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Introducao |

A descoberta e o aperfeicoamento de farmacos a
partir da combinacdo de fragmentos moleculares
representa uma estratégia logica e eficiente, que
vem sendo usada com sucesso por industrias
farmacéuticas em todo o mundo. Fragmentos sao
pequenas moléculas que atuam como ligantes
altamente eficientes e mostram uma alta afinidade
de ligagdo para determinado peso molecular.
Embora se liguem fracamente a enzima, sao
pequenos o suficiente para minimizar as chances de
interacoes desfavoraveis que impediriam uma
ligagdo eficiente’. A triagem dos fragmentos
moleculares por RMN, apesar de sua baixa
sensibilidade, permite detectar interacoes
intermoleculares entre ligante e enzima, mesmo que
sejam fracas®. Neste trabalho foram usados e
analisados por RMN 'H 70 fragmentos selecionados
de acordo com a regra dos trés®, a fim de gerar um
banco de dados para testes de ligagdo com
diferentes enzimas.

Resultados e Discussao \

A biblioteca foi construida com 70 fragmentos que
tém em média, peso molecular de 191 Da; log P
1,31; area da superficie polar 51,8; nUmero de anéis
1,8; e 2,2 ligagdes rotativas. As amostras dos
fragmentos foram preparadas em DMSO_d6 (50
mM) e analisadas a 25 °C em um espectrometro
Varian de 500 MHz. Apés a aquisi¢do, todos os
espectros de RMN de 'H foram processados no
programa MestReNova e foi feita a atribuicdo de
todos os hidrogénios em cada espectro. Os
compostos foram agrupados de acordo com 0s seus
deslocamentos quimicos para evitar a sobreposicao
de sinais. As misturas dos fragmentos foram
preparadas em D,O e analisadas por RMN de 'H.
Foram feitos testes de ligagdo com a proteina
nucleosideo hidrolase de Leishmania donovani
(NHLd) que foi expressa e purificada previamente*.
A relacdo de concentracdo entre proteina e a
mistura dos fragmentos foi de  1:1000,
respectivamente. As andlises de ligagao fragmento-
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proteina foram feitas por RMN usando a técnica de
STD (Saturation Transfer Difference), na qual
somente s&o observados no espectro os sinais dos
hidrogénios da(s) molécula(s) que se liga(m) a
proteina (Figura 1). De acordo com os testes de
ligacdo, os ligantes identificados possuem peso
molecular em média 136 Da, log P<0, area da
superficie polar em média 62,5 e numero de
ligagdes rotativas em média 1,3.

1 (ppm)
Figura 1: A) Espectro de RMN de 'H de uma
mistura com 2 fragmentos. B) Espectro STD
mostrando a ligagdo de somente um dos fragmentos
a NHLd.

Conclusoes |

A técnica de selecado de fragmentos se mostrou
muito eficiente possibilitando a identificagdo de
alguns fragmentos moleculares que se ligam a
NHLd. Esta identificagdo ira contribuir para o
planejamento de novos inibidores para esta enzima.
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