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RESUMO

As enzimas dihidrofolato redutase-timidilato sietdBHFR-TS) e pteridina redutase
(PTR) estdo envolvidas no metabolismo pterinafiold¢pendente; juntas, representam um
importante alvo para a quimioterapia de leishmangastripanossomas parasitas. A
Cristalografia por Raios X foi utilizada para ellen acuradamente a estrutura da enzima
PTR1 deTrypanosoma brucaiomplexada com inibidores que sdo analogos adratis

Os ligantes ensaiados para cristalizacdo foram bstsuo folato e os inibidores
melamina, 6-tioguanina, WSG1012, WSG1034, WSG3W86S(3066 e WSG3067. Destes,
quatro forneceram cristais com padrdes de difraglicientes para um conjunto de dados
completo. WSG3065 (mais tarde revelando ausénciadote), WSG3066 e WSG3067 séo
trés das estruturas apresentadas neste traballwadder dos ensaios de cristalizagéo citados;
somadas a estas estdo as estruturas refinada®mpiexos com triantereno e ciromazina,
provenientes de dois outros conjuntos de dadosiamiente disponiveis. Os conjuntos de
dados foram processados com os progravhasfim / Scalae Xds / Xscale as estruturas
refinadas usando-se os prograr@S e Refmac5e validadas com os progranfascheck,
Whatcheck, Sfchecke ValidationPDB. Todas as estruturas refinadas apresentaram grupo
espacial P2com celas unitariagproximadas a = 79 A, b = 90 A, ¢ = 82 A= 115, 4
mondmeros de 268 residuos cada por unidade asisengitios ativos complexos. Além dos
ligantes inibidores presentes nas estruturas @x¥é8G3065), outros ligantes foram
encontrados préximos ou fora do sitio ativo: didiol, glicerol, etilenoglicol, ions sddio e
ions acetato. Analises das posi¢des dos ligantadanes e correspondentes interacdes com a
proteina foram realizadas a fim de se entender snddanibi¢cdo e, em particular, assistir ao
planejamento ou a descoberta de novos compostossejaen inibidores potentes, mas
seletivos, para a enzima parasitaria. Assim, estuniciais de atracagem (docking) foram
realizados visando identificar novas moléculasroat@aoucos com capacidades inibitérias.

Palavras-chave: pteridina redutase, doenca do Jogypanosoma bruceginibidores
do metabolismo do folato, desenho racional de doitss.



ABSTRACT

The enzymes dihydrofolate reductase-thymidylatérgse (DHFR-TS) and pteridine
reductase (PTR) are involved in the pterin/folaepeahdent metabolism; together they
represent an important target for chemotherapyacdgtic leishmanias and trypanosomes. X-
ray crystallography was used to elucidate accwrdbed structure of the PTR1 enzyme from
Trypanosoma brucen complex with inhibitors which are analogoushe substrate.

The ligands assayed for crystallization were thbessate folate and the inhibitors
melamine, 6-thioguanine, WSG1012, WSG1034, WSG3U8S5(G3066 and WSG3067. Of
these, four yielded crystals with diffraction patie sufficient for a complete dataset.
WSG3065 (later revealing the lack of the ligand)S®B8066 and WSG3067 are three of the
several structures presented in this work whichecémom the cited crystallization assays;
added to these are the refined structures complewéd triamterene and cyromazine,
proceeded from two other datasets already availdltle datasets were processed with the
programsMosflm / Scalaand Xds / Xscale the structures were refined using the programs
CNS and Refmac5 and validated with the progran®ocheck, Whatcheck, Sfcheckand
ValidationPDB. All refined structures belong to the space grB@pwith unit cells around a
=79A, b=90A, c=82A3 =115, 4 monomers each of 268 residues per asymmetitic un
and complex active sites. Besides the inhibitigarids (except WSG3065) present in the
structure, other ligands were found either nearootside the active site: dithiothreitol,
glycerol, ethylene glycol, sodium and acetate iohsalyses on the ligand positions and
corresponding interactions with the protein wengied out to understand modes of inhibition
and to guide the design or the discovery of newpmumds which are potent, but selective to
the parasitic enzyme, inhibitors. Thereby, initiaicking studies were performed aiming at
identifying new molecules or lead compounds withitatory capabilities.

Keywords: Pteridine reductase, sleeping sickneBgjpanosoma brucei folate
metabolism inhibitors, inhibitor rational design.
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1 INTRODUCAO

1.1 Doencas Infecciosas Parasiticas

Observa-se atualmente no mundo desenvolvido unintedonstante do nimero de
mortes causadas por doencas infecciosas parasitieaS% (porcentagem em relacdo ao
namero de mortes total) em 1985 (0,55 milhdes dsqaes) para 1% em 1997 (0,12 milhdes
de pessoas) (Figura 1.00/HO, 1998). Isto ocorreu devido aos avancos médmpcuidado
da saude e a uma maior habilidade em se trataasdesiencas. As doencas do sistema
circulatério (principalmente doencas do coracdo$ eanceres permanecem sendo as maiores
causas de morte do mundo desenvolvido e, em 188nfresponsaveis por 46 % e 21 % do
namero total das mortes, respectivamente. Tais mag&o atribuidos frequentemente ao
estilo de vida inadequado do mundo ocidental, mas/erdade, também estdo relacionados
com a idade avancada (senil) da populacdo (WHO8)1¥m contraste, no mundo em
desenvolvimento as maiores causas de morte sdoeagsas infecciosas parasiticas, que em
1997 foram responsaveis por 43 % do numero totlndartes (17,2 milhdes de pessoas)
(Figura 1.1) (WHO, 1998). Tais doencas sao freqmahnte encontradas em regides de clima
tropical e estdo associadas a pobreza. As doen@acipsas parasiticas HIV/AIDS e a
malaria matam 2,3 milhdes e 1,5-2,7 milhdes degasssespectivamente, a cada ano (WHO,
1998), no mundo todo. Algumas dessas doencas neenuss, mas igualmente mortais, tais
como Tripanosomiases e leishmaniases (africanaegicama) foram negligenciadas para
pesquisas de novas drogas. Este estudo diz respearifeccdo tripanossomiase africana

(HAT).
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Mundo Desenvolvido

Mundo em Desenvolvimento

Bl Doencas do sistema circulatério [ Doencas infecciosas parasiticgs
m Canceres

m Doencas do sistema respiratério

O Perinatal e maternal
[1 Outras causas desconhecidas

Figura 1.1 - Principais causas de morte no mundeerd®lvid e no mundo el
desenvolvimento (WHO, 1998).

1.1.1 Tripanossomiase Africana Humana (HAT)

1.1.1.1 Agente Causador e Subespécies

Trypanosoma € um género de protozoarios tripanossomatideos oddem

Kinetoplastida. Varias espécies tem um ciclo deawvidmplexo envolvendo insetos e o
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parasitismo de animais. Em particulaifniypanosoma brucécausador da doenca do sono) é
transmitido pela picada das moscas tsé-GldssSina spp macho e fémea (Figura 1.2)
contendo o parasita. A transferéncia dos protoasgnode ocorrer ao ser humano, ao gado ou
a certos mamiferos selvagens, que atuam como lmepedlos parasitas. A mosca tse-tsé
pode adquirir os parasitas alimentando-se do sanfgetado destes animais ou de humanos.
Dentro do hospedeiro humano, os tripanossomas piicdiin-se e invadem a maioria dos

tecidos. Ha 3 subespécids:b. gambiensd. b. rhodesienseT. b. brucei

Figura 1.2 - Vetor transmissor mosca ts&-
Glossina palpalis Fonte: De CICCO, L.H.S
Mosca tsésé. Disponivel en
<www.saudeanimal.com.br/mosca_tse.btm
Acesso em: 10 set.20!

Os T. b. gambiense T. b. rhodesiensestdo disseminados em diferentes regides
geograficas da Africa porque sdo transmitidos piferehtes espécies da mosca tsé-tsé
(Tabela 1.1). OT. b. gambiensé transmitido pofGlossina palpalisque tem como habitat
florestas Umidas, rios e lagoas, geralmente ar#asnente povoadas, sendo entdo o
reservatorio hospedeiro ndo-humano freqiientemenibeass domésticos. A alta densidade
populacional dentro das areas afetadas junto coomi@ato direto com os animais hospedeiros
permite a rapida propagacao da doenca e, comdadsuh doenca do sono é endémica ou
epidémica em muitas destas regides (Figura 1.8)a pessoa infectada comb. gambiense

pode ndo saber que tem a doenca porque a progass$aige aguda até fase crbnica € lenta, o
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que leva a um aumento do depodsito de parasitapastarior infeccdo de outras pessoas
(WHO, 2000Db).

Tabela 1.1 - Diferencas entre as subespécigsyg@nosoma brucejue causam a
Tripanossomiase Africana

Caracteristicas T. b. gambiense T. b. rhodesiense

Vetor (mosca tsé-tsé) Glossina palpalis Glossina morsitans

Habitat Florestas umidas, rios, lagos. Savanas silvestres

Ciclo de transmisséo preponderante  Humano— mosca— humano Animal — mosca— humano
Hospedeiro nao humano Animais domésticos Animais selvagens
Progressédo da doenca Vagarosa Réapida

Individuo portador Comum Raro

Fonte: WISER MF. Kinetoplastid Biology and Human Disease. Disponivel em:
http://www.tulane.edu/~wiser/protozoology/notesgkihtml 2004. Acesso em: 15 dez. 2005

OT. b. rhodesiensé transmitido pela mosca tsé-Gssina morsitangue tem como
habitat regiGes secas da Africa como savanas estls, as quais sd4o menos povoadas, sendo
entdo reservatorio hospedeiro ndo-humano animaessies (WISER, 2004). Por ser regides
de pequena habitacdo humana, a doenca rarameatesitida de humano a humano, sendo
estes contaminados normalmente quando adentraavasas. Predominando no oriente e sul
da Africa, é principalmente associada a madeirezagadores, pescadores e agricultores. A
doenca progride rapidamente a fase crénica e ssnalgessoa foi infectada com b.
rhodesiensgeralmente morre dentro de semanas ou meses seaaher tratamento (WHO,

2000D) .

1.1.1.2 Regibes Afetadas

A tripanossomiase africana ou doenca do sono fasejerradicada durante os anos
60, mas agora € uma das principais causas de modi@enca em 36 paises da Africa
subsaariana, dos quais 22 estdo entre 0os maisspebmeenos desenvolvidos do mundo.
(VERLINDE et al., 2001; KENNEDY, 2004) (Figura 1.3 area infestada pela mosca tsé-tsé

recobre dois tergos da Africa de tal forma que mai$0 milhdes de pessoas tem o risco de
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desenvolver a Doenca do Sono. Uma estimativa égue3 a 0,5 milhdes de novos casos de
HAT ocorrem anualmente, os quais sao fatais sefor@mn tratados (KENNEDY, 2004).
Botsuana, Etidpia, Libéria, Namibia, Nigéria, Rumndenegal e Serra-Leoa ndo tém
programas de erradicacdo da HAT e a epidemiolodgieséonhecida nestes paises. Portanto,
0 numero de casos de HAT pode ser subestimadojl4@sos foram relatados em 1999, mas
somente 3-4 milhdes do total de 60 milhdes de pssgoe vivem nestas regides de risco tém
acesso ao diagnostico e/ou ao tratamento, o nureafale casos pode ser estimado como
acima de 0,6-0,8 milhdes (WHO, 1998; WHO, 2000b)ddenca é epidémica em Angola,
Republica Democréatica do Congo, Suddo e Uganda e®l] afetando 20-70% das

populacdes, matando mais do que HIV/AIDS nessa8eeWHO, 2000b).

i | TS, N,

Tripanossomiase Africa

Epidémica
Alta endemia
Endémica
Alto risco

Figura 1.3 -Distribuicdo e abrangéncia da tripanossomiaseam@em humano
(WHO, 2000b).

OTCA& WD Dok 13

1.1.1.3 Sintomatologia

No estagio inicial de infeccdo, os tripanossomosnsitiplicam dentro dos vasos

sanguineos (WHO, 2000b). Os da subspgaimbienseeproduzem-se lentamente e o nimero
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relativamente baixo de parasitas dentro da corrsatgliinea da pessoa torna a doenca
inicialmente assintomatica, porém infecciosa, pddeestender-se por meses ou até anos e
guando os sintomas emergem a doenca ja se eneomti@se avancada. Os da subespEcie

b. rhodesiensaeplicam-se rapidamente e portanto os sintomaspséceptiveis desde o
inicio.

Os sintomas em fase adiantada incluem febre, inchacglandulas e baco, dor de
cabeca, anemia, dores comuns e sao mais severg@udesaem infeccoes poF. b.
rhodesiensgpodendo levar a morte dentro de alguns dias masas As infec¢des, em fase
inicial, podem ser controladas através da resposiae da pessoa (WHO, 2000b). A fase
mais avancada da infeccdo (algumas vezes chamadasalneurologica) geralmente ocorre
entre 6 e 12 meses ou mesmo anos em infec¢cdds pogambiense dentro de semanas em
infeccdes pofT. b. rhodesienseEssa fase comeca com o0 cruzamento da barreiguesan
cérebro e a invasdo do parasita no sistema nemmswwal (SNC). Os danos nervosos e
cerebrais sdo indicados pelos sintomas de confosfiwal, fala ininteligivel, distlrbios
sensoriais e dificuldade de coordenacgédo. Um sintarecteristico, pelo qual a doenca recebe
a designacao de doenca do sono, é o disturbioclmdm sono, com extrema fadiga ao dia e
agitacdo durante a noite. A doenca avanga progegssite ao ponto de coma e morte.

O sistema imune da pessoa raramente consegue rsuperdeccdo em estagio
avancado; se nao tratada com drogas a morte éanelviMuitas pessoas procuram o médico
somente quando a doencga se encontra em fase agancad

Os parasitas podem ser eliminados com o tratanm@ntalrogas, porém, os danos

neuroldgicos ocorridos sao irreversiveis (WHO, 2000
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1.1.14 Ciclo de Vida e Transmissao doypanosoma brucei

Quando uma mosca tsé-tsé se alimenta do sangua daimal infectado, ela ingere
0s parasita3. bruceie estes migram para o seu intestino (Figura 1Mi).adotam a forma
prociclica, perdendo de seu revestimento a glidefita variante de superficie (VSG) e a
substituindo por um revestimento prociclico, aurmedd sua capacidade infecciosa

(ACOSTA-SERRANO et al., 2001).

O e L

g

€

Figura 1.4 - Ciclo de vida d®@rypanosoma bruceia) Os tripanossomasio ingerido:
guando a mosca tsé-t® aimenta do sangue de um animal mamifero infectddnosce
€ entdo um vetor transmissor para o resto de gl& f) Os tripanossomasiotam ¢
forma prociclica no interior do intestino da mogsé-tsé e reproduzese por divisac
binaria, posteriormentmigram para porcao anterior do tubo digestériochggarem nz
glandulas salivares, onde se transformam na fopimastigota; c)A mosca infecta o st
humano ao alimentar-se de sangue, injetando o®zwm@tos junto com a salivaa
corrente sangliinea; d) Na corrente sangiinea mentissomagroliferam e alteram
regularidade de suas VSG’s, evadindo o sistemaadhagito; €) Uma outra mosca ts&
ingere tripanossomas quando consome 0 sangue [pEssza infectada e o ciclo continua.
Fonte: WHO/TDR. Disponivel em:http://www.who.int/tdr/diseases/tryp/lifecycle.t#m
Acesso em: 20 je. 2007

As concentragdes de glucose no interior do intestanmosca tsé-tsé sdo menores que

no sangue do hospedeiro mamifero e a crista mitiparasitica reforma-se permitindo os



27

tripanossomas passarem a respirar aerobicamergatroDdo intestino da mosca tse-tse, os
tripomastigotas prociclicos experimentam variotoside replicacéo por divisao binaria.

Os parasitas na forma tripomastigota prociclicé@mhovem-se através do sistema
digestorio e migram até as glandulas salivares ascantsé-tsé (VAN DEN ABBEELE et al.,
1999), onde transformam-se em uma forma de menbilidexe, a epimastigota, usando seu
flagelo para prender-se as células epiteliais enstdndo se a mais ciclos de reproducéao
assexuada.

Enquanto os tripanossomas amadurecem na formaiolecsua mitocondria perde
suas cristas em preparacdo a infeccdo mamariataAcahcentracdo de glucose dentro do
sangue mamifero permite que os tripanossomas oonfifecamente nesta fonte, ndo sendo
mais necessaria a mitocondria para o metabolismendegia. A recombinacéo aleatéria e a
expressado das proteinas de revestimento (VSG)ssi&iauéadas no inicio da fase metaciclica
(GRAHAM; WYMER; BARRY, 1998), formando uma populaxdiversa de tripanossomas,
0 que maximiza as chances de uma colonizagédo beadida a infeccdo maméria (BARRY
et al.,, 1998). Os tripanossomas metaciclicos maderddo se desprendem das paredes
epiteliais e esperam dentro do limen da glanddieasala mosca para serem transferido a
um hospedeiro mamifero.

Quando uma mosca tsé-tsé infectada alimenta seadigus de uma pessoa nao
infectada, os tripanossomas metaciclicos sdo &ade da saliva da mosca tseé-tsé
diretamente para a corrente sanguinea (Figurall®c- H4, entdo, replicagdo dentro do
plasma através da divisdo binaria longitudinal asée do sistema imune pela alteragdo da
regularidade das VSG’s através da diferenciacdapeessdo genética. Na replicacdo dos
tripanossomas, uma parte transforma-se em resgo/qtéra futuras infeccbes e o ciclo

continua.
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Figura 1.5 - Os tripanossomas e heméacias na cerresgngiinea Fonte:
UNIVERSIDADE COMPLUTENSE DE MADRID. Disponivel em
<http://www.ucm.es/info/parasito/Trypanosomazjpécesso em: 10 set.2006.

1.2 Tratamentos Correntes

O tratamento é sempre dificil, especialmente quamdimenca alcanca um estagio
avancado com o envolvimento do sistema nervosoraterporque as poucas drogas
disponiveis apresentam limitag6es. Pentamidina & dnoga néo eficaz no estagio avancado
da doenca e ha algumas formas resistentes dotpasasia. Suramin deve ser administrado
intravenosamente e pode ter efeitos colateraisrsolye Melarsoprol, uma droga arsénica
desenvolvida ha 50 anos, é usada contra a doencas&igio avancado, mas induz
frequentemente a morte e a sérios efeitos colatévgHO, 2000). Eflornitina € uma droga
muito cara, consequentemente inadequada para sespaobres (KEISER; STICH; BURRI,
2001; KIRCHOFF et al., 2000) e a maneira como dmreadministrada intravenosamente a
cada seis horas por injecdo lenta durante um peded4d5 minutos, significa que somente

pode ser usada em hospitais.



29

Ha uma necessidade urgente de novos tratamentgsefi@entes, ja que as drogas
correntes induzem efeitos colaterais sérios e @jdesis. Ademais, formas resistentes dos

parasitas a estas drogas estdo sendo cada veprmatentemente encontradas (WEBSTER,

1990).
1.2.1 Drogas Disponiveis
1211 Suramin

Suramin (fornecido pela Bayer S.A. e Bayer HealteCAG) é um sulfonado de
naftilamina que tem sido usado para o tratamentodaca do sono desde 1920 e é somente
efetivo contra a infeccdo em estagio inicial (Fgur.6a) (OLLIVIER e LEGROS, 2001;
PEPIN e MILORD, 1994). A dosagem tipicamente €lda 2 g, por 3 a 6 meses, sendo
administrado por injecéo intravenosa. Um efeit@tmyhl comum € urina turva (por excre¢ao
inofensiva de proteina) e nausea geral; efeitcst@alis menos comuns incluem a formacao
de ulceras e feridas na boca (Bayer, informacaprddutor). Efeitos colaterais mais sérios
que podem ocorrer sdo convulsdes, diminuicdo dss@cesangliinea, inchaco do abdémen,
choque anafilatico e perda de consciéncia, porémagos.

O modo de acédo da suramin ainda é um tanto obs&wa.acdo como droga
tripanocida foi relatada como devida a ligacdo moesdmeros de triose fosfato isomerase
(TIM), desse modo impedindo a formacédo do dimeeoaivacdo de enzima, (GAO et al.,
1998). A TIM é uma enzima glicolitica que catalss@onversédo de dihidroxicetona fosfato
para glicerol 3-fosfato e a inibicdo da glicOlisedp ser suficiente para matar os parasitas.
Suramin é também muito conhecido pela inibicdo uwteas enzimas, incluindo algumas que
se ligam as fitas de DNA e RNA. Presume-se que @dtcilitada através de interacdes

eletrostéaticas entre enzimas e os seis gruposnsulés da suramin (Figura 1.6a) (DENISE E
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BARRETT, 2001) e, como tal, seu real modo de agitte gnvolver a inibicdo das funcbes

relacionadas aos acidos nucléicos.

1.2.1.2 Pentamidina

Isotionato de pentamidina (fornecido por May e Bpkeum aromatico diamidina que
tem sido usado para o tratamento da fase inicialogaca do sono desde 1940 (Figura 1.6b)
(PEPIN e MILORD, 1994). A droga € administrada pora injecao intramuscular na dose
de 4 mg / kg massa corporal a cada dois dias, nammadurante 19 dias (isto é, dez
aplicacdes) (BNF, 2004). O tratamento com isotiord¢ pentamidina pode causar Sérios
efeitos colaterais como pancreatite, arritmia, d@enia, insuficiéncia renal ou até mesmo a
morte.

A droga é um inibidor reversivel da S-adenosil-Ltioréna decarboxilase e pode
matar os parasitas inibindo a sintese de poliarffizPIN e MILORD, 1994). Também
acredita-se que se liga a 4cidos nucléicos do ifmrasbindo fun¢cdes como a replicacao do
DNA, a expressdo de genes e a tradugcdo do RNA. f@isosx colaterais severos
freqientemente observados sdo devidos a naturemeespécifica do isotionato de
pentamidina, que podem causar danos severos adgstémimanos bem como também aos

tripanossomas.

1.2.1.3 Melarsoprol

Melarsoprol (fornecido por Rhéne Poulenc Rhorer Bpf@ um composto organo-

arsénico que tem sido usado para o tratamento se ifécial e principalmente na fase

avancada da doenca do sono desde 1949 (Figura(KBJER; STICH; BURRI, 2001,
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OLLIVIER e LEGROS, 2001). A dosagem ¢ de 0,7 ah@/ kg de massa corporal trés
vezes ao dia, durante trés dias, a qual € repetetaglias depois e mais um vez 10 a 21 dias
depois (KIRCHOFF et al., 2000). Como o melarsopwmsitém arsénico, é altamente toxico e
induz efeitos colaterais severos.

Encefalopatia € uma reagcdo comum, sendo mais hbbitupacientes que apresentam
os tripanossomas em estagio avancado (KIRCHOFH.,e2(00; OLLIVIER e LEGROS,
2001). Os efeitos adversos indicam afetacdo do EWN€luem febre, tremor, dificuldade na
fala, ataques apopléticos, perda de consciénciaa @ morte. A morte € muito comum em
pacientes. A falha terapéutica esta ocorrendo freggientemente devido aos tripanossomas
estarem tornando se mais resistentes ao melarseptot 1998 e 2000, 30,4 % das pessoas
em Uganda apresentavam-se indiferentes ao tratarf@btIVIER e LEGROS, 2001).

Acredita-se que o Melarsoprol entra nos tripanossoatravés do transportador P2
amina-purina (DENISE e BARRET, 2001), mas a natutepanocida exata do melarsoprol
ndo € compreendida inteiramente e diversos mecasifmnam propostos. Os tripanossomos
submetidos ao melarsoprol sofrem uma perda de Altés ala lise da célula e sugere-se que
diversas enzimas glicoliticas sejam inibidas pelelansoprol, fazendo a interrupgéo
glicolitica um mecanismo de acdo proposto (KIRCH@FRI., 2000). Entretanto, as fontes
de ATP ndo sdo extensivamente esgotadas antesedadi célula, assim é improvavel a
glicélise ser o alvo do melarsoprol (VAN SCHAFTINGN; OPPERDOES; HERS, 1987).
O melarsoprol foi também relatado como inibidor tdpanotiona redutase formando um
complexo com tripanotiona, um metabdlito envolvido detoxificagdo dos peroxidos

(KIRCHOFF et al., 2000; PEPIN e MILORD, 1994).
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1.2.1.4 Eflornitina(DMFO)

Eflornitina (DL-a-difuorometilornitina, DFMO) (Figura 1.6d) (forned por Marrion-
Merrell-Dow) € a unica droga que foi introduzida nwercado nos ultimos 50 anos
(OLLIVIER e LEGROS, 2001). E eficaz para a fasarmada das infeccdes pdr b.
gambiensemas ineficaz contra. b. rhodesiense

E apelidada “a droga de ressurreicdo” devido ehabididade para despertar pacientes
letargico (KEISER; STICH; BURRI, 2001). A dosagei@ mg / kg de massa corporal e €
administrada intravenosamente a cada seis horasjpoéo lenta durante um periodo de 45
minutos (KIRCHOFF et al., 2000). A administracantéeé requerida a fim de evitar danos
nas plaquetas e células brancas do sangue. Efelaterais severos sao raros e a excecao
daqueles que afetam as células brancas do samguel@juetas o paciente pode experimentar
atagues apopléticos e perda de consciéncia.

DFMO é um inibidor irreversivel da ornitina decaxibase (ODC), que é envolvida na
sintese da poliamina (KIRCHOFF et al., 2000). Aigio de ODC é insuficiente para matar
0S parasitas, mas pode impedir sua divisdo cel@amo a droga somente impede a
replicagdo do tripanossomatideos, ndo é uma drgganocida e acredita-se que o0 sistema
imune do paciente mata os tripanossomas incapazes.

O uso de DFMO para o tratamento das infecgcbesTpds. gambienseem fase
avancada nao se tornou difundido, em parte porglrega é muito cara, consequentemente
tornando-se inadequado para os paises pobres (REISHCH; BURRI, 2001; KIRCHOFF
et al., 2000). A maneira como a DFMO deve ser amtnata significa que pode somente ser

usada nos hospitais.
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africana. a) Suramin pode inibir a funcdo do acidoléico, b) Pentamidina inibe a S-adenosil
metionina decarboxilase, ¢) Melarsoprol pode inibfripanotiona redutase e d
difluorometilornitina inibe ornitina decarboxilase.

ase
-

33



34

1.3 A Pesquisa de Novas Drogas

1.3.1 O Processo de Desenvolvimento de Novas Drega

No passado, a descoberta bem sucedida de drogasergor serendipidade do que
por busca racional, e 0 mecanismo de acdo da dergmente era conhecido (RATTI e
TRIST, 2001). Avancos tecnoldgicos recentes aumamt@ conhecimento no que concerne a
organismos biolégicos, ndo s6 ao nivel moleculaas mrambém ao nivel atbmico. Isto
permitiu uma nova abordagem, o projeto racionalrdgasdrug design(Figura 1.7).

Seguindo a caracterizacdo de uma doenca, é pog$siwgificar os patogénos que a
causam e iniciar o entendimento de como eles orfaZaracterizando os patdégenos biofisica
e bioquimicamente, pode se identificar moléculas g@o exclusivas de um ou outro dos
patdgenos, ou sdo convenientemente diferentes ldaqie organismo do hospedeiro (Figura
1.7). Os alvos de droga selecionados podem entdesados para um projeto de desenho de
drogadrug designbaseado na estrutura; por meio de uma selecamlvifitYNE, 2002;
WALTERS; STAHL; MURCKO, 1998) ou por quimica comhtdria (KUBINYI, 1998),

moléculas que agem sobre o alvo de uma maneiegdgespodem ser identificadas.
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Estratégia para a busca de wmmea droga para tratamento de uma do
parasitica. A doenga deve ser caracterizada easifmresponsavel pelaehca identificado

caracterizado. A identificacdo do modo de transioigios parasitas pode conduzima possive
controle do vetor.Andlises biofisicas permitem i@entificagdo de moléculas ou organe
exclusivas que s@o essenciais para a sobrevivépsigarasitas e podem prover um alvo p
droga. A andlise bioquimica pode destacar difeerm@ire as enzimasodparasita e d
hospedeiro, as quais podem ser alvos de drogasifspe aespécies. Uma vez que os alvos
droga tenham sido identificados, o processo deotbesta da droga pode prosseguir através
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1.4 Pteridina Redutase como Alvo Quimioterapico

Um alvo ideal deve ser uma enzima essencial paohr@vivéncia do parasita, ausente
no hospedeiro humano ou apresentando uma espamifecipelo substrato marcadamente
diferente (HYDE, 1990a; WANG, 1997). Duas enzimadripbanossomatideos envolvidas no
metabolismo dependente de pterina/folato dos mepnmeesichem adequadamente os critérios
de alvos para drogas; sédo elas a dihidrofolato tasdttimidilato sintetase bifuncional

(DHFR-TS) e a pteridina redutase (PTR1), esse dltama deste projeto.

1.4.1 Metabolismo da Pteridina/Folato em Tripanossuoas; DHFR-TS e PTR1

As pteridinas (Figura 1.8) tém um papel critico mdroxilacdo da fenilalanina a
tirosina, na clivagem de lipidios apresentandochgs tipo éter e como coenzimas para a
oxido nitrico sintetase (BLAKLEY, 1985; KWON; NATAN; STUEHR, 1989). O termo
pteridina é usado coletivamente por duas classesm@ostos estruturalmente proximos, as
biopterinas (Figura 1.8a) e os folatos (Figura ),.8b quais diferem somente na cadeia lateral
ligada ao atomo C6 do anel pterinico (SENKOVICHalet 2002) . Ambos em suas formas
reduzidas (tetrahidro) sdo importantes coenzimasima ampla faixa de rotas metabdlicas,
que incluem a sintese de DNA e de RNA, a inicial@isintese de proteinas e o metabolismo
de aminoéacidos. Pterinas e folatos sdo essenca&is @ crescimento da maioria dos
tripanossomatideos (NARE et al997a) e as enzimas associadas com este aspeseu de

metabolismo sdo de interesse como alvos de drogas.
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Figura 1.8 - Estrutura de Pteridinas. a) Biopteénana pterina, que também recebe a classificagéo d
pterina ndo conjugada. b) Folato, classificado cama pterina conjugada (NARE et al., 1997a).

Todas as células requerem atividade de dihidrafalatiutase (DHFR) e timidilato
sintetase (TS). A TS catalisa a conversao de dWiéhofosfato de desoxiuridina) a dTMP
(monofosfato de desoxitimidina) usando a coenzintD-fetilenotetrahidrofolato como
doador de carbono e redutor. A DHFR mantém a cdraggio de tetrahidrofolato (THF) no
meio através da reducdo de NADPRmicotinamida adenina dinucleotideo fosfato redalgid
dependente de dihidrofolato (DHF). A inibicdo destazimas limita o suprimento de dTMP
requerido para a sintese de DNA, abreviando aceg@p do mesmo e levando a morte da
célula. As atividades enzimaticas ja foram extearaente caracterizadas e estudadas como
alvos para quimioterapia (BLAKLEY, 1995; CARRERASANTI, 1995). A DHFR ¢é o alvo
classico para terapia antibacteriana e antine@al@&sitambém é um alvo valido para terapias
de certos organismos parasiticos (HYDE, 1990a; WAN@97; WEBSTER, 1990). A
pirimetamina e o metotrexato (MTX) (Figura 1.9a)resentam tipicos inibidores de DHFR
da classe dos antifolatos, servindo tanto comotagéarapéuticos quanto como modelos para
reconhecimento molecular em interacbes enzimatkgBACCANARI e KUYPER, 1993;

HARTMAN, 1993; THEN, et al., 1993).
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As variacfes de aminoacidos na DHFR de espéciegsecie ajudam a explicar o

grau de inibicdo seletiva que pode ser obtido e liase da utilidade clinica de muitos

antifolatos. Por exemplo, a trimetoprima (TOP) (ffag1.9b) inibe seletivamente as DHFR's

bacterianas em comparacdo a enzima humang @& < 0,05 pumol / L para a primeira

comparada a 900 umol / L para a segunda) e tem aamauprovado como agente anti-

bacteriano, apesar da auséncia de um entendimemigleto dos fatores que determinam sua

seletividade (BACCANARI e KUYPER, 1993; HARTMAN, 29; THEN et al, 1993).
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Figura 1.9 Estruturas de a) MTX, metotrexato, uma droga datifopadréo e b) TOP, trimetoprima.

A TS de muitos organismos é um homodimero com sdade de massa 30 a 35 kDa

e uma das enzimas mais conservadas em termos dénsexr de residuos e estrutura

tridimensional. A maioria das DHFR's sdo monomemaassa 18 a 24 kDa.

Parasitas kinetoplastidas e apicomplexos séo difsselos hospedeiros mamiferos no

sentido de que ambas atividades de DHFR e TS saciadas em uma unica proteina, que &

um homodimero com subunidade de massa de 56 kDan¢do DHFR compreende o
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dominio N-terminal e a funcdo TS os residuos der@inhal. A DHFR-TS ja foi validada

como um alvo importante para quimioterapia (WANG917).

1411 Rotas Metabdlicas Envolvendo a PTR1 R@cas

Os tripanossomatideos sdo auxotréficos para psearfalatos, dependendo entdo da
obtencéo destes de seu ambiente usando um traatipode folato e pterina, combinada com
a reciclagem destes composthi®\RE; HARDY; BEVERLEY, 1997b)

Isto sugere que antifolatos téxicos seriam prontaeneassimilados, portanto,
serviriam como terapias Uteis. Em outras palawasntifolatos deveriam servir como drogas
contra doengas causadas por esses parasitagmas @oenca do sono, doenca de Chagas e
leishmanioses. Entretanto, terapias a base delat$ tém falhado com respeito a infeccao
por leishmanias, apesar de parecerem tdo aproprifldaDE, 1990b). Tal fato foi
investigado usando complementacdo genética e ngtodo transfeccdo para estudar
resisténcia a drogas antifolatos (BELEOal,1994; HARDY et al,1997; NAREet al, 1997a;
NARE; HARDY; BEVERLEY, 1997b). Selecéo por resisté&na MTX leva a um transporte-
assimilacdo reduzido e a amplificacdo ou mutac&ogames selecionados. Apesar de que o
genedhfr-ts pode sofrer mutacdo, 0 mecanismo primario detéegim envolvendo a DHFR é
um aumento na expressao do gene que codifica ananisto estd em contraste com a
situacdo encontrada eflasmodium,onde a mutacdo € o0 mecanismo predominante de
resisténcia em isolados clinicos (HYDE, 1990b). wphficacdo de outro gene leva a
identificacdo da pteridina redutase (PTR1) NADPHeahelente. A enzima € necessaria para a
essencial reciclagem de pterinas conjugadas e or§ogadas (ou biopterinas) e medeia a
sintese da forma bioquimicamente ativa das ptergdanpartir das formas oxidadas. A PTR1
pode produzir DHF/DHB a partir de folato/biopterifiagura 1.10), entdo, subsequentemente

produz THF/THB a partir de DHF/DHB, isto €, ela ticg a atividade da DHFR, apesar de
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nao ter homologia sequencial com a mesma. PortarRd,R1 funciona como um modulador
e um caminho alternativo molecular para moderanilasicdo da DHFR (NARE; HARDY;
BEVERLE, 1997b). Esta descoberta ajuda a explicar a faltéa,oanomento, da terapia
antifolato para infeccbes por leishmanias e trigaomos. Assim, no desenvolvimento de
drogas para essa rota metabolica de tripanossauosatidambas enzimas devem ser

consideradas.

0 HQO OH 0
HN N N

Biopterine /I\ | HJN\ I wj/\H—BZ'Glu Folato
H,N” N~ ~N7 HN” SN7 N

NADPH + H* +
+ PTRY NADPH + H
PTR1 or
NADP* i NADP*
0o HO OH 0
HN N HN Nay"™~N-Bz-Glu
NJ{‘ N I N H N)Q~ N I H DHF
DHB 2 H 2 H
NADPH + H* NADPH + H*
PTR1 ¥
PTR1 or
NADP* DHFR-TS NADP*

0 H HO OH 0 H
THB HN | HN A N-Bz-Glu THF
s Py H
H,N” “N” N H,N” N7 N
H H

Figura 1.10 - Reacdes catalisadas pela DHFR-T3aeRJeR1 dd_eishmania majarA esquerde
a reducdo da biopterina para 5,6,7,8at@tirobiopterina. A direita, a reducéo do folatarg
5,6,7,8-tetrahidrofolato. Também sdo mostradasdscies dos dihidroempostos, os quais s
intermediarios na conversdo das pteridinas redszi@z-Glu representam as porcdes (N-
benzoil) e L-glutarato do folato, respectivamente. A PTR1 catalisaedugdo NADPF
dependente de uma grande gama de pterinas (NARRDNABEVERLEY, 1997h).
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1.4.2 A Estrutura da Pteridina Redutase

A enzima PTR1 pertence a familia das dehidrogefragesases de cadeia curta
(SDR, short-chain dehydrogenases/reduclagestudos bioquimicos mostram que possui uma
especificidade total pelo substrato e é capaz dezineambos folatos e biopterinas usando
NADPH como coenzimas. A PTR1 é menos sensiveldpas ordens de grandeza) ao MTX
e outros antifolatos quando comparada a DHFR, mesendo capaz de reduzir folato e
dihidrofolato (SENKOVICH et al., 2002)

Por razbes que se desconhecem, as PTR1's de ssgiémientes mostram diferentes
atividades. ATbPTR1 é igualmente ativa com o0s substrato biopteen®HB, mas
relativamente insensivel para folato e DHFT&TR1 (PTR1 ddrypanosoma crugié mais
ativa contra biopterina e folato do que com DHBHHYROBELLO et al., 1997), enquanto a
isoformaTcPTR2 é somente ativa contra pterinas reduzidas, BIBBIF (SCHORMANN et
al., 2005) (Figura 1.11)IbPTR1 é mais ativa do quemPTR1 com respeito a reducdo das
pterinas e as enzimas tém pH's otimos diferentasa PNPTR1, o pH o6timo esta em 4,7,

comparado com 3,7 par@bPTR1. TOPTR1 mostra inibicdo pelo substrato com DHB,

enquanto LmPTR1 apresenta inibicdo variavel pelo substrato ocamlatado (NARE;

HARDY; BEVERLEY, 1997b).
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Figura 1.11 - Reacdes catalisadas i TR1,TcPTR2 e DHFR-TS d&rypanossoma cruzi
(SCHORMANN et al, 2005).




42

1421 O Sitio Ativo da Pteridina Redutase

14211 Modelo Cristalografico

A primeira estrutura d@bPTR1 foi determinada a 2,2 A de resolugdo compkexad
com MTX e os indices de discordancia Rig.foram 15,35 % e 22,30 %, respectivamente.
A unidade assimétrica consiste em um homotetrardeestrutura foi determinada sem o uso
das restricbes de simetria ndo cristalografica (NCRAWSON et al., 2006). ATbPTR1
apresenta 51 % de identidade sequencial camRAIR1 e comparacdes estruturais mostram

qgue a arquitetura do sitio ligante da coenzima eetidro catalitico € altamente conservada.

15 Cristalizacdo de Proteinas

O principal objetivo da cristalizacdo de uma maaigrula biolégica, tal como
proteina, acido nucléico ou virus, € o estudo esalidesta macromolécula por métodos de
difracdo de raios X. Tal estudo estrutural € funelaal para o entendimento molecular de
varios mecanismos biolégicos. Os cristais de macl&rnlas bioldgicas sdo diferentes dos
cristais de pequenas moléculas em varios aspetgt@snanho, cristais de macromoléculas
sdo normalmente bem menores, dificilmente excedénaor® em volume ii) sdo bem mais
frageis e iii) possuem um alto conteudo de solvertefragilidade dos cristais de
macromoléculas biologicas € uma consequéncia dasapointeracdes intramoleculares
dentro da reticulo e do préprio alto conteudo deeste destes cristais (de 20 % a mais de 75
% em volume) (DE AZEVEDO et al., 2003). As ligac@pse mantém a estrutura cristalina

sao do tipo hidrofébicas e de hidrogénio. Aindayidie ao alto conteudo de solvente, de
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macromoléculas biolégicas devem ser mantidos enamniente saturado com o0 mesmo,

caso contrario, a desidratacado conduzira a de&truigs cristais. O alto conteudo de solvente,
contudo, tem consequéncias uteis, pois 0s canasldente nos cristais de macromoléculas
bioldgicas permitem a difusdo de pequenas moléculaa propriedade usada na preparacéo

de derivados isomorfos e de complexos binariogoleimas com ligantes.

15.1 Formacé&o de um Cristal de Sal

Quando um sal é dissolvido na agua, seus ionsgeaiws interagem com a molécula
polar da agua; a medida que continua a se dissalgefucdo aumenta a sua concentracao e
esta eventualmente atinge um estado supersatueadlogue o numero de ions salinos
dissolvidos excede o Ilimite de solubilidade do $BIUCRUIX e GIEGE, 1992;
McPHERSON, 1999). Num estado supersaturado, os dalisos podem formar uma fase
sélida (por exemplo, cristalina) uma vez que agaate ativagdo tenha sido superada. Entéo,
o numero de moléculas na fase sélida continuaréeatamdo até que o equilibrio seja
alcancado, isto €, quando o niumero das molécumsejincorporam ao estado sélido é igual
ao numero de moléculas redissolvidas na solucéo.

Os sais também podem formar cristais pela evapom@gs solucdes salinas, devido a
diminuicdo de moléculas de solvente, forcando os &alinos a interagir um com os outros,
formando o estado sélido. Os cristais continuan@soendo enquanto a agua continuar
evaporando. Para ambos os exemplos de cristalizbg@®al descritos, os fundamentos séo
similares, a medida que a proporcdo de sal dispbem relacdo a agua aumenta, a solucéo
se torna mais concentrada até alcangar um poticocguando os ions comegcam a interagir

uns com os outros formando um estado cristalino.
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1.5.2 Formacé&o de um Cristal de Proteina

Para o crescimento de cristais de proteinas, é&tasque alcancar um estado de
supersaturacdo em solucédo que é termodinamicanmsid®el, no qual pode se desenvolver
uma fase solida amorfa ou cristalina quando hdasne ao equilibrio. A supersaturacdo pode
ser alcancada pela evaporacao lenta do solvergelawariacdo de alguns parametros, como:
temperatura, pH e forca ibnica. O conhecimento alebgidade macromolecular e destes
parametros é um pré-requisito para o controle dadicdes de cristalizacdo. Como as bases
tedricas de solubilidade de proteinas ainda satraarsas, especialmente no que se refere
aos efeitos dos sais, os dados sobre a solubilglzaee sempre se originam de determinacdes
experimentais. Nos Ultimos anos, métodos quamistipermitiram tais determinacoes,
usando pequenas quantidades de proteina (MIKOL; BXQD GIEGE, 1990; RIES-KAUTT
e DUCRUIX, 1989).

As proteinas, embora de grande tamanho, podem rfamistais de modo similar aos
sais (Figura 1.12) (McPHERSON, 1999). As técnicagolvem geralmente a reducdo da
quantidade de agua disponivel para que se aumeontecantracdo de um precipitante, o qual
compete com a proteina pelas moléculas de aguanlubilldade de proteina continua
diminuindo com o aumento da concentracdo do ptecig e quando a proteina excede o
limite de solubilidade (linha continua da Figura2), penetra primeiro na regido metaestavel
de supersaturagdo, eventualmente entdo penetramdegiio instavel de supersaturacéo

(linha tracejada da Figura 1.12).
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Figura 1.12 - Diagrama de fases para cristalizagdoromolecularEnquanto a concentracdo do precipit:
aumenta, a solubilidade da proteina diminui e defma torna-se saturada (acima da linha continjap (
medida quea solubilidade da proteina diminui além da regr@tavel supersaturada (acima da linha tracej
0s nucleos formam-se prontamente (ii) e crescemgemdes agregados ou em cristaig. (i@ namero di
moléculas de proteinas dissolvidas diminui a mediga as moléculas se juntam a fase s@idasolubilidad:
aumenta, retornando a proteina para a regido néetabsNenhum nuacleo novo ge se formar e os pequer
ndcleos abaixo do tamanho critico dissolvem-sg @s cristais crescem até que a solubilidade atg
novamente para a fronteira entre a saturacdo eaunacdo e um equilibrio final for alcancady. Se &
solubilidade aumentar além disto, os cristais seadvem (vi) (McPHERSON, 1999).

Na regido instavel, o impulso termodinamico pare guproteina adentre ao estado
sélido é elevado e, como € possivel superar a ianéegativacao requerida para formar um
estado sdlido, um pequeno cristal é formado. Aouths da proteina podem entéo unir-se

ao estado sélido interagindo com o nucleo do ¢trigferando o crescimento de cristais
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ordenados ou agregados em orientagfes aleatévaa. dncentracdo do precipitante for
muito elevada, muitos sitios de nucleacfes se f@ona cristais umedecidos ou grandes
agregados sdo produzidos. Se a concentracdo dipifaneie for exatamente correta, entao
somente alguns sitios de nucleacfes se formar&oneoktculas lentamente se unirdo para
gerar cristais.

Na regido metaestavel, novos nucleos ndo podenfosaados porque o impulso
termodinamico para que a proteina entre no estadaim 1840 € mais tao forte tal que a chance
de superar a energia de ativacdo requerida e alpholade de formar uma fase sélida é
baixa. Os nucleos menores que um tamanho critigorfes moléculas orientadas juntas)
podem até mesmo redissolver-se. Os nucleos acintangianho critico, entretanto, podem
continuar crescendo e este continua até que asutedeédissolvidas da proteina retornem a
barreira entre a saturacédo e a instauracao. Neate, s cristais estdo em equilibrio com a
solucéo e o numero de moléculas dissolvidas qe®®am ao cristal € igual ao nimero de
moléculas do cristal que se dissolvem na soluc@te E geralmente, o ponto final da
cristalizacdo em um ambiente selado, mas, se akedoquantidade de &gua disponivel
aumentar, as moléculas dissolvidas de proteinanéacese-ao insaturadas e os cristais se
dissolverdao um pouco para reestabelecer o equilibti podem se dissolver completamente
se o equilibrio nunca for alcancado

Para se cristalizar uma macromolécula biologicauemdado solvente, portanto, é
necessario induzir a solucédo a um estado supexdatudma macromolécula biolégica segue
as mesmas leis termodinamicas, como qualquer bptrale molécula inorganica ou organica
no que se refere a supersaturacdo, nucleacdo enueeso de cristais (BOISTELLE;

ASTIER, 1988).
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1521 Alguns Métodos para Producao de Cristai®bteina

Varios métodos para aumentar a quantidade de paotksponivel em relacéo a de
agua sao adotados para a cristalizacdo. Trés nses®téo discutidos aqui: 0 método de

dialise (0 mais antigo), o método batch e o desdidude vapor (mais simples).

15211 Dialise

O procedimento de dialise permite uma abrangéreieoddi¢cdes precipitantes serem
automaticamente ensaiadas, porém, de modo difedterdatros métodos, nele a concentragcao
da proteina permanece constante.

Membranas seletivamente permeaveis sédo tipicaneenpeegadas no procedimento,
sdo usadas para conter a proteina em solucdo edepgrossa de tubos capilares ou em
botdes de microdidlise de plastico transparentgu(ki 1.13). A membrana é segurada com
um anel de borracha ou silicone com didmetro adbgua dispositivo € entdo sustentado e
imerso em uma solucdo de precipitante dialisavaltampédo de baixa for¢a ibnica ou agua
(STRYER, 1999). As condi¢cdes externas podem vate@aruma maneira gradativa, com
intervalos de equilibrio de alguns dias entre as@s Nos tubos capilares, precipitantes em
gradiente de concentracdo elevado na solugdo qaotéa coluna pode conduzir ao
crescimento de cristais. Em geral, 0 método désdi@do é econbmico em proteina, porém,

tem a vantagem de que a solugéo precipitante mydacimente trocada.
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Figura 2.13 — a) Esquema de montagem para @etadlo de proteinas por didlise
Membranas seletivamente permeaveis sao tipicaneempeegadas no procedimento ().
membrana é afixada com um anel de di@mmedequado de borracha ou silicone
dispositivo é entdo sustentado ou imerso em unigiteate dialisavel. bRepresentagéo «
cristalizacéo de proteinas pelo processarderodidlise (DRENTH, 1994).

15212 Batch

No métodoBatch uma solucdo instaurada de proteina € misturadaurnansolucao
precipitante (McPHERSON, 1999) (Figura 1.14). Atpioa adentra repentinamente a regiao
instadvel de supersaturacdo, enquanto O precipitaoiepete pelas moléculas de agua
disponiveis. Os nucleos podem se formar e, se msentacdes de proteina e precipitante
tiverem sido selecionadas apropriadamente, osssi® nucleacbes se formardo e as

moléculas se unirdo formando cristais ao invésrdedgs agregados (RAYMENT, 2002).
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Solugao protéica )
Misturadas
|| rapidamente

Solucao precipitan

Figura 1.14 - Métod®atch A solugdo da macromoléla € misturada &
agente cristalizante (solucdo precipitante) atihgira sipersaturaca
instantaneamente (DRENTH, 1994).

15.2.1.3 Difusao de Vapor

Este método foi utilizado pela primeira vez natatizacdo do tRNA (HAMPEL et
al., 1968). Trés modalidades de cristalizacdo pfus@lo de vapor sao utilizadas: gotas
suspensasanging drops gotas sentadasitting dropse gotas sanduicheandwich drops

(Figura 1.15), e os principios que se aplicam s&a@esmos.
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a . - b Gota Suspensa Gota Sentada Gota Sanduiche
Solugéo do reservatério . . .
hanging drop sitting drop sandwich drop
Solugéo protéica

‘ = ‘ ‘
1 iy

Gota montada -

Solugéo protéica +
Solugéo do reservatorio

_a _a B8

= Solucéo protéica + Solucédo do reserva

B Solucso do reservato

Figura 1.15 — Tipos de cristalizag&o por difusdwalgor. a) Rpresentacdo da montagem de uma
de cristalizacdo.b) O diagrama a esquerda mostr&étodo da gota suspensa diagrama ao me
mostra a gota sentada ® diagrama a direita mostra o método da gota seheuiFonte
CRISTALIZACAO DE MACROMOLECULAS BIOLOGCAS. Disponivel em
http://www.biocristalografia.df.ibilce.unesp.br/itaistal/wfa.pdb Acesso em: 10 set. 2006.

Discorreremos sobre os dois métodos mais comurn¥istalizacdo por difusdo de
vapor: as gotas suspenseging dropse gotas sentadastting drops No método de difuséo
de vapor da gota sentada, uma pequena gota désalagroteina instaurada (tipicamente 2
- 20 pL) é sustentada em uma plataforma cercadaupomreservatorio de solugcdo do
precipitante (solucdo-mée) (Figura 1.16) (McREER29Um volume igual de solugcdo-mae €
entdo misturado com a solugcéo da proteina e o atebéselado por fora, colocando uma
laminula de vidro sobre a borda do poco lubrificddo ambiente fechado, a gota sentada tem
inicialmente uma osmolaridade maior do que o redério e a agua € perdida para o
reservatorio por difusdo do vapor. O resultadadéranuicdo do volume da gota, ocorrendo a
concentracdo tanto da proteina quanto do precipitana proteina pode ser assim levada ao
estado supersaturado e a formar cristais.

O método de difusdo de vapor em gota suspensasohacia mesma maneira, mas a
gota de proteina é suspensa sobre o reservatorioyvés de sentar-se em uma plataforma

(Figura 1.16) (McPHERSON, 1999). A cristalizacaa plifusdo de vapor tém vantagens
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sobre oBatch uma delas € que a evaporacao lenta da agua aaaqiroteina permite que a
proteina se concentre vagarosamente na regidoehsi& supersaturacdo, tendo por resultado

menos e maiores cristais do que os geralmente picimiupelo métodBatch

a) Método da gota sentada b) Método da gota suspensa
s S Solucgéo protéica
s © + precipitante
(gota)
l .0

Solugéo

Precipitante

(reservatorio)
Equilibrio @

o ' Diminuicdo do
volume da gota.
Soluto

concentra-se

H>,O

Figura 1.16 - Cristalizagao por Difusédo de VapOrdiagrama a esquerda mostra o método da
sentada (a), o diagranaadireita mostrar o método da gota suspensa (. &abos os sistem:
uma solucédo insaturada de proteina é misturadaguahvolume de solucdarecipitante (soluca
do reservatério-poco). A concentracéo da protaimaenta conforme a 4gua é perdida da gota
o reservatodrio durante o rumo para o equilibricaibiente selado permite que eventuaistais
permanecam ali por diversos meses ou anos (TULLQOBE).

153 Obtencéo de Cristais de Complexos Protéicos
Muitas proteinas associam se com pequenas molécoiae parte de sua funcéo

biolégica, por exemplo: complexo enzima-inibidoromplexos proteina-carboidrato
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(lectinas), complexos proteinas-acidos nucléicompiexos proteina-proteina e complexos
anticorpo-antigeno. Cristais de complexos podemfs@nados porsoakingou por co-
cristalizacdo sob condi¢cdes controladas. A metai@lé similar a usada para a preparacéo de
derivados de atomos pesados, sendo requerido ¢ordrgo prévio sobre a estabilidade para
a incorporacdo das moléculas adicionadas. Ha uefarpncia pela co-cristalizacdo, por mais
facilmente conduzir a ocupacao dos sitios ativéesgegantes (INKPEN, PALMER, LADD,

2003).

1.53.1 Co-cristalizacéo

A co-cristalizacao pode ser realizadasitu na gota suspensa e na gota sentada, ou em
tubos testes onde o métoBatch de cristalizacdo é usado (INKPEN, PALMER, LADD,
2003). A co-cristalizacdo pode produzir cristaisngelhor qualidade do que os obtidos por
soaking mas mudancas de simetria e de cela unitaria $8® pnovaveis de ocorrer como
uma consequéncia das diferentes condicbes delizagé quando se procura produzir
derivados de atomos pesado; portanto, ndo € usaatastalizacdo ser o primeiro método de
escolha para o procedimento substituicdo isompdigm, ela € o método mais usual quando
da ligacdo de ligantes comuns j4 que as condi¢éesrigstalizacdo quase ndo mudam. O
método consiste simplesmente em incubar a protna o ligante em solucdo antes da

cristalizagao.

1.5.3.2 Soaking

Outro método para o preparo de complexos protgjaate é soaking que consiste

em deixar o cristal em contato com uma solucdo-iddicial, que tem composicao



53

basicamente igual a da solucdo-mae original ad@si2 um excesso do ligante; isto pode ser
feito a0 mesmo tempo com a concentracdo de umrot&ipr, se desejavel e viavel. A
concentracdo do ligante tipicamente usada devedsetO a 1000 vezes a constante de
dissociacao (K, se esta for conhecida. €dakingpor 10 a 30 minutos deve ser suficiente
para saturar os sitios de ligacdo, se estes fooessiaeis pelos canais de solvente. Se as
moléculas de proteina empacotarem no cristal dertala que obstruam o sitio de ligacao do
ligante, ou se os cristais ndo toleraremoakinge se quebrarem ou ainda se dissolverem,
entdo a co-cristalizacdo com ligantes deve seregada (ROWLETT, 2005).

Este método é altamente sensivel e pode causamaéwvaizes visivel) deterioracdo da
qualidade do cristal, mas nédo é provavel induzaamgaks na cela unitaria e na simetria

(INKPEN, PALMER, LADD, 2003).

1.53.2.1 Crioprotecdo e montagemloap

O réapido resfriamento dos cristais as temperatumaggénicas tornou-se um
procedimento padrdo em cristalografia macromoled@ARMAN, 1999). A razéo principal
para o resfriamento € a reducdo drastica dos dapnosradiagdo (GARMAN, 2002),
minimizando a necessidade de cristais multiplosa pana completa coleta de dados e
consequente fusdo de erros, uma segunda vantagerauénento da resolucdo devido a
reducdo das vibracdes térmicas.

A montagem do cristal precisa ser feita com umpeatetor antes de ser rapidamente
refrigeradoflash cooledpara prevenir o congelamento (isto é, a formagigelo, o que
destrdi o cristal), devendo-se usar reagentes c®BG, MPD ou GOL em alta e adequada
concentracdo. Estes reagentes impedem a formagfelalao liquido-mé&e quando o cristal é

colocado no difratbmetro sob o feixe de nitrog&esdfriado.
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Por razdes ndo muito claras, nem sempre a crig@ot@ bem-sucedida, sendo
problemas comuns 0 aumento excessivo na mosaiceladperda de resolugcdo. Numerosos
procedimentos dannealingforam relatados que ocasionalmente reduzem a oidede
(KRIMINSKI et al.,, 2002; HANSON.; SCHALL; BUNICK, @03), mas estes ainda nao
foram estabelecidos como procedimento padrdo. Rouestudos sistematicos de
procedimentos gerais dennealing aparecem na literatura; estes métodos sdo de egrand
relevancia, porém, consomem tempo, risScos aosairigt apresentam pouca sistematica

(DEKKER, 2003).

1.6 Difracdo de Raios X, Coleta e Processamente Bados

A principal técnica utilizada para a resolucdo darugura tridimensional de
macromoléculas biologicas tem sido a cristalogrpfindifracdo de raios X (BLUNDELL e

JOHNSON, 1976; DRENTH, 1994).

1.6.1 Observacéao de Pequenos Objetos

A microscopia de luz é tipicamente usada para gaxeobjetos muito pequenos,
microscopicos, como, por exemplo, células. Em rsmopia, o espalhamento de luz sobre as
células é redirecionada por uma lente que cruzpampo focal e imediatamente apos isso a

imagem pode ser observada (Figura 2.17) (BLOW, R003



55
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Figura 1.17 - Aumento da imagem de um objeto pétaascopia de luz A luz difratada atraves:
0 pequeno objeto e é espalhada em todas as direddewm lente captura aid espalhada
redirecionada a um ponto focal, onde a imagem ¢gt@pode ser remontada (BLOW, 2003).

A resolucdo com que os objetos que podem ser vissiasdo a microscopia de luz é
limitada pelo comprimento de onda que € usadoaso da luz visivel, este estende-se de 350
nm a 700 nm aproximadamente e, desde que os detd@lbepodem ser resolvidos além desse
comprimento de onda, a microscopia de luz ndo gedeisada para objetos cuja dimensdes
sejam menores.

Para resolucdes a nivel atdbmico deve-se usar lumet®r comprimento de onda. Os
raios X tém comprimento de onda ao redor de 1 MQ]E devem ser usados ao invés da luz
visivel para resolver moléculas a nivel atdmicorépg ha dois problemas fundamentais

associados ao uso dos raios X, a seguir.
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Os primeiros raios difratados por uma molécula @s\Bdo muito fracos e nunca
seriam detectados acima do nivel de ruido, alésodiss raios X danificam as moléculas e
uma molécula simples poderia ser destruida antepugesse ser resolvida devido a difracéo
(BLOW, 2003). Este problema pode ser superado pedferencial empacotamento das
moléculas na forma cristalina em vez de moléculaplses (Figura 1.18). Em um cristal, o
vasto numero de moléculas empacotadas juntas, esmmesma orientacdo, permite que a
intensidade dos raios X difratados (espalhadoa)asaplificada e detectada acima do nivel do
sinal de ruido. Os danos as moléculas sao tambémsseveros, porque muitas delas estao

presentes na mesma orientacgao.

}_{ Moléculas simples ﬁ—’

Reticulo
Cristalino

Figura 1.18 - Empacotamento de moléculas dentragetioulo cristalino. Unreticulo simples -
mostrado a esquerda e a unidade repetida é claimmvésivel (representado pela caixa c
pontinhos). Uma molécula maior é representadaingétaj € a unidade repetidamais complex:
contendoduas moléculas idénticas com eixo de simetriardero dois. Em geral, quanto maic
molécula, maior a cela unitaria repetida (TULLOQEAQS)

O segundo problema € que os raios X ndo podemedeecionados por uma lente
cruzando um ponto focal (BLOW, 2003; BLUNDELL e JOSION, 1976). Além disso,
desde que uma lente € composta por atomos quenseaiaificados também pelos raios X,

uma lente funcional para raios X jamais sera prodyzporém, este problema pode ser
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superado. As imagens difratadas chegam a um detesdion como elas chegam a uma lente,
mas a imagem deve ser remontada com um computRdos. remontar a imagem das
moléculas, deve-se saber a fase das ondas disatpga chegam ao detector. Nao ha
nenhuma forma de medir diretamente a fase e enédiodos indiretos devem ser adotados

para calcular a fase antes que a imagem da molgoséa ser determinada.

1.6.2 Difracdo de Raios X

1.6.2.1 As Caracteristicas da Onda de Raios X

Os raios X sdo fotons de energia e tém aspectogadécula e onda. A onda é
sinusoidal), caracterizada por sua amplituleg por seu comprimento de ondg (Figura
1.19) (BLOW, 2003). Os raios X de comprimento deamaior que 2 A (frequentemente
referenciados como raios X moles) sdo absorviddsrfente pelo ar e pela agua, mas os
raios X de comprimento de onda mais curto que adrsais penetrantes e sdo usados com a

finalidade de determinacao estrutural cristalogeafle proteina.

Distancia

Figura 1.19 - Representacdo esquematica de umadmndzio X. A amplitudeA) é alturada
crista acima do nivel médio. O comprimento de ofija a disténcia entre duas crisa®
tipicamente menor que & para uso em cristalografia de proteinas. A periddde da onda @

inverso da freqiiéncia (na onda acima, a periodieida 0,5). A fase da ond¢)(especifica i
posicéo do pico relativo a uma origemxde 0 (TULLOCH, 2005).
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A energia E) de um unico féton é inversamente proporcionat@aprimento de onda
(A), diretamente proporcional a constante de Plamke(a velocidade da onda, (a
velocidade da luz) (Equacgéo 1.1). Assim, quandoomsprimentos de ondas dos fotons séo

conhecidos, suas energias também sao.

E = hc/A Equacédo 1.1
A medida que uma onda avanga, a posi¢cdo da cistanda avanca igualmente. A

fase de uma ond#&) especifica a posicdo da crista ou pico da onldéve a origem dex =0
e no tempa = 0. O avanco da onda pode ser expresso matematicaiftesuiacao 1.2) de

modo que a altura da ond&/)(possa ser especificada em qualquer dado tethpo (

W = A cos[(2r(x-ct)/L)+ @ Equacéo 1.2

1.6.2.1.1 Expressando a Onda como Vetores

Quando duas ou mais ondas viajam ao longo do maspeto simultaneamente, suas
ondas sobrepdem-se (Figura 1.20) (BLOW, 2003; BLEBND e JOHNSON, 1976;
GIACOVAZZO et al., 1992). Se duas ondas idéntichs rhesma amplitude e comprimento
de onda) estdo na mesma fase, elas sdao somadasm@itade da onda resultante é o dobro
daquela das ondas iniciais, enquanto o compringmtinda e a fase permanecem inalterados.
Se as duas ondas idénticas estiverem fora de &aenetade do comprimento de onda, tais
que as cristas de uma correspondam aos vales d& autdicdo das ondas resulta no
cancelamento completo das mesmas. E facil obses/andas resultantes quando as ondas

estdo na mesma fase e com mesmo comprimento deoridea de fase e com metade de um
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comprimento de onda, mas torna-se mais dificil sasaduas ondas se suas fases diferirem

por outros valores.

Figura 1.20 - Adicao de ondas de mesmo compriméatondaa) Quando ondas idénticas es
na mesma fase, sua soma gerea onda de mesma fase, mas com uma amplitudevez@s maio
que as ondas iniciais b) Quando ondas idénticé@® esh oposicdo de fasesni seja, diferenca ¢
fase igual aA/2, sua soma resulta no cancelamento de uma e, qutduzindo uma onda ¢
amplitudeA = 0 (TULLOCH, 2005).

As ondas podem ser expressas como vetores, dermguoei a amplitude da onda é
expressa como vetor e a fase da onda expressa coamgulo do vetor (Figura 1.21a)
(HELLIWELL, 1992). Uma onda de amplitude A =5 & fasep = ¢, pode ser somada a uma

outra onda de amplitude A =4 fasep = @ colocando a cauda do segundo vetor sobre a
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cabeca do primeiro vetor (Figura 1.21b). Um noviovpode ser extraido da origem a cabeca
do segundo vetor, e 0 comprimento do novo vetoresga a amplitude da onda resultante e o

angulo do novo vetor expressa a fase da ondaaaseilt

AN N/
JAAVARY,

Figura 1.21 - Expressdo das ondas como vetoressparadi¢cdo. a) Uma onda de amplitéde

fase(p pode ser expressa como um vetor de comprim@r@ngulog. b) A adicdo de duas ond
(vermelha e azul) com diferentes amplitudes e fasemss de mesmo comprimento de anda
Quando expressas como vetores, a cauda do segetwo(vermelho) é colocada mabeca di
primeiro vetor (azul); o vetor soma das ondas @gtem a cauda na origem (cauda do vetor) azul
e a posicao da sua cabeca na cabeca do ultimo (vetonelho). O comprimento e odiro do
vetor de soma resultante sdo respectivamente atadepé a fase da onda resultante da s
(TULLOCH, 2005)
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1.6.2.1.2 Expressando a Onda como Numeros Complexos

Um numero complexo € uma maneira de expressar Atagepe a fase de uma onda
por um uanico numero (Figura 1.22) (BLOW, 2003; HBMELL, 1992). O numero
complexo z representa uma parte reak uma parte imaginarig;, ou uma amplitudez|| e

uma fasep, e pode ser expresso por meio da Equacédo 1.8ulathda 1.5.

z = X +iy Equacéo 1.3
= |z| (cag+ i seng) Equacéo 1.4
= |z[® Equacéo 1.5

Ondei é a raiz quadrada de -1. A vantagem de se exprassandas como numeros
complexos € que podem ser facilmente somados dipfioaldos.

Sucintamente, a difracdo explica-se da seguinteemaarguando um raio X atinge um
elétron, o raio X é absorvido pelo elétron, fazendm que esse vibre na mesma freqiiéncia
qgue o raio X (BLOW, 2003). O elétron entdo emite naio X idéntico aquele absorvido em
praticamente todas as dire¢cdes. Da mesma formagrande namero de raios X (de onda
incidente) que atingem um grande namero de elétemgdtara em um espalhamento de raios
X em todas as dire¢des. As ondas de raio X espadhi#in o mesmo comprimento de onda
que a onda do incidente, e desde que aquelas adpallem todas as direcbes ndo se
apresentem em fase uma com as outras, elas selatandeodavia, quando em certas
circunstancias, as ondas espalhadas numa mesmaadiéen a mesma fase, sdo amplificadas

em pontos discretos em um padrao de difracdo (H&IHLL, 1992).
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»
»

Eixo imaginaric
N

»

X Eixo real

Figura 1.22 - Esquema expressando uma onda comeraltomplexoO numero complexoz)
pode ser expresso em termos de um componentexjealufm componente imaginariy), com

amplitude (|z|) e fas&p{ (TULLOCH, 2005).

1.6.2.2 Lei de Bragg

Um cristal de proteina € composto de repetidasadessl (as celas unitarias), as quais
sdo empilhadas em trés dimensdes (GIACOVAZZO etl8h2). Os vértices da cela unitaria
sao relacionados através de séries de planos Iparghdanos do reticulo ou planos de Bragg)
que podem ser imaginados como espelhos que refleemaios X. Quando os raios X
refletem fora dos planos do reticulo, eles est@algente fora de fase e se cancelam. Quando
o angulo de onda incidente € igual ao angulo dex&d, as ondas paralelas que atingem o0s
planos do reticulo em fase sdo também refletidatasen(Figura 1.23a) (HELLIWEL, 1992).
As ondas dos raios incidentes que estdo em fagmwsigdoab sao refletidas em fase na

posicaobc porque a distancia dec = b-de as ondas tém exatamente o mesmo comprimento
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de trajetoria. Assim, as ondas incidentes que estafase sao refletidas em fase umas com as
outras quando elas tém exatamente o0 mesmo compaoirenrajetoria.

A maioria das ondas refletidas que tém comprimelgatrajetoria diferente estao
geralmente fora de fase. Como a figura 1.23b moétpssivel entdo elas estarem em fase
uma com a outra quando a diferenca de comprimeattrajetéria delas for igual a um
namero inteiro de comprimento de onda (quaBdo= um numero inteiro). A lei de Bragg
(Equacédo 1.6) mostra que, para que estas condsef@ms encontradas, a distancia entre 0s
planos do reticulodj esta relacionada ao comprimento de ongia @o angulo de incidéncia

e de reflexdo da ond&)((BLOW 2003; HELLIWELL 1992; STOUT e JENSEN 1989).

ni=2dserd Equacéo 1.6

d=ni/ (2 send) Equacéo 1.7

Os cristalografos de proteina estéo interessadodistincias entre planos do reticulo
e a lei de Bragg é frequentemente rearranjadafpaes ded o objeto da equacdo (Equagéo
1.7). A equacdo mostra que para que as ondas rexata fase a distdncia minima entre
planos do reticulo € a metade do comprimento d&,odéestacando a necessidade de um
comprimento de onda curto (raios X) para a deteagdio de estruturas cristalinas protéicas.
As equacBes mostram também que a medida que asdaiEst entre planos adjacentes do

reticulo diminuem, o angulo de incidéncia deve antargpara que as ondas fiqguem em fase.



Onda

a incidente a”d_g
refletida

Plano do reticul

Onda Onda
b incidente refletida

Onda

refletida
Onda Onda

incident e
incidente amplificada

Figura 1.23 - Reflexdes de Bragg. a) As ondas damadase atinguem um plano do reticulo e s

refletidas na mesma fase quando o angulo de ing@éngual ao dngulo de reflexdo. b) Lei de
Bragg. As ondas em fase atingem diferentes pldaagsticulo, saindo em fase quando a distang
entre os planos fod) = A/2ser®. ¢) Amplificacdo das ondas refletidas (TULLOCH, 2005).
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1.6.2.3 Reticulos Planos e indices de Miller

Os cristais contém varios diferentes grupos degglasticulares que sdo capazes de
refletir os raios X (GIACOVAZZO et al., 1992). Ofapos reticulares sao planos que passam
diretamente através dos pontos do reticulo dentrandsmo (Figura 1.24). Aqueles que
conectam pontos adjacentes do reticulo podem salefus a uma ou mais arestas da cela
unitaria (Figura 1.24a) ou podem cruzar as cel#anas diagonalmente através dos vértices
das celas unitarias (Figura 1.24b). No primeircocasn exemplo bidimensional, os planos
reticulares correm paralelamente ao eixo da cala €pemplo, os planos vermelhos) nunca
atravessando o eixo da cela (o eixo a), e somentplano reticular passa pelo outro eixo (0
eixo b) da cela unitaria. Pela repeticdo de uma&alckela unitaria e de um unico plano
reticular dentro do restante dos pontos reticulaoeEBs os pontos reticulares serdo cobertos
com as celas unitarias e os planos reticulares.

Os planos reticulares bidimensionais podem sexamtes por indices de Milleh()
para mostrar o ponto fracionario por que passamramcela unitaria (Equacao 1.8) (BLOW,
2003). No caso em que os planos reticulares copamalelamente a aresta da cela, nenhum
plano cruza essa aresta da cela e 0 niumero condisgte d ouk atribuido para o especifico
eixo da cela é 0, ja que 1/0 é infinito. Para @@ do reticulo mostrados na Figura 1.24a,
nenhum plano do reticulo vermelho cruza o ex® somente um cruza o eikodentro de
uma cela uniaria, assim o grupo de planos retieslaermelho sdo indexados por indices de
Miller como ((1/0), (1/1)) ou (0,1). Os planos emetp correm paralelo ao eiXm nunca
cruzando o eixdb e somente cruzando o e uma vez dentro de uma cela uniéria,

identificando o conjunto de planos preto do reti@dmo ((1/1), (1/0)) ou (1,0).
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((1 / planos através do eis),(1 / planos atraves do eik)) Equacéo 1.8

Arranjo de planos no reticulo (1,0) (preto).
Arranjo de planos no reticulo (0,1)

\\\

Arranjo de planos no reticulo (1,1) (azul).
Arranjo de planos no reticulo (1,-1) (verde)

(vermelho)

oc"——fb
oolld,

Arranjo de planos no reticulo (2,3) (azul
claro)

Arranjo de planos no reticulo (1,3) (rosa)

Figura 1.24 - Varios planos reticulares dentro desmmo reticulo cristalino. A cela unitaria «
mostrada como uma caixa preta com o0s eixos a eshkpl@nos reticulares bidimensiondik
podem ser indexados de acordo com o nimero desptprecruzam cada eixo dentro de uma cela
(TULLOCH, 2005).

Planos que conectam diagonalmente pontos adjacdotesticulo através da cela
unitaria bidimensional cruzam ambos os eixos noceé da cela unitaria (Figura 1.24b).

Neste exemplo, somente um plano azul do reticuipaco eixca e somente um cruza o eixo
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b dentro de uma cela e entdo o conjunto de planais Bk sdo indexados como (1,1). O
conjunto de planos verdes do reticulo é similars mia sdo indexados como (1,-1) ja que os
planos do reticulo correm em direcfes opostas.

Os planos reticulares ndo conectam somente podjaseates do reticulo, podem
também conectar varios pontos reticulares de celtrias separadas (Figura 1.24c-d).
Quando isto ocorre, muitos planos reticulares podermar uma eixo da cela e sédo indexados
h,k de maneira similar.

Os cristais de proteina sao estruturas tridimeagom seus pontos reticulares podem
ser conectados por planos reticulares tridimengoiisstes planos reticulares sao similares
aos bidimensional descritos acima, mas devem sexalos no minimo com um terceiro

termo () para designar planos reticulale, | (BLOW, 2003).

1.6.2.4 O Padréao de Difracdo e a Cela Unitaria

Ha muitos diferentes grupos de planos reticulasrdrd de um cristal de proteina,
cada um tendo um angulo de orientacao relativoatife (Figura 1.25a); como séo orientados
em angulos diferentes, as ondas refletidas degrag® de planos do reticulo devem também
serem refletidas em um angulo diferente, para gtegaen em fase (Figura 1.25b), e isto € o

que causa o padrao de difracao.
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Ondas refletidas

Onda incidente Onda nao refletida

5
>

Planos reticulares

Cristal Ondas refletidas

Onda incidente

Detector de raios

Beam stop

Figura 1.25 - Difracdo de raios #) Os
raios X atingm diferentes planc
reticulares, sendo refletidos el
diferentes angulosb) Ondas refletida
pelos cristais podem ser coletad
usando um detector de raios
produzindo uma imagem de difraca.
Uma imagem de difracdo do cristal ¢
TbPTR1 complexada como inibido
WSG3066, produzida no progran
Mosflm (LESLIE, 1999) mostrando ¢
padrdo de pontos refletidos.

Um padrdao de difracdo consiste em pontos discrégabém conhecidos como
reflexdes) arranjados de uma maneira peculiar. adto € o resultado da amplificacdo das
ondas de raio X refletidas em fase para um Uniepade planos reticulares paralelos (Figura

1.25b). Enquanto um cristal gira em um feixe de paiincidente, a orientacdo de cada um
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dos planos reticulares move-se também com relagdeixe de incidente. As ondas que sao
refletidas em fase mudam consequentemente assino comespectivo grupo de planos
reticulares enquanto o cristal gira, mudando ag@es dos pontos (reflexdes) em sucessivas
imagens de difracdo (Figura 1.25c).

Como o padrdo de pontos refletidos é diretamertziomado as orientacdes dos
planos reticulares e as orientagdes dos planoslisgtamente relacionadas as dimensdes da
cela unitaria, entdo, o padrao de pontos refletettd também relacionado as dimensdes da
cela unitaria (BLOW, 2003; STOUT e JENSEN, 198%d& ponto pode ser identificado por
seus indices de Milleth( k, ) e as distancias entre os planos reticulares ¢aspantod)
podem ser calculadas pela distancia entre os peraesespectivos angulos de incidénéja (

As distancias entre planos paralelos e perpendesilaos eixos dao a dimensdo da cela

unitaria.

1.6.2.5 Intensidade dos Pontos no Padrao de Difoac

Apesar dos padrées de pontos de difracdo serenmadegupelas dimensdes da cela
unitaria, as intensidades relativas dos pontosegudadas pelas posi¢cdes dos elétrons dentro
da cela unitaria (BLOW, 2003; STOUT e JENSEN, 198% elétrons que se encontram nos
mesmos planos reticulares espalham em fase um coutr@ aumentando a intensidade da
reflexdo (ou do ponto). Um ponto que tenha umansgitiade relativa grande indica que
muitos elétrons se encontram neste grupo de plastisulares gerando essa reflexao,
enquanto um ponto com intensidade relativa baidican que poucos elétrons estédo
posicionados neste grupo de planos do reticulonderaessa reflexdo. As intensidades
relativas dos pontos sdo portanto o resultado da@das ondas em uma direcdo particular e
fornecem a informacédo a respeito das posicoes médidodos os elétrons entre cada grupo

de planos reticulares dentro do cristal.
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1.6.2.6 Fatores de Estrutura e Transformada derieou

Cada ponto em um padrdo de difracdo € produzidamer onda (qQue é a soma das
ondas refletidas por um grupo de planos reticulaggsode conseqlentemente ser expresso
como um numero complexo, descrevendo a amplitudaifaquadrada da intensidade do
ponto) e a fase (como na sec¢B6.2.1.2) (BLOW, 2003; HELLIWELL, 1992; STOUT e
JENSEN, 1989). Temos, assim, a expressado do chafatmtode estrutura, que para cada

reflexao é:

N
F(hkl) = > fj exp[2t (hx + ky; +12)] Equago 1.9
j=1
ondef; € chamado fator deJ espalhamento atbmico e a sométéeita com todos gs

atomos (HELLIWELL, 1992). O fator de espalhamenitoréspeito a quanto de radiacdo um
atomo espalhara numa determinada direcdo. A equaciwa € conhecida como uma
transformada de Fourier porque € a soma de casfsiede Fourier das ondas. Quando as
fases @) sao conhecidas bem como todas as amplitudeshk(IF( (calculada pelas

intensidades dos pontos), € possivel calcular ficcerete de Fourier inverso das ondas como

segue:

p(xy,2) = (LV) 2 {IFbkl)lexpign) expl-2u (hx + ky; +12)]}
hkl

Equacéo 1.10
A equacao acima € algumas vezes referenciada cguag@o de densidade eletrbnica
e este nome sugere que o coeficiente de Fouri@rsavpode ser usado para calcular as
coordenadas dos atomos dentro da cela unitériandaistal usando a intensidade dos pontos

e a respectiva fase (BLOW, 2003; HELLIWELL, 199Z,(8JT e JENSEN, 1989).
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1.6.3 Coleta dos Dados de Difracéo

Antes do conjunto de dados poder ser coletado, uegaa estrutura final da proteina
possa ser deduzida, faz-se necessario montar wtalcrio feixe de raios X de um
difratbmetro e verificar se ele difrata a uma recab e qualidade suficientes para justificar a
coleta completa de conjunto de dados. Um ensaicoliga inicial pode ser realizado para
determinar o grupo espacial do cristal e obterrmégdes importantes para se planejar a

coleta de dados (ROWLETT, 2005).

1.6.3.1 Processamento dos Dados de Difracao

1.6.3.1.1 Resolucao

As intensidades podem geralmente ser mensuradasmaterto limite de resolucéo,
dado pela area do detector, a distancia e a oc@mtaleste em relagdo ao cristal, o
comprimento de onda, os parametros da cela e aigpdimlidade do cristal. Frequientemente,
0 objetivo é produzir mapas de densidade eletrédicanais alta qualidade e a resolugéo

estender-se tanto quanto possivel (Figura 1.26D{B|.2003).

3.0 A 2.0 A  12A

Figura 1.26 - A resolucdo determina a quantidadelatalhes em mapas de densideti#ronica.Em a)
resolucéo de 3.0 A, em b) resolucéo de 2.0 A e)emsolucdo de 1.2 A, atingivel em poucos caSoste:
CRYSTALLOGRAPHIC BASIS FOR STRUCTURE-BASED DRUG DESN. Disponivel em
http://www.ucalgary.ca/~ngk/MDSC755/MDSC755_ Ng.péi€esso em: 23 jan.2007.
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1.6.3.1.2 Completeza

Idealmente, cada reflexdo independente dentro dalugfio escolhida deve ser
incluida no célculo do mapa de densidade eletroioa quase qualquer orientacdo de um
cristal em um eixo rotacional, algumas das reflex@equeridas sédo inacessiveis. Muito
frequentemente, no minimo duas orientacfes sa@sigmta obter uma cobertura total. Por
outro lado, se o cristal tem alta simetria, havetdtas reflexdes relacionadas por simetria e
entdo uma menor abrangéncia das orientacdes dal pasle prover todas as reflexdes Gnicas
(reflexdes necesséarias para gerar um conjunto emmle reflexdes pelas operacfes de
simetria) (BLOW, 2003).

A completeza de um conjunto de intensidades dagdifr pode ser definida como o
namero de reflexdes Unicas mensuradas pelo nuroode reflexdes Unicas. Expressa-se,
todavia, mais comumente em porcentagem, multiplicese essa razdo por 100.
Frequentemente a completeza deve ser de 95% ou, reaidor menor que 95% para uma
dada resolugéo, pode indicar que alguns problemagesam durante a coleta de dados.
Resumidamente, completezas menores que 60 % séespBb0-90 % sdo boas e maiores que

95 % sdo excelentes.

1.6.3.1.3 Redundancia

O fator redundéancia ou multiplicidade da intensealadensurada é definido como
(BLOW, 2003) o numero total de intensidades memagalividido pelo niumero total de
reflexdes Unicas mensuradas. Em outras palavreejuandancia ou multiplicidade mede o

namero de vezes em que o ponto de difracdo (ometiscamente equivalente) € medido.
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1.6.3.14 RergeOU Rym

As diferencas entre as intensidade mensuradasrgiameénte relacionadas podem ser
usadas para calcular um fator R chamag Bu Rnerge Se as intensidade mensuradas séo
acuradamente reprodutiveiss,R € pequeno. Qualquer erro aleatorio ou sistemat&o
medida das intensidades aumentaram BLOW, 2003). O Bm € calculado pela Equacéo
1.11.

> ifti(hki)- ik
Dl

Rsym= Y hk Equacéo 1.11

onde j(hkl) € uma das multiplas medidas de intensidad@aito de difragdo com
indices de Miller hkl. Em pode ser entendido como o erro médio de uma ifechs medida
comparado a intensidade média, promediado sobnepo gle reflexdes escolhidas.

Rsym varia fortemente com a resolucdo e é costumeir@mealculados para um
pequeno numero de faixas de resolucdo (conhecotatas shellsou bins), em outras palavras

, Rsym determina a confiabilidade dos dados medidos.

1.6.3.1.5 Relacéo sinal / ruidog(l)

Da a qualidade dos dados medidos em relacdo aoiodgmdrao estimado.
Normalmente é expresso como a razao da intensit&déa pelo desvio padrdo estimado
meédio dentro de uma faixa de resolucdo. A razad <&fl)> € freqliientemente abreviada

paral / o(I) (BLOW, 2003).
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1.6.3.1.6 Wilson Plot

O fator de temperatura globBlI que mensura o efeito de desordem no cristal, em
principio em razdo da vibracdo térmica, pode sémado usando um método onde as
intensidades sao divididas dentro de uma sérghdisde acordo com a resolucao d\J#(2
senf)] sendo a intensidade médiaalculada em cada shell. A variacédo da intensidagftia

com a resolucdo € comparada com a variac&opdatéico médio pela comparacdo das duas
médiasl e f 2 Um grafico é desenhado de dqd f 2 contra (ser / )% Idealmente esse

grafico da uma linha reta com uma inclinacéo igual B (oposto do fator de temperatura
global). Este grafico é frequentemente referenciadmo Wilson Plot, mas deveria ser
chamado de fator temperatura Wilson plot para eetafusdes com outro tipo de Wilson

plot (BLOW, 2003).

1.7 Resolvendo o Problema das Fases

1.7.1 O Problema das Fases

Quando uma lente é usada para redirecionar a ftetatla de um pequeno objeto,
uma imagem maior do objeto sera formada; a lentap&z de fazer isso sem afetar as
propriedades das ondas de luz (comprimento de adplitude e fase) (BLOW, 2003).
Como lentes que redirecionam os raios X para untopfmtal ndo existem, detectores de
raios X devem ser usados para capturar os raiofraatlos por um objeto pequeno (tal
como um cristal da proteina). Quando o0s raios X gummaticos (raios X de um

comprimento de onda Unico e fixo) sdo usados pettades de difracdo, o comprimento de
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onda refletida € conhecido ja que sdo de mesmo romepto de onda da onda incidente. As
intensidades de cada um dos pontos em um padrdidralgio sao relativo as amplitudes de
cada um dos raios X que geram 0s pontos, entdo, gatulo das raizes quadradas dos
intensidades dos pontos, as amplitudes das onfiesdigess sdo também conhecidas. A Unica
outra informacao requerida para a reconstrucaciatera molecular dentro de um cristal de
proteina sdo as fases das ondas que atingem dodeafecraios X. Os raios X viajam a
velocidade da luz (cerca de 3 X210 s?) e ja que eles sdo de comprimento de onda cutto (~
A ou ~1 x 10° m), eles se movimentam em ~ 3 x*4@ de ponto a ponto (BLUNDELL e
JOHNSON, 1976). E, conseqiientemente, impossiveirrdedtamente as fases dos raios X
difratados, entdo, métodos indiretos para obté&dmgem ser adotados (DRENTH, 1994;
McREE, 1999). Ha trés métodos principais para vesa do problema das fases: substituicdo
molecular (MR), substituicdo isomoérfica multipla IR) e dispersdo andémala mdultipla

(MAD) (DRENTH, 1993).

1.7.1.1 Substituicdo Molecular (MR)

A estrutura desconhecida de uma proteina pode esmivida por substituicdo
molecular quando a estrutura de uma proteina haadoconhecida e as duas estruturas sao
na maior parte muito parecidas. O processo fundisamdo-se a estrutura conhecida como
um modelo inicial para que as fases possam seuladhls, acopladas as intensidades de
difracdo observadas para a proteina desconhecid@WB 2003). Entretanto, o modelo
inicial deve primeiramente ser posicionado corret@® dentro da cela unitéria
tridimensional de modo que as fases possam saul@adés. O posicionamento do modelo

tridimensional € decomposto em dois componentes: fumgdo de rotacdo que envolve uma



76

rotacdo tridimensional da molécula na orientacawet e uma funcédo da translacdo que

envolve uma translacao tridimensional do modelentaédo na posicéo correta.

1.8 Refinamento de estrutura protéicas

Uma vez que o problema das fases tenha sido rdeplaei passo seguinte é o
refinamento da estrutura cristalogréafica. E necesséfinar o modelo de modo a ajusta-lo
melhor as observacfes cristalogréaficas, porquatosels de estrutura calculados F(hkl) (na
Equacédo 2.10) para o modelo inicial ainda sdo urtotdistantes dos fatores de estrutura
observados. Isto significa que o inverso da transida de Fourier para os fatores de
estrutura (Equacdo 2.11) gerara uma densidadedmtzr em posicbes ainda um tanto
“erradas”. A medida que os atomos sdo movidos asgfes melhores durante o refinamento,
as fases calculadas do modelo estardo mais proxiasafases reais das ondas difratadas e a
densidade eletrénica melhorara.

Em outras palavras, o processo de refinamento teno wm dos objetivos trazer os
valores de Ec 0 mais préoximo possivel degs variando-se as coordenadas atbmicas e o
fator de vibracdo térmica B entre outros parametsad o ponto de vista computacional, o
problema do refinamento é um problema de otimizag@slinear. Existem varios métodos de
refinamento: por minimos quadrados, gradiente gaga, recozimento simulado, méxima

probabilidade, etc...
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1.8.1 Os indicadores R e &

Um fator residual (fator R) é usado para medirustgigoodnessle uma estrutura de
proteina aos dados do difracdo; ele deriva da cap@a entre as diferencas entre fatores de
estrutura observados {}§) e os fatores de estrutura calculadog{JF(Equacao 1.12). Uma
estrutura que ajusta os dados de difracdo bemutaréator R proximo a zero (ou 0 %),
enquanto que uma estrutura sem nenhuma correlagdaados de difracédo terd um fator R
em torno de 0,59 (ou 59 %). Assim, um dos objetivaefinamento é reduzir o valor do fator
R tanto quanto possivel de modo a melhor ajuséstratura aos dados de difracdo (BLOW,

2003).

Zh |Fobd-IFead| Equacéo 1.12
Zh |Fob5|

Quando usa-se somente um fator R para o refinangenéstrutura, € possivel que os
ajustes dos dados realizem um abaixamento artificiaalor de R e, nesses casos, o0 modelo
da proteina pode conter muitos erros. Para imgeinsso ocorra, tornou-se rotineiro separar
aleatoriamente de 5 a 10 % dos dados de reflex@icconjunto a parte que nao € utilizado no
refinamento e com este calcular um fator R quendbecido como Re (BRUNGER, 1992).
Esta forma de auto-validacdo permite o refinamamimarcial e aumenta probabilidade de

gue o modelo esteja mais correto a cada ciclofdeneento.

1.9 Validacdo do Modelo

A validagdo € uma etapa essencial que pode seutadacem diferentes niveis de
organizacdo estrutural. Deve-se avaliar a qualidiedempacotamento global da proteina, os
possiveis erros estruturais em regides localizada®s parametros estereoquimicos

(JOHNSON et al., 1994).
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1.9.1 Validacdo Geométrica

Logo que o processo refinamento/modelagem é fauddiza avaliagcdo de cada modelo
e feita utilizando programas confrocheck (LASKOWSKI et al., 1993),Whatcheck
(HOOFT et al., 1996)Verify3d (BOWIE et al., 1991; LUTHY et al., 1992) X-plor
(BRUNGER, 1992). Algumas das funcdes dos prograRrasheck e Whatcheck sdo: (i)
determinar erros grosseiros nas estruturas, tam aadeias laterais deslocadas, (ii) checar
anormalidades locais da estereoquimica e (iii) ymod critérios para a qualidade
estereoquimica global. Whatcheck oferece informacfes sobre a formacdo de regides
centrais hidrofébicas, a acessibilidade de resigut®mos a moléculas de solvente (agua), a
distribuicdo espacial de grupos idnicos, a disicéw das distancias atbmicas e das ligacdes
de hidrogénio da cadeia principal para cada mod&otanto, ele retrata a estereoquimica,
comprimentos de ligacdes, angulos diedros, entra®guantidades na forma de um relatorio
gerado no formato de arquivo “pdf’. ®rocheck (LASKOWSKI et al, 1993), além de
avaliar os comprimentos de ligacdo, os angulosoglaa planaridade dos anéis de cadeias
laterais, a quiralidade, as conformacdes das cadatarais, a planaridade das ligacOes
peptidicas, os angulos torcionais da cadeia paha@pdas cadeias laterais, 0 impedimento
estérico entre pares de atomos nao ligados, forneue grafico de Ramachandran.
(RAMACHANDRAN e SASISEKHARAN, 1968). O grafico de dmachandran €
particularmente atil porque ele define os residupsge se encontram nas regides
energeticamente mais favoraveis e desfavoraveitocante aos angulo@y e orienta a
avaliacdo da qualidade de modelos tedricos ou emeetais de proteinas (SANTOS FILHO;

De ALENCASTRO, 2003).
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1.9.2 Validacdo na Densidade eletronica

O valor do residual no espaco real (RSR) foi intmddo por JONES et al., 1991. E
obtido a partir de dois mapas, um “observado” (uapaponderado pelo indice SIGMAA
(READ, 1986) produzido com os coeficiente 2 gpFD F.ac € com as fases calculadas) e um
“calculado” (um genuino mapa de,f. Para cada residuo, todos os valores de densidade
dentro de uma certa distancia (ou raio) de qualglesr seus atomos constituintes sao

comparados em ambos 0s mapas. O valor de R nooagad@ entédo definido como:

Z| Ioobs_localc |
zl pobs+10calc |

RSR= Equacdo 1.13
Onde a soma estende-se para todos valores de aldmsidnsiderada. O raio que é

usado depende da resolucéo do conjunto de dadasies®lucio é menor que 0,6 A, o raio

usado é 0,7 A, se a resolucéo esta entre 0,6 & R 0aio utilizado é {0,7 A + [(resolucdo —

0,6 A) / 3,0} e se a resolucéo for maior que 3,@Aaio utilizado é 0,5 x resolucao.

O valor do coeficiente de correlacdo do espaco(RBCC), € calculado similarmente
ao valor de R, exceto pelo fato de que o coefieietd correlacdo linear entre a duas
densidades é calculado. O valor estara sempre e€nhfie(anti-correlacao perfeita) e +1.0
(correlacdo perfeita). O coeficiente de correla¢gdéim a vantagem de que a densidade
calculada e a observada nao precisa ser escaloramgsntamente. Uma pequena
desvantagem € que uma densidade fraca que tenhdismiauicdo de intensidade adequada

levara a um valor alto de RSCC.
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1.10 Busca de Novos Ligantes Inibidores

No passado, 0 sucesso na identificacdo de novgagifoi mais por acaso do que por
desenho racional e o mecanismo de acéao da dragaeate era conhecido (KUBINYI 1999;
RATTI e TRIST, 2001). Os avancos tecnoldgicos regetém aumentado o conhecimento
dos organismos biologicos ao nivel molecular e aénpermitindo uma nova abordagem, o

desenho racional de drogas (Figurg.1.7

1.10.1 Desenho de Drogas Baseado em Estrutura (SBD

As estruturas 3D de novas proteinas alvo relevatdespeuticamente estdo se
tornando disponiveis numa razdo crescente atragesleierminacdo de estruturas por
cristalografia por raios X, RMN ou por modelagem lecalar comparativa. Alguns
necessidades sdo a identificacdo da localiza¢&sitidoativo nessas estruturas e a possivel
geometria do ligante nesses sitios. Uma das metss acancar dentro do processo é a
classificagdo de uma série de ligantes relacionadodermos de sua afinidade ou de sua

energia livre de ligacao tao precisamente quangsipel (FOSTER, 2002).

1.10.1.1 Método Baseado em Ensaio Virtual

1.10.1.1.1 Docking Tridimensional Molecular

Devido ao crescimento do conhecimento estrutusagxperimentos ddockingestao

se tornando cada vez mais importantes no desenlmahde drogas. Realizando um ensaio
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virtual em bancos de dados de ligantes por métodogutacionais pode inclusive levar a
identificacdo de novos alvos terapéuticos, alermuaéculas ligantes.

O docking de ligantes a um receptor, tal como uma protetnayma das mais
importantes técnicas utilizadas em conjunto com @atagem molecular em biologia
estrutural. Se a estrutura do receptor € conheertap a aplicacao € essencialmente de um
desenho de droga baseado em estrutura (FOSTER). 2D0gossivel, assim, selecionar
computacionalmente compostos, permitindo uma rajdieiatificacdo de tipos de moléculas
que interagem com a proteina alvo sem a realizdeébioensaios em larga escala (HTS)
High-Throughput Screeninf.YNE, 2002; WALTERS; STAHL; MURCKO, 1998) (Figura
1.27). Grandes bibliotecas quimicas virtuais fordesenvolvidas e estdo prontamente
disponiveis (ZINC- A Free Database of Commercially Available CompoufaisVirtual
Screening (IRWIN e SHOICHET, 2005) para a selecidmal dos compostos. A selecao
virtual envolve acoplar oudockar cada ligante de uma biblioteca virtual no sitio
tridimensional receptor da proteina e classifices compostos para avaliar quao bons sao
esses ligantes a proteina (Figura 1.27). A classifio dos compostos separa aqueles que sao
estimados se ligar bem ao alvo daqueles que négase, destacando candidatos apropriados
para o ensaio bioquimico. Ha numerosos pacotesftiease de ensaios virtuais disponiveis e
cada um difere na maneira que identifica, marantes e em sua qualidade de combinacao

de escores para a selecao virtual de alto rendinfeMiNE, 2002)
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Banco de dados M@ Hit 1
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Figura 1.27- Ensaio Virtual. Um banco tridimensional virtua dados de estruturas de molécélg
dockado em uma proteina alvo, dentro do sitio ativo, e cosnpostos sdo escalonades
classificados. Compostos farmaco6foros adequadosnale altoscoring permitem priorizaum
grupo de compostos e blits para o ensaio bioquimico (TOLLOCH, 2005).

(%)

1.10.1.1.1.1 Flexibilidade do Ligante

As moléculas absolutamente ndo sdo objetos rigRlodem girar suas ligacbes para
interagir com outras moléculas, tais como proteiaas consequentemente necessario incluir
a flexibilidade do ligante ao conduzir a selecatuai.

A construcdo incremental, usado pelo pogrdpegk (EWING et al., 2001) e por
FlexX (RAREY; WEFING; LENGAUER, 1996), envolve quebrar @®mpostos em
pequenos fragmentos rigidos e reconstrui-los ded&oproteina receptora. Somente as
conformacdes de baixa energia séo utilizadas duranbnstrugcéo dos ligantes.

Slide (SCHNECKE e KUHN, 2000) usa o método conformadicias ensembles para
a flexibilidade do ligante. Com este sistema, ad¥armmacoes diferentes de cada ligante sao

pré-calculadas e orientadas para se sobrepor aragménto rigido comum. Todos 0s
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conférmeros dos ligantes s@ockadossimultaneamente como grupos, mas 0S escores Sao
classificados de acordo com as melhores conforrsacte

Dois programas que abrangem o uso do sistemaxdkilidade do ligante e de busca
exaustiva sadslide (SCHULZ-GASCH e STAHL, 2003) ®ock (EWING et al., 2001),
porém, sdo computacionalmente intensivos.

O sistema de Monte Carlo para a flexibilidade garie € uma abordagem simulada
de recoziment@nnealingusada poQXP (McMARTIN e BOHACEK 1997). Este sistema
simula um aquecimento dos ligantes e, como eleifeeum vagaroso resfriamento, da forma
a conformacOes energéticas mais favoraveis derdrqrdteina receptora. Os métodos
simulados de recoziment@nnealing frequentemente consomem mais tempo e s&o
consequentemente inadequados para a selecdo \ddualto rendimento, mas podem ser
eficazes para a selecdo e modelagem em pequete esca

O problema da flexibilidade do ligante no prograshtts (ZSOLDOS et al., 2006a) é
dividido em dois problemas: busca de posicdo/comgéo e a fungdo decoring Para o
sucesso da selecdo virtual de alto rendimentogoritho de busca deve ser rapido para
encontrar a mais adequada posi¢cdo e a conformagdigahte. O programaHits é um
exaustivo método de flexibilidade €ocking que sistematicamente cobre a parte
conformacional e otimiza a posi¢ao evitando cho@stéricos severos, produzindo posicées
altamente acurado em uma velocidade pratica pseeedo virtual de alto rendimentiotual

high-throughput screening/HTS) (ZSOLDOS et al., 2006a).

1.10.1.1.1.2 Flexibilidade da Proteina

A ligagéo dos ligantes a proteina faz com que gs@swre a proteina altere sua forma

tridimensional. As cadeias laterais da proteina enege geralmente para interagir com 0s
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ligantes e, as vezes, a cadeia principal adotaposigdo muito diferente. A flexibilidade da
proteina € geralmente omitida da selecao virtuails plém de ser computacionalmente
intensiva, também consome muito tempo para corsideitexibilidade da proteina, adicional
a flexibilidade do ligante, sendo, portanto os rnigs dockados em uma estrutura

cristalografica rigida (EWING et al., 2001). Umantiva, contudo, de procurar levar em
consideracao aspectos de flexibilidade da proté&imacluir os valores do fatores de vibracéo
térmica B desta durante aocking como € feito no programeHiTS (ZSOLDOS et al.,

20063).

1.11 Objetivos do Trabalho

O objetivo geral com efeitos de longo termo € ag@r de informacéo estrutural que
assistira ou guiara o desenvolvimento de novaspitacontra a infeccdo por
tripanossomatideos. Especificamente, os objetiangados de imediato séo:

i) Cristalizacdo de diversos inibidores ligadoElRTR1;

i) Caracterizacao e resolucao das estruturasibliglanes ligados a PTR1;

iii) Mapeamento do sitio ativo da enzima e car@&&€8o das interacdes enzima-
ligante usando métodos computacionais;

iv) ldentificacdo de varias outras moléculas, s e ndo similares aos ligantes

cristalizados, com potencial de inibicéo
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Expressdo e Purificacdo dabPTR1

A enzima TbPTR1 expressa e purificada foi gentiimente cediddo p
pesquisador Lindsay Brian Tulloch.

A estratégia utilizada por DAWSON et al. (2006)rgpaa expressado e
purificacdo darbPTR1 encontra-se resumida a seguir. O geriede Trypanosoma brucei
S427 (MITatl.4) foi amplificado utilizando-se oligacleotideos iniciadores especificos e
posteriormente clonado no vetor pET15b, gerandéasngideo pET150TbPTR1 Apods a
verificacdo da integridade da sequéncia do genproteina TOPTR1foi superexpressa
fusionada a cauda de histidina na regido N-termémalcélulas dde. coli BL21(DE3). A
proteina de interesse foi isolada por cromatogriiacoluna de afinidade utilizando metal
imobilizado, utilizando-se gradiente de imidazol 480 mmol / L em tamp&o Tris-HCI, pH
7,5 (50 mmol / L) contendo NaCl (250 mmol / L). &ac¢Oes contendo a proteifi@PTR1
foram identificadas por SDS-PAGE, combinadas, skalas durante a noite contra 20 mmol /
L de Tris-HCI pH 7,5 e entdo a proteina foi concad a 20 mg / mL. A alta pureza da
amostra foi confirmada com SDS-PAGE e espectromedg massa MALDI-TOF e o
rendimento da enzima estabelecido como aproximadat@m25 mg por litro de cultura
bacteriana (DAWSON et al., 2006). A atividade er&ioa foi inicialmente investigada com
um ensaio espectrofotométrico ja estabelecido,sendduzido a 30 °C em tampao fosfato

de sédio 50 mmol / L pH 6,0 (BELLO et al., 1994).

2.2 Preparacdo e Cristalizacdo de Complexos conThPTR1

2.2.1 Preparacdo dos Complexos Proteina-Ligante
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A enzima TbPTR1 jA se encontrava expressa e purificada segongootocolo
estabelecido por DAWSON et al., 2006. O trabalhcion-se com a cristalizacdo da enzima
TbPTR1 complexada com diversos ligantes, a maioiadiores, a fim de se determinar as
estruturas cristalogréaficas desses complexos.

Os inibidores foram inicialmente caracterizados iarge¢ ensaios realizados pelo

pesquisador Lindsay Brain Tulloch de acordo com BElet al., 1994.

2.2.1.1 Experimentos de Cristalizacéo

22111 Preparacéo da Solucéo Proteina-Ligante

A preparacao da solucéo da proteina com o ligaveleeu varias etapas:

a) Solucao da proteina: separou-se uma aliquot® qe. de solucdo d€bPTR1 de
concentracdo 20 mg / mL em 20 mmol / L de Tris-dBI7,5 do freezer e descongelou-se em
banho de gelo para uso unico.

b) Solucdoligand mix sendo para o ligante folato preparada temporasmamn
seguiram-se as especificagcdes sugeridas pelo BadquiDoutor Lindsay Brian Tulloch,
tabela 2.1.

Tabela 2.1- Proporgdes relativas das solucoesppaparacédo dbgand mix

Componentes  Massa Molar / Concentragéo / (mmol / L)
(g / mol)

Na solucdo-estoque  Nbgand mix
(1/3 da conc.

estoque)
NADP* 765,4 6 2
DTT 154,2 120 40
Folato (a) ou 441,4 (a) ou 6 (a) ou 2 (a) ou
Ligante (b) + varios (b) + 18 (b) + 6(b) +

DMSO 78,52 6 % (VIV) 2 % (VIV)
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Todas as solugdes-estoque citadas na tabela 2rh foreparadas em agua, exceto as
de ligantes e folato que também continham DMSO areentracdo de 6 % (V/V), como
explicitado.

O ligand mixfoi preparado (300 pL) misturando-se 100 pL de WAB mmol / L
com 100 pL de ligante 6 mmol / L e 100 pL de DTD h2mol / L. As concentracdes finais
no ligand mixforam de 2 mmol / L, 2 mmol / L e 40 mmol / L, pestivamente, além do
DMSO em 2 % (V/IV). Apés utilizacdo, as solucbeswgsae foi guardada a -20°C.

c) Preparacdo da solucédo de proteina-ligante: noefesquema na Tabela 2.2. As
proporcdes relativas dependem do volume final ddsepara a gota de cristalizacdo e da
concentracao final de proteina nesta. Os dois veduinais de gota utilizados foram 3,0 e 4,5
uL e as duas concentracfes de proteina na goteadtils foram 6 e 10 mg / mL.

Tabela 2.2- Representacdo esquematica das propagfie varias solucdes para
chegar-se a concentracdes e volumes desejadosandegeristalizacao.

Concentracéo final de proteina na

gota 6 mg/ mL 10 mg/ mL
Viinal gota (Vpoco : Vsol. prot-lig) / ML 30(,5:15) 45(@1,5:3,0) 3,0(1,5:15) 4,5(,5:3,0)
Proporcdes em volume para
preparacao da solucdo proteina-
ligante
Vsol. tampad 1L 10,40 56,40 2,10 47,90
Viigand mix/ pL 22,90 22,90 22,90 22,90
Vo, proteind 1L 12,50 12,50 20,80 20,80
Viotal / pL 45,80 91,60 45,80 91,60

O ligante foi misturado com a proteina ainda enucam, pelo método de co-
cristalizacdo. Inicialmente, concentracdes de pratde 6 mg / mL e volume final de gota de

3,0uL foram testadas.
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A preparacdo do complexo (solucdo proteina-ligafieyealizada pela adicdo em
eppendorf da solugcdo tampéo tris-HCI 20 mmol / L pH=7,5%5cducdo de proteina e, por
altimo, oligand mix A mistura ficou em gelo por 1 hora para que adéy ligante-proteina
efetivamente ocorresse. Em seguida, as amostras foentrifugadas a 14000 rpm por 10
minutos e as placas de cristalizacdo foram montadas

Os ligantes testados foram folato, melanina, 6démina, WSG1012, WSG1034,

WSG3065, WSG3066, WSG3067.

22112 Placas de Cristalizacéo

Realizaram-se 312 ensaios de cristalizacdo da anZibPTR1 com diferentes
ligantes, compreendendo a montagem de 13 placesstigizacdo com 8 diferentes ligantes
(a Tabela 2.3 mostra a relagéo total dos ligaetsados e os respectivos codigos de placas de
cristalizacao).

Tabela 2.3- Placas de cristalizagéo e os diveigastés testados

Placa de Cristalizacdo Ligante
Ji1 Melamina
JI2 WSG3066
JI3 WSG1012
Ji4 WSG1012
JI5 WSG3066
JIi6 6-Tioguanina
JI7 Folato
Ji8 Folato
JI9 WSG3065
JI10 WSG3067
Ji1l Folato
Ji12 6-Tioguanina

JI13 WSG1034
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Para a preparacdo dos pocos das placas de cag#alifsolucdo precipitante) foram
utilizados as seguintes solucdes estoque: a) sssuginpao de citrato a 100 mmol / L, variando
o pH de 4,5 — 6,0; b) acetato de sodio 4,5 mol(precipitante). Proporcdes adequadas destes
foram misturadas em cada poco, para concentragalode 10 mmol / L de tampéao. O pH varia
verticalmente nas placas com intervalo de 0,5 ul@isiae a concentracdo do precipitante varia
horizontalmente nas placas entre 1,5 e 2,5 motoin intervalo de 0,2 mol / L, excecao da placa
JI11, na qual a concentracéo variou entre 2,0 e8|0d L. O volume final de solu¢do no poco foi
1000 L.

Para que as placas tivessem essa variacdo de tragéen procedeu-se da seguinte
forma: a cada coluna da placa adicionaram-se pameinte os seguintes volumes dgOH
coluna 1 - 567 uL, coluna 2 - 522 uL, coluna 38 4L, coluna 4 - 433 uL coluna 5 - 389 uL e
coluna 6 - 344 pL. Posteriormente, adicionaram-seseguintes volumes da solucdo de
precipitante acetato de sodio: coluna 1 - 333 plyr@a 2 - 378 pL, coluna 3 - 422 uL, coluna 4 -
467 pL, coluna 5 - 511 pL e coluna 6 - 556 L. Aghou-se entdo volume constante de 100 pL
da solucéo de tampé&o citrato, porém, variou-se agitontalmente: linha A pH 4,5, linha B pH
5,0, linha C pH 5,5, linha D pH 6,0. A Unica exaeédi a placa JI11, descrita abaixo.

As Figuras 2.1 e 2.2ustram o pH e a concentracdo final de acetatsddg em cada

poco de uma placa de cristalizacao

1 2 3 4 5 6
4,5-1,5 4,5-1,7 4,5-1,9 4,5-2,1 4,5-2,3 4,5-2,5
5,0-1,5 5,0-1,7 5,0-1,9 5,0-2,1 5,0-2,3 5,0-2,5
5,5-1,5 5,5-1,7 5,5-1,9 5,9-2,1 5,5-2,3 9,9-2,5
6,0-1,5 6,0-1,7 6,0-1,9 6,0-2,1 6,0-2,3 6,0-2,5

0w >

Figura 2.1 - pH - concentracao final (em mol / b)gtecipitante, nos varios pogos (Al a D6) dasgdate
cristalizacéo, exceto a J11.

Porém, para o ligante folato, na placa JI11, ma@tdel acordo com a otimizacdo

descrita abaixo ap6s o fato de que as caixas dmlzacdo 7 e 8 ndo apresentaram cristais,



90

aumentou-se a concentracdo do precipitante. Postpata se alcancar as devidas concentracdes
(esquematizadas na Figura 2.2) adicionaram-sepages 0s seguintes volumes dgdiHcoluna
1-456 pL, coluna 2 - 411 pL, coluna 3 - 367 pdluna 4 - 322 uL, coluna 5 - 278 pL e coluna

6 - 233 puL. Posteriormente, adicionaram-se 0s s&galivolumes da solucdo de precipitante
acetato de soédio: coluna 1 - 444 plL, coluna 2 - 4Bxoluna 3 - 533 pL coluna 4 - 578 pL,
coluna 5 - 622 L e coluna 6 - 667 pL. Nao se @lter volume de 100 pL de solucdo tampéao
citrato, usando-se ainda os mesmos pH's das qléaeas: linha A pH 4,5, linha B pH 5,0, linha

C pH 5,5 e linha D pH 6,0.

1 2 3 4 5 6
4,5-2,0 4,5-2,2 4,5-2,4 4,5-2,6 4,5-2,8 4,5-3,0
5,0-2,0 5,0-2,2 5,0-2,4 5,0-2,6 5,0-2,8 5,0-3,0
5,5-2,0 5,5-2,2 5,5-2,4 5,5-2,6 5,5-2,8 5,5-3,0
6,0-2,0 6,0-2,2 6,0-2,4 6,0-2,6 6,0-2,8 6,0-3,0

o0 w>

Figura 2.2 - Esquema de preparacéo da placa deligagao JI11 do ligante folato, pH e concentrdgaad
(em mol / L) do precipitante nos varios poc¢os (A2&).

Apés a preparacdo dos pocos da placa de cristétizaiealizou-se a montagem da

gota suspensa.

2.2.2 Cristalizacdo por Difusdo de Vapor em GotauSpensa

Os métodos de cristalizacao utilizados foram dasdid de vapor por gotas suspensas
hanging drops que consiste em misturar poucos pL's da solugcé&oigitante do pogco com
poucosulL's da solucdo do complexo protéico (propor¢codadms na Tabela 2.2) sobre uma
laminula de microscopia, sendo esta posteriormergdida sobre o poco e selada
hermeticamente com graxa de silicone, de modo quifugdo de vapor ocorra de forma
satisfatoria (McPHERSON, 1999). A montagem dasgdate cristalizacdo € ilustrada abaixo

(Figura 2.3).
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Figura 2.3 - Representacao esquematica da montdgegota suspensa na placa de cristalizagaesquerc
representacao da difusao de vapor, para o cretébsnado; a direita, a preparacdo de ensaiosistalizacao.

Para a montagem da gota na placa de cristalizaggedqeu-se da seguinte maneira:

1. Pipetou-se 1,5 pL (ou 3,0 pL se necessario,nskegatimizacdo) de solucao proteina-
ligante sobre uma laminula de vidro redonda.

2. Posteriormente adicionou-se 1,5 pL da solucdpogo sobre o qual a laminula ficara,
misturando 4 a 6 vezes a solugdo precipitante ¢o pom a proteina complexada, trocando a
ponteira para cada gota feita sobre a laminulaidi®.vProcede-se da mesma forma para as
demais 23 laminulas a serem montadas sobre osti@sgg0¢os.

3. Apos o preparo da gota, a laminula de vidre@igivemente colocada sobre o pogo com
auxilio de uma pinga. Estes pogos ja continham camaada fina de graxa de silicone sobre a
borda, vagarosamente a laminula foi empurrada solpeco, expelindo um pouco de ar, de
modo obter um selamento hermético do pogo contargiiia e a solugéo precipitante.

A tabela 2.4 apresenta as formulas estruturai$iglmstes utilizados.
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Tabela 2.4 - Formulas estruturais dos liganteadest para cristalizacéo

(continua)

Massa Molecular

Ligante Formula estrutural ou plana / Da
o N NYNHZ
Folato H\);NLN
N OH 441.4
SH "
A ”/
6-tioguanina )N|\ /> 167,19
7
H,N N
WSG1012 N N NH,
L
Ny " 283,3
o
NH,
NN
WSG3066 )I\ P 232.3
NH; N Y \[ ]
NH,
WSG3067 X
)|\ 232,3
NH; N/ s/
NH,
Melamina N| o
)\ )\ 126,12
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Tabela 2.4- Formulas estruturais dos ligantesdestpara cristalizacéao
(concluséo)

Massa molecular

Ligante Formula estrutural ou plana (Da)

(e}

| )\ 233,3

NH, N s
WSG3065
EN\ NYNHZ
N/ "
WSG1034 S

285,3

As placas de cristalizacdo foram mantidas por apracamente 1 més em camara de

temperatura constante a 18 °C.

2.2.2.1 Avaliacdo das Placas

Periodicamente uma inspecao visual sob lupa flizegta a fim de buscar cristais com

morfologia e tamanho que permitissem o ensaio teposcoleta completa de dados de difracéo

de raios X.

As placas foram examinadas depois de um dia e adiadpor uma semana, dai, a cada

semana.

2.2.2.2 Otimizag&o das Condicdes de Cristalizggd@i@a Alguns Ligantes

Em alguns casos, ndo se obtiveram cristais satigfatnas primeiras tentativas.
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Quando cristais satisfatorios ndo sdo obtidosateatuma ou mais das seguintes
modificacdes:

i) Aumento da concentracdo do precipitante a finfodear a proteina sair da solucéo
(cristalizacdo d@bPTR1 com folato costuma requerer alta concentrdedaxretato de sédio);

i) Aumento da concentracédo da proteina para fazemais provavel estado saturado;

iii) Mudancas de pH na gota.

Apenas os dois primeiros procedimentos foram atlis para o folato. Sem
otimizacao, cristais ndo foram obtidos (placa JTabela 2.3). Na placa JI11 a concentracao
precipitante das solucdes do poco da placa (guoientada, como descrito anteriormente, e a
concentracdo do complexo protéico (ii) foi aumeatdd 6 mg / mL para 10 mg / mL (Tabela
2.2, ultima coluna a direita). A tentativa prévidlizando a otimizacédo (ii) foi insuficiente
para obtencao de cristais, na placa JI8.

Para as placas JI12, JI4 e JI5 (Tabela 2.3) maseve mesma concentracdo de
protefina na gota (6 mg rit), porém, o volume final da gota foi de 4,5 pL, dereste
formado pela mistura de 1,5 pL de solucdo do pagon 8,0 uL de solugdo de proteina-
ligante (Tabela 2.2, terceira coluna a esquerdauge em suas correspondentes anteriormente

preparadas, placas JI6, JI3 e JI2 (Tabela 2.3haspgequenos cristais foram obtidos.

2.3 Coleta e Processamento dos Cristais ibBPTR1

2.3.1 Crioprotetor apropriado

As coletas de dados de cristalografia de raios rénfiorealizadas a temperaturas
baixas, tipicamente 100 K, sob feixe de nitrogé&agfriado (no difratbmetro), para minimizar
a degradacao do cristal pelos radicais livres gsradspecialmente quando se usam fontes

intensas de raio X tal como a radiacdo Sincrotfofim de impedir que os cristais trinquem
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ao serem resfriados, foi necessario tratar-los wancrioprotetor. Este permite que o liquido-
mae que recobre a proteina e esta dentro do @wtdlfique-se num estado amorfo, assim,
0s cristais sofrem danos minimizados, retendo as gropriedades de difracdo (ROWLETT,
2005).

O crioprotetor utilizado nos ensaios de coleta patamplexoTbPTR1 com ligantes,

foi glicerol na concentracao de 30% (V/V) adjuntscéucao do poco (liquido- mée).

2.3.2 Montagem do Cristal de Proteina nboop

Os cristais de proteina complexada foram montadoa @ difracdo em lacos
minusculos de nylon entre 0,05 a 1,0 mm de diamelkeoominadosoops Os bopssao
montados em hastes ocas que, por sua vez, sdodasrgm uma capsula magnética para

serem conectadas na cabeca goniométrica do difeatdrfiFrigura 2.4).

,-*/f’f

oL

o) fl)gi Fluxo de
nitrogenio

a)

Liquido-mée com
protetor criogénico

Cristal \
.r'f; :
/"/

Léimina de vidro

Figura 2.4 - Representacdo da captura de um castaprotetor criogénico por uinop
(laco) e alocacédo deste na cabeca goniométricaeFbe AZEVEDO, W.FEstrutura de
proteinas Disponivel emhttp://www.biocristalografia.df.ibilce.unesp.br/sos/index.php
Acesso em: 10 jan. 2007.
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As placas de cristalizacado que continham cristaenh selecionadas e a gota em que o
cristal seria capturado foi observado na lupa. 8anover a laminula, foi escolhido Uoop
de tamanho apropriado, compativel com o cristatcgmhado. Procuraram-se aqueles de
melhor morfologia externa, pois trata-se de umcinedde uma estrutura interna ordenada,
podendo ser bons difratores. Posteriormente, fertaka laminula que se encontrava selada
sobre a solucdo do poco e capturou-se o cristalledo, tomando o cuidado de apds a
captura fechar novamente a laminula sobre o poco.

Em seguida, o cristal foi embebido rapidamente alac&o crioprotetora, colocado

rapidamente na cabeca goniométrica do difratomstio o fluxo de nitrogénio que o resfria

(Figura 2.4).
2.3.3 Coleta de Dados de Difracao de Raios X
2.3.3.1 Ensaios de Difracao dos Cristais

Foram realizados 44 ensaios de coleta, também deados descreening A tabela
2.5 mostra o numero de ensaios, correspondenddimera de cristais selecionados nas
placas de cristalizacdo dos compleX®®TR1 + ligantes (referenciados na tabela 2.3). Para
0s ensaios de coleta foi usado o difratbmetro lpealencente a Universidade de Dundee,
marca Rigaku modelo Micromax 007 com anodo rotatf@uka, A = 1.5418 A, 40 kv, 18

mA) e sistema detector de placa de imagem dual FSAX'".
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Tabela 2.5- Cristais ensaiados e suas respeagpileasis de cristalizacéo.

Placas de Proteina + ligante Numero de cristais Numero de cristais resfriados para
cristalizagao testados posterior coleta de dados
Ji1 PTR1+ melamina 2 1
Ji4 PTR1+ WSG1012 3 -
JI5 PTR1+ WSG3066 4 2
JI6 PTR1+ 6-tioguanina 5 -
JI9 PTR1+ WSG3065 2 1
JI10 PTR1+ WSG3067 2 1
JI11 PTR1+ folato 25 1
JI13 PTR1+ WSG1034 1 -
Total=44 Total = 6

Ensaios foram realizados usando oscilacdes de €,6o0m o tempo de exposicao de
10 minutos por imagem, sendo normalmente duas imsag@etadas, uma a 0 ° e outra a 90 °.

Os cristais permaneceram estaveis aos raios X eesqgue apresentaram pontos de
difracédo intensos, bem definidos e de boa reso|ugiiam guardados emewar (contendo

nitrogénio liquido) para posterior coleta complgiima coluna a direita da Tabela 2.5) no

Sincrotron de Daresbury.

2.3.3.2 Coleta Completa dos Dados de Difracao

A coleta completa foi realizada com radiacdo Simom pois os dados de difracao da
enzima complexada com diferentes ligantes precsammmedidos a uma resolucdo tao alta
quanto possivel. Aléem disso, os beneficios de datef envolvem a disponibilizacdo de
radiacdo com menores comprimentos de onda, reduadsorcdo de raios X
(consequentemente reduzido dano por radiacdo)zidedespalhamento de fundo, melhor
colimacao e um feixe muito mais intenso, com tengeoexposi¢cao reduzidos.

A coleta dos cristais anteriormente ensaiadosefalizada no Sincroton de Daresbury,

(SRS — Synchrotron Radiation Source Daresbury laboy - Inglaterra) na estacdo B14.1,
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comprimento de onda 1,488 A, detector Quantum 4 @D&te com um Unico eixo axial de
rotacdo (phi), e com um jato de 100 K de nitrogéeisfriado. Para a coleta utilizou-se 5
segundos de exposicdo com rotacdo de 1° para paagein, sendo coletado um total de
180°.

A tabela 2.6 mostra os cristais de complexos prosécoletados e resolucdes iniciais,
referenciando as respectivas placas e gotas, bem as resolu¢des alcancadas em alguns
procedimentos dannealingrealizados.

O annealing trata-se de um procedimento que consiste em blogquea poucos
segundos o fluxo de nitrogénio resfriado, permdinassim, um rearranjo das moléculas no
estado cristalino, em muitos casos favorecendo r@m@enacéo deste estado. Assim, como
consequéncia, pode-se observar pontos de difragiie fartes, menores e de melhor
qualidade, inclusive podendo-se medir dados a mesmiucdo. Para o cristal JI5 realizou-se
uma vez oannealingno SRS, com um tempo de 10 segundos de bloqueittudo de
nitrogénio, melhorando a resolucdo de 2,1 A parall,Para os cristais JI9 e JI10 foram
realizados tréannealing’sno difratdmetro local da Universidade de Dunde&) cm tempo
de 10 segundos de bloqueio do fluxo de nitrogéatacpassando a resolucdo de 2,3 A para
1,7 A e 2,4 A para 1,6 A, respectivamente.

Para o ligante folato JI11, também realizou-sawealingno SRS, com um tempo de
10 segundos de blogueio do fluxo de nitrogénioépoinouve danos ao cristal.

Esse procedimento, embora arriscado pela possitddide perda do cristal, revelou-se
muito importante para a qualidade da coleta de glaths complexos d&bPTR1, pois
observou-se que a crioprotecdo necesséria paraiameshto do cristal aumentava a
mosaicidade e conduzia a perda de resolucdo, sstdaoestaurado, ao menos parcialmente,

peloannealing
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Tabela 2.6- Cristais que foram ensaiados no Simerdé Daresbury

Cristais das Ligante Resolucéo (A) Resolucao posterior
placas de Ensaios gcreening Anneling(A)
cristalizacao
JI11- poco D1 folato 2,20 -
JI5-pogo C1 WSG3066 2,80 -
JI1- poco C3 melamina 2,20 2,20
JI5- poco A3 WSG3066 2,10 1,70
JI9-pogo B2 WSG3065 2,30 1,70
JI10-pogo A3 WSG3067 2,40 1,60

Os cristais cujos conjunto de dados de difracacadles X foram completamente

coletados no SRS sao mostrados na tabela 2.7.

Tabela 2.7- Conjuntos de dados coletados no SRS

Numero do Conjunto

de dados Ligante Resolucéao
1 WSG3065 1,70 A
2 WSG3066 1,70 A
3 WSG3067 1,60 A
4 Melamina 2,20 A

O conjunto de dados referente ao ligante melanmngrocessado e refinado pelo
Pesquisador Doutor Lindsay Brain Tulloch, da Ursigade de Dundee, envolvido nos estudos
estruturais e modelagem @BPTR1. Os outros trés conjuntos de dados referesterastais com
os ligantes WSG3065, WSG3066 e WSG3067 (Tabela omaram-se a outros dois conjutos
de dados anteriormente coletados pelo PesquisamldoDLindsay Brain Tulloch (Universidade
de Dundee) no Sincrotron de Grenoble (Franca)aridat-se darbPTR1 complexada com os
ligantes triantereno e ciromazina, correspondendesta trabalho entdo ao total de cinco
diferentes estruturas doPTR1 (quatro complexadas). Como a densidade eletr@lo ligante

WSG3065 nao foi encontrado nos mapas obtidosgesstatura foi denominada WSG3Q6&2nte
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2.3.3.3 Andlise dos Dados de Difracao de Raios X

Os trés conjunto de dados coletados, anteriormeetgcionadas, provenientes das
placas JIS - pogco A3TOPTR1 + WSG3066), JI9 - poco BEZHPTR1 + WSG3065) e JI10 -
poco A3 ThPTR1 + WSG3067) foram processados com 0s programagutacionais
Mosflm (LESLIE, 1999) eScala (Collaborative Computational Project #) (The CCP4
suite: programs for protein crystallography, 1994).

Os outros dois conjuntos de dados de difragdo.espondentes as estruturas de
TbPTR1 complexada com triantereno e ciromazina, fopaotessados com 0s programas
computacionaiXds e Xscale(KABSCH, 1994), por serem estes mais adequadossm ade
dados de imagens de menor qualidade.

Os programas softwares utilizados no processamento das imagens de &@drde
raios X Mosflm / Scala e Xds / Xscale no refinamento e modelagemRegfmac5h, Coot,
CNS, Phenix— mencionados a seguir) e outros do pacot€@B4 sdo ndo comerciais, isto

€, sao gratuitos para uso académico.

2.4 Substituicdo Molecular para Estruturas dos Comlexos deTbPTR1

Como existia um modelo estrutural anteriormente paoteinalbPTR1 (complexada
com metotrexato) (DAWSON, et al.,, 2006), e comoe#a aunitaria e 0 grupo espacial
deduzidos dos padrbes de difracédo coletados, fosamesmos, provavelmente outras demais
estruturas protéicasTHPTR1 complexada com os ligantes TTR, CYR, WSG3066 e
WSG3067 e a WSG308Rent €Stivessem na mesma posi¢ao. Assim, a estrudfaRirR1
complexada ao metotrexato, foi utilizada como modehra substituicdo molecular sem
ligante e as aguas, cada estrutura com seus resgelfjantes foi refinada com o modelo

para comprovar essa hipotese.
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Posteriormente, a fim de retirbias (isto é, tendénciosidade) da estrutura anterior,

realizou-se unannealingcomputacional com o prograr@dNS (BRUNGER et al., 1998).

2.5 Refinamento das Estruturas ddbPTR1

Trés conjunto de dados obtidos na coleta de dadosincroton em Daresbury

(TbPTR1 complexadas com WSG3066, WSG3067 e a WSG3a@ebforam refinados e mais

outros dois conjunto de dadoRbPTR1 complexadas com CYR e TTR), perfazendo unh deta

cinco estruturas refinadas, cujas férmulas estigutos ligantes encontram-se na tabela 2.8.

Tabela 2.8- Formulas estruturais dos ligantesadbs

Nome do ligante

Formula

Massa Molecular (Da)

Triantereno

Ciromazina

WSG3066

WSG3067

253,23

166,19

232,3

232,3
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Foram refinadas as coordenadas posicionais X, yeeg fatores de temperatura B
isotrépicos de cada atomo. O refinamento foi do tgstrainede aplicaram-se modelos de
TLS e NCS quando adequados. O escalonamento enfedanes de estrutura observados e

calculados utilizou um modelo de mascara paraiaoatebulk solvent

2.5.1 Programas Computacionais Utilizados para Maglagem e Refinamento

Devendo o trabalho de refinamento de estrutura®ipes ser cuidadoso, o refinamento
completo de cada estrutura foi realizado usandtogotos de “cozimento” simulado, programa
computacionalCNS (BRUNGER et al., 1998), em combinacdo com métodesmaxima
probabilidade, programa computaciofRdfmac5(MURSHODOV; VAGIN; DODSON, 1997),

e inspecdo computacional grafica de modelos e digtsieletronica, programa computacional
Coot (EMSLEY e COWTAN, 2004).

Para cada estrutura foram ensaiados varios modelagstricbes de NCS. O melhor
modelo para cada uma foi o utilizado no refinamdinmi@ da respectiva estrutura, a saber: cadeia
A com cadeia B e cadeia C com cadeia D para a €mhfRe todas as cadeias, A, B, C e D para
CYR e cadeia A com cadeia D e cadeia B com cadegmr@ WSG306R/sente tomando-se o
cuidado de retirar oeopsflexiveis dos modelos. Para as estrutura WSG30666563067, nao
se utilizou restricbes de NCS.

Ainda, refinaram-se parametros de TLS para astasiti WSG306Hsene WSG3066 e
WSG3067, tendo-se considerado um corpo rigido enidgnte cada cadeia polipeptidica com
sua coenzima e seu inibidor associados, este Udtkoeto para a estrutura WSG3Q65:.

O trabalho de refinamento e modelagem foi realizeidicamente até ndo se poder

adicionar mais atomos estruturados quimicamentdigaseis.
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2511 Adicao de ligantes ao modelo

Durante a modelagem molecular houve a busca dpsat@gos inibidores ligados a
TbPTR1, isto €, determinar se esses ligantes engantrae realmente ligados a enzima alvo.
Se a densidade indicava a presenca do ligantey émténodelado na mesma o respectivo
ligante (Tabela 2.8). Para seu refinamento, porfam;se necessario a elaboracdo de
bibliotecas de restricbes geométricas. Alguns suofte usados para esse fim foram o pacote
CCP4 (Collaborative Computational Project4) (The CCP4 suite: programs for protein
crystallography, 1994) e site PRODRG - a tool for high-throughput crystallograpbf/
protein-ligand complexes disponivel em:

http://davapcl.bioch.dundee.ac.uk/programs/prod8ZHUETTELKOPF e VAN AALTEN,

2004).

Além disso, nas cinco estruturas refinadas, reasma busca por outros ligantes com
0 proprio programa de modelagé€boot (EMSLEY e COWTAN, 2004), tais como glicerol
(GOL), etilenoglicol (EDO), ditiotreitol (DDT), dibtreitol oxidado (DTO), acetatos (ACT),
ions como sédio (NA) e outros. A busca foi realzadm ajuda de um médulo do programa
Coot (EMSLEY e COWTAN, 2004), ja que para esses ligant@aumente encontrados em
estruturas protéicas ha bibliotecasRifmac5 (MURSHODOV; VAGIN; DODSON, 1997)

prontas, bibliotecas essas utilizadas jgzot.

25.1.2 Adicéo de moléculas de 4gua ao modelo

As moléculas de 4gua foram adicionadas ao modgirantdo-se o program&/ARP

(PERRAKIS et al., 1997) do pacote de programasri¢atografia CCP4 (The CCP4 suite:
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programs for protein crystallography, 1994); algesmaoléculas que nao foram encontradas

pelo programa foram colocadas manualmente nagsspectivas densidades eletrénicas.

2.6 Validacdo das Estruturas dos complexos debrucei

2.6.1 Programas Utilizados para Validacao

Alguns programas computacionais ndo comerciaistuigoa) que foram utilizados
para validacdo das estruturas antes de serem tigfassno PDBProtein Data Bankoram:
Procheck (LASKOWSKI et al., 1993),Whatcheck (HOOFT et al.,, 1996),Sfcheck
(VAGUINE et al., 1999), ValidationPDB (WESTBROOK et al., 2003)Mapman

(KLEYWEGT; JONES, 1996) #asp (NAYAL; DI CERA, 1996).

2.7 Busca Computacional de Novos Inibidores dEbPTR1

Pode-se selecionar, de acordo com conveniéncidsposjuntos de moléculas das
bases de dados. Uma das principais bases de dadosomercial é a ZINC (IRWIN e
SHOICHET, 2005). Neste trabalho, optou-se inciali®mgor filtrar (selecionar) esta base de
dados para somente as moléculas com uma partetrdéuegs em comum com os ligantes
cristalograficos mediante o uso dmiles (WEININGER, 1988). Posteriormente, pode-se
realizar uma busca parcial num subconjunto prédoodatabase, no qual as moléculas
obedecem um critério de propriedades tipo drogachamado subconjuntarug-like

(LIPINSKI, 2000).

A estrutura cristalogréafica do recepfPTR1 utilizada nos ensaios deckingfoi a

do monémero A da WSG3066, pois esta tratava-sestdat@wa de melhor resolu¢cdo com 100
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% de ocupacado do ligante. Ademais, de forma gerdfis as estruturas apresentavam sitios
ativos estruturalmente semelhantes. Para o proeedtindedocking foi retirado da estrutura

o ligante WSG3066 e, entdo, recortado o sitio aelecionado.

2.7.1 Busca com uso dddmiles

Smiles (WEININGER, 1988) (Tabela 2.9) das partes comurss destruturas
cristalograficamente determinadas dos ligantes CYRSG3066 e WSG3067 foram

determinados e submetidos ao ZINC para preparag@mdsubconjunto.

Tabela 2.9 -Smilespara constru¢éo no banco de dados do ZINC

Smiles Estruturas Smiles Estruturas
MH2 MHZ
N1lncnc(N)nl N/J\l NC1lcc(N)ncnl lﬁ\d
NHAJ\) HHZ N)
MHZ MHZ2
Nclccenc(N)nl N/J% Nclcenc(N)cl

t
Nsz\N) MHZ2 M

O subconjunto produzido com ligantes compreendermglemiles (WEININGER,
1988) (tabela 2.9) contém 2685 estruturas.

Fez-se usou do programa computacional gratuit@desciaeHiTS (ZSOLDOS et al.,
2006b) para odocking utilizando primeiramente os pesaefault do programa e

posteriormente pesos treinados com as estrutusaslagraficas refinadas.
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2.7.2 Busca com uso do subconjuniarug-Like

Um segundo procedimento de ensaio virtual utilizousubconjuntodrug-like
(LIPINSKI, 2000)do ZINC (IRWIN e SHOICHET, 2005), com 2.066.906 qmstos, ou
seja, compostos com propriedades tipicas de fasnaEez-se usou do programa

computacionakHits (ZSOLDOS et al., 2006b) paradmcking utilizando o pesaefaultdo

programa.
3 RESULTADOS E DISCUSSOES
3.1 Cristalizacdo dos Complexos

Cristais de complexos nas condi¢des iniciais destatizacdo nas placas de
cristalizacao JI1, JI9, JI10 e JI13, corresponderdes ligantes melamina, WSG3065,
WSG3067 e WSG1034 foram obtidos.

Apds o insucesso relativo das placas JI2, JI3,10%e JI8, prepararam-se as placas
JI5, JI4, JI12 e JI11 otimizando-se as condi¢cOesrid¢alizacdo (descritas em materiais e
métodos), obtendo-se entdo cristais, relacionado ligantes WSG1012, WSG3066, 6-

tioguanina e folato.

3.2 Determinacao das Estruturas por Difracdo de Ras X

3.2.1 Coleta de Dados de Difracao e Processamento

3211 Cristais Coletados
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Varios cristais de complexd®PTR1 foram obtidos (Figura 3.1), e a coleta conaplet

dos dados foi realizada para os cristais que difeath fortemente em presenca dos ligantes

WSG3065, WSG3066, WSG3067 e melamina.

Figura 3.1 - Alguns cristais de complexosTd®TR1 obtidos. aJbPTR1+ WSG3065, placa JI9, poco;A%)
TbPTR1+ WSG3067, placa JI10, poco D2; ®PTR1+ WSG 3066, placa JI5, poco A3; THPTR1+
WSG3066, placa JI-5, poco B2; B)PTR1+ 6-tioguanina, placa JI6, poco B3; f) TOPTR¥$G1012, placa
JI-4, poco D6; g) TOPTR1+ melamina, placa JI-1,006¢; h)TbPTR1+ folato, placa JI-11, poco C3.

A tabela 3.1 mostra o resumo dos dados coletadosritais da proteinBbPTR1 em
presenca dos ligantes WSG3066, WSG3067 e WSG306djuntamente aos dados dos
cristais preparados com triantereno e ciromaziedjdos pelo Pesquisador Lindsay Brian
Tulloch. A indexagcdo mostrou que estes cristaisfepeem ao mesmo grupo espacial;, P2
primitivo monoclinico, com parametros de cela fnaipds refinamento, semelhantes.

A unidade assimétrica debPTR1 contém um tetramero de peso molecular 113881,9

kDa, conseqlientemente o coeficiente de Matthews2g@ & Da' e a porcentagem em

volume do solvente no cristal igual a 44,78% .
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Tabela 3.1- Resumo da coleta de dados dos crigiRiER1 em presenca de diferentes

ligantes
TTR CYR WSG3065useme  WSG3066 WSG3067
Grupo espacial R2 P2 P2 P2 P2
Resolugdo (max - mig) I 526-7412 1,98 — 75,59 1,70 — 74,54 1,70 — 74,54 1,60 — 74,54
Parametros da cela 74,2071 73,8400 74,7112 74,7228 74,7302
b/A= 90,4534 87,500 90,8248 91,162 90,9869
c/A= 81,9521 84,2300 82,7140 82,8317 82,8185
al®=y/° 90 90 90 90 90
/o= 115,2331 116,083 115,7685 115,721 115,7873

Cento e oitenta imagens foram coletadas para a#stalcobtendo-se 42300, 61175,
88770, 119087, 9139%8flexdes independentes para as estruturdb&R1 com TTR, CYR,
WSG3066, WSG3067 e WSG3Q6&ne respectivamente. A partir do conjunto original de
reflexbes de cada estrutura GePTR1 complexada 5 % das reflexdes foram marcadas pa

serem utilizadas no calculo de:.R

3.2.1.2 Resultados do Processamento das imsage

As estatisticas do processamento dos dados s&eafaeas na tabela abaixo.

Tabela 3.2- Resumo dos dados estatisticos de geonesto das imagens.

TTR CYR WSG3065,ce  WSG3066 WSG3067
Numero de reflexGes 42300 61175 91395 88770 119087
unicas
Ruerge (%) 12,0 (38,3) 10,7 (39,3) 6.5 (56.7) 55(147) 4,7 (39.3)
1o 9,63 (3,3) 14,12 (4.1) 8.9 (1,3) 8,4 (4,3) 12,212
Completeza (%) 96,93 (81,04) 96,0 (90,93)  88,11699 8550 (89,86) 95,68 (89,45)
Multiplicidade * 3.8 (3.6) 3.2 (3.1) 5,6 (5.5) 33.3)

Obs.: Os valores entre parénteses correspondetima fiixa de resolucéo. *Indisponivel.
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33 Substituicdo Molecular e Refinamento

3.3.1 Substituicdo Molecular

Dadas as estruturas dos complexosT#RTR1 estarem praticamente na mesma
posicdo da estrutura ddPTR1 anteriormente resolvida (DAWSON et al., 20063Jizou-se
refinamento com a utilizacdo do prograRafmac5 (MURSHODOV; VAGIN; DODSON,
1997), inicialmente como corpo rigido utilizandoeséetramero completo, no que os valores
de R e Ree ja cairam (Tabela 3.3). Apds, um refinamento go testrainedfoi realizado
usando 0 mesmo programa e, na sequéncia, par iglquer tendenciosidade do modelo
de substituicdo molecular, utilizou-se o méetod&oeulated Annealingom uso do programa
CNS (BRUNGER et al., 1998); finalmente, o modelo obtmw este ultimo procedimento foi
refinado novamente com o uso do progrdefimac5(MURSHODOV; VAGIN; DODSON,
1997) obtendo-se assim os valores de R.&g mRostrados na Tabela 3.3, o que indica que o
procedimento de substituicdo molecular estava worre

Tabela 3.3 — Valores de R @dRobtidos no refinamento de corpo rigido, apés este

refinamento do tipoestrainede finalmente refinament@strainedrealizado apos o
Simulated Annealing

Refinamento Refinamento do Refinamentaestrainedapos o
de corpo rigido tipo restrained Simulated Annealing
Estruturas R(%) Re(%) R(%) Ree(%) R (%) Rree (%)
TTR 33,996 35,040 27,008 31,900 27,147 33,077
CYR 36,270 35,176 23,954 29,033 24,080 29,412
WSG3065cene 31,437 32,477 21,190 26,056 22,658 27,850
WSG3066 32,000 33,097 22,033 26,484 22,497 27,105

WSG3067 32,433 33,009 21,397 24,845 22,910 25,983
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Refinamento das Estruturas Cristalinas
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Os modelos estruturaidPTR1 + TTR,ThPTR1 + CYR,TbPTR1 + WSG3065sente

TbPTR1 + WSG3066 elbPTR1 + WSG3067 finais apresentaram 4 mondmeros com

aproximadamente 268 residuos cada e 364, 544, 1B52 e 1254 moléculas de agua,

respectivamente, por unidade assimétrica. Os kgaftram encontrados durante o trabalho

ciclico de refinamento pelo prograrRa@fmac5 (MURSHODOV; VAGIN; DODSON, 1997)

e modelagem com o programa graficoot (EMSLEY e COWTAN, 2004), visualizando-se

0s mapas de densidade eletrbnica e Fourrier dffarddas cinco estruturas refinadas, quatro

apresentaram densidade eletrdnica compativel corasperado inibidor (TTR, CYR,

WSG3066, WSG3067), mas na estrutura WSG3065 ndmbservou densidade eletronica

para seu inibidor. Além destes, durante o refindmena modelagem, observou-se que 0s

contetdos dos sitios ativos protéicos eram muitmpbexos, apresentando ligantes em

ocupacoes parciais e oxidagao parcial do residga 6y

3.3.2.1

Resultados Estatisticos de Refinamento

As estatisticas finais do trabalho de refinamemi® ektruturas sao apresentadas na tabela

3.4.

Tabela 3.4 — Resumo dos dados estatisticos olnt@o=finamento das estruturas cristalinas

TTR CYR WSG3065usene ~ WSG3066 WSG3067
R (%) 25,358 20,579 13,806 12,346 11,836
Rfree (%) 31,976 26,738 18,319 17,157 15,029
FOM 0,744 0,771 0,904 0,892 0,930
Fator B médio / K 32,366 24,048 19,31 10,712 12,156

" Residual, descontados tensores TLS.
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As estruturas WSG308kene WSG3066 e WSG3067 foram refinadas usando
parametros de TLS com os modelos citados na seeémdblogia.
As estruturas TTR, CYR e WSG3Q6&ne foram refinadas usando restricbes de

simetria ndo cristalografica (NCS), como tambémadutna secédo Metodologia.

34 Validacdo dos Modelos Refinados Cristalografamente

34.1 Grafico de Ramachandran

A qualidade estereoquimica do modelo foi estimatbzando-se os programas
Sfcheck (VAGUINE et al.,, 1999), Whatcheck (HOOFT et al., 1996) eProcheck
(LASKOWSKI et al., 1993).

Os graficos de Ramachandran (ndo mostrados) retadtda validacdo pétrocheck
(Tabela 3.5) revelam que o modelo final de cada dasestruturas apresenta-se excelente
quanto aos angulagy, com no minimo 99,4 % dos residuos presentesegg®es central e
permitida, ficando os demais na regido generosameenmitida, isto €, nenhum na regiao
nao permitida.

Tabela 3.5- Dados dos Graficos de Ramachandran

TTR CYR WSG306%usene ~ WSG3066 WSG3067
Regido central (%) 86,90 86,90 89,10 88,60 89,80
Permitida (%) 12,60 12,60 10,50 10,90 9,90
Generosamente permitida (%) 0,60 0,50 0,50 0,50 30 0,
N&o permitida (%) 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
3.4.2 Desvio Médio Quadratico de ComprimentosedLigacdo (rmsbl), Angulos

de Ligacédo (rmsba) e Restricdes de Centros Quirafsmscc)
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Os modelos finais apresentam outros excelentesmp#i@ds estereoquimicos, 0sS
desvios médios quadraticdes comprimentos de ligac&o iguais a 0,007 A, 008,018 A,
0,018 A e 0,0016 A, os desvios médios quadraticoardyulos de ligacdo iguais a 1,092 °,
2,028 °, 1,743 °, 1,754 °, 1,644 ° e os desviosedericbes de centros quirais iguais a 0,054
A® 0,107 B, 0,097 B, 0,103 B, 0,094 & , respectivamente, para as estruturas TTR,

CYR, WSG3068a;sente WSG3066, WSG3067.

3.4.3 Ajuste na Densidade Eletrbnica

Foi calculado para cada estrutura o valor do resido espaco real (RSR) e o valor do

coeficiente de correlacdo do espaco real (RSCQ® pelgramaMapman (KLEYWEGT;

JONES, 1996), obtentendo os gréficos 3.2 — 3.6.
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Figura 3.2 — Qualidade de ajuste da estrutura T Ramilade eletrénica. Os indices RSCC e RSR esti
parte de cima e na parte de baixo do gréafico, otispenente, com valores na ordenada, enquanto ¢
nimero dos residuos estd na abscissa. O mondmestdAem amarelo, o mondmero B em vermelk
mondmero C em azul e o monémero D em verde. Valoasulados com o programilapman
(KLEYWEGT; JONES, 1996).
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0 numero dos residuos esta na abscissa. O mondmestd em amarelo, 0 monémero B em vermelt
mondmero C em azul e o mondmero D em verde. Valoadsulados com o programislapman
(KLEYWEGT; JONES, 1996).
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Nos graficos observam-se regibes onde os valoreR$IR apresentam-se altos
engquanto que os de RSCC apresentam-se baixosgstiasrelacionadas as regides flexiveis
da enzima e onde ha interrupcdes na cadeia. Rartmente, ha duas interrupcdes em cada
mondmero da proteina e essas regides correspormemesiduos de 104 a 113 e de 143 a
151, variando em um ou dois residuos a mais ourmsneonforme estrutura. Essas regides
devem ter alta flexibilidade e tratar-seldeps De fato, nas regides circunvizinhas, o fator B

médio é relativamente alto.

35 Analises Estruturais

3.5.1 Estrutura global

A figura 3.7 mostra o modelo estrutural do tetrémga proteind bPTR1, presente
numa unidade assimétrica, sendo cada mondémerosespaglo por uma cor distinta. O
tetramero funcional tem simetria pontual 222, cowisdsitios ativos separados por
aproximadamente 25 A em cada lado do conjunto. Busidade A participa de interaces
extensas com as subunidades B e C. A interfaceaftansom a subunidade D recobre uma
area muito menor e envolve o C-terminal de cadarsdade ( A e D ) colocado entre um
loop B-a e 0 C-terminal da subunidade parceira. Esta aderf{A-D) coloca um residuo
bésico, Arg287 enLmPTR1, His267 enTbPTR1, de uma subunidade préxima ao centro

catalitico da subunidade parceira.
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Figura 3.7 - Representacao do tetramero funcioedbBTR1, cada monémero é representado em umi
diferente. Figura produzida pelo programamol (DeLANO, 2002).

Cada subunidade debPTR1 compreende um Unico dominif, constituido de uma
folha{3 paralela “sanduichada” entre dois gruposudelices (DAWSON et al., 2006). Esta
estrutura € tipica da superfamilia SDRshdrt-chain dehydrogenase/reductase
dehidrogenase/redutase de curta cadeia) (DUAX,2@03; OPPERMANN et al., 2003).

Um alinhamento das sequéncias T#PTR1 e deLmPTR1 baseado nas estruturas
demostra que tém 51% de identidade (DAWSON eR@806) (Figura 3.8a) . A topologia da
TbPTR1 € muito proxima da relatada parPTR1. A sequéncia dBbPTR1 é mais curta do
que a dd.mPTR1 devido a duas delec¢des e a um truncamentotdoniihal. NaTbPTR1 o
loop B3-a3 (Figura 3.8b) é mais curto e bem ordenado enquprg emLmPTR1 oloop tem
13 residuos a mais e geralmente apresenta-se deadod(SCHUTTELKOPF et al., 2005).
Uma segunda e menor delecdo de quatro residuo® semsegmento do C-terminal do loop
que ligap4 eod (Figura 3.8b) enTbPTR1. Esséoop tem a superficie exposta e desordenada

em ambagbPTR1 e enb.mPTR1.



117

a Bl al B2 a2 B3
TbPTR1 — 0000000000000 — —

¢ 10 20 20 ‘0 50 so
ToPTR1 . .  MENAE VRS B 0 REG VI EARWSEADEFEIK ERlS Vv SN
LaPTR1 MTAPTH VI CEFIN N FElsieiEc E oL il Efin A My ! A

o3
TbPTR1 4000000000000000 S—
0 E

-
IOPIRL. Vi v aiowwaain -.PEP}\SE I
LmPTR1 TAPVSGADGSAPVTHFTRIEAEL V.

[0000
? 10? 11? !.21?
BGRCDVLYNNASHE Y PTPLE6LE H|i-‘.Dus. v+ « NGK'TV v
e R SRR R 2q R NEEGHEPCVGDREAN T

od ps FL]
THPTR1 2
130 140 is¢0 I.G? 17? 130

ThHPTR1 EWIET FILITMS [e] PNCTSI VHJTiC \ C}__A[ tgr SSAAL
wmpTR1 [NOjE({E- FEIK HEV paxuncl_. viERd 1RV T NERILILIGIY T 1] E QS AAL

nl p6 ab al n2 B7
TBPTR1I 20000 ——— [angopans L00000000000 0049 il
200 210 2320 230 240 280 260

™ol BN CERLEGARE E Ee VAR E EXTRUER RETE A E oA TR VG sl St
(¥ ey PEELAPIRST RVHNG Ve LEVMVDDEIFPAVHEGHS Y QDS | DV I F L 5 K CI

LE]
TbPTR1 ang

eeTRl [EELERRV
LaPTR1 [(evERATE

FRA
TH)

Loopp4-04
/L oopf6-06

Loopa4- 5

Figura 3.8 — Comparagbes entrellBPTR1 e aLmPTR1. a) Alinhamento das sequénciasTé®TR1 e
LmPTR1 baseado nas estruturas, mostrando as estrsegandarias. Relsios mostrados em branco ¢
fundo vermelho s&o rigorosamente conservados; iglib8es conservativas sdo mostradas em vern
com fundo branco. Figura preparada usando o pragE®Pript (GOUET et al., 1999). b) Tracados solyre
as posicdes dosa@ mostram a superposicao de uma subunidaddRBR1 (em preto) e umgsubunidadt
daLmPTR1 (em vermelho). Algumas fitise hélicesy sdo numeradas (DAWSON et al., 2006).

Os alinhamentos baseados na seqiiéncia e na esindiocam uma forte conservacao
na sequéncia em elementos de estrutura secundada se¢bes da proteina envolvidas na

ligacdo da coenzima e centro catalitico. Uma exxégéloop 6-a6 (Figura 3.8b) e a propria
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hélice 06, 0s quais estdo estabelecidos adjacentes aw aeattlitico (DAWSON et al.,

2006).

3511 O Sitio Ativo

O sitio ativo daTbPTR1 é um depressdo em forma de L com quase de 86 A
comprimento, 22 A de largura e 15 A de profundidddemado pelo C-terminal de uma
folhaf}, onde a coenzima liga-se em uma conformacao edterd sitio ativo é gerado pelos
residuos do C-terminal, regides da fitae da hélice5, pelos dois loops entfb-a5 e entre
B6-06, junto com a nicotinamida (Figura 3.9). O modids ligacdes de hidrogénio formadas
pelos membros da familia de SDR e coenzimas é,ezal, dgem conservado (DUAX et al.,

2003).

Loog p4- a4

: Y, Loor ad-B

Figura 3.9 — Subunidade C da estrutura WSG3065trammo a posicdo da coenzinfss folhas
B sdo marcadas com numeros em branco e as hélig@gesentam imeros em preto. .
coenzima é desenhada como varetas coloridas déoacmm o tipo de &tomo, C em verde, N
azul, O em vermelho e P em laranja. Figura proéduziom o program&ymol (DeLANO,
2002).
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A parte adenina é localizada em uma fenda bemidafiformada por contribui¢cdes
de residuos das fitgl, B2, f3, p4 e héliceod, “saduichada” entre um fundo hidrofébico
criado por trés cadeias laterais, Leu63, Ala94 ©.d8), e a cadeia lateral aromatica de His35.
Quatro associacoes por ligacdes hidrogénio envolvdpsfato 2' da adenina e contribuem
significativamente para a ligacdo da coenzima (@&ig8.9). Em geral, dois residuos
fundamentais, um par arginina e lisina, ligam-sest fosfato e sdo reconhecidos como o
principal fator na diferenciacéo para a utilizad@dNADPH na familia NADH (DUAX et al.,
2003). Este ndo é o caso TlBPTR1, com a especificidade provida por um bolsgante de
fosfato formado principalmente pelo loop entretaff2 e a hélicei2, o uso de grupos amida
da cadeia principal contribuidos por His35, Asr3&,37 e a cadeia lateral hidroxila da Ser37.
Os residuos correspondentes lemPTR1 sdo His38, Arg39 e Ser40. As interacoes ligaco
de hidrogénio com a parte adenina da coenzima l&fnemte conservadas enfftbBPTR1 e
LmPTR1, com uma excec¢do. HHmPTR1, o grupo amina N6 da adenina doa uma ligagdo d
hidrogénio ao grupo carboxila da cadeia laterahgpl142. Este tipo de residuo é conservado
emTbPTR1, Glul22, mas a cadeia lateral adota uma agéatdiferente para interagir com a
Lys114 préxima que, através disso, remove umadigae hidrogénio com o N6 da adenina.

As andlises cristalograficas de complexos tern&dlmEmPTR1 com os substrato e
produtos, biopterina, DHB e THB, mostram essestiggm pterina em uma Unica orientacao
participando de interacbes virtualmente idénticaamca enzima e a coenzima
(SCHUTTELKOPF et al., 2005). Essas estruturas dafimm mecanismo de reducdo de dois
passos sequencial e os papéis representados poesrduos, Aspl81, Tyrl94 e Lys198 em
LmPTR1, que na primeira etapa catalitica assemel@asele proposto para outros membros
da familia SDR. Estes residuos sao conservadosbPiR1 (Aspl6l, Tyrl74 e Lys178) e
servem para posicionar a nicotinamida da coenzena @ transferéncia do hidreto (Lys178),

adquirir um préton do solvente (Aspl61) e passtr pgdton para o substrato (Tyrl74). A
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segunda etapa de reducédo, que ocorre no lado ogagtterina, é similar aquela postulada
para DHFR. A nicotinamida fornece outra vez um dtimre uma agua ativada fornece o

préton (GOURLEY et al., 2001).

3.5.2 Ligantes e Coenzima nas Estruturas Cristalas

Apresentaram-se bem definidos no sitio ativo ddanegnz com ocupacdo total os
ligantes TTR (Figura 3.10a), CYR (Figura 3.10b), ®8866 (Figura 3.10c). O ligante
WSG3067 (Figura 3.10d), embora revelado em mapasedsidade eletronica em cada um
dos sitios ativos, refinou-se cristalograficamentam ocupacdo parcial, tratando-se o

monémero C do sitio de maior ocupac¢do com 70 %dewmsis com 30 %.
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Phe97C

Figura 3.10 - Sitios ativos com ligantes, mondéméreepresentado em todos os casos. aR,Td) CYR, c)
WSG3066 e d) WSG3067. Os ligantes TTR, CYR, VB85 apresentaram ocupagéo total em todos mondr
O ligante WSG3067 apresentou ocupacao parciahdstaresente em maior porcentagem no monémenoi@,
70% de ocupacdo, sendo os 30% amtsts ocupados por ditiotreitol oxidado superpastparte do ligante
Sistematicamente, todos os ligante estdo “sandiistiaentre o residuo Phe97 e a coenzima NARuns
residuos importantes na interacdo do ligante sastrattns.Os mapas de densidade eletrdnica (azul) fc
desenhados comdl.de contorno, mapas de Fourrier diferenca com coosoem + 3 (verde) e 3 ¢ (vermelho).
Figura: produzidas pelo progranPymol (DeLANO, 2002)

Em contraste com as demais, na estrutura cujo tdgarria o WSG3065, nao

observou-se densidade eletrénica compativel corasinmo no sitio ativo. Mesmo assim, para
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teste, o ligante foi adicionado ao modelo, mas agfimamento os mapas de Fourrier
diferenca confirmaram sua auséncia.

A coenzima NADPH apresentou univoca densidade 6eiea em todos os
mondmeros de todas as estruturas, tendo sua ocugpaTgre 100 %.

A Figura 3.11 mostra os ligantes ditiotreitol ecgtol ocupando o sitio ativo onde

supostamente estaria 0 WSG3065.

Tyr174C

Figura 3.11 - Sitio ativo do monémero C, estrutW8G3065, na verdade este ausente e empesgac
esperada os ligantes glicerol e ditiotreitol. O aae densidade eletrénica (azul) foi desenhado tende
contorno, mapa de Fourrier diferenca com contomore3c (verde) e - 3 (vermelho). Figurgroduzida pelr
programaPymol (DeLANO, 2002).

Para confirmar a presenca desses ligantes reagauprocedimento dannealing
virtual com a utilizacdo do pacote computacidplaénix (ADAMS et al, 2004), produzindo-
seomit mapsem que os proprios ligantes foram omitidos. Asrfag 3.12a-d confirmam nos
mapas de densidade eletrbnica e Fourrier diferengaesenca dos ligantes TTR, CYR,

WSG3066 e WSG3067 nas estruturas.
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Tyrl74C

Pro210C

Figura 3.12 - Sitio ativos do monémero C com oaritgs a) TTR, b) CYR, ¢) WSG 3066 e d) WSG 30%.
figuras ilustram os mapas de densidade eletronicmapas Fourrier diferengca calculados omitisdo-as

coordenadas dos ligantemit maps combias retirado mediante o procedimento alenealing As posi¢des finai

refinadas dos ligantes sdo mostradas para refaré@si mapas de densidade elgittd (azul) foram desenhad

com 1o de contorno, mapas de Fourrier diferenga com coosoem + 3 (verde) e -3 (vermelho). Figuras
produzidas pelo prograniymol (DeLANO, 2002).

Na literatura encontramos as estruturasTHeTR1, LmPTR1 eTcPTR2 ligadas ao

metotrexato, um inibidor padrdo antifolato. No cat® primeira enzima, o metotrexato




124

apresenta-se bem definido (DAWSON et al., 2006guanto nas outras enzimas o0 MTX
encontra-se pobremente definido (GULEY et al., 2@HORMANN et al., 2005). Ainda, na
estrutura d&tPTR1 o MTX néao foi localizado (ZHA® NARAYAN, 1993).

Todos estes ligantes sdo semelhantes quanto aptandina, pois como trata-se de
uma inibicdo competitiva com o folato, devem apmemepropriedades estruturais minimas
gue permitam 0 acesso ao sitio ativo da enzima&nmosem promover a resposta bioldgica,
bloqueando a acédo agonista do folato e, ao ligaesstio ativo da enzima, desempenhando
uma acao antagonista, isto € uma atividade opostg@nista natural ou substrato. Em outras
palavras, ndo permitindo que o folato ligue-seznea, desse modo, ndo ocorrendo a reducéo
deste no metabolismo do parasita para as fomadrdibiato e tetrahidrofolato, este ultimo

requerido para replicacdo do DNA e, assim, ocasidma morte do parasita.

3.5.2.1 Tratamento dos loops

Todos os monOomeros das estruturas refinadas apaes®nduas interrupgdes na
cadeia, a primeira geralmente entre os residuose1D#3 e a segunda geralmente entre 0s
residuos 143 e 151, variando um ou dois residuyssndiendo da estrutura ou do mondémero,
como mencionado no item 3.4.3.

Para se modelar essas regioes flexiveis utilizamtnés procedimentos principais:

- Realizou-se umannealing computacionallando energia e permitindo mobilidade
para um possivel ajuste desses residuos.

- Tentou-se colocar os residuos faltantes nas eegi@rificando se os mapas de
densidade eletrdnica calculados posteriormentelgoravam a presenca; em caso contrario,

por exemplo, mapas de Fourrier diferenca (negatmnoyegido, 0 mesmo era retirado. Em
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média exigia-se um contorno de pelo menosdOr®s mapas de densidade eletrbnica para
manutenc¢éao do residuo.

- Com respeito a segunda interrup¢éo, além dosgimmentos anteriores, usou-se 0
programa Coot (EMSLEY e COWTAN, 2004) para reproduzir uma coOpia alguns
mondmeros eventualmente mais organizados sobresrogisl monémeros, a fim de guiar

eventual modelagem destes.

3.5.2.2 Interacdes dos inibidores com a enzimae@emzima

A tabela 3.6 lista as interacdes da enzima comgasites inibidores e inclui as do
metrotexato anteriormente descritas na literatbr@VSON et al., 2006), para comparacao,
tomando-se como referéncia o monémero C ja quéeemicas sdo pequenas em relacdo aos
demais mon6émeros.

As tabelas 3.6 e 3.7, construidas a partir dodtagis do programbicont do pacote
CCP4 (The CCP4 suite: programs for protein crysgadphy, 1994) trazem um resumo dos
contatos dos inibidores com a enzima e a coenziéha@,a8 A, auxiliando a discussdo das

interacdes globais e especificas de cada ligante.
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Tabela 3.6 - Contatos (interacdes)3(5 A) entre a proteina e os inibidores MTX, TTR/R,
WSG3066 e WSG3067 com o monGmero OHRTR1.

MTX TTR CYR WSG306¢ WSG306i

MTX TbPTR1 TTR TbPTR1 CYR TbPTR1 306¢ TbPTR1 3067 TbPTR1
Cc7 O Leu208
CAD NH2 Arg14
CAD O Leu208
CAE CG Pro210
CAE CD Pro210
CAA CG1 Vval206
CAD CD2 Leu209
CAF O Leu208
CAF CD Pro210
Cc2 CB Phe97 Cc2 CB Phe97 CAJ CB Phe97 Cc2 CB Phe97 C2 CB Phe97

NA2 NAB
NA2 NAB
NA2 NAB

NA2 CB Phe97
CAG CE2 Phe97
N3 N3 OH Tyrl74  NAE
C4 C4 OH Tyrl74 CAl OH Tyrl74
C4 CD1 Phe97 CAl CD1 Phe97
NA4 CZ Tyrl74 N4 CZTyrl74 NAA OD2Aspl6l NAA OHTyrl74 NAB OHTYR174
NA4  OH Tyrl74 N4 OH Tyrl74 NAA CZTyrl74
NA4 CE2 Phe97 N4 CD1 Phe97 NAA
N4 CE1 Phe97
CAG CE2 Phe97
CAG CG Pro210
CAG CD Pro210

N2 NAB NAB NAC
N2 NAB NAC
N2 NAC

NAB NH2 Argl4
NAB N Pro210
NAB CG Pro210
NAB CD Pro210
N1 CB Phe97
N8 NH1 Argl4 SAK NH2 Argl4
01 CG Pro99
01 CD Pro99
CAF CD2 Leu209
CAO CG Pro210
CAO CD Pro210

Os caracteres em negrito indicam a natureza dosotoEnfatizados temos os residuo Phe97 em vermelho
Tyrl74 em azul e Ser95 em verde, que interagematd rmemelhante com os cinco ligantes. Numa mesma
linha da tabela estdo os atomos posicionalmentesmndentes entre os ligantes.

Os principais residuos de interacdo até 3,5 A coiigante, além da coenzima
NADPH, compreendem a Phe97, que com a coenzimauishad o ligante mediante
interacdes hidrofébicas, a Ser95 e a Tyrl74 (Plee®yrl74 mostrados nas Figuras 3.10a a
3.12d). A Pro210 (Figuras 3.5a-d) apresenta infesgignificativas junto aos ligantes TTR e

WSG3067.
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Ja a Argl4, um residuo motivo da familia SDRes@nta contatos até 3,5 A com os
ligantes MTX, TTR, CYR e WSG3067 e um pouco aciresta distancia com o WSG3066. O
motivo de ligacdo da coenzima da maioria de memttedamilia SDR, GlyXGlyXGly, onde
X é qualquer tipo do aminoacido (DUAX et al.,, 200® substituido na PTR1 por
GlyX3ArgXGly, com a cadeia lateral da arginina (Argl4 d@bPTR1, em Argl7 em
LmPTR1) interagindo diretamente com o pirofosfatoNdsDP*. Esta interac&o, junto com
duas ligacdes de hidrogénio doadas aos gruposrohdeoLeu208 e Leu209, forcam a cadeia
principal a adotar um conformacéo desfavoravel;1Arg o Unico residuo que esta em uma
combinacdo generosamente permitida@ie no grafico Ramachandran (DAWSON et al.,
2006). Assim, tanto na estrutura com o MTX (DAWSEéMI., 2006) quanto com os ligantes
TTR, CYR, WSG3066, WSG3067 (e mesmo sem o ligaasérutura WSG306%sent), a
Argl4 apresenta-se em conformacédo desfavoravealaiicg Ramachandran.

Comparando as enzimdsPTR1 eTbPTR1 no que diz respeito as interagbes com a
arginina, emLmMPTR1 o Asp232 interage com Argl7. Esta interacdimedistente em
TbPTR1, ja que o residuo correspondente nesta €4®(DAWSON et al., 2006).

A Leu208 participa de interacées até 3,5 A comigentes MTX, CYR, WSG3067.
Porém um residuo proximo, Leu 209, interage coigamte TTR.

A Tabela 3.7 mostra as interacdes dos ligantesaaoenzima NADPH e ainda com
algumas moléculas de agua proximas. Observam-semuéculas de agua interagindo junto

ao ligante MTX; isto pode ser explicado devido a gtande extenséo.
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Tabela 3.7 - Contatos (interacdes)3(5 A) entre a coenzima (NADPH), os inibidores MTX
TTR, CYR, WSG3066 e WSG3067 e moléculas e aguenardmero C ddbPTR1

MTX TTR CYR WSG 306¢ WSG 306
MTX NADPH TTR NADPH CYR NADPH 3066 NADPH 3067 NADPH
N1 NO2 N1 NO1 NAG NO1 N3 NO1
N1 AO2 N1 AO1 NAG AO1 N3 AO1
Cc2 AO2 C2 NC2 CAJ NC2 C2 NO2 C2 NO2
C2 NO2 CAJ NO2
CAJ AO1
NA2  AO2 N2 NC2 NAB NO2
N2  NO2 NAB AO1 NAB NO2 NAC NC2
N2 A0l NAB AO1 NAC NO2
NAC AO1
N3 NC2 N3 NC2 NAE NC2 N1 NC2 N1 NC2
N3 NO2 N3 NO2 NAE NO2 N1 NO2 N1 NO2

N4  NC5 NAA NC5 NAA NC5 NAB NC5
NAA NC6 NAA NC6

N5 NC3
N5 NC7
C6 NO7
C6 NC7
C6 NN7
N8 NO2
C8A NO2
C9 NO7
CAlI  NO2
CAF NC7
CAF NO7
CAF HOH
CAD NO7
CAD HOH
NA4  HOH NAA
N8 NO1
CAl  NC7
CAl  NN7
CAl  NO7
N3 HOH N3 NO1
N3 AO1
CAL HOH
CAA HOH
CAO HOH
0] HOH
N HOH
o1 HOH
02 2HOH
OE1 HOH
OE2 2HOH
N5 HOH
CM HOH
CT HOH

Os caracteres em negrito indicam a natureza dasoito
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3.5.2.3 Diferencas estruturais entre a proteimgatla ao MTX e aos demais ligantes

Ao contrario da estrutura com o MTX, a proteina réjwesenta cadeia lateral
alternada com duas conformacdes para o residud Ghes estruturas com os ligantes TTR,
CYR, WSG3066 e WSG3067. Na estrutura com o MTXpap® mondmero C ndo apresenta
este residuo com cadeia lateral alternada.

A figura 3.13 mostra as conformacdes do residu@I31A para as estruturas TTR,
CYR, WSG3066, WSG3067, MTX e WSG3Q6Rnt(figura feita com base no monémero A,
sendo os monémeros B e D similares a este). OtégeiTX € extenso e na parte em que
difere dos demais aproxima-se muito do Glu217A,adipdo este de assumir um valor de
Chil de cerca de 170°, o qual é viavel para @nteg WSG306Rsentd174,47°), WSG3066

(165,67°) e WSG3067 (170,45°).

Glu2174

Figura 3.13 - Cadeia lateral do Glu217 do monénferem diferentes conformacdelstTX
(cinza), TTR (azul), CYR (rosa), WSG3065 (verde),S@B066 (amarelo), WZB67
(laranja). Observae as diferentes conformagfes para os estruturas3066, WSG3067
WSG3065 (sem o ligante). Figura produzida com giammaPymol (DeLANO, 2002).
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3.5.24 Conformacdes dos principais residuos dasiiras com os inibidores

Baseando-se o estudo no monémero C, comparandstrasugs com os ligantes
TTR, CYR, WSG3066 e WSG3067 referentes as cadei@sals dos residuos Phe97C,
Tyrl74C, Ser95C, residuos esses participantes téaagdo do ligante ao sitio ativo da
enzima, todos apresentam-se basicamente na mesifioancacdo. O anel nicotinamidico do
NADPH de todas as estruturas também possuem caaféern semelhantes.

Ainda pode-se destacar conformacdes distintas ddsias laterais dos residuos
Met213C, Glu231C e Leu209C na estrutura com a G¥iguanto nas demais estruturas para
o residuo Met213C as conformacdes eram muito prEssirpara Glu231C nas estruturas
WSG3065,sente € cOM WSG3066 e WSG3067 foram observadas conféesaquais,
enquanto que para a estrutura com TTR a conform@esse residuo foi similar a estrutura
com MTX; para Leu209C as conformacfes foram sieslanas estruturas WSG3066 e
WSG3067, novamente apresentando a estrutura TTRcomfarmacéo similar & MTX, e

WSG3065,senc@presentando uma conformacao deferenciada aossdema

3.5.25 Estruturas superpostas

Analisando-se os inibidores superpostos, pode-selwo que o modo de ligacao

ocorre de maneira semelhante, isto €, os ligamesentam-se em orientagcdes semelhantes

(Figura 3.14).
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el —

Figura 3.14 - Representacdo do sitio ativorbBTR1 com os ligantes TTR (azul), CYR (rosa), WS@&306
(amarelo), WSG3067 (laranja) superpostos ao MTXz@). Varias interacdes chaves estdo presente
maioria das estruturas, esf@mente o empilhamento formado pelo ligante, amiebtinamidico d:
coenzima NADPH e a cadeia lateral da Phe97. Fignrduzida com o progranizymol (DeLANO, 2002).

Ainda, a analise das tabelas 3.5 e 3.6 informa ajgens atomos dos ligantes se
superpdem havendo certa correspondéncia entre Ndestabelas, estes sao indicados por
estarem na mesma linha.

Além da presenca ou auséncia (ligante WSG3065)iglastes inibidores no sitio ativo,
ainda encontrou-se outros ligantes, localizadoa éono proprio sitio ativo. Esses ligantes sao
espécies quimicas que foram usadas na montagerplatas de cristalizacdo como aditivos,

agentes precipitantes ou ainda como crioprotejargs a solugcdo-mae.
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3.5.2.6 Outros Ligantes Presentes nos Sitios #&tivo

A tabela 3.8 traz um resumo do conteudo final egfonde cada sitio ativo das estruturas

TTR, CYR, WSG306&sente(S€M a presenca do ligante), WSG3066 e WSG3067

Tabela 3.8 - Ligantes inibidores e outros ligam@s sitios ativos

TTR CYR WSG3065,cene ~ WSG3066 WSG3067

Ligantes In|b~|dores 100% 100% Ausente 100 % Parcial 30-70 %
(ocupacéao)

Outros ligantes no sitio ativo

MONOMERO A GOL DTT e GOL DTT DTO
MONOMERO B EDO e GOL DTT e2GOL's NA DTO e GOL
MONOMERO C GOL 2DTT's e GOL 2GOL's DTO

MONOMERO D EDO GoL 2GOL's DTT DTO

ACT - acetato, DTO - ditiotreitol oxidado, DTT -tiditreitol, EDO - etilenodiol, GOL - glicerol, NAion sédio.

A presenca do etilenoglicol em algumas estruturaspiicada pelo fato deste ser um

contaminante comum junto ao glicerol (KENYON et 4098).

3.5.2.7 Outros Ligantes, Fora do Sitio Ativo

A tabela 3.9 mostra um resumo dos ligantes enabwdréora do sitio ativo.

Tabela 3.9- Ligantes encontrados fora do sitioativ

TTR CYR WSG3065,cce ~ WSG3066 WSG3067
ACT 6 ACT's Z é%TLSS
EDO 2 EDO’s 2 GOL'’s 2 ACT's

2 GOL’s 5 NA’s NA
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353 Cisteinas Modificadas

A tabela 3.10 mostra o resumo da situacado dadrastd68. Vale ressaltar que essas
cisteinas séo proximas ao sitio ativo.

Tabela 3.10 - Situacao das cisteinas 168 nas \@siaguras por monémeros.

CISTEINA168 / TTR CYR WSG3065sente WSG3066 WSG3067
MONOMERO
Cys168/A Normal Oxidada Oxidada Alternada, Ligada
oxidada e ligada covalentemente ao
covalentemente a DTT
DTT
Cysl168/B Normal Normal Oxidada Normal Ligada
covalentemente ao
DTT
Cysl68/C Normal Normal Oxidada Normal Ligada
covalentemente ao
DTT
Cys168/D Normal Normal Oxidada Alternada, Ligada
oxidada e ligada covalentemente ao
covalentemente a DTT
DTT

Oxidada com o sentido especifico de reacao conéniag

Com excecao da estrutura com TTR cujas Cys168 mri@sentaram alteracdes, todas
as demais estruturas apresentaram alguma alteeatgelo menos um dos mondémeros. A
estrutura com o ligante CYR apresentou-se oxidpdaas no mondmero A e é mostrada na
Figura 3.15a. Ja na estrutura sem ligante WSG3Q&% todos os mondémeros apresentaram

as Cys168 oxidadas (Figura 3.15b ).

Na estrutura com o ligante WSG3066, as Cysl68's mosdmeros B e C
apresentaram-se normais enquanto que as dos ma®ier D encontraram-se em duas
conformacgdes, uma oxidada e outra conformacdeddigavalentemente a DDT (Figura

3.15¢).

Na estrutura com o ligante WS3067, as Cysl1l68's atkost os mondmeros

apresentaram-se ligadas covalentemente a DTT @gybd).
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Phe97(

His267D

His267D

Trp221A

3066

Figura 3.15 — Cisteinas modificadas. a) Cys168amadpresente no monémero A da estrutura da CYRyb)68
oxidada presente no mondémero C da estrutura da \B&853) Cysl168 alternada oxidada em uma conforma
presente noutra conformacéo ligada convalentenanf@TT no mondmero A da estrutura da WSG 3066&;y#)168
modificada do mondmero C ligada covalentemente @@ DBa estrutura com WSG306Qs mapas de densida
eletrdnica (azul) foram desenhados comde contorno, mapas de Fourrier diferenca com coosoem + 35 (verde)
e -3c (vermelho). Figuras produzidas pelo progragaol (DeLANO, 2002).
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As figuras 3.16a-d demostram a complexidade dosamdp densidade eletrénica (de
cor azul) e Fourrier diferenca (de cor verde evaomelha) ao redor das cisteinas antes de se
fazer as devidas modelagens. Para a producdo deafess em modo omiss@mit maps

realizou-se o procedimento dmnealing virtual com a utilizacdo do progranfdhenix

(ADAMS et al, 2004).

Trp221A

Figura 3.16 - Mapas de densidade eletrdnica e Eoutiferenca anterioremmit mapsas modificacdes das Cys168.
No monomero A da estrutura CYR e b) no monémeroaCestrutura WSG3065, a densidade eletrnica inal
presenca de oxidagdo, c) no monomero A da estrMiiSG3066 e d) no mondmero C da estrutura WSG3@6dm
continuum de densidade a partir da Cys168 indicamad® ligacdo convalente a mesma com uma moléculide Os
mapas de densidade eletrbnica (azul) foram deseshemin 1c de contorno, mapas de Fdar diferenga cor
contornos em + 3 (verde) e -3 (vermelho). Figuras produzidas pelo progratyanol (DeLANO, 2002).
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Com base nesses resultados, especula-se sobreoséingm da Cysl68 para o
sistema reacional e o consequente planejamentmwes nnibidores, pois trata-se de um
residuo reativo e proximo do sitio ativo da enzids.modificacdes observadas na Cys168

sao intrigantes ja que estas sdo incomuns na cupmitéica.

3.6 Busca virtual de novos ligantes

Sendo este trabalho parte de um projeto maior qaebésca de novos ligantes e
futuras drogas tendo com alvarBPTR1, procurou-se virtualmente buscar outras mtdécu
de interesse, utilizando-se a informacao obtida esnestruturas refinadas. Tais resultados
sao trocados com os colaboradores da Universidadeuddee que aliados a estes juntam
outros dados, sejam de estruturas cristalografidastestes virtuais usando programas

diversos ou mesmo de medidas de cinética enzimatica

3.6.1 Resultado da Busca pel&niles

A busca na base de dados ZINC (IRWIN e SHOICHEDS2(@or ligantes similares
aos aqui apresentados atravésudes(WEININGER, 1988), produziu um subconjunto de
2685 moléculas. Este subconjunto foi submetidoracguimento de docking no sitio ativo
daTbPTR1 pelo programaHits (ZSOLDOS et al., 2006a) sem e com treinamento dege
baseado nas estruturas cristalograficas. Os 7 meslHmantes de acordo com o escore
apurado mediante o treinamento dos pesos sao afaese na tabela 3.11, na qual ainda se

compara com a classificagdo sem o treinamento¢jgtesosiefaultdo programa.



137

Tabela 3.11 - Ligantes virtuais escalonados pasresc

Classificacéo s Massa Classificacéo
Cadigo
Com Escores xLogP Molecular Estrutura Sem Escores
. ZINC .
Treinamento / Da Treinamento
¢ N; 1
1 00515567 -9,702 4,35 332,3820 \/’;K -9,560
Mo
2 00385329 -9,183 4,77 298,296 i; @ 4 -9,474
M, /N\er
. M
3 00053807 -8,995 5,75 347,825 T, ? 51 -8,249
T
Et il
4 00018051 -8,930 2,9 349,826 s a1 -8,337
5 00187221 -8,842 5,14 349,442 \*l)%JJ 14 -8,797
6 00061082 -8,840 2,87 269,230 W o 10 -8,840
T
o 13
7 00089184 -8,806 2,63 236,225 il -8,806

Observa-se uma razoavel re-classificacdo dos garnttuais. Um destaque pode ser
dado para duas estruturas a fim de posterior angdisutural, os ligantes classificados ém 4

e 7 lugares, que anteriomente foram classificados4dde 13 lugares na busagefaultdo
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programa e, ap0s o0 treinamento, subiram de posiE&btes ligantes sdo parecidos
estruturalmente com os ligantes co-cristalizados a®bPTR1 apresentados neste trabalho e
seguem as especificacbes da Regra de Cinco deskipiIPINSKI et al., 1997),

possibilitando ainda serem otimizados mediantevdedies.

A figura 3.17a apresenta os 7 ligantes virtuais horelranqueados apés o
treinamento dos pesos, superpostos nas suas neeffamigdes. A figura 3.17b destaca os

ligantes classificados em quart8)(é sétimo (7) lugar.

Phe97A

Figura 3.17 — Posicdo das melhores estruturas eanlas. a) A posicdo das sete melhores. b) Quéjte @Etimc
(79 ranqueados, ligantes virtuais similares aos temwmristalograficos. Figuras produzidas pelo gogrPymol
(DeLANO, 2002).

3.6.2 Resultado da Busca no subconjuniorug-Like

Visando a identificagdo de novos inibidores ou utstas béasicas de inibidores,
submeteu-se o subconjuntibug-like (LIPINSKI, 2000)do ZINC (IRWIN e SHOICHET,

2005) a busca virtual utilizando-se o prograghtits (ZSOLDOS et al., 2006a) e a estrutura
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do sitio ativo daTbPTR1 como revelada pelas estruturas cristalogsafié2evido a
indisponibilidade corrente de poder computaciomalUniversidade Estadual de Ponta Grossa,
somente parte deste subconjunto pode ser ensaragamente até o0 momento e ainda assim
apenas com os pestsfaultdo pograma.

A tabela 3.12 mostra o resultados das 20 melhoreecoias ranqueadas pelo

programaeHITS, apds ensaios com um total de 154.611 moléculas.

Tabela 3.12 — As 20 melhores moléculas ranqueandsug-like parcial

(continua)
o Cédigo Massa
Classificagéo Escores xLogP Molecular Estrutura
ZINC
/ Da
1 03138848 -11,1140 4,52 329,240 ?&43 .
g
2 01401267 -10,7870 2,37 333,726 KK“NJ“
P
3 02745591 10,4840 3,50 400,397 Q’ YL
1 \/ND/"’
4 00125644 -10,4010 3,84 286,372 ;7
?,r
5 03268124 -10,2930 4,68 308,328 ~
Fc/©iN/>7S
Me\ Me .
/N 5 N\(
6 00169158 -10,2140 3,06 319,337 "\ I \N/|N
A
7 03514658 10,1910 248 97431 @(;rfg’
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Tabela 3.12 — As 20 melhores moléculas ranqueandsug-like parcial

(continua)
-~ . Cadigo Massa
Classifica¢éo Escores xLogP Molecular Estrutura
ZINC
/ Da
8 02647838 -10,1770 3,96 260,284 < >
-
9 00112275 10,1750 3,74 265,662 w%ﬁ\@“
° L
10 03133275 -10,1210 2,75 359,735 %3
n, I,
P
FN)DLN
11 00202951 -10,0300 3,72 315,320 g ‘
/N 5, S s a
12 03118819 -9,9970 3,93 365,262 < | DY
13 04102567 -9,8850 2,66 254,133 ﬁ[\%m
14 00262402 -9,8690 2,27 266,096
15 00306064 -9,8630 3,20 314,215 | b
|
16 01392908 -9,8540 3,90 400,282 T
Ve
17 03514636 -9,8380 2,79 415,421 K&
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Tabela 3.12 — As 20 melhores moléculas ranqueandsug-like parcial
(concluséo)

Ly Massa
o Cadigo
Classifica¢éo Escores xLogP Molecular Estrutura
ZINC
/ Da
Fg D\‘Q/\N
18 04002383 -9,8210 0,59 347,317 Aﬁ\\
T N\/
Me\N_<CFE
19 00211808 -9,8100 2,48 268,194 @\/%/Q
N \”)
20 00125854 -9,8010 3,75 272,345 N

F

4  CONCLUSOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

Neste trabalho foram cristalizados oito complexastgicos, cinco estruturas foram
refinadas, quatro com inibidores. A Cristalografi@r Raios X proveu importantes
informacfes quanto ao modo de ligacdo de cadadoribcom aTbPTR1, fornecendo
elementos para se planejar inibidores mais potentsda de modo mais amplo auxiliar no
desenvolvimento racional de drogas terapéuticaga@ndoenca do sono. Ainda, ganhou-se
mais conhecimento sobre a reatividade da Cys168.

Ensaios virtuais foram realizados em busca ponilegsou moléculas bioativas em
bibliotecas virtuais de compostos. Foram aplicadiferentes estratégias de ensaio virtual
com o objetivo de identificar outros inibidores s#mantes aos cristalizados ou novas classes
de inibidores daTbPTR1, porém, ainda andlises futuras ainda sédo sw@@s para
caracteriza-los melhor. Ainda, € preciso cobriotadbase de dados nas buscas virtuais.

Os resultados subsidiardo a otimizacdo da inibicéotribuindo ao planejamento de

futuros inibidores mais potentes e seletivos comoteboradores da Universidade de Dundee.
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