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1. INTRODUCAO
.1 Leishmaniose

As leishmanioses formam um conjunto de doengas causadas por pelo menos 24 espécies
de protozoarios do género Leishmania, sendo transmitidas por cerca de 30 espécies de insetos
vetores pertencentes aos géneros Phlebotomus e Lutzomya (HERWALDT, 1999; DESJEUX,
2004). Elas podem ser classificadas em trés manifestagdes clinicas principais, dependendo da
espécie de Leishmania infectante e da capacidade de resposta imune do hospedeiro
(SOARES-BEZERRA et al., 2004; WHO, 2011) :

(i)Visceral ou calazar, causada principalmente pela L. donovani, mas também pela L.
infantum e L. chagasi. Acomete os 0rgdos internos e ¢ caracterizada por febre
irregular, perda de peso, hepatoesplenomegalia e anemia.

(il))Mucocutanea, causada pela L. brasiliensis e caracterizada por lesdes que destroem
parcial ou totalmente a mucosa nasal e oral, causando deformidades.

(ii1)Cutanea, causada pela L. mexicana, L. tropicana ¢ L. major, compreendendo
lesdes ulcerativas em areas expostas como pernas, bracos e outras.

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (2011), estima-se que 2 milhdes de novos
casos de leishmaniose ocorram anualmente e que, em todo o mundo, 12 milhdes de pessoas
estejam infectadas. Além disso, ¢ importante salientar que o impacto da leishmaniose na
satide publica mundial estd subestimado, pois a declaragdo da doenga ¢ compulsoria em

apenas 32 dos 88 paises afetados por essa parasitose.
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Dentre as manifestagdes clinicas, a leishmaniose visceral, também conhecida como
calazar, ¢ a mais grave, afetando cerca de 500 milhdes de pessoas por ano. As regides da
india, Suddo, Nepal, Bangladesh e paises da América Latina sdo as mais atingidas (Figura 1)
(WHO, 2011). Em pacientes imunodeprimidos a situacao ¢ mais critica, onde o parasito torna-
se um importante agente oportunista. A imunodepressao causada por infecdes virais como o
HIV aumentou o nimero de casos da doenga em paises onde a leishmaniose visceral ¢ rara,
como Franga, Italia, Espanha e Portugal (DESJEUX & ALVAR, 2003; SANTOS et al., 2008).
No Brasil, observa-se que, nos ultimos anos, a letalidade por leishmaniose visceral tem
aumentado gradativamente passando de 3,6% no ano de 1994 para 6,7% em 2003,
representando um aumento de 26% na letalidade da doenca (Secretaria de Vigilancia em

Saude).

Figura 1: Distribui¢do geografica da leishmaniose visceral no mundo.

(http://www.who.int/leishmaniasis/leishmaniasis_maps/en/index.html, acessado em 14/06/2011).

1.2 Ciclo de vida do parasito

O ciclo evolutivo do parasito tem inicio com o repasto sanguineo do mosquito
flebotomineo fémea, o qual leva consigo formas amastigotas da Leishmania.
Aproximadamente cinco dias ap6s picar o hospedeiro vertebrado, as formas amastigotas
adquiridas pelo mosquito flebotomineo se transformam em promastigotas e migram para
as partes superiores do tubo digestivo do inseto, atingindo o aparelho picador (Figura 2)

(CHAPPUIS et al., 2007; SANTOS et al., 2008).


http://www.who.int/leishmaniasis/leishmaniasis_maps/en/index.html
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Figura 2: Ciclo evolutivo do parasito (CHAPPUIS et al., 2007).

Assim, ao picar outro animal, o mosquito flebotomineo transfere ao hospedeiro
vertebrado formas promastigotas metaciclicas da Leishmania infectante. Estas
formas,compridas e com flagelo, tendem a infectar as células fagociticas do sistema
mononuclear do homem, especialmente os macréfagos. No interior dos macrofagos os
promastigotas se transformam em amastigotas, forma esférica e sem flagelo,
multiplicando-se no interior de fagolisossomos e levando a lise da célula hospedeira. Com
o rompimento do macrofago, uma grande quantidade de parasitos € liberada na circulagdo
sanguinea, ocorrendo a infeccdo de outros macréfagos. O estabelecimento da doenca
depende do sucesso do parasito em se diferenciar na forma amastigota (SANTOS et al.,
2008).

O tropismo acentuado da Leishmania na forma promastigota por macréfagos deve-se a
presenca de um glicocalice espesso, formado por proteinas ancoradas em moléculas de
glicosilfosatidilinositol, fosfoglicanos e lipofosfoglicanos e outros glicolipideos

(NADERER et al., 2004).

1.3 Tratamento

A quimioterapia contra a leishmaniose € constituida pelos antimoniais pentavalentes,
principalmente o estibogliconato de sddio e o antimoniato de meglumina (Figura 3),
disponiveis na terapéutica desde 1940. Estes farmacos apresentam como principais
problemas a elevada toxicidade e os efeitos adversos (SINGH & SIVAKUMAR, 2004),

bem como o fato de serem administrados por via parenteral o que dificulta o tratamento,



levando ao abandono da maioria dos pacientes e favorece o aparecimento de cepas

resistentes (SINGH & SIVAKUMAR, 2004; SOARES-BEZERRA et al., 2004).
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Figura 3: (A) Estibogliconato de sodio e (B) Antimoniato de meglumina

Em casos de resisténcia, a pentamidina, da classe das diaminas aromaticas, a
anfotericina B e a paromomicina (Figura 4), antibidticos poliénicos e aminoglicosideos,
respectivamente, sdo usados como farmacos de segunda escolha, apesar da elevada
toxicidade (SANTOS et al., 2008). Por estas razdes, ¢ premente a necessidade de novas e

eficazes alternativas terapéuticas.
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Figura 4: (A) Pentamidina, (B) Anfotericina B e (C) Paromicina.

1.4 Planejamento de novos agentes leishmanicidas

As diferengas nas vias metabdlicas entre o agente causador de uma doenca e o
hospedeiro humano sdo excelentes alvos terapéuticos para o planejamento racional de
farmacos (GUIDO, OLIVA, ADRICOPULO, 2008).

Estudos bioquimicos permitiram o entendimento das vias metabolicas e da
composicao lipidica da Leishmania (BERMAN, 1988). Assim como nos fungos, o
ergosterol ¢ um importante esterol de membrana para a Leishmania. A biossintese do
ergosterol requer a desmetilagdo do C-14 do lanosterol, que envolve a enzima citocromo
P-450, denominada 14 a-esterol desmetilase, também conhecida por ERG11 ou CYP51
(E.C. 1.14.13.70), alvo dos antifiingicos azolicos (AOYAMA, 2005).

Além disso, varios antiflingicos azolicos apresentam atividade inibitoria da
biossintese dos esterois e do crescimento de varias espécies de Leishmania sp. (VANNIER-
SANTOS et al., 1995), causando a diminui¢do nos esterdis enddgenos normais (e.g.
ergosterol) e acimulo de esterois alterados. A importante fun¢ao na biossintese dos esterois
de membrana faz da CYP51 excelente alvo para o planejamento de novos agentes
leishmanicidas.

A estratégia de planejamento racional de substancias bioativas candidatas a novos
farmacos fundamenta-se no conhecimento prévio do processo fisiologico que leva ao
aparecimento de doengas e na sele¢do de um alvo terapéutico adequado. O alvo
macromolecular (e.g., proteina, receptor biologico, DNA ou RNA) pode ter a sua estrutura
tridimensional conhecida ou nao, fato que determina a estratégia que sera utilizada para o
processo de descoberta e desenvolvimento de novos ligantes (GUIDO, OLIVA,
ADRICOPULO, 2008)

Embora a base de dados das estruturas resolvidas de proteinas no “Protein Data
Bank” (PDB) esteja crescendo exponencialmente nos Ultimos anos, devido aos crescentes
avangos alcancados pelas técnicas de determinagdo estrutural, ainda nao ha dados

estruturais para muitas proteinas eleitas como atrativos alvos terapéuticos (EVERS,

GOHLKE, KLEBE, 2003).



Nos casos em que a elucidagdo estrutural do alvo terapéutico ndo € possivel ou ainda
nao foi determinada, modelos virtuais do alvo terapéutico (proteina) podem ser elaborados
por comparacdo da similaridade de sua seqiiéncia primdria de aminoacidos com as
seqiiéncias de proteinas homodlogas com estruturas resolvidas e depositadas no PDB. Este
procedimento comparativo para a construcdo de modelos estruturais ¢ conhecido como
modelagem molecular por homologia estrutural ou modelagem comparativa (DEANE &
BLUNDELL, 2003).

O conhecimento da estrutura tridimensional da CYP51 de Leishmania major
representa um importante passo para o desenvolvimento de novos farmacos
leishmanicidas. Este trabalho propde um modelo tridimensional para esta enzima baseado
na estrutura 3D conhecida de enzimas homodlogas, empregando o método da modelagem

comparativa por homologia.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Os objetivos do presente trabalho sdo a aplicacdo da estratégia de modelagem
comparativa para obtencdo de modelos homologos da CYP51 de Leishmania major
(CYP51Lm), e a realizacdo de estudos de docking de inibidores conhecidos, que serdo
utilizados no processo de triagem virtual para a identificacdo de candidatos a inibidores da

CYP51, que possam ser candidatos a prototipos de farmacos leishmanicidas.

2 Objetivos Especificos

Identificar e selecionar proteinas-molde para a CYP51pyv;

Aplicagdo da modelagem comparativa para constru¢do do modelo homoélogo da
CYPS51pm;

Validagdo e refinamento do modelo gerado de CYP51Lvm;

Realizar estudos de docking molecular entre 0 modelo de CYP51Lum e inibidores ativos

conhecidos, como o fluconazol.



3. METODOLOGIA
Todos os estudos foram realizados em estagdes computacionais disponiveis no
Laboratério de Modelagem Molecular (LabMol) da Faculdade de Farmacia, em sistema
operacional Linux.
3.1 Identificacio e selecao de proteinas-molde
A proteina a ser modelada teve sua sequéncia obtida através da base de dados de
sequéncia de proteinas UniProt (Universal Protein Resource), sendo o codigo obtido da
sequéncia de CYPS51 de Leishmania major Q4QGXO0, sendo esta denominada de
template. A etapa de identificagdo de proteinas-moldes adequadas foi feita através do
servidor BLAST de reconhecimento e analogia de estruturas de proteinas. O esquema
geral da metodologia de modelagem por homologia est4 apresentado na Figura 5.
3.2 Alinhamento das seqiiéncias de residuos de aminoacidos
O alinhamento das sequéncias de residuos de aminoacidos foi feito através do
servidor CLUSTAL para detecgdo de caracteristicas comuns de proteinas homologas.
3.3 Construciao do modelo homologo da CYPS1 de Leishmania major
A constru¢dao do modelo homologo da CYP51Lm foi feita através do servidor Swiss
Model, utilizando o modo automatico, submetendo-se a sequéncia-molde e o template
diretamente ao servidor.
3.4 Validacao do modelo

A validag¢do do modelo foi realizada através do servidor Swiss Model, que utiliza os

programas PROCHECK e QMEAN para estimar a qualidade global do modelo gerado.

3.5 Refinamento do Modelo
O modelo de CYP51Lm gerado foi submetido a processo de minimizagao de energia,
utilizando o método de steepest descent e campo de forca Optimized Potential for Liquid
Simulations (OPLS-2005), implementado para o pacote de minimizagdo e dinamica
molecular IMPACT 5.6.

3.6 Estudos de docking utilizando o modelo homodlogo da CYP51 de Leishmania major

3.6.1 Preparo da proteina

A proteina homoéloga da CYP511wm foi preparada para os estudos de docking
seguindo-se as etapas: (i) os 4tomos de hidrogénio foram adicionados na estrutura da proteina

sob a condicao de pH 7,5; (i1) as cargas da proteina foram calculadas utilizando o campo de



forca AMBER99; (iii) a ferramenta MOEAIlpha Site Fider foi utilizada para determinar a

cavidade de interagdo (sitio ativo).
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Figura 5. Etapas envolvidas no processo de obten¢do de modelos protéicos de proteinas-alvo
através da utilizacao da estratégia de modelagem molecular por homologia estrutural (SILVA

& SILVA, 2007).

3.6.2 Parametrizacio do ligante

O ligante ativo fluconazol foi selecionado inicialmente para os estudos de docking
com o modelo homdlogo construido da CYP51Lm. A estrutura cristalografica do fluconazol
foi utilizada para os célculos (coédigo do PDB: 3L4D). Adicionou-se os hidrogénios e
calculou-se as cargas do fluconazol utilizando o método semi-empirico AM1 implementado
no pacote MOPAC, no programa Molecular Operating Enviroment (MOE 2008.10; Chemical

Computing Group, Inc. Montreal, Canada.

3.6.3 Estudos de docking



Os estudos de docking foram realizados usando o mdédulo MOE-Dock implementado no
programa Molecular Operating Eviroment (MOE) versao 2008. O protocolo que foi usado
para os calculos de docking sdo: funcdo de pontuacdo ou scoring Alpha PMI, rescoring 1
Affinity dG, refinamento Forcefield, rescoring 2 Affinity dG. As 30 melhores solugdes foram
mantidas e minimizadas utilizando o campo de forca MMFF94x e o modelo de solvatagao
“Generalized Born”, permitindo flexibilidade aos residuos situados a 6 A do ligante, até
atingir um gradiente inferior a 0,01 kcal/(mol.A). As solu¢des finais foram classificadas

(rankeadas) utilizando a funcao de score Affinity dG.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A ferramenta mais bem sucedida de predicdo de estruturas tridimensionais de
proteinas ¢ a modelagem por homologia, também conhecida como modelagem comparativa.
Esta abordagem baseia-se em alguns padrdes gerais que t€ém sido observados, em nivel
molecular, no processo de evolugdo bioldgica:

(a) homologia entre seqiiéncias de aminoéacidos implica em semelhanca estrutural e funcional;
(b) proteinas homologas apresentam regides internas conservadas (principalmente
constituidas de elementos de estrutura secundaria: hélices-a e fitas-f);

(c) as principais diferencas estruturais entre proteinas homodlogas ocorrem nas regides
externas, constituidas principalmente por algas (“loops”), que ligam os elementos de
estruturas secundarias (FILHO & ALENCASTRO, 2003).

A modelagem de uma proteina (proteina-problema) pelo método da homologia
baseia-se no conceito de evolucao molecular. Isto €, parte-se do principio de que a semelhanga
entre as estruturas primarias desta proteina e de proteinas homdlogas de estruturas
tridimensionais conhecidas (proteinas-molde) implica em similaridade estrutural entre elas.
Os métodos correntes de modelagem de proteinas por homologia implicam basicamente em
quatro passos sucessivos (FILHO & ALENCASTRO, 2003):

identificacao e selecao de proteinas-molde;

¢ alinhamento das seqiiéncias de residuos;

construcdo das coordenadas do modelo;

validacao.



A etapa de identificacao de proteinas-moldes adequadas foi feita pelo servidor
BLAST de reconhecimento e analogia de estruturas de proteinas. A escolha recaiu sobre a
enzima CYP51 de Leishmania infantum (c6digo PDB: 314D, 98% identidade estrutural).
O alinhamento entre as seqiiéncias primadrias foi feito no servidor CLUSTAL e os modelos
construidos utilizando o modo automatico do servidor SWISS-MODEL (ARNOLD et al.,
2006). A estrutura obtida foi minimizada utilizando o campo de for¢a Optimized Potential
for Liquid Simulations (OPLS-2005), implementado para o pacote de minimizacdo e
dindmica molecular IMPACT 5.6. O algoritmo de minimizagdo de energia utilizado foi o
steepest descent. As estruturas foram validadas através dos programas PROCHECK
(LASKOWSKI et al., 1993) e QMEAN (BENKERT et al., 2001).
A estrutura 3D do modelo CYP51Lm obtdida sobreposta com a proteina-molde
3L4D estdo apresentadas na Figura 6. Pode-se observar uma grande similaridade entre as

duas.

3L4D - proteina molde
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Figura 6. Estruturas sobrepostas do modelo de CYP51Lm e a proteina-molde 3L4D.

O modelo gerado foi avaliado com relagdo a sua qualidade estereoquimica, através do
programa PROCHECK. Este programa gerou o grafico de Ramachandran, que esta

apresentado na Figura 7.
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Figura 7. Grafico de Ramachandran obtido para o modelo homoélogo gerado de CYPS51pm.

No gréafico de Ramachandran os residuos de aminoécidos sdo representados por
quadrados, sendo as glicinas representadas por tridngulos. As areas em vermelho: regides
muito favoraveis; amarelo: regides favoraveis; bege: pouco favoraveis; branco: desfavoraveis
(vélida para todos os aminoacidos, com excecao da glicina).

Ap6s o refinamento da estrutura 3D do modelo, através da minimizacdo de energia
utilizando o campo de forca OPLS-2005, realizou-se estudo de docking com o ligante
ativo fluconazol. Os resultados de docking mostraram-se promissores, uma vez que 0
fluconazol se apresentou posicionado em direcao ao heme, e foi acomodado pela interacao
com importantes residuos de aminoécidos do sitio ativo da proteina, como Ala290, Tyr102
e Leu355. As interagdes entre o fluconazol e o modelo de CYP511m estao apresentadas na

Figura 8.
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Figura 8. Docking do ligante ativo fluconazol no modelo homélogo de CYP51rm. (A)
Representacao 2D das interagdes do fluconazol com os residuos de aminoécidos do sitio ativo
da CYP51pm. (B) Interagdes 3D entre o fluconazol, os residuos de aminoacidos e o heme do
sitio ativo da enzima.

5. CONCLUSOES

Com este trabalho gerou-se um modelo tridimensional da estrutura da enzima
CYP51 de Leishmania major, um dos principais agentes causadores de leishmaniose
cutdnea. O modelo gerado foi avaliado com relacdo a sua qualidade estereoquimica, e este
se mostrou satisfatorio. Ao final, o modelo de CYP51Lm gerado foi utilizado para estudos
de docking com o fluconazol, um fairmaco ativo contra esta enzima.

Espera-se utilizar o modelo obtido neste trabalho para estudos de triagem virtual,
com a finalidade de se descobrir novos compostos capazes de inibir a enzima CYPS51pm,

que possam vir a ser novos candidatos a protétipos de farmacos leishmanicidas.
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