Identificacao de novos farmacos contra
a doenca de Chagas através de
estratégia de genomica e bioinformatica

Juliana Rodrigues !

Nayara Rodrigues Alves 2
Fernanda Galdino da Silva 3
Pedro Vitor Lemos Cravo 4

RESUMO:

A doenga de Chagas, causada peloTrypanosoma cruzi, acarreta elevada mortalidade e morbilidade em
regides tropicais e subtropicais. Na auséncia de uma vacina eficaz, o seu controle é dependente do
tratamento de pacientes.Entretanto, apenas dois farmacos, benzinidazole e nifurtimox, sao oficialmente
utilizados. Contudo, estes sao incapazes de gerar cura e apresentam elevada toxicidade. Neste sentido, o
trabalhoteve como objetivo identificar novas terapias contra a doenga de Chagas, fazendo-se uso de
uma aproximac¢ao bioinformatica. Foi primariamente utilizada a base de dados do genoma doT.cruzi
para selecionar potenciais alvos terapéuticos envolvidos em mecanismos de transporte intracelular.
Depois cada um dos alvos terapéuticos selecionados foi introduzido em duas bases de dados que
permitiram identificarfarmacos baseando-se no critério de homologia com proteinas de outras espécies
paraas quais ja existem drogas eficazes. Este processo permitiu identificar dez novas drogas com o

potencial de eliminar ou inibir o crescimento do parasita.
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doenca de Chagas ¢é causada por um parasita intracelular denominado Trypanosoma cruzi que
¢ transmitido aos humanos por intermédio da picada de um Triatomineo hematéfago da
espécie Triatomainfestans (popularmente designado de bicho-barbeiro). A doenga de Chagas ¢é
endémica na América do Sul, onde se estima que existam atualmente cerca de 14 milhdes de pessoas
cronicamente infectadas e de onde resultam 10.000 a 14.000 6bitos anualmente diretamente atribuidos
a doenga (Rassiet al. 2012). As principais razoes de o6bito advém principalmente de complicagdes

cardiacas e gastrointestinais (Rassi et al. 2012).

No Brasil, calcula-se que existam cerca de 3 milhdes de individuos cronicamente infectados
com o T. eruzi e que o nimero de casos agudos da doenga esteja aumentando no decorrer dos ultimos

anos  (http://portal.saude.gov.br/portal/saude/profissional /visualizar texto.cfm?idtxt=31454). Um

fato interessante ¢ que a doenca de Chagas, primordialmente uma enzootia, passou a ser considerada
uma antropozoonose, devido a domiciliagio dos vetores, deslocados de seus ecotopos silvestres

originais, pela acao do homem sobre o ambiente.

Pelo fato de ser categorizada como uma doenga negligenciada, os esfor¢cos de pesquisa e
desenvolvimento de novas vacinas e terapias anti-chagasicas tém-se revelado como um processo
moroso e ineficaz. Consequentemente, apenas dois farmacos, benznidazole e nifurtimox, sao
oficialmente empregues para o tratamento da doenca. No entanto, ambas as drogas sdo incapazes de

exercer cura radical, além de apresentarem elevada toxicidade (Coura & Borges-Pereira 2012).

No presente trabalho pretendeu-se colmatar essa lacuna de conhecimento, usando recursos
bio-computacionais atualmente disponiveis, que combinam uma aproximac¢io de genomica com

recursos de quimica computacional.

A estratégia convencional desenvolvimento de drogas pode envolver tanto a descoberta de
drogas de novo e a melhoria de inibidores de alvos validados individualmente (Bispo et al. 2013).
Embora este processo represente uma estratégia eficaz para desenvolver novos fairmacos é em geral
dispendioso e demorado. Uma alternativa e /ou abordagem complementar é avaliar drogas ja aprovadas
para uso clinico para outras condi¢des que possam também ser eficazes contra a doenga de Chagas,
acelerando assim a descoberta de novas terapias. Sendo que esses medicamentos ja foram aprovados
para uso em seres humanos para outros fins, podem mais facilmente entrar em ensaios clinicos de
eficacia anti-chagasica sob as diretrizes ja existentes de administracao (Bispo et al. 2013). Esta estratégia
denomina-se “reposicionamento de farmacos” (Sleigh& Barton 2010). Recentemente, o nosso grupo de
trabalho usou com sucesso, a estratégia de reposicionamento de farmacos, baseando-se em analises
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bioinformaticas de quimiogendmica, identificando varios compostos com potencialidade inibitoria

contra parasitas de malaria (Bispo et al. 2013) e equinostomiases (Neves et al. 2014).

Existe um nimero de bases de dados disponiveis que fornecem informacao sobre milhares de
alvos proteicos ja conhecidos e validados, as doengas em que estio envolvidos, evidéncias das vias
metabolicas em que participam e as drogas correspondentes contra eles dirigidas. Neste projeto foram
usadas duas destas bases de dados, DrugBank (Knox et al. 2011) e Therapeutic Target Database (T'TD)
(Zhu et al. 2012) para identificar proteinas evolvidas em mecanismos de transporte intracelular em T.

¢eruzi, que possam ser inibidas por farmacos ja aprovados para uso clinico em humanos.

METODOLOGIA
1. ESTRATEGIA GERAL PARA IDENTIFICACAO DE POTENCIAIS ALVOS TERAPEUTICOS DO
TRYPANOSOMA CRUZI
Na fase de identificagdo dos alvos terapéuticos, foram usadas trés bases de dados: TriTrypDB,
DrugBank e TherapeuticTargetsDatabase. Os resultados obtidos em todas as bases de dados foram
cruzados de modo a definir os melhores resultados provaveis, que se basearam em critérios de afinidade
com o alvo, “essencialidade” do alvo, menor probabilidade de toxicidade para humanos, resultados

preliminares de eficacia in vitro (quando disponiveis) e disponibilidade do composto.

1.1. TRITRYPDB (HTTP://TRITRYPDB.ORG/ TRITRYPDB/): BASE DE DADOS DO GENOMA DO T.
CRuUzI

A base de dadosTriTrypDB,do genoma do T. eruzzfoi usada para identificar todos os genes e
correspondentes peptideos codificados pelo parasitaque se associam a sistemas de transporte celular.
Cada uma destas proteinas foi computada em um ficheiro de Excel, onde se registrou o identificador
(ID), a anotagao funcional e a sequéncia de cada proteina. Cada uma destas proteinas foi considerada
como um potencial alvo terapéutico e a sua sequéncia foi usada para interrogar as bases de dados de

alvos terapéuticos e correspondentes inibidores, tal como descrito nas se¢oes subsequentes.

1.2. DRUGBANK (HTTP://WWW.DRUGBANK.CA/) E THERAPEUTIC TARGETS DATABASE
(HTTP:/ / XIN.CZ3.NUS.EDU.SG/ GROUP/ CJTTD/ TTD.ASP)

As base de dados DrugBank (Knox et al. 2012) e Therapeutic Targets Database (TTD) (Zhou

et al. 2011) sdo repositorios que providenciam informagdao sobre alvos terapéuticos proteicos ja
conhecidos e explorados, a respectiva doenca alvo, informagao sobre via metabdlica e sobre as drogas

correspondentes a cada um dos alvos terapéuticos. Nestas bases de dados também se incluem ligagdes a
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outros repositorios contendo informagao sobre a funcao do alvo, sequéncia, estrutura 3D, propriedades

de ligacao dos ligandos, estrutura das drogas, classe terapéutica e estagio de desenvolvimento clinico.

Um dado importante é que estes recursos permitem usar a sequéncia primaria das proteinas
para identificar potenciais inibidores através de modelamento por homologia. Por outras palavras, ¢é
possivel usar a sequéncia de aminoacidos dos potenciais alvos do T. ¢ugi, para procurar estruturas
terciarias homologas e conhecidas contra as quais ja existem inibidores identificados e disponiveis ou

em vias de desenvolvimento clinico relativamente a outras doencas.

Assim, cada uma das protefnas com ligacdo a mecanismos de transporte intracelular
identificadas na base de dados TriTrypDB, foram rastreadas usando o DrugBank e TTD no intuito de
se identificarem inibidores compativeis com os critérios anteriormente descritos. Assim, foi gerada uma
lista 7z silicodos potenciais melhores alvos e inibidores correspondentes. Esta lista de alvos foi

computada em Excel.

1.3. COMBINACAO DOS DADOS DOS DOIS REPOSITORIOS

Os resultados obtidos nas bases de dados foram cruzados de modo a definir os melhores Aits
provaveis, que se basearam em critérios de afinidade com o alvo, “essencialidade” do alvo, menor
probabilidade de toxicidade para humanos, resultados preliminares de eficacia in vitro e disponibilidade
do composto. Assim, foi gerada uma lista de alvos e respectivas drogas com potencial atividade anti-

chagasica.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Para facilidade de compreensao dos resultados obtidos, é apresentado um fluxograma (Figura

1). Dados detalhados sobre alvos terapéuticos e respectivos farmacos sao fornecidos na Tabela 1.

Cada uma das proteinas prevista para exercer funcao de transporte celular no Trypanosoma cruzi,
foi copiada para um unico arquivo Excel como descrito em Materiais e Métodos. Uma lista de um total
de 65 sequéncias de proteinas-alvo foram assim compiladas e cada uma dessas sequéncias na lista foi
interrogada por “similaridade com alvo” nas duas bases de dados utilizadas (DrugBank e TTD),
produzindo uma lista de um total de trés (3) alvos positivos. Decidimos usar todos os trés bancos de
dados, pois cada um deles pode conter diferentes conjuntos de dados sobre alvo e droga e,

consequentemente, a probabilidade das metas serem perdidas devido a um rastreio reduzido.
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Figura 01. Fluxograma representando os resultados obtidos ao longo das diferentes fases do presente
trabalho
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Fonte: Os Autores.

Os potenciais alvos identificados foram os seguintes: vesicule-associatedmenbraneprotein, putative,
plasma membrane Ca2+ ATPase e Glycosomalmembraneprotein, putative. Os dados relativos a cada um dos

alvos e farmacos previstos de interferir com eles estio detalhados na Tabelal.

Tabela 01. Novos farmacos candidatos contra a doenca de Chagas, identificados neste estudo (ND:
nao determinado)

X ALVO EM ALVO HOMOLOGO
FARMACO CATEGORIA TOXICIDADE T. Cruzi (ID) (E-VALUE)
Thiabendazole Fungicida Sobredosagem pode vesicule-associated Vesicle-associated
resultar em perturbagées membrane protein, membrane protein
transiente da visao e putative (4.0e-7)
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Oxantel Parasiticida ND vesicule-associated Vesicle-
membrane protein, associatedmembraneprot
putative ein

TcCLB.508779.30 (4.0e-7)

Ouabain Anti- ND plasmamembrane Sodium/potassium-
hipertensivo Ca2+ ATPase transportingATPase
TcCLB.506401.170 alpha-1 chain
(1,00E-56)

Rabeprazole Anti-ulcerante ND plasmamembrane Potassium-
Ca2+ ATPase transportingATPase
TcCLB.506401.170  alpha chainl
(2,00E-51)

Deslanoside Anti-cardiaco Taquicardia e arritmia

plasmamembrane Sodium/potassium-
Ca2+ ATPase transporting ATPase
TcCLB.506401.170  alpha-1 chain (P05023 -
AT1A1_HUMAN)
(5,00E-62)

Metformin Anti-diabético Desconforto Glycosomal ND
epigastrico, nausea, membrane protein,
vémito e dores de putative
cabeca ocasionais TcCLB.507669.150

Fonte: Os Autores.

CONSIDERACOESFINAIS

Em sumario, foi determinado que vesicule-associatedmembraneprotein, putative, plasma membrane
Ca2+ ATPase e Glycosomalmembraneprotein, putative, interagem com dois (2), sete (7) e um (1) farmaco,
respectivamente. Concluimos assim que este trabalho de quimiogenémica permitiu identificar dez (10)
novas drogas com potencial de inibir o crescimento do 1. euzi através de interferéncia com
mecanismos de transporte molecular. Apesar do fato de que a a¢ao bioldgica destes farmacos necessita

ainda ser avaliada experimentalmente, este foi o primeiro trabalho usando uma estratégia de
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“reposicionamento de farmacos” para identificar novas terapias para a doenga de chagas, abrindo assim

novas oportunidades para o controle desta doenga.
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Identification of new Drugs Against Chagas Disease through
Genomics and Bioinformatics Strategies

ABSTRACT

Chagas disease, caused by the protozoan parasite Trypanosomacruzi, is a major cause of mortality and
morbidity in tropical and subtropical regions. In the absence of an effective vaccine, its control is highly
dependent on the treatment of infected patients. However, only two drugs, nifurtimox and
benzinidazole, are officially used for treating Chagas disease. Also, these drugs are incapable of
generating radical cure and display high toxicity. Under this perspective, this study aimed to identify
new therapies against Chagas disease, making use of a bioinformatics approach. Thus, theT. cuzs
genome database was initially employed for selecting potential therapeutic targets (proteins) involved in
intracellular transport mechanisms. In the second phase, each of the selected therapeutic targets was
used to interrogate two databases that are able to identify inhibitors (drugs) based on homology with
proteins from other species for which effective drugs are already available. This process, called "drug
repositioning", allowed the identification of ten (10) new compounds with the potential to eliminate or
inhibit the growth of T. ¢ruzi parasites. The identification of these drugs may open new perspectives for

the treatment of Chagas disease.

Keywords: Chagas; Trypanosoma cruzi; Drugs; Genomics; Bioinformatics.
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