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Trypanosoma cruzi é o agente etioldgico da doenca de Chagas, uma doenca cronica que
afeta muitas pessoas na América Latina'!. Descrita em 1909 por Carlos Chagas, a doenca de
Chagas também € conhecida como tripanossomiase por Trypanosoma cruzi ou tripanossomiase
americana (terminologia adotada pela Nomenclatura Internacional de Doengas, NID). O
Trypanosoma geralmente € transmitido de um hospedeiro a outro por insetos — no caso humano, o
principal vetor é um percevejo popularmente conhecido como barbeiro ou chupdo (insetos das
espécies Triatoma infestans, Rhodnius prolixus e Panstrongylus megistus)™. A fase cronica
sintomadtica decorre com maior freqii€ncia de lesdes cardiacas, com aumento do volume do coracio,
arritmias cardfacas, e comprometimento do trato digestivo, com inchacdo do eso6fago e do
estbmago. Uma vez que a fase cronica foi atingida, a doenga € essencialmente incurdvel, e a
quimioterapia usual contra doenca de Chagas é ainda inadequada. Os dois principais farmacos em

uso nessa fase sao:

Nifurtimox®, cujo mecanismo de acdo envolve a producdo de anion superéxido, que é
altamente téxico ao parasita.

Benznidazol®, que atua no sistema respiratério do parasita e também inibe a sintese do
DNA.

Nifurtimox® Benznidazol®

Estes dois farmacos sdo efetivos contra a forma sangiiinea do parasita (tripomastigota)
durante a fase aguda da doenca, mas nao durante o estado cronico. Adicionalmente, elas produzem
sérios efeitos adversos incluindo mutagénese, se usadas em terapias a longo prazo. Ambas as drogas
tem efeitos colaterais indesejaveis como hiporexia, perda de peso, alergia cutidnea, nduseas, vomitos
e neuropatia periférica e sdo ainda ineficientes no tratamento da doenca de Chagas, que pode ser
encarada, até o0 momento, como uma doenca sem cura. Tripanossomas e Leishmanias diferem dos
hospedeiros mamiferos em um ponto importante. Os parasitas ndo possuem a proteina glutationa
redutase (GR), ao invés disso, usam a tripanotiona redutase (TR) na prote¢do contra o estresse
oxidativo nome dado aos problemas de citotoxicidade que geram os radicais livres derivados da
respiracdo celular e outras vias. GR e TR possuem substratos especificos, enquanto GR catalisa a
reducdo da glutationa, TR catalisa a reducdo da tripanotiona. Isto abre a possibilidade de estudar
farmacos antiparasitarios seletivos, em outras palavras, que atuem inibindo sé a TR.

Redugdo da glutationa - GSSG + NADPH + H* _GR (GSH), + NADP*



Reduciio da Tripanotiona - TS, + NADPH + H* —®— T(SH), + NADP*

No trabalho, foram utilizadas as estruturas tridimensionais da enzima glutationa redutase
humana (GRh - Figura 1) obtidas no PDB (Protein Data Bank)"', de cédigos lgre e 1xan. Suas
estruturas foram determinadas por difracdo de raios X e ambas possuem a resolucdo de 2A. A
proteina 1gre possui o seu substrato ji reduzido (2 GSH) complexado no sitio ativo, enquanto que a
Ixan possui o inibidor xantona complexado no sitio da interface.

XANTONA

Figura 1 Estrutura tridimensional da glutationa redutase humana (1xan). As hélices o aparecem em vermelho, enquanto
que as folhas § aparecem em azul. A xantona estd mostrada no sitio da interface.

A tripanotiona redutase (TR) é uma flavoproteina estruturalmente homdloga a glutationa
redutase e também cumpre uma funcio equivalente. A estrutura quimica de TS, € similar a GSSG,
mas as diferengas 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 (glicina,
cisteina e y-glutdmico), s6 que neste caso ambos aminodcidos glicina estdo conectados através de
uma cadeia de espermidina. Esta cadeia apresenta duas ligacdes tipo amida feita com os terminais
carboxilicos, formando assim um ciclo de 24 4tomos (Figura 2).

Figura 2 Tripanotiona dissulfeto oxidada (TS,), substrato da
TR

As coordenadas das estruturas tridimensionais das enzimas que estdo sendo usadas neste
estudo foram obtidas através do PDB"' e PDBSum'”, bancos de dados de informagdes sobre as
estruturas tridimensionais de proteinas.

Para a visualizagdo dessas estruturas, foram utilizados os programas de visualizagdo
molecular WebLab Viewer”', Swiss-PDBViewer'® e “O”"!. Utilizando-se o programa DOCK



3.5" foi feito o estudo da formagdo dos complexos. A metodologia utilizada foi a mesma que a

utilizada para nitrofuranos'”".

E importante observar que apenas o valor da energia nio ¢ suficiente para determinar qual a
orientacdo do ligante dentro do sitio. O que determina a escolha da orientacdo dentro do sitio € a
energia obtida mais as interagdes entre o ligante e a enzima, analisadas através de visualiza¢do
gréfica. Para isso foram utilizados programas gréficos. Dessa forma € possivel fazer uma andlise das
interagdes (distancias e tipo de aminodcidos). As interacdes foram avaliadas e as distancias entre
atomos do ligante e da enzima foram medidos. Para a GR, a orientacdo selecionada para o ligante
no sitio da interface estd apresentada na Figura 3.
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Figura 3 A orientacdo do Nifurtimox® no sitio da interface da GR. Sdo apresentados apenas os aminodcidos
envolvidos nas interagdes.

Na Tabela 1 sdo apresentados os resultados do ponto de vista da energia para o complexo
selecionado.

Tabela 1 Valores de energia (kcal/mol) para os complexos formados GR-SI

Total -31,8

Sitio da Interface eletrostatica -1,6
da GR van der Waals - atracdo -58.0
van der Waals - repulsio 27,7

Na Figura 4, apresenta-se a orientacdo selecionada para o ligante no sitio da interface (SI)
da TR.
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Figura 4 A orientagdo do Nifurtimox® no sitio da interface
da TR Sdo apresentados apenas os aminodcidos envolvidos
nas interagdes.



Na Tabela 2 sdo apresentados todos os resultados do ponto de vista da energia para o
complexo selecionado.

Tabela 2 Valores de energia (kcal/mol) para os complexos formados TR-SI

Total -26,9

Sitio da Interface eletrostatica -0,2
da TR van der Waals - atragio -43,9
van der Waals - repulsdo 17,3

Para a GR, através da andlise dos resultados de docking e de visualizagdo grafica, observou-
se que o Nifurtimox® est4 entre o canal formado pelos aminoécidos das Phe78, portanto esta seria a
melhor orientag@o dentro do sitio da interface da GR (Figura 3). Para o sitio da interface (SI) da TR,
a orientacio selecionada do Nifurtimox® foi aquela que se apresentou mais favordvel do ponto de
vista energético e das interacdes com os aminodcidos no sitio da interface (Figura 4). Pelos
resultados obtidos podemos observar que o Nifurtimox® pode formar complexos nos sitios ativo e
da interface da TR e da GR, porém o complexo mais provavel deve ser formado com a GR no sitio
da interface. Esta preferéncia deve ser dada pelo fato de o sitio apresentar o canal das Phe78, que
reduz a possibilidade de orientacdes, e torna a GR “melhor” escolha para o Nifurtimox® que a TR,
o que ndo é desejdvel do ponto de vista da atividade, e talvez isso possa explicar os efeitos
colaterais provocados pelo farmaco, que inibe melhor a enzima humana.
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