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RESUMO

As leishmanioses sdo antropozoonoses infecto-parasitarias causadas por espécies
de protozoarios intracelulares do género Leishmania, que contribuem amplamente
nas adversidades da saude publica, representando um complexo de enfermidades
de expressivo espectro clinico e diversidade epidemioldgica. E classificada como
Doenca Tropical Negligenciada (DTN) por ter carater emergencial e urgéncia de
controle do vetor, além de disponibilidade de tratamento. Uma possibilidade
executavel para tratamento € a indu¢cdo de morte do parasita pelo bloqueio de vias
ou enzimas especificas que sejam cruciais para sua sobrevivéncia, como as
cisteinas proteases (CPs), enzimas envolvidas na replicacao, inicio da doenca e
sobrevivéncia da Leishmania, o que as configura como alvos em potencial. No
estudo, foram utilizadas ferramentas computacionais para a triagem de milhares de
moléculas, como o Virtual Screening e molecular docking para identificar e avaliar os
melhores compostos que possam inibir seletivamente as CPs, para, assim, ser
possivel ter outro artefato para combater o patégeno.

Palavras-chave: Leishmaniose, cisteina protease, Virtual Screening, docking

molecular.

. INTRODUGAO
As leishmanioses sao antropozoonoses infecto-parasitarias causadas por

especies de protozoarios intracelulares do género Leishmania, que contribuem

' Aluna voluntaria do Programa de Iniciagdo Cientifica (PIVIC). Universidade Federal do Norte do
Tocantins (UFNT), Faculdade de Ciéncias da Saude (FCS). sarah.menezes@ufnt.edu.br

2 Professor Doutor dos Cursos de Fisica e Engenharia Biomédica, Universidade Federal do Norte do
Tocantins (UFNT), coordenador do projeto de iniciagéo cientifica. danilo.olivier@ufnt.edu.br


mailto:danilo.olivier@ufnt.edu.br

-----

.......

— N m—
.....

TI375 Y e

UNIVERSIDADE FEDERAL
DO NORTE DO TOCANTINS

ooooooo

[ 2

\ & ....... i
/AE\, IV JORNADA DE INICIACAO

CIENTIFICA

“Desafios e possibilidades de integragdo regional no ensino, pesquisa, extensdo e inovagao”

TEAUFNT et FAPT @cnpg

amplamente nas adversidades da saude publica, representando um complexo de

enfermidades de expressivo espectro clinico com importante diversidade
epidemiolégica. E classificada como Doenca Tropical Negligenciada (DTN) por ter
carater emergencial e urgéncia de controle do vetor, além de disponibilidade de
tratamento (BRASIL, 2017; VASCONCELOS, 2018).

Segundo a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), é estimado que 350
milhdes de pessoas estejam expostas ao risco, com registro aproximado de 2
milhdes de novos casos englobando as diferentes formas clinicas ao ano. A
Leishmaniose Tegumentar (LT), tem vasta distribuicdo mundial e, especificamente no
continente americano, ha registro de casos desde o extremo sul dos Estados Unidos
até o norte da Argentina, exceto Uruguai e Chile (BRASIL,2017).

Como ja mencionado, a leishmaniose € um problema de saude publica de
dificil controle. Por isso, € imprescindivel o desenvolvimento de novas tecnologias
que visem a destruicado do patdgeno, para que haja diminuigdo de seu impacto na
sociedade. Uma possibilidade executavel € a indugado de morte do parasita pelo
bloqueio de vias ou enzimas especificas que sejam cruciais para sua sobrevivéncia.
Ha estudos que provam a eficiéncia do uso de componentes metalicos, como
nanoparticulas de prata; além disso, o ataque a enzimas essenciais ja € uma
estratégia conhecida e estudada pela industria farmacéutica, por determinados
componentes proteicos terem relagdo direta com a sobrevida do patogeno (ISLAN,
2017; ONG, 2019).

A determinagdo de moléculas compativeis e capazes de agir como inibidoras
de determinada enzima pode ser realizada por meio de uma varredura virtual.
Denominada Virtual Screening, ou Triagem Virtual, essa técnica computacional
consiste em realizar a identificagdo, por meio de uma grande biblioteca de
compostos, de moléculas que se ligam a um alvo especifico, como enzimas ou
receptores. Geralmente segue um fluxo de trabalho, descartando compostos

indesejaveis e selecionando os possiveis compostos para a realizagdo de testes
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laboratoriais e confirmag&o de sua atividade biologica (GIMENO, 2019).

Nesse cenario enzimatico, é interessante mencionar as cisteina proteases
(CPs), as quais sado enzimas envolvidas na replicagdo, inicio da doenca e
sobrevivéncia do parasita, o que as configura como alvos interessantes para
vacinas, farmacos ou tratamentos alternativos, como a inibicdo da atividade dessas
proteinas (ISLAN, 2017).

As atividades desenvolvidas nesta pesquisa tiveram como motivagao expandir
o0 conhecimento da enzima alvo em questdo, para que seja possivel ampliar as
possibilidades de combate a doenga, uma vez que a leishmaniose se configura
como um problema altamente presente na realidade brasileira. Portanto, este estudo
se apresenta extremamente relevante para a area da saude, em especial para a

medicina.

Il. BASE TEORICA
A enzima cisteina protease (CP) de Leishmania amazonensis desempenha
um papel crucial na replicagdo e manutencdo do patdégeno no hospedeiro,

configurando-se como alvo promissor no desenvolvimento de novos tratamentos.

O uso de Virtual Screening permite a triagem de milhares de compostos,
avaliando a afinidade de cada molécula ao sitio ativo da enzima escolhida, enquanto
0 molecular docking refina os complexos proteina-ligante, garantindo uma analise

efetiva das variagdes conformacionais e interagdes moleculares.

. OBJETIVOS

Este projeto tem por objetivo geral a busca por moléculas com potencial agao
inibitéria contra a classe de enzimas cisteina proteases (CPs) de Leishmania
amazonensis. O projeto sera desenvolvido a partir de técnicas computacionais que
empregam modelos fisicos para descrigdo de macromoléculas bioldgicas e suas

interacdes.
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Além disso, tém por objetivos especificos a assimilagdo de técnicas de

modelagem por homologia, docagem molecular (molecular docking) e triagem virtual
(virtual screening), a compreensao das propriedades basicas das proteinas, ligantes
e suas interagdes, a apreensdo da capacidade de a modelar sistemas biolégicos a
partir da fisica, matematica e computagdo e de aplicar as técnicas de biofisica
computacional e bioinformatica para a varredura de bibliotecas de moléculas que

tenham a possibilidade de se ligar e inibir a enzima em estudo.

IV. METODOLOGIA

Trata-se de um estudo cuja metodologia € de revisdo de literatura, de carater
descritivo e retrospectivo, em que € analisado diversos estudos ja publicados
relativos a cisteina protease (CP) de Leishmania amazonensis e sua importancia e
possibilidade de se configurar como possivel alvo de bloqueio por compostos
inibidores.

O levantamento bibliografico deste estudo foi realizado por meio de pesquisas
em base de dados Biblioteca Virtual em Saude (BVS), SciELO, National Library of
Medicine (PubMed) e Google Académico, sendo pesquisados artigos publicados nos
idiomas inglés e portugués, apresentando tanto resumo quanto o texto completo.

No que se refere aos critérios de exclusdo, artigos duplicados, inacessiveis a
leitura integra publicados em idiomas diferentes dos escolhidos e que nado se
enquadraram no objetivo do estudo foram excluidos.

Para o Virtual Screening foi utilizado os bancos de dados Protein Data Bank
(PDB) e Universal Protein (UniProt) e para a modelagem por homologia de
estruturas de proteinas 3D foram utilizados o site Swiss-Model e o software de

visualizagao molecular PyMOL.

V. RESULTADOS E DISCUSSAO
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relativa baixa similaridade, nao foi possivel a localizagcao do sitio catalitico especifico
da estrutura estudada. Portanto, a regido de busca foi feita manualmente,
observando as cavidades presentes na enzima enquanto sua superficie
apresentava-se exposta, escolhendo, por fim, uma regido ao acaso para a
realizagdo dos testes de docking molecular com simulagbées de Virtual Screening
utilizando a biblioteca de compostos denominada DrugBank. A figura 1 ilustra ndo s6
a enzima e sua base sequencial, como também apresenta as subdivisbes da enzima
estudada.

Figura 1. Enzima cisteina protease (CP) em estrutura 3D de L. amazonensis
com identidade sequencial de 52,3% com Trypanosoma brucei rhodesiense, junto
aos clas e familias de CPs em Leishmania sp. Os numeros entre parénteses
correspondem ao numero de espécies moleculares de cada familia e, em destaque

com a cor amarela, estdo as CPs mais estudadas comumente
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(a) Enzima com a superficie exposta, (b) Representacdo em cartoon, (¢) Model-Template Alignment
evidenciando a sequéncia primaria com coloragao por estrutura secundaria e (d) Clas e familias de
CPs em Leishmania sp. Fontes: Adaptada de CONCEICAO-SILVA, F.; ALVES, C. R., 2014;
Swiss-Model; PyMol.

O DrugBank se trata de uma lista de compostos os quais possuem uma

potencial atividade enzimatica inibitéria. Apds a varredura, os cinco compostos que
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apresentaram as menores energias de interagdo com a enzima CP foram

escolhidos.

Os resultados encontrados sao relacionados na Tabela 1, exibindo os nomes

dos compostos de acordo com o banco de dados, os grupos em que se encontram,

0 numero de atomos e a energia de ligacdo de cada um.

Tabela 1. Compostos compilados por ordem decrescente de energia.

Classificacao ID Grupo N° de Energia
drugbank atomos (kcal/mol)
1 DB12983 Investigativo 40 -9,6
2 DB18657 Experimental 36 -8,6
3 DB04868  Aprovado, 39 -8,6
Investigativo
4 DB13109 Investigativo 36 -8,5
5 DB04888 Investigativo 29 -8,5
6 DB08239 Experimental 29 -8,5
7 DB12323 Investigativo 39 -8,4
8 DB14773 Investigativo 35 -8,3
9 DB16063 Investigativo 24 -8,3
10 DB19277 Investigativo 40 -8,2

As moléculas encontradas apresentaram energia de interagdo com a enzima

entre -9,6 kcal/mol e -8,2 kcal/mol. Todos os compostos possuem anéis e uma

quantidade de atomos variando entre 24 e 40.



-----
.......

— N —
.....

TI375 Y e

UNIVERSIDADE FEDERAL

ooooooo

-------

DO NORTE DO TOCANTINS

< &A ....... i
I IV JORNADA DE INICIAGAO
%/AE\' CIENTIFICA

“Desafios e possibilidades de integragdo regional no ensino, pesquisa, extensdo e inovagao”

TEHAURN

VI. CONCLUSAO

Apesar de ja haver tratamento efetivo contra a enfermidade e a possibilidade

rcon ;g}, (OFAPT R CNPq

do uso de nanoparticulas para o combate contra o patégeno, é necessario mais
estudos que foquem em agentes etioldgicos especificos, principalmente o
Leishmania (L.) amazonensis, o qual é o centro desta pesquisa, com a busca de
outras moléculas, por meio de Virtual Screening e testes laboratoriais, que sejam
capazes de inibir vias ou enzimas necessarias para a sobrevivéncia do parasita,
para que, assim, seja possivel o desenvolvimento de farmacos ou vacinas funcionais

contra a doenca.
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