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RESUMO

Cenario: A esquistossomose ¢ uma doenga negligenciada que atinge cerca de 200 milhdes de
pessoas anualmente. Devido ao aparecimento de nova linhagens resistentes aos medicamentos
disponiveis no mercado atual, se faz necessario o uso de técnicas computacionais para a
descoberta de novos compostos lideres. Enzimas da via de salvagdo 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 analogos da purina, bem como calcular as energias de ligagao,
em kcal/mol, dos andlogos com o sitio ativo da SmHGPRT do Schistosoma mansoni. Objetivo:
Caracterizar novos potenciais inibidores da enzima HGPRT (Hipoxantina-Guanina
Fosforribosiltransferase). Métodos: Os dados serdo processados utilizando os softwares
AutoDockTools-1.5.6 e Discovery Studio Visualizer, que sdo ferramentas especializadas em
analise e processamento de dados moleculares para modelagem molecular. Durante o
processamento dos dados, o AutoDockTools-1.5. Discussdo: Os anilogos de tamanho e
caracteristicas similares ao AMP obteram melhores energias de ligacdo. A fludarabina se
destacou pelo menor resultado estimado de energia de ligagdo, apresentando -9.68 kcal/mol,
devido a sua semelhanca com o IMP. A pentostatina apresentou energia estimada de -8,68
kcal/mol, a mercaptopurina, o andlogo de menor extensdo e peso molecular, apresentou energia
estimada do complexo de -5.88 kcal/mol. Conclusdao: A pesquisa e o desenvolvimento de
politicas publicas dedicados as doencas negligenciadas, em especial a esquistossomose,
representam um passo crucial na saude publica global e no bem-estar de milhares de pessoas
que vivem em situacdo de vulnerabilidade social, a mercé das condi¢des socioecondmicas de
seu pais de origem. Os resultados in silico apresentaram carater satisfatorio, principalmente da
fludarabina, pentostatina e azatioprina, que podem ser posteriormente refinados baseado nas
diferencas entre a HGPRT humana ¢ a SmHGPRT, na tentativa de aumentar sua poténcia sob
o parasito e reduzir os efeitos adversos sobre o hospedeiro

Palavras-chaves: Andlogos de purina, HGPRT, Modelagem molecular, Schistosoma mansoni.

ABSTRACT

Scenario: Schistosomiasis is a neglected disease that affects about 200 million people annually.
Due to the emergence of new drug-resistant lines available on the current market, it is necessary
to use computational techniques to discover new leading compounds. Enzymes of the parasite
purine salvage pathway have been investigated as a possible therapeutic target. Thus, the aim
of this work is to elucidate, through computational methods, candidates for schistosomicidal
drugs of the class of purine synthetics, as well as to calculate the binding energies, in kcal/mol,
of the analogues with the active site of the SmMHGPRT of Schistosoma mansoni. Objective:
Characterize new potential inhibitors of the enzyme HGPRT (Hypoxanthine-Guanine



Phosphoribosyltransferase). Discussion: Fludarabine stood out for its lowest estimated binding
energy, presenting -9.68 kcal/mol, due to its similarity with IMP. Pentostatin presented an
estimated binding energy of -8.68 kcal/mol, azathioprine obtained an estimated binding energy
of -8.26 kcal/mol, mercaptopurine, the analogue with the smallest extension and molecular
weight, presented an estimated complex energy of -5.88 kcal/mol. Methods: Research and
development of public policies dedicated to neglected diseases, especially schistosomiasis,
represent a crucial step in global public health and in the well-being of thousands of people
living in situations of social vulnerability, at the mercy of the socioeconomic conditions of their
country of origin. The in silico results were satisfactory, especially for fludarabine, pentostatin
and azathioprine, which can be further refined based on the differences between human HGPRT
and SmHGPRT, in an attempt to increase their potency on the parasite and reduce adverse
effects on the host.

Keywords: HGPRT, Molecular modeling, Purine analogs, Schistosoma mansoni.

LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Mapa da distribui¢ao da esquistossomose no Brasil, 2009-2020, segundo faixa de
Positividade POr MUNICIPIO. ... .uenttet ettt et e e nas 6
Figura 2. Ciclo vicioso da pobreza ..........oouiiiiiiiiiiiii e 8
Figura 3. Fase pré-clinica e clinica de descoberta de fArmacos....................ccoeiiiiinnn.. 9
Figura 4. Fundamentos da técnica de Structure Based Drug Design.............................. 10
Figura 5. Via de recuperag@o das PUIINaS. .........o.ueuiniitintiit ittt eenaenans 11
Figura 6. Esquema da reacdo catalisada pela enzima HGPRT..................ooiin 12
Figura 7. Interagdes entre estruturas SECUNAAIIAS. .......vuveenieentteit et eieeaieeieenneeanes 13

Figura 8. Estrutura cristalografica da enzima SmHGPRT........................a 13



Figura 9. Representagdo esquematica da estrutura “Doubly wound AB-sheet”.................. 14

Figura 10. Comparagdo da HGPRT humana (laranja) e de Schistosoma (azul).................. 14
Figura 11. Mecanismo de reacao enzimaticada HGPRT..................cooiiiiiiiiiiinn, 16
Figura 12: Estrutura molecular da tubercidina...............c.oooiiiiiiiiiiiiii i, 20
Figura 13. Nucleo purinico € Seus andlogos..........vvuuiiiiiiiitiie i ee e 21
Figura 14. Interagdes quimicas estabelecidas entre IMP e HGPRT (SIPF)...................... 22
Figura 15. Interagdes pi do tipo sanduiche, T-shaped e parallel-displaced

LGS 01018 A2 808153 11 23
Figura 16. Interacdes quimicas entre a fludarabina e SmHGPRT.............................. ... 23
Figura 17. Distancia em Angstrom das ligagdes de hidrogénio e pi-pi stacking................. 24

Figura 18. Tipos de ligagdo de hidrogénio em funcao de sua localizagdo em relagdo ao doador

[0 TR To7c] 010 o (AN Tt 24
Figura 19. Interacdes quimicas entre a pentostatina e SmHGPRT............................. 25
Figura 20. Interagdes moleculares da azatioprina com SmHGPRT.....................c..... 26
Figura 21. Interagdes moleculares da azatioprina com SmHGPRT. ........................ ... 27
Figura 22. Interagdes quimicas entre a mercaptopurina e SmHGPRT............................. 27
Figura 23. Interacdes quimicas da azatioprina modificada com SmHGPRT..................... 28

Figura 24. Ligagdes de hidrogénio estabelecidas com os residuos Thr 145 pelo atomo de
104 (<) 11 o J P 29

Figura 25. Comparagdo da distancia da liga¢ao de hidrogénio mudanga de oxigénio por fluor
em anel imidazol de pentostatina. ...........c.viiiiiiii i 29



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Propriedades fisico-quimicas e parametros farmacocinéticos gerados pelo software
SWISSADME . ... e e e e e et e 19



LISTA DE ABREVIACOES

OMS - Organizagao Mundial da Satude

MM — Modelagem Molecular

NCE — New Chemical Entity

SBDD — Design de Drogas Baseado na Estrutrura
CADD — Design de Drogas Auxiliado por Computadores
HGPRT — Hipoxantina guanina fosforribosiltransferase
ECA — Enzima Conversora de Angiotensina

DNA - Acido desoxirribonucleico

IC50 - Concentragao inibitoria

ATP — Trifosfato de Adenosina

PRPP — Fosforribosil

IMP — Monofosfato de inosina

GMP — Monofosfato de guanosina

PDB - Protein Data Bank

HBA — Aceptor de ligagdo de hidrogénio

HBD — Doador de ligacdao de hidrogénio

RTB - Ligagdes rotaveis



1 INTRODUCAO

As doengas tropicais negligenciadas sao um grupo de doencas causadas por diversos
agentes etiologicos, como virus, bactérias, protozodrios e parasitas', frequentemente
associadas a paises em desenvolvimento e determinantes sociais, econdmicos € ambientais,
como populagdes de baixa renda e locais com pouco ou nenhum saneamento basico, baixo

nivel de escolaridade e higiene. 2

A esquistossomose, popularmente conhecida como barriga d’agua ou doenga do
caramujo, ¢ uma doenca causada por parasitas do género Schistosoma, composto por 6
representantes, dos quais se destacam o S. mansoni, S. japonicium, € S. haematobium, sendo o
S. mansoni o Unico com distribui¢do nas Américas. O parasito foi, possivelmente, introduzido
no Brasil devido ao intenso comércio de escravos e ao fluxo migratério que se iniciou em

meados do século XVI.3

Estimativas da Organiza¢dao Mundial da Saude (OMS) mostram que pelo menos 251.4
milhdes de pessoas precisaram do tratamento para a doenga em 2021 e no Brasil se demonstra
amplamente presente em vdrias partes do pais, principalmente nas regides norte € nordeste. A
figura 1 demonstra a distribuicdo da esquistossomose no Brasil, abrangendo territérios do
Ceara, Rio Grande do Norte, Pernambuco, Paraiba, Sergipe e partes da regido sudeste,
principalmente em Minas Gerais e Espirito Santo, onde ¢ considerada endémica. Em outras

regides do pais a distribuigdo é limitada e focal. **

Figura 1. Mapa da distribuicao da esquistossomose no Brasil, 2009-2020, segundo
faixa de positividade por municipio.

Fonte: Brasil, 20143

O ciclo do Schistosoma se inicia apos a contaminag¢ao de rios e lagos com fezes contendo

ovos que irdo desenvolver-se em miracidios, os quais penetram no hospedeiro intermediario, o



caramujo Biomphalaria glabrata, onde se multiplicam e se desenvolvem em larvas chamadas
cercarias. Entre 4 a 7 semanas apds a penetracao no caramujo, as cercarias alcangam a vida
livre na 4gua e sdo atraidas por peptideos que possuem arginina terminal e acidos graxos livres
contidos na pele humana, ocorrendo a infec¢do normalmente nas beiras dos rios.’

Uma vez no corpo humano, as cercarias perdem suas caudas e se transformam em
esquistossomulos. Essas formas jovens migram pela circulagdo sanguinea, atingem o coragado e
os pulmdes e, em seguida, retornam ao coragdo, sendo lancadas para diferentes partes do
organismo através das artérias. Os esquistossomulos se estabelecem principalmente no figado,
onde amadurecem e se tornam vermes adultos, apos isso eles migram para o intestino, onde
sera realizada a postura dos ovos. Os ovos retidos nos tecidos, especialmente no figado e nos
intestinos, levam a formagdo de granulomas, causando inflamag¢ao e disturbios
gastrointestinais.®

A doenca pode apresentar diferentes formas clinicas, influenciadas por fatores como a
cepa do parasito, carga parasitaria, idade, estado nutricional e resposta imune do hospedeiro. A
fase 4guda da infec¢do ¢é caracterizada por manifestagdes pruriginosas na pele, conhecida como
dermatite cercariana, seguida por sintomas como febre, mal-estar, anorexia, nduseas, vomitos,
entre outros.%’ A forma cronica € resultado da inflamagéo eosinofilica e reagdo granulomatosa,
levando a deposi¢do de coldgeno nos tecidos atingidos pelos vermes e ovos.

Ao longo da relacdo parasitaria ocorrem alteracdes no metabolismo proteico e lipidico
do hospedeiro, onde observa-se reducdo nos niveis de albumina, aumento das globulinas,
causadas pelas alteracdes hepaticas, sendo essas alteracdes mais comuns em pacientes com a
forma grave da doenga. O metabolismo lipidico também ¢ afetado nas formas graves da
infecgdo, resultando em hipocalcemia, hipofosfatemia, lipidemia e redugao na fragdo de éster
do colesterol.?

Longos periodos e infecgdes de repeticdo podem levar a desnutrigdo, comprometendo a
resposta imunoldgica do organismo, aumentando a suscetibilidade’ a infecg¢do e agravando os
sintomas da esquistossomose, comprometendo o desenvolvimento fisico e cognitivo das
pessoas afetadas.® Tais circunstincias desfavordveis contribuem para um cenario de

vulnerabilidade, estigmatizagdo e piores desfechos de saude dessa populagdo.
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Figura 2. Ciclo vicioso da pobreza.
Fonte: Elaborado pelo autor
Os farmacos disponiveis no mercado para o tratamento da esquistossomose

(praziquantel e oxamniquina) sdo drogas desenvolvidas na década de 70, e que ainda sdo
extensamente empregadas até hoje nas regides afetadas, principalmente na Africa, onde
tratamentos em massa sao realizados todos os anos. Portanto, o surgimento de cepas resistentes
torna-se um potencial perigo, demandando o desenvolvimento de novas terapias

medicamentosas para o controle da doenca.’

Um dos mais importantes avangos no planejamento e descoberta de novos farmacos
tem sido a utilizagdo da modelagem molecular (MM). Atualmente, a MM ¢ uma ferramenta
indispensavel ndo somente no processo de descoberta de novos farmacos, mas também na
otimizacdo de prototipos ja existentes, propondo-se novos usos para moléculas conhecidas e ja

estudadas para condigdes estabelecidas. !’

O processo de descoberta e desenvolvimento de farmacos, conforme ilustrado na Figura
3, ¢ dividido em duas grandes fases: (i) descoberta (também conhecida como pré-clinica ou

pesquisa basica) e (ii) desenvolvimento (ou clinica).!!
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Figura 3. Fase pré-clinica e clinica de descoberta de farmacos.
Fonte: Lombardino, J. G., & Lowe, J. A. (2004).!!

Nos estagios iniciais da fase de descoberta, as pesquisas se concentram geralmente na
identificacao e otimizacdo de moléculas pequenas capazes de representar novas entidades
quimicas (NCE, do inglés New Chemical Entities) com potencial de desenvolvimento de

moléculas para condigdes especificas.!?

O uso da conformagdo 3D das proteinas no desenvolvimento de novas moléculas
biologicamente ativas ¢ chamada de Design de Drogas Baseado na Estrutura (SBDD), uma
estratégia bem sucedida e estabelecida usada pela academia e grandes industrias farmacéuticas.
Alguns requisitos sdo essenciais para os estudos de SBDD, como o entendimento dos aspectos
espaciais e energéticos que afetam a afinidade da ligagdo do complexo proteina-receptor,
sendo essa estratégia uma das principais aplicagdes do CADD (Computer-Aided Drug
Design)."3

Como exemplo notavel dessa estratégia destaca-se o captopril, fairmaco inibidor da
enzima conversora de angiotensina (ECA), que ¢ considerado o primeiro medicamento
descoberto utilizando um modelo estrutural de proteina e foi desenvolvido com base na
estrutura 3D da carboxipeptidase A, enzima similar a ECA. A descoberta do captopril foi um
marco na historia do SBDD, apresentando uma poténcia significativamente maior (IC50 = 23
nmol L-1) em comparacdo com um inibidor desenvolvido anteriormente, o N-succinoil-I-
prolina (IC50 = 330 umol L-1).14

Outro exemplo importante na histéria do SBDD foi a descoberta da dorzolamida, no
final dos anos 1990. A dorzolamida, um inibidor da enzima anidrase carbonica, ¢ empregada
no tratamento do glaucoma e foi o primeiro medicamento desenvolvido a partir da elucidacao

da estrutura 3D de seu alvo biologico.'*
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Os fundamentos da técnica de SBDD estao ilustrados na figura 4.

+ Molecular docking (rigid and flexible)
+ Molecular dynamics

Design and synthesis of new ligands
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Molecular target
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Figura 4. Fundamentos da técnica de Structure Based Drug Design (SBDD).

Fonte: Ferreira L.5

O uso de compostos inibidores enzimaticos € uma importante estratégia de intervengao
terapéutica, como demonstrado em ambos casos supracitados, possibilitando a modulacao do
funcionamento de uma enzima chave em uma determinada via metabdlica, tanto local quanto

sistémica. !’

As purinas e seus metabolitos sdao biomoléculas de importancia vital para todos os
organismos vivos. Destacam-se os seus papéis na sintese de acidos nucleicos, proteinas, como
segundos mensageiros e para reagdes que necessitam de energia, encontrado na forma de

trifosfato de adenosina (ATP).'6

Essa via metabolica foi extensamente pesquisada, o que suscitou a sintese de moléculas
que, desde 1953, com a descoberta da mercaptopurina, vem sendo empregadas em diversos
esquemas de tratamento contra neoplasias, além de também haverem sido desenvolvidos
diversos agentes virais analogos de nucleosideos, dentre eles destaca-se o aciclovir e seus

analogos, como ganciclovir, penciclovir.!”

O grupo conhecido como antimetabolitos mimetiza antagonicamente o metabolismo
usual das purinas devido a sua semelhanca com os metabdlitos endogenos, resultando na
inibicdo de enzimas-chave envolvidas em suas vias de obtencdo e eventualmente sdo

introduzidos nas sequéncias de DNA, interferindo a sua continuidade e tendo agdo citotoxica.'®

Os nucleotideos de purinas podem ser sintetizados pela via de novo, na qual dois

aminoacidos, glicina e glutamina, gas carbonico (CO2) e amoénia (NH3) sdo adicionados a
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ribose presente no PRPP (fosforribosil pirofosfato) por meio de 6 enzimas e 10 reagdes para a

sintese de nucleotideos de purina.'®

As purinas também podem ser obtidas pela via de recuperagdo, ilustrada na figura 5,
onde organismos podem satisfazer a necessidade de nticleos purinicos em parte a partir de seu
proprio metabolismo, recuperando os nucleosideos remanescentes da degradacao do DNA e
RNA e por meio de fontes exdgenas de purinas pré-formadas, no caso do parasito extraindo de
seu hospedeiro. Devido ao reaproveitamento dos metabolitos intermediarios esta se apresenta

como uma alternativa menos custosa energeticamente. '8!

DNA RNA

Adenosina

Adenosina
Desaminase

v S . :

Hipoxantina
e Guanina

Inosina

Figura 5. Via de recuperagdo das purinas.
Fonte: Elaborado pelo autor

Diversos estudos foram realizados por Senft ef. a/ abordando o metabolismo de
aminoacidos e de nucleotideos pelo parasito, sendo constatado em 1973 que Schistosoma
mansoni adultos incubados em culturas sem purinas tinham concentra¢des de ATP reduzidas,
e ndo incorporavam residuos radioativos de glicina em anéis purinicos, como esperado pela via

de novo.?

A extensa capacidade de reproducdo e oviposi¢cdo destes parasitas reflete um grande

aporte de nucleotideos para realizar a replicagdo e consequentemente eficiéncia na incorporacao
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da adenina ao ATP. Destaca-se a presenca da enzima adenosina desaminase e¢ a elevada
concentracdo da enzima adenina fosforribosiltransferase (PNP) e da hipoxantina-guanina

fosforribosiltransferase (HGPRT), enzimas chaves da via de salvamento das purinas.?°

A HGPRT catalisa a fosforribosilagdo reversivel da hipoxantina e da guanina com o

PRPP, resultando na formagao de IMP e GMP como ilustrado na figura 6.

o
MY N\>
0 do Lo 0
RN 0., . ~0O=p=0-
0 P O- 24 —Q=P=-Q
Q=P=Q=P= Mg !
“I>$0 OPO-;_‘(}/_O___ﬂ Y_Z O 4+ PP
HO OH HO  GCH
R=H for Hypcxanthine PRPP R=H for IMP
A = N for Guanine R = NH; for GMP

Figura 6. Esquema da reagdo catalisada pela enzima HGPRT.
Fonte: FOCIA et al. (1998)

Para realizar tal reagdo enzimatica o S. mansoni carrega trés genes homoélogos para a
sintese de HGPRT em seu genoma, entretanto apenas uma foi resolvida experimentalmente
pelos trabalhos de Romanello em 2016, a isoforma Smp 103560. Ambas as isoformas restantes
foram obtidas por meio de modelagem por homologia nos trabalhos de Lima e colaboradores

em 2020, onde foram analisadas as moléculas do grupo dos aciclonucleosideos.?!

O modelo foi obtido por meio de cristalografia de raio-X com 2.8 A de resolugio e
depositada no PDB na forma de tetramero sob o codigo SIPF. A proteina apresentada na figura
7 € composta por a-hélices e folhas 3 € interacdes entre estas estruturas secundarias com fungdes

estruturais importantes, como as B-turns e B-hairpins ilustradas na figura 8.2°

Dominio "Hood"

Dominio "Core"
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Figura 7. Estrutura cristalografica da enzima SmHGPRT.

Fonte: Discovery Studio Visualizer

Figura 8. Interacdes entre estruturas secundarias. -Turn localizada entre os residuos Tyr31-
Cys34 e B-Hairpin localizada no loop III entre os residuos Asn191-Asn202 da SmHGPRT.

Fonte. Romanello, L. 20

A HGPRT pode ser dividida em dois dominios principais. O dominio denominado
“Core” ¢ composto por 4 folhas B (B2, B3, B4 e B5) paralelas e 3 alfa hélices (a3, a4 e a5) em
seus flancos, caracterizando a interagdo “doubly-wound a-f8 sheet ”.?> Um esquema simplificado

destas estruturas estd esquematizado na figura 9.

Single Wound Topology Double Wound Topology
N\

7 —
MANANNNAA ML AN
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Figura 9. Representagdo esquematica da estrutura “Doubly wound AB-sheet”
Fonte: Demeler, B. University of Leathbridge. Biochemistry lecture 4000.

Sobreposto ao dominio “Core” encontra-se o dominio “Hood”, composto por 4
pequenas fitas B (B1, 6, B7 e B8) divididas em duas folhas, sendo uma paralela e outra

antiparalela, além de 3 o -hélices (al, 02 e a6) e conexdes de longos loops.

Entre os dois dominios se encontra o sitio ativo da proteina, sendo composto por 4 loops.
O loop 1 é composto pelos residuos 73-78, os residuos Leu 74 e Lys 75 atuam em conjunto no
momento da catalise, mudando sua conformagao trans para cis no momento de pareamento com
o PRPP. A Leu 74 estd conservada entre diversas estruturas hospedadas no PDB, entre elas a
de Trypanosoma cruzi, Escherichia coli, Leishmania tarentolae e Tritrichomonas foetus,

apresentando papel funcional e estrutural importante.??

O loop 2 ¢ composto pelos residuos 107-134, este fragmento apresenta auséncia de
densidade eletronica dos residuos 108 a 124 devido a flexibilidade do /oop, demonstrada na
figura 10, o qual varia entre conformagao aberta, quando ocorre a entrada dos reagentes, ¢
fechada onde as interagdes do PRPP com os ions de Mg2+ hidratados acontecem,

posteriormente a proteina volta a sua forma aberta.?*

O loop 3 compreende os residuos 141-146, qual apesar de ser um trecho de menor
extensdo, carrega papel importante no acoplamento do fosforribosil durante a catalise,
estabelecendo diversas ligagdes de hidrogénio com os oxigénios presentes no substrato. O

residuo Asp141 é invariavel em todas as HGPRT depositadas no PDB.?*
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Figura 10. Compara¢do da HGPRT humana (laranja) e de Schistosoma (azul).
Destaca-se o loop 2 ndo complementar, enfatizando seu carater flexivel em diferentes
momentos da catalise

Fonte: PDB - https://www.rcsb.org/alignment

O loop 4 estd localizado no dominio Hood, abrangendo os residuos 190-211,
destacando-se o papel do residuo aromatico Phe193. Como demonstrado na figura 11, este loop
estabelece ligagdes importantes do tipo m-m stacking, mantendo o anel purinico do IMP
ancorado para que o PRPP seja introduzido na purina, sendo liberado o PPi-Mg e

posteriormente 0 GMP-Mg ou IMP-Mg.?*

O mecanismo enzimatico da SmHGPRT foi proposto por Heroux et. al*® baseado na
HGPRT de Toxoplasma gondii e elaborado a partir da andlise conjunta de estruturas
cristalizadas em forma apo e na presenga dos substratos guanina, hipoxantina ¢ PRPP, e também

dos produtos, GMP, IMP e PPi e esta descrito na figura 11.
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Figura 11. Mecanismo de reacao enzimatica da HGPRT. 1-Apoenzima entrando no sitio ativo.
Os loops I, IIT e III” em conformagao aberta. 2- Complexo PRPP-Mligado e Lys 79 (Lys74)
adota conformacao cis peptideo. As interacdes do PPi do PRPP, loop I e loop IV aproximam o
dominio Hood do dominio Core. Loop III ordenado ao redor do 5’fosfato e guanina entra no
sitio ativo. 3-Bolsdo de ligagdo a guanina ¢ fechado e ordenado ao redor da base. Loop III
fechado permite que o loop III’ se feche colocando Arg 182 entre Asp 150 e 197 completando
a ligagdo dos dominios hood e core. 4- Loop II se fecha colocando o residuo Tyr 118 em
posicao de ligacao de hidrogénio com o fosfato 5 permitindo a transferéncia do fosforribosil.
5- Loop I e IV sdo abertos e PPi sai do sitio ativo. Lys 79 (Lys 74) do loop I retorna a
configuragdo trans e o loop II € aberto. 6- Loop III’ e III se acharem e liberam GMP e
HGPRT retorna a forma apoenzima.

Fonte: Heroux et. al?s.
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Diante dessas informagdes, o presente trabalho pretende explorar a via de salvagdo das
purinas, caracterizando novos possiveis inibidores da enzima HGPRT, com o intuito de
desenvolver novas opg¢des terapéuticas para o controle do parasita Schistosoma mansoni. Para
tal, foi realizado o docking molecular dos farmacos andlogos 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,

visando uma melhor compreensdo das interacdes intermoleculares envolvidas.
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METODOS

O processo de docagem envolve quatro etapas basicas: (1) Preparo da estrutura alvo;
(2) Escolha dos ligantes; (3) Predi¢cdo da conformacdo, posi¢ao, orientagdo do ligante dentro

dos sitios e (4) Avaliagdo da afinidade de ligagao.

No presente trabalho a proteina de escolha foi a SmMHGPRT, com 2.8 A de resolugio,
a qual esta catalogada sob o codigo SIPF no Protein Data Bank (PDB). A proteina foi tratada
manualmente langando-se mao do software Discovery Studio Visualizer, no qual foram

eliminadas moléculas de agua e o ligante IMP, ja presentes na macromolécula SIPF no PDB.

Os ligantes 6-mercaptopurina, 6-tioguanina, azatioprina, fludarabina e pentostatina
foram obtidos a partir do banco de dados PubChem em formato .SDF (structured data files), e
convertido em .PDB pelo software OpenBabel 3.1.1.

Foram propostas modificagdes moleculares na pentostatina e azatioprina, adicionando-
se um grupo fluor na por¢ao ribosidica da pentostatina e um grupo amina no anel imidazol da

azatioprina.

Foi realizada analise in silico das propriedades fisico-quimicas utilizando o software
SwissADME, seguindo os principais parametros da Regra dos 5 de Lipinski, sendo estes: peso
molecular<500, logP<5, 5 (cinco) doadores de ligagao de hidrogénio (HBD) e 10 (dez)
aceptores (HBA). Além disso a area de superficie polar (7PSA) e os scores de

biodisponibilidade foram calculados.

O procedimento de docking foi performado pelo software AutoDockTools 1.5.6, com
a area de docagem molecular (grid box) definida, utilizando as coordenadas: X =-8.999 A; Y=
-7.503 A; e Z= 6.361 A, com dimensdes de 40 x 40 x 48 A. Nos pardmetros do Genetic
algorithm foram obtidas 20 poses para cada ligante, utilizando Population Size de 300, os

demais parametros nao foram alterados.

Os complexos receptor-ligante foram ranqueados em ordem decrescente de energia e
os de menor valor foram selecionados para analise das interagdes moleculares no software

Discovery Studio Visualizer.
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DISCUSSAO

O docking molecular ¢ uma técnica computacional que visa estimar as energias de
ligagdo (kcal/mol) de uma ou mais moléculas (ligantes) com possiveis sitios ativos de um
receptor (proteina) por meio de scoring functions, ou seja, equacdes complexas que atribuem
valores as interagdes quimicas e orientagcdes espaciais, rotacao das ligagdes quimicas, € outros

parametros, ranqueando os complexos mais favoraveis.!'#

A primeira evidéncia da utilizacdo de analogos de purinas contra os parasitas do género
Schistosoma na literatura cientifica foi observada por Jaffe e colaboradores em 1971, onde a
tubercidina, ilustrada na figura 12, era previamente introduzida em hemadcias e demonstrou ser
ingerida e incorporada no DNA e RNA a partir a concentra¢do de .10”’M, causando separagdo
prematura dos vermes adultos, disturbios de motilidade e inibi¢do da oviposi¢do, porém

também causando toxicidade ao hospedeiro.?¢

H_  H
N
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I
N N
:-“&O‘H
0
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0
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Figura 12. Estrutura molecular da tubercidina.
Fonte: Elaborado pelo autor
Desde entdo, diversos andlogos de purinas foram desenvolvidos e aprovados pelas
agéncias reguladoras, tendo sido introduzidos em diversos esquemas de tratamento de
neoplasias, sendo avaliadas quanto ao mecanismo de acdo e suas particularidades, a relacao
estrutura-atividade do grupo, efeitos colaterais e seus perfis de seguranca. A figura 13 compila

os andlogos naturais (1-4) e os sintéticos (5-9).
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Figura 13. Nucleo purinico e seus analogos. Azatioprina: R1=X;
Azatioprina modificada R1=NH>; Pentostatina: R,= OH; Pentostatina modificada Ro=F

Fonte: Elaborado pelo autor

Destaca-se a semelhanca da mercaptopurina e tioguanina constituindo bioisosteros
monossubstituidos do nticleo purinico. A azatioprina (5) ¢ um analogo tiopurinico adicionado
de um anel imidazol contendo uma amina tercidria ¢ um grupo metila. A pentostatina se
caracteriza pela substituicdo do anel pirimidinico por um anel 1,2 diazepina. A fludarabina se

caracteriza pela presenca do atomo eletronegativo de flior em N1.

As caracteristicas fisico-quimicas dos analogos de purina estudados neste trabalho

estdo listadas na tabela 1.

Tabela 1. Propriedades fisico-quimicas e parametros farmacocinéticos gerados pelo software
SwissADME.
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Compostos MM MLogP LogS | HBA/HB TPSA Bioav.

(g mol-1) D/RTB (A) Score
IMP 348.21 -0.97 -0,17 10/5/4 189.83 0.11
Fludarabina 285,23 0,79 -1,31 8/4/2 139,54 0,55
Pentostatina 268,27 0,72 -0,25 6/4/2 112,13 0,55
Tioguanina 167,19 0,14 -1,44 2/3/0 115,47 0,55
Mercaptopurina 152,18 0,44 -1,46 2/2/0 89,45 0,55
Azatioprina 277,26 0,34 -1,97 6/1/3 143,40 0,55
Azatioprina+NH> 291.29 1.36 -2.77 5/2/3 156.53 0.55
Pentostatina+F 284,29 0.95 -0.69 6/3/3 91.90 0.55

Andlises comparativas entre a sequéncia peptidica de SmHGPRT-1 e todas as outras
HGPRTs depositadas no PDB indicaram que dez residuos (Leu74, Gly76, Leu84, Glul40,
Aspl41, Thr148, Lys172, Gly196, Asp200 e Arg206) estdo conservados entre elas, estando
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cinco deles (Glul40, Asp 200, Aspl41, Thr148, Lys172) localizados no sitio ativo 1 da
proteina. (ROMANELLO et al, 2019).

A andlise das interagdes intermoleculares compartilhadas entre o ligante IMP e a
enzima, demonstrada na figura 14, ¢ de suma importancia para o desenvolvimento de novos
inibidores propostos para a enzima. Observam-se seis ligagdoes de hidrogénio em seu grupo
fosfato com os residuos do loop 3, Asp144 a Thr148, seguida de uma em sua por¢ao ribosidica

e outra na carbonila localizada em C4 no nucleo purinico.

ASP
AG:HIJO A:l41 |
: - LEY
' ; AdaZ  Al199
' " LYs
THR B A:172 (VAL
e Al y ? == A
A:147 L O\.\/ - Al
.. 1 ‘.‘ \ \[*,/-‘\%0
ILE Tty -
1149 r o )
1 T PELE
GLYy-----"" 20, N
A146 SN
ASP P ASP
Aildad  THR A:200
A:145
ILE
A:143
Interactions
I:l van der Waals - Pi-Sigma
I conventional Hydrogen Bond [ Fi-Pi stacked
I:l Carbon Hydrogen Bond I:l Pi-Alkyl

- Unfavorable Negative-Negative
Figura 14. Forgas intermoleculares estabelecidas entre IMP e HGPRT (51PF)
Fonte: Elaborado pelo autor no software Discovery Studio Visualizer

As interagdes do tipo 7 sdo geradas a partir dos orbitais moleculares p e exercem papel
fundamental nas interagdes que fixam a por¢do purinica da inosina e guanina no bolsio
hidrofobico criado pelo loop 2, 3 e 4, interagindo com a cadeia lateral fenilica do aminoacido
Phe193 por meio de empilhamento Pi-Pi stacked do tipo parallel-displaced, contribuindo para

a correta orientagdo e seguimento do mecanismo da HGPRT.

A figura 15 ilustra os principais tipos de interagdes exercidas pelos sistemas

aromaticos.

Sanduiche T-Shaped Parallel displaced
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Figura 15. Interagdes pi do tipo sanduiche, T-shaped e parallel-displaced respectivamente.

Fonte: Sinnokrot MO, Valeev EF, Sherrill CD. Estimates of the Ab Initio Limit for n—x Interactions: The

Benzene Dimer. Journal of the American Chemical Society.

A fludarabina, ilustrada na imagem 16, se destacou pelo menor resultado estimado de
energia de ligacdo, apresentando -9.68 kcal/mol, possivelmente devido a sua semelhanca
estrutural com o IMP. Quatro ligagcdes de hidrogénio sdo comuns as constatadas no ligante
natural IMP, sdo elas Aspl44, Gly146, Lys147 e Thr148 em seu grupo fosfato, além de trés
ligacdes de hidrogénio em sua por¢do purinica, sendo uma compartilhada com o residuo

Asp200 e as demais localizadas no nitrogénio em C6 com o residuo Vall94.

PHE

VAL A:193
A:194 ASP
A:k44
ILE
Ail42
H
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[
o
ASP 1 ILE
A:500 A:148
GLU
?./ b, A140
LEU A'GILA{G
A:I99 ASE THR)
A:141 : LYS
" 4 A:147
Interactions
I:l Attractive Charge I:l Pi-Anion
[ conventional Hydrogen Bond [0 Fi-Pi Stacked
[_] carbon Hydrogen Bond [ ] Piralkyl

I:l Halogen (Fluorine)

Figura 16. Forgas intermoleculares estabelecidas entre a fludarabina e SmMHGPRT.

Fonte: Elaborado pelo autor no software Discovery Studio Visualizer.
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Figura 17. Distancia em Angstrom das ligagdes de hidrogénio estabelecidas pelos
residuos Asp200, Aspl41 e Vall94 e interacao pi-pi stacking entre o nucleo purinico da
fludarabina com o residuo aromatico Phe193.

Fonte: Elaborado pelo autor no software Discovery Studio Visualizer
Duas ligagdes do tipo pi entre Ile142 e Leul99 dado suporte a ambos anéis do niicleo
purinico, adicionado de uma interag¢do pi-anion com Aspl41 na por¢do benzénica colaboram
com o ancoramento em conjunto com o residuo Phe193, destacado em roxo na figura 17, que
estabelece interagdes pi-pi stacked. A presenga do fluor no anel purinico como aceptor
possibilitou a formacgao de duas ligagdes de hidrogénio em conjunto com ligagdes pi, somando

consideravelmente para o resultado apresentado.
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Figura 18. Tipos de liga¢ao de hidrogénio em func¢do de sua localizagdo em relagao ao

doador (D) e aceptor (A).

Fonte: M. Trent. Low barrier hydrogen bonds in protein structure and function
Como observado na figura 18, ligacdes de hidrogénio normais exibem uma
deslocalizacdo eletronica entre o doador (D) e aceptor (A) da ligacdo e medem em torno de
2.8-3.0 A. As ligagdes de hidrogénio de baixa barreira, assim cunhadas por Cleland em 1993
exibem uma distribui¢do mais igualitdria da densidade eletronica entre doador e aceptor,
medindo normalmente 2.5 A ou menos e apresentando maior contribuicdo energética,

principalmente em estados de transi¢do enzimatica.?®
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A pentostatina apresentou energia estimada de -8,68 kcal/mol. Este resultado advém de
quatro ligagdes de hidrogénio com os residuos Asp200, Thr145, Glyl146 e Aspl44, além de
interagdes m-alkyl com Leul99 e Ile142, interagdes m-anion com Asp 141 e interagdes pi-pi-

stacked estabelecidas entre o anel 1,2-diazepina ¢ a Phe193.

: ILE
ki W A:149
PHE
. ILE
& ILE A:l43 EW
A:142 JTHR, A:146
VAL : ]
A:194
N34
|} ~3 :
ASP -+
A:200 .y s
THR
LEU  /ASP R
A:199 A:141
Interactions
[ van der waals I Fi-sigma
D Conventional Hydrogen Bond |:| Pi-Pi Stacked
D Carbon Hydrogen Bond D Pi-Alkyl

[ Fi-Anion

Figura 19. Forgas intermoleculares estabelecidas entre a pentostatina ¢ SmMHGPRT.

Fonte: Elaborado pelo autor no software Discovery Studio Visualizer
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A azatioprina, ilustrada na figura 20, obteve energia de ligagdo estimada de -8,26

kcal/mol, estabelecendo duas liga¢des de hidrogénio com a amina localizada na cadeia lateral

da Lys172, somadas a mais quatro ligagdes de hidrogénio dos residuos Thr148 ¢ Lys147 em

N1 e Glul40 e Ile142 em N9 do anel purinico.
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|:| Conventional Hydrogen Bond |:| Fi-Sigma
- Unfavorable Acceptor-Acceptor |:| Fi-Alkyl

|:| Pi-Anion
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Figura 2v. Interagoes itermoleculares estabelecidas entre a azatioprina € SmHGPRT.

Fonte: Elaborado pelo autor no software Discovery Studio Visualizer

Interagdes pi-alquil estabelecidas entre as cadeias laterais das Ile142, Ile143, 1le149 e

pi-sigma no residuo Thr148 assumiram o papel de ancoramento do anel purinico e imidazoélico,

onde o residuo e Aspl44 interage por meio de ligagdo pi-anion. a Phel93 e Glyl46

diferentemente dos outros complexos interagem por meio de for¢as de van der Waals.



Hydrophobicity

Figura 21. Interacdes moleculares da azatioprina com SmHGPRT. Os residuos coloridos de
rosa indicam aqueles que possuem cadeia lateral alifatica e fazem parte do bolsao
hidrofébico.

Fonte: Elaborado pelo autor no software Discovery Studio Visualizer

J4 a mercaptopurina, exposta na figura 22, sendo o andlogo de menor extensdo e peso

molecular, apresentou energia estimada do complexo de -5.88 kcal/mol, estabelecendo

LYS ik
A:147

28
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apenas trés ligagdes de hidrogénio, o residuo Ile142 participa de duas destas, acoplando-se na

por¢ao C4 e N9 do nucleo purinico, onde a Glul40também interage da mesma forma.

Figura 22. Forgas intermoleculares estabelecidas entre a mercaptopurina e
SmHGPRT.

Fonte: Elaborado pelo autor no software Discovery Studio Visualizer

O anel imidazol estabelece trés ligagdes do tipo pi, das do tipo Alquil com as Ile142 e

Ile149 presentes no bolsdo hidrofébico explicitado anteriormente.

O hidrogénio contido na estrutura da Asp144 estabelece duas ligagdes de hidrogénio
pi-Donor com o nucleo purinico. Lys147 e Gly146 interagiram por meio de ligagdes de van
der Waals.

Em virtude da promissora energia de ligacdo dos andlogos ndo fosfatados de purina
pentostatina e da azatioprina foram propostas duas modificagdes a partir de suas estruturas. Foi
introduzido uma amina terciaria entre os nitrogénios do anel imidazol na azatioprina como

demonstrado na representagdo 2D da figura 13.

O saldo da modificagdo foi a adi¢do de mais uma ligagdo forte de hidrogénio com o

residuo Asp200, residuo conservado no sitio ativo de todas as HGPRT depositadas no PDB.

ASP
A:l41
GLU ASP
ILE 3
A:140 Al555 A:200

ILE
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Figura 23. Forcas intermoleculares estabelecidas entre a azatioprina modificada e
SmHGPRT.

Fonte: Elaborado pelo autor no software Discovery Studio Visualizer

H-Bonds

Donor

N2 \

Figura 24. Ligagdes de hidrogénio estabelecidas com o residuos Thr145 pelo 4tomo de
oxigeénio.

Fonte: Elaborado pelo autor no software Discovery Studio Visualizer

Quanto ao ligante pentostatina o atomo de oxigénio do anel imidazol foi substituido
por um atomo de flaor. A partir de tais modificagdes foi observada ndo a mudanga de interacao

entre os aminoacidos, mas sim a quantidade e distancia das ligagdes de hidrogénio.
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Thr145

H-Bonds

Figura 25. Ligacao de hidrogénio formada p6s modificacao do radical hidroxila (OH) pelo
radical fliior no anel imidazol da pentostatina.

Fonte: Elaborado pelo autor no software Discovery Studio Visualizer
Pode-se perceber a presenca de duas interagdes na pentostatina com oxigénio devido
a natureza bivalente, necessitando realizar duas ligagdes para se encontrar estavel, ao passo

que com o fluor apresenta apenas uma, devido a sua monovaléncia.

CONCLUSAO

A pesquisa e o desenvolvimento de politicas publicas dedicados as doencas
negligenciadas, em especial a esquistossomose, representam um passo crucial na satide publica
global e no bem-estar de milhares de pessoas que vivem em situacao de vulnerabilidade social,

a mercé das condig¢des socioecondmicas de seu pais de origem.



32

Em virtude do aparecimento de parasitos resistentes ao farmaco praziquantel relatados
na literatura desde 1994, nosso trabalho se propds a avaliar as caracteristicas fisico-quimicas e

o potencial inibitdrio dos andlogos de purinas sobre a SmHGPRT.

Os resultados in silico apresentaram carater satisfatorio, principalmente da fludarabina,
pentostatina e azatioprina, que podem ser posteriormente refinados baseado nas diferencas
entre a HGPRT humana e a SmHGPRT, na tentativa de aumentar sua poténcia sob o parasito

e reduzir os efeitos adversos sobre o hospedeiro.
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