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“Nao tenho certeza de nada, mas a visdo das estrelas me faz sonhar”

- Vincent van Gogh



RESUMO

A cruzaina, principal cisteino-protease do Trypanosoma cruzi, constitui um alvo
molecular estratégico para o desenvolvimento de novos farmacos contra a doenca de
Chagas, uma doenca tropical negligenciada com opc¢des terapéuticas limitadas e
associadas a efeitos adversos significativos. Este trabalho teve como objetivo
caracterizar, por meio de abordagens in silico, inibidores da cruzaina descritos na
literatura e avaliar a influéncia de suas propriedades fisico-quimicas no desempenho
em docking molecular, buscando compreender como caracteristicas estruturais
podem impactar a triagem virtual e o planejamento racional de novos candidatos.
Foram obtidos 33.189 compostos a partir do banco de dados ChEMBL, utilizando o
termo “cruzipain”, sendo selecionados 29.413 inibidores com atividade experimental
(ICso = 100 uM) apoOs etapas de curadoria estrutural. Os compostos foram
classificados, por meio de filtros SMARTS, em inibidores covalentes irreversiveis,
covalentes reversiveis e reversiveis ndo covalentes. Foram calculados descritores
como peso molecular, logP, nimero de doadores e aceptores de ligacdes de
hidrogénio, area de superficie polar topolégica (TPSA) e numero de ligacdes
rotacionaveis. Adicionalmente foi realizada uma analise de scaffolds. O docking
molecular foi realizado no programa GOLD, utilizando a estrutura cristalografica 3KKU
e a funcdo de pontuacdo ChemPLP. Observou-se predominancia de inibidores
reversiveis (~72%), seguidos por covalentes irreversiveis (~16%) e covalentes
reversiveis (~12%). A maioria dos compostos apresentou perfil compativel com as
regras de Lipinski e Veber, embora os covalentes irreversiveis tenham exibido maior
frequéncia de violagcdes associadas ao peso molecular e & TPSA. Os resultados
indicaram diferencas estatisticas entre as classes quanto a pontuacdo de docking,
com maiores valores médios para os covalentes irreversiveis. Verificou-se correlacéo
positiva moderada entre o score e descritores estruturais como peso molecular e
namero de ligacdes rotacionaveis, evidenciando a influéncia do tamanho e da
flexibilidade molecular no desempenho computacional. Esses achados fornecem
subsidios relevantes para a selecéo e otimizacao racional de inibidores da cruzaina,
além de evidenciar possiveis vieses estruturais que podem influenciar resultados de
triagem virtual. Dessa forma, o estudo contribui para o uso critico de ferramentas de
modelagem molecular no planejamento de novos candidatos a farmacos para a
doenca de Chagas.

Palavras-chave: cruzaina; docking molecular; inibidores; modelagem molecular;
Trypanosoma cruzi.



ABSTRACT

Cruzain, the main cysteine protease of Trypanosoma cruzi, represents a strategic
molecular target for the development of new drugs against Chagas disease, a
neglected tropical disease with limited therapeutic options and significant adverse
effects associated with current treatments. This study aimed to characterize, through
in silico approaches, cruzain inhibitors described in the literature and to evaluate the
influence of their physicochemical properties on molecular docking performance,
seeking to understand how structural features may impact virtual screening and
rational drug design strategies. A total of 33,189 compounds were retrieved from the
ChEMBL database using the term “cruzipain,” and 29,413 inhibitors with
experimentally determined activity (ICs, < 100 uM) were selected after structural
curation procedures. Compounds were classified using SMARTS filters into
irreversible covalent, reversible covalent, and non-covalent reversible inhibitors.
Relevant descriptors were calculated, including molecular weight, logP, number of
hydrogen bond donors and acceptors, topological polar surface area (TPSA), and
number of rotatable bonds. In addition, a scaffold analysis was performed. Molecular
docking was performed using GOLD software with the 3KKU crystal structure and the
ChemPLP scoring function. Reversible inhibitors predominated (~72%), followed by
irreversible covalent (~16%) and reversible covalent inhibitors (~12%). Most
compounds exhibited profiles consistent with Lipinski’s and Veber’s rules, although
irreversible covalent inhibitors showed a higher frequency of violations related to
molecular weight and TPSA. Statistically significant differences were observed among
classes regarding docking scores, with higher mean values for irreversible covalent
inhibitors. A moderate positive correlation was identified between docking scores and
structural descriptors such as molecular weight and number of rotatable bonds,
highlighting the influence of molecular size and flexibility on computational
performance. These findings provide pharmacologically relevant insights for the
rational selection and optimization of cruzain inhibitors and reveal potential structural
biases that may influence virtual screening outcomes. Thus, this study supports the
critical application of molecular modeling tools in the early stages of drug discovery for
Chagas disease.

Keywords: cruzain; molecular docking; inhibitors; molecular modeling; Trypanosoma
cruzi.



Figura
Figura
Figura
Figura
Figura

Figura
Figura
Figura

Figura
Figura

Figura

Figura
Figura

Figura

LISTA DE FIGURAS

1 - Distribuicdo dos casos da doenca de Chagas no mundo, 2018............... 18
2 - Transmissao vetorial da doenga de Chagas. ...........cccceeeiiiiiis 19
3 - Sinal de Romaria e chagoma de inoculagdo CUtaneo ............cccccccunnnnnnns 21
4 - Estrutura quimica do Benznidazol (a) e do Nifurtimox (b).........ccccceeeennnns 22

5 - Estrutura cristalografica da cruzaina complexada com um inibidor
T2 ) TR 25

6 - Superficie da cruzaina destacando os subsitios do sitio catalitico (S1,
Y2 T =T L TSR 26

7 - Mecanismo de hidrélise da cisteina protease proposto por Mehrtens
2200 RS SE 27

8 - Histdrico dos inibidores covalentes. Os grupos quimicos reativos ou
BTV 1 1= = To £ 28
9 - Distribuig&o total dos compostos de acordo com o tipo de inibi¢éo. ........ 40

10 - Mecanismo de inibicao covalente reversivel de cisteina-proteases por

inibidor nitrilico, evidenciando a formacao de um aduto reversivel entre
0 grupo nitrila e o residuo catalitico Cys25, mediado pelo par catalitico
CYS25—HISLO2. ..o 43

11 - Mecanismo de inibicdo covalente irreversivel de cisteino-proteases por

aceptores de Michael, destacando o ataque nucleofilico do tiol da
Cys25 ao carbono B da dupla ligagao a,B-insaturada e a formacéo de
U= T (W) (o =] == P 43

12 - Percentual de violacdes por regra especifica e por tipo de inibicao....... 46
13 - Distribuicdo percentual de moléculas por nimero de violacbes as

regras de LipinsKi € VEDEI ........oouuuiiiiii i 47

14 - Distribuicdo dos valores de Peso Molecular (PM) dos inibidores,

apresentada por histogramas normalizados sobrepostos por curvas de
densidade kernel, estratificados por tipo de inibicdo. Inibidores
covalentes irreversiveis, covalentes reversiveis e reversiveis sao
representados em vermelho, verde e azul, respectivamente. Linhas
verticais tracejadas indicam a média de cada grupo, enquanto linhas
verticais pontilhadas indicam a mediana. A linha vertical pontilhada
preta representa o valor limite adotado para o Peso Molecular de acordo
com a regra de Lipinski considerada. Para fins de visualizacdo, os
graficos foram limitados a faixa entre os quantis de 1% e 99% dos
Valores 0DSErvados. ..........ovvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee e 48

Figura 15 - Distribuicdo do numero de aceptores de ligacdo de hidrogénio (HBA)

dos inibidores, representada por histogramas normalizados e
estratificados por tipo de inibicdo. Inibidores covalentes irreversiveis,
covalentes reversiveis e reversiveis sdo indicados em vermelho, verde
e azul, respectivamente. Linhas verticais tracejadas correspondem as
médias de cada grupo, enquanto linhas verticais pontilhadas indicam as
medianas. A linha vertical tracejada preta indica o valor limite adotado



para HBD conforme a regra de Lipinski considerada. Por questbes de
clareza visual, os graficos foram limitados a valores de até 15 aceptores
de ligacao de hidrogenio...........oooeiiiiiiiiiii 51

Figura 16 - Distribuicdo do numero de doadores de ligacao de hidrogénio (HBD)
dos inibidores, representada por histogramas normalizados e
estratificados por tipo de inibicdo. Inibidores covalentes irreversiveis,
covalentes reversiveis e reversiveis sado indicados em vermelho, verde
e azul, respectivamente. Linhas verticais tracejadas correspondem as
médias de cada grupo, enquanto linhas verticais pontilhadas indicam as
medianas. A linha vertical tracejada preta indica o valor limite adotado
para HBD conforme a regra de Lipinski considerada. ..............ccccccvvunnnn.. 54

Figura 17 - Distribuicdo dos valores de Area de Superficie Polar (TPSA) dos
inibidores, apresentada por histogramas normalizados sobrepostos por
curvas de densidade kernel, estratificados por tipo de inibigdo.
Inibidores covalentes irreversiveis, covalentes reversiveis e reversiveis
séo representados 55 em vermelho, verde e azul, respectivamente.
Linhas verticais tracejadas indicam a média de cada grupo, enquanto
linhas verticais pontilhadas indicam a mediana. A linha vertical
pontilhada preta representa o valor limite adotado para a TPSA de
acordo com a regra de Lipinski considerada. Para fins de visualizagéo,
os gréficos foram limitados a faixa entre os quantis de 1% e 99% dos
(V2= 1[0 €23 0] o T=T V7= o [0 1 57

Figura 18 - Distribuicdo do numero de ligagdes rotacionaveis dos inibidores,
representada por histogramas normalizados e estratificados por tipo de
inibicdo. Inibidores covalentes irreversiveis, covalentes reversiveis e
reversiveis sao indicados em vermelho, verde e azul, respectivamente.
Linhas verticais tracejadas correspondem as medias de cada grupo,
enquanto linhas verticais pontilhadas indicam as medianas. A linha
vertical tracejada preta indica o valor limite adotado conforme a regra
de Veber. Por questdes de clareza visual, os gréaficos foram limitados a
valores de até 18 ligacOes rotaCionaveis. ...........c.uvveeiiieeeeeieeeiiiciee e, 60

Figura 19 - Distribuicdo dos valores de LogP dos inibidores, apresentada por
histogramas normalizados sobrepostos por curvas de densidade kernel,
estratificados por tipo de inibicdo. Inibidores covalentes irreversiveis,
covalentes reversiveis e reversiveis sdo representados em 60
vermelho, verde e azul, respectivamente. Linhas verticais tracejadas
indicam a média de cada grupo, enquanto linhas verticais pontilhadas
indicam a mediana. A linha vertical pontilhada preta representa o valor
limite adotado para LogP de acordo com a regra de Lipinski
considerada. Para fins de visualizacdo, os graficos foram limitados a
faixa entre os quantis de 1% e 99% dos valores observados.................. 62

Figura 20 - Gréfico de densidade representando a distribuicdo de ChemPLP score
para 0S trés tipos de iNDICAO .........cceeeviiiiiiiiie e 65

Figura 21 - Médias dos valores de pontuacdo de docking dos inibidores,
estratificadas por tipo de inibicdo, acompanhadas de seus respectivos
intervalos de confianca de 95% calculados segundo o critério de Welch.



Inibidores covalentes irreversiveis, covalentes reversiveis e reversiveis
séo indicados em vermelho, verde e azul, respectivamente. .................. 67

Figura 22 - Mapa de calor das correlagbes de Pearson entre a pontuacéo de
docking (Gold.PLP.Fitness) e descritores moleculares selecionados.
Correlagbes positivas aparecem em azul; negativas, em vermelho;
intensidade proporcional ao coeficiente. ... 69

Figura 23 - Relacao entre o Peso Molecular e score de docking para os trés tipos
de iNIDIGAOD. ..o 72

Figura 24 - Relagdo entre Peso molecular e score do docking para as trés classes
de inibidores. Em vermelho os covalentes irreversiveis, em verde os
covalentes reversiveis e em azul os covalentes reversiveis. .........c......... 73

Figura 25 - Padrdes estruturais mais frequentes obtidos pela analise de scaffolds.



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Classificacdo dos inibidores da enzima cruzaina...........ccccceevevvvvvvevvennnnn. 41

Tabela 2 - Frequéncia e percentual de violagdes por regra especifica e por tipo de
INIDIGEIO. ...ttt 45

Tabela 3 - Par@metros estatisticos da distribuicdo do Peso Molecular por tipo de
IMIDIGEIO. ...ttt 49

Tabela 4 - ParAmetros estatisticos da distribuicdo de Aceptores de Hidrogénio por
tIPO de INIDIGAD. ....eeiiiiiiiiiiiiiiiieeieeeee e 51

Tabela 5 - Parametros estatisticos da distribuicdo de Doadores de Hidrogénio por
tIPO de INIDIGAD. ....eeiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeee e 54

Tabela 6 - Parametros estatisticos da distribuicdo de TPSA por tipo de inibicao......57

Tabela 7 - Parametros estatisticos da distribuicdo de Ligacdes Rotacionaveis por
tIPO de INIDIGAD. ....eeiiiiiiiiiiiiiiiiiiieie e 60

Tabela 8 - Parametros estatisticos da distribuicdo de LogP por tipo de inibicéo....... 63

Tabela 9 - Parametros estatisticos da distribuicdo de ChemPLP score por tipo de
1] 0] [0F= o TR 65

Tabela 10 - Comparac¢des multiplas dos valores de pontuacdo obtido no docking
entre os diferentes grupos de inibidores. As diferencas estatisticas
foram avaliadas por ANOVA de Welch, seguida de teste post hoc de
Games-Howell, com intervalos de confianca de 95%. ...........cccccccvvvvnnnnn. 67

Tabela 11 - Correlacdo entre as propriedades analisadas em relacdo as trés
classes de iNibIdOreS. ........ooooiiiiiiiii 70

Tabela A 1 - Grupos funcionais associados a inibicdo covalente reversivel da
CTUZAINA . ..o e oo 87

Tabela B 1 - Grupos funcionais associados a inibicdo covalente reversivel da
CTUZAINA . ..o e oo 91



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AH — Aceptores de hidrogénio

Asn — Asparagina

CCC - Cardiomiopatia chagasica cronica

CCDC — Cambridge Crystallographic Data Centre

CDC - Centers for Disease Control and Prevention

ChemPLP — Chemical Piecewise Linear Potential (fungéo de pontuagédo do GOLD)
ICs0 — Concentracéo inibitoria média

Cys — Cisteina

DC - Doenca de Chagas

DEFAR - Departamento de Farmacia

DTNs — Doencas Tropicais Negligenciadas

ELISA — Enzyme-Linked Immunosorbent Assay

GIn — Glutamina

GOLD - Genetic Optimization for Ligand Docking

HAI — Hemaglutinacéo Indireta

HBA — Hydrogen Bond Acceptors (Aceptores de ligacdo de hidrogénio)
HBD — Hydrogen Bond Donors (Doadores de ligacédo de hidrogénio)
HDI — High Density Interval (Intervalo de Maior Densidade)

His — Histidina

LogP — Logaritmo do coeficiente de particdo octanol/agua

OMS - Organizacao Mundial da Saude

P&D — Pesquisa e Desenvolvimento



PDB - Protein Data Bank

PM — Peso Molecular

RMSD — Root Mean Square Deviation (Desvio quadratico médio)

SMARTS — SMiles ARbitrary Target Specification

TPSA — Topological Polar Surface Area (Area de Superficie Polar Topologica)

UFOP — Universidade Federal de Ouro Preto



SUMARIO

1 INTRODUGAO ...t 17
2 (0] L 1 V4 S 31
2.1 ODbjetivOs ESPECITICOS .....uuuiiiiiiiieiiiiiiiiiiee e 31
3 METODOLOGIA ..., 32
3.1 selecdo E CARACTERIZACAO de inibidores da cruzaina............c............. 32
3.2 classificacdo e Analise dos INIBIDORES............ccccuiiiiiiieieiiiiiiiieeae e 32
R T B 10 1@ 1 VL T 35
3.3.1 Preparo dos ligantes para 0 doCKING .........ccccooimmmmmmiiiiiiaees 35
3.3.2 Obtencéo e preparo da estrutura tridimensional da cruzaina................ 36
3.3.3  DocKiNg MOIECUIAT ... 36
4 RESULTADOS E DISCUSSAOQ ...c.ooviiiiiiiicieteeesisietee st 38
4.1 Obtencéo e preparo da estrutura cristalografica da cruzaina...................... 38

4.2 Selecdo de inibidores da cruzaina com atividade determinada
eXpPerimentalmente ... 38

4.3  Andlise da caracterizacao quimica e das propriedades fisico-quimicas das
MOIECUIAS ODLIAS. .. .uvveiiiiiiiiiiiiiiii e 44
4.3.1 PeSO MOIECUIAT.......ccooeiieeee 47
4.3.2 Aceptores de ligacdo de hidrogénio............cuuvvuiiiiiieeeiieeiiiiiiee e eeeeeeinnnns 50
4.3.3 Doadores de ligacdo de hidrogénio ..........cceevvueiiiiiieeiiieeiiiiiie e eeeeeeeieanns 53
4.3.4 Area de SUPErfiCie POIAI...........ccvecueiieiece e 55
4.3.5 LigacOes ROtACIONAVEIS.........ccevuuuuiiiiieeeeeeeeeiiiiie s s e e e e e e e eeattna e e e e e e aeeannnns 59
436 LOGP oo 61

4.4 andlise da relacdo entre parametros fisico-quimicos e desempenho no
(0 (o Tod 14 T 1P 64

4.4.1 Correlacdo entre propriedades fisico-quimicas e pontuacdo do
9T Yo (1 Lo P 68
4.4.2 Correlacao entre Peso Molecular e Pontuacdo de Docking Molecular..72
4.5 perfil estrutural dos compostos (analise de scaffolds)...........ccccceeeeeeiiinnnnnn. 74
5 CONCLUSAO ...ttt ettt e et 77
REFERENCIAS BIOGRAFICAS ..ottt 79

ANEXO A - GRUPOS FUNCIONAIS ASSOCIADOS A INIBICAO COVALENTE
IRREVERSIVEL DA CRUZAINA ... 87

ANEXO B - GRUPOS FUNCIONAIS ASSOCIADOS A INIBICAO COVALENTE
REVERSIVEL DA CRUZAINA ... 91



17

1 INTRODUCAO

A doenca de Chagas (DC) se enquadra nas chamadas Doencas Tropicais
Negligenciadas (DTNs), que engloba doengas prevalentes em regides tropicais e
subtropicais, principalmente em paises em desenvolvimento. Essas doencas afetam,
sobretudo, populacdes em situacdo de vulnerabilidade social e econdmica, que
enfrentam dificuldades no acesso aos servicos de saude, além de viverem em
condicdes precarias, sem saneamento basico adequado e acesso a agua potavel. As
causas das DTNs sdo diversas, podendo ser provocadas por virus, bactérias,
parasitas, entre outros agentes patogénicos (OMS, 2024). Atualmente, a Organizacéo
Mundial da Saude (OMS) reconhece 21 doencas como DTNSs, incluindo além da
doenca de Chagas (tripanossomiase americana), a raiva, tracoma, leishmaniose,
filariose linfatica, oncocercose, esquistossomose e helmintiases transmitidas pelo
solo e pela agua (MINISTERIO DA SAUDE, 2021).

O termo negligenciada refere-se ao baixo interesse das industrias
farmacéuticas em investir em pesquisas para o desenvolvimento de tratamentos ou
cura dessas doencas. Isso esta diretamente relacionado a l6gica de mercado que
rege o setor, pois como sdo doencas que afetam majoritariamente populacdes
pobres, torna o investimento em Pesquisa e Desenvolvimento (P&D) pouco atrativos.
De acordo com Aerts et al. (2017), a combinacéo entre baixo retorno financeiro, altos
custos de pesquisa, riscos regulatorios e a auséncia de incentivos solidos por parte
do Estado explica a escassez de inovacao voltada para essas enfermidades. Como
resultado, muitas DTNs permanecem com tratamentos obsoletos, toxicos ou

ineficazes, mesmo décadas apoés sua identificacao.

Segundo estimativas da OMS, a doenca de Chagas afeta entre 6 a 7 milhdes
de pessoas a nivel mundial, mas com predominancia na América Latina. Os casos da
doenca humana se predominam no Hemisfério Ocidental, com ampla distribuicdo em
zonas rurais do México, da América Central e América do Sul (Figura 1). Entretanto,
devido a globalizacdo e oportunidade de mobilidade populacional, o padrdo
epidemioldgico na ultima década mudou. Assim foram detectados casos no Canada,
Estados Unidos da América, paises europeus e africanos, bem como no Mediterraneo

Oriental e do Pacifico Ocidental.
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Figura 1 - Distribuicdo dos casos da doenca de Chagas no mundo, 2018.
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Fonte: World Health Organization Map Production - Control of Neglected Tropical Diseases (NTD),
2018. Traduzido pela Autora.

A DC, uma das principais DTNs, recebeu este nome em homenagem ao
médico e pesquisador brasileiro Carlos Chagas, que em 1909 foi o primeiro a
descrever 0 agente etiologico, o vetor, o ciclo do parasita e as manifestacdes clinicas
da enfermidade (Echeverria; Morillo, 2019). O agente causador € o protozoario
hemoflagelado Trypanosoma cruzi. Ele possui um ciclo de vida complexo, com
multiplas formas morfoldgicas que se alternam entre um hospedeiro vertebrado e um
invertebrado vetor. No ambiente intracelular, o parasita se apresenta na forma
amastigota, responsavel pela replicacdo no citoplasma das células infectadas. Ja no
sangue, circula como tripomastigota, forma infecciosa capaz de invadir novas células
e perpetuar a infeccdo. A forma mais comum de transmissdo ocorre por meio da
picada de insetos triatomineos, popularmente conhecidos como barbeiros. Esses
insetos hematéfagos, ao se alimentarem do sangue do hospedeiro, defecam nas
proximidades da leséo, liberando as formas tripomastigotas metaciclicas do parasita.
A infeccdo geralmente ocorre pela friccdo involuntaria das fezes na pele ou em

mucosas.
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O ciclo de vida do T. cruzi no vetor inicia-se quando o barbeiro se alimenta do
sangue de um hospedeiro infectado, ingerindo formas tripomastigotas (Figura 2). No
intestino médio do inseto, os parasitas se diferenciam em epimastigotas, forma
replicativa do protozoario. Estas se transformam em tripomastigotas metaciclicas no
reto do inseto e sdo eliminadas com as fezes durante a alimentagdo em um novo
hospedeiro. No organismo do hospedeiro vertebrado, os tripomastigotas metaciclicos
penetram células fagociticas, como o0s macréfagos, e se transformam em
amastigotas. Apos a replicacdo intracelular, novas formas tripomastigotas séo
liberadas na corrente sanguinea, perpetuando o ciclo infeccioso (CDC, 2021).

Figura 2 - Transmissao vetorial da doenca de Chagas.

Trypanosoma cruzi
Estégio no Inseto Triatomineo ODPDX

Estagio em Mamiferos
0 O inseto se alimenta de sangue
(elimina tnpomastigotas metaciclicos nas e Tripomastigotas metaciclicas penetram

fezes, os tnpomastigotas entram na fenda vanas células no local da picada

da picada ou membranas mucosas, Como Dentro das células, transformam-se em
a conjuntiva

amastigotas

Tnpomastigotas metaciclicos |

no mlesln?alemol f\\s @

~ VA = As tnpomastigotas Amastigotas multiplicam-se
z podem infectar outras por fiss@o bindna nas células
Pk células e transformar- dos tecidos infectados
o M'U"':)l“-dm*’ no se em amastigotas
intestino médio intracelulares em novos
locais de infecgéo

e Inseto tnatomineo se
&‘ alimenta de sangue
(inpomastigotas ingendas)
inpomashgotas, depois saem da

Epimastigotas no intestino
4 célula e entram na corrente

ot \ @)7\ < |/ - X

‘ ‘Q Estagio infectante h @
= _ﬁ ESlégiO de diagnéstico Muitas espécies de mamiferos foram reconhecidas
" como hospedeiros reservatonos de T. cruzi

o Amastigotas intracelulares
transformam-se em
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Além da via vetorial, outras formas de transmissdo incluem a congénita
(vertical), transfusdes sanguineas, transplantes de 6rgdos e ingestdo de alimentos

contaminados (Henao-Martinez; Colborn; Parra-Henao, 2016).
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A curso da doenca apresenta duas fases clinicas distintas. A fase aguda é
caracterizada por manifestacdes inespecificas, como febre, mal-estar e inflamacéao
no local da picada. J& a fase crbnica pode persistir por anos ou décadas, afetando
principalmente o coracdo e o trato gastrointestinal. As manifestacbes cardiacas,
especialmente a miocardiopatia chagasica, sdo as mais prevalentes e representam a

principal causa de mortalidade associada a doenca (Echeverria; Morillo, 2019).

Os sintomas da DC sé&o caracteristicos e variam com a fase da doenca, sendo
aguda ou cronica. O periodo inicial - fase aguda - inclui febre, anorexia, cefaleia,
prostracdo, mialgia e vomitos, ou seja, sao sintomas inespecificos, podendo ser
confundidos com aqueles de doencas virais. Estas manifestacdes clinicas se iniciam
entre oito e dez dias apés introducéo do parasita no organismo e pode se estender
por até trés meses, entretanto alguns pacientes podem apresentar um sinal
caracteristico da picada do inseto barbeiro, conhecidos como chagomas ou sinal de
Romafa (Nunes et. al 2024) (Figura 3). A presenca de parasitas na corrente
sanguinea pode confirmar o diagnostico. Segundo Vallejo et al., (2020) a fase cronica
da DC pode persistir por mais de 40 anos, sendo caracterizada como indeterminada,
pois o unico indicativo de infeccdo é uma resposta imune expressiva de anticorpos
anti-T. cruzi. Durante essa fase, de 100 infectados, 30 desenvolvem alteracfes
cardiovasculares e digestivas. A cardiomiopatia chagéasica cronica (CCC) € uma das
principais causas de mortalidade (Nunes et al.,, 2024) da fase cronica sendo
caracterizada por insuficiéncia cardiaca afetando o ritmo e a conducéo de batimentos.
Considerando que estes sinais clinicos ndo séo especificos, o rastreio e tratamento
precoce é raro de ocorrer, sendo assim, a doenca evolui para a forma crbnica, que
pode levar o infectado a morte (Durdes-Oliveira et al., 2024), sendo que a

cardiomiopatia € a que apresenta maior numero de mortalidade (Nunes et. al 2024).
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Figura 3 - Sinal de Romarfia e chagoma de inoculagdo cuténeo

h e

Sinal de Romana Chagoma de inoculagdo cutaneo

Fonte: Dias et al., 2015

O diagnéstico deve seguir protocolos pré-definidos que variam conforme a fase
da infeccdo que incluem exames parasitolégicos e sorologicos. Para a fase aguda, o
exame parasitologico é o mais indicado para identificar as formas tripomastigotas
através do exame direto do sangue periférico. JA 0os exames sorologicos sao
realizados quando a microscopia tiver resultados negativos, sem excluir a
possibilidade da infec¢cdo pelo triatomineo. Esse exame consiste na deteccdo de
anticorpos anti-T. cruzi da classe IgM no sangue periférico. Para a fase cronica, o
principal método diagnostico é o exame sorolégico, devido a presenca de anticorpos
anti-T. cruzi da classe IgG. Entre os testes disponiveis, 0 mais indicado € o ELISA
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), por apresentar alta sensibilidade. Para
complementar o diagndstico, recomenda-se a realizacdo de um teste com elevada

especificidade, como a hemaglutinacédo indireta (HAI) (Monteiro et al., 2016).

Ainda hoje, os unicos medicamentos disponiveis no Brasil para o tratamento
etiolégico da doenca de Chagas séo o benznidazol e, em casos de intolerancia a este,
o nifurtimox (Figura 4), ambos distribuidos pelo Ministério da Saude (Brasil, 2023). A
eficacia desses nitro-heterociclicos é consideravelmente maior quando o tratamento
€ instituido na fase aguda da infeccao, alcancando taxas proximas a 80%. No entanto,
na fase crénica, sobretudo na forma tardia, a resposta terapéutica torna-se limitada,
uma vez que as formas intracelulares do Trypanosoma cruzi sS40 menos susceptiveis
a acdo dos farmacos em comparacao com as formas extracelulares predominantes

na fase aguda (Coura et al., 1997; Winters; Nguyen; Waseem, 2025).
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Figura 4 - Estrutura quimica do Benznidazol (a) e do Nifurtimox (b)
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Fonte: CHEMBL, 2025.

O mecanismo de acdo desses farmacos estad diretamente relacionado a
presenca do grupo nitro em suas estruturas. Tanto o benznidazol quanto o nifurtimox
atuam como pro-farmacos, cuja atividade depende da bioativacao redutiva catalisada
por nitroredutases do Trypanosoma cruzi. A reducdo do grupo nitro leva a formacao
de intermediarios reativos, incluindo espécies reativas e derivados nitroso e
hidroxilamina, capazes de interagir com macromoléculas celulares. Esses metabalitos
promovem danos ao DNA, modificacfes proteicas e aumento do estresse oxidativo
intracelular, comprometendo a viabilidade do parasita. Contudo, a geracdo de
espécies reativas ndo € completamente seletiva, podendo também afetar células do
hospedeiro, o que contribui para o perfil de toxicidade observado clinicamente (Boiani
et al., 2010; Kratz et al., 2018; Melo, 2024).

Considerando a dificuldade de diagndéstico devido aos sintomas inespecificos
e, em muitos casos, assintomaticos, o inicio precoce do tratamento permanece um
desafio significativo (Ferreira; Velloso, 2022). Além disso, tanto o benznidazol quanto
o nifurtimox apresentam alta toxicidade, razdo pela qual recomenda-se
acompanhamento clinico e laboratorial rigoroso durante toda a terapia (Olivera; Fory;
Olivera, 2017). Os efeitos adversos associados a esses farmacos constituem um
grande obstaculo ao tratamento da doenca de Chagas, frequentemente levando a
reducdo de dose ou até mesmo a interrupcao terapéutica. Durante o uso clinico, tém
sido relatados efeitos indesejaveis importantes para ambos os medicamentos,
incluindo anorexia e perda de peso, nauseas, vomitos, excitacdo nervosa, insénia,
alteracdes psiquicas, convulsdes, vertigem, desorientacdo, adinamia, parestesias e

intolerancia ao alcool (A Castro; Demecca; Bartel, 2006).
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Considerando o panorama apresentado para a doenca e, principalmente, sua
maior prevaléncia em regides em desenvolvimento, atingindo pessoas com pouco ou
nenhum acesso a saude de qualidade, a busca por novos tratamentos e moléculas

utilizando metodologias de baixo custo se faz necessario.

Uma metodologia acessivel e rapida para a busca de novos tratamentos € a
utilizacdo da triagem virtual de compostos. Essa estratégia baseia-se na busca in
silico por moléculas ativas em determinado alvo molecular, reduzindo assim, o
namero de moléculas que seriam postas em testes bioldgicos, garantindo que a
pesquisa seja mais rapida e com custos reduzidos. Dentre as varias técnicas, uma
gue se destaca é a denominada ancoragem molecular ou docking molecular. Essa
estratégia consiste na simulacdo da interacao entre moléculas pequenas (ligantes) e
macromoléculas bioldgicas (receptores), com o objetivo de prever o modo de ligacao
e estimar a afinidade de interacdo. E uma estratégia computacional que analisa e
prevé, através de modelos matematicos, a interacao de ligantes com os receptores,
para além disso, também pontua a afinidade desta ligacdo. Diversos programas de
docking estéao disponiveis como AutoDock, AutoDock Vina, GOLD e Molegro Virtual
Docker, cada um com seus proprios algoritmos de busca e funcdes de pontuacao
(Ferreira et al., 2015; Kirchmair et al., 2008).

Segundo Guedes, Magalhdes e Dardenne (2013) entre o ligante e o receptor
h& diversas possibilidades de ligacdo e um algoritmo de busca é responsavel por
identificar cada uma delas, explorando graus de liberdade translacional, rotacional e
conformacional dos ligantes. O scoring ou pontuacdo no docking € utilizado para
analisar e definir quais alternativas de ligacao séo teoricamente melhores e para isso

ocorre uma ordenacéao em funcéo das pontuacdes atribuidas (Khan et al., 2018).

Um dos programas mais usados no mundo € o GOLD (sigla em inglés para
Otimizacdo Genética para Ancoragem de Ligantes), desenvolvido pelo Centro de
Dados Cristalograficos de Cambridge (CCDC). Esse software emprega uma
abordagem computacional bastante utilizada de algoritmos genéticos no seu
algoritmo de busca, prevendo eficientemente a ligacdo entre ligantes e sitios ativos

de proteinas (Jones et al., 1997).

Os algoritmos genéticos foram inicialmente introduzidos por John Henry

Holland em 1975, sendo uma técnica de otimizacao e busca baseada nos principios
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da selecdo natural e da genética de Charles Darwin. Esse método utiliza uma
populacdo de solucdes candidatas, codificadas em estruturas correspondente a
Cromossomos, que séo submetidas repetidamente a processos de avaliagao por meio
de uma funcgédo de aptidéo, selecdo dos individuos mais adaptados, recombinac¢éo ou
cruzamento e mutacdo. Ou seja, 0 algoritmo genético simula um processo evolutivo,
0 que permite a exploracéao eficiente de espacos de busca complexos e a descoberta
de solugBes robustas para problemas multidimensionais, bastante Gtil em areas como
bioinformética e docking molecular quando ha diversos parametros a ser combinados

em busca da melhor solugdo (Massago, 2013).

Assim, o programa GOLD baseia-se na geracéo de multiplas conformacdes do
ligante, que sdo avaliadas mediante funcbes de pontuacdo especificas, como
GoldScore e ChemScore, as quais consideram parametros termodinamicos e
energéticos (como ligacbes de hidrogénio, interagcdes hidrofébicas e forcas
eletrostaticas) para determinar a afinidade de ligagao e, no fim, sdo identificadas as
conformacgdes com melhor acoplamento ao sitio ativo da proteina (Jones et al., 1997).

E importante ressaltar que, embora possua inimeras vantagens, sua eficacia
depende da qualidade dos dados estruturais, como a resolucdo das estruturas
proteicas obtidas por cristalografia (CCDC, 2025). Considerando isso, a utilizacao de
um software como o GOLD na pesquisa e desenvolvimento (P&D) de novas
moléculas com potencial farmacolégico € uma ferramenta de extrema importancia,
pois permite a priorizacdo de compostos com foco na seletividade, afinidade e
potencial farmacolégico. No caso da DC, essa abordagem tem sido amplamente
empregada na busca por inibidores de proteinas essenciais do Trypanosoma cruzi,

como a cruzipaina ou cruzaina (Nogueira et al., 2020).

A cruzaina € uma cisteina protease do tipo papaina, presente em todo o ciclo
de vida do T. cruzi devido ao importante papel que desempenha na nutricao,
diferenciacdo e evasdo imune do parasita, sendo assim, essencial para o
desenvolvimento e sobrevivéncia do T. cruzi (Figura 5) (Durdes-oliveira et al., 2024).
Faz parte das formas amastigotas, tripomastigotas e epimastigotas, entretanto, nesta
ultima forma segundo Herrera e colaboradores (2006) a atividade da cruzaina € dez
vezes maior. Essa enzima catalisa as reacdes de hidrdlise de ligacGes peptidicas,
desempenhando importante papel na decomposicdo de proteinas nas células do

hospedeiro. Com isso, se tornou um importante alvo molecular para o
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desenvolvimento de novos tratamentos para a doenga de Chagas, ja que sua inibicdo
poderia resultar na morte do parasita (Moreira et al, 2014).

Figura 5 - Estrutura cristalogréfica da cruzaina complexada com um inibidor (3KKU)

Fonte: RCSB PDB (2024).

As proteases atuam como catalisadoras na hidrélise de proteinas e sao
classificadas em diferentes grupos, cada um com um arranjo espacial Unico de
residuos de aminoacidos essenciais em seu sitio catalitico. No caso das cisteinas
proteases, a presenca de uma cisteina no sitio ativo € uma caracteristica comum. A
cruzaina, por exemplo, pertence a essa classe e possui uma triade catalitica formada
por cisteina (Cys), histidina (His) e asparagina (Asn). Além disso, essas enzimas
apresentam subsitios de ligacdo especificos, capazes de acomodar os residuos de

aminoacidos do substrato de acordo com sua especificidade (Mehrtens, 2007).

Estruturalmente, o sitio catalitico da cruzaina é organizado em subsitios de
ligacdo denominados S1, S2, S3 e S1’, responsaveis por acomodar diferentes
porcdes do substrato ou de inibidores e por conferir especificidade a enzima. Entre
eles, o subsitio S2 destaca-se como o principal determinante de especificidade,
caracterizando-se por uma cavidade relativamente profunda e predominantemente
hidrofébica, favoravel a interacdo com grupos apolares volumosos. Ja 0s subsitios
S1, S3 e S1’ apresentam maior exposicao ao solvente e contribuem para o adequado
posicionamento e estabilizacdo do ligante na fenda catalitica. O residuo catalitico

Cys25 localiza-se na regido correspondente ao S1, enquanto Hisl62 e Asnl75
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completam o arranjo catalitico tipico das proteases do tipo papaina, atuando na
ativacao nucleofilica do tiol e na estabilizacdo dos intermediarios reacionais (HO,
2023; Gillmor et al.,, 1997). A compreensdo dessa organizacdo estrutural €&

fundamental para o planejamento racional de inibidores.

Figura 6 - Superficie da cruzaina destacando os subsitios do sitio catalitico (S1, S2, S3 e S1).

Fonte: HO (2023).

Para entender como ocorre 0 mecanismo de acdo da hidrélise, é importante
ressaltar que, a His e Cys formam um par iénico tiolato — imidazélico, garantindo que
o tiol da Cys seja um potente nucledfilo que ira hidrolisar a ligacao peptidica do
substrato. Esse mecanismo é exemplificado em quatro etapas na Figura 6: ataque do
tiolato a ligacéo peptidica (a); o intermediario tetraédrico é estabilizado por meio de
ligacbes de hidrogénio com Cys e Gly (cavidade do oxianion) (b); a acetilacdo da
enzima e liberagdo uma cadeia terminal do substrato (c); ha formac&o de um segundo
intermediario tetraédrico devido a hidrélise da enzima que foi acetilada (d), com
consequente colapso do intermediario para regeneracdo da enzima liberando o

fragmento N-terminal do substrato (Mehrtens, 2007).
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Figura 7 - Mecanismo de hidrélise da cisteina protease proposto por Mehrtens (2007).
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Fonte: Retirado de Mehrtens (2007, p. 19).
Considerando o contexto de modelagem molecular, quando se determina um

alvo molecular, a busca por moléculas que interagem com este alvo € de extrema
importancia, assim, € importante destacar que na literatura, inibidores covalentes sao
descritos como sendo compostos que formam uma ligagdo covalente com um alvo
molecular, e a inibicdo pode ser tanto reversivel quanto irreversivel, e isso vai
depender do grupo reativo - warhead — escolhido. O grupo reativo é a parte da
molécula responsavel por formar a ligacdo covalente com o alvo. O desenvolvimento
de inibidores covalentes representa um marco importante na histdria da farmacologia,
sendo responsavel por avancos terapéuticos significativos ao longo do ultimo século
(Hillebrand et al., 2024).

Ao longo das ultimas décadas, diferentes medicamentos de relevancia clinica
empregaram o mecanismo de inibicdo covalente, como a aspirina, cuja acao envolve
a acetilacdo da ciclooxigenase, e a penicilina, responsavel pela inativacdo da
transpeptidase bacteriana. Posteriormente, farmacos como omeprazol, clopidogrel,
bortezomibe, saxagliptina e inibidores de tirosina quinase reforcaram a aplicabilidade
terapéutica dessa abordagem. A evolucédo histérica desses compostos, ilustrada na

Figura 7, evidencia a consolidagdo da inibicAo covalente como estratégia
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farmacoldgica robusta e validada clinicamente (Sutanto; Konstantinidou; Domling,
2020).

Nesse contexto, a investigacao de inibidores covalentes para a cruzaina torna-
se particularmente relevante, especialmente considerando a necessidade de novas
alternativas terapéuticas para a doenca de Chagas. A aplicacdo de ferramentas de
modelagem molecular permite, assim, explorar racionalmente essa estratégia no

planejamento de novos candidatos.

Figura 8 - Histérico dos inibidores covalentes. Os grupos quimicos reativos ou “warheads”.

o )
N R,
[ J w ‘
N %ioBon Dacomitinibe,
o— inibidor de EGFR F
. g o H = Bortezomibe, aprovado em 2018 C[
Ny Ry Wi 2 oH anticancerigeno
[ ™ L&D " &.. on aprovado em 2003 i " “
i ke S N
Siiass da Asbii Omeprazol (1979), inibidor Fosfomicina, anti- o T N
iniess.ca/epinna de bomba de protons de infeccioso o SN,
pela Bayer primeira classe aprovado em 1996 )
Fumarato de
dimetila, aprovado
em 2013
1890s 1920-1980s 1990s 2000s 2010-2014 2015-2019 2020-
—F
0— /7‘1 O H ) o |
—( | < i o
- s ///;:;J\H"'N” Non { 7“&4 kf
T - 'S/\ N~ OH NH, — = N
\ il / N ?N"/NN
e P Lansoprazol o /s Saxagliptina, N7 | i
~ o (patenteado em 1984) o antidiabético NH; /3 NS Mg
T . o’ ’N - aprovado em 2009 o P N7
Ny p O H ’
S N0 | o~ o NH: -
Clopidogrel, - '3fugf%i’3ifr _ Zanubrutinibe,
st antiplaquetario inibidor de frosina inibidor de BTK (Tirosina
Descobertagg:emcmna v aprovado em 1997 Quinase de Bruton) Quinase de Bruton) aprovado
(1928) aprovado em 2014 em 2019

Fonte: Adaptado de Sutano; Konstantinidou; Démling (2018, p. 3).
Devido ao papel essencial da cruzaina no ciclo de vida do T. cruzi, diversas

classes de inibidores vém sendo descritas na literatura. De maneira geral, esses
compostos podem atuar como inibidores covalentes irreversiveis, covalentes
reversiveis ou reversiveis (ndo covalentes), com mecanismos distintos de
reconhecimento e estabilizacdo do complexo enzima-ligante. Nos inibidores
covalentes, a presenca de um grupo eletrofilico (warhead) permite o ataque
nucleofilico pelo residuo catalitico de cisteina no sitio ativo, resultando na formacéao
de um aduto covalente, cuja reversibilidade depende da natureza quimica do warhead

e do microambiente catalitico (Johnson et al., 2010; Singh et al., 2011).
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Em proteases do tipo cisteina, muitos inibidores sdo desenhados para explorar
a arquitetura do sitio ativo e podem apresentar caracteristicas peptidomiméticas, uma
vez que o reconhecimento molecular frequentemente envolve subsitios responsaveis
por acomodar residuos do substrato natural (Drag; Salvesen, 2010). Nesse contexto,
inibidores covalentes reversiveis inativam cisteino-proteases ao reagirem com o tiol
catalitico, levando a formacdo de um intermediario covalente reversivel,
frequentemente descrito como tetraédrico no caso de aldeidos e cetonas ativadas. A
estabilidade desse intermediario depende tanto do grupo reativo quanto das
interacbes complementares estabelecidas pelas regides de reconhecimento do
ligante.

Diversos inibidores covalentes reversiveis descritos como produtos naturais ou
derivados incluem, por exemplo, peptidil aldeidos, os quais podem apresentar
elevada poténcia, mas frequentemente exibem seletividade limitada e podem também
inibir serino-proteases dependendo do contexto estrutural e do sitio ativo (Mehrtens
etal., 2007; Singh et al., 2011). Assim, modificacdes estruturais dirigidas a exploracéo
de subsitios especificos do sitio ativo vém sendo empregadas para aumentar
seletividade por cisteino-proteases, resultando em diferentes classes de compostos
sintéticos reversiveis ou covalentes reversiveis descritas na literatura (Mehrtens et al.,
2007).

Ja os inibidores covalentes irreversiveis frequentemente apresentam
warheads altamente reativos, como fluorometil-cetonas, B-epoxi-cetonas, epéxidos
peptidicos e vinil sulfonas. As vinilssulfonas e vinilssulfonamidas atuam como
aceptores de Michael e tém sido descritas como inibidores potentes de diversas
cisteino-proteases, frequentemente exibindo baixa reatividade frente a serino-
proteases (Powers et al., 2002). Apesar do potencial terapéutico, inibidores
covalentes irreversiveis demandam avaliacdo criteriosa quanto a seletividade e
seguranca, uma vez que reatividade excessiva pode favorecer ligacdes fora do alvo

e aumentar o risco de efeitos adversos (Johnson et al., 2010; Singh et al., 2011).

Além disso, deve-se considerar os inibidores reversiveis (ndo covalentes), os
guais se ligam de forma temporaria ao sitio ativo ou a regides alostéricas por meio de
interacdes ndo covalentes, como ligacdes de hidrogénio, interacdes hidrofébicas e
eletrostaticas. Esses inibidores modulam a atividade catalitica sem modificar

covalentemente o residuo catalitico e constituem classes relevantes tanto para
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triagens iniciais quanto para o entendimento do reconhecimento molecular e da

relagéo estrutura—atividade (copeland, 2013).

Assim, é fundamental compreender os mecanismos de atuacdo dos diferentes
tipos de inibidores da enzima cruzaina, sendo estes inibidores reversiveis, covalente
reversiveis e covalentes irreversiveis, para o desenvolvimento racional de novas
moléculas com potencial terapéutico contra a doenca de Chagas. Além disso, diante
da importancia desta enzima para o ciclo de vida do T. cruzi a busca de novos
candidatos a farmacos por meio de metodologias computacionais € uma estratégia
promissora, acessivel e de baixo custo. Para isso, é de fundamental importancia
investigar o atual cenério de inibidores de cruzaina existentes, classificando-os
guanto ao modo de inibicédo, realizando uma caracterizacdo de suas propriedades
fisico-quimica e analisando seu comportamento frente a metodologias de predicéao de
interagcdo como o docking. Assim, busca-se consolidar estratégias in silico visando a
descoberta de novos farmacos. Parte-se da hipdtese de que diferentes classes de
inibidores da cruzaina apresentam perfis estruturais e fisico-quimicos distintos, os
guais podem impactar a pontuacdo e a interpretacdo comparativa em estudos de

docking molecular.
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2 OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivo caracterizar e analisar as diferentes
classes de inibidores da cruzaina descritos na literatura utilizando ferramentas de

modelagem molecular.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Para atingir este objetivo, objetivou-se especificamente:

a) Selecionar, obter e preparar a estrutura tridimensional da cruzaina;

b) Realizar um levantamento na literatura de moléculas ativas contra a
cruzaina;

c) Realizar uma caracterizacdo quimica e das propriedades fisico-quimica a
partir das estruturas obtidas;

d) Realizar o docking molecular ao conjunto de inibidores obtidos.

e) Analisar o desempenho do docking no GOLD em relag&o aos inibidores

descritos na literatura.
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3 METODOLOGIA
3.1 SELECAO E CARACTERIZACAO DE INIBIDORES DA CRUZAINA

Por meio do programa DataWarrior foi possivel obter os inibidores da cruzaina,
importando as informagbes da base de dados ChEMBL (European Bioinformatics
Institute, 2024) a partir do termo “cruzipain” no campo alvo molecular. Assim, obteve-
se 33.189 moléculas que foram selecionadas somente aquelas com atividade
inibitéria (ICsp) expressa em nanomolar (nM) com valores menores que 100.000 nM
determinada experimentalmente. Por meio de filtros, moléculas contendo elementos
atipicos para farmacos foram excluidas, como o selénio, boro, arsénio e silicio. Dentre
0S registros restantes, removeram-se duplicatas, e enantibmeros redundantes,
resultando em 29.413 ligantes unicos, que constituiram o banco de dados final
utilizado nas analises. Por fim, para cada molécula, foram calculadas as seguintes

propriedades fisico-quimicas:

e massa molar

e LogP

e numero de aceptores de hidrogénio

e numero de doadores de hidrogénio

e area de superficie polar topolégica (TPSA)

e numero de ligacdes rotacionaveis

Adicionalmente a frequéncia de determinados sistemas ciclicos foi realizada,
utilizando-se a ferramenta Analyse Scaffold do DataWarrior para analise mais robusta

do perfil destes ligantes.
3.2 CLASSIFICACAO E ANALISE DOS INIBIDORES

A classificagdo dos compostos como inibidores covalentes irreversiveis,
covalentes reversiveis e ndo covalentes reversiveis foi fundamentada em filtros
SMARTS (SMiles ARbitrary Target Specification) no DataWarrior e baseada na
literatura existente aplicados a cisteina-proteases. Essa classificagcdo levou em

consideracao a presenca ou auséncia de grupos funcionais com potencial interacao
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covalente com o residuo catalitico Cys25 da cruzaina. Foram considerados 0s

seguintes grupos, cujas estruturas sao mostradas no Anexo A:

Carbonilas a- insaturadas
a-B3-Arilcetonas
a-B-Cetona-Heterociclo
Heteroariltioacetamida
a-fenil-tiofenolcetona
Ceto-aciloximetano
Ceto-arilaciloximetano
Ceto-ariloximetano
Vinilssulfonas

Epoxido

Haleto de alquila
Tiazolidinodiona
Tetrafluorofenoxido
Oxazolona
Tetrafluorofenoximetil cetona
Dissulfeto

Maleimida
Ester-fosfato
Nitrofuranos

Aziridina
Halometilcetonas
Carbazatos de alquila
N-O-diacilhidroxamatos
Oxidacao

Sais de sulfonico

Os compostos classificados como covalentes irreversiveis possuem grupos

eletrofilicos capazes de reagir de forma permanente com o grupo tiol da Cys25,

resultando na inativacdo estavel da enzima. Em cisteinas proteases, esses

compostos atuam em grande parte por mecanismos de alquilacdo ou acilacao

irreversivel, levando a perda definitiva da atividade catalitica, conforme descrito em
literatura (HILLEBRAND et al., 2024).
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Os compostos covalentes reversiveis foram caracterizados pela presenca de
grupos funcionais capazes de formar adutos covalentes instaveis com a Cys25,
permitindo a dissociagdo do complexo enzima-inibidor. Foram classificados como
covalentes reversiveis 0s compostos que nao apresentavam warheads associados a
inibicdo irreversivel e contendo ao menos um dos seguintes grupos, cujas estruturas

sdo mostradas no Anexo B:

¢ N-acil-hidrazonas

e Aril cetonas

e Cetonas heterociclicas
e Tiossemicarbazonas

e Aldeidos

e Carbazonas

e Oximas

e Trifluorometil cetonas
e Halopiridina

e Hemiacetal de aldeido mascarado

Como uma mesma molécula poderia conter mais de um grupo funcional
potencialmente reativo, adotou-se um critério hierarquico de classificacao.
Compostos contendo qualquer warhead (grupo reativo) associado a inibicédo
covalente irreversivel foram prioritariamente classificados nessa categoria, mesmo
gue também apresentassem grupos caracteristicos de inibicdo covalente reversivel.
Na auséncia desses grupos, a presenca de warheads tipicos de formacao de adutos
covalentes reversiveis levou a classificacdo como inibidores covalentes reversiveis.
Apenas moléculas sem nenhum dos padrdes estruturais descritos foram classificadas

como inibidores reversiveis ndo covalentes.

Os filtros SMARTS utilizados foram construidos com base em subestruturas
reativas descritas na literatura para cisteino-proteases, priorizando padrdes
associados a reatividade do residuo catalitico Cys25. A classificacdo estrutural obtida,
portanto, representa uma inferéncia baseada em potencial quimico de reatividade,

nao constituindo confirmacédo experimental do mecanismo de inibicao.
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Por fim, as moléculas caracterizadas como inibidores reversiveis foram
aquelas que ndo possuiam grupos eletrofilicos reativos, ou seja, aqueles utilizados
na classificagéo dos inibidores covalentes.

A andlise destas classes de compostos (covalentes reversiveis, covalentes
irreversiveis e reversiveis), os parametros fisico-quimicos e comparag¢do com o score
(pontuagédo) do docking foram realizadas por meio do RStudio, onde foram
construidos gréficos e tabelas, incluindo histogramas com curvas de densidade kernel

e gréaficos de dispersao com regressao linear.

Essa etapa permitiu comparar as trés classes de inibidores e identificar
tendéncias relacionadas as propriedades fisico-quimicas que poderiam influenciar o
desempenho nos experimentos de docking, além disso, por meio de graficos de

disperséo, correlacionaram-se esses parametros com o score do docking.

3.3 DOCKING

3.3.1 Preparo dos ligantes para o docking

As estruturas bidimensionais dos compostos selecionados foram inicialmente
processadas no DataWarrior, onde foi preservado apenas o maior fragmento
estrutural de cada molécula por meio da ferramenta Add Largest Fragment, a fim de
remover sais, contraions e espécies neutras indesejadas. Ainda nessa etapa,

realizou-se a neutralizacdo de cargas formais, quando aplicavel.

As estruturas filtradas foram exportadas e convertidas para coordenadas
tridimensionais utilizando o OpenBabel, que permitiu a geracao inicial das geometrias
moleculares, adicionando os hidrogénios considerando o estado de protonacao
predominante em pH 5,5, condicdo compativel com o microambiente acido da
cruzaina. No OpenBabel, também foi realizada otimizacdo geométrica das estruturas
utilizando campo de forca molecular padrdo (MMFF94) a partir do conférmero de

menor energia.

Posteriormente, os arquivos foram inspecionados no PyMOL e no DataWarrior
a fim de se detectar inconsisténcias estruturais, quiralidades indefinidas e possiveis

erros de valéncia. Compostos que apresentaram problemas estruturais graves e nao



36

puderam ser corrigidos foram excluidos do conjunto. Ao final dessa inspecéo, 14

moléculas foram removidas.

A exploragao conformacional dos ligantes foi conduzida durante o processo de
docking pelo algoritmo genético do programa GOLD, ndo sendo necessaria a geracao

prévia extensiva de multiplas conformacdes externas.
3.3.2 Obtencéao e preparo da estrutura tridimensional da cruzaina

A estrutura tridimensional da enzima cruzaina, em complexo com um ligante
ndo peptidico de modo de ligacdo reversivel, foi obtida a partir do banco de dados
Protein Data Bank (PDB). O arquivo de coordenadas atdmicas, identificado pelo
codigo de acesso 3KKU, foi recuperado do sitio eletrénico oficial do PDB (disponivel

em: https://www.rcsb.org/).

Apés isso, o complexo cristalografico foi preparado pelo programa GOLD
(CCDC - The Cambridge Crystallographic Data Centre) seguindo um protocolo que
considerou analise criteriosa dos aminoacidos constituintes do sitio de ligacdo, os
possiveis tautdmeros dos residuos de histidina, as orientagcdes das cadeias laterais
de asparagina (Asn) e glutamina (GIn) para verificacdo de eventuais inversdes, bem
como a ocupancia conformacional de cada residuo. Pela analise de aminoacidos do
sitio de ligacédo foi possivel detectar presenca de grupos ionizaveis. Assim, 0 estado
de ionizacéo dos residuos cataliticos Cys25 e His162 foi definida de maneira a se
obter o par idnico. Em seguida, a conformacao de maior ocupancia para o residuo de
Cys25 foi adotada e foi realizada remoc&o das moléculas de agua presentes no sitio

de ligacao, juntamente com o artefato de cristalizacdo Z222 e o ligante B95.
3.3.3 Docking molecular

O docking molecular foi realizado no programa GOLD utilizando as estruturas
preparadas da cruzaina e dos inibidores. Para isso, algumas configuracées foram

utilizadas:

e Regido de busca: residuos a um raio de 8 A do ligante cristalogréafico B95;
e Algoritmo de busca com eficiéncia de 50% do padrao;

e 30 corridas independentes;
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e Operagdes minimas: 50.000;

e Early termination ativado com o critério de parada das 3 melhores poses com
RMSD menor que 1,5 A;

e Demais parametros no padréo do programa,

e Apenas a melhor pose (top-ranked) foi salva para cada ligante.

A execucao do docking foi automatizada e otimizada por meio da divisdo dos
ligantes em lotes menores para execugcdo em paralelo, utilizando um script

desenvolvido no laboratorio.

A funcéo de pontuagdo ChemPLP foi utilizada como critério de ranqueamento,
e os valores obtidos foram incorporados a base de dados original no DataWarrior. As
analises finais de correlacdes, ordenacdes e inspecdes graficas foram realizadas no
RStudio, DataWarrior e Excel, permitindo comparar o desempenho dos diferentes

grupos de inibidores em relacéo as suas propriedades fisico-quimicas.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 OBTENCAO E PREPARO DA ESTRUTURA CRISTALOGRAFICA DA
CRUZAINA

O Protein Data Bank foi utilizado como base de dados para a busca da
estrutura cristalografica da cruzaina. Para isso, foi buscado o termo “cruzain” e
encontrou-se 31 resultados, entretanto a estrutura escolhida foi a de cddigo 3KKU,
que representa um complexo com ligantes n&o covalente e com resolucéo de 1,28 A.
Primeiro, observou-se que as moléculas de agua no sitio de ligacdo dos ligantes nao
possuiam interacdes significativas entre o ligante e a proteina, permitindo a remocéao
destas. Esta estrutura foi selecionada por apresentar caracteristicas relevantes para
0 presente estudo, como a natureza do ligante e seu mecanismo de acgéo reversivel,

servindo como ponto de partida para as analises subsequentes.

42 SELECAO DE INIBIDORES DA CRUZAINA COM ATIVIDADE
DETERMINADA EXPERIMENTALMENTE

Considerando a relevancia da cruzaina para a sobrevivéncia e o ciclo de vida
do Trypanosoma cruzi, e seu potencial como alvo molecular para o desenvolvimento
de farmacos destinados ao tratamento da doenca de Chagas, foram recuperadas
33.189 entradas no ChEMBL. Apos aplicacéo de critérios de atividade ICso, menor de
10 uM e padronizacdo de unidades, restaram 32.466 compostos. Destes, foram
removidas moléculas com atomos incomuns em compostos bioativos, como selénio
e metais de transicdo, por ndo serem contempladas pelos parametros do protocolo
de docking adotado. Além disso, foram removidas as moléculas duplicadas,
resultando, assim, em 29.413 inibidores. E importante também considerar que estes
inibidores podem atuar de maneira covalente reversivel ou irreversivel, e o que vai
determinar o tipo de ligacao é a presenca de grupos eletrofilicos em sua estrutura que

reagem com o enxofre do residuo catalitico de Cys25.

Durante estudos clinicos, a alta taxa de perda de candidatos a farmacos é

associada a problemas de toxicidade e baixa eficacia (Guengerich, 2011).
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No contexto do desenvolvimento de inibidores enzimaticos, diferentes
estratégias vém sendo exploradas para otimizar poténcia e seletividade. Entre elas,
destacam-se os inibidores covalentes, nos quais a formagdo de uma ligacéo
covalente entre o ligante e o residuo catalitico pode resultar em maior poténcia
farmacoldgica, refletida em valores de IC50 mais baixos e em tempos de residéncia
prolongados no sitio ativo. (Sutanto et al.,, 2020) Com isso, doses menores e
administracdes menos frequentes podem ser empregados no esquema terapéutico,
0 que esta associado a melhor adeséo do paciente ao tratamento (Bauer, 2015). Os
inibidores covalentes também sao vantajosos frente a enzimas com sitios de ligacéao

altamente flexiveis, pois podem garantir afinidade adequada (Lonsdale; Ward, 2018).

Entretanto, o uso de inibidores covalentes também apresenta limitacdes
importantes, como efeitos adversos inesperados, como reac¢des de hipersensibilidade
e toxicidade off target (Singh et al., 2011; Johnson; Weerapana; Cravatt, 2010). Além
disso, para alvos com alta taxa de turnover proteico, a vantagem do tempo de
residéncia prolongado pode ser reduzida, o que torna a estratégia menos eficaz.
Outro desafio relevante reside na escolha adequada do warhead eletrofilico, pois
exige um equilibrio delicado entre reatividade suficiente para promover a ligagdo com
o0 alvo e estabilidade quimica para evitar reacfes inespecificas com nucledfilos
enddgenos, como por exemplo a glutationa (Powers et al., 2002; Gehringer; Laufer,
2018). Dessa forma, a selecao racional de warheads permanece uma etapa critica no

desenvolvimento de inibidores covalentes, especialmente para aplicacdes in vivo.

A classificacdo dos inibidores em covalentes irreversiveis ou covalentes
reversiveis depende da natureza quimica do warhead. Com isso, compostos com
interacdes covalentes irreversiveis foram previamente identificados baseados na
presenca de grupos funcionais como carbonilas a,B-insaturadas, vinilsulfonas,
halometilcetonas, epoxidos, haletos de alquila e trifluorometilcetonas. Estes grupos
formam uma ligacdo covalente permanente com o residuo catalitico Cys25 do sitio
ativo. Outros grupos eletrofilicos sdo conhecidos por formarem ligacdes covalente
com o residuo de Cys25, porém de maneira reversivel. Esses grupos incluem as
cetonas, aldeidos e tiossemicarbazonas e também foram identificados nos compostos
ativos obtidos do ChEMBL.

A distribuicdo dessas classes de compostos entre os inibidores obtidos

encontra-se na Figura 8, enquanto a identificacdo dos grupos funcionais utilizados



40

para essa classificacdo ¢ apresentada na Tabela 1. E possivel observar que dentre
0Ss compostos, prevalecem os inibidores reversiveis, nos quais nao foram
identificados grupos eletrofilicos, correspondendo a um total de 72,1%. Os inibidores
covalentes irreversiveis representam 15,7%, enquanto os covalentes reversiveis
consistem em 12,2% do conjunto (Figura 8). A predominancia de inibidores
reversiveis pode sugerir o padréo de busca cauteloso por inibidores covalentes devido
aos efeitos adversos (Singh et al., 2011; Johnson et al., 2010; Kim, 2021). Entretanto,
os inibidores covalentes ainda constituem uma porcao significativa de inibidores
(27,9%), especialmente os inibidores covalentes irreversiveis. Este fato pode estar
relacionado a uma estratégia comumente utilizada de transformar um substrato de
uma protease em um inibidor, inserindo grupos eletrofilicos (Drag; Salvesen, 2010;
Miiller et al., 2023).

Figura 9 - Distribuicdo total dos compostos de acordo com o tipo de inibi¢éo.

Distribuic@o dos tipos de inibicdo

Reversivel 721

Covalente irreversivel 15.7%

Tipo de inibigéo

Covalente reversivel 12.2%

o

5000 10000 15000 20000
Namero de moléculas

Fonte: Elaborado pela autora (2026)

A Tabela 1 apresenta a distribuicdo dos inibidores e seus grupos funcionais
utilizados para a classificacdo quanto ao tipo de inibicédo, evidenciando a diversidade
guimica associada aos inibidores covalentes, tanto reversiveis quanto irreversiveis,
frente a enzima cruzaina. Por exemplo, dentro da classe dos inibidores covalentes
irreversiveis (4.703 compostos), observa-se que ha predominancia de carbonilas a-
insaturadas, correspondendo a 43,50% desses compostos, 0 que € compativel com
a literatura, jA que os aceptores de Michael sdo frequentemente utilizados séo
amplamente empregados como warheads em inibidores direcionados a residuos de

cisteina em proteases (Jackson et al., 2016; Santos; Moreira, 2007)



41

J& na classe dos inibidores covalentes reversiveis (3.606 compostos) destaca-
se a elevada proporcéo de nitrilas, estando presentes em 50,92% dos compostos
dessa categoria. Essa elevada frequéncia reforca o papel dos compostos contendo
grupo nitrila (-C=N) em estratégias de descoberta de farmacos, devido ao seu amplo
potencial como inibidores de cisteino-proteases associadas a doencas como
leishmaniose, doenca de Chagas (via cruzaina) e cancer (via catepsina L). Isso se
deve ao fato de que o grupo nitrila atua como um farmacéforo versatil, promovendo
interacBes efetivas com residuos do sitio ativo, podendo conferir boa afinidade,
estabilidade metabdlica e perfii ADME (administracéo, distribuicdo, metabolismo,
eliminacdo) favoravel (Brogi et al., 2022). Além das nitrilas, grupos como N-
acilhidrazonas, arilcetonas, cetona-heterociclicas e tiossemicarbazonas apresentam
contribuicdes relevantes, refletindo a diversidade quimica empregada para alcancar
inibicdo covalente reversivel (Gehringer; Laufer, 2018). Esses compostos formam
ligacbes covalentes transitorias, como hemitioacetais ou tioimidatos, sendo
amplamente descritos como estratégias intermediarias entre inibicdo ndo covalente e
irreversivel no desenvolvimento de inibidores de cisteina-proteases, incluindo a

cruzaina (Merhtens, 2007).

Os inibidores nao covalentes reversiveis (n = 21.104) constituem a maior
fracdo da biblioteca analisada, representando 71,75% do total de compostos. Apesar
de néo reagirem diretamente com a Cys25, esses compostos desempenham papel
fundamental como grupo de referéncia comparativa, permitindo avaliar até que ponto
a presenca de warheads covalentes impacta o desempenho nos estudos de docking
(Luci et al., 2011). Sua inibicdo depende de interacdes hidrofdbicas, eletrostaticas,
ligacBes de hidrogénio e interacdo com os subsitios, sdo menos exploradas pois nao
reagem com a Cys25, porém sdo fundamentais para comparacao estrutural (Sigma-
Aldrich, 2025).

Tabela 1 - Classificacdo dos inibidores da enzima cruzaina

TIPO DE N° - % TIPO %
~ GRUPO FREQUENCIA DE
INIBICAO GRUPO INIBICAO TOTAL
Covaler]te Carbonilas a-B insaturadas 4703 2046 43,50% 6,96%
Irreversivel

a-B-Arilcetonas 4703 745 15,84% 2,53%
a-B-Cetona-Heterociclo 4703 89 1,89% 0,30%
Heteroariltioacetamida 4703 1615 34,34% 5,49%
a-fenil-tiofenolcetona 4703 337 7,17% 1,15%
Ceto-aciloximetano 4703 231 4,91% 0,79%

Ceto-arilaciloximetano 4703 121 2,57% 0,41%
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Hpo  DF GRUPO N CREQUENCIA  DE . v
INIBICAO GRUPO INIBICAO TOTAL
Ceto-ariloximetano 4703 72 1,53% 0,24%
Vinilssulfonas 4703 128 2,72% 0,44%
Epdxido 4703 49 1,04% 0,17%
Haleto de alquila 4703 98 2,08% 0,33%
Tiazolidinodiona 4703 88 1,87% 0,30%
Tetrafluorofenéxido 4703 37 0,79% 0,13%
Oxazolona 4703 35 0,74% 0,12%
Tetrafluorofenoximetil cetona 4703 28 0,60% 0,10%
Dissulfeto 4703 26 0,55% 0,09%
Maleimida 4703 19 0,40% 0,06%
Ester-fosfato 4703 18 0,38% 0,06%
Nitrofuranos 4703 17 0,36% 0,06%
Aziridina 4703 8 0,17% 0,03%
Halometilcetonas 4703 8 0,17% 0,03%
Carbazatos de alquila 4703 7 0,15% 0,02%
N-O-diacilhidroxamatos 4703 4 0,09% 0,01%
Oxidacao 4703 2 0,04% 0,01%
Sais de sulfénico 4703 1 0,02% 0,00%
go"a'ef‘te Nitrila 3606 1836 50,92% 6,24%

eversivel
N-acil-hidrazonas 3606 1266 35,11% 4,30%
Aril cetonas 3606 1232 34,17% 4,19%
Cetonas heterociclicas 3606 440 12,20% 1,50%
Tiossemicarbazonas 3606 194 5,38% 0,66%
Aldeidos 3606 44 1,22% 0,15%
Carbazonas 3606 23 0,64% 0,08%
Oximas 3606 21 0,58% 0,07%
Trifluorometil cetonas 3606 13 0,36% 0,04%
Halopiridina 3606 11 0,31% 0,04%
Hemiacetal de aldeido 3606 11 0.31% 0.04%
mascarado

Reversiveis Nao definido 21104 21104 71,75%

Fonte: Elaborado pela autora (2026)

Um exemplo de inibicdo covalente reversivel de cisteina proteases € pela

adicdo nucleofilica da cisteina ao carbono nitrilico seguido da abstracdo de um préton

da histidina catalica, esse tipo de mecanismo forma um intermediario tioimidato

reversivel (Figura 9) (Ribeiro, 2018).
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Figura 10 - Mecanismo de inibigdo covalente reversivel de cisteina-proteases por inibidor nitrilico,
evidenciando a formacao de um aduto reversivel entre o grupo nitrila e o residuo catalitico Cys25,
mediado pelo par catalitico Cys25-His162.
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Fonte: Imagem retirada de Ribeiro, 2018.

Ja para os inibidores irreversiveis, um bom exemplo € a inibicdo por aceptores
de Michael (Figura 10). Os aceptores de Michael sdo em sua grande maioria,
compostos carbonilicos a,B-insaturados usados na reacdo de Michael ou também
chamada de adicdo de Michael. Diversas subclasses de compostos podem atuar
como aceptores de Michael, incluindo aldeidos a,3-insaturados, ésteres e tioésteres
a,B-insaturados, amidas conjugadas, nitrilas ativadas e outros sistemas

eletronicamente conjugados (Andrés et al., 2024).

Figura 11 - Mecanismo de inibicdo covalente irreversivel de cisteino-proteases por aceptores de
Michael, destacando o ataque nuclecfilico do tiol da Cys25 ao carbono 3 da dupla ligagao a,f3-

insaturada e a formacdo de um aduto estavel
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Fonte: MEHRTENS, 2007.

A Figura 10 mostra, de forma resumida, como ocorre a inibicdo covalente do
tipo adicdo de Michael com uma vinilssulfona. Primeiro, o tiolato da cisteina catalitica
(Cys25) atua como nucledfilo e reage com carbono 3 da dupla ligagao a,B-insaturada
do inibidor. Esse ataque € favorecido porque grupos retiradores de elétrons tornam
esse carbono mais eletrofilico. Apds o ataque, forma-se um intermediario que é
rapidamente protonado, resultando em uma ligacéo covalente estavel entre a enzima

e o inibidor. A formacao desse intermediario é favorecida devido a possibilidade de
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conjugacao do par de elétrons com a carbonila ou grupo semelhante. Como essa
ligacdo formada n&o se rompe facilmente, a enzima permanece inativada,
caracterizando um mecanismo tipico de inibicdo covalente irreversivel (Souza, 2021;
(Andrés et al., 2024).

4.3 ANALISE DA CARACTERIZACAO QUIMICA E DAS PROPRIEDADES
FiSICO-QUIMICAS DAS MOLECULAS OBTIDAS

Para andlise dos parametros fisico-quimicos calculados, levou-se em conta a
regra dos 5 de Lipinski que considera parametros como peso molecular, e nimero de
aceptores e doadores de ligacdo hidrogénio e LogP. Em 1997, um estudo pioneiro
realizado por Christopher Lipinski, de um grupo de pesquisadores da Pfizer, introduziu
critérios fundamentais para avaliar propriedades farmacocinéticas de moléculas. O
trabalho analisou compostos farmacologicamente ativos administrados por via oral,
bem como candidatos em fase clinica. A partir dessa analise, os pesquisadores
estabeleceram parametros especificos que abrangiam aproximadamente 90% das
variacOes observadas em quatro caracteristicas fisico-quimicas essenciais: massa ou
peso molecular (< 500 Da), logaritmo do coeficiente de particdo de um soluto entre
octanol e agua, conhecido como LogP (< 5), nimero de doadores de ligacdo de
hidrogénio < 5 e numero de aceptores de ligagao de hidrogénio < 10 (Lipinski et al,
2001). Esses parametros deram origem ao que ficou conhecido como as "regras dos
cinco de Lipinski”, um marco na triagem de moléculas com potencial terapéutico. A
partir disso, estabeleceu-se que moléculas que nado respeitarem ou ainda que
descumprissem pelo menos dois destes parametros, seriam menos propensas a boa

absorcao oral (Walters, 2012).

Além dos parametros definidos pelas regras de Lipinski, considerou-se aqueles
definidas por Veber (2002), em que compostos devem ter no maximo dez ligacdes
rotacionaveis e area de superficie polar (topological polar surface area — TPSA) igual
ou menor que 140 A2, para terem boa biodisponibilidade oral. No presente trabalho,
dentre as classes predefinidas aplicou-se as regras de Lipinski e de Veber, para
avaliacao de parametros chave associados a boa absorcao e permeabilidade oral. No
entando, tais critérios foram utilizados com finalidade analitica e comparativa entre as

classes de inibidores. Inicialmente, foi realizada uma andlise detalhada para
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identificagdo das regras que mais frequentemente violadas em cada classe dos
inibidores. Os resultados quantitativos se encontram na Tabela 2.

Tabela 2 - Frequéncia e percentual de violaces por regra especifica e por tipo de inibi¢éo.

ViolagBes por regra

Tipo de inibicdo Regra Violacdes N Percentual (%)
Covalepte Peso molecular 525 4482 11,7
Irreversivel

Aceptores de hidrogénio 39 4482 0,9
Doadores de hidrogénio 2 4482 0
TPSA 606 4482 13,5
LigacOes rotacionaveis 233 4482 52
LogP 477 4482 10,6
Covalep te Peso molecular 195 3481 5,6
Reversivel
Aceptores de hidrogénio 17 3481 0,5
Doadores de hidrogénio 1 3481 0
TPSA 193 3481 55
LigacOes rotacionaveis 45 3481 1,3
LogP 298 3481 8,6
Reversiveis Peso molecular 1912 20595 9,3
Aceptores de hidrogénio 196 20595 1
ViolagBes por regra

Tipo de inibicdo Regra Violacdes N Percentual (%)

Reversiveis Doadores de hidrogénio 17 20595 0,1
TPSA 1068 20595 5,2

LigacBes rotacionaveis 616 20595 3

LogP 2480 20595 12

Fonte: Elaborado pela autora (2026)
Para facilitar a visualizacéo da comparacéo entre os padrdes de violacdo e das
classes de inibidores, os dados percentuais da Tabela 2 sdo apresentados em gréfico

de barras na Figura 11.
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Figura 12 - Percentual de violacdes por regra especifica e por tipo de inibicao.

Percentual de moléculas que violam cada regra por tipo de inibigao
13.5%

iy 11.7%
10.6%
9.3%
= Tipo de inibig&o
. Covalente irreversivel
6 5 . Covalente reversivel
5.2% 2% X
5 . Reversivel
3.0%
0.9% ., 1.0% 2
0 R 0.0 .0%.1%
& X

& R & &
P o L & & Q
C‘PQQ (g ¥ & 3 A

-
(=]

% de violagéo

Regra (Cutoff)

Fonte: Elaborado pela autora (2026)

Tendo em vista a Tabela 2 e a Figura 11 é perceptivel que o perfil de violacdes
€ distinto para cada classe de inibidor. Sendo que os inibidores covalentes
irreversiveis apresentam as taxas mais elevadas de violacao para os parametros de
TPSA (13,5%) e para Peso Molecular (11,7%). Pode-se inferir que as moléculas desta
classe tendem a apresentar maior massa molecular e maior area de superficie polar
(TPSA), associadas a presenca de grupos polares em sua estrutura. J4 para os
inibidores covalentes reversiveis e reversiveis convencionais o LogP se mostra um
parametro mais critico (8,6% e 12,0% respectivamente), indicando uma tendéncia a
alta lipofilicidade, o que pode impactar negativamente na solubilidade e
absorcao/penetracdo. Em contrapartida, as regras com menor percentagem de
violacdo sdo o numero de doadores e aceptores de hidrogénio, com percentuais
inferiores a 1%.

Para melhor entendimento e impacto geral dessas violacdes, avaliou-se
guantos compostos em cada classe violaram uma, duas ou mais regras. A distribuicdo

percentual pode ser visualizada na Figura 12.
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Figura 13 - Distribuicdo percentual de moléculas por nimero de violag8es as regras de Lipinski e

Veber
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Fonte: Elaborado pela autora (2026)

Observa-se que a maioria dos compostos apresenta um perfil de drug-likeness
favoravel, sendo perceptivel que os compostos que ndo violam nenhuma regra se
sobrepbéem aqueles que possuem violacbes. A classe dos inibidores covalentes
reversiveis se destaca, com 81,8% dos compostos livres sem violacOes das regras
de Lipinski e Veber. Contrario a isso, o0s inibidores covalentes irreversiveis
apresentam a menor percentagem de moléculas que ndo apresentam violacdes
(68,7%) e a maior propor¢cdo de compostos com duas ou mais violacdes (8,3%).

Assim em uma campanha de otimizacdo desta classe demandaria maior atencao.

Para uma analise mais detalhada da distribuicdo das propriedades fisico-
guimicas que compde a regra de Lipinski, graficos de densidade distribuicdo para

cada propriedade foram criados e séo discutidos a seguir.

4.3.1 Peso molecular

A distribuicdo dos valores de Peso Molecular (PM) dos inibidores é
apresentada por histogramas normalizados sobrepostos por curvas de densidade

kernel (Figura 13), considerando os diferentes tipos de inibicdo. Esse tipo de
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representacdo é amplamente empregado na andlise de variaveis continuas, pois
permite avaliar simultaneamente a forma da distribuicédo, a dispersao dos dados e a
comparacao entre diferentes grupos (Fiel, 2013; Wicham, 2016). Pela andlise do
intervalor de maior densidade (High Density Interval — HDI — 75%), é possivel observar
gue os compostos analisados estdo concentrados nas faixas de 340 Da a 500 Da,
sendo que para inibidores covalentes reversiveis essa faixa é menor (306,36-472,57
Da) indicando menor dispersédo dos valores de PM quando comparado as demais
classes. Esses valores estdo condizentes com o preconizado pela Regra dos Cinco
de Lipinski para compostos com boa biodisponibilidade oral (Lipinski et al., 2001).
Figura 14 - Distribuicdo dos valores de Peso Molecular (PM) dos inibidores, apresentada por
histogramas normalizados sobrepostos por curvas de densidade kernel, estratificados por tipo de
inibicdo. Inibidores covalentes irreversiveis, covalentes reversiveis e reversiveis sdo representados
em vermelho, verde e azul, respectivamente. Linhas verticais tracejadas indicam a média de cada
grupo, enquanto linhas verticais pontilhadas indicam a mediana. A linha vertical pontilhada preta
representa o valor limite adotado para o Peso Molecular de acordo com a regra de Lipinski

considerada. Para fins de visualizacéo, os graficos foram limitados a faixa entre os quantis de 1% e
99% dos valores observados.
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Fonte: Elaborado pela autora (2026)

A Tabela 3 resume os parametros estatisticos descritivos das distribuicbes de
PM para cada classe de inibidores, incluindo média, mediana, medidas de dispersao

e os intervalos de maior densidade (HDI 75%). A analise conjunta desses parametros
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permite uma caracterizacdo mais robusta da distribuicdo dos dados, uma vez que o
HDI representa a faixa na qual se concentra a maior probabilidade dos valores
observados.

Tabela 3 - Pardmetros estatisticos da distribuicdo do Peso Molecular por tipo de inibicéo.

Tipo de N Média Med. Min. Max. Assi Curt. HDI HDI
inibicdo m. 75% inf. 75%
sup.

Covalente 4,482 428,55 433,55 49,52 973,66 0,26 3,40 347,39 500,62
irreversivel

Covalente 3.481 394,20 396,45 59,07 598,07 -0,16  -0,06 306,36 472,57
reversivel

Reversivel  20.595 416,87 421,44 61,04 1297,29 0,11 2,23 342,35 500,04

Fonte: Elaborado pela autora (2026)

Nota: N = nimero de compostos; Med. = mediana; - Min. = valor minimo; Méax. = valor maximo; Assim.
= assimetria; Curt. = curtose, HDI 75% inf. = Intervalo de Maior Densidade Inferior; HDI 75% sup. =
Intervalo de Maior Densidade Superior.

Os inibidores covalentes reversiveis apresentam distribuicdo mais estreita e
simétrica, possuindo média de 394,20 Da e mediana de 396,44 Da, além do o HDI
75% situa-se entre 306,36 e 472,57 Da, configurando o intervalo com valores
menores entre as trés classes avaliadas. Além disso, essa distribuicdo apresentou
baixos valores de assimetria (-0,16) e curtose (-0,06), indicando uma distribuicdo
aproximadamente simétrica e homogénea. A concentracdo da maior parte dos
compostos nessa faixa de PM, integralmente abaixo do limite de 500 Da, refor¢a o
potencial dessa classe para o desenvolvimento de farmacos com perfil favoravel de
biodisponibilidade oral, além de maior flexibilidade para otimizacdes estruturais
futuras. Isso pode indicar maior potencial de sucesso em fases posteriores do

desenvolvimento farmacéutico (Hughes et al., 2008).

Os inibidores covalentes irreversiveis e inibidores reversiveis apresentaram
graficos com valores de curtose mais elevados (3,40 e 2,23, respectivamente),
indicando a presenca de inibidores com valores extremos de peso molecular. Isso é
coerente quando se observa os valores maximo de PM registrados em cada categoria
(973,66 Da para inibidores covalentes irreversiveis e 1.297,29 Da para inibidores
reversiveis). Inibidores covalentes irreversiveis geralmente requerem grupos reativos
adicionais, como epoxidos, aldeidos ou acrilamidas, o que aumenta o peso molecular

e a complexidade estrutural (Singh et al., 2011). Vale ressaltar que muitos desses
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inibidores foram obtidos a partir da modificacdo do substrato peptidico. Esses dados
reforcam a ideia de que, embora os inibidores irreversiveis possam apresentar maior
poténcia e duracdo de efeito, sua complexidade pode demandar estratégias
adicionais de modificacdo estrutural para adequacdo as propriedades ADME

(absorcéo, distribuicdo, metabolismo e excrecéo).

Assim, de modo geral, todas as classes apresentam médias compativeis com
a faixa preconizada por Lipinski para moléculas com boa permeabilidade e
biodisponibilidade oral (Lipinski et al., 2001). Contudo, os perfis de dispersao diferem
conforme o tipo de inibicdo: os covalentes reversiveis destacam-se pela maior
simetria e homogeneidade, enquanto os irreversiveis e reversiveis mostram maior
dispersao, refletindo possivel maior variabilidade estrutural. Essa analise sugere que
a escolha entre inibidores covalentes reversiveis, covalentes irreversiveis e
reversiveis devem considerar ndo apenas a afinidade com o alvo, mas também o perfil

farmacocinético desejado.

4.3.2 Aceptores de ligacdo de hidrogénio

Os aceptores de ligacdo de hidrogénio sdo aqueles atomos e/ou grupos
funcionais que podem receber ligacdes de hidrogénio provenientes de doadores,
estes sdo comumente hidrogénios ligados a atomos eletronegativos, ou seja, é aquele
grupo funcional rico em elétrons que recebe a ligacdo de hidrogénio (O e N)
(Rodrigues et al., 2021). A presenca de aceptores influencia propriedades como
polaridade, solubilidade em meio aquoso e capacidade de interagdo com o alvo
biologico. A quantidade de aceptores de hidrogénio (AH) também faz parte dos
critérios estabelecidos pela Regra de Lipinski, que recomenda que moléculas com

potencial atividade oral possuam no maximo 10 aceptores (Lipinski et al., 2001).

A Figura 14 mostra a distribuicdo referente ao numero de aceptores de
hidrogénio dos inibidores covalente reversiveis, covalente irreversiveis e reversiveis
por meio de histogramas enquanto que a Tabela 4 apresenta as estatisticas

descritivas referentes a distribuicdo dessa propriedade.
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Figura 15 - Distribuicdo do nimero de aceptores de ligacao de hidrogénio (HBA) dos inibidores,

representada por histogramas normalizados e estratificados por tipo de inibig&o. Inibidores

covalentes irreversiveis, covalentes reversiveis e reversiveis sdo indicados em vermelho, verde e

azul, respectivamente. Linhas verticais tracejadas correspondem as médias de cada grupo, enquanto

linhas verticais pontilhadas indicam as medianas. A linha vertical tracejada preta indica o valor limite

adotado para HBD conforme a regra de Lipinski considerada. Por questdes de clareza visual, os

graficos foram limitados a valores de até 15 aceptores de ligacao de hidrogénio.
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Tabela 4 - Pardmetros estatisticos da distribuicdo de Aceptores de Hidrogénio por tipo de inibicéo.

Tipo de Média Med. Min. Max. Assi Curt. HDI
inibicdo m. 75%
sup.
Covalente 6,38 6 0 16 0,06 0,33 8
irreversivel
Covalente 5,99 6 1 12 0,13 -0,22 7
reversivel
Reversivel 6,23 6 0 29 0,46 3,25 8

Fonte: Elaborado pela autora (2026)
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Nota: N = nimero de compostos; Med. = mediana; Min. = valor minimo; Max. = valor maximo; Assim.
= assimetria; Curt. = curtose, HDI 75% inf. = Intervalo de Maior Densidade Inferior; HDI 75% sup. =
Intervalo de Maior Densidade Superior.

De modo geral todos os grupos apresentam valores médios semelhantes e
mediana igual a seis, indicando um perfil globalmente consistente entre os diferentes
tipos de inibicdo. A proximidade entre meédia e mediana indica distribuicdes
aproximadamente simétricas, o que esta de acordo com os valores encontrados para
assimetria e curtose. Uma excecao séo os inibidores reversiveis que apresentou uma
curtose de 3,25 indicando uma distribuicdo mais influenciada pela presenca de
valores extremos. De fato, 1% inibidores desse grupo apresentaram um ndmero de
aceptores de ligacédo de hidrogénio superior a 10, porém com valores bem maiores
aos presentes em outros grupos (29 versus 16 e 12), o que contribui para esse desvio
de curtose. Mais uma vez, as moléculas com maior PM devem ter influenciado essa
distribuicéo.

A analise dos intervalos de maior densidade (HDI 75%) reforca essa
similaridade. Para os inibidores covalentes irreversiveis, o HDI 75% situa-se entre 4
e 8 aceptores, enquanto para os covalentes reversiveis o intervalo é ainda mais
restrito, variando de 3 a 7. Ja os inibidores reversiveis apresentam HDI 75% entre 3
e 8 aceptores. Esses resultados evidenciam que a maior parte dos compostos,
independentemente do tipo de inibicdo, concentra-se em uma faixa considerada
adequada segundo os critérios de Lipinski, permanecendo abaixo do limite maximo

recomendado.

A Figura 14 confirma esse comportamento: as trés curvas sdo semelhantes,
concentradas na faixa de 4 a 8 aceptores, evidenciando uma semelhanca geral entre
os perfis de ligacdo de hidrogénio dos diferentes tipos de inibicdo. Esses resultados
indicam que o numero de aceptores de ligacdo de hidrogénio tende a ser
relativamente constante entre os tipos de inibicdo, permanecendo dentro da faixa
considerada adequada segundo Lipinski et al. (2001), os quais destacam que valores
excessivos desse parametro podem prejudicar a permeabilidade através de

membranas bioldgicas.
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4.3.3 Doadores de ligagao de hidrogénio

Assim como os aceptores de ligacao de hidrogénio, os doadores de hidrogénio
(DH) influenciam a capacidade das moléculas em formar ligagcdes de hidrogénio com
proteinas-alvo, assim como afeta diretamente a solubilidade, portanto um namero
elevado de DH pode comprometer a solubilidade aquosa e permeabilidade da
membrana celular, impactando negativamente a biodisponibilidade (Lipinski et al.,
2001). Os grupos doadores de hidrogénio consistem em atomos de hidrogénio ligados
a atomos eletronegativos, como o oxigénio ou nitrogénio (OH e NH). Normalmente
esses grupos estao presentes em alcoois, fendis, aminas e amidas, e estes
desempenham papel fundamental na estabilizacdo de complexos ligante-receptor e
na afinidade de ligacdo com alvos biolégicos, uma vez que a satisfacdo de doadores
e aceptores de hidrogénio dentro do sitio ativo contribui energeticamente para a

formacéo do complexo proteina-ligante (Hubbard; Haider, 2010).

Assim, a Regra de Lipinski prediz que o niumero ideal de DH para compostos
com boa absorcao oral deve ser igual ou inferior a cinco. Embora grupos doadores e
aceptores de hidrogénio contribuam para interacbes especificas no complexo
proteina-ligante, seu excesso aumenta significativamente a polaridade da molécula,
reduzindo a permeabilidade através de membranas bioldgicas e comprometendo a
absorcao oral. Essa relacéo € bem estabelecida nos critérios de Lipinski et al. (2001),
gue destacam que valores elevados de doadores e aceptores estdo associados a

baixa biodisponibilidade.

Nesse contexto, a Figura 15 apresenta a distribuicdo relativa do numero de
HBD para os inibidores estratificados por tipo de inibicdo, enquanto a Tabela 5 resume

0s parametros estatisticos descritivos dessa propriedade.
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Figura 16 - Distribuicao do niumero de doadores de ligacéo de hidrogénio (HBD) dos inibidores,
representada por histogramas normalizados e estratificados por tipo de inibig&o. Inibidores
covalentes irreversiveis, covalentes reversiveis e reversiveis sdo indicados em vermelho, verde e
azul, respectivamente. Linhas verticais tracejadas correspondem as médias de cada grupo, enquanto
linhas verticais pontilhadas indicam as medianas. A linha vertical tracejada preta indica o valor limite

adotado para HBD conforme a regra de Lipinski considerada.
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Tabela 5 - Par@metros estatisticos da distribuicdo de Doadores de Hidrogénio por tipo de inibicéo.

Tipo de Média Med. Min. Max. Assim.  Curt. HDI HDI
inibicdo 75% inf. 75%
sup.
Covalente 0,95 1 0 7 0,96 2,64 0 1
irreversivel
Covalente 1,08 1 0 6 0,48 0,49 0 2
reversivel
Reversivel 1,08 1 0 12 0,93 4,08 0 2

Fonte: Elaborado pela autora (2026)

Nota: N = nimero de compostos; Med. = mediana; Min. = valor minimo; Max. = valor maximo; Assim.
= assimetria; Curt. = curtose, HDI 75% inf. = Intervalo de Maior Densidade Inferior; HDI 75% sup. =
Intervalo de Maior Densidade Superior.
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Os histogramas indicam que as trés classes apresentam distribuicbes
semelhantes, com predominancia de compostos contendo 1 doador de ligacéo de
hidrogénio, evidenciado pela média comum aos grupos. As medianas iguais a 1
reforgam que a maior parte dos compostos analisados se concentra em baixos
valores de HBD. As médias também permanecem préximas entre as classes,
variando de 0,95 (inibidores covalentes irreversiveis) a 1,08 (inibidores covalentes
reversiveis e reversiveis), sugerindo um perfil geral homogéneo quanto a essa

propriedade.

A andlise do intervalo de maior densidade (HDI 75%) complementa essa
interpretacdo. Para os inibidores covalentes irreversiveis, o HDI 75% concentra-se
entre 0 e 1, indicando predominancia mais acentuada de compostos com até um
doador. Para os inibidores covalentes reversiveis e reversiveis, o HDI 75% estende-
se de 0 a 2, refletindo uma proporcéo discretamente maior de moléculas contendo
dois doadores de hidrogénio, o que contribui para o leve aumento das médias nessas

classes.

Apesar do perfil geral favoravel, observa-se a presenca de valores maximos
superiores no grupo dos inibidores reversiveis (maximo = 12), além de curtose mais
elevada (4,08), sugerindo que uma pequena fracdo de compostos apresenta valores
extremos de HBD. Esse comportamento € compativel com distribuicbes influenciadas
por poucos compostos mais polares e estruturalmente mais complexos. Ainda assim,
tais valores extremos nao representam o padrédo predominante do conjunto, uma vez
gue a maior parte dos inibidores permanece concentrada nas faixas indicadas pelos

intervalos HDI e pelas medianas.

Considerando a regra estabelecida por Lipinski e colaboradores (2001)
percebe-se que as trés classes de inibidores se enquadram quanto ao parametro de
DH, com poucos compostos violando a regra. Portanto, independentemente do
mecanismo de inibicdo, os compostos analisados apresentam perfil molecular

condizente com requisitos de viabilidade farmacocinética.
4.3.4 Areade superficie polar

A Area de Superficie Polar Topoldgica (TPSA — Topological Polar Surface

Area) € um parametro molecular definido como a soma das contribuicdes das
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superficies polares associadas principalmente a atomos eletronegativos, como
oxigénio e nitrogénio, incluindo os hidrogénios a eles ligados, sendo expressa em A2
(Eriksson et al., 2000). A TPSA estad diretamente relacionada a capacidade da
molécula em formar ligacbes de hidrogénio e, consequentemente, influencia
propriedades farmacocinéticas como permeabilidade, absorcdo e biodisponibilidade
oral. Segundo os critérios propostos por Veber e colaboradores (2002), compostos
com TPSA < 140 A? apresentam maior tendéncia a boa absorcéo oral, enquanto
valores acima desse limite estdo associados a menor permeabilidade e possivel

reducédo da absorcao.

A Figura 16 apresenta a distribuicdo dos valores de TPSA para as trés classes
de inibidores avaliadas (covalentes irreversiveis, covalentes reversiveis e
reversiveis), por meio de histogramas normalizados sobrepostos a curvas de
densidade kernel. A Tabela 6 reune os parametros estatisticos descritivos
correspondentes. Observa-se que o0s trés grupos exibem concentracoes
predominantes de compostos em faixas inferiores a 140 A2, evidenciando

compatibilidade geral com o critério de Veber para absorcéo oral.
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Figura 17 - Distribuicdo dos valores de Area de Superficie Polar (TPSA) dos inibidores, apresentada
por histogramas normalizados sobrepostos por curvas de densidade kernel, estratificados por tipo de
inibicdo. Inibidores covalentes irreversiveis, covalentes reversiveis e reversiveis sdo representados
55 em vermelho, verde e azul, respectivamente. Linhas verticais tracejadas indicam a média de cada
grupo, enquanto linhas verticais pontilhadas indicam a mediana. A linha vertical pontilhada preta
representa o valor limite adotado para a TPSA de acordo com a regra de Lipinski considerada. Para

fins de visualizacéo, os graficos foram limitados a faixa entre os quantis de 1% e 99% dos valores

observados.
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Tabela 6 - Pardmetros estatisticos da distribuicdo de TPSA por tipo de inibi¢&o.
Tipo de Média Med. Min. Max. Assim.  Curt. HDI HDI
inibicdo 75% inf. 75%
sup.
Covalente 103,61 102,73 0 255,98 0,14 0,10 63,6 140,38
irreversivel

Covalente 92,43 89,07 17,07 227,15 0,45 0,41 59,04 120,65
reversivel

Reversivel 90,83 89,17 0 534,03 0,70 4,56 57,38 123,39

Fonte: Elaborado pela autora (2026)

Nota: N = nimero de compostos; Med. = mediana; Min. = valor minimo; Max. = valor maximo; Assim.
= assimetria; Curt. = curtose, HDI 75% inf. = Intervalo de Maior Densidade Inferior; HDI 75% sup. =
Intervalo de Maior Densidade Superior.
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As medidas de tendéncia central mostram que os inibidores covalentes
irreversiveis apresentam TPSA médio de 103,61 A2 e mediana de 102,73 A2,
enquanto os covalentes reversiveis apresentam média de 92,43 A2 e mediana de
89,07 A2. Os inibidores reversiveis, por sua vez, apresentam média de 90,83 A2 e
mediana de 89,17 A2, Esses valores indicam que, apesar de pequenas variaces
entre as classes, o perfil central de TPSA permanece relativamente proximo, com leve
tendéncia a valores mais altos para os inibidores covalentes irreversiveis. Embora
essa diferenca ndo seja determinante por si s, ela indica que os inibidores covalentes
irreversiveis possuem menor margem estrutural antes de ultrapassar o limite

recomendado de TPSA.

A avaliacdo do intervalo de maior densidade (HDI 75%) reforca diferencas
relevantes entre as classes. Os inibidores covalentes irreversiveis apresentam HDI
75% entre 63,6 e 140,38 A2, com limite superior praticamente coincidente com o valor
maximo recomendado por Veber. Esse resultado sugere que essa classe inclui uma
fracdo maior de compostos préximos ao limiar de 140 A2 e, portanto, com maior
propenséo a extrapolar esse limite quando comparada as demais. Sob a perspectiva
farmacocinética, essa proximidade pode representar uma limitacdo potencial de
permeabilidade, especialmente em estratégias que envolvam aumento adicional de
polaridade (Prasanna; Doerksen, 2009). Em contraste, os inibidores covalentes
reversiveis apresentam HDI 75% entre 59,04 e 120,65 A2, enquanto os inibidores
reversiveis apresentam HDI 75% entre 57,38 e 123,39 A2 indicando maior

concentracdo de compostos em faixas confortavelmente abaixo do limite proposto.

Além disso, os inibidores reversiveis apresentaram curtose elevada (4,56),
compativeis com a presenca de valores extremos de TPSA, evidenciada pelo maximo
de 534,03 A2. Esse comportamento sugere que uma pequena parcela de compostos
desse grupo apresenta perfil altamente polar, influenciando significativamente a forma
da distribuicdo. Ressalta-se que esta mesma classe inclui também compostos com
maiores valores de peso molecular, o0 que pode contribuir para 0 aumento de TPSA
devido ao maior numero potencial de heteroatomos e grupos funcionais polares. Essa
caracteristica pode impactar o balanco entre solubilidade e permeabilidade, o que se
relaciona com a tendéncia observada de menores valores de LogP para parte desses

compostos, conforme discutido adiante.
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De modo geral, os resultados sugerem que a maioria dos inibidores das trés
classes apresenta valores de TPSA compativeis com boas propriedades de absorcao,
especialmente no intervalo de maior densidade observado. Entretanto, os inibidores
covalentes irreversiveis demonstram maior proximidade do limite de Veber, o que
sugere que, sob a perspectiva de permeabilidade oral, os inibidores covalentes
reversiveis e reversiveis apresentam maior margem de seguranca estrutural (Abonyi
et al., 2022).

4.3.5 LigacOes Rotacionéaveis

O numero de ligacbes rotacionaveis estd relacionado a flexibilidade
conformacional, caracteristica fundamental para a conformacéo da molécula ao sitio
ativo da cruzaina, ajustando-se as interacdes necessarias para a inibicdo eficaz
sendo que, moléculas com namero moderado de ligacOes rotacionaveis tendem a
apresentar melhor equilibrio entre ajuste estrutural no alvo e manutencdo de uma
conformacéao favoravel para a ligacdo. Por outro lado, excesso de flexibilidade pode
reduzir a afinidade devido ao aumento da entropia conformacional, enquanto rigidez

excessiva pode limitar interagcdes importantes no sitio ativo. (Wagner et al., 2021).

A Tabela 7 apresenta as estatisticas descritivas referentes ao numero de
ligacOes rotacionaveis dos compostos analisados por tipo de inibicdo, enquanto a
Figura 17 mostra a distribuicAo dessa propriedade por meio de histogramas

normalizados.
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Figura 18 - Distribuicdo do nimero de ligacdes rotacionaveis dos inibidores, representada por
histogramas normalizados e estratificados por tipo de inibig&o. Inibidores covalentes irreversiveis,
covalentes reversiveis e reversiveis sao indicados em vermelho, verde e azul, respectivamente.
Linhas verticais tracejadas correspondem as médias de cada grupo, enquanto linhas verticais
pontilhadas indicam as medianas. A linha vertical tracejada preta indica o valor limite adotado
conforme a regra de Veber. Por questdes de clareza visual, os gréficos foram limitados a valores de

até 18 ligacOes rotacionaveis.
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Tabela 7 - Par@metros estatisticos da distribuicdo de Liga¢cBes Rotacionaveis por tipo de inibi¢éo.

Tipo de Média Med. Min. Max. Assim.  Curt.
inibicao
Covalente 6,38 6 0 40 1,95 13,57
irreversivel
Covalente 5,32 5 0 14 0,33 0,05
reversivel
Reversivel 5,56 5 0 35 1,14 5,10

Fonte: Elaborado pela autora (2026)

Nota: N = nimero de compostos; Med. = mediana; Min. = valor minimo; Max. = valor maximo; Assim.
= assimetria; Curt. = curtose.
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De modo geral, observa-se que as trés classes apresentam valores meédios e
medianos préximos, variando entre 5 e 6 ligagBes rotacionaveis, indicando que a
maior parte dos compostos possui grau de flexibilidade compativel com perfis
esperados para moléculas bioativas com potencial farmacocinético. Apesar disso, 0s
grupos covalentes irreversivel e reversivel apresentaram maior dispersao e assimetria
positiva, evidenciada pelos valores de assimetria (1,95 e 1,14, respectivamente) e
pela presenca de poucos compostos com numeros extremamente altos de ligacdes
rotacionaveis. Isso também é refletido pelos valores maximos observados nessas
classes (40 e 35 ligagBes rotacionaveis), sugerindo a ocorréncia de outliers altamente

flexiveis.

Uma explicacdo plausivel para esse comportamento é que esses compostos
correspondam a ligantes de maior tamanho molecular, possivelmente estruturas
alongadas e/ou peptidomiméticas, as quais tendem a apresentar simultaneamente
maior peso molecular e maior numero de ligagbes simples rotacionaveis. Essa
hipétese € coerente com o fato de a cruzaina ser uma protease, cujo sitio ativo
apresenta subsitios de reconhecimento (por exemplo, S1, S2 e S3), frequentemente
favorecendo ligantes capazes de ocupar multiplas regides e mimetizar aspectos do
substrato peptidico (Santos et al., 2022; Jasinski et al., 2024; Cianni et al., 2019).
Assim, compostos maiores e mais flexiveis podem ter sido descritos na literatura com
0 objetivo de explorar interacdes adicionais no sitio ativo, ainda que isso aumente sua

complexidade estrutural e reduza a viabilidade farmacocinética.

Do ponto de vista de desenvolvimento de farmacos, a presenca desses valores
extremos deve ser interpretada com cautela, pois moléculas muito flexiveis tendem a
apresentar desafios adicionais, como menor previsibilidade conformacional,
penalidade entrépica elevada e potenciais limitacdes de absorcdo oral. Ainda assim,
segundo a Regra de Veber as moléculas com melhor biodisponibilidade oral séo
aquelas com < 10 ligacbes rotacionais (Veber et al., 2002), sendo assim, 0s

compostos analisados mantém perfis adequados de flexibilidade molecular.

4.3.6 LogP

O parametro LogP (logaritmo do coeficiente de particdo octanol/agua)

guantifica a lipofilicidade de uma molécula e constitui um descritor central na
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caracterizacao de propriedades farmacocinéticas, uma vez que influencia diretamente
a permeabilidade através de membranas bioldgicas, a solubilidade em meio aquoso
e a tendéncia a bioacumulacdo. No contexto da Regra dos Cinco de Lipinski,
compostos com maior probabilidade de apresentar boa absorcdo oral tendem a
apresentar LogP < 5 (Lipinski et al., 2001).

A distribuicdo dos valores de LogP dos compostos analisados esta
apresentada na Figura 18 por meio de histogramas normalizados sobrepostos por
curvas de densidade kernel, estratificada por tipo de inibicdo. A Tabela 8 relne os
parametros estatisticos descritivos correspondentes.

Figura 19 - Distribuicdo dos valores de LogP dos inibidores, apresentada por histogramas
normalizados sobrepostos por curvas de densidade kernel, estratificados por tipo de inibi¢&o.
Inibidores covalentes irreversiveis, covalentes reversiveis e reversiveis sao representados em 60
vermelho, verde e azul, respectivamente. Linhas verticais tracejadas indicam a média de cada grupo,
enquanto linhas verticais pontilhadas indicam a mediana. A linha vertical pontilhada preta representa
o valor limite adotado para LogP de acordo com a regra de Lipinski considerada. Para fins de
visualizacao, os graficos foram limitados a faixa entre os quantis de 1% e 99% dos valores

observados.
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Tabela 8 - ParAmetros estatisticos da distribuicao de LogP por tipo de inibig&o.

Tipo de Média Med. Min. Max. Assim.  Curt. HDI HDI

inibicdo 75% inf. 75%

sup.

Covalente 3,47 3,42 -2,19 12,46 0,17 1,81 2,16 4,94
irreversivel

Covalente 3,46 3,51 3,36 8,40 -0,41 0,81 2,37 5,00
reversivel

Reversivel 3,56 3,56 -6,39 11,69 -0,18 1,36 2,16 4,94

Fonte: Elaborado pela autora (2026)

Nota: N = nmero de compostos; Med. = mediana; Min. = valor minimo; Max. = valor maximo; Assim.
= assimetria; Curt. = curtose, HDI 75% inf. = Intervalo de Maior Densidade Inferior; HDI 75% sup. =
Intervalo de Maior Densidade Superior.

De modo geral, observa-se elevada semelhanga entre as trés classes, com
valores meédios e medianos proximos entre si. Os inibidores covalentes irreversiveis
apresentam média de 3,47 e mediana de 3,42, os covalentes reversiveis média de
3,46 e mediana de 3,51, enquanto os inibidores reversiveis apresentam meédia e
mediana coincidentes (3,56). Esses valores indicam que, em termos centrais, a
lipofilicidade dos compostos permanece estavel independentemente do mecanismo
de inibicdo.

As distribuicbes observadas na Figura 18 corroboram esse comportamento,
apresentando curvas semelhantes e com predominancia de compostos na faixa
intermediéaria de LogP. Os valores reduzidos de assimetria e curtose apresentados na
Tabela 8 reforcam um perfil geral equilibrado para essa propriedade, com diferencas
discretas entre grupos. Nesse sentido, o grupo de inibidores covalentes irreversiveis
apresenta assimetria levemente positiva (0,17), compativel com maior extensdo da
cauda a direita. Por outro lado, os inibidores covalentes reversiveis exibem assimetria
negativa (-0,41), sugerindo a presenca de uma cauda relativamente mais pronunciada
em direcdo a valores menores. Ja os inibidores reversiveis apresentam assimetria

préxima de zero (-0,18), evidenciando distribuicdo globalmente mais centrada.

A andlise do intervalo de maior densidade (HDI 75%) evidencia diferencas
pontuais. Os inibidores covalentes reversiveis apresentam limite inferior do HDI
deslocado para valores mais elevados (2,37) quando comparados aos covalentes
irreversiveis e reversiveis (2,16), sugerindo que a faixa de maior concentracdo de

compostos nesse grupo tende a incluir valores minimos de LogP ligeiramente
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maiores. Ainda assim, o limite superior do HDI permanece proximo entre as classes

(variando de 4,94 a 5,00), indicando convergéncia na faixa principal de lipofilicidade.

Embora a maioria dos compostos se concentre dentro do intervalo
recomendado por Lipinski (LogP < 5), observa-se a presenca de valores extremos,
refletidos pelos méaximos elevados registrados principalmente para 0s grupos
covalentes irreversiveis (12,46) e reversiveis (11,69). Esses valores sugerem a
existéncia de uma pequena fracdo de compostos altamente lipofilicos, com potencial
maior de apresentar baixa solubilidade e comportamento farmacocinético
desfavoravel. Entretanto, considerando que a maior parte das distribuicbes
permanece concentrada abaixo do limite estabelecido, tais extremos néo

caracterizam o perfil predominante do conjunto.

Esses resultados demonstram que 0s compostos, independentemente do tipo
de inibicdo, mantém perfil lipofilico semelhante, com valores de LogP compativeis
com os limites estabelecidos pela Regra dos Cinco de Lipinski (LogP < 5) para boa

permeabilidade e absorcédo oral (Lipinski et al., 2001).

4.4 ANALISE DA RELACAO ENTRE PARAMETROS FISICO-QUIMICOS E
DESEMPENHO NO DOCKING

O docking molecular € uma técnica computacional amplamente utilizada na
guimica medicinal e no planejamento racional de farmacos pois permite avaliar a
afinidade e o modo de interagdo dos compostos testados com o sitio ativo da proteina
alvo (Agu et al., 2023). O método simula conformacdes e orientacdes diversas do
ligante no sitio ativo da proteina alvo, atribuindo uma pontuacédo denominada de score

function que estima a estabilidade do complexo formado (Jones et al, 1997).

No presente estudo empregou-se o software GOLD (Genetic Optimization for
Ligand Docking), que faz uso de algoritmos genéticos para explorar superficies de
interacdo entre ligantes flexiveis e sitios ativos de proteinas, utilizando a funcéo de
pontuacdo ChemPLP, que considera interacdes hidrofdbicas, ligacdes de hidrogénio,
complementaridade estérica e penalidades por colisbes ou desalinhamento
geométrico (CCDC, 2025). Pontuacfes mais altas indicam maior afinidade prevista e

potencial de ligacdo mais estavel (Jones et al., 1997). Dessa forma, a correlacdo entre
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esses valores, parametros fisico-quimicos e classe de inibidor poderia fornecer

insights sobre tendéncias estruturais que favorecem a interagéo ligante-proteina.

A Tabela 9 apresenta os parametros estatisticos descritivos dos valores de
pontuacdo do docking (ChemPLP) para as trés classes de inibidores, enquanto a
Figura 19 ilustra a distribuicdo dos scores por curvas de densidade kernel. Observa-
se que os grupos apresentam distribuicdes com formatos semelhantes e valores
reduzidos de assimetria e curtose, sugerindo que as diferencas entre os tipos de
inibicdo ndo decorrem de mudancas expressivas no formato global das distribuicdes,
mas principalmente de deslocamentos nas medidas centrais.

Figura 20 - Gréfico de densidade representando a distribuicdo de ChemPLP score para os trés tipos

de inibicédo
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Tabela 9 - Par@metros estatisticos da distribuicdo de ChemPLP score por tipo de inibi¢ao.

Tipo de Média Med. Min. Max. Assim.  Curt.
inibicdo

Covalente 59,84 60,13 20,65 103,40 0,13 0,59
irreversivel

Covalente 55,31 55,15 16,52 83,20 0,01 0,08
reversivel

Reversivel 57,22 56,94 12,75 97,75 0,29 0,51

Fonte: Elaborado pela autora (2026)

Nota: N = nimero de compostos; Med. = mediana; Min. = valor minimo; Max. = valor maximo; Assim.
= assimetria; Curt. = curtose.
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De acordo com a Tabela 9, os inibidores covalentes irreversiveis apresentaram
média de 59,84, os reversiveis média de 57,22, enquanto os covalentes reversiveis
exibiram valores médios mais baixos (55,31). Embora as diferencas entre as médias
nao sejam expressivas em termos absolutos, observa-se uma tendéncia consistente
de maiores scores para os inibidores covalentes irreversiveis, seguidos pelos
reversiveis, ao passo que 0s covalentes reversiveis apresentaram pontuacfes

menores dentro do conjunto analisado.

E importante destacar que o docking convencional aplicado neste estudo
estima predominantemente a complementaridade estérica e as interacbes
intermoleculares nao covalentes, ndo sendo projetado para modelar explicitamente a
formacédo de ligacdes covalentes entre ligante e alvo (Jones et al., 1997; Huang;
Shoichet; Irwin, 2006; Morris et al., 2009). Dessa forma, a interpretacdo dos scores
deve considerar que moléculas classificadas como covalentes podem nao apresentar
vantagem explicita no docking em relacdo as moléculas reversiveis, uma vez que o
mecanismo real de acdo envolve etapas adicionais nédo capturadas pela funcéo de
pontuacao. Além disso, essas representam aproximacdes e podem néo reproduzir de
forma precisa a afinidade experimental, especialmente em séries quimicas

estruturalmente diversas (Perola et al., 2004; Lima et al., 2021).

Apesar dessas limitacdes, as diferencas observadas nas médias foram
estatisticamente avaliadas. Considerando a desigualdade de variancias entre os
grupos, foi aplicada ANOVA de Welch, que indicou diferenca estatisticamente
significativa entre os tipos de inibicdo (F(2, 6923) = 296, p < 0,001). Em seguida, o
teste post hoc de Games—Howell evidenciou que todas as comparacfes par a par
apresentaram diferencas estatisticamente significativas (Tabela 10): covalentes
irreversiveis apresentaram scores médios superiores aos covalentes reversiveis
(diferenca média = 4,53; p-ajustado < 0,001) e aos reversiveis (diferenca média =
2,63; p-ajustado < 0,001), enquanto 0s reversiveis superaram 0s covalentes
reversiveis (diferenca média = 1,90; p-ajustado < 0,001). Esses resultados confirmam
gue, mesmo com sobreposicéo parcial das distribuicées, 0s grupos possuem centros

de distribuicéo distintos.
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Tabela 10 - Comparagdes multiplas dos valores de pontuacéo obtido no docking entre os diferentes
grupos de inibidores. As diferencas estatisticas foram avaliadas por ANOVA de Welch, seguida de
teste post hoc de Games-Howell, com intervalos de confianca de 95%.

Comparagéo Diferenca Média 1Co5% p-ajustado.

Covalente irreversivel x -4,53 [-4,97; -4,09] < 0,001
Covalente reversivel

Covalente |rre,ver5|vel X 263 [-2,97: -2,29] <0001
Reversivel
Covalente reversivel x

. 1,90 [1,56; 2,24] < 0,001
Reversivel

Fonte: Elaborado pela autora (2026)

Para fins de visualizacdo, a Figura 20 apresenta as médias da pontuacao de
docking acompanhadas de seus intervalos de confianca de 95%, calculados segundo
o critério de Welch, evidenciando separagao clara entre as médias dos trés grupos.
Esse padréo indica consisténcia entre os resultados inferenciais e a analise visual das
distribuicbes: os covalentes irreversiveis obtiveram maior score médio, seguidos
pelos reversiveis, enquanto 0s covalentes reversiveis apresentaram scores menores.

Figura 21 - Médias dos valores de pontuacdo de docking dos inibidores, estratificadas por tipo de
inibicdo, acompanhadas de seus respectivos intervalos de confianca de 95% calculados segundo o

critério de Welch. Inibidores covalentes irreversiveis, covalentes reversiveis e reversiveis sao

indicados em vermelho, verde e azul, respectivamente.
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Fonte: Elaborado pela autora (2026).
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Em termos interpretativos, esses achados sugerem que os inibidores
covalentes irreversiveis, no conjunto analisado, apresentam maior compatibilidade
geométrica e intermolecular com o sitio de ligacao avaliado, refletida por pontuagdes
mais altas. No entanto, deve-se ressaltar que a classificacdo dos compostos quanto
ao tipo de inibicdo ndo implica necessariamente maior pontuacao no docking, pois o
método ndo incorpora a contribuicdo energética e mecanistica da formacao da ligacéo
covalente (Jain, 1996). Assim, a diferenca estatistica detectada pode refletir
tendéncias estruturais associadas as classes quimicas mais representadas em cada
grupo (por exemplo, maior complementaridade estérica, maior nimero de interagfes
intermoleculares ou diferencas na distribuicAo de grupos funcionais), e nao
necessariamente maior eficacia farmacolégica no contexto experimental. Dessa
forma, os resultados de docking devem ser interpretados como uma métrica
comparativa de afinidade prevista, sendo mais informativos quando combinados a

outros descritores fisico-quimicos e analises estruturais (Korb; Stitzle; Exner, 2009).

De modo geral, embora o docking convencional empregado ndo modele
explicitamente a formacéo de ligacbes covalentes, os resultados obtidos indicaram
diferencas estatisticamente significativas entre os tipos de inibicdo. Em média, os
inibidores covalentes irreversiveis apresentaram maiores pontuacdes de docking
(ChemPLP), assim, considerando que funcdes de pontuacdo em docking estimam a
afinidade de ligacdo com base em componentes energéticos associados a interacdes
estéricas e intermoleculares ndo covalentes (Jain, 1996; Meng et al., 2011). Portanto,
maiores pontuacdes podem refletir maior estabilizacao predita do complexo proteina-
ligante no modelo utilizado., seguidos pelos inibidores reversiveis, enquanto 0s
covalentes reversiveis apresentaram scores inferiores. Esses achados reforcam que,
mesmo com limitac6es metodoldgicas, as classes exibem perfis distintos de interacao
no modelo computacional, motivando a investigacao da relacdo entre propriedades

fisico-quimicas e pontuacédo de docking, discutida a seguir.

4.4.1 Correlacédo entre propriedades fisico-quimicas e pontuacdo do Docking

Para avaliar a influéncia das propriedades fisico-quimicas na pontuacao obtida
no docking molecular, foi construida uma matriz de correlacdo de Pearson entre o

score ChemPLP e os descritores moleculares selecionados (Figura 21). Essa anélise
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teve como objetivo investigar de que forma caracteristicas intrinsecas dos ligantes
podem influenciar seu desempenho no modelo computacional empregado.
Figura 22 - Mapa de calor das correlagbes de Pearson entre a pontuacao de docking

(Gold.PLP.Fitness) e descritores moleculares selecionados. Correlacdes positivas aparecem em azul;

negativas, em vermelho; intensidade proporcional ao coeficiente.
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Fonte: Elaborado pela autora (2026)

De modo geral, observa-se que o score ChemPLP apresentou correlacéo
positiva moderada com o peso molecular e com o niumero de ligacdes rotacionaveis.
Esse comportamento indica que, no conjunto analisado, moléculas maiores e
estruturalmente mais flexiveis tendem a apresentar valores de score ligeiramente
mais elevados, possivelmente em funcdo do maior nimero de interacdes potenciais

gue podem ser estabelecidas com o sitio ativo da enzima.

Entretanto, embora o peso molecular e o numero de ligagbes rotacionaveis
apresentem correlacao positiva com o score, esse resultado ndo deve ser interpretado
como indicativo direto de maior confiabilidade ou afinidade real. Ligantes altamente

flexiveis aumentam a complexidade da busca conformacional, o que pode
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comprometer a precisdo das predi¢cdes de docking, mesmo quando valores elevados
de score sao observados (Teague, 2003). Assim, 0 aumento do score pode refletir
principalmente a capacidade do algoritmo em identificar multiplas interagcfes
possiveis, e ndo necessariamente uma interacdo mais estavel ou biologicamente

relevante.

Em relacdo as propriedades associadas a polaridade, o LogP apresentou
correlacdo negativa com o numero de doadores e aceptores de ligacdes de
hidrogénio, bem como com a area de superficie polar topolégica (TPSA). Esse
comportamento é esperado, uma vez que o aumento da polaridade molecular tende
a reduzir a lipofilicidade do composto. A TPSA, por sua vez, é definida como a soma
das contribuicbes de atomos polares, como nitrogénio, oxigénio, enxofre e fosforo,
refletindo diretamente a presenca de grupos capazes de estabelecer interacdes
polares (Ertl; Rohde; Selzer, 2000).

De forma geral, as correlacdes entre o score de docking e descritores fisico-
guimicos isolados variaram de fracas a moderadas, 0 que esta de acordo com a
literatura, uma vez que as funcbes de pontuacdo buscam capturar a
complementariedade tridimensional entre ligante e receptor, levando em
consideracao aspectos tridimensionais como distancias, angulos e geometria das
interacdes, 0 que torna essa abordagem inerentemente mais complexa do que

descritores unidimensionais (Halperin et al., 2002).

Tabela 11 - Correlacéo entre as propriedades analisadas em relacéo as trés classes de inibidores.

Tipo de Inibicdo Propriedade Correlacdo
Peso molecular 0,6766141

LigacBes rotacionaveis 0,5859308

Covalente Irreversivel Aceptores de hidrogénio 0,3829965
TPSA 0,3503239

LogP 0,3049963

Doadores de hidrogénio 0,2259684

Peso molecular 0,6407226

LigacBes rotacionaveis 0,5609925

Covalente Reversivel Aceptores de hidrogénio 0,3216749
TPSA 0,3145599

LogP 0,136986

Doadores de hidrogénio 0,1113266

Peso molecular 0,6309947

Ligacdes rotacionaveis 0,5825185

Reversivel Aceptores de hidrogénio 0,3097027
TPSA 0,2483788

LogP 0,1589882

Doadores de hidrogénio 0,1356647

Fonte: Elaborado pela autora (2026)
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Ao analisar as correlagbes separadamente por tipo de inibicdo (Tabela 11),
observa-se que os padrbes gerais se mantém semelhantes entre as trés classes,
variando principalmente no grau das correlagdes. Para os inibidores covalentes
irreversiveis, o peso molecular apresentou correlacdo de 0,677 e o numero de
ligacBes rotacionaveis de 0,586. Valores comparaveis foram observados para 0s
inibidores covalentes reversiveis e reversiveis. Em contraste, as propriedades
relacionadas a polaridade, ou seja, numero de doadores de hidrogénio, nimero de
aceptores e TPSA, apresentaram correlacdes fracas em todas as classes, variando

entre aproximadamente 0,11 e 0,38.

Na pratica, esses resultados indicam que, embora propriedades como 0 peso
molecular e o numero de ligacdes rotacionaveis apresentem correlacéo positiva com
o score de docking, elas ndo atuam de forma isolada ou dominante no modelo
utilizado. Observa-se uma correlacao intrinseca entre esses descritores, uma vez que
moléculas de maior peso molecular tendem a apresentar maior flexibilidade estrutural,
refletida no aumento do numero de liga¢gdes rotacionaveis, conforme evidenciado no
mapa de correlacdo. Esse efeito combinado contribui para a obtencéo de scores mais
elevados, especialmente no caso dos inibidores covalentes irreversiveis, que
apresentam maior tamanho médio e, consequentemente, maior potencial de
estabelecer multiplas interacdes com o sitio ativo. Assim, o valor do score de docking
reflete o equilibrio entre diferentes caracteristicas estruturais e energético-quimicas,
sendo influenciado por um conjunto integrado de descritores moleculares,
comportamento amplamente observado em estudos de docking molecular (Xue et al.,
2025).

Embora outros descritores tenham sido avaliados, observou-se que as
associacfes entre o score de docking e propriedades relacionadas a polaridade
(TPSA, numero de aceptores e doadores de ligacdo de hidrogénio) e lipofilicidade
(LogP) foram, em geral, fracas. Além disso, o0 numero de ligacdes rotacionaveis
apresentou correlacdo moderada com o score, porém essa tendéncia € parcialmente
esperada devido a correlagéo inerente entre flexibilidade e tamanho molecular. Assim,
optou-se por aprofundar apenas a relacdo entre peso molecular e pontuacdo de
docking, uma vez que esta apresentou a associa¢cao mais consistente e relevante no

conjunto analisado.



72

4.4.2 Correlagéo entre Peso Molecular e Pontuacao de Docking Molecular

Considerando que o peso molecular (PM) apresentou a maior correlagdo com
a pontuacao obtida no docking (ChemPLP) no conjunto analisado, e que o PM
também se correlaciona com o numero de ligagfes rotacionaveis, optou-se por avaliar
essa associacdo com maior detalhamento. Na analise conjunta dos trés tipos de
inibicdo, por meio de gréfico de dispersdo com regressao linear (Figura 22), observou-
se correlagéo positiva moderada entre PM e score, com coeficiente de Spearman r =
0,64 (p < 2,2 x 107'®). Esse resultado indica que ligantes com maior peso molecular
tendem a apresentar pontuacdes mais elevadas no docking.

Essa tendéncia pode ser explicada pelo fato de que moléculas maiores, em
geral, apresentam maior numero de atomos e grupos funcionais, aumentando o
namero de pontos de contato potenciais com o sitio ativo. Como a pontuagao
ChemPLP ¢é calculada a partir da soma de contribuicbes de interacbes
intermoleculares, incluindo termos relacionados a complementaridade estérica,
interacdes hidrofobicas e ligacdes de hidrogénio, o0 aumento do nimero de contatos

tende a elevar o score final (Verdonk et al., 2003).

Figura 23 - Relacéo entre o Peso Molecular e score de docking para os trés tipos de inibicao.

Relagdo entre molweight e score de docking
Linhas de regresséo lineares sobrepostas por tipo de inibicdo
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Pontuagao docking (ChemPLP)
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Peso Molecular

Covalente irreversivel Covalente reversivel Reversivel

Fonte: Elaborado pela autora (2026)
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Ao avaliar a correlagdo separadamente por tipo de inibicdo (Figura 23), o
comportamento foi consistente entre os grupos: r = 0,63 para inibidores covalentes
irreversiveis, r = 0,62 para covalentes reversiveis e r = 0,61 para reversiveis (todos
com p < 2,2 x 107'®). Esses achados indicam que o peso molecular influencia a
pontuacdo de docking de forma semelhante independentemente do mecanismo de
inibicdo. Resultados semelhantes sdo descritos na literatura, na qual se ressalta que
moléculas maiores frequentemente exibem scores mais elevados em docking por
possibilitarem maior nUmero de interacdes hipotéticas no sitio de ligagdo, embora isso
nao necessariamente reflita maior afinidade experimental (Kitchen et al., 2004).
Figura 24 - Relac¢do entre Peso molecular e score do docking para as trés classes de inibidores. Em

vermelho os covalentes irreversiveis, em verde os covalentes reversiveis e em azul os covalentes

reversiveis.

Covalente irreversivel Covalente reversivel Reversivel

R=063,p=2216

R=061,p<22:16

(=]
o

90 90

R=062,p<22e16

[=7]
[==]

60

Pontuagdo docking (ChemPLP)

[
o

30

500 1000 500 1000 500 1000
Peso Molecular

Fonte: Elaborado pela autora (2026)
Assim, apesar da correlacdo positiva consistente observada entre peso

molecular e pontuacdo de docking, scores mais altos devem ser interpretados com
cautela. Isso ocorre porque funcdes de pontuacdo aditivas podem favorecer
artificialmente ligantes maiores, uma vez que a presenca de mais atomos e grupos
funcionais aumenta o numero potencial de contatos intermoleculares, elevando o
valor final do score sem necessariamente refletir maior afinidade experimental ou

eficacia farmacolégica (Warren et al., 2006). Uma estratégia descrita na literatura para
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reduzir esse viés consiste na normalizacdo do score em relacdo ao tamanho
molecular, por exemplo, por meio do conceito de eficiéncia de ligacao (ligand
efficiency) ou normaliza¢des por nimero de &tomos/massa molecular (Hopkins et al.,
2004). Essa abordagem pode ser explorada em analises futuras, considerando que o
ChemPLP néo inclui um termo explicito de normalizacdo, favorecendo pontuacdes

maiores em compostos de maior tamanho.

Dessa forma, conclui-se que o peso molecular estd associado a maiores
pontuacdes no docking, porém essa relacao deve ser interpretada com cautela, visto
gue scores elevados podem refletir, em parte, um viés da funcdo de pontuacdo em

favor de moléculas maiores, e ndo necessariamente maior afinidade experimental.
45 PERFIL ESTRUTURAL DOS COMPOSTOS (ANALISE DE SCAFFOLDS)

Por fim, para compreender melhor os padrfes estruturais presentes nos
inibidores de cruzaina estudados, faz-se uma analise de arcaboucos ou esqueletos
moleculares (scaffolds) no programa DataWarrior. Essa analise representa uma etapa
util para caracterizacao da composicao estrutural da biblioteca quimica, pois permite
identificar os esqueletos moleculares centrais recorrentes entre os ligantes avaliados.
Dessa forma, contribui para a compreensao do perfil de diversidade quimica presente
no conjunto estudado (B6hm; Flohr; Stahl, 2004; Mller et al., 2017).



Figura 25 - Padrdes estruturais mais frequentes obtidos pela andlise de scaffolds.
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Fonte: Elaborado pela autora (2026)

A Figura 24 apresenta 0s nucleos estruturais mais frequentes na bibliloteca
analisada, sendo o anel benzénico o mais frequente (38.865 ocorréncias).
Bioisosteros do anel benzénico como o furano (2.589 ocorréncias), tiofeno (2.058
ocorréncias) e piridina (1.471 ocorréncias) também apareceram entre 0s ndcleos mais
frequentes, ocupando o terceiro, quarto e sexto lugar, respectivamente. Esse
resultado é consistente com a literatura, que descreve anéis aromaticos como
estruturas recorrentes em quimica medicinal devido ao seu papel nas interacdes

hidrofébicas e aromaticas (Desimone et al., 2004).

Aléem desses nudcleos aromaticos, destacam-se o0s anéis heterociclicos
alifaticos, como piperazina (2.613 ocorréncias), piperidina (1.870 ocorréncias) e
morfolina (1.303 ocorréncias). Esses sistemas exercem papel relevante em
propriedades farmacoldgicas, pois contribuem com grupos aceptores e/ou doadores
de ligacdo de hidrogénio, aumentando a polaridade global da molécula e favorecendo
parametros farmacocinéticos mais adequados. A presenca de atomos de nitrogénio
nesses anéis possibilita ainda a formacao de sais, o que amplia significativamente a
solubilidade aquosa e facilita o desenvolvimento farmacéutico. Ademais, esses
heterociclos podem participar de interacdes idbnicas com residuos carregados no sitio

ativo, contribuindo para a estabilizacdo do complexo ligante-enzima e potencialmente
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aumentando a afinidade de ligagdo (Faizan et al., 2024; Zolotareva et al., 2024;
towicki, Przybylski, 2026).

Deve-se ressaltar que a analise apresentada é baseada na frequéncia de
ocorréncia dos scaffolds na biblioteca e ndo constitui uma andlise direta de scaffold x
atividade/afinidade. Dessa forma, a recorréncia de um nuacleo estrutural pode refletir
tendéncias de exploragcdo quimica na literatura e ndo necessariamente maior
desempenho farmacoldgico. Avaliacdes futuras podem empregar estratégias de
enriquecimento por faixa de score e/ou agrupamento por scaffold para investigar
tendéncias estruturais associadas aos compostos de melhor desempenho. Portanto,
essa andlise fornece uma visao dos principais nucleos utilizados, podendo servir
como referéncia para o desenho de novos inibidores, seja por meio da construcao de

analogos estruturais ou da aplicacéo de estratégias de bioisosterismo.
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5 CONCLUSAO

O presente trabalho caracterizou diferentes classes de inibidores da cruzaina
descritos na literatura, utilizando ferramentas de bioinformatica. A andlise do conjunto
de inibidores evidenciou que, de maneira geral, 0s compostos descritos apresentam
perfil compativel com parédmetros classicos de drug-likeness, com concentracdes
predominantes em faixas esperadas para propriedades associadas a absorcao oral,
como peso molecular, nimero de aceptores e doadores de ligacdes de hidrogénio,
area de superficie polar e lipofilicidade. Apesar de diferencas de dispersédo entre
classes, observou-se que grande parte das moléculas se mantém dentro de limites
preconizados por regras empiricas amplamente utilizadas no desenvolvimento de
farmacos, como Lipinski e Veber, o que sugere que a literatura tem priorizado
caracteristicas estruturais com maior viabilidade farmacocinética. Entre os perfis
avaliados, destacou-se maior homogeneidade em determinados descritores para
compostos covalentes reversiveis, enquanto classes com maior variabilidade
estrutural apresentaram a presenca de valores extremos, refletindo bibliotecas

guimicamente mais heterogéneas.

O docking molecular permitiu comparar o desempenho relativo dos inibidores
e identificar tendéncias de classificacdo pela funcdo de pontuacdo. Foi possivel
observar diferencas estatisticamente significativas entre os diferentes tipos de
inibidores, indicando que os compostos covalentes irreversiveis apresentaram, em
média, melhor pontuacdo no docking, seguidos pelos reversiveis e covalentes
reversiveis. Isso reforca que o score é sensivel a caracteristicas estruturais e ao

padrao de interacdes intermoleculares nos diferentes grupos.

Contudo, como discutido ao longo do trabalho, os resultados do docking devem
ser interpretados como uma métrica comparativa, € ndo como uma estimativa direta
de afinidade experimental, especialmente no caso de inibidores covalentes, uma vez
gue o método empregado ndo modela explicitamente a formacdo de ligacfes

covalentes.

A analise de correlacédo entre descritores fisico-quimicos e desempenho no
docking mostrou que a pontuacao foi mais influenciada por propriedades relacionadas
ao tamanho molecular, com destaque para o peso molecular e a flexibilidade (ligacdes

rotacionaveis), 0s quais apresentaram associacdes moderadas e consistentes. Esse
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achado reforca que fungdes de pontuacao tendem a favorecer moléculas maiores por
permitirem mais contatos e interagcdes potenciais, o que pode inflar artificialmente o
desempenho computacional. Assim, estratégias de normalizacdo por tamanho
molecular (como abordagens baseadas em eficiéncia de ligacdo) constituem

perspectivas relevantes para andlises futuras.

Por fim, a analise de scaffolds possibilitou caracterizar a composicao estrutural
da biblioteca, evidenciando alta recorréncia de nucleos aromaticos e heterociclicos
frequentemente empregados em quimica medicinal, contribuindo para compreenséo
dos padrbes estruturais predominantes no conjunto analisado. Esse panorama
estrutural pode orientar investigacdes posteriores focadas em modificacdes

moleculares desses inibidores.
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ANEXO A - GRUPOS FUNCIONAIS ASSOCIADOS A INIBICAO COVALENTE
IRREVERSIVEL DA CRUZAINA

N

covalente irreversivel da enzima cruzaina. As estruturas representadas
correspondem aos motivos reativos (warheads) responséaveis pela interacdo com o

residuo catalitico Cys25, ndo representando moléculas completas.

Tabela A 1 - Grupos funcionais associados a inibicdo covalente reversivel da cruzaina

Nomenclatura Grupos Funcionais

Carbolinas a-B insaturadas

Sistema  carbonilico  a,B-insaturado /\)J\
R R,

atuando como aceptor de Michael.

a-B-Arilcetonas O

. i
Cetona a,B-insaturada contendo
substituinte aromatico.
a-B-Cetona-Heterociclo @)
Sistema a,B-insaturado conjugado a S =
heterociclo. <\

N
Heteroariltioacetamida
@)
Grupo tioacetamida ligado a
p g NS AR,

heteroaromatico. |

Nomenclatura Grupos Funcionais
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a-fenil-tiofenolcetona

O

Cetona aromatica contendo enxofre S
ligado a anel aromético. \O
Ceto-aciloximetano

O
Cetona com grupo aciloxi ligado ao
carbono a. 1 T

O

Ceto-arilaciloximetano
Cetona com substituinte arilaciloxi. 71/©
Ceto-ariloximetano o

Cetona contendo grupo ariloxi.

Je
0

Vinilsulfonas

Sistema vinilico conjugado a grupo

sulfona, aceptor de Michael.

P - vl
11~0
O

Epdxido
Anel de trés membros contendo

oxigénio,  suscetivel a  abertura

nucleofilica.

O
/\

Nomenclatura

Grupos Funcionais
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Haleto de alquila

R X
Carbono alquilico ligado a halogénio, 1
suscetivel a substituicdo nucleofilica. X=FCl, Broul
Tiazolidinodiona Wi
S NH

Heterociclo com enxofre, nitrogénio e

duas carbonilas.

Tetrafluorofenéxido

Anel aromatico polifluorado com grupo

OHO
F o
.
F
@)

fendxido.
Oxazolona
Heterociclo contendo oxigénio, OJS
nitrogénio e carbonila conjugada. \:N
Tetrafluorofenoximetil cetona 0O

| | J o F
Cetona ligada a grupo fenoxi Rj
polifluorado. F F

F

Dissulfeto
Grupo contendo ponte S-S, capaz de R1 ~S Z
troca tiol—dissulfeto.
Maleimida Z>NH
Imida a,B-insaturada atuando como
aceptor de Michael. O O

Nomenclatura

Grupos Funcionais
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Ester-fosfato

o
Grupo fosforilado contendo P=O e R;O\[la/o\R2

I
ligagbes P-O-R. @)
Nitrofuranos O
Derivados aroméaticos do furano w
contendo grupo nitro. NO,

Aziridina

Heterociclo de trés membros contendo

nitrogénio.
Halometilcetonas 9]
Cetona contendo carbono a RHJVX
halogenado.

J X =F, Cl, Brou |
Carbazatos de alquila H

. O _N_
Derivado carbamato contendo grupo R; T NH,
hidrazina. O
N-O-diacilhidroxamatos ')

Derivado hidroxamico com dois grupos

acila.

Grupo oxidado reativo (ex.: sulfona)

Sistema contendo heteroatomo em alto

estado de oxidacdo.

Nomenclatura

Grupos Funcionais
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Sais de sulfénico (sulfonatos) O
I
Derivados do acido sulfébnico contendo S /O
rd ~
grupo SO3™. R O

Fonte: Elaborado pela autora (2026)
Nota: As estruturas representadas correspondem aos (warheads) responsaveis pela interacéo
covalente com o residuo catalitico Cys25 da cruzaina e nédo representam moléculas completas.

ANEXO B - GRUPOS FUNCIONAIS ASSOCIADOS A INIBICAO COVALENTE
REVERSIVEL DA CRUZAINA

N

covalente reversivel da enzima cruzaina. As estruturas representadas correspondem
aos motivos reativos capazes de formar adutos covalentes reversiveis com o residuo

catalitico Cys25, ndo representando moléculas completas.

Tabela B 1 - Grupos funcionais associados a inibicdo covalente reversivel da cruzaina

Nomenclatura Grupos Funcionais

Nitrila

Grupo —C=N capaz de formar adutos R — N
covalentes reversiveis com residuos 1

nucleofilicos de cisteina.

N-acil-hidrazonas

Sistema hidrazona acilado contendo )J\
/NVRZ
C=N, associado a formacao de adutos R1

covalentes reversiveis.
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Nomenclatura

Grupos Funcionais

Aril cetonas @)
Cetonas aromaticas suscetiveis a R
formacdo de adutos covalentes 1
reversiveis com residuos de cisteina.
Cetonas heterociclicas H O
Cetonas ligadas a heterociclos contendo N R
heteroatomos, associadas a formacédo 1
de adutos reversiveis.
Tiossemicarbazonas

- - . Ve - H
Derivados contendo sistema iminico e RAN/N NH,

1

grupo tioamida, associados a formacéao

de adutos reversiveis.

Aldeidos

Grupos carbonila ligados a hidrogénio,

capazes de formar hemithioacetais

reversiveis.

Carbazonas
Derivados contendo sistema iminico
C=N-NH-R, associados a formacédo de

adutos reversiveis.
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Nomenclatura

Grupos Funcionais

Oximas

Derivados contendo grupo C=NOH,
associados a formacdo de interacdes

covalentes reversiveis.

N/

~. _OH
R

Trifluorometil cetonas

Cetonas contendo grupo CF;
diretamente  ligado a carbonila,

associadas a formacdo de adutos

reversiveis.
Halopiridina X
X
Heterociclo aromatico  nitrogenado |
N~
contendo halogénio, associado a
formacdo de interagbes covalentes X=F, Cl, Broul

reversiveis.

Hemiacetal de aldeido mascarado

Forma protegida de aldeido capaz de
regenerar a carbonila reativa e formar

adutos reversiveis.

Fonte: Elaborado pela autora (2026)

Nota: Os grupos funcionais ilustrados correspondem a warheads capazes de formar ligacdes
covalentes reversiveis com o residuo catalitico Cys25 da cruzaina, ndo representando moléculas

completas.
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