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A doencga de Chagas representa um sério problema de satide publica nos paises e zonas em que
¢ endémica porque ndo hd métodos eficazes de imunoprofilaxia ou quimioterapia. A doenga de Chagas
€ uma doenga causada pelo protozodrio Trypanosoma cruzi que mantém 16-18 milhdes de pessoas
infectadas. A quimioterapia atual, representada pelo Benznidazol®, é ainda inadequada, pois estas
drogas causam indesejaveis efeitos colaterais e sdo ineficientes. Além disso, vacinas contra as
infecgdes tripanossdmicas estdo ainda em desenvolvimento!'.

O objetivo desta pesquisa € o de produzir conhecimento sobre processos bioldgicos, em nivel
molecular e através da bioinformatica, para que seja possivel sugerir compostos que possam atuar
como potenciais farmacos.

A glutationa redutase humana (GRh) € uma flavoproteina dependente da nicotinamida-
adenina-dinucleotideo-fosfato reduzida (NADPH). Esta enzima ¢ um homodimero funcional, ou seja,
€ formada por duas subunidades idénticas e os residuos das duas subunidades participam dos centros
cataliticos. Possui 478 residuos em cada mondémero, sendo que os dois mondmeros estdo
covalentemente ligados por uma ligacdo dissulfeto intermondmeros (Cys90-Cys90’). A GRh contém
um grupo prostético, a flavina adenina dinucleotideo — FAD. O nucleotideo que contém o anel triplo
de isoaloxazina € chamado de flavina. O FAD (Figura 1) se encontra ligado em forma permanente a
enzima na regido intermedidria entre o sitio catalitico e o sitio de ligacdo do NADPH, participando da
transferéncia de elétrons do NADPH ao sitio catalitico, através da isoaloxazina.

Figura 1 Flavina Adenina Dinucleotideo (FAD)

O centro catalitico da GRh envolve a ligacdo dissulfeto redox-ativa intramonomeros Cys58-
Cys63, a qual participa na transferéncia de cargas na reacdo de reducdo do substrato, GSSG.

A tripanotiona redutase (TR) é uma flavoproteina homdloga a glutationa redutase. Comparada
com a glutationa redutase, esta enzima nao sé é estruturalmente homologa, mas também cumpre uma
funcdo equivalente. A estrutura quimica da tripanotiona (TS;) € similar a glutationa (GSSG), mas as
diferencas que apresenta sdo fundamentais na seletividade que tem cada uma pela sua enzima redutora.
A TS, também estd composta pelas duas cadeias de trés aminodcidos (Gly, Cys, y-Glu) s6 que neste
caso ambos aminodacidos glicina estdo conectados através de uma cadeia de espermidina. Esta cadeia
apresenta duas ligacdes tipo amida feita com os extremos carboxilicos, formando assim um ciclo de 24
atomos (Figura 2a).

A funcdo da TR é manter no parasita os niveis celulares dos tidis: monoglutationilespermidina
e bis (glutationil) espermidina (nome quimico da tripanotiona), na forma reduzida. A reacdo global, de
forma homdloga a vista em GRh, € a seguinte:

TS, + NADPH + H* ™®_, T(SH), + NADP*

Nota-se que, diferentemente de GSSH, na qual a reacéo resulta em 2 GSH (Figura 2b), as duas
cadeias de aminodcidos da tripanotiona permanecem unidas pela cadeia de espermidina, continuando a
ser uma molécula so.
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Figura 2a Tripanotiona dissulfeto oxidada (TS,) Figura 2b Glutationa dissulfeto reduzida (2GSH)

A sensibilidade dos protozoarios ao estresse oxidativo junto com o fato que os seus
mecanismos de defesa dependem do sistema tripanotiona, fazem da TR uma enzima-alvo atrativa para
o estudo de novos farmacos. Por este motivo, a TR tem sido objeto de estudos de modelagem com a
finalidade de entender o seu mecanismo de acdo a nivel molecular.

No trabalho, foram utilizadas as estruturas tridimensionais da enzima GRh obtidas no PDBm,
de cédigos 1gre e 1xan. Suas estruturas foram determinadas por difracdo de raios X e ambas possuem
a resolucdo de 2 A A proteina 1gre possui o seu substrato ja reduzido (2 GSH) complexado no sitio
ativo, enquanto que a proteina 1xan possui o inibidor xantona complexado no sitio da interface. A
estrutura tridimensional de TR oxidada de T.cruzi, 1nda, obtida sinteticamente e a estrutura da TR
complexada com tripanotiona, 1bzl, foram também obtidas do Protein Data Bank, com 3,30 e 2,40 A
de resolugio, respectivamente®’.

Os compostos (1) e (2) utilizados foram obtidos do Cambridge Structural Database (CSD),
com os codigos KAWQEF e MBZFZO, respectivamente. Estes compostos sdo da familia dos
benzofuroxanos que atuam como possiveis inibidores da enzima tripanotiona redutase (TR) do T.cruzi,
relacionada com a enfermidade de Chagas e Leishmania. As cargas parciais dos dtomos dos ligantes
foram adicionadas com o programa MOPAC"',

A escolha dos sitios de ligacdo (sitios ativo-SA e da interface-SI), para o cédlculo de docking,
foi feita baseando-se na mesma metodologia apresentada para nitrofuranos ¥ Levou-se em conta os
residuos dentro de um raio de 13A no SA ao redor das Cys58-Cys63 na GRh e Cys52-Cys57 na TR. J4
no SI da GRh foram levados em conta os residuos dentro de um raio de 10A ao redor das His75-
His82 e no SI da TR os residuos dentro de um raio de 12A ao redor da His72.
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Os complexos proteina-ligante foram obtidos através de estudos de simulagdo computacional
via docking no SA e SI feito utilizando-se o programa DOCK 3.57*! A anilise das interacdes entre os
atomos dos ligantes e os das enzimas foi feita através de visualizacdo grafica utilizando o programa
“0"™. O programa Weblab Viewer!"” também foi utilizado para visualizacio grifica.

Na andlise de ambos os compostos, verificou-se que ndo ha possibilidade de formacdo do
complexo proteina-ligante tanto no SI da TR como da GRh. Além disso, o composto (2) ndo forma
complexo com o SA da TR.

O composto (1), no SA da TR, apresenta interagdes do dtomo O2 com os dtomos OE1 e N do
Glul8, assim como de seu H1 com o OEl do Glul8. Este aminoacido na entrada do sitio esta
relacionado ao cardter eletrostitico negativo do sitio (Figura 3). No sitio ativo da GRh, ambos os
ligantes (1) e (2) interagem com Ser30, Ala34 e Arg347( Figura 4).



Figura 3 Sitio ativo da TR. A figura mostra uma representacio esquemadtica da proteina, apresentando o FAD, que
estd proximo ao sitio ativo, e o aminodcido Glul8, que faz intera¢des com o composto (1) no SA da TR.

Figura 4 Sitio Ativo da GRh. Sio apresentados alguns dos aminodcidos do sitio ativo que fazem intera¢des
com os ligantes (1) — azul escuro e (2) - verde claro.As linhas tracejadas representam as interagdes
aminodcido-ligante.

Os resultados dos cdlculos de docking nos SA e SI, tanto para TR como para GRh, para os
compostos (1) e (2) sdo apresentados nas Tabela1e?2 .

Tabela 1. Energias dos complexos TR-(1) e GRh-(1) (kcal/mol)
total eletrostatica van der Waals repulsdo van der Waals atracdo
TR SA -15,031 -1,549 7,252 -20,735
SI NR NR NR NR
GR SA -22,905 -1,471 11,665 -33,099
SI NR NR NR NR

NR: os resultados obtidos através de cdlculos, visualizacdo grifica e andlise de interagdes, ndo
indicaram a formacao do complexo proteina-ligante



Tabela 2. Energias dos complexos TR-(2) e GRh-(2) (kcal/mol)

total eletrostatica van der Waals repulsdo van der Waals atracdo
TR SA NR NR NR NR
SI NR NR NR NR
GR SA -19,890 -2,908 9,878 - 26,860
NR NR NR NR

SI

NR: os resultados obtidos através de célculos, visualizacdo grifica e andlise de intera¢des, ndo
indicaram a formacdo do complexo proteina-ligante

Os estudos para o sitio ativo da GRh, mostraram foi possivel obter a formacio de complexos
tanto com o composto (1) como o (2). Ambos os ligantes interagem com os residuos Ser30, Ala34 e
Arg347. Estes aminodcidos, portanto, podem ser importantes para a formagdo dos complexos. ligante-
SA da GRh. Nao foram obtidos complexos com o sitio da interface da GRh com os compostos (1) e

(2).

Os estudos para o sitio ativo da TR, mostraram a possibilidade da formagdo de complexo no
caso do composto (1) porém a preferéncia do composto (1) parece ser a formagdo de complexo com a
GRh. Nao foram obtidos complexos com o sitio da interface da TR com os compostos (1) e (2).

O préximo passo serd o de continuar analisando outros compostos da familia dos
1 . ~ .
benzofuroxanos ', e analisar o seu comportamento em relagdo a estas proteinas.
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