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PROSPECGAO DE AGENTES INIBIDORES PARA A ENZIMA DIHIDROFOLATO
REDUTASE (DHFR) DE MYCOBACTERIUM LEPRAE

Souza, Laiane Angélica Costa’; Olivier, Danilo da Silva?

RESUMO

A hanseniase permanece como um desafio de saude publica, sobretudo em regides
endémicas como o Tocantins. Apesar da eficacia da poliquimioterapia, a resisténcia
bacteriana e os efeitos adversos relacionados ao uso prolongado de dapsona e
rifampicina reforcam a necessidade de novos agentes terapéuticos. Nesse contexto,
a enzima diidrofolato redutase (DHFR) de Mycobacterium leprae surge como alvo
estratégico para inibigdo farmacologica, devido ao seu papel essencial na sintese de
purinas e replicagao bacteriana. Este estudo teve como objetivo identificar potenciais
inibidores da DHFR por meio da modelagem molecular, triagem virtual e docking. A
modelagem tridimensional da enzima foi realizada por homologia, tendo como base
estruturas cristalograficas de micobactérias geneticamente proximas, como M.
tuberculosis. Em seguida, foram selecionados ligantes descritos na literatura e
incluidos em bibliotecas virtuais, os quais foram submetidos a triagem virtual com
10.000 moléculas do banco DrugBank, avaliadas quanto a energia de ligagao e
estabilidade conformacional. As 10 moléculas com melhor desempenho
apresentaram interagdes consistentes com o sitio ativo. Esses resultados sugerem
potencial superior de afinidade e estabilidade em comparagédo aos inibidores
previamente descritos.
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Triagem virtual

. INTRODUGAO

A hanseniase, doenca infecciosa crénica causada pelo Mycobacterium leprae,
permanece como um desafio de saude publica, sobretudo em regides
hiperendémicas como o estado do Tocantins. Apesar da adogao da poliquimioterapia
padronizada pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a emergéncia de
resisténcia bacteriana e os efeitos adversos associados aos esquemas terapéuticos
tém impulsionado a busca por novos alvos moleculares. Nesse cenario, a enzima
diidrofolato redutase (DHFR) surge como um alvo estratégico, pois é essencial para
a sintese de nucleotideos e, consequentemente, para a sobrevivéncia do bacilo.

O presente trabalho insere-se na area de Ciéncias Exatas e da Terra, com
énfase em Biofisica Computacional, associando-se a areas tematicas principais a
modelagem molecular e a triagem virtual de compostos. Como area secundaria,
destaca-se a abrangéncia das Ciéncias da Saude, sobretudo da Farmacologia e a
Microbiologia aplicada. A utilizagdo de ferramentas computacionais, como virtual
screening e docking molecular, representa um recurso que possibilita a triagem de
diversas moléculas com rapidez, exemplificando o potencial da bioinformatica no

desenvolvimento de terapias contra doengas negligenciadas.

. BASE TEORICA
A DHFR foi escolhida como alvo terapéutico devido ao seu papel na sintese
de purinas e timidilato, etapas fundamentais para a replicagdo do Mycobacterium
leprae (WHITE et al., 2004). A hanseniase ainda representa um desafio clinico, com

relatos de resisténcia bacteriana e efeitos adversos associados a poliquimioterapia
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(SCOLLARD et al., 2006), o que reforca a necessidade de novas alternativas
farmacoldgicas.

Estudos prévios demonstraram a atividade de inibidores como o epiroprim e
K-130 contra cepas sensiveis e resistentes (DHOPLE, 2002), enquanto pesquisas
de patentes evidenciaram o potencial das benzilpirimidinas como inibidores da
DHFR (POE; RUYLE, 1981). No entanto, limitagées de permeabilidade celular foram
observadas (KANSY et al., 1992), indicando a importancia da busca por compostos
mais lipofilicos. Diante disso, este estudo empregou triagem virtual e docagem
molecular para priorizar moléculas com maior afinidade e estabilidade frente a DHFR
de M. leprae, permitindo a identificagdo de novos candidatos para o

desenvolvimento de terapias mais eficazes contra a hanseniase.

. OBJETIVOS

Objetivo geral: Identificar potenciais inibidores da enzima di-hidrofolato
redutase (DHFR) de Mpycobacterium leprae por meio de modelagem molecular,

triagem virtual e analise computacional.

Objetivos especificos: Construir modelo tridimensional da DHFR por
homologia; realizar triagem virtual com docagem molecular; analisar interagdes
ligante-receptor com ferramentas de bioinformatica e biofisica computacional;
selecionar compostos com maior afinidade e potencial inibitério com base em

critérios estruturais e energéticos.

IV. METODOLOGIA
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A pesquisa foi conduzida em etapas sequenciais. Inicialmente, realizou-se
revisao bibliografica nas bases Google Académico, PubMed e Web of Science, com

os descritores “DHFR inhibitors”, “Mycobacterium leprae” e “virtual screening”. Foram
selecionados 16 artigos e uma patente, que embasaram a compreensao da fungao

biolégica da enzima e a escolha dos compostos.

Na auséncia da estrutura cristalografica da DHFR de M. leprae, procedeu-se
a modelagem por homologia com base em proteinas de M. tuberculosis. Entre os
modelos analisados no Swiss-Model, o 6DDW foi selecionado por apresentar melhor
resolucédo (1,40 A) e detalhamento do sitio ativo, a partir do qual foi construida a

estrutura tridimensional da enzima.

A preparacao estrutural incluiu otimizagcédo da proteina, remog¢ao de moléculas
de agua e definicdo do sitio ativo no PyMOL. Ligantes de referéncia (K-130,
epiroprim e aril-Z-alcoxi-5-benzilpirimidinas) e 20 compostos associados a DHFR de
M. tuberculosis foram obtidos das bases DrugBank e PubChem e convertidos para o

formato PDB para docagem inicial.

Na triagem virtual, 10.000 moléculas do DrugBank foram submetidas a
simulagcdes independentes de docking com a DHFR modelada, assegurando
robustez estatistica. As melhores candidatas tiveram suas estruturas comparadas as

referéncias 2D e 3D do DrugBank para verificar consisténcia conformacional.

Por fim, aplicou-se o docking molecular no AutoDock Vina, com analise das
interagbes no Discovery Studio e PyMOL, identificando os residuos do sitio ativo
envolvidos nas ligacbes e validando a estabilidade energética das conformacdes

enzima-ligante.
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V. RESULTADOS E DISCUSSAO

O modelo por homologia da DHFR de M. leprae apresentou identidade de
72,5% em relacdo a DHFR de M. tuberculosis (PDB ID: 6DDW), com 120 residuos
idénticos. A visualizagcdo no PyMOL evidenciou a preservagdo do sitio ativo,

validando sua aplicagao nas etapas de docking.

O alinhamento estrutural entre a estrutura de referéncia M. tuberculosis e a
DHFR modelada mostrou boa sobreposicdo, com diferencas apenas em regides de

alcas e extremidades, o que reforga a fidelidade da modelagem.

A revisdo bibliografica destacou compostos ja testados contra a DHFR de
micobactérias. O K-130, derivado da trimetoprima, apresentou poténcia 100 vezes
superior ao farmaco original, devido a maior lipofilicidade (KANSY et al., 1992;
DHOPLE, 2002). O epiroprim demonstrou atividade bactericida em modelos murinos
e efeito sinérgico com a dapsona (DHOPLE, 2002). Derivados da trimetoprima
(K-128, K-130, K-132 e GH-305) também mostraram inibicdo expressiva da
multiplicagdo bacteriana (SEYDEL et al., 1986). Além disso, patentes descrevem
aril-Z-alcoxi-5-benzilpirimidinas como inibidores promissores com menor toxicidade e
versatilidade de administracado (POE; RUYLE, 1981).

Na triagem virtual, 10.000 moléculas do DrugBank foram testadas em duas
etapas: 1 - Uma simulagdo do complexo - proteina-ligante - para cada molécula do
banco de dados; 2 - Os 50 melhores resultados da primeira etapa foram submetidos
ao teste de reprodutibilidade, o qual cada molécula foi testada 100 simulacdes
independentes de docking. Apds essa etapa, foram selecionados os 10 compostos

mais promissores (AG < -11,0 kcal/mol e reprodutibilidade > 89%).
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Entre os mais relevantes, destacaram-se DB17163, DB12983 e DB02112, que
apresentaram energias de ligagdo entre - 11,8 e -12,1 kcal/mol, superiores aos
valores obtidos para epiroprim (- 8,3 kcal/mol), k-130 (-7,5 kcal/mol) e
benzilpirimidinas descritas na literatura (-7,4 kcal/mol). Esses resultados indicam
maior estabilidade e afinidade no modelo adotado. Ademais, as taxas de sucesso
observadas para o acoplamento dessas moléculas foram de 89% para o DB17163,
92% para o DB12983 e 100% para o DB02112, reforgcando o potencial destas

estruturas como inibidores DHFR de M. leprae.
VI. CONCLUSAO/CONSIDERAGOES FINAIS

Os resultados indicaram que algumas moléculas apresentaram energias de
ligacdo negativas expressivas, sugerindo boa afinidade com a DHFR. A estabilidade
conformacional observada nas simulacdes reforga o potencial desses compostos
como inibidores da enzima. O projeto também proporcionou aprimoramento técnico
no uso de ferramentas de modelagem molecular, contribuindo para a formagao

cientifica e para o fortalecimento do LABMADE como nucleo de pesquisa da UFNT.
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