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A maldria é uma doenga que ocorre em mais de 100 paises, apesar de estar confinada
principalmente em 4reas tropicais pobres da Africa, Asia e América Latina. Uma das principais
espécies do protozodrio causador desta doenga € o Plasmodium falciparum. Durante seu estagio
eritrocitico, ele fica exposto a niveis elevados de espécies oxidativas (HO, O,, H,0,)
produzidas pelo sistema de defesa do hospedeiro humano e pela degradagcdo da hemoglobina, os
quais danificam macromoléculas. Baseado nestes dados, o estudo do aumento do estresse
oxidativo se tornou uma via atrativa para o desenvolvimento de novas drogas, devido as
evidéncias sugerindo que isto pode inibir o crescimento do parasita eficientemente. Com a
selecdo de parasitas resistentes a cloroquina, uma droga muito utilizada nos casos de maldria, h4
a necessidade do desenvolvimento de novos agentes quimioterapicos, com novos mecanismos
de acdo. Assim, a enzima antioxidante glutationa redutase do P. falciparum (GRPf), que catalisa
a redugdo da glutationa oxidada (GSSG), é essencial para a defesa antioxidante e mecanismos
de reparos do parasita''! e pode ser considerada um alvo interessante para o desenvolvimento de
inibidores que possam atuar como farmacos. Pode-se descrever a atuacdo da enzima glutationa
redutase (GR) da seguinte forma:

GR
Reducdo da glutationa: GSSG + NADPH + H* — > (GSH), + NADP*

As enzimas GR humana (GRh) e GRPf sdo homodiméricas e inibidores podem ser
testados em, pelo menos, dois sitios: o sitio ativo (SA) e o sitio da interface (SI). Portanto, é
interessante o estudo destes compostos em sitios da GRh e GRPf a fim de sugerir seus
mecanismos de acdo. O objetivo deste trabalho € estudar o comportamento destes ligantes nos
SA e SI de tais enzimas.

As enzimas GRh e GRPf foram utilizadas como alvo para as sulfonamidas (1) e (2)
(Figura 1). Nao foram encontrados na literatura simulacdes computacionais feitas com estas
sulfonamidas nos possiveis sitios de ligacdo das GRs.

Figura 1. Estrutura dos compostos sulfonamidas (1) e (2). Cédigo CSD (1) - JAWHOF

As estruturas cristalograficas das enzimas foram obtidas do Protein Data Bank (PDB)™!
sob cddigos lonf (GRPf); 1xan e 1gre (GRh). A proteina 1xan foi utilizada para a simulagdo
computacional via docking no SI, enquanto a proteina 1gre foi utilizada para o estudo no SA. Os
compostos sulfonamidas utilizados foram obtidos a partir de busca no Cambridge Structure
Database (CSD)"', o qual forneceu as coordenadas cristalograficas do composto (1), sob cédigo
JAWHOF. A sulfonamida (2) foi obtida por alteracdes na estrutura quimica de (1), utilizando-se
o programa de simulacdo e modelagem molecular HyperChem'*!. As cargas parciais dos dtomos
foram adicionadas com o programa MOPAC®'. Um esquema mostrando os métodos adotados é
apresentado na Figura 2. Na primeira etapa, trabalhou-se com as proteinas, adicionando-se os
atomos de hidrogénios aos aminodcidos e considerando os residuos de cisteinas dos sitios ativos



das proteinas no estado oxidado formando a ligacdo dissulfeto. Os residuos de histidina foram
consideradas como protonadas no dtomo ND1. Uma vez preparada a proteina humana, a escolha
dos sitios de ligacio (SA e SI) foi feita baseando-se em trabalhos anteriores'®. O sitio de ligagdo
correspondente ao sitio ativo considerado leva em conta os residuos dentro de um raio de 13 A
ao redor das Cys58-Cys63 na GRh. O sitio correspondente ao sitio da interface leva em
consideracdo os residuos dentro de um raio de 10 A em volta do par His75-82" para realizagio
do docking. Na enzima GRPf, o primeiro passo feito foi o alinhamento estrutural das enzimas
humana e do P. falciparum, utilizando o programa SwissPDB Viewer'”!, para uma avaliacio dos
sitios ativo e da interface. Através do alinhamento e da visualizagdo grafica foram selecionados
para o SA os residuos contidos em um raio de 12 A a0 redor de Cys39-Cys44 e, para o SI, foi
considerado um raio de 10 A ao redor dos residuos Phe 68-68’. Utilizando-se o programa
DOCK 3.5® foi feito o estudo da formacdo dos complexos. A andlise em tela grifica dos
resultados obtidos através do docking foi realizada com os programas “O” ! ¢ WebLab
Viewer!"”!. A orientacdo representativa dos complexos foram escolhidas segundo o indice de
repeti¢do da orientagdo do complexo nos sitios (Tabela 1) e a natureza das interacdes com os
residuos dos sitios das enzimas. Levou-se em conta também a energia dos complexos.
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Figura 2: Esquema da metodologia utilizada na obten¢do dos complexos proteina-ligante

Tabela 1. Indice de repeti¢io das orientagdes produzidas no docking.

GRh GRPf

(2) (1) (2) €Y
SA 70,6% 68,0% 17,4% 35,3 %
SI 20,0% 63,6% 50,0% 38,5%

Tabela 2. Energias dos complexos proteina-ligante (kcal/mol).

energias totais  eletrostatica van der Waals
; , SA %8 7.0 218
5 igante (2) O 310 104 20,6
RN SA 259 48 21,1
ligante (1) " 513 222 29,1
_ SA 264 15,4 11,0
o lleante@ o g6 112 174
& SA 351 8.8 26,4
ligante (1)

SI 44,6 -16,3 -28,2
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Figura 3: Sobreposi¢ao dos compostos (1) e (2) nos sitios da interface (A) da GRh e (B) da GRPf. Estao
apresentados os aminodcidos do SI que interagem com os compostos. As linhas pontilhadas representam
as intera¢des aminodcido-ligante. (1) — azul claro; (2) azul escuro.



Na GRPf, os complexos de menor energia ocorreram no SI, particularmente no
complexo com (1). Foram observadas interagdes com Asn456B, Argl96A, Asp58A, Ser55A,
Asn52A, Asn229A e Glu432A (Figura 3A). Em uma orientagdo com energia total de -37,4
kcal/mol encontrada nesse sitio hé interagdes com residuos carregados, como a interagdo do
Glu432A com a por¢io NH2 com uma distincia de 2,44 A, sugerindo uma ligacio de
hidrogénio entre o OE1 deste residuo e o nitrogénio de (1). Na Figura 3B € apresentada a
orientacdo selecionada para o ligante no SI da GRPf. No SA, (2) se comporta de maneira
aleatéria, sem um padrdo de ligacdo muito claro, ou seja, ndo hd uma ou mais orientagdes que se
repetem, refletindo a liberdade e, portanto, a instabilidade que o composto tem neste sitio. Isto
se reflete no indice de repeticdo baixo para tal ligante (Tabela 1). Ja no sitio ativo da GRPY, os
residuos que participam na ligacdo de (1) sdo Glu489B e Glu490B, His484B, 11e419B, Tyr94A,
Serl1A, Thr486B, Phe416B, uma vez que interagcdes com 0s mesmos se repetem em vdrias
orientacdes de (1) nesta cavidade. O composto (2) ndo mostrou um comportamento eficaz de
ligacdo com a enzima do parasita.

Comparando-se as energias dos dois sitios (Tabela 2), podemos sugerir que (1) se
acomoda melhor no SI da enzima humana, ja que a energia total do complexo € mais baixa neste
sitio. Um outro aspecto importante € o fato de o complexo com (1) ter energias mais baixas do
que com (2) nesta enzima. Isto pode ser reflexo de interacdes de (1) com residuos carregados do
SI, como Asp441 e Glu442 que ndo ocorrem em (2)-SI. Os dois ligantes t€m os mesmos grupos
funcionais, como OH e a porcdo sulfonamida, mas em (1) tais grupos estdo separados por uma
cadeia alifatica de maior comprimento, o que permite interagdes com esses residuos carregados.
No SA, aparecem varias interacdes de (2) e (1) com Arg37 e 347; (1) ainda interage com
Arg478 em uma interagdo do tipo O — N.

A sulfonamida (1) apresentou preferéncia pela enzima humana, o que pode ser
explicado pela contribui¢do das interagdes eletrostaticas desse ligante no SI, fato refletido nos
valores menores de energia em comparacio com (2).

Uma apreciag¢do mais precisa do comportamento destes ligantes podera ser feita quando
for avaliado o comportamento de outros compostos do mesmo tipo nesses sitios.
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