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Introducgéo

A enzima cruzaina (3.4.22.51) constitui um alvo
validado para a quimioterapia da doenca de Chagas
e sua inibicdo vem sendo estudada no planejamento
de novos farmacos.' Relatos da literatura
demonstram que o planejamento de inibidores
baseados em fragmentos (FBLD) é mais eficiente na
geracdo de compostos-matrizes com propriedades
adequadas para seguir na génese planejada de
farmacos. Substancias com baixa complexidade
molecular permitem a uma varredura mais eficaz do
espaco-quimico com um ndmero menor de
compostos, alem de permitir maior tratabilidade
quimica.2 Por este motivo, o objetivo deste trabalho
consiste do emprego de métodos de docagem e
dindmica molecular (MD) para a selecdo de
fragmentos moleculares com potencial para inibicdo
in vitro da cruzaina.

Em estudo anterior’, os residuos GLU205, SER207,
ASP69 e MET68 foram identificados, através da
abordagem GRID/CPCA, como chaves para a
interacdo de pequenas moléculas com a cruzaina no
sitio S2. Com base nesses resultados, uma colecdo
de 76.800 moléculas com caracteristicas fragmento-
similares foi recuperada do ZINC* e utilizada para os
estudos de interagdo com a alvo. Em uma primeira
etapa, os compostos foram docados no sitio ativo da
enzima (PDB: 1ME4), com o programa Glide v5.5,
utilizando os aminoé&cidos previamente citados como
restricdes farmacoféricas e funcdo de pontuacao
extra-precision. Apds andlise por inspecdo visual
das poses obtidas na docagem, seis fragmentos
(figura 1), cujos valores de pontuacéo e eficiéncia do
ligante (LE) preditos sdo apresentados na Tabela 1,
foram selecionados para simulacdes de MD para o
estudo da estabilidade dos mesmos no sitio de
interacdo da enzima. A enzima complexada com o
fragmento na pose predita, obtida na docagem, foi
usada como estrutura inicial para a MD em solvente
explicito TIP3P, realizada através do software
Amber v11 em trés etapas: 1) simulacéo a 310 K por
8 ns; Il) simulated annealing por 170 ps a 200-500 K;
IIl) simulagéo a 310 K por 4 ns. Com o aquecimento
a elevada temperatura, o sistema é capaz de ocupar
configuracbes de alta energia, saindo de minimos
locais e, com a diminuicdo da temperatura, 0s
estados de menor energia tornam-se mais
provaveis. Os resultados sugerem uma posicao para
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os fragmentos 1, 3 e 5 no sitio de interacdo da
enzima, consistente com os resultados obtidos no
docagem (Figura 1A), ja que trés fragmentos
permaneceram no sitio S2, apresentando RMSD por
volta de 1,0A (Figura 1B). Os demais fragmentos
ndo foram capazes de manter o modo de interagédo
(MOB) durante a simulacdo, deslocando-se para
outros bolsbes dentro do sitio ativo da enzima.
Apesar de os compostos que foram docados terem
boa afinidade pelo alvo, quando se considera a
flexibilidade da proteina, algumas poses ndo se
mantém, e por isso, somente aqueles que
mantiveram as poses foram selecionados.

Tabela 1. Pontuagéo e eficiéncia do ligante predita.

Molécula Pontuac&o (Kcal.mol™) LE predita
Fragmento 1 -6,90 0,46
Fragmento 2 -6,45 0,43
Fragmento 3 -6,44 0,40
Fragmento 4 -6,09 0,29
Fragmento 5 -5,25 0,38
Fragmento 6 -3,95 0,23

ms A

Figura 1. A) Poses obtidas pela docagem para os
fragmentos, B) RMSD dos fragmentos 1*, 4 e 5.
Fragmentos: 1 - magenta, 2 - amarelo, 3 - laranja, 4
- ciano, 5 - verde e 6 — marrom (*no fragmento 1 foi
necessario mais 2 ns de simulagdo para
estabilizacdo da molécula no sitio).

Conclusodes

Neste trabalho, apresentamos uma abordagem
computacional para a selecdo de fragmentos
moleculares com potencial para inibir a enzima
cruzaina. As moléculas destacadas aqui serdo
usadas em ensaios de inibicdo da enzima para
validacdo dos resultados obtidos.
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