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RESUMO

A via ubiquitina-proteassoma desempenha um papel importante na homeostase
celular, exercendo também um papel relevante na regulagao de diversas vias celulares,
incluindo no crescimento e na proliferagao celular, na apoptose, na reparagao do ADN, na
transcrigao e na resposta imune.

O proteassoma é um complexo multienzimatico que contém varios centros ativos,
sendo a sua fungao principal degradar proteinas desnecessarias ou danificadas.

Algumas patologias humanas devem-se a alteragoes nesta via. Como tal, a inibigao da
via ubiquitina-proteassoma por inibidores do proteassoma pode ser uma abordagem
terapéutica racional para varias doengas, tais como o cancro e doengas inflamatorias.

Com o objetivo de obter novos inibidores do proteassoma para o local ativo CT-L,
foram utilizados os seguintes métodos computacionais: modelagao por homologia,
farmacoforos, docking e virtual screening.

Foi desenvolvido e validado um modelo de homologia para o local ativo CT-L que
teve como base o codigo PDB 3UNS.

Na modelacao farmacoférica, obtivemos e validdmos dois modelos farmacoféricos:
um modelo com base na estrutura de inibidores conhecidos do local ativo B5c e um modelo
com base na estrutura do recetor.

Na etapa de virtual screening foi efetuado o docking molecular tendo como base a
estrutura de ligandos (no qual se utilizou o modelo farmacoférico obtido com base na
estrutura de ligandos) e tendo como base a estrutura do recetor (sem a utilizagao de
farmacéforos como filtro). Os resultados foram analisados de modo a selecionarmos

potenciais compostos Ait.

Palavras-chave: via ubiquitina-proteassoma, proteassoma, inibidores do proteassoma, virtual/

screening.



ABSTRACT

The ubiquitin proteasome pathway plays an important role in cellular homeostasis
and also it exerts a critical role in regulating a wide variety of cellular pathways, including cell
growth and proliferation, apoptosis, DNA repair, transcription and immune response.

The proteasome is a multienzyme complex, containing several active centers and the
main function of the proteasome is to degrade unneeded or damaged proteins.

Defects in this pathway have been implicated in a number of human pathologies.
Inhibition of the ubiquitin-proteasome pathway by proteasome inhibitors may be a rational
therapeutic approach for various diseases, such as cancer and inflammatory diseases.

To obtain new proteasome inhibitors for the CT-L active site, were used the
following computational methods: homology modeling, pharmacophores, docking and virtual
screening.

Using the PDB code 3UNS, it was developed and validated an homology model for
the CT-L active site.

In pharmacophoric modeling, we obtained and validated two pharmacophoric models:
a model based in the structure of known inhibitors of the 5c active site and a model based
in the receptor structure.

In the virtual screening step, the molecular docking was made based in ligand
structure (in which was used the pharmacophoric model ligand based) and based in the
receptor structure (without the use of the pharmacophore as a filter). The results were

analised so we can select potential hit compounds.

Key-words: ubiquitin-proteasome pathway, proteasome, proteasome inhibitors, virtual

screening.
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| — O PROTEASSOMA



I.1 - CONSIDERACOES GERAIS

A relevancia da degradagao proteolitica nas células e o papel da ubiquitina em vias
proteoliticas foi reconhecido em 2004 através da atribuicao do Prémio Nobel da Quimica a
Aaron Ciechanover, Avram Hershko e Irwin Rose.'”

O sistema proteolitico intracelular citosolico mais relevante é o proteassoma,
encontrando-se este presente em diversos organismos, desde archae e bactérias, bem como
em plantas, leveduras e animais."**

Nas células eucaridticas, o proteassoma localiza-se no citoplasma e no nlcleo,
podendo ainda estar ligado ao reticulo endoplasmatico e associado ao citoesqueleto.**’

Geralmente os subcomponentes do sistema proteassomico sao referidos tendo
como base o coeficiente de sedimentagio de Svedberg (S).> O svedberg é uma unidade que
nao pertence ao Sistema Internacional (SI) e que estd relacionada como a velocidade de
sedimentagao (particularmente ao nivel da centrifugagao). Isto reflete a velocidade em que
uma molécula sedimenta sob a forga centrifuga, proporcionando uma medida do tamanho da
particula com base na sua velocidade de sedimentagio.®

Nas células eucarioticas, o proteassoma 26S tem um papel fundamental na
degradagio proteica dependente do ATP.>'®'' O proteassoma 26S tem cerca de 2500
kilodaltons (kDa) em termos de massa molecular e contém uma particula nuclear 20S e duas
particulas reguladoras 19S. %'

No entanto, para além da forma livre 20S e da forma 26S, o proteassoma pode
existir na forma de imunoproteassoma, proteassoma hibrido e timoproteassoma."

O imunoproteassoma € particularmente importante na medida em que a expressao
deste se encontra aumentada devido aos niveis elevados de citoquinas pro-inflamatorias em

diversas patologias, nomeadamente em doengas autoimunes e neurodegenerativas."

1.2 = O SISTEMA UBIQUITINA-PROTEASSOMA

A existéncia de um turnover altamente regulado das proteinas celulares contribui para
a homeostase celular. Assim, as proteinas que estao desnaturadas, danificadas (devido, por
exemplo, ao stress oxidativo) ou que ja nao sao necessarias devem ser reconhecidas e
removidas através de degradagao proteolitica catalisada por proteases que clivam ligagoes

peptidicas."*"®



Nas células eucarioticas, existem duas vias principais de degradagao proteica
intracelular: a via lisossomal e a via ubiquitina-proteassoma. As proteinas exogenas (que
habitualmente entram para a célula por endocitose) e as proteinas membranares sao
geralmente degradadas através de lisossomas, enquanto que a maior parte das proteinas
citoplasmaticas sio degradadas pela via ubiquitina-proteassoma.'>'®

O sistema ubiquitina-proteassoma (Ubiquitin Proteasome System — UPS) é uma via
relevante para a degradagao controlada de diversas proteinas, nao so a nivel do ciclo celular
e apoptose, mas também a nivel da resposta inflamatéria, da apresentagao de antigénios, do
stress oxidativo e da carcinogénese. No entanto, para além da fungao proteolitica referida
anteriormente, o proteassoma também pode estar envolvido em diversas atividades
celulares nio proteoliticas tais como reparagio do ADN e remodelagio da cromatina.'®'”'®

Existe uma enorme diversidade de substratos do proteassoma, tais como moléculas
sinalizadoras, supressores de tumores, reguladores do ciclo celular, fatores de transcricao
(tais como c-Jun e E2F1), moléculas inibidoras, proteinas anti-apoptose (das quais ¢ exemplo
o Bcl-2), entre outros. Quando se verifica uma interrupgao ao nivel da degradagao destes
substratos proteicos as consequéncias que dai advém sao enormes, nomeadamente ao nivel
de células que se dividem rapidamente, como é o caso das células neoplasicas que requerem
uma enorme disponibilidade de proteinas promotoras do crescimento de modo a que a
mitose acelerada e nio controlada (caracteristica deste tipo de células) seja possivel.">"

Deficiéncias ao nivel da homeostase proteica podem conduzir a patologias
cardiovasculares, neurodegenerativas, oncoldgicas e metabolicas. Como tal, a atividade desta
protease pode ter como controlo-chave a regulagao da entrada do substrato na superficie
interna do proteassoma.”

Regra geral, para que uma proteina seja reconhecida pelo proteassoma, esta €
marcada com ubiquitina, sendo a ubiquitina um pequeno péptido composto por 76 residuos
de aminoacidos de 8500 Da de peso molecular que tem diversos residuos de lisina (Lys) que
possibilitam a formagao de ligagoes isopeptidicas de modo a que se forme uma cadeia
poliubiquitinada.'”*"* No entanto, alguns substratos sio degradados pelo proteassoma sem
haver necessidade de serem previamente marcados com moléculas de ubiquitina.'’,” Tal
acontece no caso de particulas reguladoras com tempo de semi-vida curto, nao se
encontrando estas necessariamente danificadas ou desnaturadas e, como tal, nao tém de ser
marcadas com um fragmento hidrofobico externo sob a forma de uma cadeia

poliubiquitinada. E entio necessirio que o ATP seja hidrolizado para que ocorra o

desdobramento desses substratos de forma a que consigam entrar no nucleo proteolitico do



proteassoma. Para além do que foi mencionado, as proteinas danificadas oxidativamente
apresentam residuos hidrofobicos expostos, facto este que permite que nao seja necessario
conjugar com ubiquitina as proteinas oxidadas de modo a torna-las mais hidrofobicas, nao
sendo também necessario recorrer a energia proveniente da hidrolise do ATP visto que a
proteina ji se encontra desdobrada."

O processo de ubiquitinagao ocorre mediante a agao de uma cascata enzimatica que,
de um modo genérico, ativa a ubiquitina que se encontra livre e transporta-a até a proteina
alvo. As enzimas intervenientes denominam-se El (enzima ativante da ubiquitina), E2 (enzima
de conjugagao da ubiquitina) e E3 (ligase ubiquitina-proteina — é a enzima que determina a
especificidade do substrato)."*"

Todo o processo tem inicio com a ativagao da enzima El (esta enzima utiliza ATP
para formar uma ligacdo tioéster altamente energética com a ubiquitina) que vai entao
transferir a ubiquitina para a proteina transportadora E2. E2 vai transferir a ubiquitina a E3
que, por sua vez, se vai ligar a proteina alvo e interagir com E2 de modo a ligar

covalentemente a ubiquitina. Este processo é efetuado diversas vezes, o que origina uma

cadeia poliubiquitinada que sinaliza a proteina para destruicio pelo proteassoma (figura
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Figura | — O sistema ubiquitina-proteassoma. Adaptado de Zolko et al.25

1.3 — A PARTICULA NUCLEAR 20S

A particula nuclear 20S (muitas vezes designada por “proteassoma 20S” ou, por
vezes, apenas por “proteassoma’”) representa a fragao catalitica do sistema proteassomico e

tem cerca de 700 kDa.*



Atualmente, conhecem-se duas formas basicas do proteassoma 20S: uma forma mais
ancestral que esta presente em archaea (sendo o Thermoplasma acidophilum um exemplo) e
uma outra forma mais evoluida que se encontra em leveduras, plantas e animais.>"

A estrutura tridimensional do proteassoma de diversos organismos tem sido
investigada através de cristalografia de raio-X, tendo-se verificado que tém a mesma
arquitetura basica (figura 2).*

O proteassoma na sua forma mais ancestral contém quatro anéis heptaméricos [dois
anéis alfa (o) e dois anéis beta (B) organizados na forma a-B-B-a] dispostos cilindricamente
e que sio constituidos por sete subunidades iguais. *"*

Estruturalmente, o proteassoma dos mamiferos apresenta também uma estrutura
cilindrica, tendo cerca de 100x160 A’ Esta estrutura é constituida por quatro anéis (dois
anéis o e dois anéis 3 organizados na forma o--f-a), sendo cada anel constituido por sete
subunidades diferentes."*'® Assim, a forma mais evoluida do proteassoma 20S compreende
catorze subunidades diferentes (al — o7 e Bl — 7) com massas moleculares compreendidas
entre 20 e 30 kDa.®'**"?

Ha ainda a considerar a subdivisao do interior do proteassoma em duas antecamaras
(entre os anéis o e ) e uma “camara principal” que se situa entre os dois anéis 3.

O centro catalitico do proteassoma encontra-se ao nivel dos anéis mais internos (os
anéis ). Por sua vez, os anéis o conseguem alterar quer a atividade quer a especificidade do
proteassoma visto que sao responsaveis pelo reconhecimento e ligagao dos substratos, assim

como pela regulagdo da entrada dos substratos na cAmara proteolitica.”"'
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Figura 2 — Estrutura dos proteassomas 20S de archae e de eucariotas (aqui representados por uma levedura).
Adaptado de Jung et al 3.



Em termos da atividade deste sistema proteolitico altamente organizado, existem
diversos reguladores que se encontram ligados ao proteassoma 20S de modo a modular a
.. 3 , ~ . N
sua atividade.” Estas particulas reguladoras tém em comum o facto de se ligarem as

subunidades o dos anéis externos.*

1.3.1 — AS SUBUNIDADES o

Os proteassomas dos archae possuem seis subunidades o idénticas. O anéis o das
leveduras e dos mamiferos sao compostos por sete subunidades diferentes (xl- o7),

podendo estas subunidades surgir com diferentes designagdes (tabela 1)."”

Nome Outras designac¢oes para as subunidades Outras designac¢oes para as
sistematico nas leveduras subunidades nos mamiferos

da subunidade (exemplo: Saccharomyces cerevisiae) (exemplo: Homo sapiens)

al C7/Prs2 HsPROS27/Hslota

a2 Y7 HsC3

o3 Y13 HsC9

o4 Preé HsC6/XAPC7

a5 Pup2 HsZeta

b Pre5 HsC2/HsPROS30

ol Cl/ Prsl Prs| HsC8

Tabela | — As subunidades o e as suas diferentes designacdes. Adaptado de Jung et al.'

Geralmente, o proteassoma 20S encontra-se sob a forma inativa. No entanto, pode
ser ativado, por exemplo, por diversas particulas reguladoras e proteinas desnaturadas.’

Os anéis o participam essencialmente nas fungdes de reconhecimento do substrato e
na regulacio do seu acesso a camara proteolitica interna. A entrada de substratos no
proteassoma pode ser modulada através da ligagao aos anéis o de uma particula reguladora
(como, por exemplo, 19S, | 1S ou PA200).>*

A ligagao dos anéis o a aminoacidos hidrofébicos (que, em condigdes normais, se
encontram no interior de proteinas globulares e sollveis em agua; no entanto, em proteinas
danificadas, ocorre exposicao de aminoacidos hidrofébicos) parece mediar a ativagao do
proteassoma.’

Assim, apds contactar com um determinado substrato, ocorre uma alteragio
conformacional ao nivel dos anéis o, abrindo a porta por eles criada, o que vai permitir a
entrada do substrato na camara proteolitica interna. Esta porta é constituida pelos N-

terminais das trés subunidades a2, o3 e 04.”"”



Outro aspeto a ter em consideragao é a distingao entre a atividade de peptidase e a
atividade de protease do proteassoma. Relativamente a atividade de peptidase, esta esta
relacionada com a degradagao de pequenos fragmentos de aminoacidos, sendo geralmente
independente do status da porta; por sua vez, a atividade de protease diz respeito a
degradagao de proteinas desdobradas, sendo dependente do status da porta. Pelo que foi
mencionado, tudo leva a crer que os anéis a exercem pequenas interagoes com pequenos
péptidos, mas apresentam um papel importante na degradacao de grandes péptidos ou

proteinas.>"’

1.3.2 — As SUBUNIDADES [3

A principal funcdo das subunidades 3 do proteassoma consiste na atividade proteolitica
propriamente dita, atividade esta que origina péptidos de 3 a 30 aminoacidos, predominando
os fragmentos de 6 a 8 aminoacidos. Muitos destes péptidos resultantes sao posteriormente
degradados em aminodcidos individuais através da intervengio de aminopeptidases.'®'*?

Tal como ja foi referido, o proteassoma dos archaea é composto por sete
subunidades [3 idénticas num anel e, como tal, tem sete centros proteoliticos por anel. Por
sua vez, os proteassomas de leveduras mais desenvolvidas e de mamiferos apenas tém trés
centros proteoliticos distintos por anel 3 (nas subunidades 1, 2 e 35). Tal deve-se ao facto
de as subunidades [3 estarem geneticamente codificadas como precursores, sendo
processadas durante a maturagao da particula nuclear por autdlise, ocorrendo assim a
clivagem de uma ligagdo amida, libertando o N terminal da treonina | (Thrl).3**'

Assim sendo, a atividade enzimatica das subunidades [} estd associada com os

residuos N-terminal da Thrl, nos quais o grupo hidroxilo y (Thr1Oy) atua como nucledfilo

na reacao de hidrolise da ligacdo peptidica, o que permite Caspasadike

Tripsina-like

classificar o proteassoma como membro do grupo da Yz

superfamilia das Ntn hidrolases (“N-terminal @ @

nucleophilic”).** @
No caso dos mamiferos e leveduras mais evoluidas,

cada uma das trés subunidades proteoliticas apresenta @@

aspetos distintos na ligagao a substratos e atividade exercida: !
Quimotripsina-like
a subunidade Bl apresenta atividade “caspase-like” (C-L) ou Figura 3 - Os centros
cataliticos do  proteassoma.
“post acidic” (PA) e cliva apds aminoacidos acidicos; a  Adaptado de Rentsch et al.®



subunidade (2 exerce atividade “tripsina-like” (T-L), sendo a clivagem efetuada apos
aminoacidos basicos; a subunidade 5 tem atividade “quimotripsina-like” (CT-L), atua apos
aminodcidos neutros (figura 3).'"?

Como ¢é possivel constatar através da tabela 2, tal como nas subunidades o também

as subunidades 3 podem ter diferentes designagoes.

Nome Outras designagdes para as subunidades Outras designacdes para as
sistematico nas leveduras subunidades nos mamiferos
da subunidade (exemplo: Saccharomyces cerevisiae) (exemplo: Homo sapiens)

Bl Pre3 HsDelta/Y

p2 Pupl V4

B3 Pup3 HsCl0-lI

p4 Cl1/Prel HsC7-l

p5 Pre2 X/MBI

pé C5/Prs3 HsC5

p7 Pre4 HsN3/HsBPROS26

Tabela 2 - As subunidades B e as suas diferentes designagdes. Adaptado Jung et al."”

1.4 - REGULACAO DA PARTICULA NUCLEAR 20S

O reconhecimento e a degradagao de substratos tém de ser devidamente regulados
de modo a que a degradagio proteolitica ocorra de forma controlada.?

Os anéis a regulam a entrada de substratos na camara proteolitica do proteassoma
20S, podendo esta entrada ser ativada através de componentes hidrofébicos que se
encontram expostos a superficie em proteinas oxidativamente danificadas. No entanto,
existem diferentes reguladores que podem mudar a atividade e a especificidade da particula
nuclear 20S.>" As proteinas sio marcadas com ubiquitina de modo a serem alvo de
degradagao proteassomica, sendo que o regulador mais importante que participa no
reconhecimento de proteinas ubiquitinadas é o chamado “complexo regulador 195”.>'®

O complexo regulador 19S (também denominado por “PA700”, “ativador do
proteassoma 700kDa” e, no caso dos archae, designa-se PAN) tem como fungao regular a
entrada de substratos no proteassoma 20S, participar no reconhecimento dos substratos
proteicos ubiquitinados, na libertagao das moléculas de ubiquitina que se encontram ligadas
aos substratos e no desdobramento das proteinas.*”?

Se ocorrer a ligagao do regulador 19S em cada um dos anéis o das extremidades do

proteassoma 20S, ocorre a formagao do chamado “proteassoma 26S”, uma particula com

cerca de 2MDa (figura 4).



De uma forma geral, o regulador [9S é

composto por duas estruturas: uma base em forma de

, . .. » Regulador 195
anel (através da qual se liga aos anéis o« do proteassoma

20S) e ainda uma tampa que reconhece e liga proteinas

poliubiquitinadas. Como a ligagdo entre a base e a

L Particula nuclear
tampa € relativamente fraca, pode ocorrer que, sob 205 eucariotica
determinadas condi¢oes bioquimicas, se formem - Anel da base do
J regulador 195
proteassomas sem tampa devido a separagao desta
Tampa do

relativamente a base.*® regulador 195

As cadeias de ubiquitina sao reconhecidas por

Lo . Fi 4 - Estrut d
Ubiquitin-binding domain (UBD), uma estrutura que se gHira strutdra <o
proteassoma 26S  eucariotico.

encontra em varias proteinas celulares.*'® Adaptado de Jung e Grune.’

Antes de uma proteina ser completamente degradada e desdobrada, a cadeia de
moléculas de ubiquitina tem de ser removida através de um processo altamente cooperativo
e regulado, comegando pela clivagem da cadeia em moléculas individuais de ubiquitina de
modo a que estas possam ser recicladas (sendo esta clivagem catalisada por enzimas
desubiquitinantes, Deubiquitinating enzymes — DUB’s, que se localizam na particula reguladora
19S).?

Existem ainda outros reguladores, nomeadamente a particula reguladora 11§, o
regulador nuclear PA200 e os reguladores PR39 e PI31.

A particula reguladora | IS (também conhecida por PA28 ou REG) é constituida por
trés subunidades diferentes (PA28c, PA28B e PA28y).>"° Regra geral, os reguladores 11S
ligam-se aos anéis o e alteram as propriedades de degradagao do substrato (aumentam a
velocidade maxima e reduzem a constante de Michaelis-Menten), sendo esta degradacao de
substratos pelo complexo 11S-20S independente do ATP, o que sugere que apenas sao
utilizadas proteinas desnaturadas como substratos.>"”

O ativador do proteassoma conhecido por PA200 encontra-se apenas no nucleo de
células de mamiferos e altera a sua estrutura de modo a reforcar o acesso do substrato a
particula nuclear, intervindo ao nivel da espermatogénese e da reparagao do ADN. Este
regulador apresenta trés isoformas diferentes: PA200i, PA200ii e PA200iii (no entanto,
apenas a isoforma PA200i interage com o proteassoma). Trata-se de uma estrutura
monomérica que esta em contacto com praticamente todas as subunidades o, com excegao
da subunidade o7; em contrapartida, a forma BImIO (que se encontra presente em

leveduras) liga-se a totalidade das subunidades o’



Os reguladores PR39 e PI3| atuam como inibidores celulares do proteassoma. O
PR39 é composto por 39 aminoacidos e trata-se de um inibidor nao-competitivo que esta
presente em leveduras e em mamiferos. O seu mecanismo de inibicao consiste na sua ligagao
a subunidade o7 do proteassoma, o que origina uma alteragao alostérica na estrutura do
proteassoma que conduz a uma diminuigao da atividade proteolitica e interfere na ligagao ao
regulador 19S. Por sua vez, a proteina PI3| presente em mamiferos compete com as formas

o e B do PA28 para a ligagio ao proteassoma.’

|.5—- OUTROS TIPOS DE PROTEASSOMA

1.5.1 - O IMUNOPROTEASSOMA

Nos proteassomas de mamiferos, pode ser induzida uma forma especial do
proteassoma constitutivo 20S denominada imunoproteassoma (i20S), encontrando-se no
local das subunidades constitutivas (31, B2 e B5) os seus equivalentes indutivos (Bli, B2i e
B5i)."”

Podemos encontrar na literatura outras designagoes para estas subunidades indutivas.
Assim, a subunidade B1i pode surgir mencionada como 9 ou “low-molecular-weight protein 2”
(LMP2), B2i pode ser designada como P10 ou “multicatalytic endopeptidase-like-complex-1”’
(MECLI) e, por fim, B5i pode representar-se por 38 ou LMP7.>?

O imunoproteassoma, o qual é expresso em células de origem hematopoiética, é
uma forma alternativa do proteassoma constitutivo e pode também ser induzido em células
nao hematopoiéticas apos exposi¢ao a citoquinas anti-inflamatorias, tais como o interferao y
(INF-y) e o fator de necrose tumoral o.**

Este processo nao se trata de uma substituigio, mas sim de uma sintese de novo."

Os produtos do imunoproteassoma sao geralmente pequenos fragmentos proteicos
com cerca de oito a dez aminoacidos.*

O imunoproteassoma exerce um papel importante devido a produgao de péptidos
antigénicos que podem ser apresentados pelo complexo de histocompatibilidade major
classe | (MHC-I) a superficie da célula participando, desta forma, na iniciagdo da resposta

imune.'’
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1.5.2 — O PROTEASSOMA HIiBRIDO

O proteassoma hibrido contém ambas as estruturas reguladoras 19S (PA700) e | 1S
(PA28), estando cada um destes reguladores ligado a cada uma das extremidades do
proteassoma 20S.>"

Relativamente as fungoes desempenhadas pelos proteassomas hibridos, estas ainda
nao se encontram totalmente esclarecidas, apenas existem algumas suposi¢oes. Assim, cré-se
que as especificidades proteoliticas no nucleo proteassémico ligado a 19S sejam alteradas
aquando da ligagao de um regulador PA28 adicional, originando diferentes produtos
oligopeptidicos. No entanto, a atividade proteolitica da forma 26S é superior a das
estruturas hibridas.’

Presume-se que haja cooperagao entre o imunoproteassoma e as formas hibridas do
proteassoma no processamento de antigénios devido ao facto de as formas referidas
poderem ser induzidas pelo interferao y. Tal sugere que a maior parte da protedlise
necessaria para apresentagao de antigénios ao MHC-|I ocorre via proteassoma 26S ou

através de proteassomas hibridos.?

1.5.3 — O PROTEASSOMA ESPECIFICO DO TIMO (TIMOPROTEASSOMA)

A designagao “timoproteassoma” foi sugerida para a configuragdo Bli, f2i e B5t do
proteassoma 20S devido & existéncia da subunidade B5t."”

Este proteassoma encontra-se nas células epiteliais do timo cortical e é responsavel
pela formagao de pequenos oligopéptidos antigénicos na superficie celular, selecionando

positivamente células T CD8"."”

1.6 - TOPOLOGIA E MECANISMO DAS SUBUNIDADES CATALITICAS DO PROTEASSOMA

Segundo a nomenclatura de Schechter e Berger®, as interagdes de uma protease com
o substrato podem ser definidas denominando por “Pl, P2, P3, ..., Pn” os residuos de
aminoacidos do substrato a partir da ligagao peptidica hidrolisada até ao grupo amina
terminal (sdao os chamados “nonprimed P sites”), sendo os residuos de aminoacidos que se
-

encontram na direcao do grupo carboxilo terminal designados por “Pl’, P2’, P3’, ..., Pn

(“primed sites”). A cada um dos residuos referidos corresponde um determinado pocket no
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local ativo da enzima, denominando-se estes pockets por “Sl, S2, S3, ..., Sn” (“non-primed
pockets”) e “SI’, S2°, S3’, ..., Sn’ 7 (“primed pockets”). Cada pocket é determinante para a
especificidade do substrato, sendo os pockets responsaveis pela estabilizacio do ligando.'”*
Um aspeto importante a ter em conta é o facto de cada local ativo ser formado por
mais do que uma subunidade 3. Apesar de ser ao nivel das subunidades 1, 32 e 5 (no caso
do proteassoma constitutivo) e das subunidades subunidades Bli, 32i e B5i (no caso do
proteassoma indutivo) que ocorre a atividade catalitica propriamente dita, para a formagao
dos pockets e posicionamento dos substratos é importante o auxilio de outras subunidades.
Assim, no caso do proteassoma constitutivo, o local ativo C-L envolve as subunidades 1 e
B2, o local ativo T-L compreende as subunidades 32 e 3 e o local ativo CT-L é composto

pelas subunidades 5 e 6. No caso do proteassoma indutivo, as subunidades constitutivas

sdo substituidas pelos equivalentes indutivos (B1i, B2i e B5i).'"'**"*
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Figura 5 — Os pockets de especificidade do substrato e a respectiva nomenclatura dos residuos do

substrato. Adaptado de Huber et al.'*

Relativamente aos residuos de aminoacidos importantes para cada um dos locais
ativos, estes sao referidos por Huber et al '*. Ao nivel das subunidades cataliticas dos seres
eucariotas (S. cerevisiae, Bos taurus, Mus musculus e Homo sapiens — sendo que, com excepgao
da levedura que sé tem subunidades constitutivas, existem subunidades cataliticas
constitutivas e indutivas), os aminoacidos importantes em cada local ativo s3ao a treonina |
(Thrl), o aspartato |7 (Aspl7), a lisina 33 (Lys33), a serina 129 (Ser129), o aspartato 166
(Aspl66) e a serina 169 (Serl69); no T. acidophilum, todos os aminoacidos sao iguais com
excepgao do aminoacido da posicao 17 que é o acido glutdimico (Glu) em vez de um
aspartato. A Thrl, o Aspl7 e a Lys33 sao os residuos mais importantes no mecanismo
proteolitico, enquanto que os restantes residuos referidos (Serl29, Aspl66 e a Serl69)
contribuem nao sé para a catalise, mas também para a integridade estrutural do local ativo.
Um aspecto a salientar é o facto de a numeragao atribuida aos aminoacidos ter como base o
alinhamento das sequéncias dos seres eucarioticos com a subunidade [ do T

acidophilum.'*'"%
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Embora exista uma enorme diversidade de substratos proteicos do proteassoma, o
mecanismo catalitico genérico ao nivel das subunidades 3 apresenta etapas semelhantes. No
mecanismo utilizado com maior frequéncia (figura 6), uma molécula de agua auxilia na
transferéncia do protao entre o grupo hidroxilo da Thrl (Thrl Oy) e o N da Thrl. Assim, o
grupo hidroxilo da Thrl N-terminal do proteassoma atua como nucledfilo e ataca o carbono
do grupo carbonilo da ligagao peptidica, originando um intermedidrio acil-enzima e um
fragmento peptidico com um novo N-terminal. Posteriormente, ocorre a hidroélise da acil-
enzima por adicao da molécula de agua nucleofilica, sendo o local ativo restaurado e sendo a

reacido completada pela libertagio do C-terminal do produto de clivagem N-terminal 2426234
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Figura 6 — Mecanismo catalitico das subunidades 3 com intervencio de moléculas de
4dgua. Adaptado de Rentsch et al. ©

No entanto, em 2012 foi proposto por Wei et al.*' um novo mecanismo (figura 7) no
qual a agua nao efetua a mediagao do processo de ativagao, podendo o Oy da Thrl ser
ativado diretamente pelo grupo amina do N-terminal (Thr1-N“H,), baseando-se este estudo
em calculos de mecanica quantica/mecanica molecular (MQ/MM), perturbagao da energia

livre (Free Energy Perturbation — FEP) e simulagoes de dindamica molecular (DM).
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Adapatdo de Kisselev et al. **
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|l — INIBIDORES DO PROTEASSOMA
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2.1 - CONSIDERACOES GERAIS

O proteassoma exerce um papel relevante na degradagao controlada de diversas
proteinas, nomeadamente reguladores celulares que controlam o ciclo celular e a
apoptose.'’

Sendo o proteassoma 26S constituido pelo nucleo proteolitico 20S e por duas
particulas reguladoras 19S, trata-se de um complexo proteoliticos que apresenta diversos
alvos para a intervengao terapéutica, facto este que torna o design de inibidores do
proteassoma um desafio.”’?®

A primeira consequéncia da inibicao do proteassoma verifica-se na diminuicao das
taxas de degradagao proteica nas células, facto este que tem como consequéncia a rapida
acumulagao de proteinas de semi-vida curta conjugadas com ubiquitina. Para além disso, a
inibicao do proteassoma também promove a acumulagio de proteinas danificadas ou
desnaturadas, sendo que esta acumulagao de polipéptidos desnaturados conduz a expressao
de “heat shock proteins” e proteinas de stress oxidativo do reticulo endoplasmatico expressas
como mecanismos de protecgio contra diversas condigdes tdxicas."”

A maioria dos inibidores do proteassoma é de natureza peptidica, sendo a
especificidade de ligagao destes inibidores aos locais ativos do proteassoma determinada
quer pela sequéncia peptidica quer pela natureza quimica do farmacéforo.” Para que ocorra
uma diminuicao da protedlise, nao € necessario que o inibidor atue em todos os locais
ativos.'” O bloqueio da atividade CT-L é mais eficaz na inibigio do crescimento celular in
vitro. No entanto, estudos recentes mostram que a inibicio da atividade CT-L pelos
inibidores do proteassoma pode nao ser suficiente para obter o maximo de citotoxicidade,
sendo habitualmente requerida a co-inibigao de outras subunidades cataliticas para se

alcancar o maximo de citotoxicidade possivel.

Apesar de estas conclusdes serem
importantes para o desenvolvimento de inibidores mais especificos, nao nos podemos
esquecer que estes estudos foram efetuados em linhas celulares hematoldgicas neoplasicas,
as quais também expressam o imunoproteassoma. Como tal, nao esta totalmente
esclarecido quais as subunidades especificas que devem ser tidas em conta como alvos em
tumores solidos que nio expressem o imunoproteassoma.**

A maioria dos inibidores de locais CT-L sao moléculas muito hidrofébicas e, como
tal, muito mais permeaveis a nivel celular que os inibidores dos locais T-L ou C-L, os quais
contém residuos carregados. O local ativo CT-L do proteassoma cliva principalmente apos

residuos hidrofébicos de maiores dimensdes. Como tal, pode ser dificil conseguir uma
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elevada seletividade na inibicao do proteassoma por compostos baseados em péptidos
simplesmente através da manipulagao da fragao peptidica do inibidor. Em alternativa, é
necessario utilizar um farmacéforo com preferéncia pelo N-terminal da treonina.”” Ou seja, a
especificidade dos locais ativos também é influenciada pela natureza quimica do
farmacoforo. 44

Em termos de aplicagoes terapéuticas, os inibidores do proteassoma podem atuar ao
nivel do tratamento de neoplasias, no transplante de o6rgaos, em doengas autoimunes
(miastenia gravis, esclerose multipla, artrite reumatoide, lGpus), como tendo atividade anti-
inflamatoria (asma, psoriase, colite), em patologias neurodegenerativas (doenga de Parkinson,
doenga de Alzheimer) em terapéuticas anti-infecciosas (malaria), no tratamento da lesao de
reperfusio apés AVC e na estimulagio do crescimento dsseo e do cabelo.'?'****

Nas duas uUltimas décadas, foram descobertos diversos inibidores estruturais dos trés
locais ativos que estio presentes na particula nuclear 20S.”” Um desses inibidores é o
bortezomib (Velcade®, PS-341), aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) em 2003
como terapia de terceira linha para o mieloma multiplo recidivante e refractario; no entanto,
atualmente ja é utilizado como tratamento de primeira linha para esta patologia.”’ O
bortezomib pode ainda ser utilizado em outras situagoes clinicas, tais como no linfoma de
células do manto e na rejeicio aguda do enxerto.’**”* Este farmaco inibe a atividade
quimotripsina-like do proteassoma, o que leva a degradagao ineficiente de proteinas
poliubiquitinadas, ativando a apoptose celular.”’

O (ltimo inibidor a ser aprovado pela FDA foi o carfilzomib (Kyprolis®, PR-171),

tendo tal ocorrido ha pouco mais de um ano (a 20 de Julho de 2012).

Consultando a base de dados do U.S. National Institutes of Health (disponivel em

http://www.clinicaltrials.gov/)*’, podemos verificar que atualmente se encontram em ensaios
clinicos diversos inibidores do proteassoma, isoladamente ou em combinagao com outros
farmacos (regra geral, farmacos antineoplasicos). Assim, existem diversos ensaios clinicos a
decorrer com bortezomib, carfilzomib e com os inibidores de segunda geragao ixazomib
(MLN-9708), marizomib (salinosporamida A, NPI-0052), delanzomib (CEP-18770) e
oprozomib (ONX-0912, PR-047).

O marizomib é, até a data, o mais potente de todos os inibidores do proteassoma
que se encontra em ensaios clinicos, destinando-se este ao tratamento do mieloma multiplo,

leucemia, linfomas e tumores sélidos.”
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2.2 - PRINCIPAIS CLASSES DE INIBIDORES DA PARTICULA NUCLEAR 20S

A nivel estrutural, os inibidores da particula nuclear 20S sao muito diversos, podendo
ser divididos em dois grandes grupos dependendo do facto de formarem ou nao ligagoes
covalentes com o Oy da Thrl do local ativo. Por sua vez, cada um destes dois grupos pode
ser subdividido em diversas classes estruturais. Existem ainda inibidores alostéricos (ou seja,
que nao interagem diretamente com os locais ativos), assim como inibidores nao especificos
e inibidores especificos de um local ativo.'”**

As moléculas pertencentes aos inibidores nao covalentes apresentam a vantagem de
serem desprovidas de grupos funcionais propensos ao ataque nucleofilico dado que grupos
reativos estao geralmente associados a reatividade excessiva, falta de especificidade e
instabilidade."

Na tabela 3 encontra-se um resumo das principais classes de inibidores da particula
nuclear 20S, assim como exemplos de compostos pertencentes a cada classe. Esta tabela

teve como base a classificagio utilizada por Kisselev et al.**

. Na figura 8 estao representadas
as estruturas de alguns destes inibidores, sendo possivel observar que podem possuir
estruturas muito diversificadas.

Grande parte destes inibidores é de origem sintética, baseando-se estes em péptidos
e resultam da combinacio de uma fragao peptidica com um farmacéforo ativo."” No entanto,
também existem diversos inibidores provenientes de origem natural, nomeadamente a
felutamida B (originalmente isolada a partir do Penicillium fellutanum), a epoxomicina, a
eponemicina, o omuralide, o marizomib (proveniente do microorganismo marinho Salinispora
tropica), a belactosina A, a glidobactina e a siringolina A isolada a partir da Pseudomonas
syringae.”**"*

Alguns dos inibidores forem identificados através do varrimento de bibliotecas
quimicas, nomeadamente as hidroxiureias e o P1-083.%

No corrente ano, Kikuchi, J. et al*® publicaram um artigo sobre derivados
homopiperazina que inibem o proteassoma e apresentam uma boa biodisponibilidade. No
entanto, necessitam ainda de mais estudos, sobretudo ao nivel da toxicidade.

Moreira et al** publicaram também em 2013 um artigo sobre triterpendides
pentaciclicos tipo oleanano com um grupo boronato em C3 cujo mecanismo de agao inclui a
inducao da apoptose e a inibigao da atividade do proteassoma de células tumorais.

Em termos de envolvimento das diferentes subunidades cataliticas do proteassoma,

existem inibidores que podem atuar nas trés subunidades cataliticas (felutamida B,
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bortezomib, MLN2238, CEP-18770, carfilzomib, siringolina A, TMC-95A, PI-083, K-7174) e

inibidores que atuam em apenas uma subunidade catalitica (existem diversas moléculas que

exercem apenas atividade CT-L, tais como as hidroxiureias, os péptidos nao ciclicos e

isosteros peptidicos, o NC-005, o NC-005-VS, YU-101, LU-005; ha compostos que exercem

apenas atividade C-L, como o YU-102, NC-001; e, por fim, compostos com atividade T-L,

como o NC-022). Ha ainda a salientar o facto de o inibidor alostérico PR-39 ligar-se a

su bU nidade 0(7.30,48,5 1,55,56,57,58

Existem ainda inibidores especificos de subunidades cataliticas do imunoproteassoma.

Por exemplo, o PR-957 atua na subunidade 5i e o composto IPSI-001 atua na subunidade

Bli.*

Tipo de Classe estrutural Exemplos
inibidor
Inibidores Aldeidos MG-132, PSI, felutamida B
covalentes
Boronatos Bortezomib (MG-341, PS-341), delanzomib (CEP-

o’,p’-epoxicetonas

Cetoaldeidos

B-lactonas

Sulfonas vinilicas

Syrbactins

Oxatiazol-2-onas
(especificos de proteassomas

bacterianos)

18770), MLN2238, ixazomib (MLN9708)

Epoxomicina, eponemicina, carfilzomib (PR-171),
oprozomib (ONX-0912, PR-047)

Omuralide, PS-519, marizomib (NPI-0052,
salinosporamida A), belactosina A

'2]-NIP-L,VS, MVI15]
Syringolin A, glidobactina A

HTI1171, GL5

Inibidores
nao-
covalentes

Péptidos ciclicos

Péptidos nao ciclicos
e isésteros peptidicos

Inibidores nao peptidicos

Hidroxiureias

TMC 95A, argirina A, scytenomid A

Ritonavir, benzilastatina, CVT-659

PI-083, hidroxiureias

Inibidores Thiostrepton, siomicina A
nao
especificos
Inibidores PR-39, 5-amina-8-hidroxiquinolina
alostéricos
Inibidores NC-005, NC-005-VS, YU-101, LU-005, YU-102,

site-specific

NC-001, NC-022

Tabela 3 - Principais classes de inibidores da particula nuclear 20S.
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Figura 8 — Alguns exemplos de inibidores da particula nuclear 20S.
a - fellutamide B, b = bortezomib, ¢ = CEP-18770, d = MLN9708, e — marizomib, f = ONX-0912,
g = carfilzomib, h = PI-083.

2.3 — INIBIDORES DA PARTICULA REGULADORA |9S

O desenvolvimento de inibidores da particula reguladora 19S do proteassoma
encontra-se ainda em fase embrionaria relativamente ao desenvolvimento de inibidores que
atuam na particula nuclear 20S, sendo uma area que futuramente podera ser um bom
desafio. Assim, podemos pensar na existéncia de diversos alvos potenciais na particula
reguladora 19S, nomeadamente ATPases, recetores de ubiquitina e enzimas que promovem

a desubiquitinagao. Como exemplos de moléculas deste grupo de inibidores, temos as
N
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Figura 9 — Ubistatina A, um inibidor da particula reguladora 19S.
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[Il — O DESENVOLVIMENTO DE FARMACOS
ASSISTIDO POR COMPUTADOR
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3.1 — O PROCESSO DE DESCOBERTA DE NOVOS FARMACOS E O DESENHO DE FARMACOS

ASSISTIDO POR COMPUTADOR

O desenho de farmacos assistido por computador (Computer-Aided Drug Design —
CADD) diz respeito a utilizagao de métodos e ferramentas computacionais para auxiliar na
descoberta, desenho e otimizagao de compostos biologicamente ativos uma vez que fornece,
por exemplo, dados relativos as estruturas quimicas, interacoes e propriedades fisico-
quimicas.”***® O CADD deve ser sinergicamente integrado com a quimica medicinal e
sintética tradicional, assim como com a biologia e a farmacologia de modo a maximizar o seu
impacto.®'

Cada vez mais é necessario encontrar medicamentos mais seguros e eficazes que
satisfagam as exigéncias cada vez mais rigorosas das autoridades reguladoras. Em média, sao
necessarios cerca de |0 a |5 anos e um enorme investimento financeiro de modo a
introduzir no mercado um novo medicamento. A indUstria farmacéutica, na tentativa de
acelerar este processo, recorre cada vez mais as metodologias computacionais no desenho
de farmacos.®**

Em termos esquematicos (figura 10), assim que um alvo ¢ identificado, a etapa
seguinte consiste na validagao desse mesmo alvo e no desenvolvimento de metodologias que
permitam determinar se um dado composto é ativo no alvo em questao. Sao entao
selecionados compostos hit, ou seja, moléculas que apresentam atividade reprodutivel num
ensaio biolégico.** Regra geral, utiliza-se o High Throughput Screening (HTS, screening de
elevado rendimento) para identificar compostos hit, consistindo este na automagao de

' A otimizacio de

bioensaios que sio efetuados num elevado nimero de compostos.®
compostos hit € o processo de sintese de compostos que derivam de um composto hit de
modo a melhorar uma ou mais propriedades (por exemplo, a poténcia, a solubilidade ou a
seletividade).” Os compostos hit que possuirem as caracteristicas desejadas passam a
compostos lead que posteriormente serao otimizados, sendo um composto lead um
representante de uma série de compostos que possui potencial suficiente para seguir para
um programa completo de desenvolvimento.**

O HTS e o CADD complementam-se frequentemente, sendo que os métodos
computacionais por vezes substituem o HTS devido ao facto de serem mais rapidos, mais

econdmicos e mais faceis de configurar.”’ Para além disso, o CADD permite tentar otimizar

compostos de modo a apresentarem maior afinidade de ligagdo e boa seletividade, assim
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como propriedades farmacocinéticas aceitdveis, nao estando este Ultimo parametro
usualmente associado ao HTS.*

Como muitas das técnicas utilizadas no CADD sao geralmente menos dispendiosas
monetariamente e mais rapidas que a maioria dos métodos de ensaio experimentais, sao
geralmente testadas in silico bases de dados de milhares ou milhes de compostos antes de
partes destas serem submetidas a testes in vitro, o que contribui para melhorar a eficiéncia de
cada processo.**

Geralmente, os projetos de desenvolvimento de farmacos tém inicio com centenas
de milhares de compostos ou até mesmo milhoes de compostos, podendo estes compostos
ser provenientes de compilagoes corporativas, de catdlogos de compostos comercialmente
disponiveis para screening ou de bibliotecas de compostos virtuais. Assim, o virtual screening
(VS — virtual screening) — também designado por in silico screening — é um recurso muito
importante, consistindo este, de um modo muito geral, na pesquisa de moléculas em

enormes bases de dados virtuais. Apos esta abordagem in silico, parte desta base de dados é

submetida a testes in vitro.®

Investigacao Desenvolvimento
Identificagao Validagao Identificagao Identificagao Desenvolvimento Ensaios Registos e
do alvo do alvo de hits de leads pré-clinico clinicos Marketing
5 ]
| CADD |
1 !

Figura 10 — O processo de descoberta e desenvolvimento de novos farmacos.

Um conceito importante no desenvolvimento de fairmacos é o conceito de drug-
likeness, ou seja, o facto de determinadas moléculas possuirem determinados grupos
funcionais e/ou propriedades fisico-quimicas que se encontram presentes na maioria dos
farmacos conhecidos, sendo por exemplo a absor¢io oral um elemento chave.***

A base de muitas das regras que tentam prever este comportamento tem em linha de
conta a chamada “Lipinsky rule of 5”, segundo a qual os farmacos com maior
biodisponibilidade oral devem apresentar idealmente as seguintes caracteristicas: massa
molecular inferior a 500 Da, menos de cinco dadores de ligagoes de hidrogénio, menos de

dez aceitadores de ligacdes de hidrogénio e log P inferior a 5. %¢>¢¢®
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O coeficiente de particao (log P) € uma medida experimental importante da lipofilia
de uma molécula, estando relacionado com a solubilidade dessa molécula em agua e numa
fase organica (geralmente o octanol). No entanto, deve ter-se em conta que o log P apenas
reflete uma propriedade geral, sendo necessarios estudos mais pormenorizados das
interagdes moleculares entre ligandos e macromoléculas.”’

Foi demonstrado que a “Lipinsky rule of 5” pode ser aplicada a moléculas neutras ou
carregadas positivamente, estando os anides sujeitos a regras diferentes, podendo o
tamanho da sua superficie polar ter algum poder preditivo.”

Assim, tém sido desenvolvidos outros meios de estimar computacionalmente a drug-
likeness. Estes algoritmos tentam prever propriedades fisico-quimicas, toxicidade, estabilidade
metabdlica, entre outros exemplos. Estas abordagens sao habitualmente denominadas como
“filtros gerais” visto que apenas necessitam da estrutura molecular do composto para a
realizagdo do célculo, sendo muito importantes na filtragido das bases de dados.”

A otimizagao de compostos hit e lead segue abordagens semelhantes. As maiores
diferengas devem-se ao facto de existirem mais dados na fase de otimizagao dos compostos
lead e maior acesso a informacio bioestrutural.®

O CADD utiliza diversas abordagens de desenvolvimento e otimizagao baseadas na
estrutura de ligandos (tendo como base, por exemplo, a utilizagio de farmacoforos),
abordagens baseadas na estrutura do recetor (das quais é exemplo o docking molecular) e
ainda pode recorrer ao calculo da relagio estrutura-atividade quantitativa (QSAR -
quantitative structure-activity relationship), podendo estas metodologias ser utilizadas em
simultineo.®

O CADD utiliza varios métodos computacionais para calcular e otimizar a energia de
compostos. Métodos como a MM e a MQ sao muitas vezes utilizados. Numa breve
descricao, a MM é uma tentativa de formular um campo de for¢a que possa servir como
modelo computacional para avaliar o potencial energético para todos os graus de liberdade
de uma molécula, sendo frequentemente utilizada nas minimizagoes energéticas iniciais. As
alteragoes energéticas devido a alongamento de ligagoes, alteragio de angulos de ligagao,
energias de torgao e interagoes eletrostaticas e de van der Waals sao calculadas utilizando
parametros como comprimentos de ligagao, angulos, torgoes e cargas. Assim, um campo de
forcas pode ser definido como um conjunto de equagdes e parametros que, quando
avaliados por um sistema molecular, produz determinada energia em fungao das
coordenadas atdmicas. Esta energia expressa o desvio estrutural relativamente aos valores

ideais.”
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Uma vez que os calculos de MM sao rapidos, este € o método mais frequentemente
utilizado na otimizagao inicial na estrutura de moléculas. Existem diversos campos de forga
que podem ser utilizados. Por exemplo, o AMBER99 que se encontra parametrizado para o
estudo de proteinas e o Merck Molecular Force Field (MMFF), sendo este ultimo mais
utilizado para pequenas moléculas organicas.”

A medida que o estudo evolui, é muitas vezes necessario efetuar calculos mais
rigorosos através de MQ visto que esta permite descrever corretamente o comportamento
dos eletrdes em termos matematicos.*

A MQ pode dividir-se em dois métodos: ab initio e semi-empirico. O primeiro
método consiste em técnicas ab initio que descrevem o comportamento quimico tendo em
linha de conta todos os eletroes. Sao técnicas mais rigorosas e que nao requerem
parametros pré-definidos mas que, no entanto, dependem de fungdes que descrevem as
orbitais num sistema. O segundo método denomina-se “semi-empirico”, sendo este mais
rapido e apropriado a compostos maiores do que os métodos ab initio uma vez que se
utilizam parametros pré-definidos; para além disso, este método apenas considera os
eletroes das orbitais de valéncia para a construcgao das orbitais atdmicas.*®*"*’>

Denomina-se por conformagao bioativa a conformagao de menor energia adotada
por um dado ligando de modo a que haja complementaridade com o pocket de ligacao. Em
termos das conformagoes adoptadas pelas moléculas, estas podem ser estudadas através de
métodos estatisticos como a dindmica molecular (DM) e as simulagées Monte Carlo (MC).

A DM é uma técnica computacional que integra a lei do movimento de Newton (F = ma) e
utiliza campos de forca para gerar diversas conformagoes através da simulagio do
movimento browniano e vibracional, ou seja, simula-se um ambiente de temperatura mais
elevada de modo a que sejam superadas barreiras energéticas. Trata-se de um auxilio para
detetar as conformagoes dos minimos locais e do minimo global, resultando numa trajetéria
que descreve a forma como as posi¢oes e velocidades das particulas variam em fun¢ao do
tempo.”” A DM pode ser aplicada em diversas 4reas do desenho de firmacos,
nomeadamente na previsao da seletividade do alvo, na otimizagao de modelos de homologia,
na pos-andlise de multiplas conformagdes no docking e no desenvolvimento de
farmacéforos.”

Os métodos MC geram conformagoes aleatérias do composto antes de minimizarem as suas
energias e reter a estrutura (se for a estrutura de menor energia). A partida, esta abordagem

aleatoria consegue efetuar uma amostragem de todas as conformagoes possiveis, mas tal so6
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acontece se estiver a decorrer durante tempo suficiente (depende da flexibilidade do
ligando, mas tal nio pode ser definido antes da experiéncia ter inicio).**”

Em termos do design de novos compostos, a relagao estrutura-atividade (SAR,
structure-activity relationship) apresenta-se como uma informagao de extrema importancia,
permitindo esta sugerir modificagoes quimicas que possam originar compostos com as
caracteristicas desejadas.*>*

O QSAR tenta fazer a previsao estatistica do efeito das modificagoes estruturais
efetuadas num determinado esqueleto quimico (scaffold) relativamente a atividade biologica
medida experimentalmente, podendo os modelos matematicos obtidos ser utilizados para
prever a atividade de outros compostos.*'

A combinacao do QSAR com informacgao estrutural tridimensional denomina-se
relagao estrutura-atividade quantitativa tridimensional (3D-QSAR) e inclui abordagens que
utilizam métodos estatisticos para correlacionar a variagao na atividade quimica ou biologica
com informagao na estrutura tridimensional de uma série de compostos.*’

Em termos de aplicagoes do QSAR, é de salientar a sua importancia no estudo da
farmacocinética (absorgao, distribuicao, metabolizagao, excrecio — ADME) e a previsao de
diversos aspetos toxicoldgicos, nomeadamente ao nivel da toxicidade aguda, mutagenicidade
e carcinogenicidade.®'

No CADD sao ainda muito importantes métodos como a modelagao por homologia,
o docking molecular, o virtual screening e a constru¢ao de modelos farmacoféoricos. Estes

métodos vao ser descritos de seguida com pormenor uma vez que sao utilizados na parte

pratica deste trabalho.

3.2 - MODELACAO POR HOMOLOGIA

Experimentalmente, a elucidagao estrutural de proteinas pode ser obtida através de
cristalografia de raio-X e de ressonincia magnética nuclear (RMN).* Apesar da aplicacio
crescente da RMN, a cristalografia de raio-X continua a ser o método mais relevante para
obter a estrutura de complexos proteina-ligando por com base na estrutura do recetor.
Basicamente, na cristalografia de raio-X sao gerados cristais do complexo proteina-ligando
por precipitacao lenta de uma solugao utilizando, por exemplo, solventes organicos ou
detergentes. E entio dirigido um feixe de raios-X ao cristal, ocorrendo difracio deste feixe

de acordo com o arranjo dos atomos do cristal, podendo entao produzir mapas de difracao
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de raios-X. E possivel construir uma matriz tridimensional rodando o cristal no feixe de
raios-X em intervalos regulares. A RMN é uma técnica que permite determinar propriedades
de uma substincia através da correlagao da energia absorvida relativamente a frequéncia.
Baseia-se na transicao entre os diversos niveis energéticos produzida pela absor¢ao de
energia de alta frequéncia (radiofrequéncia) que tem lugar quando um nucleo atomico com
spin (momento angular intrinseco) nao nulo é submetido a um campo magnético estacionario
de intensidade prépria.**

A RMN tem duas vantagens relativamente a cristalografia de raio-X: a proteina nao
precisa de ser cristalizada e, para além disso, a RMN fornece informagao dindmica em tempo
real (enquanto que as estruturas cristalinas fornecem estruturas termodinamicamente
estaveis e estaticas). No entanto, a RMN tem como maior desvantagem o facto de o
tamanho molecular limite rondar os 35 000 Da.***'

As coordenadas atomicas que tém como base dados obtidos por difragao de raios-X
e que fornecem informagao estrutural tridimensional de macromoléculas biolégicas sao

geralmente colocadas em bases de dados (tais como o Protein Data Bank — PDB,

http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do)”® e podem servir como input inicial para calculos de

andlise conformacional teérica, assim como para design com base na estrutura do recetor.””*

No entanto, existe uma enorme diferenca em termos da quantidade de sequéncias de
aminoacidos conhecidas e estruturas tridimensionais disponiveis (atualmente, Setembro de
2013, existem 93624 estruturas de proteinas no PDB). Como tal, quando nao existem
estruturas das proteinas obtidas experimentalmente, é necessario utilizar modelos
computacionais para gerar as estruturas tridimensionais do alvo em estudo, baseando-se

estes modelos estruturas cristalograficas conhecidas de estruturas homologas.***”

Segundo Vyas et al.”,

“a modelagao por homologia consiste na representagao da
similaridade dos residuos circundantes nas posi¢oes topologicas correspondentes a proteina
de referéncia”. A modelagio por homologia tem como objetivo prever a estrutura
tridimensional de proteinas tendo como base o facto de que proteinas com sequéncias de
aminodcidos homologas apresentam estruturas similares.”® Para além disso, sabe-se que
pequenas alteragoes na sequéncia de aminoacidos de uma proteina originam pequenas
variagoes na estrutura tridimensional dado que a conformagao estrutural de uma proteina
encontra-se mais conservada do que a sua sequéncia de aminoécidos.”

O alinhamento das sequéncias de aminoacidos é extremamente importante para a

obtengao de um bom modelo de homologia. Para tal, recorre-se a utilizagao de métodos de

alinhamento das sequéncias de forma a determinar quais as regides conservadas da proteina
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de referéncia e da proteina cuja sequéncia de aminoacidos é desconhecida, sendo também
uma abordagem importante para procurar sequéncias homologas.”

Assim, tendo acesso a estrutura obtida experimentalmente de uma dada proteina
(template), podem ser obtidos modelos de homologia para uma sequéncia homologa (alvo)
que apresente pelo menos 30% de percentagem de identidade ao nivel da sequéncia de
aminodacidos.”*”

Podemos entio considerar que os modelos que apresentam mais de 50% de
identidade em termos de sequéncia sao suficientemente precisos para utilizar no processo
de descoberta de farmacos.”*”

Segundo Cavasotto e Phatak’®, de uma forma geral, podemos considerar as seguintes
etapas na constru¢ao de modelos de homologia:

|. Identificacdo e selegao da estrutura tridimensional da proteina que vai ser utilizada
como template [por exemplo, a obtengao de uma lista das estruturas armazenadas no
PDB que melhor correspondem a sequéncia para a qual queremos obter o modelo

de homologia pode ser pesquisadas no servidor Basic Local Alignment Search Tool

(BLAST — http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST.cgi )"’ ou utilizando alguns softwares —

como o Molecular Operating Environment (MOE)”® ou o Modeller”, podendo as
estruturas cristalograficas ser posteriormente obtidas no PDB];

2. Alinhamento das sequéncias de aminoacidos das proteinas alvo e template (a
sequéncia de aminoacidos da proteina alvo pode ser obtida, por exemplo, no

)80

Universal Protein Resource — UniProt (http://www.uniprot.org em formato

FASTA);

3. Construgao do modelo tridimensional da proteina alvo tendo como base a estrutura
tridimensional do template e o alinhamento das sequéncias;

4. Refinamento e avaliagao/validagao do modelo de homologia.

Apos a obtengao do modelo de homologia, este é otimizado/refinado através de uma
etapa de minimizagao energética, utilizando um campo de forgas de mecanica molecular
podendo ainda, de seguida, serem aplicadas técnicas de DM, MC e algoritmos genéticos.

No entanto, ha que nao esquecer que os modelos podem conter erros. Tendo em
conta a percentagem de identidade entre as sequéncias de aminoacidos do alvo e do
template, assim como a qualidade do alinhamento, os modelos de homologia gerados podem

diferir 1 a 2 A em termos dos carbonos alfa (C,) correspondentes.”
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A ocorréncia de erros na obtengao de um modelo de homologia pode ser avaliada
através das seguintes formas:”
|. Sobrepor o modelo obtido com a estrutura nativa e calcular o RMSD dos C,;
2. Obter um score que meca a significincia estatistica  entre as estruturas
cristalograficas que podem ser utilizadas para construir o modelo;
3. Desenvolvimento de uma fungao de scoring que permita classificar qualitativamente os

modelos de homologia obtidos em “bons” e “maus”.

Por sua vez, as metodologias de validagao enquadram-se geralmente em dois grupos
distintos: anadlise da estereoquimica da proteina (simetria, geometria — quiralidade,
comprimentos de ligagao, angulos de ligagao, angulos de tor¢ao) e da qualidade estrutural;
analise da correspondéncia entre a forma como a sequéncia e a estrutura encaixam uma na
outra (fitness) e atribuicio de um score para cada residuo que se posiciona corretamente.”

Os graficos de Ramachandrant sao extremamente importantes na avaliagao da
qualidade da estrutura tridimensional proteica. Os angulos de torcao da cadeia polipeptidica
(também denominados por angulos de Ramachandran) constituem os parametros estruturais
locais mais importantes que controlam o folding das proteinas, estando relacionados com as

rotagoes das cadeias polipeptidicas em torno das ligagdes entre o N do Coa (denomidado

Phi, ¢) e o C do Ca (denominado Psi, y). Assim, o grafico de Ramachandran permite analisar
a distribuicao dos angulos de torgao de uma estrutura proteica, assim como as regioes
permitidas ou nio pelos valores dos angulos de torgio.”®'

A modelagao por homologia encontra aplicagoes tao diversas como o design de
farmacos, estudo da interacao do ligando com o recetor, estudo da especificidade de
substratos e pode ainda auxiliar na elucidagao de estruturas de cristalografia de raio-X, RMN
e microscopia eletroénica.”

Uma vez que a determinagao da estrutura tridimensional de uma proteina através de
métodos experimentais (tais como RMN ou cristalografia de raio-X) requer imenso tempo e
nao é eficiente com todas as proteinas (sobretudo se forem proteinas membranares), a
construgao de modelos de homologia in silico constitui uma alternativa viavel e apelativa em
termos de tempo e de investimento financeiro, originando comprovadamente modelos
rigorosos e muito Uteis na descoberta de novos fairmacos. No entanto, é importante nao

esquecer que a qualidade dos modelos obtidos por modelagao por homologia influencia

muito o VS e a obtengdo de bons resultados de docking.”
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Em termos dos servidores e softwares disponiveis para a modelagao por homologia,
podemos destacar, por exemplo, o SWISS-MODEL®, o Protein Model Portal® o Modbase®,
o MOE” e o Modeller”.

3.3 - MODELACAO FARMACOFORICA

3.3.1 - CONSIDERACOES GERAIS

A definicao de farmacoforo sofreu alguma evolugao ao longo dos tempos. A primeira
definicao de farmacoforo foi sugerida por Paul Ehrlich em 1909 como sendo “a estrutura
molecular que carrega as caracteristicas essenciais (phoros) responsaveis pela atividade
bioloégica de um farmaco (pharmacon)”. Em 1977, Peter Gund atualizou a definicio de
farmacéforo para “conjunto de caracteristicas estruturais de uma molécula que é
reconhecido pelo recetor e que é responsavel pela atividade biologica da molécula”. Em
1998, a International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC) definiu farmacoforo como
sendo “o conjunto de caracteristicas estéreas e eletronicas necessarias para assegurar as
interagcoes supramoleculares com um determinado alvo biologico de forma a desencadear
(ou inibir) a sua resposta bioldgica”.* Assim, numa proteina alvo podem atuar diferentes
moléculas mas que se ligam da mesma forma dado que apresentam o mesmo farmacéforo.®

Em termos de constru¢gao do farmacédforo, os grupos funcionais nao sao
considerados num nivel atomico (por exemplo, -OH), sao sim consideradas as suas
caracteristicas de grupo, por exemplo aceitador de ligagoes de hidrogénio, dador de ligagoes
de hidrogénio, carga positiva, carga negativa, regides hidrofébicas e arométicas.®” Podemos
ainda construir farmacoforos tridimensionais, sendo estes um conjunto de propriedades e
arranjos tridimensionais que o composto possui para ser ativo num dado teste bioldgico.*®®'

A modelagao farmacoférica € um dos métodos mais rapidos e eficazes para a
descoberta de um novo scdffold, sendo o objetivo do farmacéforo ser utilizado como
modelo de forma a identificar moléculas que possuam caracteristicas semelhantes as suas.
Os farmacoforos podem utilizar-se para proceder a uma pesquisa rapida em bases de dados
de milhares de compostos, podendo chegar-se a compostos bastante diferentes dos iniciais.
Como tal, trata-se de uma ferramenta muito importante na procura de compostos lead.***'

A modelagao farmacoférica trata-se de uma técnica que pode ser efetuada tendo

como base a estrutura de ligandos, a estrutura do local ativo das proteinas ou ainda, numa
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abordagem mais recente, a formagao do complexo ligando-recetor devido a interagao do(s)
ligando(s) com o local ativo da proteina.®®

Nos métodos de geracao de farmacoforos com base na estrutura de ligandos podem
ser utilizadas duas abordagens: obtencao do farmacédforo através de caracteristicas
compartilhadas por diversos ligandos e farmacéforos com base no QSAR.®* Na primeira
abordagem, é efetuada a construgao de modelos farmacoféricos tendo como base
caracteristicas quimicas comuns a um determinado conjunto de ligandos ativos no recetor
alvo em questao. Para tal, é utilizado um algoritmo para proceder ao alinhamento molecular
das estruturas dos ligandos para, de seguida, determinar e selecionar quais as caracteristicas
presentes. No método de geragao de farmacoforos com base na QSAR, podem-se utilizar os
valores da concentracao inibitéria a 50% (IC,,) ou da constante de inibicao (K, para tentar
correlacionar a disposi¢ao tridimensional das caracteristicas quimicas com as atividades
bioloégicas de um determinado conjunto de moléculas. No entanto, a elucidagao
farmacoférica com base em ligandos pode apresentar algumas limitagoes, nomeadamente a
determinacio da conformacio bioativa.*>®

Em termos dos programas que podem ser utilizados para gerar farmacoforos com
base em ligandos, podemos referir o DS Catalyst da Accelrys’’ (que inclui o algoritmo
Catalyst/HipHop para a abordagem com base em caracteristicas comuns aos ligandos,
destinando-se o algoritmo Catalyst/Hypogen a geragcao de farmacéforos com base na
QSAR), o Phase da Schrodinger® (para farmacéforos com base na QSAR) e o MOE™ (que
utiliza a “elucidagao farmacoférica” para gerar hipoteses farmacoféricas e alinhar as
moléculas dos diversos ligandos tendo em conta todas as combinagoes possiveis, existindo
ainda a funcionalidade “consensus” que sugere hipoteses farmacoforicas tendo como base um
conjunto de compostos ativos alinhados, sendo os calculos efetuados tendo um raio de
tolerancia).®®

Nos métodos de modelagao farmacoférica com base na estrutura do recetor, os
farmacoforos sao obtidos tendo como base as estruturas tridimensionais do recetor,
representando os farmacoforos obtidos as possiveis interagoes do ligando com os
aminoacidos do local ativo do recetor. De um modo geral, estes modelos farmacoforicos
tridimensionais tém em linha de conta cerca de seis tipos de caracteristicas quimicas
(aceitador/doador de ligagoes de hidrogénio, aniao/catiao, anel aromatico, grupo
hidrofobico) e restrigoes de volume. Os farmacéforos com base no recetor podem ser
utilizados para identificar o modo como os ligandos interagem com a proteina, para

diferenciar compostos e para obter compostos lead no screening in silico.”
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Os softwares disponiveis para a abordagem farmacoférica com base na estrutura incluem, por
exemplo, o DS Structure Based Pharmacophore da Accelrys®, o MOE’ e o Phase®.

Nos métodos de geragao de farmacoforos com base na interagao do ligando com o
recetor utiliza-se uma combinagao das caracteristicas farmacoféricas do ligando com a forma
do recetor, podendo ser obtida uma hipotese tridimensional bastante seletiva capaz de
selecionar muito menos compostos hit do que as buscas convencionais.®’

O DS Catalyst” e o MOE™ sio exemplos de softwares que podem ser utilizados nesta
abordagem de modelagio farmacoférica.”®

Através da combinagao das caracteristicas farmacoféricas com restricoes de forma e
volumes de exclusao é possivel otimizar o farmacoforo de modo a diminuir o nimero de
moléculas que possuem uma estrutura tridimensional adequada mas cuja forma nao € a mais
adequada, prevenindo-se assim que encaixem no local ativo da proteina alvo.”” No entanto,
as hipéteses farmacoféricas tém de ser avaliadas e validadas.® Relativamente a validagio de
farmacéforos, habitualmente utiliza-se um conjunto de compostos teste (que consiste num
conjunto de compostos ativos e outro de compostos inativos) para verificar se o modelo
farmacoférico é suficientemente robusto e seletivo de modo a detetar os compostos ativos
e nao detetar os compostos inativos. Estando disponiveis valores de IC,, observados e
previstos, estes podem ser correlacionados.”’"?*%%

Assim que temos disponiveis modelos farmacoféricos tridimensionais, podemos
filtrar bases de dados com o objetivo de selecionar compostos que apresentem as
caracteristicas presentes no modelo farmacoférico. A complexidade do farmacéforo
aumenta a medida que se adicionam multiplas caracteristicas e volumes de exclusao
(fornecem informagao sobre regices do local de ligagao que nao se encontram acessiveis aos
ligandos); como tal, o tempo de célculo também aumenta.** Uma possivel solugio para este
tempo de pesquisa eventualmente excessivo baseia-se em realizar a busca em “camadas”,
comegando por usar um filtro para excluir os compostos que nao tém os grupos funcionais
necessarios e depois selecionar apenas os compostos que passaram neste teste para
comparar com o farmacéforo.** Para além da inspegdo visual, podemos recorrer a outros
parametros como propriedades fisico-quimicas de drug-likeness ou lead-likeness para reduzir a
lista de compostos selecionados.®

Os farmacoforos sao representagoes importantes que podem posteriormente ser
aplicadas no VS com base em farmacoforos, no de novo design, na obtengao de compostos

lead e na otimizagao de compostos.
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Embora de extrema importancia e utilidade, ha que ter a nogao de que o farmacéforo
€ uma representagao que nao consegue explicar tudo. Como tal, é extremamente

importante ter sempre presente as limitagoes deste conceito.

3.3.2 - DEFINICAO E REPRESENTACAO DAS CARACTERISTICAS QUIMICAS

Na interagao ligando-recetor, as principais forgas envolvidas na ligagao seletiva do
ligando ao recetor macromolecular sao pontes de hidrogénio, interagoes eletrostaticas e
interagoes hidrofobicas. A representagao das caracteristicas de um farmacoforo envolve dois
passos. No primeiro, a molécula deve ser dividida num conjunto de elementos ou
caracteristicas, cada um capaz de um tipo particular de interagao intermolecular com a
proteina. Em segundo lugar, cada caracteristica deve ser representada por um ou mais
pontos, que podem ser utilizados para correlacionar diferentes moléculas através do método
dos minimos quadrados.”

De modo a identificar ligandos biologicamente ativos, as caracteristicas representam
complementaridades quimicas entre o recetor e o espago tridimensional, correspondendo a
diferentes grupos quimicos que apresentam similaridade em termos das suas propriedades.®

O principal objetivo do uso de caracteristicas quimicas consiste em permitir que as
moléculas sejam sobrepostas de forma ponderada. A qualidade de uma sobreposicao pode
ser avaliada através do cilculo do desvio quadratico médio (RMSD), ou seja, é avaliada pelo
desvio resultante entre os pontos das caracteristicas que coincidem. Ha que fazer um
balano da vantagem/desvantagem de incluir todas as caracteristicas possiveis e ter
informagao suficiente para originar um modelo farmacoférico significativo. Por exemplo, se
predominarem as caracteristicas hidrofébicas, estas podem dominar o alinhamento. Embora
assim se possa obter um melhor modelo de acordo com o score, o modelo em si pode ser
menos Util para trabalho posterior uma vez que ird ser menos discriminatério e seletivo.”

Para uma boa relagao estrutura-atividade nao é suficiente identificar quais as
caracteristicas que estao presentes em cada molécula de ligando, é também necessario
determinar a localizagao associada a cada uma das caracteristicas que serao posteriormente
sobrepostas no farmacoéforo resultante. A maioria dos programas usados hoje em dia associa
caracteristicas doadoras e aceitadoras, nao s6 com os atomos do ligando correspondente,
mas também com a presumivel localizagao do(s) atomo(s) complementare(s) da proteina

envolvido(s) na interagao. Esta estratégia tem a vantagem de permitir a sobreposi¢ao de dois
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ligandos que estabelegam ligagoes de hidrogénio com o mesmo atomo da proteina, mas a

partir de diferentes localizacdes e diregdes.”

3.3.2.1 - GRUPOS DOADORES DE LIGACOES DE HIDROGENIO

Podemos considerar como doadores de ligagoes de hidrogénio o grupo hidroxilo,
hidrogénios ligados a azoto, tidis e grupos -CH acetilénicos. No entanto, os dois uUltimos sao
controversos e varios investigadores excluem-nos por serem doadores de ligagoes de
hidrogénio muito fracos.”

Outro aspeto muito importante a ter em conta € a ionizagao. Por exemplo, o
hidroxilo do COOH por vezes nao é considerado doador dado que, a pH fisiologico, é
provavel que o acido se encontre ionizado. Em contrapartida, podem incluir-se neste grupo
aminas basicas (por exemplo, RCH,NMe,) visto que a pH fisiologico estao protonadas.
Assim, as incertezas relativas aos estados de ionizagao e tautoméricos dificultam a analise de

um farmacéforo dado que podem inverter a natureza de uma caracteristica.”

3.3.2.2 - GRUPOS ACEITADORES DE LIGACOES DE HIDROGENIO

Regra geral, é considerado aceitador de ligagoes de hidrogénio qualquer atomo de
azoto, oxigénio ou enxofre que tenha, pelo menos, um par de eletroes disponivel (nao
deslocalizado). No entanto, existem forte indicios de que alguns tipos de atomos de oxigénio
devem ser excluidos deste grupo nomeadamente os que se encontram em anéis de furano
ou oxazol, cujas evidéncias tedricas e cristalograficas indicam que siao aceitadores muito

fracos.”

3.3.2.3 — GRUPOS CARREGADOS POSITIVAMENTE E NEGATIVAMENTE

As caracteristicas positivas ou negativas sao definidas por atomos que possuem
cargas formais (tendo em conta os provaveis estados de ionizagao in vivo), a menos que
estejam ligados a um atomo com carga oposta. Alguns autores tém o cuidado de referir
especificamente caracteristicas ionizaveis positivas e negativas enfatizando, por exemplo, que
o grupo RNH," é considerado uma caracteristica positiva, mas nio o RNMe;". Isto faz todo

o sentido porque as interagoes intermoleculares destes dois grupos sao muito diferentes, o
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primeiro pode estabelecer ligagoes de hidrogénio muito fortes e o ultimo, na melhor das

hipoteses, apenas consegue estabelecer ligagdes de hidrogénio muito fracas.”

3.3.2.4 - GRUPOS HIDROFOBICOS

Decidir quais os atomos ou grupos que devem ser considerados hidrofébicos tais
como anéis aromaticos, grupos isopropilo ou cadeias alifaticas, nao é uma tarefa simples.
Existem algoritmos que procuram primeiro anéis (atribuindo um valor de hidrofobicidade ao
centro do anel, ponderado pela hidrofobicidade dos atomos que o constituem) e, em
seguida, avaliam grupos como o CF; e depois cadeias alifaticas. No entanto, ha que salientar
que nao existe uma forma restrita de atribuir a localizagdo de uma determinada
caracteristica dado que as regides hidrofobicas de diferentes moléculas podem nao ser
sobreponiveis. No geral, as interagoes hidrofébicas nao se encontram tio bem definidas
geometricamente como as ligagdes de hidrogénio e, como tal, sao dificeis de localizar numa

pequena regiao da molécula.”

3.4 - DOCKING MOLECULAR

3.4.1 — CONSIDERACOES GERAIS

O docking molecular define-se como sendo o processo que envolve a previsao da
conformagao e orientagao de um ligando num sitio alvo de uma proteina da forma
energeticamente mais favoravel. Trata-se de um procedimento que pode ser um desafio
devido a enorme flexibilidade conformacional, sobretudo ao nivel do recetor
macromolecular.”*

Podemos considerar trés tipos de docking: o docking rigido (o ligando e a proteina sao
tratados como entidades rigidas, podendo o ligando ter movimentos de rotagao e translagao
no local ativo de ligagdo do alvo), o docking semi-flexivel (apenas o ligando é tratado de
forma flexivel) e o docking totalmente flexivel (tanto o ligando como a proteina sao tratados
de forma flexivel).**

Podemos ter em conta, pelo menos, trés critérios para avaliar a exatidio dos

métodos de docking: a precisao na previsao da pose do ligando, a estimativa da energia livre

35



do complexo proteina-ligando e a capacidade de distinguir entre compostos ativos e
inativos.”

O docking requer a existéncia de algoritmos de procura que consigam prever o modo
como cada composto se liga, assim como a utilizacdo de fungdes de scoring para prever a
afinidade recetor-ligando.”**'

Muitas vezes é necessario utilizar diversas técnicas para tentar prever o modo como
os compostos de interesse se ligam. A primeira etapa consiste em identificar o local de
ligacao (o binding pocket) na proteina alvo; no entanto ha que ter em conta que o ligando
pode ligar-se num local distante do local de ligagao classico, denominando-se entio os
ligandos de alostéricos. Assim que o local de ligagio € identificado, este deve ser
caracterizado em termos de polaridade, eventuais areas com carga, quais os residuos que
estao disponiveis para interagir com os ligandos, se existem ou nao grupos metalicos a
interagir, qual a dimensao do pocket, entre outros exemplos.**%¢'

Outro aspeto extremamente importante num calculo de docking molecular esta
relacionado com o facto de se incluirem ou nao moléculas de agua no local de ligagao. Na
maioria dos casos, a agua esta envolvida na interagao do ligando com a proteina. No caso do
software GOLD (Genetic Optimisation for Ligand Docking), as moléculas de agua podem ser
adicionadas ou retiradas, podendo ter também alguma mobilidade de modo a otimizar a
interagdo com o ligando dockado.”

Uma das desvantagens do docking molecular deve-se ao facto de ser necessario a
existéncia de uma base de dados de compostos, o que significa que o docking nao gera
compostos completamente novos, apenas pode prever a possibilidade de um composto
existente ter uma dada atividade biolégica.®

Alguns dos programas de docking mais conhecidos e utilizados incluem o FlexX”, o

GOLD'®, o Glide'", entre outros.'®

3.4.2 — ALGORITMOS DE PROCURA

Os softwares de docking molecular utilizam diversos métodos de procura (algoritmos)
de modo a permitirem gerar multiplas conformagdes do ligando dockado e, desta forma, ter
em conta a flexibilidade conformacional do ligando. Estes algoritmos podem ser classificados
em trés categorias basicas: métodos sistematicos, métodos estocasticos ou aleatorios e

métodos de simula¢io.”’
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E de salientar que os algoritmos dependem da existéncia de uma funcio de scoring
robusta e precisa de modo a que possa ser identificado corretamente o modo e a afinidade

de ligagao.”

3.4.2.1 - METODOS SISTEMATICOS

Como exemplos deste grupo podemos incluir a procura conformacional, a construgao
incremental de uma pose 6tima de ligagdo (presente nos softwares FlexX” e Surflex'”), o
algoritmo de Hammerhead e bases de dados que exploram todos os graus de liberdade de
uma molécula de modo a colocar os ligandos (fragmentos moleculares) no centro ativo das

proteinas.”

3.4.2.2 - METODOS ESTOCASTICOS OU ALEATORIOS

Os programas que efetuam procuras estocasticas utilizam algoritmos Monte Carlo (o
caso dos softwares ICM'®* e GlamDock'®) ou algoritmos genéticos (no caso do GOLD'®,
Moldock'®) para avaliar as conformagdes flexiveis do ligando no local de ligagdo. Os
métodos de Monte Carlo geram diversas conformag¢oes do ligando no centro ativo da
proteina e, posteriormente, fazem o scoring dessas conformagoes; os algoritmos genéticos
lidam com principios de competicao biolégica e de dinamica populacional para colocar o
ligando no centro ativo, ocorrendo a manipulagio de um conjunto de estruturas
denominadas cromossomas, sendo que cada uma destas estruturas representa uma possivel
orientagao do ligando relativamente ao local de ligagao proteico, sendo-lhe atribuido um

sCore“)S,IOZIOS

3.4.2.3 - METODOS DE SIMULACAO

Os métodos de simulagao, tais como a dinamica molecular e a minimizagao de energia,
descrevem o processo de docking molecular com mais pormenor. A dinamica molecular
utiliza as forgas atomicas e as massas para determinar as posi¢coes atébmicas sobre uma série
de passos temporais muito pequenos. Por sua vez, os procedimentos de minimizagao
energética sao geralmente empregues juntamente com outros métodos de procura, ja que é

somente atingido um minimo de energia local.””
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3.4.3 - FUNCOES DE SCORING

As funcoes de scoring para as interagoes ligando-proteina sao extremamente
importantes no CADD. A fungao de scoring ideal deve ser capaz de reconhecer a pose de
ligacao nativa de um ligando na superficie proteica relativamente a poses que nao sao as
corretas, devendo ainda ser capaz de prever com rigor a afinidade de ligacao (ou a energia
livre de ligagdo) de modo a que as moléculas ativas possam ser distinguidas das nao ativas.'”

O scoring consiste na previsao tedrica da afinidade ligando-proteina. A maioria das
fungoes de scoring avalia interagoes polares (tais como ligagoes de hidrogénio) e interagoes
apolares (tais como a liberdade rotacional).””

Com as fungoes de scoring podemos ordenar energeticamente cada composto
relativamente aos restantes compostos testados, podendo tal ser efetuado durante o docking
(de modo a otimizar a colocagao do ligando) e apos o docking (para classificar o complexo
formado).”*® No entanto, diferentes funcdes de scoring podem funcionar melhor em
diferentes complexos proteina-ligando.”

Todos os programas de docking e fungoes de scoring podem gerar um numero
significativo de falsos positivos. Para minimizar esta questao, pode-se combinar a filtragao
farmacoférica com métodos de docking, assim como utilizar diversas fungdes de scoring.”'

Podemos considerar trés grupos de fungoes de scoring quando pretendemos fazer o
screening de centenas ou milhares de compostos: fungoes com base em campos de forgas,

fungdes empiricas e fungdes com base no conhecimento.'”’

3.4.3.1 = FUNCOES COM BASE EM CAMPOS DE FORCAS

As fungoes de scoring que tém como base campos de forgas (das quais é exemplo a
fungdo GOLDScore do software GOLD'® que é utilizado neste trabalho) utilizam campos de
forca de mecanica molecular para quantificar a soma das energias relacionadas com as
energias de interagao (tais como interagoes eletrostaticas e de Van der Waals, interagoes
ligando-recetor e as energias internas do ligando).”

Para que a afinidade possa ser prevista com precisao, € necessario flexibilidade e
adaptabilidade da proteina aquando da ligagao do ligando. No entanto, a atual tecnologia nao
consegue satisfazer este requisito. Para além disso, a auséncia de termos entropicos e de
solvatagao é o lado fraco das tradicionais fungoes de scoring com base em campo de

forgas.!o7
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3.4.3.2 - FUNCOES EMPIRICAS

As fungdes de scoring empiricas (das quais a ChemScore do software GOLD'® é um
exemplo) aproximam a afinidade de ligagdo do complexo proteina-ligando como sendo uma
soma das interagoes ponderadas. Este tipo de fungdes habitualmente tem em linha de conta
ligagoes de hidrogénio, interagoes ionicas, interagoes hidrofébicas, termos de dessolvatagao
e entropia de ligagio.”"”

Este tipo de fungdes permite obter dados experimentais, tais como energias de

ligagao, como a soma de varias fungdes parametrizadas.”'

3.4.3.3 - FUNCOES KNOWLEDGE-BASED

Este tipo de fungoes tem como base a anilise estatistica da informagao estrutural de
estruturas cristalograficas disponivel de complexos proteina-ligando.”

Estas funcoes de scoring baseiam-se na hipdtese de que uma amostra de dados
suficientemente grande pode servir para derivar regras e principios gerais inerentemente
armazenados nessa base de conhecimento. Cada composto é comparado com os outros,
sendo favorecidos os contactos preferenciais e penalizadas as interagoes repulsivas. Trata-se
de um método que tenta sobretudo gerar poses corretas e nao tanto calcular energias de
ligacao. Como exemplo de fungoes knowledge-based temos a fun¢ao Drugscore do software

FIeXX 71,99,107

3.5 = VIRTUAL SCREENING

O VS é um método que consiste na selegao de compostos a partir de bases de dados
virtuais, sendo uma técnica cada vez mais utilizada para identificar compostos hit no processo
de desenvolvimento de formacos.***

A selecao de compostos por VS pode seguir uma abordagem baseada na estrutura de
ligandos (ligand-based) ou na estrutura do recetor (structure-based, também conhecida por
target-based).

O VS baseado na estrutura de ligandos recorre a um conjunto de compostos ativos

conhecidos como ponto de partida para construir modelos (por exemplo, farmacoforos),
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podendo ainda ser utilizados procedimentos de procura baseados na semelhanga e na
subestrutura.**%¢!

O VS baseado na estrutura do recetor utiliza o docking molecular ou farmacéforos
construidos com base no recetor para pesquisar compostos que se prevé que sejam
complementares do local de ligagao (binding pocket) da proteina alvo devido a eventuais
interagdes que possam ocorrer.”?®¢'" O objetivo desta abordagem consiste em prever os
modos de ligagao e as afinidades dos compostos quando interagem com a proteina de modo
a identificar as moléculas que melhor encaixam no local ativo e que tém afinidades mais
favoraveis devido a interagdes especificas com o recetor.®'"

Habitualmente, preparam-se as estruturas cristalograficas proteicas antes de ser
efetuado o docking, estando incluidas nesta etapa, por exemplo, a correta protonagao e a
otimizagao das ligagoes de hidrogénio. No caso dos ligandos, estes podem ser preparados
em termos de minimizagao da estrutura tridimensional e dos estados de ionizagao antes de
se efetuar o VS embora seja um processo computacionalmente dispendioso.''*'"

A vantagem dos métodos baseados na estrutura do recetor deve-se ao facto de
conseguirem incorporar informacao do tamanho e forma do local ativo sob a forma de
volumes de exclusio (previnem eventuais interacdes estéreas adversas).””

Tanto a abordagem baseada na estrutura do ligando como a abordagem baseada na
estrutura do recetor permitem identificar conjuntos de compostos com potencial atividade
que posteriormente devem ser testados experimentalmente em ensaios in vitro.**

Qualquer que seja a estratégia de VS utilizada, pode ser muito til ir aumentando
gradualmente a complexidade da procura de modo a maximizar o tempo e os recursos
disponiveis. De facto, podem ser utilizados farmacoforos 3D para filtrar grandes bases de
dados antes de o docking ser efetuado e mesmo apds o docking. Apesar de os modelos
farmacofdéricos serem menos representativos do reconhecimento molecular, estes
apresentam a vantagem de derivarem diretamente de caracteristicas-chave do local ativo
e/ou de ligandos conhecidos.”® Filtrar compostos indesejaveis devido a fraca drug-likeness é
também uma estratégia muito Util quando se utilizam métodos intensivos de procura, como
o docking molecular.”

Ao contrario do docking, o VS efetuado com base em farmacoforos reduz os
problemas decorrentes da insuficiente consideragao da flexibilidade da proteina, ou da
utilizagao de fungoes de scoring insuficientemente otimizadas, visto que existe um raio de

tolerancia para cada caracteristica farmacoférica. No entanto, o VS com base em

farmacoforos pode ter como limitagdo uma elevada taxa de falsos positivos e/ou falsos
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negativos dado que apenas uma pequena percentagem dos compostos hit virtuais €
realmente bioativa. Esta elevada taxa de falsos positivos pode dever-se ao facto de a
restricio estérea do alvo macromolecular nao ser suficientemente considerada e também
devido ao facto de a flexibilidade ser tratada através da introdugao de um raio de tolerancia
para cada caracteristica farmacoférica, o que impossibilita uma completa flexibilidade
macromolecular. Para além disso, a maioria das interagoes entre ligando e proteina sao
sensiveis a distancia (sobretudo interagdes de curto alcance, como é o caso das interagoes
eletrostaticas), sendo estas dificilmente incorporadas num modelo farmacoférico.*

O VS com base em farmacoforos conjugado com o docking tem-se revelado
extremamente importante na descoberta de farmacos e no aumento da eficiéncia na
otimizagdo de compostos lead.*

Podemos entio efetuar a comparagao entre o VS e o HTS. Em termos da
disponibilidade dos compostos, o HTS necessita que os compostos a testar estejam de facto
disponiveis, enquanto que o VS pode aplicar-se a compostos virtuais que podem ser
comprados ou sintetizados se de facto houver interesse nisso, o que representa uma
enorme vantagem econémica.**?

Dependendo do método utilizado, o VS pode ser aplicado a milhdes de compostos numa
escala de tempo relativamente curta, sendo muito mais rapido do que o HTS.*

Relativamente as desvantagens do VS, estas incluem o facto de ser necessario que os
compostos sejam testados, havendo a necessidade de efetuar ensaios laboratoriais. Para além
disso, se o VS for utilizado com restricoes muito rigidas, tal podera limitar a possibilidade de
encontrar novos compostos. Uma outra questao que se coloca ¢ a fiabilidade dos métodos
aplicados; mas, comparando como o HTS, a taxa de sucesso é comparavel e, muitas vezes,
até melhor.**

Ao contrario do HTS, no VS é necessario haver conhecimento sobre os fatores
espaciais e energéticos que sao responsaveis pela interagao do ligando com o recetor. Como
tal, deve estar disponivel a conformagao tridimensional da estrutura do alvo macromolecular
(através de analises cristalograficas, RMN ou modelos de homologia) ou, pelo menos, um
ligando de referéncia com uma conformagio bioativa rigida conhecida.”

No entanto, o verdadeiro valor do VS deve-se a sua complementaridade com o HTS.
A utilizagao do VS permite libertar recursos para testar outros compostos que nao estao na

colegdo de screening, aumentando a qualidade do HTS.*"”
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Alguns exemplos de casos de sucesso em que se aplicou o VS incluem a descoberta

I.IIZ

de novos inibidores da lipoxigenase por Kenyon et al."’* e a identificagao de novos inibidores

da falciparina-2 (relevante para a malaria) por Li et al.'"’

3.5.1 = O soFTwARE GOLD

O GOLD é um programa para efetuar calculo de docking molecular que possibilita
realizar o docking flexivel de ligandos nos locais ativos das proteinas, tendo sido este o
software utilizado na parte pratica da tese, motivo pelo qual se encontra descrito mais
pormenorizadamente.''*

Este software permite que a proteina apresente uma flexibilidade parcial e que o
ligando tenha total flexibilidade, podendo considerar-se que este programa consiste em trés
partes principais: uma fungao de scoring, um mecanismo para colocar o ligando no local ativo
e um algoritmo de procura.''*'"

Existem quatro fungoes de scoring disponiveis no GOLD: Goldscore, ChemScore,
CHEMPLP e ASP (Astex Statistical Potential), sendo ainda possivel definir uma nova fungao de
scoring se tal for necessario.''* Como a fungio utilizada na parte pratica deste trabalho foi o
GoldScore, iremos dar-lhe maior énfase.

A fungao de scoring GoldScore baseia-se numa expressao com quatro componentes:
e Energia das ligagoes de hidrogénio proteina-ligando (ligagoes de hidrogénio externas

— external H-bond);

e Energia de van der Waals proteina-ligando (external vdw);
e Energia interna de van der Waals do ligando (internal vdw);
e Energia das ligagdes de hidrogénio intramoleculares do ligando (ligagoes de

hidrogénio internas — internal H-bond).""*'"®

Quando o score é calculado, a external vdw é multiplicada por um factor de 1.375,
sendo esta uma correcgao empirica para corre¢ao do calculo do contacto hidrofébico
proteina-ligando.'"

Em termos da expressao que permite calcular o score na fungao de fitness Goldscore,

esta € a seguinte:

GoldScore = S(hb_ext) + S(vdw_ext) + S(hb_int) + S(vdw_int)
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S(hb_ext) representa a contribuicao das ligagoes de hidrogénio proteina-ligando, S(vdw_ext)
€ a contribuicao das interacgoes de van der Waals, S(hb_int) é a contribui¢ao das ligagoes de
hidrogénio intramoleculares e S(vdw_int) é a contribuicio da tensao intramolecular no
ligando."">'"

Relativamente ao mecanismo de posicionamento do ligando no local de ligagao, o
GOLD utiliza um método que se baseia em pontos de ajuste (fitting points), método este que
adiciona pontos de ajuste aos grupos que estabelecem ligagcoes de hidrogénio na proteina e
no ligando, traca pontos aceitadores no ligando e pontos aceitadores na proteina e vice-
versa. Para além disso, o GOLD origina pontos de ajuste hidrofébicos na cavidade proteica
na qual os grupos CH do ligando sio colocados.'"

O algoritmo de procura para explorar os modos de ligacao possiveis é um algoritmo
genético (genetic algorithm — GA), permitindo otimizar os seguintes parametros: os diedros
das rotagoes das ligagcoes do ligando; a geometria dos anéis do ligando; diedros dos grupos
OH ou NH," da proteina; mapeamento dos pontos de ajuste, ou seja, qual a posigdo do
ligando no local de ligagdo.""

As definicoes do GA influenciam diretamente a duragao da corrida de docking e a
probabilidade de encontrar as melhores poses. A duragao da corrida de docking e a precisao
deste sao sobretudo afectados pelo numero de dockings e pelo numero de operagoes do GA
em cada cavidade de docking. Se reduzirmos o nimero de corridas de docking, o processo
torna-se mais rapido mas, no entanto, ha que ter em linha de conta que um maior nimero
de corridas aumenta o espago de procura conformacional e, consequentemente, a
probabilidade de obter os resultados corretos.'"’

A eficiéncia de procura pode ser utilizada para controlar a velocidade do docking e
prever a exatidao (a confianga) dos resultados. Se a eficiéncia de procura for de 100%, O
GOLD tenta aplicar as configuragoes ideais para cada ligando. Se a eficiéncia de procura for
de 50%, o docking duplica a velocidade mas o espago de procura sera menos explorado. Em
contrapartida, se a eficiéncia de procura for superior a 100%, a procura sera mais exaustiva,

mas mais lenta.'"*
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V. RESULTADOS E DISCUSSAO
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4.1 - DESENVOLVIMENTO DE MODELOS DE HOMOLOGIA DAS SUBUNIDADES

CATALITICAS DO PROTEASSOMA

Sendo o objetivo deste trabalho identificar novos inibidores do proteassoma a partir
do VS de uma base de dados de compostos, para a etapa de docking molecular é necessario
conhecer a estrutura da proteina alvo.

Pela consulta do Protein Data Bank, verificamos que, até este momento, nao existe
disponivel nenhuma estrutura cristalografica do proteassoma humano. As diversas estruturas
cristalograficas do proteassomal/imunoproteassoma encontradas no PDB sao provenientes
de archae, bactérias (Mycobacterium tuberculosis — 3KRD, 2FHH; Rhodococcus — 1Q5Q),
leveduras (Saccharomyces cerevisiae — por exemplo, 3UN4, 3UNS8) e, no que diz respeito a
mamiferos, Bos Taurus (codigo PDB: |IRU) e Mus musculus (codigos PDB: 3UNH, 3UNE,
3UNF, 3UNB) — anexo I.

Assim, devido a auséncia de estruturas experimentais do proteassoma humano, é
necessario recorrer a métodos computacionais para efetuar a modelagao por homologia de
modo a obter a estrutura das subunidades pretendidas de modo a que seja possivel chegar a
estrutura tridimensional que posteriormente sera utilizada nos célculos de virtual screening de
uma base de dados.

Tal como ja foi referido anteriormente, a modelagao por homologia é uma técnica
que permite prever a estrutura tridimensional de proteinas tendo como base o facto de que
proteinas que apresentam uma sequéncia de aminodcidos similar possuem estruturas
similares. A partir de uma estrutura proteica homologa obtida experimentalmente
(template), é possivel construir modelos para uma sequéncia homologa da proteina alvo que
apresente similaridade em termos da sequéncia de aminoacidos. A qualidade do modelo de
homologia depende da qualidade do alinhamento da sequéncia (percentagem de homologia)
e da qualidade da estrutura do template (resolugao).**

I** desenvolveram um modelo de homologia

Ao nivel do proteassoma, apenas Lei et a
(com o servidor SWISS-MODEL) para as subunidades 1i e 2i humanas, utilizando para tal
as sequéncias de aminoacidos das subunidades em questio (retiradas da base de dados
Uniprot).

Através do algoritmo “Basic Local Alignment Search Tool” (BLAST -

)77

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi € possivel encontrar regides que apresentam

similaridade entre sequéncias. Assim, este algoritmo compara as sequéncias de proteinas ou

de nucledtidos com sequéncias armazenadas em bases de dados e calcula a significancia
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estatistica das comparagdes efetuadas.” Utilizando o BLAST no UniProt

(http://www.uniprot.org/)®* e o MOE versio 2010.10, verificimos que o Mus musculus e o Bos
taurus sao as espécies que possuem cadeias cujas sequéncias de aminoacidos apresentam
maior percentagem de identidade com as estruturas correspondentes do proteassoma
humano (por exemplo, no caso da subunidade B5c murina a percentagem é de 95% e na
subunidade B5c do bovino a percentagem é de 96%). No caso da levedura, as percentagens
variam um pouco consoante a subunidade em questio, sendo que na subunidade [5c a
percentagem de identidade relativamente a estrutura humana correspondente é de 67%. No
anexo 2 podemos encontrar todos os valores calculados para a percentagem de identidade
das diversas subunidades [} do proteassoma de diversos mamiferos (homem, rato e bovino)
e de levedura.

Através da informagao contida nos diversos codigos PDB (que nos indicam quais as
cadeias proteicas que constituem cada subunidade e ainda qual o codigo Uniprot
correspondente a cada subunidade) e nos cédigos Uniprot (através dos quais é possivel
obter a sequéncia de aminoacidos de cada subunidade) e utilizando o software MOE 2010.10
que nos permite visualizar as cadeias e respetivas sequéncias de aminoacidos, foi possivel
verificar quais as cadeias envolvidas na interagao de um dado ligando com o proteassoma
(anexol).

Pela andlise das estruturas cristalograficas disponiveis para o proteassoma,
nomeadamente das interagoes que os inibidores estabelecem com este, verificou-se que nao
basta utilizar as cadeias das subunidades cataliticas individualmente para construir os
modelos de homologia. Uma vez que o pocket de ligagao é constituido por duas cadeias
(sendo a cadeia nao catalitica importante para posicionar o substrato), ha que ter em linha
de conta que, no caso do proteassoma constitutivo, o local ativo C-L envolve as subunidades
Blc e P2c, o local ativo T-L compreende as subunidades f2c e B3c e o local ativo CT-L é
composto pelas subunidades [5c e [6c. Relativamente ao proteassoma indutivo, as
subunidades constitutivas sdo substituidas pelos equivalentes indutivos (Bli, B2i e B5i)."*"”

Embora todas as subunidades cataliticas do proteassoma sejam importantes, por uma
questao pratica optamos por centrar o nosso estudo no local ativo CT-L, o qual é
constituido pelas subunidades 5c e Péc. Apesar de existirem estudos que indiquem que a
inibicao da atividade CT-L pelos inibidores do proteassoma pode nao ser suficiente para
obter o maximo de citotoxicidade, sendo habitualmente requerida a co-inibicio de outras
subunidades cataliticas para se alcangar o maximo de citotoxicidade possivel, sabe-se que o

bloqueio da atividade CT-L é mais eficaz na inibigdo do crescimento celular in vitro.** Para
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além disso, o estudo pormenorizado dos restantes locais ativos do proteassoma exigia mais
tempo de pesquisa disponivel de modo a efetuar um trabalho igualmente minucioso como o
que foi desenvolvido para a atividade catalitica da subunidade 5c.

Analisando a literatura disponivel, verificdmos que nao foram ainda desenvolvidos
modelos para as subunidades B5c e Bé6c do proteassoma humano.

Apesar de o Mus musculus apresentar a sequéncia de aminoacidos com elevada
percentagem de identidade relativamente ao Homo sapiens, as estruturas cristalograficas
murinas disponiveis (3UNB, 3UNE, 3UNF e 3UNH) nao puderam ser utilizadas para a
modelagdo por homologia das subunidades [5c e [6c; para além das estruturas
cristalograficas do Mus musculus, o Bos taurus é o Unico mamifero com estrutura
cristalografica disponivel até ao momento (codigo PDB: IIRU). A justificagao para a nao
utilizagao das estruturas cristalograficas mencionadas deve-se ao facto de o posicionamento
da subunidade B6c ndo estar totalmente de acordo com os dados da bibliografia, tendo-se
verificado que a subunidade em questio nas estruturas cristalograficas corresponde
subunidade Blc/Bli. Para além desta questio dos pockets, a estrutura cristalografica
disponivel do Bos taurus nao se encontra complexada com um ligando, pelo que a estrutura
cristalografica em questao pode nao se encontrar na forma ativa.

Assim, tendo em conta as condicionantes anteriores referidas, optou-se por efetuar a
modelagao por homologia das subunidades das subunidades que constituem o local ativo
CT-L a partir de uma estrutura cristalografica de levedura (Saccharomyces cerevisiae) dado
que as estruturas de levedura tém as subunidades posicionadas de acordo com os dados
encontrados na bibliografia, possuem também uma percentagem de identidade elevada (67%
na subunidade B5c e 50% na subunidade Béc), as estruturas do proteassoma encontram-se
complexadas com diversos inibidores e possuem ainda uma resolugao bastante razoavel
2.70 A).

Em termos de etapas, o processo de modelagao por homologia foi efetuado da

seguinte forma:

|I. ldentificacdo e selecdao da estrutura tridimensional da proteina que vai ser
utilizada como template
Foi selecionado o cédigo PDB 3UNS8 [“Proteassoma 20S de levedura em complexo
com PR-957 (epéxido)”, resolucio: 2.70 A], apresentando-se este complexado
com o ligando PR-957, o que é util em termos da posterior validagao do modelo

de homologia. Nao se optou pelo cédigo PDB 3UN4 [“Proteassoma 20S de
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levedura em complexo com PR-957 (morfolina)”, resolucio: 3.40 A] devido ao
facto de este apresentar uma pior resolucao.

No caso da atividade CT-L (cujo local ativo é formado pelas subunidades 5c e
B6c), comegou-se por selecionar para template as cadeias K e L do cédigo PDB
3UNS8 [visto que a subunidade [5c (PRE2) é constituida pelas cadeias K e Y,
sendo estas cadeias iguais, pelo que basta utilizar uma; e a subunidade Béc (C5)
é constituida pelas cadeias L e Z, das quais basta utilizar apenas uma pelo

mesmo motivo de [5c].

. Alinhamento das sequéncias de aminoacidos das proteinas alvo e template

A sequéncia das subunidades alvo foi obtida no UniProt (http://www.uniprot.org)®

em formato FASTA. Para a subunidade 5c de Homo sapiens o cédigo Uniprot é o
P28074 e para a subunidade 6c o cédigo Uniprot de Homo sapiens é o P28072.
No software MOE 2010.10 utilizou-se a funcionalidade “Align” para alinhar as

sequéncias alvo e template.

. Construcao do modelo tridimensional da proteina alvo tendo como base a
estrutura tridimensional do template e o alinhamento das sequéncias

A modelagao por homologia foi efetuada utilizando a funcionalidade “Homology
model” do software MOE 2010.10 e utilizando o campo de forcas Amber99 (mais
apropriado para proteinas). O modelo de homologia de cada subunidade foi
efetuado individualmente, tendo as duas subunidades que constituem o pocket

sido unidas apos a obtengao dos modelos de homologia humanos.

. Refinamento e avaliacao/validacao do modelo de homologia

Em termos do refinamento do modelo de homologia obtido, este foi realizado
no MOE 2010.10 com o campo de forgas Amber99: para a protonagao recorreu-
se a funcionalidade “Protonate 3D” (tendo esta sido efetuada a pH 7.4 e a
temperatura de 300K), tendo a minimizagao energética sido realizada através da
funcionalidade “Energy minimize”. Em termos de avaliagago do modelo de
homologia obtido, comparando a estrutura final relativamente ao PDB inicial
(3UNS8), o RMSD obtido a partir da funcionalidade “Protein Superpose” do MOE
2010.10 apresenta um valor de 0.74 A, sendo este um valor que reflete um bom

grau de semelhanga estrutural entre as estruturas utilizadas como template e o
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modelo de homologia obtido dado que o RMSD é inferior a 2.0 A (regra geral, é
este o valor limite de RMSD).""® Na figura |1, encontra-se a sobreposi¢io do
modelo de homologia obtido para o local ativo CT-L (constituido pelas

subunidades [5c e f6c) com as subunidades correspondentes do c6digo PDB

3UNS.

Figura Il — Sobreposicio do modelo de homologia humano da subunidade CT-L do proteassoma com as
subunidades de levedura iniciais utilizadas.

Legenda de cores: azul — subunidade catalitica da levedura (5c); rosa — subunidade catalitica homdloga humana
(B5c); amarelo — subunidade complementar do pocket da levedura (Béc); verde — subunidade complementar
homologa humana (Béc).

Na funcionalidade do MOE 2010.10 “Measure — protein geometry” é possivel
obter o grafico Ramachandran do modelo de homologia obtido (grafico |); podemos entao
observar que a maioria dos residuos de aminoacidos se encontra em zonas nucleares
(“core”) (residuos representados a verde), existindo também residuos que se encontram em
zonas permitidas (representados a amarelo), sendo os residuos outlier (cruzes vermelhas)
muito poucos e, para além disso, nestes nao se encontra nenhum residuo importante para a
atividade catalitica.
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Uma questao bastante relevante analisada durante todo este processo deve-se
ao facto de serem ou nao incluidas moléculas de agua nos modelos de homologia. Tal
como foi referido na componente tedrica desta tese, existem dois mecanismos
possiveis ao nivel das subunidades cataliticas: um mecanismo em que a agua auxilia na
transferéncia do protao entre o grupo hidroxilo da Thrl (Thrl Oy) e o N da Thrl, e um
outro mecanismo em que a agua nao efetua a mediagao do processo de ativagao, podendo o
Oy da Thrl ser ativado diretamente pelo grupo amina do N-terminal.***

Em termos das estruturas cristalograficas disponiveis, verificou-se que algumas
possuem moléculas de agua perto da Thrl das subunidades cataliticas (por exemplo, nos
codigo PDB 3UNS, 3UNF, IIRU, 2F16), enquanto que outras estruturas cristalograficas nao
possuem moléculas de agua nas subunidades cataliticas (por exemplo, nos coédigos PDB
3MGO, 3SHJ, 2ZCY). Para testar a importancia e validade da inclusao de aguas no modelo
decidimos colocar uma molécula de agua a cerca de 3 A da Thrl da subunidade B5c no
modelo de homologia deste pocket e dockar alguns inibidores bem conhecidos do
proteassoma (bortezomib, carfilzomib, marizomib e PI-083) que atuam sobretudo ao nivel
desta subunidade catalitica (na escala do nM), tendo também sido efetuado o docking destes
compostos hum modelo de homologia na auséncia de moléculas de agua. A colocagiao da
molécula de agua a cerca de 3 A teve como base a informacgao retirada da visualizagao das
estruturas cristalograficas que contém moléculas de agua préximas da Thrl (nomeadamente,
os codigos PDB 3UNS8, 3UNF, 3KRD e [JD2). As estruturas dos compostos foram
construidas e otimizadas através do software MOE 2010.10, tendo-se atribuido as cargas
atémicas parciais e efetuado a protonacao de todas as estruturas através da funcionalidade
“Protonate 3D” a pH 7.4 e a temperatura de 300K. De seguida, efetuou-se a minimizagao
energética utilizando o campo de forgas MMFF94x. Cada docking nao covalente foi efetuado
com o software GOLD 5.1.0, utilizando a fungao de scoring Goldscore (a fungao de scoring
Goldscore tinha sido inicialmente validada com o bortezomib e apresentou os melhores
resultados), dockando cada composto junto a Thrl, com um raio de 10 A, efetuando 500
corridas para cada ligando e guardando as 10 melhores poses de docking de cada ligando.

Pela andlise dos resultados obtidos, verificou-se que o bortezomib e o PI-083 nao se
encontram posicionados corretamente no local ativo quando a molécula de agua esta
presente, ficando estes inibidores bastante longe do local pretendido (figura 12). De facto,
mesmo o carfilzomib cuja pose mais favoravel se encontra no local ativo parece nao
estabelecer qualquer interagao tanto com a Thrl como com a agua, sugerindo que nao é

favoravel a presenca desta nos calculos (figura 13). No caso do marizomib, constatou-se nas
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interagoes deste com o recetor que ficou posicionado préximo da Thrl, estando a molécula

de agua entre o ligando e a Thrl.

L
Figura 12 — Docking do bortezomib na Thrl no modelo de homologia na presenga de uma
molécula de agua (imagem da esquerda) e na auséncia de moléculas de agua (imagem da direita).
Legenda de cores: bortezomib — rosa, Thr| — verde, agua — circulo preto.

Figura 13 - Docking do carfilzomib na Thrl no modelo de homologia na presenga de uma molécula de
agua (imagem da esquerda) e na auséncia de moléculas de agua (imagem da direita).

Legenda de cores: carfilzomib — rosa, Thrl — verde, dgua — circulo preto.

Tendo em conta que quando se incluiu agua no modelo de homologia do pocket
B5c/B6éc nem todos os inibidores foram posicionados corretamente no local ativo e que, no
caso dos inibidores que se conseguiram posicionar corretamente, os scores obtidos na
presenca e auséncia de agua sao muito semelhantes e somente o marizomib interagiu com a
agua proximo da Thrl, optamos por nao incluir agua no modelo de homologia para os

calculos futuros.
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Para além do bortezomib, carfilzomib, marizomib e PI-083 que foram dockados
para decidir se seria ou nao considerada a presenca de moléculas de agua junto a Thrl
do modelo de homologia do local ativo CT-L, foram ainda dockados neste modelo
outros inibidores conhecidos da subunidade catalitica f5c na escala do nM (CEP-18770,
fellutamide B, MG-132, NLVS, ritonavir, TMC-95A) tendo as condi¢des do docking
efetuado sido as mesmas que foram referidas para os primeiros inibidores
mencionados. Verificou-se que as interagoes que se estabeleciam entre os inibidores
conhecidos e o proteassoma eram as esperadas e que os scores obtidos demonstravam
um dos inibidores dockados.

Apesar de o nosso estudo incidir na atividade catalitica da subunidade [5c, foram
efetuados modelos de homologia das restantes subunidades cataliticas constitutivas e
indutivas para utilizar em estudos futuros. No entanto, apenas apresentamos nesta sec¢ao de
resultados praticos o modelo de homologia do local ativo CT-L que posteriormente foi
utilizado nos calculos de docking, encontrando-se os dados relativos a construgao dos
restantes modelos de homologia obtidos (Blc, B2¢c, Bli, B2i, B5i), assim como os proprios
modelos, incluidos no anexo 4. Para as restantes subunidades cataliticas constitutivas
(Blc e PB2c) e indutivas (Bli, B2i e B5i), o procedimento seguido foi semelhante ao

descrito para a subunidade 5c.

4.2 — DESENVOLVIMENTO DE MODELOS FARMACOFORICOS TRIDIMENSIONAIS

Sendo a modelagao farmacoférica um dos métodos mais rapidos e eficazes para a
descoberta de um novo scdffold, trata-se de uma técnica muito importante no CADD. O
farmacéforo € um modelo que auxilia na identificagao de moléculas que possuem
caracteristicas semelhantes ao farmacoforo, revelando-se bastante importante na procura de
potenciais compostos lead.®'

Lei et al.''® desenvolveram previamente um modelo farmacoférico (figura 14 para
inibidores do proteassoma tendo como base inibidores dipeptidicos com atomos de boro na
sua constituicao. Para tal, utilizaram o software Catalyst sendo o modelo obtido constituido
por cinco caracteristicas: uma caracteristica aceitadora de ligagoes de hidrogénio, uma
caracteristica doadora de ligagoes de hidrogénio, uma caracteristica positiva ionizavel e duas
caracteristicas hidrofobicas. Este farmacoforo foi validado utilizando um conjunto de 26
moléculas (entre as quais se inclui o bortezomib — MG341) e permitiu identificar novos
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compostos lead, tendo sido efetuada a sintese e a caracterizagao bioldgica de trés desses

compostos que demonstraram ser mais potentes que o bortezomib.
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Figura 14 — O MF desenvolvido por Lei et al. alinhado com o bortezomib (MG341) e as trés moléculas que
apresentaram IC;, inferior ao bortezomib.''

Para além do exemplo dos inibidores do proteassoma, alguns exemplos de estudos
que recorreram a utilizagio de farmacoforos incluem a descoberta de inibidores nao
esterdides da Sa-redutase, inibidores da tirosina cinase, inibidores seletivos da ciclo-
oxigenase 2 (COX-2) e inibidores da aldose redutase humana, entre muitos outros.”

A obtencio de farmacoforos pode ser efetuada recorrendo as seguintes
metodologias: tendo como base a estrutura de ligandos, tendo como base a estrutura do
local ativo das proteinas ou ainda, numa abordagem mais recente, a formagao do complexo
ligando-recetor devido a interagio do(s) ligando(s) com o local ativo da proteina.®>®

Neste trabalho, optamos por desenvolver e validar dois farmacéforos que permitem
diferenciar possiveis inibidores de moléculas nao ativas: um primeiro farmacéforo
desenvolvido com base na estrutura de inibidores conhecidos da subunidade catalitica 35¢
do proteassoma e um segundo farmacdforo desenvolvido com base na estrutura
tridimensional do local ativo CT-L (o qual é formado pelas subunidades [35c e 6c).

Uma etapa bastante importante em todo este processo passou pela criagao de duas
bases de dados: uma base de dados com |42 compostos com atividade inibidora
comprovada na subunidade CT-L, sendo que alguns dos compostos em questio se
encontram comercializados, em ensaios clinicos ou publicados — “Controlo positivo” (figura
I5); e uma base de dados com 58 compostos inativos na subunidade [5c, tendo estes

compostos sido selecionados a partir da literatura consultada — “Controlo negativo” (figura
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16). No anexo 5 encontram-se as bases de dados de “controlo positivo” e de “controlo
negativo”.

A existéncia destas duas bases de dados é importante para a validagao dos modelos
farmacoféricos. Nenhuma das moléculas presentes na base de dados do controlo negativo
foi utilizada para o desenvolvimento de farmacoforos, somente foram utilizadas para
refinamento e validagao dos modelos farmacoféricos (MF).

As estruturas de todos os compostos foram construidas e otimizadas através do
software MOE 2010.10. Comegou-se por atribuir as cargas atdmicas parciais e por efetuar a
protonacao de todas as estruturas através da funcionalidade “Protonate 3D”, tendo tal sido
efetuado a pH 7.4 e a temperatura de 300K. De seguida, efetuou-se a minimizagao
energética utilizando o campo de forcas MMFF94x. Apos obtengao das estruturas

otimizadas, foram criadas no MOE as bases de dados anteriormente referidas.
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Figura 15 — Alguns exemplos de inibidores da subunidade 5c utilizados para a construgio da base
de dados de “controlo positivo”.

a — bortezomib, b — cerpegina, c = HT 1171, d = MLN2238, e — ONX0914, f — marizomib,

g — carfilzomib, h = NLVS.
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Figura 16 — Alguns exemplos dos compostos utilizados para a construgao da base de dados de “controlo
negativo”.
a - 4cido eldgico, b = resveratrol, ¢ — tiropeptina A, d — quercetina, e — composto 12'", f — composto 247,
De uma forma geral, a criagio de um MF ou de uma hipotese farmacoférica no MOE
envolve as seguintes etapas:’®
I. Preparar os dados;
. Gerar os pontos de anotagao do farmacéforo;

2
3. Selecionar caracteristicas para incluir na hipotese farmacoforica;
4. Refinar a hipotese farmacoforica;

5

. Validar a hipotese farmacoférica.

A preparagao dos dados depende do tipo de farmacéforo que se pretende obter. Por
exemplo, no caso de um farmacoforo efetuado com base na estrutura de ligandos é
necessario gerar um conjunto de conformagoes para as moléculas que constituem a base de
dados. No caso de um farmacoforo obtido com base na estrutura do recetor, é necessario
conhecer a estrutura tridimensional do recetor de modo a localizar corretamente os pockets
de ligagao.

Podemos definir “anotagao” como sendo o processo de identificar regidoes de
importancia farmacoférica no espago em torno de uma conformagao molecular e associar
tipos de caracteristicas farmacoféricas a essas regides.”’De uma forma geral, os pontos de
anotacao podem ser divididos em quatro categorias: centrados em atomos (aceitadores de
ligagoes de hidrogénio, Acc; doadores de ligagoes de hidrogénio, Don; anides, Ani; catioes,
Cat; ligando metalico, ML; atomo hidrofébico, HydA), projetados (doador projetado, Don2;
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aceitador projetado, Acc?; ligando metalico projetado, ML2; anel normal, PiN), centrodides
(aromaticos, Aro; anel , PiR; hidrofébico, Hyd) e bioisosteros (NCN+, CN2; COO", 02).78

O MOE possui diversos esquemas de anotagao farmacoforica, sendo que cada um
destes esquemas apresenta um determinado conjunto de tipos de anotagao. Por exemplo, o
esquema pré-definido é o Unified, inclui os tipos de anotagao dos outros esquemas e sem
perda de eficiéncia.”

Apods a obtengao dos pontos de anotagao, segue-se a transformagao destes em
caracteristicas farmacoféricas com auxilio do Pharmacophore query editor. No entanto, nao
nos podemos esquecer que os pontos de anotagao sao apenas sugestoes do tipo de
caracteristicas que podem ser posteriormente consideradas.”®
Para refinar a hipotese farmacoférica, podem utilizar-se diversas estratégias, sendo estas
selecionadas caso a caso. Assim, algumas das estratégias utilizadas nesta etapa incluem a
utilizagao de restricoes de volume (volumes de exclusao, volumes de inclusao e volumes
exteriores) e de forma, a adigao ou exclusao de caracteristicas e volumes, a determinagao de
caracteristicas através da analise do pocket (por exemplo, em termos de contactos
preferenciais e de superficie eletrostatica) e ainda o ajuste dos raios e posicao de cada
caracteristica.”

Para validar a hipotese farmacoférica, esta pode ser avaliada através de uma procura
farmacoférica utilizando esta funcionalidade do MOE (Pharmacophore search). Assim, pode
correr-se o MF nas bases de dados de compostos ativos e inativos de modo a verificar a

percentagem de compostos de cada uma das bases de dados que é detetada.”®

4.2.1 — DESENVOLVIMENTO DE MODELOS FARMACOFORICOS TRIDIMENSIONAIS COM
BASE NA ESTRUTURA DE INIBIDORES DA SUBUNIDADE CATALITICA [35C DO

PROTEASSOMA

Na modelagao farmacoférica com base em ligandos foram inicialmente desenvolvidos
cinco modelos através do algoritmo “elucidagao farmacoférica” (disponivel no software MOE
2012.10) de modo a que, posteriormente, se refinasse e otimizasse o melhor farmacoforo.

Assim, cada um dos cinco modelos inicialmente desenvolvidos teve como base uma
de cinco classes de inibidores do proteassoma que atuam na subunidade catalitica em

questdo — aldeidos, boronatos, [-lactonas, epoxicetonas e vinilsulfonas. Os compostos
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utilizados na obtengao dos MF de cada uma destas classes podem ser consultados na tabela
4.

Compostos de cada uma das classes de inibidores utilizadas para obter
os modelos farmacoféricos iniciais
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Tabela 4 - Os compostos de cada uma das classes de inibidores utilizadas para obter os modelos
farmacoféricos iniciais.

Os MF obtidos por elucidagao farmacoférica foram efetuados de duas formas: dando
énfase no alinhamento das moléculas as caracteristicas aromaticas (Ar)/aceitadoras
(Acc)/doadoras (Don) e nao dando énfase no alinhamento a estas caracteristicas. Estes MF
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foram obtidos utilizando o esquema Unified, incluindo este esquema os seguintes tipos de
anotagao: aniao (Ani), catiao (Cat), CO2 centroide (O2), centro NCN+ (CN2), doador de
ligagoes de hidrogénio (Don), doador de ligagoes de hidrogénio projetado (Don?2), aceitador
de ligagoes de hidrogénio (Acc), aceitador de ligagoes de hidrogénio projetado (Acc2),
centro aromatico (Aro), centro de anel nt (PiR), anel aromatico ou © normal (PiN), atomo
hidrofébico (Hyd).

Os resultados obtidos para cada um dos cinco MF iniciais encontram-se agrupados na
tabela 5.

Antes de prosseguir para outras etapas, comegou-se por averiguar se cada MF
conseguia detetar as moléculas que lhes deram origem, tendo tal sido efetuado no MOE
2012.10 (“Pharmacophore search: search database”). Verificou-se que cada um dos MF
conseguia detetar todas as moléculas que lhe deram origem.

A etapa seguinte consistiu em correr cada MF nas bases de dados dos controlos
positivos e negativos para registar quantos compostos eram detetados em cada uma das

bases de dados.

Base de dados Caracteristicas Raio Modelo farmacoférico Numero de hits
A) e
alinhamento molecular Controlo

Positivo Negativo

Aldeidos 2 Acc (F3, F4) Fl: | 90 em 24 em 58
(a, b, d) 2 Acc2 (FI, F2) F2: | 142 (41%)
(a, ¢, d) F3: 1 (63%)

F4: 1
Boronatos | Acc (F4) Fl: 10 em 31 em 58
(a, b, d) 2 Acc2 (F2, F3) 1.4 142 (53%)
(a, ¢, d) | Hyd (FI) F2: | (71%)

F3: 1

F4: 1

59



Beta-lactonas
(a, b, d)
(a, c, d)

Epoxicetonas
(a, b, d)

Epoxicetonas
(a ¢, d)

Vinilsulfonas
(a, b, d)

Vinilsulfonas
(a, c,d)

| Acc (F4)

| Acc2 (F3)
| Don2 (F2)
| Hyd (FI)

| Acc (F3)
2 Don (F4, F5)
2 Hyd (FI, F2)

| Acc (FI)
Don (F4)
2 Hyd (F2, F3)

| Acc2 (F4)
3 Hyd (FI, F2, F3)

| Acc (F3)
|Don (F4)
2 Hyd (FI, F2)

Fl:
1.4
F2: |
F3: 1
F4: |

Fl:
1.4
F2:
1.4
F3: 1
F4: |
F5: |

Fl:
1.4
F2:

F3:
1.4
F4: |

Fl:
1.4 o~

112 em
142
(79%)

57 em
142
(42%)

98 em
142
(69%)

=

o AT
AL

e 95 em

74 em
142
(52%)

4] em 58
(69%)

6 em
58(10%)

8 em 58
(14%)

4 em 58
(7%)

5em 58
(8%)

a) Alinhamento obtido por elucidagio farmacoférica; b) Alinhamento sem énfase nas caracteristicas
Aro/Acc/Don; c) Alinhamento com énfase nas caracteristicas Aro/Acc/Don; d) Esquema Unified.
F — Caracteristica farmacoforica
Tabela 5 — Os MF iniciais obtidos para cada uma das cinco classes utilizadas de inibidores do proteassoma.

Como podemos constatar, os dois melhores MF obtidos sao referentes as

epoxicetonas (com énfase nas caracteristicas Ar/Acc/Don) e as vinilsulfonas (sem énfase nas

caracteristicas Ar/Acc/Don), verificando-se que nestes dois casos a percentagem de hits
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detetados no controlo positivo € bastante superior a percentagem de falsos positivos

detetada no controlo negativo.

Adicionalmente, com o objetivo de aprofundar o estudo prévio dos melhores MF até

ao momento, foram efetuados MF para as epoxicetonas e para as vinilsulfonas utilizando o

esquema PCHD [que inclui as anotagoes Acc, Don, Cat, Ani, Aro, Hyd, ML, Don2, Acc2,

centro projetado de anel aromatico (Aro2) e ponto projetado de ligando metalico (ML2)] e

PCH [que inclui as anotagoes Acc, Don, Cat, Ani, Aro, ML e V (Volume constraint)]. Nao foi

possivel utilizar os esquemas CHD e PPCH porque estes nao conseguiram gerar qualquer

MF. Nas tabelas 6 e 7 encontram-se, respetivamente, os MF obtidos para as epoxicetonas e

para as vinilsulfonas utilizando diferentes esquemas e antes de passarmos ao seu

refinamento.

Base de dados Caracteristicas Raio Modelo farmacoférico Numero de hits
A e
alinhamento molecular Controlo
Positivo  Negativo
Epoxicetonas | Acc (F3) Fl: 1.4 57em 142 6 em 58
(a, b, d) 2 Don (F4, F5) F2: 1.4 (42%) (10%)
2 Hyd ( Fl, F2) F3: 1
F4: |
F5: 1
Epoxicetonas | Acc (FI) Fl: 1.4 98 em 142 8em 58
(a, c, d) IDon (F4) F2: 1.4 (69%) (14%)
2 Hyd (F2, F3) F3: 1.4
F4: |
Epoxicetonas | Acc (F3) Fl: 1.4 89em 42 |5em58
(a, b, €) | Don (F4) F2: 1.4 (63%) (25%)
2 Hyd (FI, F2) F3: 1
F4: |
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Epoxicetonas
(a,c,€)

Epoxicetonas

(a, b, f)

Epoxicetonas

(CAR)

I Acc (FI)
| Don (F4)
2 Hyd (F2, F3)

I Acc (F3)
| Don (F4)
2 Hyd (FI, F2)

2 Don (F3, F4)
2 Hyd (FI, F2)

Fl: 1.4
F2: |
F3: 1.4
F4: 1.4
Fl: 1.4
F2: 1.4
F3: 1
F4: |
Fl: 1.4
F2: 1.4
F3: 1
F4: |

47 em 142 7 em 58
(33%) (12%)
89em 42 I5em58
(63%) (25%)
32em 142 4 em 58
(23%) (7%)

a) Alinhamento obtido por

elucidagao farmacoférica; b) Alinhamento sem énfase nas caracteristicas

Aro/Acc/Don; c) Alinhamento com énfase nas caracteristicas Aro/Acc/Don; d) Esquema Unified; e) Esquema
PCHD, f) esquema PCH.

F — Caracteristica farmacoférica
Tabela 6 — Modelos farmacoféricos obtidos para as epoxicetonas antes de ser efetuado o seu refinamento.

Base de Caracteristicas Raio Modelo farmacoférico e Numero de hits
dados A alinhamento molecular
Controlo
Positivo Negativo
Vinilsulfonas 3 Hyd (FI,F2,F3) Fl: 1.4 S 95 em 4 em 58
(a, b, d) | Acc2 (F4) F2: 1.4 1 {:‘;ﬁ@f" 142 (7%)
F3: 1.4 el ) P ¢ (67%)
F4: | " K, «ﬂ'ﬂ@ R
Y, ) (“’{:\ o e
A
{
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Vinilsulfonas
(a, c, d)

Vinilsulfonas
(a, b, €)

Vinilsulfonas
(a, c, e)

Vinilsulfonas

(a, b, )

Vinilsulfonas

(a, b, )

| Acc (F3)
IDon (F4)
2 Hyd (FI, F2)

2 Acc (FI, F2)
2 Acc2 (F3, F4)

I Acc (F5)

| Acc2 (F4)

| Don2 (F3)
2 Hyd (FI, F2)

2 Acc (F3, F4)
2 Hyd (FI, F2)

2 Acc (F3, F4)
2 Hyd (FI, F2)

Fl:
F2:
F3:
F4:

Fl:
F2:

F4:

Fl:
F2:
F3:
F4:
F5:

Fl:
F2:
F3:
F4:

Fl:
F2:
F3:
F4.

1.4
1.4

1.4
1.4

1.4
1.4

74 em
142
(52%)

102 em
142
(72%)

16 em
142
(11%)

~ 50 em
o7al\E Hf‘:h 142
TR AR (35%)
A ) .
@ o
50 em
142

(35%)

5em 58
(8%)

42 em 5
(71%)

2 em 58
(3%)

2 em 58
(3%)

2 em 58
(35%)

8

a) Alinhamento obtido por

elucidagdo farmacoférica; b) Alinhamento sem énfase nas caracteristicas

Aro/Acc/Don; c) Alinhamento com énfase nas caracteristicas Aro/Acc/Don; d) Esquema Unified; ) Esquema
PCHD, f) esquema PCH.

F — Caracteristica farmacoforica.

Tabela 7 — Modelos farmacoféricos obtidos para as vinilsulfonas antes de ser efetuado o seu refinamento.
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De seguida, efetuou-se o refinamento dos dois melhores farmacoforos:

e O MF referente as epoxicetonas
— Obtido dando énfase as caracteristicas Ar/Acc/Don e utilizando o esquema Unified;
— Com as caracteristicas F| Acc (raio 1.4 A), F2 Hyd (raio 1.4 A), F3 Hyd (raio 1.4 A)
F4 Don (raio | A).

e O MF relativo as vinilsulfonas
— Obtido sem dar énfase as caracteristicas Ar/Acc/Don e usando o esquema Unified;
— Com as caracteristicas FI Hyd (raio 1.4 A), F2 Hyd (raio 1.4 A), F3 Hyd (raio 1.4
A) e F4 Acc2 (raio | A).

Com o propédsito de otimizar o MF obtido, foram sendo efetuadas alteragoes a cada
caracteristica, quer em termos de raio (aumento e diminuigao) de modo a tentar definir o
raio optimo (cujo objetivo é identificar o maximo de moléculas ativas e rejeitar o maximo de
moléculas nao ativas), quer em termos de selegao das caracteristicas a considerar essenciais,
quer em termos de alteracao das caracteristicas presentes (transformar as caracteristicas
Hyd em Acc, Don ou Aro; transformar as caracteristicas Acc em Don e vice-versa). No
anexo 6 encontra-se um resumo das alteragoes efetuadas (mantendo as restantes
caracteristicas iniciais) e dos respetivos resultados na detecao de compostos das bases de
dados do controlo positivo e negativo.

Tendo em conta os resultados obtidos com as alteragoes efetuadas aos MF iniciais,
optou-se por selecionar o MF das epoxicetonas como a nossa base para a obtengao do MF
final. Com o modelo farmacoférico preliminar MFLI [FI Acc (raio 1.4); F2 e F3 Hyd (raio
|.4); F4 Acc (raio )] no qual apenas foi alterada a caracteristica F4 de Don para Acc, foram
detetados 102 compostos do controlo positivo (72%) e 7 compostos do controlo negativo
(12%), o que demonstra uma boa seletividade deste modelo.

Com o objetivo de otimizar o MF das epoxicetonas, efetuou-se em simultineo um
conjunto de modificagoes dos parametros de cada caracteristica farmacoforica. Construiu-se
entao o seguinte MF tendo como base o MF inicial [FI Acc (raio 1.4); F2 e F3 Hyd (raio 1.4);
F4 Don (raio 1)]: FI Acc (raio 1.6), F2 Hyd (raiol.7), F3 Hyd (raio 1.4), F4 Acc (raio |) —
MFL2. Em termos do controlo positivo e negativo, foram detetados |10 hits ativos e |7
falsos hits (uma razao de 77%/29%).

No mesmo MF inicial das epoxicetonas, efetuaram-se as seguintes alteragoes: FI Acc
(raio 1.6), F2 Hyd (raiol.7), F3 Hyd (raio 1.6), F4 Acc (raio |). Com este MF foram

detetados |14 hits ativos e 19 falsos hits (uma razao de 80%/32%). No entanto, este ligeiro
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aumento na percentagem de compostos detetados no controlo positivo nao compensa o
aumento verificado também nos compostos do controlo negativo. Como tal, o aumento do
raio em F3 de 1.4 para 1.6 nao é assim tao vantajoso pois levaria a perda de seletividade.

Apos verificagao nas bases de dados de output dos controlos positivos de quais as
moléculas que nao foram selecionadas pelos MFLI e MFL2, foi efetuado um MF com algumas
das moléculas mais representativas dos compostos ativos nao detetados( bortezomib, CVT-
659, HT 1171, MLN2238, marizomib, PDTC e spirolactacystin), sendo o objetivo deste MF
identificar caracteristicas dos compostos que pudessem ser adicionadas aos MF. Como
resultado deste MF, foram detetados 106 hits ativos (75%) e 38 falsos positivos (64%). Dada
a elevada percentagem detetada no controlo negativo, este MF foi excluido.

Ao aumentar o raio da caracteristica F4 do MFLI de | para I.lI (F4 Acc, raio I.1), o
bortezomib foi de imediato detetado. Este MF (MFL3) mostrou-se bastante eficiente
conseguindo identificar nos controlos positivo e negativo os valores de 101 (71%) e 9 (15%),
respetivamente.

No MFL3, efetuou-se ainda uma alteracdo ao nivel das caracteristicas essenciais.
Assim, considerando as caracteristicas FI, F2 e F3 como essenciais, os resultados foram os
seguintes: 132 hits ativos e 52 falsos hits (93%/88%). A percentagem do controlo positivo é
muito boa; no entanto, a percentagem obtida no controlo negativo é demasiado elevada, o
que invalida este MF.

As Ultimas alteragoes efetuadas ao MFL3 tiveram como objetivo a introdugao de
caracteristicas duplas, ou seja, caracteristicas que podem ser Acc ou Don, Aro ou Hyd. Na

tabela 8 encontram-se os resultados obtidos.

Refinamento final do MFL3

Caracteristica(s) farmacoférica(s) alterada(s) Numero de hits
tendo como base o MFC
Fl Acc (raio 1.4); F2 e F3 Hyd (raio 1.4); F4 Acc (raio 1.1) Controlo Controlo
positivo negativo
RFLI — F4 Acc|Don (raio 1.1) 118 (83%) 13 (22%)
RFL2 — F2 Aro|Hyd (raio |.4) 102 (72%) 9 (15%)
RFL3 — F3 Aro|Hyd (raio 1.4) 101 (71%) 12 (20%)
RFL4 — F2 e F3 Aro|Hyd (raio 1.4) 102 (72%) 14 (24%)
RFL5 - Fl Acc|Don (raio 1.4) MFL4 111 (78%) 10 (17%)
RFL6 — FI (raio 1.4) e F4 Acc|Don (raio 1.1): 119 (84%) 15 (25%)
RFL7 — FI Acc|Don (raio |1.4) e F4 Acc|Don (raio I.1), F2 e F3 119 (84%) 18 (31%)

Aro|Hyd (raio 1.4)

Tabela 8 - Refinamento final do MFL3. A negrito encontra-se assinalado o melhor resultado obtido no
refinamento, tendo sido assim obtido o MFL4.
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Grafico 2 — Nimero de moléculas detetadas nos controlos positivo e negativo durante o refinamento do

MFL3.

Tendo em conta os resultados obtidos no refinamento final do MFL3, optou-se por
selecionar como MF final com base no ligando o modelo MFL4 que, tendo como base o MF
obtido a partir de epoxicetonas com énfase em caracteristicas Aro/Acc/Don (esquema
Unified), apresenta as seguintes caracteristicas farmacoféricas: FI Acc|Don (raio 1.4); F2 e F3
Hyd (raio 1.4); F4 Acc (raio I|.l). Este MF apresenta uma boa razio de compostos hit
detetados no controlo positivo e negativo (78%/17%), o que efetiva a sua validagao.

Na figura 17, encontra-se o MF final obtido (MFL4) com base na estrutura de

inibidores conhecidos da subunidade com atividade $5¢ do proteassoma.

Figura 17 — O modelo farmacoférico tridimensional efetuado com base na estrutura de inibidores da
subunidade B5¢c do proteassoma (epoxicetonas) obtido apds optimizagio e validagio, MFL4.

Na imagem da esquerda o MF apresenta o alinhamento molecular das estruturas que lhe deram origem; na
imagem da direita, encontra-se o MF tridimensional isoladamente. FI Acc|Don (raio 1.4); F2 e F3 Hyd (raio
1.4); F4 Acc (raio 1.1)
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Em termos dos raios de cada uma das
caracteristicas presentes no MFL4 (figura 18, podemos
constatar que tanto a caracteristica Acc|Don (FI) como as
caracteristicas Hyd (F2 e F3) apresentam o mesmo raio
(1.4 A). Por sua vez, a caracteristica Acc (F4) apresenta um
raio de I.l A, o que a torna mais seletiva que as restantes
caracteristicas.

Relativamente as distdncias entre as caracteristicas
farmacoféricas  (figura 19), verificou-se que as
caracteristicas mais distantes entre si sao as caracteristicas
FI (Acc|Don) e F3 (Hyd) que se encontram a 9.00 A uma

da outra, assim como as caracteristicas Hyd F2 e F3 (distam

7.60 A entre si).

Fl

Flifec|Don
1.4 - R
L |4
' O4+—>»

o4+

Figura 18 — Os raios (em A) das
caracteristicas farmacoforicas

presentes no MFL4.

Figura 20 — Os angulos (em °) entre as caracteristicas farmacoféricas presentes no MFL4.
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Tal como foi referido na introducao teérica, os residuos de aminoacidos relevantes
para cada local ativo do proteassoma dos seres eucariotas incluem a Thrl, o Aspl7, a Lys33,
a Serl29, o Aspl66 e a Serl69. Ou seja, sao todos aminoacidos polares, pelo que interagem
com grupos hidrofilicos."*

Ao nivel do pocket de especificidade S| da subunidade [5c dos seres eucariotas, ha a
salientar os aminoacidos Ala20, Val31, Met45, Ala49 e Cys52, os quais, a excepgao da Cys52
que é um aminoacido polar neutro (hidrofilico), sio aminoacidos hidrofébicos.'”'**’
Comparando o MFL4 com os residuos de aminoacidos relevantes para a atividade catalitica e
com os aminoacidos pertencentes ao pocket de especificidade S| (desempenha um papel
importante no posicionamento dos ligandos), podemos constatar que o facto de termos
duas caracteristicas hidrofébicas (F2 e F3) no MFL4 é importante para selecionar ligandos
que possam ser bem posicionados no pocket; para além disso, a existéncia das caracteristicas
Acc|Don (FI) e Acc (F4) possibilitam a interagao dos ligandos selecionados com a Cys52 do
pocket de especificidade Sl, assim como a interagao com os aminoacidos relevantes para a
atividade catalitica (a Thrl, o Aspl7, a Lys33, a Serl29, o Aspl166 e a Serl69) dado que sao
residuos hidrofilicos.

Tendo em linha de conta a correlagao existente entre as caracteristicas do MFL4 e os
residuos de aminoacidos cataliticos e do pocket S|, assim como a elevada percentagem de
compostos hit (78%) detetada na base de dados de compostos ativos (controlo positivo)
relativamente a percentagem de compostos hit (17%) detetada na base de dados de
compostos inativos (o controlo negativo corresponde a falsos positivos) que permitiu validar
o MF em questao, podemos concluir que este farmacdforo € representativo das
caracteristicas gerais que uma molécula deve apresentar para ser um potencial inibidor da
subunidade catalitica B5¢ do proteassoma, podendo ser utilizado para efetuar o VS de bases
de dados de modo a filtrar e diminuir o nimero de possiveis moléculas que possam
apresentar a atividade farmacolégica pretendida.

Em termos dos compostos do controlo positivo que sao detetados, ha a destacar os
seguintes exemplos: belactosina A, bortezomib, CEP-18770, CVT-659, -carfilzomib,
epoxomicina, felutamida B, glidobactina A, homobelactosina, ONXO0912, ONXO0914,
omuralide, PI-083, PR-957, ritonavir, TMC95A.

Ao nivel do controlo negativo, sao exemplo dos compostos detetados a luteolina, a

176 17,

tiropeptina A, o composto TPI0I de Lei et al.” e o composto 12 de Pham et a
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4.2.2 - DESENVOLVIMENTO DE MODELOS FARMACOFORICOS TRIDIMENSIONAIS COM
BASE NA ESTRUTURA TRIDIMENSIONAL DA SUBUNIDADE CATALITICA B5C DO

PROTEASSOMA

Para que seja possivel desenvolver modelos farmacoféricos tendo em conta a
estrutura tridimensional do local ativo do recetor é necessario, antes de mais, conhecer
muito bem a estrutura da proteina, nomeadamente ao nivel dos aminoacidos importantes
para a atividade catalitica propriamente dita, assim como os aminoacidos que formam os
diversos pockets (nomeadamente os pockets de especificidade).

Em termos computacionais, existem diversos métodos que permitem identificar

potenciais locais ativos de um recetor através das coordenadas tridimensionais deste.
Alguns métodos recorrem a utilizagao das energias de interagao entre o recetor e diferentes
ligandos de modo a tentar localizar locais energeticamente favoraveis. No entanto, esta
abordagem pressupoe a atribuicao da localizagao dos protoes e das cargas parciais para os
atomos do recetor, o que nem sempre ¢é facil. Para além do que foi mencionado, temos de
ter em conta as energias de van der Waals (que permitem determinar regioes disponiveis), o
que torna a interpretagao dos niveis energéticos dificil devido a natureza de longo alcance
dos potenciais eletrostaticos. Existem ainda os métodos geométricos que tentam localizar os
pockets sem ser necessario recorrer a modelos energéticos. Esta abordagem torna-se
vantajosa na medida em que nio é necessario localizar os protdes.''®

Para efetuar o MF com base na estrutura tridimensional do local ativo [5c do
proteassoma foi utilizada a funcionalidade Site Finder do software MOE 2012.10, inserindo-se
esta na categoria dos métodos geométricos mencionados dado que nao sao utilizados
modelos energéticos. Em alternativa, sao tidas em conta as posi¢oes relativas e a
acessibilidade dos atomos do recetor, assim como uma classificagio grosseira do tipo
quimico.''®

A metodologia em questio baseia-se nos seguintes pontos''®:

I. ldentificagao de regices que apresentam densidade eletronica elevada (sendo que tal
nao € o mesmo que localizar pockets dado que locais superficiais podem ser
considerados como regioes de elevada densidade);

2. Eliminagao de locais que estejam demasiado expostos ao solvente dado que tém
menor probabilidade de serem bons locais ativos;

3. Classificagao quimica dos locais em hidrofobicos ou hidrofilicos (tal implica, por

exemplo, que o conceito de hidrofilico nao varie consoante o estado de protonagao
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ou o estado tautomérico, nao existindo distincido entre atomos doadores e

aceitadores).

A funcionalidade Site Finder utiliza um algoritmo denominado “alpha shape
construction”, o qual permite identificar pontos na superficie de uma proteina. A metodologia
em questao baseia-se na utilizagdo de esferas alfa, sendo estas um tipo especial de esferas
que estao em contacto com quatro atomos no seu limite e nao contém atomos internos.
Um aspeto a salientar é o facto de cada esfera alfa ser Unica, ou seja, nao existe uma outra
esfera alfa que contacte com os mesmos quatro atomos. Para além disso, cada esfera alfa
possui um centro alfa, podendo estes centros ser uma forma mais simplificada de
representar as esferas em questdo.'®

A estrutura cristalografica utilizada para obter o farmacoforo com base no local ativo
B5c do proteassoma foi o coédigo PDB 3UN8 (proteassoma 20S de levedura em complexo
com PR-957), com uma resolugao de 2.70 A. Tendo como ponto de partida a estrutura
tridimensional mencionada (mais especificamente, as cadeias K e L), utilizou-se a
funcionalidade Site Finder do MOE 2012.10 para isolar a cavidade correspondente ao local
ativo CT-L. Esta funcionalidade sugere-nos diversos locais que sao potenciais pockets, pelo
que temos de selecionar o local mais adequado de acordo com a informagao que temos
acerca dos residuos de aminoacidos importantes para a atividade catalitica e de acordo com
a importancia dos residuos de aminoacidos dos pockets de especificidade. Assim, foi
selecionada a segunda cavidade sugerida (contém os
aminoacidos Thrl, Argl9, Ala20, Thr2l, Ala22, Gly23,
Val3l, Lys32, Lys33, Val34, lle35, Glu36, lle37, Asn38,
Met45, Ala46, Gly47, Gly48, Ala49, Ala50, Cys52, GIn53,
Ph354, Glu56, Thr57, Gly60, Ser6l, Argé4, Serl3l,
Tyr170 e ainda Arg9l, GIn94, Tyr123, Serl30, Tyrl31,
Glul32, Argl33) dado que esta inclui os aminoacidos

Thrl

e Lys33 que s3ao relevantes para a atividade

=
catalitica, incluindo ainda os aminoacidos Ala20, Ala22, (s i
e — \
Val3l, Met45, Gly48, Ala49 e Cys52 que sao / L \
imprescindiveis para a formagao dos pockets de 4
eSPeCIfICIdade' (flgura ZI)' Figura 21 - Local ativo CT-L do
Para construir um MF com base no recetor nio Proteassoma identificado pela

basta somente utilizar a funcionalidade Site Finder. Para

que todas as opgoes efetuadas em termos da selegao

funcionalidade Site Finder. Os centros alfa
vermelhos correspondem a pontos de
contacto hidrofilicos; os centros alfa
brancos sao relativos a pontos de
contacto hidrofébicos.
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dos centros alfa sejam devidamente fundamentadas, ha que conjugar com o Site Finder outra
funcionalidade do MOE denominada Surfaces and Maps. Esta funcionalidade permite visualizar
diversas representagoes de superficies moleculares e é util para prever locais preferenciais
para a interagao com atomos do ligando. Comegou-se por tragar a superficie molecular do
recetor de modo a obtermos informagao acerca dos residuos que constituem o local ativo

em questao (figura 22).

Figura 22 — Superficie molecular do recetor.

Outra possibilidade de utilizagdo da funcionalidade Surfaces and Maps é a
determinagao do mapa de preferéncias de contacto, o qual permite identificar as areas

preferenciais para interagoes hidrofobicas ou hidrofilicas com um ligando (figura 23).

Figura 23 — Mapa de preferéncias de contato.

Legenda de cores: zona rosa — hidrofilica; zona verde — hidrofdbica.
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Como podemos constatar no nosso sistema, existem centros alfa hidrofilicos
(vermelhos) que se encontram nitidamente inseridas na zona hidrofilica (cor-de-rosa) do
mapa de preferéncias de contacto. Podemos verificar também que alguns dos centros alfa
hidrofobicos (brancos) estao exatamente localizados em locais de contactos
preferencialmente hidrofébicos (verdes).

Toda a informagao reunida através do Site Finder, do mapa da superficie molecular e
do mapa de preferéncias de contacto, assim como todos os dados que possuimos das
residuos de aminoacidos relevantes para a atividade CT-L permite-nos refinar os centros alfa
existentes de modo a obter um farmacéforo representativo para a a subunidade 5c¢ do
proteassoma. Para além disso, permite-nos ainda observar o tipo de interagoes estabelecidas
entre os aminoacidos do local ativo em questao e alguns ligandos, nomeadamente o ligando
da estrutura cristalografica, o bortezomib e o carfilzomib (tendo os dados destes dois
ultimos ligandos sido obtidos a partir de simulagoes de docking molecular).

O primeiro passo de refinamento dos 53 centros alfa iniciais consistiu em passar
estes para “dummy atoms” (ficam automaticamente assinalados com a letra F e o respetivo
numero) de modo a podermos apagar os atomos que se encontram mais afastados do local
ativo ou de modo a que seja possivel agrupar os atomos com caracteristicas semelhantes
que se encontravam muito proximos. Assim, obtivemos um conjunto final de 8 “dummy

atoms” e, de seguida, 7 “dummy atoms” (figura 24).

F1
@
F2
[ *]
F3

F5 - F5

- F6
I o

F7
F8 ¢

Figura 24 - Refinamento dos “dummy atoms” resultantes dos centros alfa.

Uma vez que nesta etapa ja estamos a trabalhar com os “dummy atoms” em vez dos
centros alfa propriamente ditos, torna-se possivel utilizar o Pharmacophore Elucidator, o que
permite passar os ‘“dummy atoms” a caracteristicas farmacofdricas. Verificamos que a

disposicao espacial resultante apresenta uma forma algo semelhante com o farmacoforo com
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base na estrutura de ligandos obtido
anteriormente. Em termos das caracteristicas
farmacoféricas, os atomos Fl e F2 passaram a
formar a caracteristica farmacoférica Fl dado
que se encontram proximos, o atomo F3
forma a caracteristica farmacoférica F2, o
atomo F4 forma a caracteristica farmacoférica
F3 e os atomos F5 e F6 formam a caracteristica
farmacoférica F5 devido a proximidade entre

estes dois atomos (figura 25). Uma vez que os

centros alfa que originaram as caractereristicas
farmacoféricas FI, F2 e F3 estavam Figura 25 — O primeiro MF obtido com base na

. L . Lo estrutura tridimensional do recetor antes da
relacionados com caracteristicas hidrofébicas refinamento do mesmo.

Fl Hyd (raio 1.4), F2 Hyd (raio 1), F3 Hyd (raio 1),

(brancas), optamos por assinalar estas F4 Acc|Don (raio ), F5 Acc|Don (raio |.4).

caracteristicas como hidrofébicas; no caso das

caracteristicas farmacoforicas F4 e F5, estas foram assinaladas como Acc|Don devido ao
facto de os centros alfa que Ihes deram origem serem hidrofilicos (figura 25). Relativamente
aos raios iniciais de cada caracteristica, estes foram definidos inicialmente pela elucidagao
farmacoférica, sendo que Fl e F5 apresentam raios de 1.4 A, enquanto que Fl, F2 e F3 tém
raios de | A.

Correndo este primeiro MF nas bases de dados de controlo positivo e negativo (as

mesmas utilizadas na validagao dos modelos farmacoforicos obtidos com base na estrutura
de ligandos), detetaram-se 6| compostos ativos (43%) e 4 compostos inativos (7%).
No entanto, dado a percentagem de compostos ativos detetados nao ser tao elevada como
desejavamos, efetuamos algumas alteragoes a este MF inicial em termos de utilizagao de
volumes de exclusao, eventuais caracteristicas essenciais, alteracao dos raios de cada
caracteristica e eventual passagem de caracteristicas Acc|Don para caracteristicas apenas
Acc ou Don de forma a torna-lo mais eficiente. Todas as alteragoes efetuadas e respetivos
resultados podem ser consultados no anexo 7.

Em termos das conclusoes a retirar dos resultados obtidos no refinamento dos MF,
podemos salientar os seguintes pontos:

e A utilizagao de volumes de exclusao (com o objetivo de representar a estrutura do
local ativo e de restringir as moléculas consideradas como hits ativos) nao se revelou

vantajosa na medida em que, apesar da percentagem de compostos do controlo
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positivo aumentar (passou para 77%), a percentagem de compostos do controlo
negativo aumentou bastante (passou para 88%).

e Temos de manter todas as caracteristicas farmacoféricas como essenciais dado que,
se apenas algumas caracteristicas forem consideradas essenciais, a percentagem de
compostos ativos e inativos detetada é elevada em ambas os controlos (ha casos em
que o MF deteta 100% dos compostos das duas bases de dados).

e Alterando progressivamente os raios de cada caracteristica e conjugando os
melhores resultados obtidos num novo MF, detetou-se 69% dos compostos do
controlo positivo e 15% dos compostos do controlo negativo. Note-se que algumas
caracteristicas (FI, F2 e F3) apenas puderam ser aumentadas em O0.I A dado que o
espago disponivel nao permitia maior amplitude nas alteragoes a efetuar.

e Alterando as caracteristicas Acc|Don, o melhor resultado obtido verificou-se quando
F4 passou a Acc (detetou 67% de compostos ativos e 12% de compostos inativos),

mantendo as restantes caracteristicas iguais ao MF inicial.

Na tabela 9 encontra-se um resumo dos melhores MF obtidos, assim como as
respetivas caracteristicas e resultados obtidos nos controlos positivo e negativo. No grafico
3 é possivel observar a comparagaio do numero de moléculas detetadas nos controlos

positivo e negativo durante o refinamento do MF com base na estrutura do recetor.

Refinamento final do modelo farmacoférico com base na estrutura do recetor

Caracteristicas farmacoforicas Numero de hits

Controlo Controlo
positivo negativo

RFRI — FI Hyd (raio 1.4), F2 Hyd (raio 1), F3 Hyd (raio I), F4 91 (64%) 5 (8%)

Acc|Don (raio 1.8), F5 Acc|Don (raio 1.4)

RFR2 - Fl Hyd (raio 1.4), F2 Hyd (raio 1.1), F3 Hyd (raio 1), 98 (69%) 9 (15%)

F4 Acc|Don (raio 1.8), F5 Acc|Don (raio 1.7)

MFRI

RFR3 — FI Hyd (raio 1.4), F2 Hyd (raio I.1), F3 Hyd (raio 1), F4 Acc 95 (67%) 7 (12%)

(raio 1.8), F5 Acc|Don (raio 1.7)

Tabela 9 - Refinamento final do modelo farmacoférico com base na estrutura do recetor.
A negrito encontra-se o MF final selecionado (MFRI).
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Grafico 3 — Nimero de moléculas detetadas nos controlos positivo e negativo durante o refinamento do MF
com base na estrutura do recetor.

Nas figuras 26, 27 e 28 encontra-se o arranjo tridimensional do farmacoforo obtido
com base na estrutura do local activo CT-L do recetor, assim como as respetivas
caracteristicas farmacoféricas e raios de cada uma, distancias entre caracteristicas e angulos.
Comparando este MFR|I com o MFL4 que foi obtido com base na estrutura de ligandos,
verificamos que este MFR| tem mais uma caracteristica farmacoférica que o MFL4 (no MFL4
existem duas caracteristicas Hyd — F2 e F3 — uma caracteristica Acc|Don — FI — e uma
caracteristica Acc — F4). Analisando as caracteristicas Hyd de ambos os modelos, neste MF
apenas uma das caracteristicas farmacofdricas apresenta um raio de 1.4 A (FI), sendo os
raios das restantes caracteristicas Hyd inferiores, enquanto que no MFL4 as duas
caracteristicas Hyd apresentam um raio de 1.4 A. Quanto as caracteristicas Acc|Don e Acc,
no MF com base na estrutura do recetor estas apresentam raios superiores (de 1.7 Ael8
A), enquanto que no MFL4 a caracteristica Acc|Don apresentam um raio de 1.4 A e a
caracteristica Acc tem um raio de I.| A. Em termos das distincias entre as caracteristicas, a
maior distancia neste MFRI verifica-se entre as caracteristicas Fl e F4 (7.5 A), enquanto que

no MFL4 a maior distancia existente € entre as caracteristicas Fl e F3 (9.0 A).
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1.4 A

1.7 A

Figura 26 — O MF final obtido com base na estrutura do local ativo CT-L do proteassoma.
Caracteristicas farmacoforicas e raio de cada caracteristica.

FI Hyd (raio 1.4), F2 Hyd (raio 1.1), F3 Hyd (raio 1), F4 Acc|Don (raio 1.8), F5 Acc|Don (raio 1.7).

Figura 27 — O MF final obtido com base na estrutura do local ativo CT-L do proteassoma.
Distancias (em A) entre as caracteristicas farmacoféricas.

Figura 28 — O MF final obtido com base na estrutura do local ativo CT-L do proteassoma. Principais
angulos entre as caracteristicas farmacoforicas.

Em termos da percentagem de compostos hit ativos detetada, neste MF esta foi

inferior a taxa detetada pelo MFL4 (69% comparativamente a 78%), podendo dever-se a
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diferenca em questao ao facto de que os compostos ativos nao interagirem com os
diferentes pockets do local ativo da mesma forma, podendo tal estar relacionado nao sé com
o tamanho de cada molécula, mas também com os grupos funcionais presentes.
Relativamente aos falsos positivos, a taxa detetada nos dois MF é muito semelhante,
apresentando este MFRI uma percentagem de 15% e o MFL4 uma percentagem de 17%.
Alguns dos exemplos mais relevantes dos compostos da base de dados do controlo
positivo detetados por este farmacoforo incluem: 2-aminobenzilastatina, bortezomib,
carfilzomib, CEP-18770, CVT-659, glidobactina A, homobelactosina, marizomib, MG-132,
MLN2238, NLVS, ONX0912, ONX0914, omuralide, PR-957, TMC95A, ritonavir.
Relativamente a base de dados de controlo negativo, sio exemplos dos compostos
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detetados a tiropeptina A, os composto TPI0l e TP102 de Lei et al.™ e o composto 28 de

Pham et al.¥’

4.3 - VIRTUAL SCREENING

O VS é uma técnica que permite identificar compostos ativos em bases de dados in
silico e pode ser efetuado com base na estrutura de ligandos (ligand based) ou com base na
estrutura do recetor (structure/target based).”

Basse et al.®

recentemente utilizaram VS para identificar novos inibidores do
proteassoma. Como estrutura do recetor, utilizaram as subunidades L e M do codigo PDB
IIRU (Bos taurus) que, segundo os autores, correspondem as subunidades [5c e B6c (no
entanto, tal como referimos anteriormente, a comparagao dos dados obtidos na bibliografia

e a estrutura cristalografica propriamente nao é coerente

em termos das subunidades que formam o local ativo CT-L). {F-\ 0 o
_ . S X 4<=\ .
Para validar o pocket, dockaram o bortezomib com o software R® *—" HN J—g R

Surflex, tendo o inibidor ficado posicionado de forma muito
semelhante ao bortezomib cristalografico. Para o VS  Figura29 - O inibidor 2b obtido

por Basse et al. através de VS.
utilizaram trés softwares (FRED, Surflex e o LigandFit), tendo ~ R'=N(CH,CH,CH;), e R’=4-

. . , . C(CH,),*®
sido selecionadas moléculas que, posteriormente, foram

testadas in vitro no proteassoma 20S de coelho, tendo sido avaliadas nao so a atividade CT-L,
mas também a atividade C-L e T-L. O composto denominado 2b (figura 29) revelou ser um

inibidor promissor-.
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No trabalho por nés desenvolvido, foram realizados diversos calculos de VS, tanto
baseados na estrutura de ligandos, como baseados na estrutura do alvo (neste caso, o
proteassoma humano), com o objetivo de identificar novas moléculas com atividade
inibitoria.

A base de dados in silico escolhida para os diversos screenings efetuados foi a base de
dados de compostos do National Cancer Institute (NCI), incluindo esta 265,242 moléculas
devidamente protonadas e com as respetivas formulas e pesos moleculares, assim como as

respetivas coordenadas tridimensionais de cada atomo (download das moléculas em formato

SDF efetuado a partir de http://cactus.nci.nih.gov/download/nci/'"” em Maio de 2013). A base

de dados foi dividida em bases de dados mais pequenas (cada uma com cerca de 5000
moléculas) que foram pesquisadas paralelamente de modo a diminuir o tempo de calculo.

No VS baseado na estrutura de ligandos utilizou-se como filtro o farmacéforo obtido
com base em inibidores conhecidos do proteassoma humano desenvolvido com base nas
epoxicetonas, tendo sido de seguida efetuado o docking dos compostos resultantes no
modelo de homologia desenvolvido com base no local ativo CT-L (35c-f6c).

O VS baseado na estrutura do recetor teve como base o docking molecular da base
de dados do NC| de modo a pesquisar compostos que interagissem favoravelmente com o
local ativo do modelo de homologia com atividade CT-L e que apresentassem uma boa
afinidade com o alvo.

Todos os calculos foram realizados no cluster de calculo cientifico da Faculdade de

Farmacia da Universidade de Lisboa.

4.3.1 = VIRTUAL SCREENING COM BASE NA ESTRUTURA DE LIGANDOS

O farmacoforo obtido com base na estrutura de diversas epoxicetonas (ver 4.2.1)
serviu de base a este screening, sendo o objetivo desta metodologia funcionar como um filtro
das moléculas da base de dados do NCI| tendo como base as caracteristicas farmacoforicas
existentes no modelo. Deste modo, o docking efetuado posteriormente incidiu apenas nas
moléculas filtradas pelo farmacéforo cujas estruturas a partida terdo alguma semelhanga
estrutural com moléculas ativas na subunidade CT-L do proteassoma.

Utilizando inicialmente o farmacéforo como filtro, das 265,242 moléculas da base de
dados do NCI| foram detetados 58,610 potenciais compostos hit, o que equivale a uma

percentagem de 22% do total da base de dados. A aplicagao deste filtro foi efetuada com o
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software MOE 2012.10 e teve como objetivo selecionar apenas moléculas com caracteristicas
comuns a inibidores conhecidos representadas no MF, esperando-se que o conjunto de
moléculas detetado esteja em parte livre de moléculas inativas.

De seguida, efectuou-se um novo screening utilizando-se o software GOLD 5.1.0 para
proceder ao docking dos potenciais compostos hit no local ativo das subunidades 5c-f6c e
agrupa-los por ordem decrescente de afinidade (score). Neste segundo screening foi realizado
um docking nao covalente das 58,610 moléculas no modelo de homologia da subunidade
catalitica f5c do proteassoma humano. Em termos das condigbes em que o docking
decorreu, definiu-se a Thrlcomo estando no centro do local ativo no modelo de homologia
das subunidades B5c-Béc do proteassoma humano, definindo-se um raio de interagdo de 15
A para o espago de procura. Foram efetuadas 50 corridas para cada molécula da base de
dados e selecionadas as 3 melhores configuragoes para cada molécula. A velocidade do
docking foi definida como 30% de modo a obter uma velocidade de procura relativamente
rapida, nao foram colocadas moléculas de agua no local ativo e a fungao de scoring utilizada

foi o GoldScore.

* Obter o modelo de homologia do local ativo CT-L do proteassoma humano e obter o\
MF com base na estrutura de ligandos (MFL4). (Ver 4.2.1)
(Nota: MFL4 e modelo de homologia obtidos com o software MOE 2010.10 e MOE

2012.10, respetivamente.) Y,
*Utilizar o MFL4 para filtrar a base de dados do NCI (265,242 moléculas) - software A

MOE 2012.10
(Detegao de potenciais 58,610 compostos hit.) )
<

*VS : docking das 58,610 moléculas no modelo de homologia
Software GOLD 5.1.0, raio = 15 A, 50 corridas, velocidade a 30%, 3 melhores configuragoes
de cada molécula, fungdo de scoring GoldScore.

J

~

*Inspecdo visual e selecio de compostos.

LA

Figura 30 — VS com base na estrutura de ligandos.
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4.3.2 — VIRTUAL SCREENING COM BASE NA ESTRUTURA DO RECETOR

Com o objetivo de identificar novos inibidores do proteassoma humano foi utilizado
um protocolo de VS que consistiu no docking direto da base de dados do NCI no modelo de
homologia desenvolvido em 4.1.

Para tal, foi efetuado o docking nao covalente das moléculas da base de dados do NCI
(265,242 moléculas) utilizando o software GOLD 5.1.0. A Thrl foi definida como sendo o
centro do local ativo do modelo de homologia da subunidade 35¢ humana do pocket [5c-
B6c, tendo sido definido um raio de 15 A para a interacio dos ligandos. Foram efetuadas 50
corridas para cada molécula e selecionadas as trés melhores configuragcoes para cada
molécula. Foi realizado um docking preliminar no qual a velocidade do screening foi definida
como 30% (dado que se pretende uma maior velocidade de procura, apesar de o espago de
procura ser menos explorado), nao foram colocadas moléculas de agua explicitas no local
ativo e a fungao de scoring utilizada foi o GoldScore.

De seguida, efetuou-se um segundo screening para refinar os resultados obtidos
previamente. Comegou-se por analisar os resultados obtidos e decidiu-se que, para este
segundo screening apenas seriam redockadas as moléculas que obtiveram um score a partir de
60, inclusive. Este valor de score foi definido tendo como base os scores obtidos quando
foram previamente dockados inibidores conhecidos da actividade CT-L do proteassoma na
escala do nM (nomeadamente o bortezomib, o carfilzomib, a felutamida B, entre outros
exemplos) no modelo de homologia utilizado. Utilizando a fun¢ao GoldScore verificou-se,
por exemplo, que o bortezomib obteve um score de 61.41 e que, de uma forma geral, os
restantes inibidores dockados apresentaram valores superiores ou iguais a 60. Este valor de
score minimo estipulado levou a que fossem selecionadas 20,376 moléculas, tendo estas
moléculas sido novamente dockadas com o software GOLD versao 5.1.0, sendo que,
relativamente aos screenings anteriores, as diferengas manifestaram-se no facto de terem sido
efetuadas 100 corridas para cada molécula e de a velocidade do screening ter sido definida
como |100% dado que um docking mais lento do que no primeiro screening permite ao GOLD

tentar explorar melhor o espago de procura.
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* Obter o modelo de homologia do local ativo CT-L do proteassoma humano

(software MOE 2010.10)

J
* Primeiro VS : docking das 265,242 moléculas da base de dados do NCI no N
modelo de homologia Software GOLD 5.1.0, raio = 15 A, 50
corridas, velocidade a 30%, 3 melhores configuragées de cada molécula, fungao de
scoring GoldScore. J
\
*Selecdo das moléculas com score igual ou superior a 60 (20,376 moléculas)
J

*Segundo VS : docking das 20,376 moléculas no modelo de homologia
Software GOLD 5.1.0, raio = 15 A, 100 corridas, velocidade a 100%, 3

melhores configuragdes de cada molécula, fungao de scoring GoldScore.

*Inspecdo visual e selecio de compostos.

ALK

Figura 31 — VS com base na estrutura do recetor.

4.3.3 - DISCUSSAO DE RESULTADOS DO VIRTUAL SCREENING

Apds o VS, os compostos dockados foram visualmente inspecionados, tendo sido
analisadas as primeiras 150 moléculas com melhor score em cada um dos screenings. Destas
50 moléculas de cada screening foram excluidas, por exemplo, as moléculas que possuiam
metais (nomeadamente metais pesados, como o chumbo) e compostos com estruturas tipo
porfirina dado que também possuem metais na sua composigao.

No caso do VS com base na estrutura de ligandos, foram selecionadas 65 moléculas.
Os codigos correspondentes a cada uma das moléculas encontram-se no anexo 8, sendo
possivel aceder as estruturas e a informagdo de cada molécula no site PubChem

)IZO

(http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/) ™. No entanto, na figura 32 encontram-se algumas das

moléculas selecionadas.
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No caso do VS com base na estrutura do recetor, apds inspegao visual foram
selecionadas 44 moléculas. No anexo 9 é possivel consultar os codigos dos compostos
selecionados, estando todas os compostos e respetiva informagao disponiveis no site

Pubchem (http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/)'*°. Na figura 33 encontram-se alguns exemplos

das moléculas selecionadas neste screening.

Nos anexos 8 e 9 encontram-se ainda dados relativos ao score obtido por cada
composto no VS (sendo que o score representa uma estimativa da energia livre de Gibbs),
informagao sobre o niimero de atomos pesados e o valor da eficiéncia do ligando (ligand
efficiency — LE) calculado para cada composto.

A LE é uma medida da energia de ligagdo por atomo do ligando relativamente ao
recetor com o qual interage. Trata-se de um conceito relevante na descoberta de novos
farmacos dado que, em conjugacdo com um estudo das propriedades fisico-quimicas e
farmacoldgicas, permite otimizar a procura de potenciais compostos lead.'*"'*

A LE permite avaliar se um ligando deve a sua poténcia de agao ao facto de se ajustar
perfeitamente ao recetor ou por estabelecer muitas interagoes com este. Regra geral, a LE
diminui com o aumento do numero de 3atomos pesados do composto, podendo a
biodisponibilidade ser comprometida.'”

Numericamente, podemos definir a LE como sendo o quociente entre a energia livre

de Gibbs (AG) e o nimero de atomos nao hidrogénio/atomos pesados (N) do composto'*:
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NSC633664

NSC146730

NSC624746

NSC143436 (Rifamicina B
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Figura 32 - Algumas das moléculas do VS com base na estrutura de ligandos.
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Figura 33 — Algumas das moléculas do VS com base na estrutura do recetor.

Comparando as |50 moléculas inspecionadas em cada screening, existem 39
moléculas em comum entre os dois screenings. No entanto, ao nivel dos compostos
selecionados, existem apenas |5 moléculas em comum cujos codigos correspondentes sao:
NSC722658, NSC722660, NSC722659, NSC722657, NSC722654, NSC722655,
NSC722661, NSC744991, NSC726291, NSC1 13926, NSC208397, NSC381 101, NSC624751,
NSC165124 e NSC617200.

Comparando a LE dos compostos escolhidos, no caso do screening com base na
estrutura de ligandos esta varia entre 1.23 (c6digo NSC208397) e 3.21 (codigo NSC633664),
existindo |18 compostos com LE maior ou igual que 2 (ou seja, 28% dos compostos

selecionados neste screening); no screening com base na estrutura do recetor a LE varia entre
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0.93 (codigo NSC 672462) e 3.94 (codigo NSC83442), sendo 25 os compostos com LE igual
ou superior a 2 (o que corresponde a 57% dos compostos selecionados neste screening).

No VS com base na estrutura de ligandos, as primeiras moléculas selecionadas (por
exemplo, NSC722655, NSC722659 e NSC722657) apresentam ligagoes peptidicas e, para
além disso, tém uma estrutura algo semelhante a estrutura base dos carotendides.

No composto NSC633664 podemos verificar que o seu nucleo base é muito
semelhante ao nucleo caracteristico dos esteroides - o nucleo
ciclopentanoperhidrofenantreno — o que podera ser relevante na medida em que os
corticosterodides sao utilizados, por exemplo, como imunossupressores no tratamento de
patologias autoimunes.'*

Neste screening que utilizou o farmacédforo como filtro foram detetados diversos
compostos que foram previamente alvo de bioensaios, dos quais sao exemplo:

o NSC633249 — foi aplicado a linhas celulares de cancro do ovario e de leucemia, no
entanto o composto mostrou-se inativo;

e NSCI143416 — utilizado no NCI em ensaios antivirais HIV e tendo sido detetado no
screening de farmacos anticancerigenos do NCI, no entanto revelou-se inativo em
ambos os casos;

e NSC633249 — utilizaram-se linhas celulares de cancro do ovario e de leucemia, mas o
composto mostrou-se inativo;

e NSC624751 (ranaconitina) — alcaloide diterpénico que mostrou ser inativo no ensaio
antiviral de HIV do NCI;

e NSC304412 — composto antineoplasico mas que revelou ser inativo na leucemia no

screening in vivo de farmacos anticancerigenos do NCI.'?

Foram ainda detetados no screening com base na estrutura de ligandos alguns
compostos que apresentam diversas propriedades farmacoldgicas interessantes,
nomeadamente propriedades antibacterianas e/ou antineoplasicas:

e NSC613013 (patelazole B) e NSC613015 (patelazole C) — macrdlidos citotoxicos;
e NSCI113926 (rifampicina) — um derivado semi-sintético da rifamicina B que, entre
outros organismos, € ativo em diversas formas de Mycobacterium,;

e NSC56409 (werramycin A/ nonactina) — antibiotico que demonstrou ser ativo no

.....

cancro do ovario;

e NSCI143424 (rifamicina dibenzilamida);
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e NSCI143429 (rifamicina B ciclohexilmetilamida);

e NSCI143426 (rifamicina B dibutilamida);

e NSC 143428 (rifamicina B ciclopentilmetilamida);
e NSCI14347]1 (rifamicina AF);

e NSCI143416 (N-dimetilrifampicina);

e NSCI65124 (3-formilrifamicina SV o-deciloxima);

e NSCI43418 (rifamida/rifamicina B dietilamida) — antibiético macrélido.'*

No VS com base na estrutura do recetor, as primeiras moléculas selecionadas (por
exemplo, NSC722658, NSC722660 e NSC722659) sao iguais as moléculas do screening
anteriormente analisado, apresentando a mesma estrutura tipo carotendide e ligagoes
peptidicas.

No composto NSC74499| podemos constatar que se trata de uma sulfonamida, o
que podera ser relevante na medida em que as sulfonamidas sao antibioticos utilizados no
tratamento de doengas infeciosas causadas por diversos microorganismos (por exemplo, a
sulfadiazina pode ser utilizada no tratamento de infegdes urinarias).'**

O composto NSC304422 apresenta um nucleo muito semelhante ao indol (o nicleo
base dos alcaldides). No caso do composto NSC617200, este apresenta um nucleo indol
completo e ainda ligagoes peptidicas.

As moléculas NSC724849 e NSCI10279 foram selecionadas devido ao facto de
terem bastantes ligacoes peptidicas e estas estarem presentes em alguns inibidores do
proteassoma.

O composto NSCI173710 podera ter interesse devido ao facto de ter atomos de

flior (que geralmente tornam um farmaco mais resistente ao metabolismo). Para além disso,

podemos verificar que tem uma ligagao peptidica.

Neste screening podemos mencionar como exemplo de compostos que foram
previamente alvo de bioensaios as seguintes moléculas:
e NSC624751 (ranaconitina) — alcaloide diterpénico que mostrou ser inativo no ensaio
antiviral de HIV do NCI;
e NSC83442 — revelou ser inativo na leucemia no screening in vivo de farmacos
anticancerigenos do NCI;

.....

celulares neoplasicas de leucemia e cancro do ovario;
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NSCI110279 — obtido no screening de farmacos anticancerigenos do NCI, mostrou
ser ativo em ensaios bioldgicos;

NSC697674 — deu resultado positivo no ensaio bioldgico antiviral do NCI para o
HIV.'?°

Em termos da detecao de compostos com propriedades farmacoldgicas importantes

(tais como propriedades antibacterianas e/ou antineoplasicas), no VS com base na estrutura

do recetor temos os seguintes exemplos:

NSC56409 (werramycin A/ nonactina) — antibidtico que demonstrou ser ativo no
cancro do ovario;

NSC304422 (catarantamina) — um alcaloide da vinca que mostrou ter atividade num
modelo tumoral de leucemia;

NSC624751 (ranaconitina) — alcaloide diterpénico que mostrou ser inativo no ensaio
antiviral de HIV do NCI;

NSC624749 (bleomicina B2, sulfato) — antibiotico citostatico detetado por screening
in vivo de farmacos anticancerigenos do NCI| e que mostrou ser ativo no ensaio
inibitorio do crescimento de modelos tumorais apos linhas celulares neoplasicas de
leucemia e cancro do ovario;

NSC139209 (DMB - rifampicina) — antibiotico detetado no screening in vivo de

farmacos anticancerigenos do NCI.'*°

Para além de tudo o que ja foi mencionado, é extremamente importante analisar as

poses de docking dos compostos de modo a verificarmos se estes interagem ou nao com o

recetor no local pretendido e quais as interagoes estabelecidas com este.

Como exemplos de poses de compostos dockados e respetivas interagdoes com o

recetor no VS com base na estrutura de ligandos, as figuras 34 e 35 sao relativas ao ligando

dockado com o cédigo NSC 722655 (o ligando com melhor score no VS com base na

estrutura de ligandos) e a figura 36 é referente ao ligando com o codigo NSCI13926

(rifampicina). A Thrl encontra-se a cor verde, estando o ligando dockado a cor-de-rosa e o

PR-957 (o ligando cristalografico do codigo PDB 3UNS) a azul.
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Figura 34 — O composto com o codigo NSC722655 (cor-de-rosa) posicionado no modelo de homologia e
sobreposto com o PR-957 (azul). A Thrl apresenta a cor verde.

Gly
Al88,
Ser Ala Val
Al8g, ALOS, A90, Pro Ser.
B148 B146
Arg Ay
&8 k|

Figura 35 - Interacoes do composto com o cédigo NSC722655 dockado no modelo de homologia. (A Thrl
aparece representada por Thr60 dado que foi a numeragio atribuida no modelo de homologia.)

Figura 36 — Esquerda: O composto com o cédigo NSCI13926 (cor-de-rosa) posicionado no modelo de
homologia e sobreposto com o PR-957 (azul). A Thrl apresenta a cor verde. Direita: Interagdes do composto
com o coédigo NSC722655 dockado no modelo de homologia. (A Thrl aparece representada por Thré60 dado
que foi a numeragio atribuida no modelo de homologia.)
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Nos dois exemplos mencionados, os ligandos ficaram bem posicionados no local
ativo, chegando mesmo a estabelecer interagdes com a Thrl.

Relativamente ao VS com base na estrutura do recetor, o composto com o codigo
NSC617200 encontra-se posicionado no local ativo (figura 37), no entanto interage com

uma Met, encontrando-se a 2.78A da Thrl (figura 38).

Figura 37 — O composto com o cédigo NSC617200 (cor-de-rosa) posicionado no modelo de homologia,
encontrando-se o ligando cristalografico PR-957 a azul e a Thrl a verde.

Ala
ALY
Ala
AL05

Figura 38 — Interagdes do composto com o codigo NSC617200 dockado no modelo de homologia. (A Thrl
aparece representada por Thr60 dado que foi a numeragao atribuida no modelo de homologia.)

No entanto, nem sempre as moléculas ficam bem posicionadas no pocket, dai a
importancia de termos de analisar as poses dos compostos dockados. Por exemplo, no VS
com base na estrutura do recetor, o ligando com o cédigo NSC83442 apresentou uma
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excelente LE (3.94) e, dado que se trata de uma molécula de menores dimensoes que muitas
das restantes moléculas da base de dados, seria de esperar que se conseguisse posicionar
bem no pocket. No entanto, verificou-se que este ligando ficou bastante afastado da Thrl (a

12.72 A), nio estabelecendo qualquer tipo de interacdes com esta (figura 39).

Figura 39 - Esquerda: O composto com o codigo NSC83442 (cor-de-rosa) posicionado no modelo de
homologia. A azul encontra-se o ligando cristalografico PR-957 e a Thr| apresenta a cor verde. Direita: Nao se
verificaram interagSes entre o composto com o cédigo NSC83442 e a Thrl.

Tendo em conta que existem diversos compostos resultantes tanto do VS com base
na estrutura de ligandos como do VS com base na estrutura do recetor que possuem
ligagoes peptidicas na sua estrutura (por exemplo, os compostos NSC722655 e
NSC724849), podemos concluir que estes compostos apresentam algumas semelhangas com
inibidores peptidicos do proteassoma (dos quais sao exemplo o TMC95A e o ritonavir).

O facto de terem sido detetadas algumas moléculas com nucleos iguais ou muito
semelhantes aos nulcleos bases de alguns grupos de compostos (por exemplo, os alcaldides)
ou moléculas com atividade farmacologica conhecida, nomeadamente a rifampicina e o
sulfato de bleomicina, tal podera ser importante para estudos futuros em termos de

eventuais novas aplicagoes terapéuticas.
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O sistema ubiquitina-proteassoma € essencial a homeostase, sendo o proteassoma
um alvo importante para intervengao terapéutica em diversas patologias, homeadamente
neoplasias, doengas neurodegenerativas e patologias inflamatorias.

Sendo o proteassoma uma protease multicatalitica, os seus inibidores podem atuar
em diversos locais, nomeadamente ao nivel do local ativo C-L, T-L e CT-L.

Neste trabalho foi desenvolvido e validado um modelo de homologia para o local
ativo CT-L que teve como base o codigo PDB 3UNS8 (proteassoma 20S de levedura em
complexo com o inibidor PR-957). Ao sobrepormos o modelo de homologia com a
estrutura cristalografica utilizada como template, obteve-se um RMSD de 0.74 A. Para
além disso, o grafico de Ramachandran mostrou que a maioria dos residuos se
encontra em zonas nucleares (nomeadamente os residuos importantes na atividade
catalitica). O docking de inibidores conhecidos (tais como o bortezomib e o
carfilzomib) que atuam na subunidade catalitica f5c mostrou que os compostos ficaram
bem posicionados no local ativo em questao.

No decorrer deste trabalho foram desenvolvidos modelos farmacoféricos com o
objetivo de diferenciar possiveis inibidores de moléculas nao ativas, tendo dois desses
modelos sido validados.

O farmacoforo desenvolvido com base na estrutura de inibidores conhecidos da subunidade
catalitica B5¢c do proteassoma, designado por MFL4, teve como ponto de partida a estrutura
de epoxicetonas e detetou 78% dos compostos da base de dados de controlo positivo e 17%
dos compostos da base de dados de controlo negativo, o que demonstra a sua seletividade
para a detecao de potenciais compostos hit. O MFL4 apresenta as seguintes caracteristicas
farmacoféricas: FlI Acc|Don (raio 1.4); F2 e F3 Hyd (raio 1.4); F4 Acc (raio 1.1).

O segundo farmacoforo desenvolvido, MFRI, teve como base a estrutura tridimensional do
local ativo CT-L do cédigo PDB 3UNS8 (cadeias K e L) e apresenta as seguintes
caracteristicas: FI Hyd (raio 1.4), F2 Hyd (raio 1.1), F3 Hyd (raio |), F4 Acc|Don (raio 1.8),
F5 Acc|Don (raio 1.7). Uma vez que detetou 69% dos compostos da base de dados de
controlo positivo e 15% dos compostos da base de dados de controlo negativo, podemos
constatar que apresenta uma boa seletividade na detegao de potenciais compostos hit.

O VS realizado teve como base duas abordagens distintas: VS com base na estrutura
de ligandos (no qual se utilizou o MFL4 como filtro) e VS com base na estrutura do recetor
(modelo de homologia). Em ambos, a base de dados utilizada foi a base do NCI e foi

utilizado o modelo de homologia obtido previamente para dockar os compostos.
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Foram analisadas as 150 moléculas moléculas de cada screening que apresentaram
melhor score, tendo sido selecionadas 65 moléculas no VS com base na estrutura de ligandos
e 44 moléculas no VS com base na estrutura do recetor. Algumas das moléculas selecionadas
(por exemplo, os compostos NSC722655 e NSC724849) apresentam algumas semelhangas
com inibidores peptidicos do proteassoma dado que possuem ligagoes peptidicas. A
presenca de compostos com estruturas iguais ou muito parecidas com nucleos base de
alguns compostos (por exemplo, o nlcleo indol dos alcaloides), assim como a detecao de
moléculas com atividade farmacoldgica conhecida e que sao utilizadas na clinica,
nomeadamente a rifampicina, podera ser importante para estudos futuros em termos de
eventuais novas aplicagoes terapéuticas.

O facto de existirem 15 moléculas em comum (NSC722658, NSC722660,
NSC722659, NSC722657, NSC722654, NSC722655, ~NSC722661, NSC744991,
NSC726291, NSCI13926, NSC208397, NSC381101, NSC624751, NSCI165124 e
NSC617200) entre as moléculas selecionadas de entre as 150 primeiras moléculas de cada
screening demonstra que nao s6 o MFL4 selecionou estas moléculas como tendo
caracteristicas comuns a alguns inibidores conhecidos da subunidade catalitica [(5c
proteassoma como, a partida, também foram algumas das moléculas melhor posicionadas no
docking, tendo portanto com uma maior afinidade prevista.

Apesar de a eficiéncia do ligando nos dar alguma informagao acerca da interagao do
ligando com a proteina, € extremamente importante visualizar o posicionamento de cada
molécula no local ativo para verificar se de facto ocorrem as interagoes pretendidas e se o
composto se encontra bem posicionado.

Resumindo, neste trabalho foram construidos com sucesso o primeiro modelo de
homologia para as subunidades [5c e [f6c do proteassoma humano e ainda modelos
farmacoforicos de inibidores do proteassoma. Estes resultados permitiram realizar o VS de
uma base de dados de compostos significativa (a base de compostos do NCI) e selecionar

Futuramente, sera importante proceder a realizagado de todo o procedimento
computacional para os locais ativos C-L e T-L de modo a selecionar potenciais inibidores
que atuem nestas subunidades e identificar compostos que tenham atividade em mais de um
local ativo. Para além disso, tera de ser efetuada toda a avaliagao bioldgica das moléculas
selecionadas nao sé no trabalho presente mas também em trabalhos futuros de modo a

obtermos informagao mais detalhada.
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ANEXO |

Cédigo Descrigdo do cédigo PDB Cadeia(s) e genes que Resolugdo e
PDB codificam para as data de
subunidades cataliticas revisdo

IPMA Proteassoma de Thermoplasma 1, 2,B, P, Q,R,S, T, U, V,W, 340A
acidophilum X, Y, Z: subunidades f 24/02/2009

1Q5Q Proteassoma 20S de Rhodococcus H 1] KL M N: subunidade | 2.60 A

tipo B 13/07/201 1
3KRD Estrutura cristalografica do 2CEGHJLNPRTVXZ 250A
proteassoma de Mycobacterium subunidade B do proteassoma 13/07/2011
Tuberculosis em complexo com
Felutamida B

2FHH Estrutura cristalografica do 2CEGHJLNPRTVXZ 29A
proteassoma de Mycobacterium subunidade 8 do proteassoma 13/07/201 1
Tuberculosis em complexo com o
inibidor MLN-273

3MGO Estrutura do proteassoma 20S de KY:PRE2* 2.68 A
levedura com o bortezomib 2 N: PRE3* 13/07/201 1

H V: PUPI*

2F16 Estrutura cristalografica do K YY:PRE2* 2.80 A
proteassoma 20S de levedura com 2 N:PRE3* 13/07/201 1
o bortezomib H V: PUPI*

2ZCY Complexo do proteassoma 20S de K Y:PRE2* 2.90 A
levedura com syringolin A I N: PRE3* 13/07/201 1

H V: PUPI*

3UN4 Proteassoma 20S de levedura em K Y:PRE2* 340 A

complexo com PR-957 (morfolina) N b: PRE3* 28/03/2012
H V: PUPI*

3UNS Proteassoma 20S de levedura em K Y:PRE2* 270 A

complexo com PR-957 (epdxido) N b: PRE3* 28/03/2012
H V: PUPI*

3SH]) Proteassoma em complexo com o KYY:PRE2* 2.80 A

derivado hidroxiureia HU10 2 N: PRE3* 18/01/2012
H V: PUPI*

3DY4 Estrutura cristalografica do KY:PRE2* 2.80 A
proteassoma 20S de levedura em 2 N:PRE3* 19/01/2010
complexo com spirolactacystin H V: PUPI*

3E47 Estrutura cristalografica do KY:PRE2* 3.00 A
proteassoma 20S de levedura em 2 N:PRE3* 13/07/201 1
complexo com Homobelactosina C H V: PUPI*

I1IRU Estrutura cristalografica do | M: I 275 A
proteassoma 20S de mamifero com K Y: 32 13/07/201 1
resolucio de 2.75 A (Bos taurus) LZ:B5

3UNB Proteassoma 20S constitutivo de L Zn 2:fl 2.90 A
rato em complexo com PR-957 J X1z B2 28/03/2012

HVjx: B10 (B2i)
I K'Y m: 38 (B5i)
4 N b p: B9 (Bli)

3UNE Proteassoma 20S constitutivo de 2L Zn:fl 320A

rato ] X1z B2 28/03/2012
I KY m: 5
3UNF Imunoproteassoma 20S de rato em L Z: I 2.90 A
complexo com PR-957 ] X: B2 28/03/2012
H V: 310 (B2i)
KY: B8 (B5i)
N b: B9 (Bli)
3UNH Imunoproteassoma 20S de rato L Z: Bl 3.20A
] X: B2 28/03/2012
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H V: B10 (B2i)
K Y: B8 (B5i)
N b: B9 (Bl)

Estruturas cristalograficas publicadas ap6s elaboraciao dos modelos de homologia

4BGR

4EU2

4INR

4INT

4INU

4)SQ

4JSU

4)TO

A estrutura do proteassoma 26S
com ligagao a ATP-yS auxilia na
compreensao do mecanismo de

translocagao do substrato
dependente de nucleotido
Estrutura cristalografica do

proteassoma 20S com o novo
inibidor K-7174

Proteassoma 20S de levedura em
complexo com a vinilsulfona LU102

Proteassoma 20S de levedura em
complexo com a vinilsulfona LU122

Proteassoma 20S de levedura em
complexo com a vinilsulfona LU 12

Proteassoma 20S de levedura em
complexo com o mimético linear
dimerizado de TMC-95A - yCP:4e
Proteassoma 20S de levedura em
complexo com o mimético linear
dimerizado de TMC-95A - yCP:3a
Proteassoma 20S de levedura em
complexo com o mimético linear
dimerizado de TMC-95A - yCP:4a

L Z: PRE2*
H V: PRE3*
| W: PUPI*
K'Y: PRE2*
N b: PRE3*
H V: PUPI*
K'Y: PRE2*
N b: PRE3*
H V: PUPI*
K'Y: PRE2*
N b: PRE3*
H V: PUPI*
N b: I
HV: B2
KY:B5
N b: Bl
HV: B2
KY:B5
N b: I
HV: B2
KY: B5

9.8 A
(microscopia
eletroénica)
15/05/2013

251 A
01/05/2013

270 A
27/02/2013

2.90 A
27/02/2013

3.10 A
27/02/2013

2.80 A
01/05/2013

2.90 A
01/05/2013

3.10A
05/06/2013

*Sao pré-formas das subunidades Bl (PRE3), B2 (PUPI) e B5 (PRE2).
Com excepgao do PDB 4BGR — obtido por microscopia eletronica — as restantes estruturas foram obtidas por
cristalografia de raio X).

Tabela 10 - Exemplos de estruturas cristalograficas do proteassoma.
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ANEXO 2

Subunidade Cédigos Uniprot a comparar Percentagem de
identidade
Blc Homo sapiens (P20618) e Mus musculus (O09061) 94%
Homo sapiens (P20618) e S. cerevisiae (P38624) 55%
Mus musculus (O09061) e S. cerevisiae (P38624) 45%
Bos taurus (Q2TBX6) e Homo sapiens (P20618) 94%
Bos taurus (Q2TBX6) e Mus musculus (O09061) 93%
Bos taurus (Q2TBX6) e S. cerevisiae (P38624) 18%
B2c Homo sapiens (P49721) e Mus musculus (Q9R1P3) 97%
Homo sapiens (P49721) e S. cerevisiae (P25043) 19%
Mus musculus (Q9RI1P3) e S. cerevisiae (P25043) 19%
Bos taurus (Q5E9KO0) e Homo sapiens (P49721) 99%
Bos taurus (Q5E9KO0) e Mus musculus (Q9R1P3) 95%
Bos taurus (Q5E9KO) e S. cerevisiae (P25043) 14%
B3c Homo sapiens (P49720) e Mus musculus (Q9RIPI) 99%
Homo sapiens (P49720) e S. cerevisiae (P25451) 55%
Mus musculus (Q9RIPI) e S. cerevisiae (P25451) 55%
Bos taurus (P33672) e Homo sapiens (P49720) 99%
Bos taurus (P33672) e Mus musculus (Q9RIPI) 99%
Bos taurus (P33672) e S. cerevisiae (P25451) 54%
B4c Homo sapiens (P28070) e Mus musculus (P99026) 94%
Homo sapiens (P28070) e S. cerevisiae (P22141) 15%
Mus musculus (P99026) e S. cerevisiae (P22141) 15%
Bos taurus (Q3T108) e Homo sapiens (P28070) 95%
Bos taurus (Q3T108) e Mus musculus (P99026) 93%
Bos taurus (Q3T108) e S. cerevisiae (P22141) 15%
B5c Homo sapiens (P28074) e Mus musculus (O55234) 95%
Homo sapiens (P28074) e S. cerevisiae (P30656) 67%
Mus musculus (O55234) e S. cerevisiae (P30656) 67%
Bos taurus (Q32KL2) e Homo sapiens (P28074) 96%
Bos taurus (Q32KL2) e Mus musculus (O55234) 93%
Bos taurus (Q32KL2) e S. cerevisiae (P30656) 51%
Bé6¢c Homo sapiens (P28072) e Mus musculus (Q60692) 94%
Homo sapiens (P28072) e S. cerevisiae (P23724) 50%
Mus musculus (Q60692) e S. cerevisiae (P23724) 24%
Bos taurus (Q3MHNO) e Homo sapiens (P28072) 95%
Bos taurus (Q3MHNO) e Mus musculus (Q60692) 92%
Bos taurus (Q3MHNO) e S. cerevisiae (P23724) 21%
B7c Homo sapiens (Q99436) e Mus musculus (P70195) 96%
Homo sapiens (Q99436) e S. cerevisiae (P30657) 16%
Mus musculus (P70195) e S. cerevisiae (P30657) 15%
Bos taurus (Q2TBP0) e Homo sapiens (Q99436) 96%
Bos taurus (Q2TBP0) e Mus musculus (P70195) 96%
Bos taurus (Q2TBPO) e S. cerevisiae (P30657) 15%
Bli (nota: no caso Homo sapiens (P28065) e Mus musculus (P28076) 89%
do S. cerevisiae é Blc Homo sapiens (P28065) e S. cerevisiae (P38624) 45%
a subunidade Mus musculus (P28076) e S. cerevisiae (P38624) 45%
utilizada dado que Bos taurus (Q3SZC2) e Homo sapiens (P28065) 92%
nao tem subunidades Bos taurus (Q3SZC2) e Mus musculus (P28076) 89%
indutivas) Bos taurus (Q3SZC2) e S. cerevisiae (P38624) 41%
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B2i (nota: no caso
do S. cerevisiae é P2c
a subunidade
utilizada dado que
nao tem subunidades
indutivas)

B5i (nota: no caso
do S. cerevisiae é f5¢
a subunidade
utilizada dado que
nao tem subunidades
indutivas)

Homo sapiens (P40306) e Mus musculus (O35955)
Homo sapiens (P40306) e S. cerevisiae (P38624)
Mus musculus (O35955) e S. cerevisiae (P38624)
Bos taurus (Q3TOT ) e Homo sapiens (P40306)
Bos taurus (Q3TOT 1) e Mus musculus (P28076)

Bos taurus (Q3TOTI) e S. cerevisiae (P38624)

89%
47%
56%
87%
85%
45%

Homo sapiens (P28062) e Mus musculus (P28063)
Homo sapiens (P28062) e S. cerevisiae (P30656)
Mus musculus (P28063) e S. cerevisiae (P30656)
Bos taurus (Q3T112) e Homo sapiens (P28062)
Bos taurus (Q3T112) e Mus musculus (P28063)

Bos taurus (Q3T112) e S. cerevisiae (P30656)

89%
54%
57%
89%
84%
48%

Tabela || - Percentagem de identidade das subunidades do proteassoma/imunoproteassoma entre diversos

organismos.
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ANEXO 3
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Figura 40 — Alguns inibidores conhecidos dockados da subunidade catalitica B5¢c na escala do nM e

respetivos scores obtidos.
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ANEXO 4

Subunidade
cataliticaa Cadeias de cada Cédigo Codigo
modelar subunidade do PDB de Uniprot
por pocket partida (Homo sapiens)
homologia
Blc Blc — cadeia N 3UNS P20618
B2c — cadeia H 3UNS8 P49721
B2c B2c — cadeia H 3UNS P49721
B3c — cadeia | 3UNS8 P49720
B5c B5¢c — cadeia K 3UNS8 P28074
B6c — cadeia L 3UNS8 P28072
Bli Blc — cadeia N 3UNS8 P28065
B2c — cadeia H 3UNS8 P40306
B2i B2c — cadeia H 3UNS8 P40306
B3c — cadeia | 3UNS8 P49720
B5i B5c — cadeia K 3UNS P28062
B6c — cadeia L 3UNS P28072

Tabela 12 — Resumo dos cédigos utilizados para efetuar cada modelo de homologia.

Blc/B2c B2c/B3c

B5c/Bbe Bli/B2i
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B2i/P3c B5i/B6c

Figura 41 - Sobreposicdo dos modelos de homologia dos pockets das subunidades cataliticas do proteassoma
e do imunoproteassoma com as subunidades de levedura iniciais utilizadas.

(Foram utilizadas as mesmas subunidades de levedura na construgio dos modelos constitutivos e indutivos
devido ao facto de a levedura nao expressar subunidades indutivas. A descri¢ao de cada modelo diz respeito ao
modelo de homologia obtido.)

Legenda de cores: azul — subunidade catalitica da levedura; rosa — subunidade catalitica homdloga humana;
amarelo — subunidade complementar do pocket da levedura, verde — subunidade complementar homodloga
humana.
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Anexo 5

Base de dados de controlo positivo (compostos com atividade na subunidade 35c¢)
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Figura 42 — Base de dados de controlo positivo utilizada na etapa de modelagio farmacoférica.
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Figura 43 — Base de dados de controlo negativo utilizada na etapa de modelagiao farmacoforica.
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Anexo 6

Epoxicetonas com énfase em caracteristicas
Aro/Acc/Don, esquema unified
FI Acc (raio |.4); F2 e F3 Hyd (raio 1.4); F4 Don
(raio 1)

Vinilsulfonas sem énfase em caracteristicas
Aro/Acc/Don, esquema unified
Fl, F2 e F3 Hyd (raio |1.4); F4 Acc2 (raio I)

Aumentar o
raio de todas as
caracteristicas
do farmacoéforo

Aumentar o
raio das
caracteristicas
individualment
e mantendo as
restantes
caracteristicas
constantes

Aumentar o
raio das
caracteristicas
hidrofébicas

em simultineo

Aumentar
progressivamen
te o raio de
algumas
caracteristicas,
mantendo as
restantes
constantes

FI,F2,F3 (1.4 > 2) e F4 (I >1.5)

124 ativos e 29 inativos (87%/49%)

FI (1.4 — 2): 110 ativos, | | inativos (77%/19%)
F2 (1.4 — 2): 103 ativos, 15 inativos (73%/25%)
F3 (1.4 — 2): 103 ativos, | | inativos (73%/19%)
F4 (I — 1.4): 105 ativos, |3 inativos (74%/22%)
F4 (I — 2): 113 ativos, 17 inativos (80%/29%)

F2 (2), F3 (2) — 108 ativos, 2| inativos (76%, 36%)

Fl (1.4 — 1.5): 98 ativos, 8 inativos (69%/14%)
Fl (1.4 > 1.6): 102 ativos, 8 inativos
(72%114%)

FI (1.4 —> 1.7): 103 ativos, 9 inativos (73%/15%)
FI (1.4 — 1.8): 104 ativos, 9 inativos (73%/15%)
FI (1.4 — 1.9): 107 ativos, 10 inativos (75%/17%)
FI (1.4 — 2.0): 110 ativos, || inativos (77%/19%)

F2 (1.4 — 1.5): 75 ativos, 6 inativos (52%/10%)
F2 (1.4 — 1.6): 75 ativos, 6 inativos (52%/10%)
F2 (1.4 > 1.7): 79 ativos, 6 inativos (56%/10%)
F2 (1.4 — 1.8): 79 ativos, 6 inativos (56%/10%)
F2 (1.4 > 1.9): 79 ativos, 7 inativos (56%/12%)
F2 (1.4 — 2.0): 81 ativos, 7 inativos (57%/12%)

F3 (1.4 — 1.5): 98 ativos, 8 inativos (69%/14%)

F3 (1.4 > 1.6): 99 ativos, 8 inativos (70%/14%)
F3 (1.4 — 1.7): 100 ativos, 9 inativos (70%/|5%)

F3 (1.4 — 1.8): 101 ativos, || inativos (71%/19%)
F3 (1.4 — 1.9): 102 ativos, | | inativos (72%/19%)
F3 (1.4 — 2.0): 103 ativos, | | inativos (73%/11%)

F4 (1 — 1.1): 102 ativos, 9 inativos (72%/15%)

F4 (1 —> 1.2): 103 ativos, 10 inativos (73%/17%)
F4 (1 — 1.3): 104 ativos, 10 inativos (73%/17%)

F4 (1 — 1.4): 105 ativos, 13 inativos (74%/22%)
F4 (I — 1.5): 105 ativos, |3 inativos (74%/22%)

F4 (1 > 1.6): 106 ativos, 13 inativos (75%/22%)
F4 (I —> 1.7): 110 ativos, 14 inativos (77%/24%)

F4 (I — 1.8): 110 ativos, 16 inativos (77%/27%)

F4 (I — 1.9): 113 ativos, 17 inativos (80%/29%)

F4 (I — 2.0): 113 ativos, |17 inativos (80%/29%)

FI,F3 (1.4 —>15),F2 (1.4 —>20),F4 (I —> 14)
11 ativos e 20 inativos (78%/34%)

Nota: em Fl e F3 os raios s6 podem ser
aumentados até |.5 dado que estas caracteristicas
se encontram muito proximas.

FI (1.4 — 1.5): 97 ativos, |6 inativos (68%/27%)
F2 (1.4 — 2): 106 ativos, 16 inativos (75%/27%)
F3 (1.4 — 1.5): 97 ativos, |5 inativos (68%/25%)
F4 (I — 1.4): 101 ativos, 16 inativos (71%/27%)
F4 (I — 2): 11 ativos, 29 inativos (78%/49%)

FI (1.5), F2 (2), F3 (1.5) — 108 ativos, 18 inativos
(76%, 31%)

Fl (1.4 —> 1.5): 97 ativos, 16 inativos
(68%/27%)

F2 (1.4 — 1.5): 96 ativos, 15 inativos (68%/25%)
F2 (1.4 — 1.6): 98 ativos, 15 inativos (69%/25%)
F2 (1.4 — 1.7): 99 ativos, 15 inativos (70%/25%)
F2 (1.4 — 1.8): 100 ativos, |5 inativos (70%/25%)
F2 (1.4 —> 1.9): 104 ativos, 15 inativos
(73%I125%)

F2 (1.4 — 2.0): 106 ativos, |6 inativos (75%/27%)

F3 (1.4 —> 1.5): 97 ativos, 15 inativos
(68%/25%)

F4 (I — 1.1): 98 ativos, 15 inativos (69%/25%)
F4 (1 — 1.2): 98 ativos, 16 inativos (69%/27%)
F4 (I — 1.3): 101 ativos, 16 inativos (71%/27%)
F4 (I — 1.4): 101 ativos, 16 inativos (71%/27%)
F4 (1 — 1.5): 102 ativos, |6 inativos (72%/27%)
F4 (1 > 1.6): 104 ativos, 16 inativos
(73%127%)

F4 (1 — 1.7): 107 ativos, 22 inativos (75%/37%)
F4 (I — 1.8): 108 ativos, 22 inativos (76%/37%)
F4 (1 — 1.9): 110 ativos, 25 inativos (77%/42%)
F4 (1 — 2.0): I 11 ativos, 29 inativos (78%/49%)

FI(1.5) + F2 (1.9) + F3 (1.5) + F4 (1.6)— 112
ativos, 2| inativos (79%/36%)
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Variar as
caracteristicas
essenciais

Transformar as
caracteristicas
hidrofobicas

em aceitadoras

Transformar as
caracteristicas
hidrofébicas

em doadoras

Transformar as
caracteristicas
hidrofobicas

em aromaticas

Transformar as
caracteristicas

aceitadoras em
doadoras e as
caracteristicas

doadoras em
aceitadoras

FI(1.6) + F4 (1.2) - 107 ativos, 10 inativos

(75%/17%)

FI(1.6) + F4 (1.4) - 109 ativos, 14 inativos

(77%/24%)

FI(1.6) + F4 (1.6) - 111 ativos, 14 inativos

(78%/24%)

Fl, F2, F4 — 129 ativos, 43 inativos (91%/73%)
Fl, F3, F4 — 132 ativos, 52 inativos (93%/88%)

FI, F2 — 142 ativos, 58 inativos (100%/100%)
Fl, F3 — 139 ativos, 57 inativos (98%/97%)
F2, F4 — 137 ativos, 47 inativos (96%/80%)
F3, F4 — 137 ativos, 47 inativos (96%/80%)

FI — 142 ativos, 58 inativos (100%/100%)
F2 — 142 ativos, 58 inativos (100%/100%)
F3 — 142 ativos, 58 inativos (100%/100%)
F4 — 142 ativos, 58 inativos (100%/100%)

F2 — 72 ativos, 8 inativos (51%/14%)
F3 — 76 ativos, 8 inativos (54%/14%)

F2 — 64 ativos, 12 inativos (45%/12%)
F3 — 56 ativos, 6 inativos (39%/10%)

F2 — 37 ativos, 5 inativos (26%/8%)
F3 — 51 ativos, 4 inativos (36%/7%)
F2 e F3 — 19 ativos, 0 inativos (13%/0%)

Fl passa a doador — 67 ativos, 5 inativos (47%/8%)

F4 (r=1) passa a aceitador — 102 ativos, 7

inativos (72%/12%)

F4 (1.0 > 1.1):
F4 (1.0 > 1.2):
F4 (1.0 > 1.3):
F4 (1.0 > 1.4):
F4 (1.0 - 1.5):
F4 (1.0 > 1.6):
F4 (1.0 > 1.7):
F4 (1.0 - 1.8):
F4 (1.0 > 1.9):
F4 (1.0 — 2.0):

MFL1

U

101 ativos, 9 inativos (71%/15%)
101 ativos, |1 inativos (71%/19%)
105 ativos, |12 inativos (74%/20%)
105 ativos, |5 inativos (74%/25%)
105 ativos, 17 inativos (74%/29%)
Il ativos, |7 inativos (78%/29%)
I'l5 ativos, |8 inativos (81%/31%)
118 ativos, 20 inativos (83%/34%)
117 ativos, 21 inativos (82%/36%)
118 ativos, 22 inativos (83%/37%)

Fl, F2, F3 — 136 ativos, 52 inativos (96%/88%)

Fl, F2 — 139 ativos, 57 inativos (98%/97%)
Fl, F3 — 141 ativos, 55 inativos (99%/93%)
Fl, F4 — 136 ativos, 58 inativos (96%/88%)

F2, F4 — 132 ativos, 57 inativos (93%/97%)
F3, F4 — 136 ativos, 58 inativos (96%/100%)

FI — 142 ativos, 58 inativos (100%/100%)
F2 — 142 ativos, 58 inativos (100%/100%)
F3 — 142 ativos, 58 inativos (100%/100%)
F4 — 136 ativos, 58 inativos (96%/100%)

FI — 87 ativos, |3 inativos (61%/22%)
F2 — 79 ativos, 10 inativos (56%/17%)
F3 — 88 ativos, 12 inativos (62%/20%)

FI — 73 ativos, 16 inativos (51%/27%)
F2 — 60 ativos, 9 inativos (42%/15%)
F3 — 94 ativos, 12 inativos (66%/12%)

Fl — 53 ativos, 5 inativos (37%/8%)
F2 — 58 ativos, 4 inativos (41%/7%)
F3 — 41 ativos, 18 inativos (29%/31%)

F4 (Acc2) passa a Don — 50 ativos, 6 inativos
(35%/10%)

F4 (Acc2) passa a Don2 — 64 ativos, 10 inativos
(45%/17%)

F4 (Acc2) passa a Acc — 68 ativos, 6 inativos

(48%/10%)

Nota: raio em A; F = feature (caracteristica farmacoforica)

Tabela 13 - Refinamento das caracteristicas farmacofdricas dos melhores modelos farmacoféricos iniciais

obtidos com base na estrutura de epoxicetonas e vinilsulfonas e respetivos resultados na detecao de

compostos das bases de dados do controlo positivo e negativo.

(A negrito encontram-se assinalados os melhores MF obtidos em cada alteragao efetuada.)
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Anexo 7

Alteracoes efectuadas ao farmacéforo com base na estrutura do recetor

Adicionar volumes de 109 ativos e 52 inativos (77%/88%)
exclusido ao farmacéforo 61
ativos, 4 inativos (43%/7%)

Ignorar uma caracteristica F1: 120 ativos, 38 inativos (85%/64%)
de cada vez no farmacéforo F2: 121 ativos, 23 inativos (85%/40%)
61 ativos, 4 inativos F3: 127 ativos, 21 inativos (89%/36%)
(43%17%) F4: 117 ativos, |18 inativos (82%/31%)

F5: 107 ativos, 36 inativos (75%/61%)

Variar as caracteristicas Fl essencial: 142 ativos, 59 inativos (100%/100%)
essenciais no farmacéforo 61  F2 essencial: 142 ativos, 59 inativos (100%/100%)
ativos, 4 inativos (43%/7%) F3 essencial: 142 ativos, 59 inativos (100%/100%)
F4 essencial: 142 ativos, 59 inativos (100%/100%)
F5 essencial: 142 ativos, 59 inativos (100%/100%)

Fl, F2 e F3 essenciais: 128 ativos, 42 inativos (90%/71%)
F4 e F5 essenciais: 140 ativos, 59 inativos (99%/100%)

Diminuir progressivamente o F| (1.4 — 1.3): 53 ativos, 3 inativos (37%/5%)

raio de algumas FI (1.4 — 1.2): 47 ativos, 3 inativos (33%/5%)
caracteristicas, mantendo as FI (1.4 — 1.1): 43 ativos, 2 inativos (30%/3%)
restantes constantes no FI (1.4 — 1.0): 38 ativos, | inativos (27%/2%)
farmacoéforo 61 ativos, 4

inativos (43%/7%) F2 (1 — 0.9): 55 ativos, 4 inativos (39%/7%)

F2 (I — 0.8): 45 ativos, 3 inativos (30%/5%)
F2 (I — 0.7): 34 ativos, 2 inativos (24%/3%)

F3 (I — 0.9): 55 ativos, 3 inativos (39%/5%)
F3 (I — 0.8): 42 ativos, | inativos (30%/2%)
F3 (I = 0.7): 31 ativos, | inativos (22%/2%)

F4 (I — 0.9): 62 ativos, 3 inativos (44%/5%)
F4 (I — 0.8): 54 ativos, 3 inativos (38%/5%)
F4 (1 — 0.7): 42 ativos, 3 inativos (30%/5%)

F5 (1.4 — 1.3): 59 ativos, 3 inativos (42%/5%)
F5 (1.4 — 1.2): 58 ativos, 3 inativos (41%/5%)
F5 (1.4 — 1.1): 48 ativos, 3 inativos (34%/5%)
F5 (1.4 — 1.0): 45 ativos, 2 inativos (32%/5%)

Aumentar progressivamente  F| (1.4 — |.5): 64 ativos, 4 inativos (45%/7%)
o raio de algumas
caracteristicas, mantendo as  F2 (I — I.1): 71 ativos, 4 inativos (50%/7%)
restantes constantes no
farmacoforo 61 ativos, 4 F3 (I — I.1): 71 ativos, 5 inativos (50%/8%)
inativos (43%/7%)

F4 (1 — 1.1): 69 ativos, 4 inativos (49%/7%)

(nota: por questdes de F4 (I > 1.2): 71 ativos, 4 inativos (50%/7%)
espago, algumas F4 (I — 1.3): 75 ativos, 4 inativos (53%/7%)
caracteristicas s6 podem ser  F4 (| — | 4): 79 ativos, 4 inativos (56%/7%)
aumentadas 0.1) F4 (I — 1.5): 82 ativos, 4 inativos (56%/7%)

F4 (I — 1.6): 84 ativos, 5 inativos (59%/8%)

F4 (I — 1.7): 87 ativos, 5 inativos (61%/8%)

F4 (1 > 1.8): 91 ativos, 5 inativos (64%/8%)
F4 (I — 1.9): 93 ativos, 6 inativos (65%/10%)

F4 (I — 2.0): 94 ativos, 7 inativos (66%/12%)

115



F5 (1.4 — 1.5): 70 ativos, 5 inativos (49%/8%)

F5 (1.4 — 1.6): 71 ativos, 5 inativos (50%/8%)

F5 (1.4 — 1.7): 76 ativos, 5 inativos (54%/8%)

F5 (1.4 — 1.8): 78 ativos, 6 inativos (5%/10%)

F5 (1.4 — 1.9): 81 ativos, 6 inativos (57%/10%)

(Nao se aumentou o raio de F5 para 2 porque ia sobrepor F3.)

Tentar um farmacéforo com as seguintes caracteristicas:

Fl (raio = 1.4) Hyd

F2 (raio = 1.1) Hyd

F3 (raio = 1) Hyd 98 ativos, 9 inativos (69%/15%)
F4 (raio = 1.8) Acc|Don

F5 (raio = 1.7) Acc|Don

Variar as caracteristicas F4 e F5 essenciais — 140 ativos, 59 inativos (99%/100%)
essenciais no Ph4 com 98

ativos, 9 inativos (69%/15%) Fl, F2, F3, F4 essenciais — |19 ativos, 37 inativos (83%/63%)

Ignorar e esconder F5 no 119 ativos, 36 inativos (83%/61%)
Ph4 com 98 ativos, 9 inativos

(69%/15%) e sem qualquer

caracteristica essencial

Transformar as F4 e F5 Acc — 83 ativos, 4 inativos (58%/7%)
caracteristicas F4 Acc — 95 ativos, 7 inativos (67%/12%)
Aceitadoras|Doadoras em F5 Acc — 90 ativos, 7 inativos (63%/12%)
caracteristicas apenas

aceitadoras ou doadorasno £ ¢ F5 Don — 48 ativos, 4 inativos (34%/7%)
Ph4 com 98 ativos, 9 inativos 4 Do —; 73 ativos, 6 inativos (51%/10%)
(69%/15%) F5 Don—> 71 ativos, 6 inativos (50%/10%)

(Nota: FI,F2e F3
permanecem inalterados)

Transformar as F4 e F5 Acc — 70 ativos, 3 inativos (49%/5%)
caracteristicas F4 Acc — 84 ativos, 4 inativos (59%/7%)
Aceitadoras|Doadoras em F5 Acc — 80 ativos, 4 inativos (56%/7%)
caracteristicas apenas

aceitadoras ou doadoras no 4 ¢ F5 Don —» 27 ativos, 3 inativos (19%/5%)

Ph4 com 91 ativos, 5 inativos 4 Do, 53 ativos, 4 inativos (37%/7%)

E:l‘tigi)l F2 e F3 F5 Don— 58 ativos, 4 inativos (41%/7%)

permanecem inalterados)
Os trés melhores modelos farmacoféricos nesta etapa de refinamento apresentam as seguintes
caracteristicas:
e  Fl (raio = 1.4) Hyd, F2 (raio = I) Hyd, F3 (raio = 1) Hyd, F4 (raio = 1.8) Acc|Don, F5 (raio = 1.4)
Acc|Don — 91 ativos, 5 inativos (64%/8%)
e  Fl (raio = 1.4) Hyd, F2 (raio = I.1) Hyd, F3 (raio = ) Hyd, F4 (raio = 1.8) Acc|Don, F5 (raio = 1.7)
Acc|Don — 98 ativos, 9 inativos (69%/15%)
e FI (raio = 1.4) Hyd, F2 (raio = I.1) Hyd, F3 (raio = I) Hyd, F4 (raio = 1.8) Acc, F5 (raio = |.7)
Acc|Don 95 ativos, 7 inativos (67%/12%)

Tabela 14 - Refinamento das caracteristicas farmacoféricas do primeiro modelo farmacoférico obtido com
base na estrutura tridimensional do recetor.

(A negrito encontram-se assinalados os melhores MF obtidos nesta etapa de refinamento.)
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Anexo 8

Virtual screening com base na estrutura de ligandos

Molécula Score Numero de atomos  Eficiéncia do ligando

(c6digo NCI) pesados

NSC722655 193.91 88 2.20
NSC722659 193.60 95 2.04
NSC722657 190.59 88 2.17
NSC722660 189.93 98 1.94
NSC722654 188.60 88 2.14
NSC722661 183.31 94 1.95
NSC722658 173.90 97 1.79
NSC744991 159.21 79 2.0l
NSC726291 145.68 83 1.76
NSC613013 144.37 63 2.29
NSC113926 132.39 59 2.24
NSC613015 130.34 64 2.04
NSC143420 130.27 67 1.94
NSC143423 128.68 64 2.0l
NSC633664 125.15 39 3.21
NSC143424 122.92 68 1.81
NSC143429 122.86 6l 2.01
NSC143426 120.56 62 1.94
NSC38l1101 120.23 50 2.40
NSC143433 118.70 65 1.82
NSC143428 117.57 60 1.96
NSC143471 117.09 66 1.77
NSC143416 116.72 58 2.0l
NSCI165124 115.79 63 1.84
NSC143441 1532 60 1.92
NSCl14342] 115.28 59 1.95
NSC624751 114.75 43 2.67
NSC143427 114.69 58 1.98
NSC143418 14.63 58 1.98
NSC239378 113.04 68 1.66
NSC143417 112.87 55 2.05
NSC143430 112.57 59 1.91
NSC143442 111.80 60 1.86
NSC143422 111.58 56 1.99
NSC143439 110.79 60 1.85
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NSC617200
NSC143425
NSC145618
NSC146725
NSCI165125
NSC143432
NSC146730
NSC624746
NSC144138
NSC633249
NSC208397
NSC143450
NSC145665
NSC146719
NSC146721
NSC210761
NSC144108
NSC145657
NSC239379
NSC145620
NSC143436
NSC212551
NSC304412
NSCé624754
NSC143431
NSC179498
NSC143463
NSC212549
NSC145619
NSC143487

110.68
109.69
109.32
108.88
108.69
108.53
108.12
107.95
107.93
107.62
107.29
107.24
107.08
106.92
106.44
106.43
105.94
105.87
105.33
105.09
104.45
104.36
104.16
104.11
104.08
104.07
104.02
104.02
104.01
103.95

43
60
56
63
64
59
61
49
63
77
87
59
64
58
62
63
60
66
71
57
58
68
54
47
60
73
55
69
57
58

2.57
1.83
1.95
1.73
1.70
1.84
1.77
2.20
1.71
1.40
1.23
1.82
1.67
1.84
1.72
1.70
1.77
1.60
1.48
1.84
1.80
1.53
1.93
222
1.73
1.43
1.89
1.51
1.82
1.79

Tabela 15 — Compostos selecionados no VS com base na estrutura de ligandos.
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Anexo 9

Virtual screening com base na estrutura do recetor

Molécula Score Numero de atomos Eficiéncia do ligando
(c6digo NCI) pesados
NSC722658 199.83 97 2.06
NSC722660 199.66 98 2.04
NSC722659 197.94 95 2.08
NSC722657 197.81 88 2.25
NSC722654 193.20 88 2.20
NSC722655 193.14 88 2.19
NSC722656 184.43 85 2.17
NSC722661 182.01 94 1.94
NSC744991 165.25 79 2.09
NSC726291 145.49 83 1.75
NSC113926 134.24 59 2.28
NSC208397 128.70 87 1.48
NSC304422 124.87 59 2.12
NSC38li101 121.47 50 243
NSC208394 120.47 69 1.75
NSC90797 119.91 82 1.46
NSC655331 [18.11 50 2.36
NSCé624751 118.10 43 2.75
NSCl165124 115.86 63 1.83
NSC83442 114.22 29 3.94
NSC617200 114.13 43 2.65
NSCé624746 113.43 49 231
NSC724849 111.44 76 1.47
NSCI173710 111.30 69 1.6l
NSC624748 110.52 44 2.51
NSC648060 108.83 41 2.65
NSC624749 108.19 103 1.05
NSCé672462 108.15 116 0.93
NSC139209 107.96 67 1.61
NSC717182 106.63 75 .42
NSC110279 105.71 73 1.48
NSC624742 105.67 38 2.78
NSC631389 105.59 62 1.70
NSCI165151 105.28 63 1.67
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NSC624743
NSC688141
NSC624744
NSC615283
NSC697674
NSC624755
NSC624740
NSC405956
NSC624745
NSC691703

105.03
104.89
104.69
104.03
103.82
103.45
103.15
102.65
102.58
102.03

32
63
37
38
58
45
35
86
35
70

3.28
1.66
2.83
2.73
1.79
2.30
2.95
[.19
293
|.46

Tabela 16 — Compostos selecionados no VS com base na estrutura do recetor.
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