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Resumo

As Doencgas Tropicais Negligenciadas (DTNs), causadas por parasitas protozoarios,
estdo entre as principais causas de mortalidade em paises tropicais de todo o
mundo. A doenga de Chagas, causada pelo Trypanosoma cruzi, ainda é um
problema de saude publica e uma das maiores causas de morbidade e mortalidade
da América Latina. Os farmacos utilizados para doenca de Chagas sao pouco
eficazes e apresentam inumeros efeitos colaterais, sendo necessaria a busca por
novas alternativas terapéuticas. Uma das formas de superar as limitagdes de
farmacos utilizados contra tripanosomatideos é através da identificacdo de novos
alvos macromoleculares que apresentem diferenca estrutural suficiente para garantir
sua inibicdo seletiva em detrimento das enzimas do hospedeiro. As superdxido
dismutases (EC 1.15.1.1) sdo um grupo de metaloenzimas que eliminam radicais
superoxidos dismutando-os em peroxido de hidrogénio e oxigénio molecular. Com o
objetivo de identificar moléculas promissoras para o desenvolvimento de farmacos
contra tripanosomatideos realizou-se uma triagem in vitro de substancias sintéticas
e de origem natural frente a enzima superdxido dismutase de Trypanosoma brucei
(TbSODDb2). Identificou-se nos ensaios experimentais dois inibidores de TbSODb2:
Fenantrenoquinona-4-fenil tiossemicarbazona e catequina em sua forma oxidada.
Ambas as moléculas inibem ThSODb2 em mais de 40% na concentracao de 100uM.
A fim de investigar o mecanismo de inibicdo dessas moléculas, utilizou-se a técnica
de acoplamento molecular. Essa metodologia evidenciou a importancia das
hidroxilas ligadas ao anel pirano para a atividade biolégica da catequina oxidada,
enquanto as hidroxilas catecdlicas parecem nao influenciar a afinidade por
ThSODb2. Em relacdo a fenantrenoquinona-4-fenil tiossemicarbazona nao foi
possivel identificar o provavel modo de interacdo desse inibidor em ThSODb2. A
partir das informacdes provenientes dos ensaios experimentais e in silico € possivel
planejar inibidores mais potentes que possam ser considerados como compostos
protétipos para o desenvolvimento de farmacos contra a doenca de Chagas.

Palavras-chave: Tripanosomatideos. Superéxido dismutase. Acoplamento molecular



Abstract

The Neglected Tropical Diseases (NTDs), caused by protozoan parasites, are among
the main causes of mortality in tropical countries around the world. The Chagas
disease, caused by Trypanosoma cruzi, is still a public health problem and a major
cause of morbidity and mortality in Latin America. The drugs used to fight Chagas
disease are inefficient and have several side effects, therefore, there is an urgent
need for novel therapies against Chagas’ disease. One way to overcome the
limitations of available drugs is through the identification of new macromolecular
targets that have enough structural difference to ensure their selective inhibition
instead of the host counterpart. The superoxide dismutases (EC 1.15.1.1) are a
group of metalloenzymes that dismute superoxide radicals into hydrogen peroxide
and molecular oxygen. In order to identify promising molecules for the development
of drugs against trypanosomatids there was a screening in vitro with synthetic
substances and natural origin against superoxide dismutase of Trypanosoma brucei.
It was identified in experimental assays two ThSODb2 inhibitors:
Phenanthrenequinone-4-phenyl thiosemicarbazone and oxidized catechin. Both
molecules inhibit ThSODb2 more than 40% at a concentration of 100pM. In order to
investigate the mechanism of inhibition of these molecules, we used the docking
molecular. This methodology for oxidized catechin showed the importance of the
pyran ring hydroxyls linked to biological activity, while the hydroxyl catechol not seem
to affect significantly the affinity for TbSODb2. Regarding Phenanthrenequinone-4-
phenyl thiosemicarbazone was not possible to identify the probable mode of
interaction of this inhibitor in ThSODb2. The information from the experimental and in
silico guide the design of more potent inhibitors which can be considered as lead
compounds for the development of drugs against Chagas disease.

Keywords: Trypanosomatids. Superoxide dismutase. Docking
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1. INTRODUCAO

1.1 DOENCAS TROPICAIS NEGLIGENCIADAS (DTNs)

As Doencas Tropicais Negligenciadas (DTNs), causadas por parasitas protozoarios,
estdo entre as principais causas de mortalidade em paises tropicais de todo o
mundo (FIDALGO; GILLE, 2011; SCHMIDT et al.,, 2012). As DTNs sao definidas
como tal pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) devido a falta de investimento
financeiro, em pesquisa e desenvolvimento de novos farmacos, por grande parte da
industria farmacéutica (FIDALGO; GILLE, 2011; SCHMIDT et al., 2012), que por sua
vez esta atrelada ao retorno financeiro insuficiente gerado nessa area de estudo
(DIAS; DESSOY, 2009). Nessa perspectiva, os programas de pesquisa e
desenvolvimento realizados em universidades e centros de pesquisas sao cruciais
na identificacdo de novas alternativas terapéuticas para o controle e tratamento
dessas doencas (GUIDO; ANDRICOPULO, 2010). Todavia, as atividades de
pesquisa realizadas nessas instituicdes nao séo suficientes para desenvolver novas
entidades quimicas capazes de combater as doencgas negligenciadas (MOREL,
2004). Assim, parcerias entre o setor publico (universidades) e privado (industria
farmacéutica) tém-se destacado como ferramenta importante para sanar limitagdes
de investimentos em doencas tropicais negligenciadas (BUSE; WALT, 2000). Nesse
contexto, a pesquisa realizada na universidade esta centrada em etapas basicas de
planejamento de farmacos, como a validacdo de alvos biolégicos, triagens
experimentais, planejamento e sintese de novos compostos, enquanto, a industria
farmacéutica atua, prioritariamente, nas etapas de estudos pré-clinicos e clinicos
(DIAS; DESSOY, 2009). Como exemplo de DTNs pode-se citar a doenga de Chagas
(agente etiolégico: Trypanosoma cruzi), doenga do sono (agente etioldgico:
Trypanosoma brucei) e Leishmaniose (agente etiolégico: Leishmania spp.)
(FIDALGO; GILLE, 2011).

1.2 DOENCA DE CHAGAS
A doenca de Chagas ainda é o maior problema de saude publica e uma das maiores

causas de morbidade e mortalidade na América Latina. Estima-se que

aproximadamente 90 milhdes de pessoas estejam sob risco de infecgdo e existam
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mais de 8 milhdes de pacientes infectados nos 18 paises endémicos (SALOMON,
2012).

O agente causador da doenca de Chagas é transmitido por triatomineos (barbeiros)
em areas endémicas, no entanto, a doenca pode ser transmitida verticalmente de
mae para filho, em transfusdes de sangue e transplantes de 6rgdos (PEREZ-
MOLINA et al., 2009). Adicionalmente, areas nao-endémicas como Europa e
Estados Unidos também tém apresentado casos de pacientes infectados por T.cruzi
(CORTEZ et al.,, 2012). O tratamento corrente é baseado na administragdo de
nifurtimox e benzonidazol (Figura 1), compostos nitroheterociclicos que atuam como
pré-farmacos e sofrem ativacdo por meio da agédo de nitroredutases do hospedeiro
(WILKINSON; KELLY, 2009).

Figura 1 - Estrutura dos farmacos disponiveis para tratamento da doenca de Chagas. (1) nifurtimox;
(2) benzonidazol

D) 2)

g

0,8 N—N

A ativacdo desses farmacos leva a formacdo de espécies reativas de oxigénio
(WILKINSON et al., 2006; BOIANI et al., 2010) (Figura 2), as quais s&o geradas
através da redugdo dos grupos nitro a radicais nitro-anion, em uma reacao
catalisada pela enzima NADPH/NADH" nitroredutase (vide etapa 1 da figura 2). Os
radicais gerados reagem com O;, produzindo anion superdxido e,
subsequentemente, perdoxido de hidrogénio, através da reacdo catalisada pela
enzima superoxido dismutase (vide etapa 2 da figura 2). Essas espécies, na
presenca de ferro formam um hidroxil, que age como forte oxidante, causando a
morte do parasita (vide etapa 3 da figura 2) (BOIANI et al., 2010).
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Figura 2 - Biorredugéo de farmaco nitroaromaticos. NTR: nitroredutase; SOD: superéxido dismutase;
T(SH,): tripanotiona reduzida; TS,: tripanotiona oxidada; TR: tripanotiona redutase;

Etapa 2 Etapa 3
sSOD Fe?* Fe™
02 02" » Hzoz i oH.
T(SH),
ArNO,- ( j -
TS,
a)NTR ll/1e-
ElEipa b)NTR I/ 2e- %P
AMNO,

\ RSH
AINO, ~€- AINHOH —= ArlH,

RS,
Fonte: BOIANI et al., 2010

Devido ao seu mecanismo de acao, decorrente da bioredu¢do de grupos nitro e
geracao de espécies reativas de oxigénio, esses farmacos apresentam diversos
efeitos colaterais, pois as espécies reativas de oxigénio sao capazes de interagir
também com macromoléculas do hospedeiro (MURTA et al, 2008; MOLINA et al,
2009; VIOTTI et al., 2009; PAL;UDAY, 2012). Dessa forma, pode-se perceber que as
opgdes terapéuticas disponiveis sdo limitadas e ineficientes (GUIDO; OLIVA, 2009;
CAPRILES et al., 2010; RASSI et al, 2010).

1.3 DOENCA DO SONO

A tripanossomiase africana, ou doenca do sono, causada pelos Trypanosoma brucei
gambiense e Trypanosoma brucei rhodesiense, afeta somente as areas onde se
encontra o vetor transmissor, mosca Tsé-tsé, razao pela qual seu impacto sobre a
salde publica & maior na Africa subsaariana (MALVY; CHAPPUIS, 2011). Embora o
repertério de farmacos disponiveis para o tratamento dessa DTN seja maior (Figura
3), a incidéncia de efeitos toxicos (WELBURN; MAUDLIN; SIMARRO, 2009; BRUN;
BLUM, 2012; KENNEDY, 2013), associada ao aparecimento de resisténcia a alguns
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farmacos (exemplo: melarsoprol (MALLARI et al., 2008)) evidencia a necessidade de
se desenvolver novas alternativas terapéuticas para o tratamento da doenca do

Sono.

Figura 3- Farmacos utilizados para tratamento da doenga do sono
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Fonte: KENNEDY, 2013

Uma das formas de superar as limitagbes de farmacos utilizados contra
tripanosomatideos é através da identificacdo de novos alvos macromoleculares que
apresentem diferenca estrutural suficiente para garantir sua inibicdo seletiva em
detrimento das enzimas do hospedeiro (GALPERIN; WALKER; KOONIN, 1998;
GUIDO; OLIVA, 2009; CAPRILES et al., 2010). Nesse sentido, uma das abordagens
para se desenvolver farmacos contra DTNs se baseia na identificacdo de diferencas
metabdlicas entre células de mamiferos e dos parasitas, as quais podem tornar-se

alvos promissores para o desenvolvimento de novos farmacos (TURRENS;
McCORD, 2006).
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As enzimas destacam-se como alvos biolégicos de grande importancia para o
planejamento de novos farmacos, devido as suas fungdes essenciais em vias
bioquimicas associadas a doencgas e disfungdes (GUIDO; ANDRICOPULO, 2010).
Considerando que tanto a sobrevivéncia do parasita quanto a viruléncia dependem
do sistema de defesa antioxidante (FLOHE; HECHT; STEINERT, 1999; MULLER et
al., 2003), essa via € considerada como promissora para o desenvolvimento de

farmacos contra doenca de Chagas.

1.4 ALVO TERAPEUTICO: SISTEMA DE DEFESA ANTIOXIDANTE

Todos o0s organismos aerdbicos sdo expostos a espécies reativas de oxigénio
(anions superoxidos (Oy7), perdxido de hidrogénio (H202) e radicais hidroxil (OH")
contra as quais desenvolveram mecanismos de protegcdo (TURRENS; McCORD,
2006; PAL; ODAY, 2012). Em condicdes fisiologicas, os radicais livres encontram-se
envolvidos na producdo de energia, fagocitose, regulagdo do crescimento celular,
sinalizacao intercelular e sintese de substancias biologicas importantes (HANDY;
LOSCALZO, 2012; PAL; ODAY, 2012). No entanto, seu excesso apresenta efeitos
prejudiciais, tais como a peroxidagdo dos lipidios de membrana e agressao as
enzimas, carboidratos e DNA (BARREIROS; DAVID, J.M; DAVID, J.P., 2006).
Portanto, o equilibrio entre a produg¢ao e remocao dessas espécies € essencial para
manter as fungdes celulares normais (HANDY; LOSCALZO, 2012).

Os tripanosomatideos sado altamente susceptiveis ao estresse oxidativo induzido por
radicais de oxigénio livre (SOULERE et al., 2003). Comparando o sistema de defesa
antioxidante do hospedeiro e do parasita é possivel observar diferencas

significativas entre eles (Figura 4).
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Figura 4 - Sistema de defesa antioxidante dos tripanosomatideos (esquerda) e do hospedeiro
(direita)

CuZn-SOD
Fe-SOD -
20, +2H" ——3 H)0,+0, 20, +2H" Mn_S()E H,0,+ 0,

ascorbato triparedoxina
. peroxidase .
peroxidase  orbato catalase GSH peroxidase
TPX (red)
2H,0 ~ desidroascorbato TpX(ox) 2H,0 2GSH
2 2 GSSG
2H,0 2H,0
NADP*

tripnotionay.q) tripanotionaqy) GSH redutase

. . NADPH + H"
tripanotiona redutase

NADP* NADPH + H*

Fonte: TURRENS, 2004

Tanto no parasita quanto no hospedeiro, a enzima superéxido dismutase atua na
primeira etapa da via antioxidante detoxificando radicais superoxidos, a partir dai se
observa diferencas entre as vias bioquimicas: no ser humano as enzimas glutationa
peroxidase e catalase séo a linha de frente no metabolismo do peréxido. Entretanto,
ambas as enzimas estdo ausentes nos tripanosomatideos, sendo substituidas em
seu papel bioquimico pelas peroxiredoxinas (WILKINSON; MEYER; KELLY, 2000;
HANDY; LOSCALZO, 2012). Adicionalmente, os tripanosomatideos possuem um
sistema tiol-redox baseado na tiol-tripanotiona e tripanotiona redutase, que inclui
também triparedoxina e triparedoxina peroxidase (ARIYANAYAGAM; FAIRLAMB,
2001).

Embora a enzima superdxido dismutase esteja presente no parasita e no homem,
ela € um alvo promissor pois ja foi relatado que sua inibicdo leva a morte do parasita
(SANZ et al., 2008). Entre os inibidores dessa enzima destacam-se as
benzolfitalazinas (Figura 5) que inibem Fe-SOD de T. cruzi e apresentam toxicidade
inferior ao benzonidazol (SANZ et al., 2008). Estudos de Sanchez-Moreno e
colaboradores (2012) reforcam a relevancia de inibidores de SOD ao mostrarem
atividade inibitoria seletiva de derivados de benzolfitalazinas frente a Fe-SOD de
Leishmania infantum (ICso entre 1,8 — 108,9 uM) e Leishmania braziliensis (1Cso
entre 12,9 — 64,9 yM) em comparacao a inibicdo da enzima humana CuZn-SOD
(ICs0 entre 120 — 350,3 uM) (Figura 6).

Em conjunto, essas evidéncias sugerem que a superoxido dismutase seja um alvo

promissor para o desenvolvimento de farmacos contra tripanosomatideos.
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Figura 5 - Derivado de benzolfitalazina ativo contra Fe-SOD de T.cruzi
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Fonte: SANZ et al., 2008.

Figura 6 - Derivados de benzolfitalazina ativos contra SOD de Leishmania spp.

ICso (Leishmania infantum) = 1,8uM ICso (Leishmania braziliensis) = 12,9 uM

Fonte: Sanchez-Moreno, 2012.

1.5 SUPEROXIDO DISMUTASE

As superoxido dismutases (EC 1.15.1.1) sdo um grupo de metaloenzimas que
eliminam radicais superoxidos dismutando-os em peréxido de hidrogénio e oxigénio
molecular (DUFERNEZ et al., 2006; DOLASHKA et al.,, 2011). A produgédo de
oxigénio molecular ocorre quando o metal esta na forma oxidada (Quadro 1- etapa
1) e de perdxido de hidrogénio quando ele encontra-se na forma reduzida (Quadro 1
- etapa 2) (ABREU; CABELLI, 2010).
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Quadro 1: Conversao do radical superéxido em oxigénio (O,) e perdxido de Hidrogénio (H,0,) .

02'- + Metaloxidado 2> |Vletalreduzido + O2 (Etapa 1)

Oy + Metalrequzido 2 Metaloyidado + O2- (Etapa 2)

02= +2H" > H>O,

Diferentes metais (cobre e zinco (Cu/Zn), ferro (Fe) ou manganés (Mn)) podem ser
encontrados no sitio ativo das SODs: Cu/Zn-SOD é encontrada principalmente em
eucariotos, cloroplastos e bactérias; Mn-SOD ocorre em procariotos e mitocéndrias
de eucariotos; Fe-SOD é encontrada em procariotos e cloroplastos (BACHEGA et
al., 2009; BAFANA et al., 2011). Nos tripanosomatideos existem 4 isoformas de Fe-
SOD. As Fe-SODA e Fe-SODC sao encontradas na mitocondria (TOMAS;
CASTRO, 2012), enquanto as isoformas ThSODb1 e ThSODb2 estéo localizadas no
glicossomo, organela semelhante ao peroxissomo, de eucariotos (DURFENEZ et al.,
2006). Foi demonstrado através de experimentos com RNAIi que a baixa expresséao
das isoformas ThSODb1 e ThbSODb2 ocasionam morte do parasita (WILKINSON et
al., 2006). Destaca-se assim a importancia dessas isoformas para sobrevida destes
parasitas.

As SODs de T. brucei (TbSODb2) e T.cruzi (TcSODb) apresentam alta similaridade
sequencial (Figura 7) a qual se reflete na conservacédo da estrutura tridimensional.
De fato, os residuos que compdem o sitio ativo s&o identicos em ambas as enzimas
(Figura 8). Sendo assim, acredita-se que moléculas capazes de inibir ThSOD
também inibirdo TcSOD. Outro fator interessante é que existe uma baixa
similaridade sequencial entre as enzimas dos parasitas e a do hospedeiro
(aproximadamente 10%), sugerindo ser possivel identificar moléculas que tenham
maior afinidade pelas enzimas do parasita e assim planejar farmacos mais eficazes

e seletivos para o tratamento da doenga de Chagas e/ou doencga do sono.
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Figura 7 - Alinhamento sequencial multiplo de superéxido dismutase de T. brucei (gi: 62249431), T.
cruzi (gi 2149612) e H. sapiens (gi 529150) utilizando matriz BLOSUMG62. Figura gerada com o

programa BIOEDIT
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Fonte: Elaborada pelo autor

Figura 8 - Sobreposicao dos residuos encontrados no sitio ativo das enzimas T¢cSOD (azul) e TbSOD
(amarelo). Figura gerada com o programa PYMOL
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1.6 IDENTIFICACAO DE INIBIDORES ENZIMATICOS

O sucesso do planejamento de farmacos depende da identificacdo de
micromoléculas quimicamente diversas que possam modular o alvo macromolecular
de interesse através de diferentes mecanismos bioquimicos (inibidores competitivos,
nao-competitivos e incompetitivos) (COPELAND, 2005). Produtos de origem natural
constituem uma das principais fontes de moléculas bioativas por possuirem grande
diversidade estrutural, decorrente do maior numero de centro quirais e complexidade
em comparagao aos compostos sintéticos (KOEHN, 2012). Como consequéncia
disso, dentre os farmacos aprovados, cerca de 64% sao derivados de produtos
naturais (YUE et al., 2012; VALLI et al., 2013).

Diante desses dados € natural que o Brasil explore sua biodiversidade para
identificar novas moléculas bioativas. Entre os biomas de destaque no pais temos a
floresta amazénica que contém cerca de 20% das espécies vegetais do mundo e a
regidao do semi-arido, onde, devido as condi¢gbes inospitas do ambiente, metabdlitos
secundarios inéditos podem ser encontrados (VALLI et al., 2013). Um exemplo bem
sucedido de aproveitamento da biodiversidade brasileira esta no uso do alcal6ide
pilocarpina, isolado de Pilocarpus sp., para desenvolver o farmaco Salagen®,
indicado para tratar hipofung¢ao das glandulas salivares (BOLZANI et al., 2012).
Mesmo quando um produto natural ndo tem a atividade biolégica necessaria para
ser utilizado como farmaco, seu esqueleto molecular serve de base para
modificagdes moleculares que possam ter atividade satisfatoria (VALLI et al., 2012).
Essa estratégia mostra claramente a importancia da sintese organica no processo
de identificacdo e otimizagdo de moléculas bioativas.

Como exemplo de moléculas sintéticas com atividade antiparasitaria descrita pode-
se mencionar a classe das tiossemicarbazonas (Quadro 3), que tém sido avaliadas
como antivirais, antineoplasicas, bem como por sua ac&o antiparasitaria contra
Plasmodium falciparum, Trypanosoma cruzi e Trypanosoma brucei (GREENBAUM
et al.,, 2004; HARAGUCHI et al., 2011). Embora o mecanismo de acgédo dessas
moléculas, como antiparasitarias, néo tenha sido elucidado, sua baixa citotoxicidade,
aliada as suas propriedades farmacocinéticas favoraveis (baixo peso molecular, logP
< 5, capacidade de atuarem como doadores e aceptores de ligacao de hidrogénio) e

baixo custo sintético (LOZANO et al, 2012) as colocam como moléculas
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promissoras para o desenvolvimento de farmacos contra doencgas parasitarias
(MALLARI et al., 2008).

Entretanto, cabe mencionar que a identificacdo e caracterizacdo cinética de
inibidores frente a seus alvos macromoleculares constitui uma etapa determinante
para estabelecer quais ferramentas e estratégias poderdo ser empregadas no
desenvolvimento de moléculas candidatas a farmacos. Por essa razdo, uma das
primeiras etapas dos projetos voltados para descoberta de novos inibidores
enzimaticos é a escolha do teste cinético mais adequado para o alvo

macromolecular estudado.

1.6.1 Ensaios cinéticos para superoxido dismutase

Os ensaios cinéticos para superoxido dismutase podem ser realizados por métodos
diretos e indiretos. Entre os métodos diretos estdo a radidlise de pulso e a
espectroscopia de ressonancia de spin eletrénico (ESP, do inglés Electron Spin
Resonance Spectroscopy) (ENDO, 2002). No método de radidlise de pulso, os
radicais sdo gerados, sob condi¢des controladas, por radiacdo ionizante, e as
absor¢des destes radicais sdo observadas por espectroscopia de ultravioleta visivel
(SARAN; BORS, 1991). A espectroscopia de ressonancia de spin eletrdnico, por sua
vez, baseia-se na deteccdo de espécies com elétrons desemparelhados,
caracteristica encontrada nas espécies radicalares. Uma limitacdo da ressonancia
de spin eletrénico € o tempo necessario para realizagao de cada medida, uma vez
que uma unica leitura pode levar varios segundos, permitindo a detecgao, somente,
de radicais com meia vida longa (SARAN; BORS, 1991). Devido as limitagdes
listadas acima, esses métodos sao pouco utilizados para detecgdo quantitativa do
radical superoxido, que apresenta meia vida curta e alta reatividade (ENDO, 2002).
Outrossim, estudos cinéticos com SOD dependem largamente de ensaios indiretos
(KLUG; RABANI, 1972), ou seja, métodos que requerem uma fonte de superdxido
acoplada com um indicador cromogénico (OKADO-MATSUMOTO; FRIDOVICH,
2001). No método indireto, o superdxido pode ser gerado enzimaticamente ou
quimicamente e depois reage com uma molécula sinalizadora, formando um produto
que pode ser detectado espectrofotometricamente (GOLDSTEIN, 1988; VINATIER
et al., 2010).
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Como exemplo de metodologia para detecgédo indireta pode-se citar o sistema
xantina-xantina oxidase, no qual o radical superdxido (O»”) reduz o croméforo Nitro-
blue Tetrazolium (NBT) promovendo a formagéo de um composto de coloragdo azul
no meio reacional (Figura 9). Na presenca de SOD o radical superoéxido (O27) sofre
dismutacdo em oxigénio (Oz) e peroxido de hidrogénio (HO;), diminuindo a
formagdo do composto de coloracdo azul (ZHOU; PROGNON, 2006). A principal
desvantagem do ensaio com NBT €& a baixa concentracdo de superdxido gerado
pela fonte bioquimica (GOLDSTEIN, 1988).

Figura 9 - Determinacéo da atividade de SOD através da redugdo do NBT

xantina
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Fonte: ZHOU; PROGNON, 2006.

Outro teste indireto utilizado para medir atividade da SOD se baseia na oxidag¢ao da
adrenalina a adenocromo: solugdes de adrenalina sofrem autoxidagéo por acéo de
superoxidos gerando um produto de coloragdo rosa, denominado adrenocromo
(Figura 10 e 11) (WESER; SCHUBOTZ,1978; BINDOLI et al., 1999). A SOD atua
neste sistema capturando os radicais superéxidos (etapas 2 e 5) e inibindo assim a
producao de adenocromo (SIROTA, 2011).
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Figura 10- Oxidagéo da adrenalina a adrenocromo
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Figura 11 - Etapas da reacao de oxidagéo de adrenalina a adenocromo.

adrenalina O, (D)
adrenalina 4 O2 —® semiquinona
adrenalina + Oy __g adremalina 4+ {0, (2)

semiquinona
adrenalina +  H)0, » adrenalina 4+ 2H,O (3)

semiquinona

. . ] 4
adrep a1.1na + 0, —» quinona + 02 (4)
semiquinona
. 5
adrenalina " 0, ——» quinona + HO, )
semiquinona
adrenalina + H,0, —» adrenalina 0y (6)
semiquinona
adrenalina + adrenalina———3» adrenalina + adrenalina (7)
semiquinona semi- quinona
quinona
; leuco leuco ©)
adrenalina E— —> P
quinona adrenocromo adrenocromo

Fonte: Adaptado de BORS, 1978.

Por fim, existe um método relativamente barato, baseado na autoxidacdo do
pirogalol (1) (Figura 12) que se oxida em solugdes fracamente alcalinas para formar
purpurogalina (2). Como resultado disso, o meio reacional adquire, inicialmente, cor
marrom amarelada que logo a seguir se torna verde e ap6s algumas horas, retorna
para o tom amarelo (MARKLUND,S.; MARKLUND,G.,1974). Ao introduzir a SOD
nesse sistema ocorre a inibigdo da oxidagao do pirogalol, pois a enzima dismuta o

superoxido em oxigénio (O2) e peroxido de hidrogénio (H203).
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Figura 12 - Oxidagao do pirogalol a purpurogalina
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Fonte: Adaptado de LI, 2012

Apesar de essenciais, os dados cinéticos nao indicam com quais residuos da
enzima o inibidor esta interagindo, a menos que se facam testes com enzimas
mutantes (AYABE et al., 2000). Uma alternativa para conseguir esse tipo de
informacédo €& através de métodos computacionais que simulem o acoplamento

molecular dos inibidores com seu respectivo alvo macromolecular.

1.7 IDENTIFICAGAO DE POTENCIAIS SiTIOS DE INTERAGCAO E ACOPLAMENTO
MOLECULAR

A integracdo de métodos experimentais e computacionais € essencial na
identificacédo e no desenvolvimento de novos farmacos (GUIDO; ANDRICOPULO,
2010). O acoplamento molecular € uma estratégia computacional que tem por
objetivo predizer o modo e a afinidade de um ligante por seu alvo macromolecular,
cuja estrutura tridimensional € conhecida (HUANG; ZOU, 2010). Para que seja

possivel realizar o acoplamento €& necessario definir o espaco onde a busca
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conformacional dos ligantes sera realizada. Geralmente essa regido coincide com o
sitio ativo da proteina, todavia outros sitios de modulagdo alostérica podem ser
explorados. A identificacdo dessas cavidades/bolsbes alternativos se baseia em
critérios geométricos, energéticos ou evolutivos (PEROT et al., 2010; ZHANG et al.,
2011) que levam em conta propriedades estéreas e eletrbnicas especificas
relacionadas ao volume, forma e hidrofobicidade (FAUMAN; RAI; HUANG, 2011),
bem como a conservagéo da sequéncia primaria para identificar regides de interagao
entre a proteina e seus ligantes (LEIS; SCHNEIDER; ZACHARIAS, 2010).

Nos métodos baseados em critérios relacionados a energia de interacéo, se utiliza
uma carga de prova (CHs), que percorre toda a superficie da proteina, para
identificar regides hidrofébicas que possam ser consideradas como potenciais sitios
de ligacdo (HENRICH et al., 2009). Dessa forma, o programa Qsitefinder identifica
provaveis regides de interagdo com base na proximidade de cargas de provas com
regides hidrofébicas da proteina (LAURIE; JACKSON, 2005).

Os métodos baseados em geometria buscam por cavidades na proteina utilizando
sondas esféricas que preenchem as cavidades. Somente as esferas com baixa
exposicao ao solvente estdo presentes em bolsdes/cavidades com caracteristicas
adequadas para interagir com micromoléculas (BRADY; STOUTEN, 2000). Com
base nessa hipotese o programa PASS (Figura 13) identifica potenciais sitios de
interacdo a partir do conjunto de sondas localizadas em cavidades/bolsdes né&o
expostos ao solvente (a,b). A seguir, essas cavidades s&o preenchidas com novas
sondas esféricas até que elas comecem a chocar-se entre si ou com os residuos da
proteina (c-f). Por fim, o centro de cada cavidade é identificado, com base na
posi¢ao das esferas, e passa a ser considerado um sitio potencial de interagao (g,h)
(BRADY; STOUTEN, 2000).
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Figura 13 — Etapas para identificagdo de sitios de interacdo proteina-ligante utilizando sondas
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Fonte: Adaptado de Brady, 2011

A abordagem baseada em principios evolutivos explora a ideia de que sitios
funcionais importantes em familia de proteinas normalmente exibem alto nivel de
conservagao (MCLNNES, 2007). Este método compara sitios de ligagao entre duas
proteinas homologas e identifica as regides similares (LAURIE; JACKSON, 2005).
Como exemplo de programa que utiliza essa metodologia € possivel citar o
Concavity (Figura 14), no qual uma pontuacéo € associada a cada ponto do espacgo
(grade) levando em consideracao a probabilidade de sobreposicdo de residuos
idénticos ou conservados. Regides que apresentam pontuagcdo elevada e
apresentam residuos rotineiramente presentes em sitios ativos sao considerados

como potenciais sitios de interagédo (CAPRA, 2009).
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Figura 14 - Etapas para identificacdo de sitios de interacdo proteina-ligante com base na

conservagao de residuos entre proteinas
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Fonte: Adaptado de CAPRA, 2009

Independente da abordagem utilizada, apds a identificagdo dos potenciais sitios de
interacdo na proteina pode-se simular o acoplamento molecular de ligantes nesta
regido. Cada composto é encaixado virtualmente ao sitio de ligagdo no alvo
macromolecular com base na complementariedade das propriedades estéricas e
eletrénicas do ligante com o sitio (CHENG et al., 2012). O acoplamento molecular
pode ser dividido em duas etapas principais: busca conformacional e a pontuagéo
das conformagdes geradas (DIAS; AZEVEDO, 2008; HUANG; ZOU, 2010). Na
busca conformacional, as ligacdes simples do ligante s&o rotacionadas afim de
encontrar as conformagdes adotadas pela molécula no sitio (KALYAANAMOORTHY;
CHEN, 2011). Os métodos de busca podem ser divididos em: sistematicos (ex.
construcéo incremental); métodos estocasticos (ex. Algoritmo genético, Monte Carlo)
e métodos de simulagdo (ex. Dindmica molecular) (KITCHEN et al., 2004).

As diversas conformacdes geradas (poses) sdo ranqueadas de acordo com uma
determinada funcao de pontuacgao, que estima a energia de interagdo do ligante com
a proteina (SCHULZ-GASCH; STAHL, 2003). As fungbes de pontuagéo podem ser
agrupadas em trés classes: campos de forga, fungbes empiricas e baseadas no
conhecimento (CHENG et al.,, 2012). As fungbes da primeira classe utilizam os
potenciais de campos de forga classico para calcular as interagdes intermoleculares
nao covalentes, de acordo, basicamente, com os potenciais de Lennard-Jones
(interacbes estéreas) e de Coulomb (interacbes eletrostaticas) (SCHULZ-GASCH,;

STAHL, 2003). As fungbes empiricas calculam a energia livre global através da
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introducdo de parédmetros de ajuste que multiplicam termos que descrevem a
energia de interacdo, ligagdes de hidrogénio, contribuicbes entropicas, etc.
(ELDRIDGE et al., 1997; HUANG; ZOU, 2010; CHENG et al., 2012). Como exemplo
desse ultimo tipo de fungdo, pode-se citar a funcdo ChemScore que estima a
penalidade entropica com base no numero de ligagbes simples dos ligantes que
perdem liberdade rotacional em funcédo da interacdo com o alvo macromolecular
(KITCHEN, 2004).

As fungbes com base no conhecimento calculam as interagbes do ligante com a
macromolécula como a soma de dados estatisticos dos potenciais de pares
atdbmicos de ligacao entre o alvo e o ligante. Esses dados s&o obtidos a partir de
complexos cristalograficos proteina-ligante ou ligante-ligante. As fungbes PMF e
DrugScore sao exemplos classicos da aplicacédo dessa abordagem (CAPRA et al.,
2009).
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OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Identificar e caracterizar inibidores de superoxido dismutase de T.brucei.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o ldentificar compostos sintéticos ou de origem natural que inibam superéxido

dismutase de T. brucei

e Determinar a concentragéo de inibidor necessaria para reduzir em 50% (ICsp)
a atividade de ThSOD

e Avaliar o modo de interagédo dos inibidores identificados
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1 EXPRESSAO DE ThSODb2

Os clones de TbSODb2 utilizados neste projeto foram fornecidos pelos Dr. Richard
Garrat (IFSC/USP) e Dr. José Fernando Bachega (IFSC/USP).

As bactérias contendo um plasmideo pET28a, no qual foi inserida a sequéncia
codificante da enzima ThSODb2, foram cultivadas, sob agitacao (180 rpm), a 37°C
em meio de cultura Luria-Bertani (LB) suplementado com canamicina (30 ug/ml) e
Cloreto Férrico (100 mM). Quando a cultura atingiu D.O de 0,6 foi adicionado IPTG
(isopropril B-D-tiogalactosideo) em concentracdes que variam de 0,0 a 1,0 mM. As
células foram entédo cultivadas em diferentes condicbes de temperatura (25° C ou
37° C) por periodos de tempo que variaram de 3 a 24h. A seguir, as células foram
recolhidas por centrifugacao 5000 rpm (rotor SN93-10 ref. 12436-B ) por 30 minutos
e ressuspendidas em tampéao de lise (Tris-HCI 50 mM pH 7,5 contendo NaCl 100
mM). As células foram rompidas, primeiramente, por choque térmico utilizando
nitrogénio liquido (5 ciclos de congelamento/descongelamento). A seguir, a
suspensao de células foi lisada por sonicagéo (10 ciclos de 1 minuto cada, com
intervalo de 30s) em banho de gelo, utilizando o sonicador Sonics Vibra Cell, CV18,
amplitude 80%. Apds o rompimento das células a suspenséo foi centrifugada a
5000rpm (rotor SN93-10 ref. 12436-B) por 20 minutos e a fase soluvel recolhida para
purificacao.

Todo o processo foi acompanhado por eletroforese em gel desnaturante de
poliacrilamida (15%) contendo dodecil sulfato de sddio (SDS-PAGE). O tempo médio
de corrida foi de 2 horas e 30 minutos, mantendo a voltagem constante (130V). Os
géis foram corados utilizando solugao corante (Comassie Blue; azul de bromofenol;
metanol e acido acético) e apdés 30 minutos descorados (solu¢cao descorante: acido

acético; metanol e agua).
3.2PURIFICACAO DE TbSODb2
A enzima ThSODb2 foi purificada através da cromatografia de afinidade utilizando

resina de sefarose contendo Ni*?. Apds a coluna ter sido equilibrada com tampao A
(Tris-HCI 50 mM pH 8,0, NaCl 100 mM, CaCl, 2,5 mM), a fase soluvel, coletada
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apos lise das células, foi injetada na coluna. Na sequéncia, 20ml de tampao de
equilibrio foi novamente passado pela coluna. A eluicdo de ThSOD foi realizada
utilizando um gradiente crescente de imidazol (0-500 mM).

Realizou-se o doseamento de ThSODb2 através do método espectrofotométrico
(ZAIA, D.; ZAIA, C.; LICHTIG, 1998), utilizando o coeficiente de extingdo molar
tedrico da proteina em 280nm (50545 M™'cm™ ), calculado com o auxilio do servidor

expasy (http://www.expasy.org/).

3.3 PADRONIZACAO DOS ENSAIOS CINETICOS DE ThSODb2

A atividade catalitica de TbSODb2 foi avaliada através do método indireto baseado
na autoxidacdo do pirogalol e a reagdo foi monitorada espectrofotometricamente
(Shimadzu UV-1800) em comprimento de onda de 320 nm . A influéncia do pH (8,0,
8,5 e 9,0), concentracdo de enzima (1-15 ug) e interferéncia de solvente orgéanico
(DimetilSulféxido (DMSO) 5% e 10%) sobre a atividade de ThSODb2 foram
avaliados para se determinar as condicées que seriam empregadas nos ensaios
cinéticos. O tempo de leitura dos ensaios foi de 90s e as medidas foram realizadas
em triplicata. A média das leituras e seu desvio padrdo foram considerados para
geracao dos graficos de atividade enzimatica. Para comparagédo da significancia

entre os dados utilizou-se o teste-t de Student.

3.3TRIAGEM in vitro E DETERMINACAO DE ICs, DE INIBIDORES DE ThSODb2

Avaliou-se extratos e fragdes obtidos de Zanthoxylum tingoassuiba, Ocotea nonata,
Tibouchina pereirae, disponibilizados pelo Dr. Eudes S. Velozo (UFBA) e Dr.
Alexsandro Branco (UEFS). Realizou-se também a triagem com compostos
sintéticos cedidos pelo Dr. Silvio D. Cunha (UFBA) e extratos e fragdes provenientes
de fungos endofiticos cedidos pela Dr* Ménica T. Pupo (USP/RP). A avaliacéo de
potenciais inibidores foi realizada em concentracédo unica de 100uM, ou 1 mg/ml
quando se tratava de extratos/fragdes. Resumidamente, os potenciais inibidores
foram diluidos em DMSO e adicionados numa concentragao fixa ao meio reacional

utiizado para avaliar a atividade catalitica de TbSODb2. As condi¢des finais
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utilizadas nesses experimentos foram: concentragéo final de pirogalol 0,4 mM; 10ug
de ThSODb2; tampéo tris-HCI 100mM (pH 8,0) e DMSO (10% v/v).

A caracterizacao cinética baseou-se na determinacdo do ICsy (concentragdo que
inibe em 50% a atividade da enzima), a 25°C. Cada leitura foi realizada em triplicata
e o grafico de ICsy foi gerado por regressao néo linear com auxilio do programa
SigmaPlot 12.0.

3.5 IDENTIFICAGAO DE POTENCIAIS SIiTIOS DE INTERAGAO EM ThSODb2

A busca por potenciais sitios de interacdo na enzima ThSOD foi realizada utilizando
o servidor Metapocket 2.0, usando os parametros padrdo. Somente os resultados
dos programas Surfnet (LASKOWSKI, 1995), PASS (BRADY; STOUTEN, 2000) e
QsiteFinder (LAURIE; JACKSON, 2005) foram considerados para a analise
consensual (HUANG, 2009).

Alternativamente, o programa de acoplamento molecular AutodockVina (TROTT;
OLSON, 2010) também foi utilizado para identificar potenciais sitios de interagao,

conforme descrito no item 3.6 e 3.6.1

3.6 ACOPLAMENTO MOLECULAR

A fim de preparar a estrutura cristalografica de ThSOD (c6digo PDB: 3ESF) para os
estudos de acoplamento molecular, moléculas de agua foram removidas do arquivo
original e atomos de hidrogénio foram adicionados com auxilio do modulo
BIOPOLYMER da plataforma SYBYL-X 1.2. A seguir, a orientacdo de residuos ASN,
HIS e o estado de protonacédo de residuos ASP, GLU, LYS, ARG e HIS foram
ajustados manualmente a fim de satisfazer interagdes intermoleculares (ex. ligacdes
de hidrogénio). Finalmente, cargas atémicas parciais Gasteiger-Huckel foram
atribuidas aos residuos da proteina enquanto ao atomo de metal (Fe) foi atribuida
carga +3.

Os programas SurflexDock e AutoDockVina foram utilizados para realizar o
acoplamento propriamente dito, no qual a estrutura da proteina foi mantida rigida,
enquanto que a flexibilidade rotacional foi garantida aos ligantes. Detalhes sobre os

parametros de cada programa estao descritos abaixo.
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3.6.1 AutoDockVina

3.6.1.1 Identificagao de sitios de interagao por acoplamento molecular:

O programa AutoDockVina exige que o usuario determine apenas o centro e o
tamanho da caixa onde sera realizada a busca conformacional (TROTT; OLSON,
2010). Assim, a escolha de uma caixa de 50A x 50A x 48A, englobando todo o
mondmero da proteina (PDB: 3ESF), centro das coordenadas x= 23,83; y=-7,13; z=
36,34 possibilitou que todas as cavidades e bolsdes da macromolécula fossem

explorados.
3.6.1.2 Acoplamento no sitio potencial:

Numa segunda etapa, somente a cavidade identificada como potencial sitio de
interacdo foi considerada na etapa de busca conformacional (dimensdes da caixa
16A x 20A x 18A, centro das coordenadas x=30,23; y= -14,98; z=37,90).

3.6.2 SurflexDock

Duas etapas de acoplamento foram feitas no SurflexDock, sendo que na primeira
etapa utilizou-se os residuos do sitio ativo (His®, His™®, Asp'™! His'®®) para
delimitacdo do espaco de busca conformacional. Nessa etapa foi utilizada uma
representacao indireta do sitio que considera seu volume e as interagdes possiveis
entre um ligante e os residuos presentes no sitio de interagdo (protomol) (JAIN,
2007). Na segunda etapa os residuos utilizados para criacao dessa representagéo
(GIu®®; GIu®"; Leu™; GIn'™* Lys'®) foram aqueles que circundam a cavidade
identificada com o auxilio do programa Metapocket 2.0. Os parametros “bloat”, que
representa a extensédo do protomol, e “threshold”, que descreve a profundidade do
protomol (YANG et al., 2008), foram alterados para 1 e 0,56, respectivamente. Os

demais parametros do programa n&o foram alterados.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 EXPRESSAO E PURIFICACAO DE ThSODb2

O paradigma atual aplicado a identificacdo e otimizacdo de moléculas candidatas a
farmacos se baseia na utilizagdo de testes in vitro que permitam avaliar de forma
rapida e com baixo custo moléculas potencialmente bioativas (FERREIRA; OLIVA;
ANDRICOPULO, 2011). Muitas vezes os ensaios s&o realizados com o alvo
macromolecular isoladamente, pois isso permite ndo s6 aumentar a poténcia das
moléculas através do aumento de sua complementaridade estérea e eletrbnica com
o seu sitio de interagdo, mas também garante que a acao bioldgica observada se da
pela agdo sobre uma biomacromolécula que tem papel crucial para 0 mecanismo
fisiopatoldgico de interesse. Nesse contexto, a enzima superdxido dismutase de T.
brucei foi selecionada como alvo terapéutico de interesse. As razbes que
fundamentam tal escolha s&o: 1) A enzima SOD desempenha papel chave na
protecdo dos tripanosomatideos contra o  estresse oxidativo; 2) Farmacos
disponiveis para o tratamento da doenga de Chagas tém sua agédo farmacologica
baseada na exposi¢do dos parasitas a espécies reativas de oxigénio; 3) A enzima
SOD de T. brucei (TbSODb2), que apresenta alta similaridade sequencial e
estrutural com a enzima de T. cruzi (vide figura 7 e 8, pagina 21) pode ser expressa
na forma soluvel e ativa em sistemas heter6logos (BACHEGA et al., 2009), o que
facilita a padronizagao de testes de triagem de inibidores in vitro.

Dessa forma, a partir de um clone de E. coli (BL21-DE3) contendo o plasmideo que
codifica a enzima TbSODDb2, deu-se inicio a padronizagéo das condi¢cdes 6timas de
expressao e purificacdo de TbSODb2. Embora condigbes iniciais tenham sido
estabelecidas pelo Dr. Bachega durante seu doutorado, ndo houve necessidade
naquela época de se otimizar as condi¢gdes experimentais pois 0 objetivo do trabalho
de doutorado era outro: caracterizacao estrutural de ThSODb2 através de difracao
de raios X. Adicionalmente, deve-se considerar que diferengas interlaboratoriais, de
reagentes e até mesmo da cepa utilizada para producéo de ThSODb2 podem exigir
pequenos ajustes no protocolo de expresséo e purificagédo da enzima. Considerando
as razbes expostas acima, foram realizados testes para avaliar as melhores
condi¢des de obtenc&o da enzima alvo através da expressao heteréloga visando sua

obtencao em quantidades elevadas e na forma soluvel.
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A primeira variavel investigada foi a influéncia de diferentes concentragdes de IPTG
(0,1-1mM) sobre os niveis de expressao e solubilidade da enzima, quando a indugéo
da expresséo é feita a 37° C (Figura 15). Observou-se que nesta temperatura tem-se
um bom nivel de expressédo, no entanto a maior parte da proteina se encontra na
fracao insoluvel. Esse resultado pode ser decorrente do enovelamento incorreto das
proteinas, e consequente agregacao, que é favorecida em temperaturas mais altas
(SORENSEN; MORTENSEN, 2005).

Figura 15 - Gel (SDS-PAGE) 15% com diferentes condi¢cdes de expresséo de TbSODb2 a 37°C por 3
horas: (1) sobrenadante 1.0 mM IPTG; (2) precipitado — 1.0 mM IPTG ; (3) sobrenadante 0.5mM
IPTG; (4) precipitado — 0.5mM IPTG; (5) sobrenadante - 0.1mM IPTG; (6) precipitado 0.1 mM IPTG;
(7) sobrenadante — 0.0 mM IPTG,; (8) precipitado - OmM IPTG (9) Padrdo de peso molecular
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Por outro lado, a redugéo da temperatura inibe a expressédo de proteases do choque
térmico e aumenta a expressdo de chaperonas de E.coli, responsaveis pelo
enovelamento correto de proteinas (SORENSEN; MORTENSEN, 2005). Assim,
novos testes de expressao foram realizados na temperatura de 25°C, considerando

2 tempos diferentes de inducao: 6 horas (Figura 16) e 24 horas (Figura 17).
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Figura 16 - Gel (SDS-PAGE) 15% com diferentes condi¢cdes de expressdo de ThSODb2 a 25°C por 6
horas: 1) sobrenadante 1.0 mM IPTG; (2) precipitado — 1.0 mM IPTG ; (3) sobrenadante 0.5mM IPTG;
(4) precipitado — 0.5mM IPTG; (5) sobrenadante - 0.1mM IPTG; (6) precipitado 0.1 mM IPTG; (7)
sobrenadante — 0.0 mM IPTG; (8) precipitado — 0.0mM IPTG (9) Padrdo de peso molecular
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A redugdo da temperatura leva a um decréscimo na produgdo da enzima de
interesse, o que pode ser contrabalanceado pelo aumento do tempo de inducéo.
Como esperado, os niveis de expressdao de ThSODb2, na forma soluvel, tornam-se
superiores com tempos maiores de indug¢ao, assim foi padronizado o tempo de 16
horas para expressao de ThSODb2, entretanto a constatacdo de que os niveis de
expressao variam pouco quando se passa de 0,1 mM para 1 mM de IPTG nos
levaram a utilizar uma concentragéo intermediaria (0,5 mM) nos experimentos

subsequentes.
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Figura 17 - Gel (SDS-PAGE) 15% com diferentes condi¢cdes de expressdo de ThSODb2 a 25°C por
24horas: 1) sobrenadante 1.0 mM IPTG; (2) precipitado — 1.0 mM IPTG ; (3) sobrenadante 0.5mM
IPTG; (4) precipitado— 0.5mM IPTG; (5) sobrenadante - 0.1mM IPTG; (6) precipitado 0.1 mM IPTG;
(7) sobrenadante — 0.0 mM IPTG,; (8) precipitado — 0.0 mM IPTG (9) Padrao de peso molecular
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Uma vez otimizadas as condi¢des de expressao, iniciou-se a purificagéo da proteina
recombinante ThSODb2, utilizando cromatografia de afinidade. Essa estratégia é
semelhante ao procedimento utilizado por Bachega e colaboradores (2008), uma vez
que na etapa de subclonagem do gene que codifica ThSODb2, no vetor de
expressao pET28a, foram inseridos 6 residuos de histidina na por¢ao N-terminal da
proteina. Portanto, essa estratégia possibilita que TbSODb2 seja purificada por
cromatografia de afinidade com colunas que tenham ions de Ni imobilizados: Ao se
passar a fracdo soluvel de proteinas, obtida ap6s sonicagcéo e centrifugacao, pela
coluna cromatografica, a enzima de interesse é retida, enquanto as demais s&o
eluidas juntamente com o tampdo de lavagem (BRESOLI; MIRANDA; BUENO,
2009). Devido a sua interagao forte com a coluna é necessario adicionar um agente
que tenha afinidade pelo Ni e desloque TbSODb2. Bachega e colaboradores (2008)
utilizaram para isso um tampao contendo 100 mM de imidazol que foi injetado de
forma abrupta na coluna (step unico). A fim de assegurar maior pureza de
ThSODb2, utilizou-se um gradiente crescente de imidazol (0 — 500 mM), que
promoveu a eluicdo de TbSODb2 na concentragdo de 250 mM de imidazol (Figura

18). Nota-se que essa estratégia permite a separacéo de fragbes de proteina que se
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ligam fracamente a coluna de Ni, em funcdo de apresentarem residuos de histidina

na sua superficie.

Figura 18 - Cromatograma da purificacdo de ThSODb2. Em azul: picos referentes as fracdes

coletadas; Em verde: gradiente de imidazol.
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O rendimento médio desse processo € de 40mg de proteina por litro de meio de
cultura utilizado para expressdo, enquanto o rendimento obtido por Bachega e
colaboradores (2008) foi de 70mg/L. O rendimento inferior pode ser decorrente das
alteragcdes implementadas no protocolo de purificagdo, bem como de fatores
inerentes a cepa utilizada nos nossos experimentos. No entanto, cabe destacar que
ThSODb2 obtida através da metodologia descrita acima apresenta grau de pureza
adequado (Figura 19) para realizar os teste de inibigéo cinética.

Outro ponto relevante a ser mencionado é que embora Bachega e colaboradores
(2008) tenham alcangado rendimentos superiores, eles n&o investigaram as
condigdes ideais de concentragcdo de enzima, pH, concentracdo de pirogalol e
estabilidade de SOD frente a solventes organicos para realizar a triagem de

inibidores de TbSODb2. Dessa forma, foi necessario padronizar esses parametros a
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fim de obter condigbes reacionais que permitissem a identificacdo de inibidores
estruturalmente diversos e que modulem ThSODb2 por diferentes mecanismos de
acao (inibicao competitiva, ndo competitiva ou incompetitiva). Maiores detalhes

sobre esse tépicos sdo apresentados a seguir.

Figura 19 - Gel (SDS-PAGE) 10% mostrando a pureza obtida apos eluigdo com imidazol: (1) padrdo
de peso molecular; (2 -4) eluicdo com 250mM imidazol; (5-9) eluigdo com 500mM imidazol.
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4.2 PADRONIZAGCAO DO ENSAIO CINETICO DE ThSODb2

A fim de caracterizar os parametros cinéticos de uma enzima, pode-se utilizar
concentragbes de enzima e substrato que promovam a reacdo enzimatica em
“‘estado estacionario”. Nessas condigbes a concentracdo do complexo ES (E+S S
ES - E + P) é constante, ocorrendo um equilibrio entre a formacgéo e
desaparecimento de ES. Para que isso ocorra a razdo entre a concentragédo do
substrato e da enzima deve ser elevada (COOPELAND, 2005). Todavia, ndo se
pode utilizar concentragcbes muito pequenas de enzima pois isso dificultaria o
acompanhamento da reac¢ao, uma vez que a intensidade do sinal medido seria muito
pequena e se aproximaria do limite de deteccdo do ensaio. Outra limitagcdo da
utilizacdo de pequenas concentracdes de enzima é que essa pode se adsorver as

paredes da cubeta e, consequentemente, causar desvios na cinética esperada.
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Visando equilibrar esses fatores e garantir que a reacao tivesse cinética de primeira
ordem (dependente apenas da concentracdo da enzima), investigou-se a
concentragédo 6tima da enzima para inibir a auto-oxidagéo do pirogalol (Figura 20).
Esse meétodo indireto foi selecionado em funcdo de seu baixo custo e por ser
amplamente utilizado para identificar inibidores de SOD (ROTH; GILBERT, 1984;
KABIRI; STEVERDING, 2001; SOULERE et al., 2002). Sabendo-se que o pirogalol
gera o substrato da superéxido dismutase (ion superoxido), para que as condi¢des
estacionarias sejam respeitadas, deve-se utilizar uma concentragéo de pirogalol bem
maior que a concentracdo da enzima. De fato, estudos anteriores (MARKLUND,S;
MARKLUND,G., 1974; LI, 2012) sugerem concentragbes na faixa de 0,2mM -
0,4mM de pirogalol. Logo, adotou-se a concentracdo final de 0,4mM de pirogalol e
iniciou-se o estudo da concentracdo ideal de enzima a ser utilizada.

Ao se comparar a porcentagem de auto-oxidag&do que ocorre na presenca de 5 ug e
10 pg de TbSODb2 (Figura 20), percebe-se uma redugdo de mais de 100% na taxa
auto-oxidagéo (43 + 0,0181 x 16,60 + 0,0014), o que sugere que a inibicdo da reacao
esta sendo influenciada majoritariamente pela concentragao da enzima. Por outro
lado, ao se comparar a taxa de inibicdo da auto-oxidagdo na presenca de 1 ug e 5
Mg de ThbSODb2 (55 £ 0,0026 vs 43 £ 0,0181) nota-se uma falta de linearidade na
resposta. Nesse caso, a explicagdo mais plausivel € que a enzima esteja se
adsorvendo as paredes da cubeta. Ao se utilizar concentragbes superiores de
TbSODDb2 verifica-se que ha variagéo significativa na porcentagem de oxidagao (10
Mg vs 12,5 pg, P=0,0001; 10 vs 15 ug P< 0,0001; 12,5 pg vs 15 pg, P=0,045), o que
indica que nessas condigcbes a velocidade de reagdo ainda € dependente da
concentragédo de TbSODDb2, ou seja, a reagédo ocorre em condigbes estacionarias.
Considerando os fatores acima, pode-se concluir que a cinética de primeira ordem
(estado estacionario) é respeitada nas concentragdes testadas. A fim de garantir que
o sinal observado seja significantemente diferente daquele observado na auséncia
de ThSODb2 e que o estado estacionario seja mantido pelo maior tempo possivel,
adotou-se a concentracdo de 10 pg para realizagcdo dos testes de inibicao

enzimatica.
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Figura 20 - Inibicdo da autoxidag&o do pirogalol (0,4mM) na presenca de concentragdes diferentes da
enzima TbSODb2. a) P= 0,0001 entre 10 ug e 12,5 ug; b) P< 0,0001 entre 10 yg e 15 ug; c) P=0,045
entre 12,5 ug e 15 ug.
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Outro fator que pode influenciar a velocidade inicial da reacdo enzimatica e a
interacdo de ThSODb2 com seu substrato e demais ligantes € o pH do meio
reacional (COOPELAND, 2005). A fim de se determinar a concentragao
hidrogenibnica que garanta estabilidade e eficiéncia catalitica adequadas aos
estudos de cinética enzimatica dever-se-ia avaliar a atividade catalitica de ThSODb2
numa ampla faixa de pH. Entretanto, as condi¢gbes étimas de atividade cinética, na
maioria das vezes, sdo proximas daquelas encontradas em condig¢des fisiologicas da
enzima, ou seja, no parasita. Infelizmente, geralmente, ndo € possivel se determinar
de forma acurada qual o pH do compartimento onde a enzima se encontra
(glicossomo para TbSODb2 e ThSODb1). Por essa razéo, costuma-se realizar os
testes cinéticos em condigbes préximas ao do pH fisiolégico do hospedeiro (pH 7,4).
Todavia, a taxa de oxidagao reduzida do pirogalol neste pH limita a utilizacédo desse
pH, pois o sinal observado na presenca e na auséncia de TbhbSODb2 séao

semelhantes (dados nao mostrados). Por outro lado, o aumento de pH provoca uma
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aceleragao no processo de oxidacao do pirogalol (MARKLUND,S.;MARKLUND, G.,
1974), o que deve favorecer o aumento do sinal e, consequentemente, melhorar a
sensibilidade do teste. Por essa razdo, investigou-se a atividade enzimatica nos
seguintes pHs: 8,0; 8,5; 9,0 (Figura 21). Embora a atividade catalitica permaneca
praticamente inalterada em pH 8,0 ou 8,5, observa-se que meios reacionais ainda
mais basicos causam reducdo da atividade catalitica. Sendo assim, padronizou-se

os testes com a utilizagao de pH 8,0 (condigdo mais préxima do pH fisioldgico).

Figura 21 - Atividade de SOD em diferentes faixas de pH. Condi¢bes reacionais: Pirogalol (0.4mM),
Tampao Tris (100 mM) e ThSODb2 10ug
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ApOs estabelecer as condigdes ideais para avaliacdo da atividade catalitica de
ThSODb2 avancamos para a padronizacdo dos testes de triagem de potenciais
inibidores, mas como a grande maioria das moléculas a serem testadas néo é
soluvel em &agua, foi necessario investigar a estabilidade da enzima frente a
solventes organicos.

Ao se adicionar solventes organicos ao meio reacional, altera-se o padrdo de
ligagbes de hidrogénio e interagbes hidrofobicas que estabilizam a estrutura
tridimensional da proteina (ARAGAO et al., 2009). Consequentemente, pode ocorrer
reducéo de sua atividade catalitica (BEVILAQUA, 2005) e, até, desenovelamento da

proteina (LIMA; ANGNES, 1999). Considerando que a maioria das moléculas a ser
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testada é soluvel em DMSO, o efeito desse solvente sobre a atividade de TbSODb2
foi investigado (Figura 22) a fim de se determinar a menor quantidade de solvente
organico que permitisse solubilizar os potenciais inibidores e que nao levasse a
reducao significativa na atividade catalitica. Os resultados mostraram que nao existe
diferenca significativa na atividade da enzima na presencga de 5% (P=0,88) ou 10%
(P=0,38) de DMSO. A partir desse resultado, padronizou-se a concentracéo de 10%
de DMSO para solubilizagdo das moléculas a serem testadas, pois a maioria dos
produtos a serem testados precipita em solugdes aquosas contendo apenas 5% de
DMSO.

Figura 22 - Teste de estabilidade da enzima em 5% e 10% de DMSO usando tamp&do 100mM Tris-
HCI pH8,0; 0,4mM pirogalol, TbSODb2 10ug. P=0,88 entre 0 e 5%DMSO; P= 0,38 entre 0 e 10%
DMSO.
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4 3TRIAGEM DE INIBIDORES DE ThSOD

Como destacado anteriormente, produtos naturais possuem um amplo espectro de
complexidade estrutural e diversidade funcional distintos dos compostos sintéticos
(YUE et al.,, 2012). Nesse sentido, pequenas moléculas, provenientes de fontes
naturais, sdo reconhecidas como estruturas privilegiadas com probabilidade maior
do que muitos compostos sintéticos de exibir atividade biolégica (CRAWFORD et al.,

2011). Por essa razao, extratos e fracdes obtidos de Zanthoxylum tingoassuiba,



49

Ocotea nonata, Tibouchina pereirae, foram avaliados quanto ao seu potencial
inibitério de TbSODb2 através de ensaio de dose unica (1mg/mL). Essa abordagem
teve por objetivo guiar o fracionamento biomonitorado de extratos que
apresentassem a atividade bioldgica desejada. Embora um numero expressivo de
fracbes e extratos tenha sido avaliado, somente o extrato de Ocotea nonata
(butandlico) e o extrato de Tibouchina pereirae (hexano) apresentaram inibigao
maior que 50% nos testes de triagem realizados.

A triagem realizada com os extratos e fragdes de produtos naturais permitiu também
identificar a catequina, um derivado fendlico que pode ser encontrado no cha verde
(Camellia sinensi) (SANELLA et al., 2007) como uma molécula que interfere na
oxidacdo do pirogalol (Figura 23). Esse efeito estd associado a presenca do
grupamento catecol na catequina, o qual compete com o pirogalol na reacéo de
oxidacgao (vide figura 12 pagina 26). Entretanto, SOULERE e colaboradores (2002)
demonstraram que derivados catecoélicos, apds sofrerem oxidagdo para forma
quinona apresentam atividade inibitéria frente a enzima FeSOD. Visando investigar
se 0 mesmo comportamento seria observado em nosso estudo o0s grupos
catecolicos da catequina foram oxidados (oxidagdo em temperatura ambiente e
acompanhamento por espectroscopia de ultravioleta visivel até ndo haver mais
alteracao no espectro de absorbancia), dando origem a forma quinona da catequina
(catequina oxidada) (Figura 24). Essa estratégia eliminou a interferéncia com o
ensaio e permitiu constatar que a catequina na sua forma quinona, de fato,
apresenta atividade inibitéria sobre ThSODb2 (Figura 25).
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Figura 23 - Interferéncia da forma oxidada e ndo oxidada da catequina na oxidag&o do pirogalol
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Figura 25 - Atividade inibitoria das formas oxidada e n&o oxidada da catequina frente a ThSODb2.
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Apesar desse resultado promissor, dados da literatura mostram que é dificil
quantificar a concentracédo de quinonas geradas in situ por oxidagéo espontanea dos
grupamentos catecdlicos, pois eles se decompdem rapidamente em solugdes
aquosas (SOULERE et al, 2002; JANEIRO; BRETT, 2004). Portanto, a
caracterizacao cinética do perfil de inibicdo de ThSODb2 por catequina oxidada néo
¢ trivial. A fim de contornar esse problema, adquiriu-se um conjunto de 2 analogos
de catequina (Figura 26), disponiveis comercialmente, que ndo devem sofrer o
mesmo processo de autoxidacdo (formacao de quinona) e seréo avaliados frente a
TbSODDb2.

Figura 26 - Analogos da catequina disponiveis comercialmente
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Paralelamente, foram avaliados também metabdlitos obtidos de fungos endofiticos.
A diversidade quimica observada nessas moléculas é bastante diferente daquela
presente nas plantas estudadas e portanto representam uma por¢cdo do espaco
quimico ainda nao explorada pelos produtos naturais previamente avaliados. Entre
os extratos e fragdes testados (vide anexo A), sete apresentaram reducgédo da
oxidagdo do pirogalol (22FHS-63; 22FHS-84; 22FAS 63; 31FHS-21; 31FHS42;
31FHS-63; 31FHS-84; SA-A7A-COX4.1) e os demais n&o apresentaram atividade.

Por fim, avaliou-se também uma biblioteca de 33 derivados de tiossemicarbazona e
tioxipirimidina (Quadro 2 e 3). O interesse nessa classe quimica se deve ao fato de
moléculas similares ja terem sua atividade antimicrobiana e antiparasitaria descritas
na literatura (BACCHI et al.,1998; SILVA, 2004; KONG et al., 2011). Adicionalmente,
a facilidade de obtencao dessas moléculas através de reagbes multicomponentes,
usando micro-ondas (CUNHA; SILVA, 2009), ou de derivados das mesmas
contribuiria para a fase de otimizacdo da poténcia de eventuais inibidores

identificados nos testes de triagem.

Quadro 2 — Derivados de tioxipirimidinas testados contra TbSODb2

(0] S
)
|
R4
R R4

OEt n-Butil
CHs n-Butil
CHs CH2CeHs
OEt CH2CsHs




Quadro 3 — Derivados de tiossemicarbazonas testados contra ThSODb2

S
o A
Ol
R, R; Rz R3

CeHs CeHs CoHyg CeHs

CeH5-2-OH CeHs CgH7 CeHs

CeHs-4-H3CO CeHs CeHs-4-Cl CeHs

CeHs-4-Cl CeHs CeH5-2-OH-3-H3CO CeHs

CesHs5.4-N(CH3), CeHs CeHs-2-OH CeHs

CeHs -2-Cl CeHs CeHs-2-NO; CeHs

CeH5-2-H3CO CeHs C1oHsO CeHs

CesH5-4-NO, CeHs CeHs5-3,4-OH CeHs

CeH5-2-H3;CO-3-OH CeHs C24H150 CeHs

CeHs5-4-H3;CO CeHs CeH5-3-H3CO-4-OH CeHs

C/H40, CeHs CeH5-3-OH CeHs

CgHs CeHs CeHs n-Butil
CeHs-4-H3CO CeHs-4-Cl CeHs CeHs-4-Cl
C/H40, CeHs-4-Cl CoHs-4-NO, CeHs-4-Cl

CHeNO CeHs-4-Cl ] ]
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Embora os derivados de tioxipirimidina ndo tenham apresentado atividade frente a
ThSODDb2, foi identificado que a Fenantrenoquinona 4-fenil tiossemicarbazona tem
atividade inibitoria no ensaio de dose unica (40%).

Na sequéncia, procurou-se determinar a concentragdo do inibidor na qual a
velocidade de formacao do produto é igual a metade da velocidade sem a presenca
do inibidor, pois esse valor, conhecido como ICsy, € usado para ranquear novas
entidades quimicas em termos da poténcia inibitéria (KRIPPENDORFF et al., 2009).

A curva dose-resposta obtida sugere que o valor de ICsy seja proximo de 200 uM
(Figura 27). Valores exatos ndo puderam ser calculados devido a limitagcbes com a

solubilidade da molécula em concentragcbes acima de 250uM.

Figura 27 - Curva dose-resposta de Fenantrenoquinona 4-fenil tiossemicarbazona frente a ThSODb2.
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4.4 IDENTIFICAGAO DE SiTIO E ACOPLAMENTO MOLECULAR

Em funcgao das dificuldades experimentais discutidas anteriormente, n&o foi possivel,
até o momento, definir o mecanismo de inibicdo de catequina oxidada e de
Fenantrenoquinona 4-fenil tiossemicarbazona utilizando métodos classicos de
cinética enzimatica. Alternativamente, procurou-se investigar esse topico com o

auxilio de ferramentas in silico. Essa abordagem computacional pode ser dividida



55

nas seguintes etapas: 1) identificagdo de potenciais sitios de interacdo em
ThSODb2; 2) Simulacdo do acoplamento molecular de catequina oxidada e de
Fenantrenoquinona 4-fenil tiossemicarbazona nos sitios previamente identificados;
3) Planejamento de modificagcbes moleculares que possam aumentar a
complementariedade estérea e eletrbnica com o sitio de interagdo; 4) sintese e
avaliacao biolégica dos derivados.

De uma forma geral, o sitio ativo de uma enzima constitui o principal sitio de
interacdo presente na sua superficie e moléculas que tenham afinidade por ele
comportam-se como inibidores competitivos. Todavia, o substrato de TbSOD é um
ion superoxido, consequentemente, o volume desse sitio de interacédo é bastante
inferior aquele necessario para interagdo de uma molécula com caracteristicas de
protétipo (lead-like) ou de farmacos (drug-like) (LAURIE; JACKSON, 2006). Além
disso, dados da literatura mostram que inibidores de FeSOD podem interagir com
aminoacidos fora do sitio de ligagdo (SOULERE,2002; MESHNICK,1985).

De fato ao simular o acoplamento molecular da catequina oxidada e de
Fenantrenoquinona 4-fenil tiossemicarbazona no sitio ativo verifica-se que todas as
solugdes encontradas pelo programa SurflexDock estdo fora do sitio ativo (Figura
28).

Figura 28 - Acoplamento de Fenantrenoquinona 4-fenil tiossemicarbazona e catequina oxidada no
sitio ativo de ThSODb2, de acordo com o programa SurflexDock. Os residuos do sitio ativo estao
destacados em amarelo. Esquerda: em rosa estédo representadas as poses de maior pontuag&o para
catequina oxidada; Direita: Em azul estdo representadas as poses de maior pontuagéo para 4-fenil-

fenantrenoquinona tiossemicarbazona
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Diante desse resultado preliminar, decidiu-se utilizar os programas Surfnet,

QsiteFinder e PASS para identificar outros sitios de interacdo presentes na
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superficie de TbSODb2, que possam acomodar os inibidores identificados no
decorrer desse projeto. Os programas PASS e Surfnet consideram apenas
caracteristicas geométricas para predizer os bolsbées e cavidades que possam ser
considerados como sitios de interagdo, enquanto o programa Q-siteFinder calcula as
interacbes de Van der Waals com uma metila para criar mapas de interagéo
potencial ao redor da superficie da proteina (CAPRA et al., 2009). Dessa forma, a
combinagao dos resultados obtidos com cada um desses programas pode levar a
predicbes mais corretas sobre os sitios de interacdo presentes em TbhSODb2.
Levando em consideracao essa hipdtese, o sitio de interacdo formado pelos
residuos GIn'®*: Lys' Leu'™®; Phe’™: GIu® e GIu® foi identificado (Figura 29).
Assim como observado para sitio ativo de ThSOD e TcSOD (Figura 8, pagina 21),
existe alta conservacéo sequencial para os residuos presentes nesse bolsao (Figura
30).

Figura 29 - Identificacdo de sitios de interacdo através dos programas Surfnet , PASS I,
QsiteFinder I, no monémero A de ThSOD (codigo PDB: 3ESF). Os residuos em destaque
representam o novo sitio encontrado.
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Figura 30 - Sobreposicdo de ThSOD e TcSOD evidenciando a conservagdo dos residuos no
potencial sitio identificado.

Outra estratégia para identificagdo de potenciais sitios alternativos de interacao se
baseia em simular o acoplamento molecular em todos os bolsdes e cavidades
presentes na proteina e, posteriormente, utilizar a funcao de pontuagao do programa
para definir em quais regides a interagcdo molecular € mais favoravel. Essa
metodologia ndo pode ser implementada no programa SurflexDock, pois o espacgo
de busca é definido a partir do protomol (vide secédo 3.6.2), razdo pela qual essa
estratégia de acoplamento molecular foi realizada somente com o programa
AutoDockVina. Inicialmente, o espaco de busca foi definido como um cubo de 50A x
50A x 48A, no qual o mondmero A de ThSOD (cddigo PDB: 3ESF) esta inserido. As
poses obtidas a partir desse acoplamento as cegas (blind docking) foram
ranqueadas de acordo com os valores de energia livre de interagéo inibidor-enzima
e aquelas com maior pontuagdo foram agrupadas segundo o desvio quadratico
médio (RMSD, do inglés root mean square deviation) das posi¢cdes atdbmicas. Os
resultados desse experimento mostram que as poses de Fenantrenoquinona 4-fenil
tiossemicarbazona se agrupam em duas regides da proteina (Figura 31): 12 regido- 7
poses; 22 regido- 2 poses. A variagao de energia livre entre as moléculas do grupo
mais populoso foi de -0,7 Kcal/mol, o que indica a convergéncia do programa nas
solugdes encontradas. As moléculas desse cluster interagem com residuos préximos
daqueles identificados, de forma consensual, pelos programas PASS, QsiteFinder e
Surfnet.
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Figura 31 - Solu¢des encontradas com auxilio do programa AutoDockVina para o acoplamento cego
de Fenantrenoquinona 4-fenil tiossemicarbazona em TbSODb2. Esquerda: sitio de interagéo
encontrado com 7 poses; Direita: sitio de interagao encontrado com 2 poses.
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Ao se aplicar a mesma estratégia (blind docking) para o acoplamento da catequina
oxidada na estrutura de ThSODb2, verifica-se que as poses se agrupam em 3
regides (1° regido: 5 poses; 2° regido: 3 poses e 3° regido: 1 pose (Figura 32)
apresentando uma variagéo de -0,3Kcal/mol na energia de interacao entre as poses

de 1° regido.

Figura 32 - Solugdes encontradas com auxilio do programa AutoDockVina para o acoplamento cego
de catequina oxidada em ThSODb2. Em amarelo: residuos do sitio de interagcdo encontrado. Em lilas:

poses geradas para catequina oxidada. Em verde: mondémero de TbSODb2.
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Novamente, a regido que concentra o maior numero de solugdes esta proxima
daquela identificada com auxilio dos programas PASS, Surfnet e QsiteFinder.
Visando melhorar a qualidade das solu¢des encontradas, o espacgo de busca foi
reduzido para um cubo com dimensdes de 16A x 20A x 18A, englobando os
residuos do provavel sitio de interagao (GIn'®*; Lys'®; Leu'®; Phe™; GIu*® e Glu®),
com uma margem extra de 1,0 A. Essa estratégia permite que a busca
conformacional seja realizada de forma mais eficiente e, portanto, as poses sejam
mais proximas daquela que seria observada experimentalmente.

Os modos de interagdo encontrados com o auxilio do programa AutodockVina se
agrupam em duas regides, sendo que a energia de interacao entre elas difere em
apenas 0,6Kcal/mol (Figura 33). Em fungado disso, o numero de solugbes em cada
regiao é semelhante (5 poses na 12 regido versus 4 poses na 22 regiao). Outro fator
a ser considerado é que a energia de interacdo da melhor solugéo (-6,2Kcal/mol) é
proxima daquela obtida no acoplamento cego (-6,4Kcal/mol). Entretanto, uma
analise visual detalhada do modo de interacdo da 22 e 32 pose (2° regiédo) mostra
que os anéis cromano estdo orientados perpendicularmente a Glu®®, impossibilitando

que o mesmo faga interagdes polares com o ligante ou com moléculas do solvente.

Figura 33 - Solugbes obtidas com o acomplamento da catequina oxidada utilizando o programa
AutoDockVina. Em amarelo: residuos identificados pelo consenso entre o PASS, Surfnet,Qsitefinder.
Em lilds: poses geradas incluindo a de maior pontuagéo para catequina oxidada. Em azul: segundo
grupo de poses geradas para catequina oxidada apresentando pontuagbes menores. Em verde:
Monémero de ThSODb2
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Por outro lado, na pose de maior pontuagéo (1° regiao), o anel pirano posiciona as
hidroxilas das posi¢des 3 e 7 para interagir com as carbonilas dos residuos Arg'¥ e
Ala'?, enquanto o anel fenila realiza interagées do tipo T-stacking com o residuo
Phe’ (Figura 34). Outro fator que merece ser mencionado é a boa
complementariedade que essa pose apresenta com a superficie molecular de
TbSODb2 (Figura 34).

Figura 34 - Acomplamento da catequina oxidada utilizando o programa AutodockVina. Esquerda:
Pose de maior pontuagé&o evidenciando as interagbes com a proteina. Direita: Representagdo da
superficie da proteina e encaixe da catequina oxidada. Em amarelo: os residuos GIn'®*; Lys'™”;
Leu™; Phe™; GIu®® e GIu®’ do sitio identificado e Ala'** e Arg'®’ residuos préximo ao sitio que fazem
interagdo com o inibidor. Em lildas: Pose de melhor pontuagdo gerada para catequina oxidada. Em

verde: Monémero de ThSODb2. Em cinza: representacao da superficie de TbSODb2
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Embora métodos de busca conformacional baseados em algoritmos genéticos
apresentem grande eficiéncia para identificar poses préximas aquelas encontradas
experimentalmente para moléculas com até 5 ligagbes rotacionaveis (TROTT,;
OLSON, 2010), a fungdo de pontuacdo disponivel no programa AutoDockVina
descreve de forma simplificada a componente entropica da energia livre de ligagéo.
Como consequéncia disso, a conformacao bioativa pode ndo apresentar a melhor
pontuacéo entre as poses sugeridas pelo programa. Como alternativa para contornar
essa limitagdo, decidiu-se simular o acoplamento molecular de Fenantrenoquinona
4-fenil tiossemicarbazona e de catequina oxidada com um segundo programa de

acoplamento molecular (SurflexDock), o qual emprega tanto um método de busca
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quanto uma funcéo de pontuacgéo diferentes (JAIN, 2003) daqueles do programa
AutoDockVina. Espera-se que entre as poses de melhor pontuagdo, segundo o
programa SurflexDock, algumas sejam semelhantes aquelas identificadas com
auxilio do programa AutodockVina. Essas solugdes consensuais apresentam maior
chance de se aproximarem das conformagdes bioativas (CLARK et al., 2002;
FEHER, 2006).

De acordo com o programa SurflexDock, a catequina oxidada se liga na regido

" e Ala™? (Figura 35). Entretanto, o padrao de

localizada entre os residuos Arg'
ligacdes de Hidrogénio é diferente daquele mostrado anteriormente, uma vez que
agora € a hidroxila da posicédo 3 que interage com Arg197 enquanto a hidroxila da
posicdo 5 faz uma ligacdo de hidrogénio com a cadeia lateral de Glu®® e a hidroxila
da posicdo 7 interage com o anel imidazol do residuo His' (Figura 35). Dessa
forma, a solugéo de maior pontuacdo (4.40 kcal/mol) interage com ThSODb2 numa
posicao perpendicular em relacdo aquela proposta pelo programa AutodockVina

(Figura 36).

Figura 35 - Solugdes obtidas com o acomplamento da catequina oxidada utilizando o programa
SurflexDock. Em amarelo residuos identificados pelos algoritmos PASS,QsiteFinder, Surfnet. Em lilas:
poses geradas para catequina oxidada. Em verde: Monémero de ThSODb2

! Calculado a partir do “score total” do surflex-dock e considerando RT= 0,59Kcal/mol (temperatura de
25°C)



62

No entanto a complementariedade estérea da pose sugerida pelo programa
SurflexDock é inferior aquela encontrada pelo programa AutodockVina, sugerindo
que esse ultimo parece ser mais adequado para predizer o modo de interagéo de
catequina oxidada em ThSODb2 (Figura 36).

Figura 36 — Solugdes do acoplamento molecular para catequina oxidada segundo os programas
SurflexDock e AutodockVina na superficie da proteina ThSODb2. Em azul: acoplamento da catequina
oxidada segundo o programa SurflexDock. Em lilas: acoplamento da catequina oxidada segundo o
programa AutodockVina. Figura em duas orientagbes para realgar a maior complementariedade do
AutoDockVina.
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Levando em consideragao os resultados obtidos com o programa AutodockVina para
catequina oxidada, decidiu-se utilizar prioritariamente esse programa para simular o
acoplamento da fenantrenoquinona 4-fenil tiossemicarbazona em TbSODb2.

As solugbes encontradas para Fenantrenoquinona 4-fenil tiossemicarbazona com
auxilio do programa AutodockVina apresentaram 2 agrupamentos de poses (Figura
37). A solucao de maior pontuagao (-6,8Kcal/mol ) encontra-se no agrupamento que
concentra 0 maior numero de poses (aproximadamente 70%). Contudo, ela
apresenta pontuagdo inferior aquela identificada no acoplamento cego (-
7,7Kcal/mol). Esse resultado sugere que Fenantrenoquinona 4-fenil
tiossemicarbazona interage de forma mais eficiente fora da regido delimitada para a
busca conformacional, ou seja, o0 modo de interagdo proposto pode ser um artefato
da metodologia utilizada. Essa hipétese é corroborada pela analise do modo de
interacdo proposto para a pose de maior pontuagdo (Figura 39): O grupo

tiossemicarbazona encontra-se distorcido e o numero de interagbes polares entre
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ligante e macromolécula é extremamente reduzido. Em conjunto, essas
caracteristicas mostram que o programa AutodockVina nao foi capaz de encontrar

solugdes corretas para o problema de acoplamento molecular.

Figura 37 - Solugdes obtidas com o acomplamento da Fenantrenoquinona 4-fenil tiossemicarbazona
utilizando o programa AutodockVina. Esquerda: Todas as poses para a Fenantrenoquinona 4-fenil
tiossemicarbazona. Direita: Interagbes realizadas pela pose de maior pontuagcédo. Residuos em
amarelo correspondem aos residuos identificados pelo consenso entre os programas PASS,
Surfnet,Qsitefinder. Em azul: poses de maior pontuagéo. Em laranja: poses de menor pontuagdo. Em
verde: monémero de ThSODDb2. Linha tracejada representa uma ligagdo de Hidrogénio.
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Por essa razao, decidiu-se empregar o programa SurflexDock como uma alternativa
para investigar o modo de interagdo de Fenantrenoquinona 4-fenil
tiossemicarbazona.

As poses geradas pelo SurflexDock mostram que o grupo tiossemicarbazona, na
maioria das solug¢des propostas, interagem com o residuo Glu®®, enquanto o grupo
fenantrenoquinona ora se acomoda perto da Phe’, ora préximo a Lys'*® (Figura 38).
Esse modo de interacdo é similar aquele encontrado pelo programa AutodockVina.
Adicionalmente, se observa que os angulos de ligagdo do grupo tiossemicarbazona
encontram-se também distorcidos (embora em menor grau). Portanto, em funcéo de
limitacbes na parametrizacdo desse grupo funcional, nenhum dos programas
utiizados para simular o acoplamento de Fenantrenoquinona 4-fenil

tiossemicarbazona foi capaz de encontrar poses compativeis como o modo de
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interacao plausivel de Fenantrenoquinona 4-fenil tiossemicarbazona com a proteina
TbSODb2.

Figura 38 - Acoplamento da Fenantrenoquinona 4-fenil tiossemicarbazona utilizando o programa
SurflexDock. Esquerda: poses geradas para Fenantrenoquinona 4-fenil tiossemicarbazona; Direita:
Pose de maior pontuagéo para Fenantrenoquinona 4-fenil tiossemicarbazona; Em amarelo: residuos
identificados pelo consenso entre os programas PASS, Surfnet,Qsitefinder. Em azul: poses geradas
pelo SurflexDock. Em verde: Mondémero de ThSODb2. Linha tracejada representa uma ligagdo de

Hidrogénio.
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5. CONCLUSAO

A unido das informacdes provenientes de ensaios experimentais e de métodos in
silico mostrou-se essencial para identificar um sitio de interagdo alternativo em
ThSODb2 no qual os inibidores identificados na primeira etapa do trabalho
pudessem interagir. Entretanto, ficou evidente que as limitagdes impostas pelo
método de triagem de inibidores de ThSODb2, baseado na autooxidagcao n&o pode
ser contornado plenamente pelo uso da técnica de acoplamento molecular, exigindo
que ensaios cinéticos mais refinados sejam empregados para determinar
univocamente o modo de interacao da catequina oxidada e de Fenantrenoquinona 4-
fenil tiossemicarbazona. Apesar disso, a identificacdo dessas moléculas como
inibidores de ThSODDb2 constitui uma etapa determinante para o desenvolvimento de
moléculas prototipo no processo de desenvolvimento de farmacos tripanocidas.

As limitacdes impostas pela baixa solubilidade de Fenantrenoquinona 4-fenil
tiossemicarbazona impediram que o valor exato do seu ICsy fosse determinado.
Contudo, o valor aproximado de 200uM indica que modificagdes moleculares serdo
necessarias para aumentar sua afinidade por TbhSODb2. Infelizmente, o
planejamento de derivados dessa molécula ndo podera ser guiado por informacgdes
relacionadas com o alvo macromolecular, pois nao foi possivel identificar o provavel
modo de interagdo desse inibidor em ThSODDb2. Por outro lado, os modos de
interacéo proposto para catequina oxidada (Figura 34 e 35) parecem ser aceitaveis e
ressaltam a importancia das hidroxilas ligadas ao anel cromano para a atividade
biologica, enquanto as hidroxilas catecodlicas n&o parecem interferir
significantemente na afinidade por ThSODb2. Diante disso, dois derivados de
catequina foram selecionados (Figura 26) para investigar a influéncia do grupo
catecol sobre a inibicdo de ThSODb2. Novamente se percebe como a integracéo de
informagdes computacionais pode acelerar o desenvolvimento de compostos

prototipos com atividade inibitoria sobre o alvo macromolecular estudado.
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ANEXO A - Extratos e fragées provenientes de fungos testados frente a
enzima superoxido dismutase de Trypanosoma brucei

cODIGO ORIGEM

Fracdo Hexanica oriunda do cultivo
em meio Sélido de arroz da
actinobactéria Streptomyces platensis
RTd22 por 21, 42 ,63 e 84 dias
respectivamente

22 FHS-21, 22 FHS-42, 22 FHS-63,
22FHS-84

Fracdo Acetato de Etila oriunda do
cultivo em meio Sélido de arroz da
actinobactéria Streptomyces platensis
RTd22 por 21, 42 ,63 e 84 dias
respectivamente

22 FAS-21, 22FAS-42, 22FAS-63,
22FAS-84

Fracdo Butandlica oriunda do cultivo
em meio Solido de arroz da

22 FBS-21, 22FBS-42, 22FBS-63, actinobactéria Streptomyces platensis

22FBS-84 RTd22 por 21, 42 ,63 e 84 dias
respectivamente
Fracdo Butandlica oriunda do cultivo
da actinobactéria Streptomyces
22FBL platensis RTd22 em meio Liquido
ISP-2 por 21 dias
Sub-fracdo obtida da purificagéo
cromatografica da fracdo 22FAL
22FAL-5 (Fracdo Acetato de etila do cultivo da
actinobactéria Streptomyces platensis
RTd22 em meio Liquido ISP-2 por 21
dias
Sub-fragdo obtida da purificacao
cromatografica da fragdo 22FAS
22FAS-3

(Fracdo Acetato de etila do cultivo da
actinobactéria Streptomyces platensis
RTd22 em meio Sélido de arroz por
21 dias)




31 FHS-21, 31 FHS-42, 31 FHS-63,
31 FHS-84

Fracdo Hexanica oriunda do cultivo
em meio Soélido de arroz da
actinobactéria  Streptomyces  sp.
RTd31 por 21, 42 ,63 e 84 dias
respectivamente.

31FAS-21, 31FAS-42, 31FAS-63,
31FAS-84

Fracdo Acetato de Etila oriunda do
cultivo em meio Sdélido de arroz da
actinobactéria  Streptomyces  sp.
RTd31 por 21, 42 ,63 e 84 dias
respectivamente

31FBS-21, 31FBS-42, 31FBS-63,
31FBS-84

Fracdo Butandlica oriunda do cultivo
em meio Sélido de arroz da
actinobactéria  Streptomyces  sp.
RTd31 por 21, 42 ,63 e 84 dias
respectivamente

31FBL

Fracdo Butandlica oriunda do cultivo
da actinobactéria Streptomyces sp.
RTd31 em meio Liquido ISP-2 por 21
dias.

SA-A7-AcOX5.3

Fracdo obtida apds procedimentos
cromatograficos do extrato de acetato
de etila (AcOEt) da cultura em meio
arroz parbolizado da actinobactéria
RLe 7.

SA-A7-AcOX5.4

Fracdo obtida apds procedimentos
cromatograficos do extrato de acetato
de etila (AcOEt) da cultura em meio
arroz parbolizado da actinobactéria
RLe 7
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SA-A7-AcOX5.5

Fracdo obtida apds procedimentos
cromatograficos do extrato de acetato
de etila (AcOEt) da cultura em meio
arroz parbolizado da actinobactéria
RLe 7.

L-A7F8.1BUS.1

Fracdo obtida apds procedimentos
cromatograficos do extrato de butanol
(BuOH) da cultura mista em meio
PDB (Potato Dextrose Broth) da
actinobactéria RLe7 e o fungo FLe
8.1.

L-A7F8.1BUS.9

Fracdo obtida apds procedimentos
cromatograficos do extrato de butanol
(BuOH) da cultura mista em meio
PDB (Potato Dextrose Broth) da
actinobactéria RLe7 e o fungo FLe
8.1.

L-A7F8.1BUS5.2.A3

Fracdo obtida apds procedimentos
cromatograficos do extrato de butanol
(BuOH) da cultura mista em meio
PDB (Potato Dextrose Broth) da
actinobactéria RLe7 e o fungo FLe
8.1.

L-A7F8.1BU5.2.A.2

Fracdo obtida apds procedimentos
cromatograficos do extrato de butanol
(BuOH) da cultura mista em meio
PDB (Potato Dextrose Broth) da
actinobactéria RLe7 e o fungo FLe 8.1

L-A7F8.1BU4.10

Fracdo obtida apds procedimentos
cromatograficos do extrato de butanol
(BuOH) da cultura mista em meio
PDB (Potato Dextrose Broth) da
actinobactéria RLe7 e o fungo FLe
8.1.

L-A7F8.1BU4.2

Fracdo obtida apds procedimentos
cromatograficos do extrato de butanol
(BuOH) da cultura mista em meio
PDB (Potato Dextrose Broth) da
actinobactéria RLe7 e o fungo FLe 8.1
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L-A7F8.1BU3.3.1

Fracdo obtida apds procedimentos
cromatograficos do extrato de butanol
(BuOH) da cultura mista em meio
PDB (Potato Dextrose Broth) da
actinobactéria RLe7 e o fungo FLe 8.1

SA-A7-AcOX4.1

Fracdo obtida apds procedimentos
cromatograficos do extrato de acetato
de etila (AcOEt) da cultura em meio
arroz parbolizado da actinobactéria
RLe 7.

SA-A7-Ac0OX5.8

Fracdo obtida apds procedimentos
cromatograficos do extrato de acetato
de etila (AcOEt) da cultura em meio
arroz parbolizado da actinobactéria
RLe 7

SA-A7-Ac0OX5.2

Fracdo obtida apds procedimentos
cromatograficos do extrato de acetato
de etila (AcOEt) da cultura em meio
arroz parbolizado da actinobactéria
RLe 7.

SA-A7-AcOX5.7

Fracdo obtida apds procedimentos
cromatograficos do extrato de acetato
de etila (AcOEt) da cultura em meio
arroz parbolizado da actinobactéria
RLe 7

SA-A7BU Extrato de butanol (BuOH) da cultura
em meio arroz parbolizado da
actinobactéria RLe 7.

SA-A7-AcO Extrato de acetato de etila (AcOEt) da

cultura em meio arroz parbolizado da
actinobactéria RLe 7.
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L-A7F8.1BUS.8

Fracdo obtida apds procedimentos
cromatograficos do extrato de butanol
(BuOH) da cultura mista em meio
PDB da actinobactéria RLe7 e o fungo
FLe 8.1.

L2-A7F8.1AcO

Extrato de acetato de etila (AcOEt) da
cultura mista em meio PDB (Potato
Dextrose Broth) da actinobactéria RLe
7 e o fungo FLe 8.1.

SA-F25BUA

Extrato de acetato de etila (AcOEt) do
fungo FLe 8.1 de 25 dias de cultura
em meio arroz parbolizado.

L-A7F8.1Ac03.6

Fracdo obtida apds procedimentos
cromatograficos do extrato de butanol
(BuOH) da cultura mista em meio
PDB da actinobactéria RLe7 e o fungo
FLe 8.1
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ANEXO B: Extratos e fragoes provenientes de plantas, testados frente a enzima
superoxido dismutase de Trypanosoma brucei

cODIGO LABORATORIO

26 — Zanthoxylum stelligerum LAPEMM-UFBA
(extrato metandlico a quente-raiz)

27 - Zanthoxylum stelligerum LAPEMM - UFBA
( extrato metandlico-raiz)

28 - Spiranthera odorotissima LAPEMM - UFBA
( extrato metandlico-raiz)

29 A - Zanthoxylum tingoassuiba LAPEMM - UFBA
( extrato metandlico—folhas)

31- Metrodorea mollis LAPEMM - UFBA
( extrato hexanico-caule)

32- Metrodorea mollis LAPEMM - UFBA
( extrato metandlico- casca caule)

33- Metrodorea mollis LAPEMM - UFBA
(extrato metandlico extraido com
acido cloridrico 2%- raiz)

34- Metrodorea mollis LAPEMM - UFBA
(extrato metandlico - Caule -
fragcdo 8
da coluna de filtragao - total de 10
fragoes)

35- Metrodorea mollis LAPEMM - UFBA
( extrato metandlico — Caule)

36- Metrodorea mollis LAPEMM - UFBA
( extrato metandlico — Raiz)

37- Cédigo AFM (extrato LAPEMM - UFBA
metandlico - Folha)

38- Codigo AFM ( extrato LAPEMM - UFBA
metandlico - Folha)

39- Codigo AFH ( extrato hexanico | LAPEMM - UFBA
- Folha)




40- Cédigo ACH (extrato hexéanico —
Caule)

LAPEMM - UFBA

41- Cédigo ARM (extrato
metandlico — Raiz)

LAPEMM - UFBA

42- Cédigo ACM (extrato
metandlico — Caule)

LAPEMM - UFBA

43- Codigo ARH ( extrato hexanico
- Raiz)

LAPEMM - UFBA

TPEA FL - Tibouchina pereirae
(extrato aquoso folhas)

Laboratério de Fitoquimica - UEFS

ON UEFS A - Ocotea nonata
(extrato acetato)

Laboratério de Fitoquimica - UEFS

ON UEFS AQ

Laboratério de Fitoquimica - UEFS

ON UEFS B - Ocotea nonata
(extrato butandlico)

Laboratério de Fitoquimica - UEFS

ON UEFS H - Ocotea nonata
(extrato hexanico)

Laboratério de Fitoquimica - UEFS

ONF UEFS 1214

Laboratério de Fitoquimica - UEFS

FUEFS 1 Laboratério de Fitoquimica - UEFS
FUEFS 2 Laboratério de Fitoquimica - UEFS
FUEFS 4 Laboratério de Fitoquimica - UEFS
FUEFS 5 Laboratério de Fitoquimica - UEFS
FUEFS 6 Laboratério de Fitoquimica - UEFS
ER2 DCM Laboratério de Fitoquimica - UEFS
CEH Laboratério de Fitoquimica - UEFS
CEA (FL) Laboratério de Fitoquimica - UEFS
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