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RESUMO

INTRODUCAO: A esquistossomose é uma doenca negligenciada que atinge cerca de 200 milhdes
de pessoas anualmente. Devido ao aparecimento de novas linhagens resistentes aos medicamentos
disponiveis no mercado atual, se faz necessario 0 uso de técnicas computacionais para a descoberta
de novos compostos lideres. Enzimas da via de salvacdo de purinas de parasitas vém sendo
investigadas como um possivel alvo terapéutico. Desta forma, almeja-se neste trabalho elucidar, por
meio de métodos computacionais, potenciais candidatos a farmacos esquistossomicidas da classe
dos anélogos da purina, bem como calcular as energias de ligacdo, em kcal/mol, dos anélogos com
0 sitio ativo da SMHGPRT do Schistosoma mansoni. METODOS: Foram utilizados os softwares
Autodocktools para a realizacdo do docking e o Discovery Studio Visualizer para a analise das
interacdes moleculares presentes. RESULTADOS: Dentre os analogos de purinas analisados, a
azatioprina apresentou a menor energia de ligacdo (-8,07 kcal/mol), estabelecendo uma ligagéo de
hidrogénio com a Gly146, em N-6, do seu anel purinico, uma interacdo relevante no acoplamento
farmaco-receptor, além de interagdes m-sigma e m-alquil com os aminoacidos lle142, Aspl44 e
Thr148 do sitio ativo. Quanto a pentostatina (-7,37 kcal/mol) houve formacdo de duas ligacdes de
hidrogénio com o residuo Thr148 e uma interagdo carbono-carbono entre o farmaco e a Glu140. A
fludabarina (-6,71 kcal/mol) por apresentar de um atomo de flior e um grupamento fosfato em sua
estrutura, apresentou trés ligagdes de hidrogénio com os residuos Gly146, Thrl45 e Lysl72, e
interacdes de Van der Waals com a Thr148. CONCLUSAO: Por meio de estratégias de modelagem
molecular foi possivel avaliar o potencial inibitério da enzima HGPRT por acdo de analogos de
purinas. Os resultados in silico apresentaram carater satisfatorio e podem posteriormente ser
refinados, baseado nas diferengas entre a HGPRT humana e a SmMHGPRT descritas na literatura.

Palavras-chave: HGPRT, Schistosoma mansoni, Purinas.




£

SOCEPIS &

1. INTRODUCAO

As doencas tropicais negligenciadas sdo um grupo de doengas causadas por diversos
agentes etiologicos, tais como virus, bactérias, protozoarios e parasitas (OMS, 2019). Séo
frequentemente associadas a paises em desenvolvimento e determinantes sociais, econdmicos e
ambientais, como populacdes de baixa renda e locais com pouco ou nenhum saneamento basico,
baixos niveis de escolaridade e higiene (FUNDACAO OSWALDO CRUZ., 2013).

Os farmacos disponiveis no mercado para o tratamento da esquistossomose (praziquantel e
oxamniquina) foram desenvolvidos na década de 70, e desta forma, o surgimento de formas
resistentes dos parasitas se tornou um potencial perigo de salde publica, demandando o
desenvolvimento de novas terapias medicamentosas para o controle da doenca (SIQUEIRA et al.,
2017).

Um dos mais importantes avancos no planejamento e na descoberta de novos farmacos tem
sido a utilizacdo da modelagem molecular (MM). Atualmente, a MM ¢é uma ferramenta
indispensével ndo somente no processo de descoberta de novos farmacos, mas também na
otimizacdo de protdtipos ja existentes e no planejamento racional de candidatos a farmacos
(PATRICK, 2017)

Em geral, os nucleotideos de purinas podem ser sintetizados pela via de novo, que utiliza
compostos simples para a sintese de vérios nucleotideos de purinas, e/ou pela via de salvamento,
constituida por rotas de reutilizacdo pelas quais as células podem satisfazer a necessidade de purinas
a partir de fontes enddgenas e/ou exdgenas de purinas pré-formadas (EL KOUNI, 2017).

Segundo Romanello (2019), apud Dovey (1984), foi observado que Schistosoma mansoni
adultos incubados em culturas sem purinas tinham concentracdes de ATP reduzidas e nao
incorporavam residuos radioativos de glicina nos nucleotideos purinicos. Essa observacdo foi
importante para constatar que o Schistosoma ndo possui a via de novo de formagdo de purinas
(KZIOZEK et al., 2021).

Por outro lado, eles incorporam a adenina ao ATP em velocidade maior do que mamiferos,

devido principalmente a grande concentragdo da enzima adenina fosforibosiltransferase (APRT) e
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de hipoxantina-guanina fosforibosiltransferase (HGPRT), enzimas chaves para a via de salvamento
das purinas (KZIOZEK et al., 2021)

O uso de compostos inibidores enzimaticos € uma importante estratégia para intervengédo
terapéutica para o tratamento de diversas doencas, das genéticas as infecciosas, podendo modular o
funcionamento de uma enzima chave em uma via metabolica (BALBAA, 2012).

Assim, o presente trabalho pretende explorar a via de salvacdo das purinas, caracterizando
novos possiveis inibidores da enzima HGPRT, com o intuito de desenvolver novas opgoes
terapéuticas para o controle do parasita Schistosoma mansoni. Para tal, foi realizado o docking
molecular dos farmacos analogos de purinas frente a hipoxantina-guanina fosforibosiltransferase
do Schistosoma mansoni (SMHGPRT), bem como foram estimadas as energias de ligacdo, em
kcal/mol, dos analogos com o sitio ativo da proteina.

2. METODO

O processo de docagem envolve quatro etapas bésicas: (1) Preparo da estrutura alvo; (2)
Escolha dos ligantes; (3) Predicdo da conformacéo, posicao, orientacdo do ligante dentro dos sitios
e (4) Avaliacdo da afinidade de ligacéo.

No presente trabalho a proteina de escolha foi a SMHGPRT, com 2.8 A de resoluco, a qual
esta catalogada sob o coédigo 5IPF no Protein Data Bank (PDB). A proteina foi tratada
manualmente lancando-se méo do software Discovery Studio Visualizer, no qual foram eliminadas
moléculas de agua e ligantes interferentes, ja presentes na macromolécula 5IPF no PDB. Os
farmacos anéalogos das purinas selecionados para o estudo foram obtidos a partir do banco de dados
de ligantes ZINC15: 6-mercaptopurina, 6-tioguanina, azatioprina, fludabarina e pentostatina. O
procedimento de docking foi executado pelo software AutoDockTools 1.5.6, com a area de docagem
molecular (grid box) definida, utilizando as coordenadas cartesianas: X = -3,205 A; Y=-7,503 A; e
Z=14,96 A, com as dimensdes de 16 x 16 x 16 A. Cada um dos ligantes foi testado com 10 poses

diferentes, e os melhores resultados foram selecionados para posterior visualizagdo de interagdes

moleculares no Discovery Studio Visualizer.
3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Analises comparativas entre a sequéncia peptidica de SmHGPRT-1 e todas as outras
HGPRTSs depositadas no PDB indicaram que dez residuos (Leu74, Gly76, Leu84, Glul40, Aspl41,
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Thrl148, Lys172, Gly196, Asp200 e Arg206) estdo conservados entre eles, estando cinco deles
localizados no sitio ativo 1 da proteina, como mostrado na figura 1 (ROMANELLO et al, 2019).
Para atender o objetivo proposto, foram selecionadas as melhores energias de ligagdo dentre
as dez conformacBes obtidas para cada farmaco no software AutoDockTools 1.5.6. As energias
estdo apresentadas na tabela 1. Os analogos docados com a SmMHGPRT-1 do Schistosoma mansoni

estdo exibidos na figura 1, figura 2 e figura 3.

Tabela 1. Energias de ligacdo, em kcal/mol, dos farmacos (ligantes) com a SmMHGPRT-1 do Schistosoma mansoni.

Ligante Energia de ligacao (kcal/mol)
Azatioprina -8,07
Pentostatina -1,37
Fludabarina -6,71
6-mercaptopurina -6,52
6-tioguanina -6,40

De acordo com Romanello (2019), os aminoacidos Aspld4, Glyl46 e Vall94 sao
fundamentais no mecanismo de reacdo enzimatica com substratos naturais da HGPRT. Os
aminoacidos presentes no sitio de ligacdo 1 sdo: Lysl172, Glyl146, Lys147, Aspl4d4d, Asp200,
Vall94, Phel93, Thrl45, lle142, Glu 140, Asp141 e Thr148.

Figura 1. Docking molecular do analogo azatioprina com o sitio ativo 1 da SmMHGPRT-1 do Schistosoma mansoni.
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Fonte: Desenvolvido pelo autor no software Discovery Studio Visualizer (2022).
Dentre os resultados dos anadlogos de purinas com o sitio ativo 1 da SmHGPRT, a

azatioprina mostrou o melhor resultado como ligante, apresentando a menor energia de ligacéo (-
8,07 kcal/mol), estabelecendo uma ligacdo de hidrogénio com a Gly146, em N-6, do seu anel

purinico, uma interacao relevante no acoplamento farmaco-receptor. Também apresentou interacdes

ndo-covalentes m-Sigma e m-aquil com seis amino&cidos, além de possuir quatro residuos
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interagindo por meio de forcas fracas de Van der Waals. Todas as interacGes relatadas corroboram o

melhor resultado apresentado em relagéo aos outros analogos.

Figura 2. Detalhamento dos aminoacidos do sitio ativo 1 da SmHGPRT-1 do Schistosoma mansoni e interacdes

quimicas com o analogo azatioprina.
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Fonte: Desenvolvido pelo autor no software Discovery Studio Visualizer (2022).
Quanto a pentostatina foram observadas duas ligacGes de hidrogénio ao residuo Thrl48 e

uma interacdo carbono-carbono entre o farmaco e a Glul40. Pelo fato de a pentostatina apresentar
um namero menor de ligagbes com o sitio ativo, é de se esperar uma energia de ligacdo de menor
intensidade (-7,37 kcal/mol), como foi verificado nos célculos de energia no AutoDockTools.
Notam-se 0s aminoécidos do sitio ativo presentes na figura 3 a esquerda, incluindo os residuos
Aspl44, Glyl46, llel42, Phel93, Lys172, Lys147, e Glul40, ratificando a interacdo do farmaco

com sitio ativo 1 da SmMHGPRT-1 do Schistosoma mansoni

Figura 3. Detalhamento dos aminoéacidos do sitio ativo 1 da SmHGPRT-1 do Schistosoma mansoni e interaces
quimicas com os andlogos pentostatina (a esquerda) e fludabarina (& direita).
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Fonte: Desenvolvido pelo autor no software Discovery Studio Visualizer (2022).
A fludabarina apresentou trés ligagdes de hidrogénio com os residuos Glyl146, Thrl45 e

Lys172, interagOes de Van der Waals com a Thr148, e interagGes atrativas com as cargas do fosfato
na porcao distal da molécula, mostrada na figura 3, a direita. O &tomo de flGor, bem como a porcéao

fosfato deste analogo, contribuem de modo relevante para o perfil energético (-6,71 kcal/mol) e de
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seu acoplamento com a enzima, visto que promovem duas ligacdes de hidrogénio a mais na
interacdo ligante-macromolécula.

Pode-se destacar a importancia do residuo Gly146 para a ancoragem do ligante, presente no
docking em todos os testes com melhor energia de ligacdo, confirmando dados da literatura quanto a
importancia do residuo no mecanismo de acéo enzimatico.

4. CONCLUSAO

Por meio de técnicas de modelagem molecular foi possivel avaliar o potencial inibitério da
enzima HGPRT por acdo de analogos de purinas. Os resultados in silico apresentaram carater
satisfatorio, principalmente da azatioprina, € podem posteriormente ser refinados, baseado nas
diferencas entre a HGPRT humana e a SmMHGPRT descritas na literatura.
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