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Introducéao

Evitar resultados falso-positivos é uma crescente
preocupacdo em qualquer programa atual de Virtual
Screening (VS) ou High Throughput Screening (HTS).
Uma das razdes para este problema € a presenca de
inibidores promiscuos entre os compostos testados®.
Moléculas organicas que sdo capazes de formar
agregados moleculares micromolares em tampdes
aquosos, sao classificados como inibidores
promiscuos?® devido a capacidade destes agregados
de sequestrar as enzimas e portanto inibir
inespecificamente ensaios enzimaticos in vitro.
Moléculas desse tipo raramente sao capazes de
evoluir para um farmaco e sua detec¢do nos primeiros

estagios do desenvolvimento pode evitar muito
trabalho indati®>. A identificagdio de inibidores
promiscuos baseado nas propriedades fisico-

quimicas dos compostos ja foi tentada anteriormente
com algum sucesso’, mas o tamanho pequeno das
series amostrais usadas ainda limitam a aplicacéo
desses modelos como filtros confiaveis para bancos
de dados com alguns milh6es de compostos. Sendo
assim, observa-se que existe a necessidade de mais
dados experimentais de qualidade para alimentar
estes modelos empiricos e para torna-los mais
robustos na identificacdo confidvel de compostos que
promovem resultados falso-positivos indesejaveis.

Em nossa tentativa de encontrar inibidores
especificos para a Cruzaina (a forma recombinante da
Cruzipaina, uma protease do T.cruzi), nos
encontramos compostos com propriedades
tipicamente de inibidores promiscuos. Neste trabalho
nés descrevemos como estes compostos foram
selecionados e como a atividade promiscua foi
identificada

Resultados e Discussao

A Cruzaina é uma enzima cuja estrutura molecular foi
elucidada em pelo menos 13 PDBs (resolucdes de
1,2A to 2,2A), todos covalentemente ligados a um
inibidor peptidico. Usando a informacgéo estrutural
disponivel nestes PDBs, foram aplicadas estratégias
de VS para filtrar um banco de dados de moléculas
(ZINC®) e selecionar compostos candidatos para
serem submetidos ao teste enzimético in vitro
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O banco de dados ZINC (3.294.741 compostos) foi
inicialmente filtrado usando filtros fisico-quimicos
(programa DBFilter®) para a selecdo de compostos
drug-like. A aplicagdo desse filtro reduziu a série
inicial de compostos para apenas 10% de seu valor
inicial. Os compostos selecionados foram entdo
filtrados com um modelo farmacoférico gerado pelo
programa Catalyst’ a partir da estrutura dos inibidores
conhecidos da Cruzaina alinhados pelo sitio ativo. A
aplicacdo deste filtro farmacoférico  excluiu
aproximadamente 99.9% 0s compostos previamente
selecionados, elegendo 308 compostos. Finalmente
0s compostos selecionados foram docados na
cavidade de ligagdo da Cruzaina, usando o programa
Gold®. Ap6s o procedimento de docking aqualidade
do ajuste entre os compostos e a enzima foi
estimada com uma fung¢édo de ajuste do programa e
os 50 melhores resultados foram inspecionados
visualmente. Foram selecionados seis compostos
apresentando as caracteristicas desejadas e estes
compostos foram comprados e testados como
inibidores da Cruzaina. Dos seis compostos testados
trés ndo mostraram atividade inibidora da Cruzaina
enquanto que os outros trés apresentaram atividade
promiscua. A atividade promiscua foi evidenciada
apds a observacdo de que os compostos perdiam
atividade na presenca de 10% de Triton-X100 no
ensaio.

Conclusodes |

Observou-se que dos seis compostos testados como
inibidores da Cruzaina, trés apresentaram atividade
promiscua. Esta grande propor¢do de resultados
falso-positivos mostra que a ocorréncia deste tipo de
artefato experimental pode ser muito comum e deve
ser uma constante preocupacgdo em programas de
VS e HTS
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