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Resumo: A enzima Tripanotiona Redutase de Tryanosoma cruzi (TCTR) é um alvo
validado na busca por novos compostos anti-chagasicos. Analisou-se as
propriedades farmacocinéticas e toxicologicas de uma série de tiazolidinedionas
diidroquinazolinonas através do servidor pkCSM. Posteriormente, empregou-se 0
Autodock v.4.2 para analisar as interagOes entre estes compostos e a TcTR. Os
melhores inibidores (3E e 3F) interagiram com os principais residuos do sitio do FAD
(SER-161, GLY-12, SER-15, ARG-288, THR-52, PHE-199), enquanto os compostos
de menor energia (3K) interagiram com menos residuos. Assim, conclui-se que a
interacdo dos derivados de tiazolidinedionas diidroquinazolinonas e a TcTR podem
ajudar na descoberta de novas estruturas anti-chagasicas.

Palavras-Chaves: Trypanosoma cruzi; Tripanotiona Redutase; Propriedades
farmacocinéticas; Acoplamento Molecular.

DOCKING STUDIES AND PHARMACOKINETIC PROPERTIES OF
DIHYDROQUINAZOLINES THIAZOLIDINEDIONES AGAINST
Trypanosoma cruzi TRYPANOTHIONE REDUCTASE

Abstract: Trypanosoma cruzi Trypanothione Reductase (TcTR) is a validated target
in the search for new anti-chagasic compounds. The pharmacokinetic and
toxicological properties of a series of thiazolidinediones dihydroquinazolinones were
analyzed through the pkCSM server. Subsequently, Autodock v.4.2 was used to
analyze the interactions between these compounds and TcTR. The best inhibitors
(3E and 3F) interacted with the residues of the FAD site (SER-161, GLY-12, SER-15,
ARG-288, THR-52, PHE-199), while the lower energy ones (3K) interacted with less
residues. Thus, it is concluded that the interaction of thiazolidinedione
dihydroquinazolinones derivatives and TcTR may aid in the discovery of new anti-
Chagas’ compounds.

Keywords: Trypanosoma cruzi; Trypanothione Reductase; Pharmacokinetic
properties; Docking.
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1. INTRODUCAO

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), um sexto da populacao
mundial esta infectado com uma ou mais doencas negligenciadas [1]. Estas doencas
nao possuem tratamento eficaz e por afetarem popula¢cées em situacao de pobreza
ajudam a manter a desigualdade social e assim representam um impasse no
desenvolvimento do pais [2]. Atualmente, a prevaléncia dessas doencas vem
aumentando nos paises desenvolvidos por conta das migracdes populacionais [3].

A doenca de Chagas assola a humanidade ha mais de 9.000 anos, sendo
detectadas em mumias pré-colombianas em diferentes partes da Africa [4]. Seu
agente etiolégico € o Trypanosoma cruzi [5], até entdo silvestre, mas que passou a
afetar o homem quando este tomou seus ecoétopos [6].

O ciclo da doenca ocorre através de dois hospedeiros [7] e ocorrem diferentes
formas de infeccdo: vetorial, transfusional, sexual, vertical, oral, aleitamento
materno, acidentes laboratoriais, transplantes de O6rgdos e através de drogas
injetaveis [8]. Em 80 a 90% dos casos ocorre a transmissédo da forma vetorial [9]. O
vetor pertence a familia Reduviidae e as principais espécies transmissoras
existentes no Brasil sdo Pastrongylus megistrus, Triatoma infestans, e o Rhodnius
prolixus [10].

Poucos avancos foram obtidos quanto ao tratamento da doenca de Chagas,
principalmente na fase crénica [8]. Contudo o Trypanosoma cruzi possui a
Tripanotiona Redutase (TcTR), uma Oxido-redutase, cuja principal funcdo é a
protecdo contra o stress oxidativo [11]. A inexisténcia do alfa-tocoferol e beta-
caroteno no T. cruzi, fornece uma menor prote¢cdo as espécies radicalares [12].

Portanto, a inibicdo da TcTR tornaria o parasito mais sensivel a oxidacao.
Assim a finalidade desse estudo consistiu em avaliar computacionalmente as
tiazolidinedionas diidroquinazolinonas (cedidas pelo professor Kamel Metwally da
Universidade de Zagazig- Egito) frente a TcTR de modo a auxiliar no
desenvolvimento de moléculas para o tratamento da doenca de Chagas.

2. METODOLOGIA

O Acoplamento Molecular se dedica a previsdo do modo de ligacdo e aos
detalhes de reconhecimento molecular entre uma macromolécula e uma
micromolécula [13].

2.1. Preparo da Proteina

Através do Protein Data Bank (PDB ID: 1BZL,
http://pdb.org/pdb/explore/explore.do?structureld=1bzl) obteve-se a estrutura da
TcTR, resolucdo em 2,40 A [14]. As moléculas dos cofatores (FAD), agua e do
substrato natural (GCG) foram removidas automaticamente utilizando-se as
ferramentas do AutoDock 4.2 [15]. Foram calculadas as cargas Gasteiger [16] e
foram adicionados todos os atomos de hidrogénios (método noBondOrder).
Posteriormente, os hidrogénios néo polares foram unidos aos carbonos (merge) e
por fim, assinalou-se os tipos de atomos, segundo o programa AutoDock 4.2 [15].

Os valores de pka da TcTR foram calculados pelo programa Propka 3.1 [17] e
seguiram o pH=7,5: ASP e GLU, carga -1; LYS e ARG, carga +1; HIS, exceto a 233,
carga 0 e as CYS 53 e 58 fazem uma ligag&o dissulfidica.

2.2. Preparo do Ligante
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‘ O Marvin Sketch [18] foi utilizado para desenhar a estrutura 2D dos ligantes
tiazolidinedionas diidroquinazolinonas (Figura 1) e para a escolha das micro
espécies mais prevalentes no pH escolhido (7,5).

Figura 1. Estrutura 2D das tiazolidinedionas diidroquinazolinonas

Cé\/m#

3d 3-Cl H

3f 3-Br H

3h 3-CH3 H

3i |3-0CH3| H

3l 3-Cl 3-OCH3

3n 3-Br 3-OCH3

Feito isso, a minimizag&o dos ligantes foi realizada pelo programa Ghemical
3.0 [19] com o campo de forcas Tripos. Os arquivos foram salvos em GPR e depois
convertidos em PDB pelo programa OpenBabel [20]. Em seguida adicionou-se 0s
atomos de hidrogénio com o método noBondOrder; calculou-se as cargas Gasteiger
[16], fez-se um merge nos hidrogénios ndo polares e assinalou-se os tipos de
atomos no AutoDock 4.2 [15].
2.3. Autodock e Redocking do Cofator FAD

O grid é uma metodologia do AutoDock 4.2 [15] onde os pontos em cada
dimensdo sao ajustados a fim de ocupar praticamente o sitio de interacdo da
proteina [21]. Os parametros de grid desse estudo tiveram as seguintes
configuracées: coordenadas do centro X= 22,406 A; Y= 7,782 A; Z= -17,993 A e o
espacamento da rede de 0,375 A.
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Os calculos de docking foram realizados pelo programa Autodock 4.2 [15] que
utiliza o algoritmo genético lamarckiano (LGA— Lamarckian Genetic Algorihm) [22]. O
protocolo do LGA empregou uma populacgéo inicial de 150 individuos em 50 corridas
com: no maximo 27.000 geragbes; 2.500.000 avaliagcbes de energia; taxa de
mutacdo 2%, permutacdo 80%, elitismo 1,0 e os demais parametros definidos
automaticamente.
2.4. Propriedades Farmacocinéticas

A andlise do perfil de absorcdo, distribuicdo, metabolizacdo e excregdo
(ADMET) leva a uma reducdo do numero de compostos que falham nos ensaios
posteriores. Para esta etapa, utilizou-se o] servidor pkCSM
(http://biosig.unimelb.edu.au/pkcsm/) que codificam padrbes de distancia entre
atomos [23]. As caracteristicas toxicologicas foram avaliadas no DATAWARRIOR
(http://www.openmolecules.org/datawarrior/) que prevé as propriedades moleculares
de uma estrutura quimica filtrando os dados em tempo real [24].

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O Acoplamento Molecular entre a TcTR e as tiazolidinedionas
diidroquinazolinonas foi realizado no Autodock 4.2 [15]. De modo a distinguir as
conformacdes de melhor energia de ligacdo e assim selecionar um conjunto de
compostos ativos, classificou-se os compostos com melhor energia no sitio ativo da
TcTR (Tabela 1).

Tabela 1. Energias de interagéo (Kcal/mol) dos derivados tiazolidinedionas
diidroquinazolinonas acoplados a TcTR pelo Autodock 4.2 [15].

Energia de interagéo

Caddigo

(Kcal/mol)

3F -12,38

3C -12,15

3H -12,09

3D -12,06

3L -11,86
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3A -11,65
3K -11,16

A fim de selecionar as tiazolidinedionas diidroquinazolinonas com as melhores
caracteristicas, analisamos suas propriedades farmacocinéticas e toxicolégicas nos
servidores pkCSM [23] e DATAWARRIOR [24] (Tabela 2).

Tabela 2. Andlises farmacocinéticas e toxicolégicas geradas pelo servidor pkCSM
23] e DATAWARRIOR [24
Propriedades Valor
Farmacocinéticas (Referéncia)

Caco-2 0,76 < Caco-2 < 1,17 (>0,9)

LogP 3,89 < logP <4,93

Inibidores da CYP 3A4 Sim

Mutagénicos e Tumorigénicos N&o

Reproducéo Efetiva N&o

ApoOs analise das propriedades farmacocinéticas verificou-se que todos os
compostos possuem uma boa absorgéo intestinal, pois o valor de referéncia = 30% e
os valores dos compostos foram = 92% (Tabela 2).

Os dados de células Caco 2 sao amplamente utilizados in vitro para prever a
absorcdo de medicamentos e valores acima de 0,9 indicam alta permeabilidade [23].
Para as tiazolidinedionas diidroquinazolinonas temos alta permeabilidade, exceto 3J,
3K, 3L, 3M e 3N cujos valores foram 0,73, 0,89, 0,82, 0,81, 0,82x10° cm/s,
respectivamente.

Para os dados de penetracdo no sistema nervoso central (SNC) (Tabela 2),
tivemos a seguinte distribuicao: i) sem penetracao (logPS < -3): 3A, 3B, 3G, 3H, 37,
3K, 3L, 3M e 3N; ii) com penetragéo (logPS > -2): 3C, 3D, 3E, 3F e 3I. Esses valores
corroboram com a alta lipofilicidade dos compostos (4,28 < logP < 5,05) indicando
gue esta se correlaciona a permeabilidade no SNC.

Quanto a metabolizacdo, a enzima CYP3A4 é a principal responsavel pelo
metabolismo humano [23]. Todos derivados mostraram, em tese, serem inibidores e
substrato dela, o que leva a conclusdo de que eles serdo metabolizados por esta
enzima.

A inibicdo dos canais hERG acarretou a remocao de muitos medicamentos do
mercado farmacéutico [23]. A partir da analise dos compostos vemos que nenhum
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destes apresentou inibicdo dos canais hERG (Tabela 2). Ademais nota-se que 0s
compostos ndo tiveram efeitos sobre os o6rgdos do aparelho reprodutor, como
também ndo se mostraram mutagénicos, tumorigénicos nem irritantes (Tabela 2).

Analisando as interagbes da TcTR com as tiazolidinedionas
diidroquinazolinonas, observa-se que os derivados que interagem com o sitio do
FAD (SER-161, GLY-12, SER-15, THR-52, ALA-199) apresentaram melhores
energias de acoplamento (Figura 2 A e B; Tabela 1). As interag6es envolvendo SER-
161, GLY-12 e SER-15, séo liga¢ 0es hidrogénio (Figura 2 B), as interactes
THR-52 e o anel aromatico e ALA-199 e o segundo anel aromatico, interacdes
hidrofébicas. Nota-se também que os compostos de menor energia interagem com
menos residuos, pois 0s compostos de menor energia perdem a ligacdo de
interagcdo com hidrogénio.

Figura 2. Principais intera¢des dos derivados de tiazolidinedionas
diidroquinazolinonas acoplados a TcTR no AutoDock 4.2 [15]. A estrutura da TcTR esta
representada em cartoon cinza (alfa hélice e folhas beta) e as ligages hidrogénio em
amarelo (pontilhadas). Os residuos do sitio ativo da TcTR s&o representados em bastdes
azul e os ligantes sdo: A) 3E interagdo com: SER-161, GLY-12, SER-15 B) 3F interagéo
eletrostatica [22] com: SER-161, GLY-12, SER-15, ARG- 878 C) 3B interagdes hidrofobicas
[22]: SER-161, GLY-12, SER-15, THR-52; D) 3K intera¢fes hidrofébicas: SER-161, GLY-12,

4. CONCLUSAO

Apdbs mais de um século de pesquisas, poucos avancos foram obtidos quanto
ao tratamento da doenca de Chagas mesmo o Trypanosoma cruzi possuindo um
alvo terapéutico validado que o protege de estresses oxidativos, a Tripanotiona
Redutase (TcTR).
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Com isso as tiazolidinedionas diidroquinazolinonas foram estudadas pelo
potencial de serem farmacos anti-chagasicos. As interagdes destes ligantes com o0s
residuos da TcTR mostraram que nos compostos mais ativos (3E, 3F e 3J) as
interacdes no sitio do FAD (principalmente SER-161, GLY-12, SER-15, THR-52,
ALA-199) foram favoraveis ao comportamento inibitério. Para as moléculas menos
ativas, a interacéo se deu distante do FAD.

Além disso estudou-se as propriedades farmacocinéticas e toxicologicas as
quais revelaram que os compostos apresentaram biodisponibilidade, distribuicéo,
excrecdo e nao apresentaram toxicidade. Assim pode-se dizer que noOSsoS
resultados permitem concluir que as tiazolidinedionas diidroquinazolinonas podem
ajudar na pesquisa de novos inibidores da TcTR que sejam anti-chagasicos.
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