol0 (0,28), mesmo com o
aumento do peso molecular destes compostos. Isso quer dizer que grupos quimicos
adicionados nesses compostos provavelmente fazem interacdes chave no sitio ativo de
MtDHFR.

Para a verificacdo de possiveis interagdes adicionais que culminaram neste ganho
de afinidade com a enzima era necessirio a determinagcdo de estruturas cristalograficas.
Assim, alguns compostos descritos foram submetidos a ensaios de cristalizagdo. Desta
maneira, para se entender o mecanismo de ligacdo desta série de compostos com MtDHFR, a
estrutura do complexo da enzima com o Composto9 foi obtida (Figura 37) e as estatisticas

do processamento de dados e refinamento cristalografico sdo apresentados na Tabela 6 (pag
90).
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Figura 37. Modo de ligacao do Composto9 com a enzima MtDHFR. A) Modo de ligacdo
do Composto9 com sitio ativo de MtDHFR. E ilustrado o potencial eletrostitico estimado de
MtDHFR (vermelho: negativo; azul: positivo; branco: neutro). Também é mostrado o modo
de ligacdo do NADPH. B) Sobreposicao do modo de ligacdo do Composto9 com o modo de
ligacdo do Fragmentol(. Sao especificados os residuos relevantes para a interagdo, a sub-
regido hidrofébica do sitio ativo e o bolsdo de glicerol representado por linha tracejada
amarela. C) Representacio do enovelamento de estruturas secunddrias de MtDHFR. E
mostrado o mapa da densidade eletronica 2F, — F. contornadas a 16 do Composto9. D)
Interacdes moleculares realizadas pelo Composto9 com o sitio ativo. E mostrado o mapa da
densidade eletronica 2F, — F, contornado a 16 do Composto9. Sio representadas interagdes
ionicas com Arg60 e interacdes de hidrogénio com GIn28 em pontilhados amarelos e
distancias medidas em A. Imagens geradas no PyMOL.

Pela estrutura cristalogrdfica representada na Figura 37, o grupo indol do
Composto9 realiza interac@o hidrofébica com Phe31 e com o anel nicotinamida do NADPH
(Figura 37D). Também se observa que o Composto9 realiza uma interagdo idnica com a
Arg60, como observado anteriormente para outros compostos e fragmentos. Entretanto, o
ganho de afinidade foi causado por uma nova interagdo ocorrida pela introdu¢do do grupo
amida no Composto9. O oxigénio deste grupo realiza uma intera¢do de hidrogé€nio com o

nitrogénio da cadeia lateral da GIn28 e com isso causa um melhor posicionamento deste
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composto no sitio ativo de MtDHFR (Figura 37D). Como esperado, na sobreposicdo do
Composto9 com o Fragmentol0 (Figura 37B), algumas semelhangas a respeito do modo de
ligacdo sdo notadas. A parte da estrutura quimica do Composto9, semelhante a estrutura
quimica do Fragmentol0, realiza o0 mesmo tipo de interacao (idnica com a cadeia lateral da
Arg60), porém o grupo indol do Composto9, unido pela amida e uma cadeia carbonica, se
sobrepde a parte hidrofébica da molécula do Fragmentol( que interage com o bolsdo de
glicerol. Com isso, planejamento de novas etapas de sintese deve ser realizado e a adi¢do de
grupos polares no indol podera favorecer a formacao de interacdes de hidrogénio com essa
regido, mimetizando a interacao do glicerol presente em estruturas de MtDHFR.

Adicionalmente, foi obtida a estrutura cristalografica de MtDHFR em complexo
com um outro andlogo do Fragmentol0 e da mesma série dos Compostos7, 8 e 9 (dados
termodindmicos ndo obtidos). Este foi denominado de Compostol0 e o modo de interagao
com a enzima é mostrado na Figura 38. As estatisticas de processamento de dados e
refinamento cristalografico sao mostradas na Tabela6 (pag. 90). A principal diferencga entre
as estruturas quimicas do Compostol0 e os outros compostos da série € a substitui¢do da
carboxila dos compostos por uma sulfonamida (Figura38A). Essa substituicdo causou um
distanciamento desse grupo da Arg60. Porém, um dos oxigénios da sulfonamida passou a
realizar uma interag¢do de hidrogénio com a cadeia lateral da GIn28 (Figura38C).

De acordo com a Figura38B, a interacdo do grupo sulfonamida com GIn28
promoveu uma disposicdo da molécula de modo que seu radical fenil passou a ocupar a
cavidade de ligacao do glicerol pela interagao hidrofébica com o Trp22. Em andlises de
sobreposicdo (Figura38D), foi possivel comparar os modos de ligacao deste composto com o
Fragmentol0 e o Composto9. Assim como o Fragmentol0, o Compostol0 ocupa o bolsio
de glicerol e a semelhanca com o modo de interacio do Composto9 ¢ pela interacdo
hidrofébica realizada pelo grupo indol com o anel benzeno da cadeia lateral da Phe31 e com o

grupo nicotinamida do NADPH.
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Figura 38. Modo de ligacio do Compostol0 com a enzima MtDHFR. A) Comparacio
entre as estruturas quimicas do Fragmentol(), Composto9 e Compostol(. B) Modo de
ligacio do Compostol0 com sitio ativo de MtDHFR. E ilustrado o potencial eletrostatico
estimado de MtDHFR (vermelho: negativo; azul: positivo; branco: neutro). Também ¢é
mostrado o modo de ligacao do NADPH e o bolsdo de glicerol é destacado por linha tracejada
amarela. C) Interacdes moleculares realizadas pelo Compostol0 com o sitio ativo. E
mostrado o mapa da densidade eletronica 2F, — F,. contornado a 16 do Composto10. Sio
representadas interacdes de hidrogénio com GIn28 em pontilhados amarelos e distincias
medidas em A. D) Sobreposi¢do do modo de ligacio do Composto10 com o modo de ligacdo
do Fragmentol0) e do Composto9. Sao especificados os residuos relevantes para as
interacdes, a sub-regido hidrofébica do sitio ativo e o bolsao de glicerol representado por linha
tracejada amarela. Imagens geradas no PyMOL.

De maneira geral, para este trabalho, o catdlogo SAR mostrou ser uma estratégia
prontamente aplicdvel no processo de FBDD. Os novos compostos identificados e
caracterizados, tanto o Compostol obtido de triagem virtual quanto os compostos obtidos em
triagem contra uma biblioteca de compostos quimicos, foram classificados como os principais
pontos de partida para a otimizagdo de novas séries de compostos com maiores afinidades.

Entretanto, o Composto9 ji se encontra em uma faixa de afinidade que pode ter alguma
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atividade contra o M. tuberculosis, que apesar de nao ter sido realizado neste trabalho, abre

novas perspectivas no desenvolvimento de farmacos contra tuberculose.
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S Conclusao

Os resultados apresentados neste trabalho mostraram €xito quanto a aplicabilidade
da técnica de desenho de farmacos baseada em fragmentos (FBDD) para a enzima
diidrofolato redutase de M. tuberculosis (MtDHFR) (Figura 39). A partir de resultados
prévios, a validacdo e a caracterizacdo das interacoes de fragmentos com MtDHFR levaram
este trabalho ao desenvolvimento e caracterizagdo de moléculas que apresentaram valores de
até 100 vezes mais poténcia em afinidade que os fragmentos iniciais. Conhecida por ser uma
estratégia multitécnicas e pela necessidade de obtencdo de diversas informagdes tteis na
validacdo de interacdes e também no direcionamento de etapas posteriores de otimizag¢ao
quimica, este trabalho proporcionou um estudo minucioso a respeito do comportamento de

algumas moléculas com sitio ativo da enzima.



106

FBDD - MtDHFR

A Fasel , Fase 2 , Fase 3

Kd
Composto5=0,11mM
1200 —) 42 18 2 Compostob =0,15 mM
fragmentos Fragmentos Fragmentos Fragmentos I Composto7 =0,06 mM
Composto8 =0,03 mM
STD-NMR positivos Composto9 =0,01 mM

Kd
Fragmento4 =0,7 mM

Kd
Fragmentol0=0,6 mM

2,7mM- 0,1 mM

B Fase1l ’ Fase 2 , Fase3

Biblioteca de Triagem Validagdo e Caracterizagao (18 Fragmentos) Catdlogo
Fragmentos SAR
DSF STD-NMR Cristalografia ITC
de raios X
. Fragmentol Fragmento4
1200 fragmentos 42 hits Fragmentol0
Fragmento2
3,5%da
o Fragmento4
biblioteca
Fragmentob
Fragmento7
Fragmento8
Fragmento9
Fragmentol0 Composto5
Compostob
Fragmentoll Composto?
Fragmentol2 Composto8
Fragmentol3 Composto9
Fragmentol6
Fragmentol?
Fragmentol8
Fragmentol9
Fragmento20
Fragmento2l

Fragmento22



107

Figura 39. Fluxograma de FBDD aplicado a enzima MtDHFR. A) Panorama geral
referente as fases de FBDD que foram alcancadas no projeto. Sao mostrados os niimeros de
fragmentos inicialmente triados presentes na biblioteca e os fragmentos mais promissores
transferidos para fase 3 de otimiza¢do quimica. Ganho de afinidade € representado pelo valor
do K, (constante de dissociagdo) em milimolar. B) Etapas de FBDD especificando as técnicas
utilizadas na triagem (Fase 1), validacdo e caracterizacdo das interacdes (Fase 2) e obten¢do
de novos compostos (Fase 3). Barras em verde representam éxito na obtencao de informacdes
para validagdo/caracterizacdo através de STD-NMR, cristalografia de raios X e calorimetria
para alguns fragmentos.

Pelo fluxograma apresentado da técnica FBDD na Figura 39, STD-NMR foi
utilizada como um "filtro" para a confirmacdo dos hits de fragmentos obtidos na triagem e foi
capaz de inferir alguns principais grupos quimicos presentes na estrutura quimica destes que
sdo relevantes para a interacdo. Somente os fragmentos que foram positivos para a interacao
em STD-NMR foram transferidos para estudos termodinamicos e/ou cristalograficos.

Ensaios de calorimetria de titula¢do isotérmica (ITC) foram capazes de quantificar
a afinidade de alguns fragmentos positivos em STD-NMR. Afinidades na faixa de 100 uM a
700 uM foram detectadas para os fragmentos mais promissores de atingirem etapas futuras de
otimizacdo quimica. Além disso, a calorimetria também proporcionou uma caracterizagao
energética das interacdes, em que contribuicdes de entalpia e entropia foram aferidas,
relacionando-as aos tipos de interagdes moleculares e aos grupos quimicos relevantes
identificados em STD-NMR.

Um fator limitante no inicio do projeto foi a dificuldade da reprodutibilidade de
experimentos de cristalizagdo. Assim, neste trabalho foi determinada uma nova condi¢ao de
cristalizacdo diferente das reportadas na literatura. Essa condi¢do de cristalizacdo
proporcionou a producdo de cristais favordveis as condi¢des experimentais de ensaios de
cocristalizacdo com altas concentracdes de fragmentos. Como resultado, foram determinadas
vdrias estruturas tridimensionais de complexos MtDHFR:NADPH:Fragmentos. Interagcdes
moleculares e balanco energético previstos nos ensaios termodindmicos puderam ser
confirmados e grupos quimicos relevantes para a interagdo em STD-NMR foram observados
proximos a residuos de aminoédcidos envolvidos com a interacdo do DHF. Com isso, além da
visualizagdo do modo de ligacdo destas moléculas no sitio ativo da enzima, novas
possibilidades de intera¢des com diferentes regides do sitio ativo puderam ser discutidas para

a sintese de compostos visando o ganho de afinidade.
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Por fim, o projeto atingiu o estigio iterativo de otimizacdo, que em colaboragdo
com especialistas em Quimica Medicinal, foram identificados por catidlogo SAR novos
compostos andlogos aos fragmentos caracterizados. Alguns desses compostos tiveram a
interacdo caracterizada termodinamicamente com confirmacdo de ganho de afinidade e
correcdes de penalidades entropicas. Até o momento, afinidades de 34 uM e 17 uM foram
atingidas para os compostos mais promissores. Além disso, foi determinada a estrutura
cristalografica para o complexo MtDHFR:NADPH:Composto9, que estabeleceu pontos
importantes para o ganho de afinidade com a enzima e novas possibilidades de interacdo com
MtDHFR.

Como perspectivas, acreditamos que com esse trabalho geramos conhecimento
que permitird um avanco significativo no desenvolvimento de novos inibidores da MtDHFR

que podem ser uteis para o desenvolvimento de farmacos para o tratamento da tuberculose.
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Folate pathway is a key target for the development of new drugs against infectious diseases since the
discovery of sulfa drugs and trimethoprim. The knowledge about this pathway has increased in the last
years and the catalytic mechanism and structures of all enzymes of the pathway are fairly understood.
In addition, differences among enzymes from prokaryotes and eukaryotes could be used for the design
of specific inhibitors. In this review, we show a panorama of progress that has been achieved within the
folate pathway obtained in the last years. We explored the structure and mechanism of enzymes, several
genetic features, strategies, and approaches used in the design of new inhibitors that have been used as
targets in pathogen chemotherapy.



Anexos

118

Sociedade Brasileira de Bioquimica e
Biologia Molecular - SBBq

CERTIFICATE

Wa hereby cedify that the abstract entitied

Integration of Biophysics Technigues Confirms the Interaction of New
Compounds to Mycobacterum tuberculosis Dinydrofolate Reductase
{L13)

By authors: RIBEIRC, JA 1.2 Sforga, ML, 2, Rocco, $.4. 2, Tyraks, P 3, Blundel TL. 3,
CIAS, MV B, 2 from 1 UNICAMF-Insfiluio de Bidlogia [Prog-ama de Pas-Graduagio em
Biccitncias @ Tecnologla de Produtos Bioatvos ), 2 - — (LNBl-CHPEM, Caixa Postel 6192
13063-970 - CampinasGP), 3 Universty of Cambridge [Depadment of Biochemisiry,
Cambridge-UK)

recened the “5BBq AWARD" for the best poster presented durng the XLII Annual
Meeing of the Brazilian Society for Biochemistry and Malecular Biology (SBBq),
May 17 to 200, 2014, In the Convertion Center of the Rafain Palace Hotel in For
o lpuagu, Parand, Brazi.

May 20, 2014

ol
- i -‘J
- —_ - d—_'_._
- -

III_.r"

ot




119

COORDENADORIA DE POS-GRADUAGAO
&"’A INSTITUTO DE BIOLOGIA \‘
e ’° Universidade Estadual de Campinas | >
(‘.\ Caixa Postal 6109. 13083-970, Campinas, SP, Brasil “
UNICAMP Fone (19) 3521-6378. email: cpgib@unicamp.br

DECLARAGAO

Em observancia ao §5° do Artigo 1° da Informagcdo CCPG-UNICAMP/001/15,
referente a Bioética e Biosseguranga, declaro que o conteido de minha
Tese de Doutorado, intitulada “APLICACAO DA TECNICA FBDD “FRAGMENT
BASED DRUG DISCOVERY” PARA A ENZIMA DHFR DA VIA DE
BIOSSINTESE DE FOLATOS EM MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS’,
desenvolvida no Programa de Pés-Graduagéo em
Biociéncias e Tecnologia de Produtos Bioativos do Instituto de Biologia da
Unicamp, ndo versa sobre pesquisa envolvendo seres humanos, animais ou

temas afetos a Biosseguranga.

/

Assinatura: e Mql"ﬁ/ﬁ Il,’)cwg
Nome do(a) aluno(a): Joao Augusto Ribeiro

Assinatura: Y \Crs \VHRHY A .
Nome do(a) orientador(a): Prof. Dr. Marcio Vinicius Bertacine Dias

Data: 15/082018



120

Declaragdo

As copias de artigos de minha autoria ou de minha co-autoria, ja publicados ou
submetidos para publicagdo em revistas cientificas ou anais de congressos sujeitos a
arbitragem, que constam da minha Dissertagcao/Tese de Mestrado/Doutorado, intitulada
APLICACAO DA TECNICA FBDD “FRAGMENT BASED DRUG DISCOVERY” PARA A
ENZIMA DHFR DA VIA DE BIOSSINTESE DE FOLATOS EM MYCOBACTERIUM
TUBERCULOSIS, nao infringem os dispositivos da Lei n.® 9.610/98, nem o direito autoral
de qualquer editora.

Campinas, 15 de agosto de 2018.

Assinatura : ,/L I 14 74" (AT
Nome do(a) aufor(a): Joéo)Augusto Ribeiro
RG n.° 8896467-5

Assinatura: Y\ \ B vpden
Nome do(a) orientador(a): Prof. Dr. Marcio Vinicius Bertacine Dias
RG n.° 20270420-8



121

FINANCIAMENTO

S,

ROYAL SOCIETY
OF CHEMISTRY

A Fapesp QCNP

- s or Nacional de D lvimento
FUNDACAO DE AMPARO A PESQUISA Clentitico e Tecnolégico
DO ESTADO DE SAO PAULO




