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Resumo

Mycobacterium tuberculosis ¢ considerado o segundo agente infeccioso que mais mata
no mundo, estando atrds apenas do virus da imunodeficiéncia humana (HIV). De acordo com
a ultima pesquisa da Organizagdo Mundial da Saide (OMS) o nimero de casos reportados de
tuberculose (TB) aumentou em 9.27 milhdes apenas no ano de 2007. O desenvolvimento de
novos agentes quimioterapicos mais eficientes e menos toxicos para reduzir a duracdo do
tratamento da TB poderia levar a otimizagdo do tratamento de TB-MDR, TB-XDR e de
pacientes co-infectados com HIV. O presente trabalho busca identificar novos potenciais
inibidores da enzima EPSPS de Mycobacterium tuberculosis utilizando ferramentas de

bioinformatica, através da técnica de virtual screening.

Introducéo

O tratamento da TB ¢ um dos agravantes no combate da doenca. O tratamento consiste
de quatro antibioticos de primeira linha (isoniazida, pirazinamida, rifampicina e etambutol)
tendo de ser administrados durante seis meses. Além dos diversos efeitos colaterais, o tempo
prolongado de tratamento possibilitou o surgimento de cepas multi-resistentes, devido ao seu
abandono pelos pacientes infectados.

Umas das abordagens utilizadas para o desenvolvimento de novas drogas € o principio
da toxicidade seletiva que, significa inibir proteinas que estejam presentes e que sejam vitais
para o patdgeno e ausentes no hospedeiro. As enzimas da via metabdlica do acido chiquimico
sao alvos em potencial para o desenvolvimento de agentes antimicrobianos nao-toxicos €
herbicidas, pois esta via € essencial para a bactéria e plantas, enquanto que esta ausente em

mamiferos, enquadrando-se perfeitamente no critério de toxicidade seletiva. Esta via ¢
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responsavel pela biosintese de corismato, que ¢ o precursor comum utilizado na geragdo de
varios compostos importantes para a sobrevivéncia da bactéria, entre eles aminoacidos
aromaticos € € composta por sete passos metabolicos, catalisados pelas enzimas: DAHP
sintase, 3-desidroquinato sintase, 3-desidroquinato desidratase, chiquimato desidrogenase,
chiquimato quinase, EPSP sintase, e corismato sintase.

A EPSPS utiliza uma molécula de fosfoenolpiruvato com chiquimato—fosfato para
produzir 5-enoilpiruvilchiquimmato 3-fosfato. Para tanto, o objetivo deste trabalho consiste
na utilizagdo de ferramentas de bioinformatica para se vasculhar bancos de dados de pequenas
moléculas através da técnica de virtual screening (VS) onde algumas delas possam inibir a

atividade da enzima EPSPS de Mycobacterium tuberculosis.

Metodologia

Banco de dados

Inicialmente montamos uma biblioteca de analogos do acido chiquimico utilizando o drug-
binding database denominado ZINC. A utilizagdo do 4cido chiquimico (AC) como molde
para a aquisi¢do dos demais ligantes segue o critério de inibidores competitivos, ou seja,
andlogos estruturais que possuam uma maior afinidade com a EPSPS que o seu substrato, o
chiquimato-3-fosfato. O ZINC forneceu 754 compostos que assemelham estruturalmente com

o substrato base.

Virtual Screening

Molecular docking ¢ um procedimento de simulacdo computacional para predizer a
conformacdo do complexo proteina-ligante. Onde geralmente o receptor ¢ uma proteina e a
pequena molécula ou outra proteina. Utilizamos o programa MolDock, que ¢ um programa de
docking flexivel para varrer uma biblioteca de andlogos do AC.

Para a determinacao do protocolo do VS utiliza-se uma técnica denominada validagdo, onde
utilizamos como referéncia uma estrutura cristalografica ja determinada. Neste caso
utilizamos a proteina EPSPS complexada com chimato-3-fosfato, que encontra-se depositada

no Protein Data Bank sob co codigo 1G6T.

Dindamica molecular
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O conhecimento exato do modelo utilizado para a descricdo da matéria real ¢ de fundamental
importancia no tratamento computacional de um sistema de interesse. O fundamento para a
simulacdo de Dinamica Molecular ¢ o conhecimento da equacdo do movimento para o sistema
considerado. O algoritmo de um programa de Dindmica Molecular consiste da solugdo
numérica destas equacdes de movimento fornecendo uma trajetoria (coordenadas € momentos
conjugados em fun¢do do tempo) do sistema sob estudo. A partir da trajetoria, propriedades
de equilibrio e grandezas dinamicas podem ser calculadas em um programa de Dinamica
Molecular. Para a simulagdo de dinamica molecular dos compostos que apresentarem maior
afinidade com a EPSPS, dos sistemas estudados no presente projeto de pesquisa, utilizamos o
pacote de programas GROMACS (Berendsen ef al., 1995, Lindahl et al., 2001, van der Spoel
et al., 2004), versio do GROMACS 3.3.1 disponivel como freeware sob licenca (GNU

General Public License).

Resultados (ou Resultados e Discussao)

O protocolo da validacdo para EPSPS complexada com chiquimato-3-fosfato obeteve
um desvio médio quadratico (RMSD) de 0,86. Ou seja, o protocolo desenvolvido foi
plenamente capaz de encontrar a posicdo do substrato, por isso este protocolo foi utilizado
como padrdo para a busca de novos potenciais inibidores utilizando o banco de dados

baseados na estrutura do AC.

Concluséao

As simulagdes ainda estdo em andamento, por isso os dados s@o preliminares. Mas como
perspectiva para os 3 compostos que apresentaram maior afinidade com a enzima
realizaremos testes de atividade enzimatica. Comprovando se o nosso modelo tedrico tem

correspondéncia com ensaios in vitro.
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