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1. INTRODUCAO

As doencas tropicais negligenciadas (DTNs) sao emuéncias marcantes do
subdesenvolvimento que atinge regibes geografioagoriantes do planeta, causando
sensiveis prejuizos em trés componentes vitaistestisica, mental e social (BEYERER et
al., 2007).

Cerca um sexto da populacdo mundial, aproximadamentbilhdo de pessoas, é
afetada com alguma DTN, entre elas as doencasdamupar protozoarios (doenca de chagas,
leishmaniose, doenca do sono, maléria), helminfiarigse, ascaridiase, oncocercose,
esquistossomose) bactérias (tuberculose, lepregntia Ulcera de Buruli) e virus (dengue,
febre amarela, raiva) (WHO, 2010).

Dentre essas doencas, destaca-se a doenca de (Ghagasm conhecida como
tripanossomiase americana, que afeta cerca de Ih8amide individuos em 18 paises da
América Latina (Figura 1), causando 21.000 mortesm@a ano. Além disso, mais de 100
milhdes de pessoas encontram-se em areas sobooddscontrair a doenca (MONCAYO,
YANINE, 2006).

Figura 1. Distribuicdo dos casos de infeccdo goypanosoma cruzi baseado em dados
oficiais em todo mundo entre 2006 e 2009 (WHO, 2010
A doenca de Chagas € causada pelo protozoaridathgérypanosoma cruz, o

qgual é principalmente transmitido pelas fezes d&ommineos hematofagos conhecidos



vulgarmente como “barbeiros” - da ordetemiptera; familia Reduviidae — que habitam as
frestas das paredes de barro ou de madeira daadhamafuas (WHO/TDR, 2008). D
cruzi presente nas fezes do “barbeiro” é capaz de afecindividuo quando em contanto
com pele lesada e mucosa, incluindo conjuntiva e€osa gastrica, sendo essa Ultima
responsavel por surtos da doenca ocasionados ipoenabs contaminados (WHO, 2010;
YOSHIDA, 2009).

Dentre os tripanosomatideosTocruzi é o que apresenta um ciclo de vida mais
complexo (SOUZA, CARVALHO, BARRIAS, 2009). A via &dsica de transmissdo,
representada na figura 2, tem inicio quando untotritneo inseto-vetor infectado libera
tripomastigotas metaciclicos em suas fezes apépasto sanguineo, proximo a lesao de sua
picada. Os tripomastigotas, ao adentrarem o ong@nisivadem células préximas a leséo e se
transformam em amastigotas — forma capaz de sepfhwat intensamente por divisdo
binaria. Apos a divisdo, os amastigotas se tramsfor novamente em tripomastigotas e, apos
o rompimento da célula do hospedeiro, sdo liberadosorrente sanguinea sendo capazes de

infectar novas células ou ser ingerida por triatmua$ (LANA, TAFURI, 2005).
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Figura 2. Ciclo de vida doT. cruzi mostrando as varias formas do protozoario em
hospedeiros invertebrados (triatomineos) e vertiwisrgmamiferos). Figura reproduzida da
homepage do CDC (Centers for Disease Control and Prevention).

A complexa condicdo da doenca de Chagas ocorreeeorréncia da destruicdo
celular provocada durante o ciclo do parasita.s& faguda da doenca pode ser sintomatica ou
nao, dependendo do estado imunoldgico do hospedessa fase se inicia através das
manifestacdes locais, quandd ocruzi penetra na conjuntiva (sinal de Romafia) ou na pele
(chagoma de inoculagdo). As manifestacbes geraisrs@resentadas por febre, edema

localizado e generalizado, poliadenia, hepatomagabsplenomegalia e, as vezes,



insuficiéncia cardiaca e perturbagbes neurolégiiaBNA, TAFURI, 2005; SOUZA,
CARVALHO, BARRIAS, 2009).

Apé6s a fase aguda, os sobreviventes podem passaurpolongo periodo
assintomatico (10 a 30 anos), chamada de faseenmndiebda. Posteriormente a ela, certo
namero de chagasicos podem desenvolver alteragdmsocardio e tubo digestivo (COURA,
2007; LANA, TAFURI, 2005). Essas alteracées podemmpglicar, levando a alteragbes do
ritmo cardiaco, potencialmente fatais; dilatacdo cdoacdo, impedindo o bombeamento
normal do sangue; tromboembolismo e dilatacdo dtags ou coldn, levando a dificuldades
de degluticdo e do transito intestinal (RASSI JASSI, MARIN-NETO, 2009). A
mortalidade em 10 anos varia de 9 a 85% dependdmdpau de dano cardiaco (RASSI et
al., 2006).

A doenca de Chagas foi descrita em 1909 por C&lwgas, que descobriu o
agente etioldgico, o vetor, sua biologia no hospedeertebrado e invertebrado, seus
reservatorios e diversos aspectos da patogeniat@rsitologia pertinentes a fase aguda da
doenca (LANA, TAFURI, 2005). Apés 100 anos de saacdberta, a doenca continua sendo
um sério problema de saude e econémico. A prevedgduicada e a eliminacao do vetor
continuam sendo as estratégias mais eficienteemativa de erradicacdo da doenca, visto
gue ainda ndo existe um tratamento eficaz, sendoesmo mais sintomatico do que
etiologico (MOREL, 1999; COURA, DIAS, 2009).

O tratamento sintomatico inclui farmacos que possanenizar as diversas
manifestacdes clinicas da doenga, como diurétictiarritmicos em casos de insuficiéncia
cardiaca congestiva e arritmias (SOARES, DOS SANTQ@®9). Do ponto de vista
etiologico, a quimioterapia contra a tripanossomi@sericana € constituida por apenas dois
farmacos, nifurtimox e benznidazol, disponiveismercado ha mais de trés décadas. Além da
restrita eficacia, exceto na fase aguda da doeegses farmacos apresentam elevada
toxicidade e efeitos colaterais severos, além deenp@l desenvolvimento de cepas
resistentes do parasita (COURA, DE CASTRO, 2002y &stas razbGes, € premente a
necessidade de novas e mais eficazes alternaghzgeetiticas.

Diante do cenario de completa auséncia de inova¢éegpéuticas, outros
farmacos tém sido avaliados no tratamento dessasifime. Entre eles, destacam-se o0s
antifingicos cetoconazol, terbinafina e posaconaasido o Ultimo o que demonstra maior
eficacia contra oI. cruzi na fase crénica. O mecanismo de acdo desses compEsa
relacionado a inibicdo da biossintese dos estemistituintes da membrana plasmatica do
parasita (LAZARDI, URBINA, DE SOUZA, 1990; URBINA2009). O bloqueio da sintese



de ergosterol, principal esterol da membrana déovaparasitas, é fatal para fungos e
protozoarios, visto que afeta a citocinese, imgedescimento celular e, eventualmente, leva
ao rompimento da membrana celular (LEPESHEVA eaD7).

Outra molécula, o 4'-cloro-N-[(1R)-2-(1H-imidazoli{}-1-feniletil]bifenil-4-
carboxamida, denominado de VNF (Figura 3), um dubiexperimental, ja demonstrou ser
altamente potente contralocruz, apresentando baixa citotoxicidade e baixa afdedaela
14 o-esterol desmetilase humana (envolvida na sinteseotésterol), o que faz dele um
potencial agente tripanocida (LEPESHEVA et al.,®01
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Figura 3. Estrutura quimica do ligante bioativo VNF.

A enzima citocromo P-450 l4-esterol desmetilase, também conhecida por
ERG11 ou CYP51 (E.C. 1.14.13.70), constitui um ghatencial para o planejamento de
novos agentes antiparasitarios, pois € especiagmamniolvida na biossintese do ergosterol
(McKERROWEet al., 2009; URBINA, 2009). Os antifungscazolicos, assim como o VNF,
apresentam atividade tripanocida por inibir a dade da CYP51 em promastigotos,
epimastigotos e amastigotos, causando a diminudg&oesterdis enddégenos normais (e.qg.
ergosterol) e acumulo de esterois alterados, dagua inviavel a vida do parasito (LIENDO,
LAZARDI, URBINA, 1998; MOLINA et al, 2000).

O conhecimento da estrutura molecular do alvo tecepu do complexo
ligante/alvo permite o planejamento e desenvolvimede inibidores enzimaticos ou
agonistas/antagonistas de receptores, atravésodesso de complementaridade molecular
(estéreo/eletrostatica). Neste processo, planejarseandidato com propriedades estruturais
adequadas para o reconhecimento molecular e aurdargbnidade pelo receptor biolégico.
Esta estratégia é conhecida como Planejamento @aseaEstrutura do Receptor (SBDD,
Sructure-Based Drug Design) (KLEBE, 2006; GUIDO, OLIVA, ANDRICOPULO, 2008).

A elucidacdo da estrutura da enzima d<4sterol desmetilase d&. cruz

(CYP5%c) por métodos cristalograficos possibilita analisar parametros de ligacdo do



inibidor, sua influéncia sobre a enzima do parasidade seres humanos, e a sua atividade em
diferentes estagios do ciclo de vidadaruz pelos métodos computacionais,iawsilico. O
conjunto desses dados pode fornecer um direciortanpara o desenvolvimento de uma
nova molécula, mais potente e mais seletiva, adéniornar mais eficiente o tratamento da
doenca de Chagas (LEPESHEVA, et al., 2010).

Em contraste, a estrutura do alvo terapéuticooepatie ndo ser conhecida. Neste
caso, 0 processo de planejamento inicia-se pealdl@stas caracteristicas multifuncionais dos
ligantes conhecidos ou do ligante endégeno enwolvid fisiopatologia/farmacologia do
processo sob investigacdo. Esta estratégia € ddaheomo Planejamento Baseado na
Estrutura do Ligante (LBDD/ligand-Based Drug Design). Em muitos casos, O usoO
combinado das duas estratégias mencionadas, SBEDB, pode ser Gtil no processo de
descoberta de novos farmacos, gerando informaghbe®raais fruto do sinergismo entre as
técnicas (KUBINYI, 1993; KLEBE, 2006).

2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral
. Gerar modelos farmacoforicos da enzima CYRbVlisando o planejamento de

inibidores seletivos desta enzima, que possantigsesa&ontra a doenca de Chagas.

2.2 Objetivos Especificos

. Preparar um banco de dados de moléculas paraash na triagem virtual;

. Construcdo de modelos farmacoforicos da CYP®hseado na estrutura do receptor
(SBDD);

. Construcdo de modelos farmacoféricos da CYPB®hseado na estrutura dos ligantes
(LBDD);

. Validagédo dos modelos farmacoféricos construidos

. Aplicar os modelos farmacoféricos construidos eagém virtual

3. METODOLOGIA

Todos os estudos foram realizados em estacdes tacgnais disponiveis no
Laboratério de Modelagem Molecular (LabMol) da Hdade de Farméacia, UFG, operando
em sistema operacional Linux. O LabMol possui lggempropria para todos os softwares



utilizados nesse trabalho (OpenEye Scientifc Sa#ivilec., Santa Fé, New Mexico).

3.2 Preparo do banco de dados molecular

O banco de dados selecionado para a triagem viftuab da ChemBridge
database, totalizando 449 mil molécula¥ug-like disponiveis comercialmente. O programa
FILTER foi empregado para realizar a ionizagdomeogio de compostos com caracteristicas
“garbage filter”, numa triagem prévia 2D. O programa OMEGA folliméido para gerar as
estruturas tridimensionais e seus conférmeros. Bamodelo farmacoférico baseado na
estrutura do receptor (SBDD), gerou-se um modelirmacom até 200 conférmeros por
ligante, e um modelo de alta resolucao, com at@0lcoOnférmeros por ligante. Para a triagem
virtual realizada com o modelo farmacoforico basaaal estrutura do ligante (LBDD), gerou-
se cerca de 50 milhGes de conférmeros. As cargamfoalculadas para todas as estruturas
através do método AM1-BCC no programa QUAPAC.

3.3 Construcdo de modelos farmacoféricos da CYPRI baseados na estrutura do
receptor (SBDD)

Construiu-se um modelo farmacoférico baseado nopt®m ligante-receptor,
utilizando-se a estrutura cristalogréafica da CYRIxbmplexada com o VNF e depositada no
Protein Data Bank (PDB, codigo 3KSW, resolucéo 3,05 A) com o progadfRED.

Para a construcdo desse modelo extraiu-se o ligimtproteina e fez-se um
processo deedocking, no qual observou-se que o modelo construidodpaz de reproduzir
a posicdo da estrutura cristalogréafica, com RMS,8& A, demonstrando que o protocolo
foi validado, podendo ser utilizado para o estugltridgem de estruturas ainda nao testadas.

O banco de dados selecionado foi filtrado utilizasd métodos de busca de
resolucdo padrao e de alta resolucdo. Para oipsinsensiderou-se até 200 conférmeros por
ligante e para o segundo, até 1000 conformerovaf@ses dos parametros rotacionais e de
otimizacgéo utilizados estdo nas tabelas 1 e 2.

Tabela 1. Parametros de buscaldcking realizado na triagem virtual.

Busca exaustiva translacional Busca exaustiva rotmmal

Busca de alta resolucéo 1,0 A 1,0 A
Busca de resolucdo padrdo 1,0 A 1,5A




Tabela 2. Parametros de otimizagaaldcking realizado na triagem virtual.

Otimizacao translacional Otimizacao rotacional
Busca de alta resolucéo 0,5A 0,5A
Busca de resolucdo padrdo 0,5 A 0,75 A

3.4 Construcédo do modelo farmacoforico da CYP51TCdseado na estrutura do ligante
(LBDD)

Utilizando o ROCS gerou-se um modelo farmacof68&bbaseado na estrutura do
ligante bioativo VNF. Esse modelo foi avaliado cbase em um subconjunto de moléculas
selecionadas como ligantes ativogieeoys (substancias inativas ou substrato) da enzima
CYP5%c. A triagem virtual foi realizada utilizando-se essiodelo como filtro para o
conjunto de moléculas preparadas na etapa 3.2inaf fitilizou-se o programa EON para
realizar a busca por similaridade eletrostaticapsicierando-se os melhoresores de

Tanimoto Combo resultantes da busca no ROCS.

3.5 Analise dos dados obtidos e consenso entre esultados
Ao final do processo de triagem virtual fez-se wnsenso do resultado obtido e
selecionou-se os 30 compostos com maior pontuaaée gquisicdo comercial e futuros

estudosn vitro.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

O planejamento de farmacos auxiliado por computg@*DD, do inglés,
Computer-assisted drug design) € um termo amplo que representa técnicas conipntas e
recursos para o armazenamento, gestdo, analisedelagem de compostos. Tem sido de
suma importancia no descobrimento e desenvolvimele@ofarmacos nas ultimas duas
décadas, principalmente no que se diz respeiteritiiitacdo de novokits (candidatos a
farmacos) e selecdo de compostos lideres (candidessolhidos para estudos mais
aprofundados), como também na avaliacdo precocpotincia, seletividade e potencial
desvantagens toxicas ou farmacocinéticas (SONG, LING, 2009).

A triagem virtual (VS, do ingléd/irtual Screening) € uma técnica computacional
usada no descobrimento de novos candidatos a fasrea@artir de um banco de dados
molecular. Seu objetivo € direcionar a busca paonpmstos quimicos com propriedades
desejadas (atividade) e eliminar compostos comrigagudes indesejaveis (inativos, reativos,
toxicos, efeitos farmacocinéticos ruins) (KAPETANIQY 2008).



Neste trabalho optou-se por criar modelos farmawaf® baseados na estrutura
do ligante (molécula ativa) e do receptor (proteilva) em via de aumentar a confiabilidade
do estudo através de um consenso final realizatte es resultados obtidos por ambos os
métodos.

O alvo molecular escolhido foi a CYR%glpor ser uma proteina essencial na
sintese do ergosterol, principal esterol de mensbm@dws protozoarios. Além disso, essa
proteina possui sua estrutura cristalografica éada e disponivel no PDB, complexada com
trés inibidores diferentes: (i) fluconazol (codigdB 2WX2); (ii) posaconazol (codigo PDB
3K10); (iii) VNF (cédigo PDB 3KSW).

A estrutura de escolha para a realiza¢do do esvudd3KSW, devido a atividade
comprovada do VNF contra ©. cruz, tantoin vitro comoin vivo (LEPESHEVA et al.,
2010). Tanto o fluconazol quanto o posaconazolsgpteam propriedades/caracteristicas que
nao sao interessantes ao objetivo desse trabaBtodds anteriores demonstraram que o
fluconazol sé apresentou atividaigevitro contra oT. cruz, apresentando pouca atividade
vivo. Ja o posaconazol, € um farmaco com estruturaorgrainde (700,8 daltons), e que foge
a Regra dos Cinco de Lipinski. Essa regra diz qoe umolécula para ter atividade
farmacoldgica, quando administrada por via oraled@ossuir um peso molecular menor que
500 daltons, coeficiente de particdo 6leo/agua ge)anenor que 5, no maximo 5 doadores
de ligacdo de hidrogénio e no maximo 10 aceptoeegdcédo de hidrogénio. (ASHLEY,
CURRIE, 2009; LIPINSKI, 2000). Por esses motivogidie-se nao trabalhar com as
estruturas 2WX2 e 3K10.

Para a triagem virtual baseada na estrutura dopta@ceutilizou-se uma
metodologia hibrida. Essa metodologia € difererteutros métodos diocking, pois utiliza
informacdes do ligante e da proteina para mellmdasempenho da triagem. As informacdes
de ligacdo durante o processo diacking sdo descritas pela funcdo &eore Chemical
Gaussian Overlay, que da scores das poses baseadas em como a lmm@écsobrepde a
forma do ligante, calculando o quanto essa molémitaetiza as mesmas interacdes de
hidrogénio e interacdes que o ligante faz. Depaiddsca exaustiva, a otimizacdo € feita
utilizando outra funcao de scoregt@mgauss3, que considera as interacdes da molécula com
o receptor. Gcore final vem dessa metodologia hibrida, garantindeoomeonfiabilidade aos
resultados. Os parametros de procura funcionanmdaziocking das estruturas do banco de
dados de forma exaustiva e rotacional com no mafindode liberdade (McGAUGHEY, et
al., 2007).

Ao final dessa triagem inicial, gerou-se um arquo@n oS com quinhentos



melhores HITS dessa busca exaustiva. Posteriormesges 500 hits foram redocados a fim
de se aperfeicoar os resultados, reduzindo os pa@srtranslacionais e rotacionais para 0,5
A.

Diversos modelos farmacoféricos baseados na estrdtuligante foram gerados,
testados e avaliados, usando tanto o VNF quantosligantes bioativos. Os modelos foram
avaliados com base em um subconjunto de molécelasienadas como ligantes ativos e
decoys (ligantes inativos ou substratos) da enzima CYE50 melhor modelo foi aquele
capaz de diferenciar os ligantes ativos como a&vosdecoys como inativos. Dessa maneira,
0 modelo farmacoforico gerado com maior confiahiid foi construido utilizando o ligante
VNF, e apresentou dois pontos aceptores de ligdeabidrogénio, um ponto doador de
ligacdo de hidrogénio e trés centros aroméaticogu¢gi 4). Ao ser avaliado, este modelo
apresentou uma area sob a curva (AUC) de 0,90@jirmdio 95% de confianga (Grafico 1). A
area sob a curva demonstrada no grafico represegtantidade de moléculas ativas que o
modelo farmacoférico foi capaz de reconhecer cotivas e dedecoys que o modelo foi
capaz de reconhecer como inativas.

A triagem virtual utilizando o modelo farmacofériselecionado filtrou o banco
de dados com cerca de 50 milhdes de conférmergeo@ama ROCS avalia as estruturas
fazendo uma sobreposicdo dos seus centros de m#bzsando descritores moleculares para
avalizar a similaridade eletrostatica da molécufaanalise com o ligante. Posteriormente
repontuou-se os resultados obtidos no ROCS no gregrEON, que considera 30% dos
scores ddanimoto Combo para pontuar as moléculas (HAWKINS, 2010).

O banco de dados escolhido para esse trabalho diai GhemBrigde database
(San Diego, California, USA) por estar disponiveltgitamente e por conter, em sua maioria,
compostogirug-like, ou seja, que possuem caracteristicas que segagra dos Cinco de

Lipinski, que s&o comuns a grande maioria dos féosia
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Figura 4. Modelos farmacoforicos utilizados neste estudodélo baseado na estrutura do
ligante bioativo VNF (LBDD) e modelo baseado nawgsta do receptor (SBDD).



ROC curve

1.00+

090+

0.80

0.70+

0.60+

0.50

Randémico

0.40

fraction actives found

0.30

0.20+

010+

0.00 t + + t t t t + t |
0.00 0.10 0.20 0.30 0.40 0.50 0.60 0.70 0.80 090 1.00

ROCS Run
Lingos

fraction decoys found

Grafico 1. Curva de enriquecimento (AUC) baseada nos raefgdtdo conjunto de ligantes e
decoys para a enzima CYP5d apresentando AUC de 0,902, dando confiabilidadesdé ao
modelo farmacoférico.

Ao final do processo de triagem virtual fez-se uonsenso dos resultados
obtidos, 0 que permitiu a selecdo de 30 composios maior pontuacéo. Estes compostos
estdo em processo de aquisicdo comercial parzaeati de estudas vitro de inibicdo

enzimatica com a enzima CYP51 Heruz.

5. CONCLUSAO

Os modelos farmacoféricos da enzima CYfRb5foram gerados utilizando-se
metodologias baseadas na estrutura do ligante (DBDd@b receptor (SBDD). Tais modelos
foram avaliados e validados. Ao final, estes maxleforam utilizados como filtros
moleculares 3D em um processo de triagem virtyzdréir da base de dados de compostos
comerciais d&hemBrigde database.

A aplicacdo com sucesso deste métoghmltou na selegdo de 30 compostos,
candidatos a inibidores da enzima alvo do parasita, que estdo em fase de aquisi¢dopara

realizag¢ao dos ensaios de triagem bioquimica com a enzima CYP51+c.
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