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Qual é importancia do
desenvolvimento de
quimioterapicos para o
controle de doencas

parasitarias?




Desenvolvimento de novas drogas

Abordagem L Mdéia_ 2
imica: composto

conhecido é Q‘“mma Blologla

‘ : Composto Ahﬁj
nvolvimento

0s farmacos

Alvc} Desenho do
fannaco

Desemrolmmento

do farmaco




Caracteristicas desejaveis de
agentes quimioterapicos

O farmaco deve ser de facil administracao

Administracao oral (mais facil
inistracao injetavel);

edu2|do de doses e cur
: dose Unica)




Caracteristicas desejaveis de
agentes quimioterapicos

Nao deve causar ou deve causar poucos
2feitos
olaterais no hospedeiro

1c0es adversas, mesmo qgue inofens
exemplo, alteracao da cor da
er evitadas.




Caracteristicas desejaveis de
agentes quimioterapicos

- O agente antiparasitario deve ser especifico

ao parasito
Alvos:

de preferéncia que sejam especificos, ou
, que estejam ausentes no hospedeiro;

entes, deve ter maior afinidac
lo que ao hospedeiro (sele




rincipal desafio para o desenvolvimentc
de quimioterapicos para o tratamento d

doencas parasitarias
Parasitas sao eucarioticos, assim como o
hospedeiro




Necessidade de conhecimento de
diferentes aspectos do parasita

** Aspectos celulares e fisioldgicos:
compartimentos celulares, tecidos e sistemas

** Aspectos bioquimicos e moleculares: vias
metabodlicas, componentes da membrana
plasmatica e de compartimentos celulares,
regulacao génica, mecanismos de variacao
antigénica

“** Biologia do parasita: ciclo de vida, habito de
vida (intracelular/extracelular), tipo(s) de
reproducao (sexuada/assexuada)

1’ Interacoes parasita-hospedeiro/parasita-



Necessidade de conhecimento de
diferentes aspectos do parasita

AsSpectos celulares e fisioldgicos:
Mpartimentos celulares, tecidos e sistemas

nectos bioguimicos e moleculares: vias
)olicas, componentes da membrang
ICa e de compartimentos celulat

N

genica, mecanismos de Ve




Estrategias para
a identificacao
de alvos
parasitarios
para
desenvolviment
o de
quimioterapicos



GenoOmica

andmica funcional: transcriptomas




1. Vias metabodlicas

* |solamento das enzimas de uma via metabodlica
especifica

Estratégia alternativa: busca do gene codificador
da enzima; producao recombinante da enzima

e (Caracterizacao estrutural: sequenciamento de
proteinas, determinacao da estrutura 2-D

* Busca de similaridades em bancos de dados
* Ensaios biolégicos para a determinacao de atividade

enzimatica; acao de inibidores (candidatos a drogas)
e anticorpos
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Biossintese de ergosterol
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Biossintese de ergosterol

T. cruzi

sterol Cléa demethylese +— | -Awoles |

Ketoconazole




2. Genomica

ienoma: codigo hereditario completo de ur

nomica: elucidacao do genoma de
enhor! = Maldiros

ISMO Descobriram o hackersii!

codigo do genoma tzi;:fl;de

password!




Envolve técnicas de sequenciamento de
1ucleotideos em larga escala e analises
loinformaticas:

Reconstrucdo das vias metabdlicas de

asitas, os dados podem ser




Alguns genomas elucidados de
parasitas

[rypanosoma cruzi

nanosoma brucei




apa metabohco predito a partir ¢
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Genoma de S. mansoni-os) o 3s2-360

Revelou potenciais alvos par:
o desenvolvimento de |
quimioterapicos:

* Receptores nucleares
* Tiorredoxina glutationa

Nature Medicine (2008), 14:

redutase* ;5,41

?ﬂ;ﬁ nnmnlﬂt\\'anla Aﬂ ~

. Contraol Treatmnent 1
O XI(




Genoma de S. mansoni-os) o 3s2-360

* Metabolismo de lipideos
e Canais idnicos

* Receptores acoplados a
proteina-G (GPCR)

 Quinases

* Proteases




3. Genomica funcional:
transcriptomas e proteomas

Transcriptoma: conjunto de transcritos
(RNAm) em um organismo, célula ou
compartimento celular

Envolve técnicas de analise de acidos nucleicos, tais como
bibliotecas de cDNA, microarranjos (de DNA/de oligonucleotideos)
e pirosequenciamento, associadas a analises bioinformatica

Permite a identificacao de transcritos
especificos de uma fase do ciclo de vida ou em
um compartimento celular do parasito ou ainda
. a analise da modulacao da expressao génica
. perante um desafio




3. Genomica funcional:
transcriptomas e proteomas

Proteoma: conjunto de proteinas em um
organismo, célula ou compartimento celular

Envolve técnicas de separacao de proteinas (métodos
cromatograficos, eletroforéticos) associadas a métodos de analise
estrutural (espectrometria de massas) e analises bioinformaticas

Permite a identificacao de proteinas presentes
em uma fase do ciclo de vida ou em um
compartimento celular do parasito ou ainda a
modulacao frente a um desafio




ranscriptoma de P. falciparum em diferentes
stagios do ciclo de vida: identificacao de genes
2X[pressos em fases especificas

O Cell Rescue Defense and Virulence

@ Transport Facilitation

Cellular Communication —
Signal Transduction

O Cell Cycle — DNA Processing

g Cellular Transport and Transport

Ring transcripts Mechanism

Trophozoite transcripts
Schizont transcripts B Unclassified
Sporozoite transcripts
Gametocyte transcripts O Protein Synthesis

@ Transcription

B Protein Fate

@ Conserved Hypothetical

O Metabolism = Energy

B Hypothetical

B Cell Surfaces — Apical Organclles




oteoma de P. falciparum em diferentes estagios d
clo de vida: identificacao de proteinas presente

fases especificas

Sporozoite Merozoite

B Ccll surface (apical organelles)
[ Cell cycle (DNA processing)
[ Cell rescue defence (virulence)

[ Cellular communication (signal transduction)
[ cellular transport (transport mechanism)

Trophozoite Gametocyte Whole genome

'S oF v

B Metabolism (energy)
[ Protein fate

[ Protein synthesis
B Transcription

B Transport facilitation
[ Conserved hypothetical

[ 1 Hypothetical
[ 1 Unclassified




yteoma de P. falciparum em diferentes estagios

fases especificas

Tabke 2 Examples on enzymes in stage-specific metabolic pathways

Stage

Locus Spz” Mrz Tpz"

Gmt*

Enzyme

Reaction catalysed

End of glycolysis
PF10_0363 12 - 24
MALEP1.160 88 689 188
PF13_ 0141 462 B39 T09
TCA cyde and oxidative phosphorylation
PF10_0218 123 -

PF13_0242 32 16.9
PFRI8_0045 28
PF10_0334 -

PELOE30w 3.7

147
788

88
231
27.7
12.1

PF14_0373 =
PFBOT9Sw -
PRA1365w -
PF1340w =

127

Pyruvate kinase
Pyruvate kinass
L-lactate dehydrogenase

Citrate syhthass
Isocitrate dehydrogenase (NADF)
2-Omoglutarate dehydrogenase &1 componant

Flavoprotein subunit of succinate dehywdrogenase
Iron-sul subunit of succinate

P-enolpyruvate to pyruvate
Pyruvate to lactate

Acetyl cod + oxaloacstats to ctrate
Isocitrate to 2-oxoglutarate < COs
2-Oxoglutarate to sucdnyl CoA
Succinate to fumarate

Ubiquinol oytochrome oxidoreductase
ATP synthase F1, a-subunit
Cytochrome ¢ oxidase subunit

Fumarate hydrataca

Ubiguinol to cytochrome ¢ reductase in electron transport

Fumarate to malate

MALBPR1.242 304

Malate to oxaloacetate




ranscriptoma de S. mansoni: identificacao de
potenciais alvos para drogas

Table 4 Chemotherapy in schistosomiasis: potential new drug targets

SmAEs

Gene

Similar to

Remarks

C710243.1,
C719264.1

C705718.1

Micotinic acetylchaoline receptor

Choline O-acetyltransferase

Falis catus,
H. sapians

D. melanogaster

Levamisole and pyrantel bind nematode nAChR

In filarial worms the enzyme has a Key role in motility; ChAT is inhibitad
by low dosas of ethacrynic acid

C713648.1

Acetylcholinesterase

Schizaphis graminum

Metrifonate inhibits acetylcholinesterase

C70&8367.1

Muscarinic acetylcholine receptor

D. melanogaster

Levamisole and pyrantel possibly bind nematode mAChR

Cen3771.1,
C711869.1

Glutamate transporter
Glutz and AmEAAT

C. elagans,
Apis meallitara

Removes glutamate, an excitatory neurotransmitter, and permits normal
neurctransmission; putative drug target if significantly different from
the mammalian protein

Cel0861.1,
C705975.1,
C71e672.1,
C719080.1

C714193.1

Glutamate receptors

GABA transporter

Mus musculus,

D. mefanogaster,
Raftus norvegicus,
Lymnaea sftagnalis

R. novergicus

Ivermectin is believed to exert its anthelmintic effects by binding to
glutamate-gated chloride channels

Piperazine binds to Ascaris GABA receptors

C702111.1

Serotonin receptor

Anophelas gambiasa

Ce09540.1,

L-type calcium channel

Porcellio scaber,

Liladds. ]

alpha supunit

Praziquantel is believed to act through tegument Ca** channels

STylopnora pistinata

Ce01467.1,
Ce09572.1,
Ce0z142.1

Cyclophilin-like and
matrin cyclophilin

D. melanogaster,
R. nomwegicus

Cyclosporin binds to cyclophilin and has an antiparasitic effect against
helminths and protozoa

Ce05281.1,
C610889.1,
Ccenasa0.1

Innexins (Unc?7, Unc9 and
Inx1 Gap junction proteins)

C. elagans

Meuromuscular ion channel exclusive from
invertabrates; proposed as targets in cancer chemotherapy

Ce00095.1,
C717578.1,
C703546.1

DMA polymerase delta

D. melanogasier,
H. sapiens,
A. gambiaa

Target for antiviral drugs




4. Analises in silico

Utilizacao de ferramentas bioinformaticas para

a busca de alvos potenciais para o

desenvolvimento de quimioterapicos nos dados
1los genomas, transcrlptomas e proteomas d
arasitas (“mineracao” dos dados)

icao de funcbes aos genes
- de proteinas

silico para
de quimioterapicos




5. Quimica combinatodria
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Mecanismos envolvidos com
resisténcia a antiparasitarios

.- conversao da droga para = o

a forma inativa i

‘alteragao da
meabilidade da membrana
)ga, diminuindo influxo
mentando a excrecao

active transport out of cell
(efflux pump)




* Utilizacao indiscriminada das drogas ou
Xposicao a doses subletais de um agen
itiparasitario leva a selecao de parasi
istentes ao agente

Constante necessidade d
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