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RESUMO

A Nitazoxanida e 0 seu metabdlito Tizoxanida apresentam ampla atividade
antiparasitaria sobre protozodrios, bactérias e virus. A falta da elucidacéo de estudos das
interacdes moleculares entre a NTZ e o organismo de mamiferos deixa uma lacuna sobre
possiveis alvos farmacoldgicos da droga. Os estudos dessas interacfes contribuem para o
esclarecimento de mecanismos de acdo sobre alvos farmacol6gicos e para identificar
possiveis novas aplicacbes e efeitos adversos dos mesmos. Para isso, neste trabalho, foi
realizado um estudo de interacfes da NTZ com proteinas de mamiferos, por meio de
modelagem molecular. Dentre as proteinas identificadas previamente pelo nosso grupo de
trabalho, estdo as sulfotransferases, responsaveis pela sulfonacdo de compostos enddgenos
e xenobidticos, estdo entre as proteinas identificadas. Os resultados obtidos mostraram que
a NTZ se liga a trés isoformas da sulfotransferase, SULT1A1, SULT1B1 e SULT1C1. As
sulfotransferases, particularmente SULT1AL, estdo super expressas em alguns tipos de
cancer, como colorretal e gastrico. E estudos apontam que essa desregulacdo da expressdo
pode levar ao aumento do crescimento celular e angiogénese, contribuindo para o
desenvolvimento do tumor. Além de levar ao desequilibrio de substratos como o0s
estrogénios, podendo exacerbar ainda mais a susceptibilidade ao cancer. Desta forma, a
inibicdo da enzima se faz uma alternativa ao tratamento da doenca. Em virtude disso, foi
realizada investigacdo das caracteristicas de interacdes da NTZ com a sulfotransferase e, se
o farmaco € um potencial inibidor da enzima por meio de analises de modelagem
molecular. A modelagem revelou a inibicdo da SULT pela NTZ. Essa substancia possui
constante de inibicdo da ordem de 10 M, valor esse coincidente com a concentracdo de
NTZ suficiente para inibir alvos moleculares ja elucidados, como a GSTP1. Ademais, a
NTZ também possui 0s mesmos sitios de interacdo (Fenilalanina 142 e Lisina 106) com a
SULT1A1 que o estradiol, e os inibidores, Meclofenamato e Nimesulida, caracterizando

uma inibicdo competitiva.

Palavras-chaves: Nitazoxanida. NTZ. Sulfotransferases. Cancer. Inibig&o.
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1. INTRODUCAO

1.1 Nitazoxanida

A Nitazoxanida (NTZ) é um farmaco antiparasitario de amplo espectro da classe dos
tiazolidicos. A NTZ ¢é administrada por via oral e possui boa tolerdncia quanto aos efeitos
gastrointestinais, além de biodisponibilidade efetiva. O farmaco é indicado para o
tratamento de gastroenterites virais provocadas por rotavirus, helmintiases, amebiase,
giardiases,  criptosporidiase, blastocistose, balantidiase e isosporiase (FOX;
SARAVOLATZ, 2005; Bula Annita®, 2018).

A NTZ é um nitrotiazolil-salicilamida que se apresenta como pé cristalino levemente
amarelado, de nome quimico 2-acetiloxi-N-(5-nitro-2-tiazolil), forma molecular
C12HgN3OsS, seu peso molecular é 307,3, Denominagdo Comum Internacional (DCI)
nitazoxanide e Denominacdo Comum Brasileira (DCB) Nitazoxanida (MALESUIK, 2010).

CH,

Figura 1: Estrutura Quimica da Nitazoxanida. Malesuik, 2010.

A NTZ foi desenvolvida em 1975 por Jean Francois Rossignol no instituto Pasteur
como um antiparasitario. Sua comercializacdo foi iniciada no Brasil em 2006, pelo
laboratorio Farmoquimica S/A, com nome comercial Annita® (BRAGA et al., 2016;
GILLES; HOFFMAN, 2002).



1.1.1 Farmacocinética

A NTZ é bem absorvida no trato gastrointestinal e a partir da sua chegada na circulacao
sanguinea é rapidamente biotransformada por esterases do plasma em tizoxanida, um
derivado desacetilado. Este metabdlito ativo possui alto carater de distribuicéo, e se liga
em cerca de 99% as proteinas plasmaticas, com tempo de meia vida de aproximadamente
1,5 horas decorridos da administracdo oral do farmaco em questdo. A interacdo farmaco-
alimento ndo é significativa. O metabdlito da NTZ é excretado a partir da urina, fezes e
bile (FOX; SARAVOLATZ, 2005).

As interacdes farmaco-farmaco também ndo sdo significativas, uma vez que a NTZ ndo
interfere na atuacdo do citocromo P450 (CYP450), enzima responsavel pelo metabolismo
da maioria dos medicamentos. No entanto, como o medicamento se liga expressivamente
as proteinas plasmaticas podem ocorrer interferéncias com farmacos que também se ligam

a essas proteinas, como por exemplo a Varfarina (Bula Annita®, 2018).

1.1.2 Farmacodinamica

Estudos evidenciam que a acdo antiparasitaria da NTZ se da pela inibicdo da piruvato
ferrodoxina oxirredutase (PFOR), uma enzima essencial para o metabolismo de
protozoarios anaerobicos, bactérias (Trichomonas vaginalis, Entamoeba histolytica,
Clostridium perfringens) e do microaerdfilo Helicobacter pylori. E, diferente dos demais
compostos nitroimidazolicos, a interacdo desse farmaco com a PFOR ndo depende de a
mesma estar reduzida, garantindo sua eficacia terapéutica. O mecanismo de acdo da NTZ
contra helmintos ainda nédo foi esclarecido com exatiddo, no entanto acredita-se que as
enzimas envolvidas no transporte de elétrons estejam relacionadas com a acao do farmaco
(GILLES; HOFFMAN, 2002).

A enzima PFOR é responsavel por catalisar a descarboxilagdo oxidativa do piruvato em
acetil coenzima A (acetilCoA) e dioxido de carbono (CO2), 0 que garante a poténcia do
farmaco NTZ contra microrganismos anaerobicos, ja que estes dependem da PFOR no

catabolismo do piruvato. Tudo indica que a NTZ interrompe a transferéncia de elétrons a



nivel do cofator tiamina pirofosfato (TPP), que apresenta estrutura molecular semelhante
ao farmaco (HOFFMAN et al., 2007).
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Reductases
cO l Fd or Fid
2 (Oxidized) (NADPH)
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Figura 2: Descarboxilacé@o oxidativa do piruvato em AcetilCoA e CO2 a partir da
PFOR, com ferrodoxina (Fd) e Flavodoxina (Fld). Hoffman et al., 2007.

Um estudo demonstrou que a presenca da regido salicilada na molécula de NTZ ¢
essencial para sua atividade antiparasitaria e que a remocdo do grupo nitro ndo prejudica
seu espectro de agdo (ESPOSITO et al., 2005)(ESPOSITO et al., 2005).

Pesquisas indicam que a NTZ e a tizoxanida agem sobre Mycobacterium tuberculosis
através de penetracdo e acumulo na bactéria causando perturbacdo do potencial de
membrana e da homeostase do pH intra bacteriano (BRAGA et al., 2016; DE
CARVALHO etal., 2011; SHIGYO et al., 2013).

Estudos sugerem a acdo letal da NTZ sobre protozoarios do género Leishmania, tendo
a mitocondria do parasita como alvo. O possivel mecanismo de acdo envolve a
despolarizacdo da membrana mitocondrial, aumentando assim a producdo de espécies

reativas de oxigénio seguido de estresse oxidativo e morte celular(BRAGA et al., 2016).

O mecanismo de acdo antiviral da NTZ parece estar relacionado com ativacdo da
proteina quinase ativada (PKR) por RNA de cadeia dupla, induzindo a sintese de interferon

gue medeia a imunidade celular antiviral (BRAGA et al., 2016).

Além disso, a NTZ demonstrou agdo na diminuicdo da replicacdo do virus HIV-1 em
ensaios in vitro, este efeito esta relacionado com a regulacdo negativa dos receptores de
HIV-1, CD4 e CCR-5 (BRAGA et al., 2016; GEKONGE; BARDIN; MONTANER, 2014).



Desta forma, fica evidente que é bem conhecido que Nitazoxanida possui amplo
espectro de acdo contra parasitas intestinais e tissulares, como helmintos, protozoarios e
enterobactérias que afetam animais e humanos. No entanto, a interacdo do farmaco com o
organismo em que este é administrado ndo € recorrente na literatura cientifica (ESPOSITO
et al., 2005).

As proteinas sdo importantes componentes que podem ser usadas como marcadores
moleculares em doencas, como no cancer, por exemplo. Isso porque sdo produtos proteicos
dos transcritos de genes que séo alterados em algumas patologias do organismo. Portanto,
a analise da interacdo de proteinas que possuam afinidade pela NTZ se torna relevante para
0 estudo do farmaco (BARBOSA et al., 2012). E nesse sentido, a modelagem molecular
entra como ferramenta de estudos entre um ligante e uma proteina, em sua estrutura
cristalizada, viabilizando assim, o estudo do remodelamento do farmaco em questdo, e
aumentando o conhecimento em relacdo a essas interacdes e possiveis efeitos colaterais da

substancia no organismo de mamiferos.

1.2 Modelagem Molecular

A modelagem molecular é um método que analisa a conformacao e posicionamento de
uma molécula ou ligante em uma macromolécula alvo. O estudo por meio de algoritmos
permite a definicdo de possiveis sitios de ligacdo na macromolécula em questdo e, para
tanto, nos ultimos anos tem sido desenvolvido vérios softwares capazes de realizar essa
funcdo (TORRES; SODERO; JOFILY, 2019)

A primeira etapa para realizacdo da modelagem molecular é encontrar o cristal da
macromolécula em questao, que muitas vezes sdo proteinas, em trés dimensdes. Este cristal
pode ser encontrado no Protein Data Bank, que fornece o formato PDB para as posteriores
analises. Apos determinar o cristal da macromolécula é necessario buscar informagdes
sobre o ligante, em bancos de dados como o ZINC, por exemplo (TORRES; SODERO;
JOFILY, 2019).



No caso das proteinas, geralmente, sabe-se o sitio de interacdo de um ligante ja
conhecido, seja um substrato ou um inibidor. Esse dado pode direcionar a modelagem
molecular do novo ligante em questdo (TORRES; SODERO; JOFILY, 2019).

Os softwares de modelagem molecular avaliam as cargas dos ligantes, torcOes e
distribuicbes de carga para cada atomo que compfe a molécula em questdo. Além de
avaliar os estados de protonacdo da macromolécula alvo e seus residuos de aminoacidos
que podem ser criticos para realizacdo de interacdes com ligantes (TORRES; SODERO;
JOFILY, 2019).

Os programas de modelagem molecular, entdo, permitem determinar os sitios de
melhor encaixe de um ligante a uma macromolécula. Podendo ser uma 6tima ferramenta
desde a descoberta de novos medicamentos até elucidacdo de novos alvos moleculares.
Deste modo, os softwares de modelagem molecular avaliam dois parametros, a previséo da
conformacdo do ligante, juntamente com sua posicdo e orientacdo dentro da
macromolécula em questdo e, determinacdo da afinidade de ligacdo entre os dois

componentes analisados (MENG et al., 2012).

A modelagem molecular se mostra, entdo, uma ferramenta muito Gtil na préatica do
reposicionamento de farmacos. O reposicionamento de farmacos representa uma estratégia
de introducdo de medicamentos ja presentes no mercado para uso em novas abordagens de
tratamentos. Esta é uma estratégia que agrega um grande valor na busca de novas
terapéuticas, uma vez que a pesquisa por farmacos inovadores demanda longo tempo de
estudos, muitos recursos financeiros e grandes riscos de perda desses investimentos,
enquanto no reposicionamento, boa parte desses estudos ja estdo realizados. Além de
possibilitar o aperfeicoamento da molécula para novos usos (FERREIRA, 2014).

Estudos comprovam que o0 reposicionamento de farmacos pode reduzir
significativamente o tempo do estudo até sua insercdo no mercado. Isso porque etapas
como estudos de otimizacdo da molécula, eficacia, seguranca, estudos de absorc¢éo,

distribuicédo, eliminacdo e toxicidade j& foram realizados previamente (LI; JONES, 2012).

Vaérios estudos de reposicionamento de farmacos veem sendo realizados com o intuito
de diminuir o tempo de estudos e recursos gastos para se chegar a um farmaco. Alguns
exemplos sdo farmacos destinados ao tratamento de doencas como HIV, cancer, obesidade,
fibromialgia, entre outras (LI; JONES, 2012).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos Gerais

Identificar proteinas ligantes a Nitazoxanida (NTZ) e avalia-las do ponto de vista da

modelagem molecular.

2.2 Objetivos Especificos

Realizar revisdo bibliografica das protéinas acopladas & NTZ a fim de verificar o papel das

mesmas como alvos moleculares;

Selecionar uma proteina que possa ser utilizada como alvo molecular no tratamento de
cancer,

Realizar estudo de modelagem molecular da proteinas selecionada com a NTZ como
ligante;

Avaliar as interacdes realizadas entre NTZ e proteina comparando com substrato e

inibidores.
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3. METODOLOGIA

O trabalho em questdo foi realizado no Laboratério de Enzimologia e Protedmica do
Campus Morro do Cruzeiro da Universidade Federal de Ouro preto (UFOP), coordenado
pelo professor doutor Milton Hércules Guerra de Andrade. Foram utilizados os dados da
pesquisa de mestrado de Nauhara Castro Barroso, que envolve a pesquisa de proteinas
ligantes a NTZ em homogenatos teciduais preparados a partir de figado, encéfalo, intestino
e rins de ratos Wistar, identificacdo destas proteinas por meio de espectrometria de massas
e analise da relacdo entre elas com possiveis alvos farmacologicos da NTZ, que ainda nao
foram bem elucidados. Esses dados foram utilizados para analise por modelagem

molecular em busca do reposicionamento do uso da NTZ.

4.1 Modelagem Molecular

Utilizando os dados das proteinas que interagiram com a Nitazoxanida, realizou-se o
estudo das mesmas por pesquisas de artigos cientificos em plataformas de busca como
PubMed e Scielo, com o intuito de identificar proteinas que caracterizassem possiveis
alvos moleculares, ou seja, proteinas ou enzimas que estdo modificadas em sua forma ou

quantidade normal em determinada doenca.

Para realizacdo da modelagem molecular foi utilizado, novamente, o UniProtKB
(UniProt Knowledgebas), para pesquisa das proteinas encontradas. Neste banco de dados,
que também traz artigos cientificos sobre os dados da busca, foram realizadas buscas mais
aprofundadas sobre a proteina. Além disso, através do UniProtKB foi determinado o cristal

gue melhor representa a proteina analisando sua resolucdo e sua interacdo com o substrato.

Uma vez determinado o cristal da proteina, e seu codigo PDB (Protein Data Bank) foi
realizada a busca deste codigo no banco de dados RCSP PDB (Protein Data Bank), que
detalha caracteristicas do cristal e possui a estrutura e interagcdes do substrato com a enzima

em questao.

Para andlise dos dados da enzima (cédigo PDB do cristal) com os do ligante, que foram

obtidos através da busca do nome “Nitazoxanide” no banco de dados ZINC, utilizou-se a
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plataforma Swissdock (Swiss Institute of Bioinformatics), enviando o cddigo PDB do
cristal da enzima e o nimero ZINC do ligante. Ap6s algumas horas de analise a plataforma

encaminhou um email com os dados para analise.

No programa Chimera 1.13.1 foi realizada a analise da enzima em trés dimensdes,
sobrepondo o ligante com o substrato natural da enzima. Nele, foi verificado também quais
as interacdes realizadas entre o ligante e a proteina, quais aminoacidos eram envolvidos e
se a posicdo do ligante coincidia com o substrato da enzima. As sobreposicOes realizadas
foram salvas em PDB e o arquivo salvo foi usado para andlise das interacbes em duas
dimensGes no programa Discovery Studio 2019 Client.

Através de analises das proteinas identificadas por Barroso et. al.,, 2019, a
sulfotransferases foram caracterizadas como possiveis alvos moleculares da nitazoxanida
para o tratamento do cancer. A partir disso, realizou-se modelagens da enzima
sulfotransferase, mais especificamente SULT1ALl. O cddigo PDB do cristal da proteina
utilizado foi 2D06, no qual a enzima estava naturalmente ligada ao estradiol, e a NTZ foi
incluida como ligante. Além disso, comparou-se as interagdes do farmaco com inibidores

ja elucidados da enzima, como Meclofenamato e Nimesulida.

Comparou-se os locais de ligacdo da NTZ com o substrato da enzima, estradiol, e
verificou-se se as posi¢des coincidiam ou ndo. Além disso, o Chimera revela qual o AG de
ligacdo a substancia tem com a enzima, mostrando se essa interacdo é favordvel ou no.
Foi confrontado, também, as posicdes de interacdo dos inibidores da sulfotransferase, ja

elucidados, Meclofenamato e Nimesulida.
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4. RESULTADOS

Mobilizada em colunade afinidade

As proteinas do material bioldégico dos homogenatos teciduais de figado de ratos

Wistar, que interagiram em maior proporgdo com a Nitazoxanida imobilizada em colun de

afinidade, detectadas pelo software Xcalibur v.3.0.63.3 e posteriormente buscadas na

plataforma UniprotKB foram as seguintes:

Quadro 1: Proteinas ligantes a Nitazoxanida e suas respectivas isoformas.

Proteina

Isoforma

Sulfotransferases

SULT1A1, SULT1B1; SULT1C1

Glutationa S-transferases

GSTP1, GSTAl, GSTA2, GSTA4,
GSTA5, GSTK1, GSTT1, GSTZ1,
GSTM7, GSTM1, GSTM2, GSTM6

Aldo-cetoredutases

AKR1C14, AKR7A2

Hidroxiesterdides

HSD17B4, HSD17B10

Citocromo P450

CYP2C6V1, CYP2D2, CYP2D3,
CYP2D5, CYP2C11,

Aldeido desidrogenase

ALDH1B1, ALDHI1L1, ALDHZ,
ALDH4Al, ALDHY9A1

Acil Coenzima A desidrogenase

ACAD11, ACADM, ACADL, ACOX1,
ACOX2, ACOX3
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5.2 Modelagem Molecular

A modelagem molecular, realizada nos programas Chimera 1.13.1 e Discovery Studio

2019 Client, mostrou que a Nitazoxanida se liga na enzima em um sitio que sobrepde a

ligacdo enzima-substrato (sulfotransferase-estradiol).
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Figura 3: Sulfotransferase 1A1 na presenca de seu substrato, Estradiol (em azul),

do produto do cofator, PAP — 3 -phosphoadenosina 5’-phosphato (em amarelo) e do

ligante Nitazoxanida sobreposto (em vermelho). Fonte: Proprio autor.

A ligacdo da NTZ com a SULT1AL, cujo cddigo PDB do cristal é 2D06, de acordo

com a modelagem molecular, possui AG no valor de -7,8 Kcal/mol. E, apresentou

interacdes com residuos cataliticos da enzima, que sdo Fenilalanina 142 e Lisina 106, além

de interagir com outros residuos de aminoacidos, como Fenilalanina 76, 81, 84; Metionina

248; Lisina 48 e Histidina 108.
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Figura 4: Quadro com os valores de G encontrados na modelagem molecular da

Figura 5: Quadro com os valores de G encontrados na modelagem molecular da
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Figura 6: Quadro com os valores de G encontrados na modelagem molecular da
NTZ com SULT1AL. Fonte: Préprio autor.

Além disso, as comparacGes com os inibidores Meclofenamato e Nimesulida, cuja
inibicdo da sulfotransferase ja foi elucidada em pesquisas, mostraram que estes compostos
também se ligam a mesma regido que Nitazoxanida, e também possuem interacdo com 0s
sitios cataliticos Fenilalanina 142 e Lisina 106. O Meclofenamato, de acordo com a

modelagem molecular apresentou AG de -10,34 Kcal/mol e a Nimesulida de -9,66

Kcal/mol.
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Figura 7: Sulfotransferase 1A1 na presenca de seu substrato, Estradiol (em azul),
do produto do cofator, PAP (em amarelo) e do ligante Meclofenamato sobreposto (em
vermelho). Fonte: Préprio autor.
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Figura 8 : Quadro com os valores de G encontrados na modelagem molecular do
Meclofenamato com SULT1A1. Fonte: Proprio autor.
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Figura 10: Quadro com os valores de G encontrados ha modelagem molecular do
Meclofenamato com SULT1A1. Fonte: Préprio autor.
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Figura 11: Quadro com os valores de G encontrados na modelagem molecular do
Meclofenamato com SULT1A1. Fonte: Préprio autor.
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5. DISCUSSAO

Este trabalho demonstrou que a Nitazoxanida tem a capacidade de se ligar as enzimas
da familia sulfotransferases. Deste modo, foi possivel realizar a analise destas enzimas
como provaveis alvos moleculares do farmaco em questdo, relacionando 0 mesmo com

uma atividade antitumoral.

5.1 Sulfotransferases

As sulfotransferases (SULTS) sdo enzimas que pertencem a uma superfamilia,
classificada em cinco familias, 1 a 5, de acordo com seu substrato e prevaléncia em cada
espécie. Essas enzimas sdo responsaveis pela transferéncia de um grupo polar, sulfonato,
através do cofator 3’-fosfoadenosina-5’-fosfosulfato (PAPS) para um substrato
hidrofobico, a fim de facilitar sua excrecdo e promover a desintoxicacdo do organismo
(HARRIS; WARING, 2008).

3'-phosphoadenylyl sulfate a ph nol a phenyl sulfate adenosine 3',5'-bisphosphate
NH, (0] (0] NH,

C N ~N

k 0" o :\li >
R o 1

Figura 13: Catalise da Sulfotransferase. Modificado. Fonte: UniProtKB.

As SULTS sdo importantes na metabolizacdo de horménios, componentes endégenos e
xenobioticos. As isoformas mais importantes para os seres humanos sdo as da familia 1 e
2. A sulfotransferase 1A1, por exemplo, é encontrada em figado, placenta, célon, plaguetas
e cérebro. Esta, possui uma variedade de substratos que podem sofrer sulfonagdo através
de sua acdo, como compostos fendlicos, incluindo drogas, estrogénios, iodotironinas e
flavonoides (HARRIS; WARING, 2008).
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As sulfotransferases sdo responsaveis por cerca de um terco do metabolismo de fase Il
nos seres humanos. O metabolismo de fase Il ou conjugagdo consiste na formacdo de
ligacdo covalente de um grupo funcional polar com o metabolito em questdo. A SULT1Al
¢ uma das isoformas mais presentes no trato gastrointestinal, principalmente no figado,
portanto possui grande importancia da metabolizacdo desses compostos enddgenos e
xenobidticos (WANG; COOK; LEYH, 2016).

Estudos mostram que a SULT1A1 permite a ligacdo a duas moléculas de substrato em
virtude de uma flexibilidade de sua estrutura cristalina quando ligada a cofator PAPS. Ela
possui uma regido de interacdo com o substrato muito hidrofébica e de caracteristica
plastica, explicando sua capacidade de acomodar diferentes tipos de moléculas. Essa
enzima possui como sitios cataliticos residuos de fenilalanina 142 e lisina 106,
considerando o estradiol como substrato. Os residuos cataliticos sdo importantes
parametros para definicdo da interagdo de uma substancia com a enzima (GAMAGE et al.,
2003, 2005).

5.2 Inibicéo da Sulfotransferase

A sulfonacgdo de substratos enddgenos e exdgenos confere a eles um carater mais polar
e facilita sua excrecdo via renal. Em contrapartida, pode ocasionar bioativacdo de
xenobidticos potencialmente cancerigenos, como produtos quimicos gque dependem da
sulfonacdo para gerar espécies adutoras de DNA. Alcoois benzilicos de hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos sdo exemplos desses compostos dependentes da sulfonacdo para
gerar essas espécies reativas ao DNA. O trato gastrointestinal esta constantemente exposto
a compostos quimicos com potencial cancerigeno, em virtude disso, a presenca de
sulfotransferases neste local, pode-se tornar um problema, visto que essas enzimas
possuem a capacidade de bioativar essas substancias através da sulfonacdo (COUGHTRIE;
JOHNSTON, 2001).

Estudos indicam que as sulfotransferases estdo super expressas em alguns tipos de
cancer, como por exemplo colorretal e cancer gastrico. Li et al (2018), sugere que a super
expressao de algumas isoformas das sulfotransferases pode promover a perda de equilibrio

dos estrogénios metabolizados por essas enzimas, 0 que leva ao aumento da
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susceptibilidade ao desenvolvimento do tumor em questdo, além de indicar que o aumento
da expressdo dessas enzimas pode desencadear em maior crescimento celular e
angiogénese no cancer gastrico e no colorretal. Deste modo, a inibicdo das
sulfotransferases pode ser considerada como um potencial tratamento contra esses tipos de

cancer.

A expressdo desregulada das sulfotransferases em tumores leva a um desequilibrio
entre estas e as sulfatases. As sulfatases sdo enzimas responsaveis pela retirada de um
grupo sulfato de precursores de estrogénios, e deste modo, a regulagdo desses hormonios
depende do equilibrio entre essas enzimas. A desregulacdo hormonal estd associada ao
desenvolvimento e evolucdo de varias doencas, como o cancer. Alguns estudos veem
associando a presenca de estrogénios e seus receptores a regulacdo da apoptose das células,
podendo interferir no processo de tumorogénese. E, portanto, em tumores em que as

sulfotransferases estéo super expressas, justifica-se sua inibicdo (MIRANDA, 2007).

Sulfatase Sulfotransferase

Regulacso

Estrogénios

Figura 14: Fluxograma da relacgéo entre Sulfotransferase, Sulfatase no mecanismo
de manutencdo de tumores.

Além disso, essa super expressdo de sulfotransferase pode levar ao aumento da
sulfonacdo de Glicosaminoglicanos (GAG). Os GAG séo polissacarideos lineares que
compdem os proteoglicanos. Esses polissacarideos interagem com variadas moléculas de
sinalizacdo, como fatores de crescimento, citocinas, quimiocinas e componentes da matriz

extracelular. Desta forma, os proteoglicanos sdo considerados importantes no controle de
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processos do ciclo celular como angiogénese e metastases em casos nos quais esse ciclo
estd desordenado. A sub expressdo das sulfatases também interferem na dessulfatagdo
desses GAG, podendo estimular muitos fatores de crescimento, 0 que consequentemente

sinaliza progressdo de angiogénese e migracao de tumores (XU; TANG; ZHANG, 2019).

5.2.1 Inibidores da Sulfotransferase

Pesquisas demonstram que alguns antiinflamatérios ndo esteroidais (AINES)
possivelmente atuam na reducdo da carcinogénese através da inibicdo das
sulfotransferases. Alguns dos AINES citados nos estudos como inibidores da SULT sé&o o

meclofenamato (ou &cido meclofenamico) e a nimesulida (VIETRI et al., 2000).

Um outro estudo demonstrou uma maior seletividade do meclofenamato e da
nimesulida para SULT1AL. Além de evidenciar que esses ligantes inibem a enzima de
forma ndo competitiva., ou seja, se ligam a um sitio préximo ao do substrato, alterando a
conformacéo da enzima e evitando a catalise. Embora, sugira-se que seja possivel a ligacdo

do inibidor e do substrato na enzima ao mesmo tempo (KING; GHOSH; WU, 2006).

% SULT1A1 activity vs. no inhibitor
N

-9 8 T -6 5 -4 -3 )
[Inihibitor] 10rx M

Figura 15: Grafico Atividade da SULT1A1 X Concentragéo dos Inibidores,
meclofenamato e nimesulida. Modificado (KING; GHOSH; WU, 2006).
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Os AINES sdao antiinflamatérios que agem inibindo as ciclooxigenases (COX),
enzimas responsaveis pela formacdo dos prostandides, e estes sdo produzidos
excessivamente durante o processo inflamatdrio, agindo como pro-infamatdrios
(GOODMAN; GILMAN, 2012)

O meclofenamato representa um AINE seletivo para COX-1, enquanto a
nimesulida ndo apresenta seletividade. Os dois farmacos possuem meia vida plasmatica
curta, portanto tém rapida absorcdo. Em relacdo a distribuicdo, geralmente, se ligam as
proteinas plasmaticas, e desta forma podem deslocar outros farmacos que também possuem
afinidade por essas proteinas. Sdo eliminados, principalmente, por via renal e, para tal,
normalmente sofrem reacdes de conjugacdo (metabolismo de fase 1) (GOODMAN;
GILMAN, 2012).

HOOC C1
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Figura 16: Gréfico Atividade da SULT1A1 X Concentracdo dos Inibidores,
meclofenamato e nimesulida. Modificado (KING; GHOSH; WU, 2006).
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Figura 17: Grafico Atividade da SULT1A1 X Concentragéo dos Inibidores,
meclofenamato e nimesulida. Modificado (KING; GHOSH; WU, 2006).
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5.2.2 A Nitazoxanida

De acordo com os resultados de modelagem molecular, utilizando a SULT1Al
como base para estudo, j& que esta isoforma € a mais expressa em humanos, e 0
estradiol como substrato da enzima, constatou-se que a NTZ possui interagdo com 0s
mesmos residuos cataliticos da enzima com o substrato, que sdo Lisina 106 e
Fenilalanina 142, o que demonstra que o farmaco pode ter alguma a¢éo sobre a enzima
(WANG; COOK; LEYH, 2016).

Em comparacdo com inibidores da sulfotransferase j& elucidados em estudos,
meclofenamato e nimesulida, a NTZ ocupou 0 mesmo sitio catalitico. Os trés ligantes
tiveram interacGes em comum com os residuos de aminoacidos Lisina 106, Lisina 48,
Fenilalanina 142, Histidina 108 e Metionina 248. O que também sugere uma inibicéo
da sulfotransferase pela Nitazoxanida.

Esses inibidores da sulfotransferases pertencem a classe dos antiinflamatérios nao
esteroidais. Estudos recentes comprovam a acéo desses AINES no tratamento contra o
cancer. Essa acdo pode ser explicada pela relacdo da doenga com processos
inflamatdrios. A presenca de um tumor no organismo, geralmente leva a inflamacdes,
seja por fatores extrinsecos, como maior susceptibilidade a acdo de agentes externos,
ou intrinsecos, que é quando a inflamacédo é desencadeada por oncogenes, por exemplo
(ANTUNES et al., 2019).

Pesquisas demonstram que a inibicdo de enzimas que S0 super expressas no cancer
podem contribuir para o tratamento da doenca e evitar o desenvolvimento da mesma,
inibindo seu potencial metastatico. E neste caso, esses inibidores das sulfotransferases,
agem no processo inflamatdrio inibindo a ciclooxigenase (COX) também. As COX sédo
enzimas responsaveis pela producdo de prostanoides, agentes pro-inflamatérios, e elas,
da mesma forma que as sulfotransferases, estdo expressas em maiores quantidades no
desenvolvimento do cancer (ANTUNES et al., 2019)(ANTUNES et al., 2019).
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A nimesulida foi apontada em um estudo como detentora de efeito antiproliferativo,
promovendo a parada do ciclo celular em linhagens de células de cancer géstrico. Isso
ocorre porque o farmaco além da acéo inibitdria sobre as ciclooxigenases, essa droga
tem efeito sobre a expressdo de oncogenes como c-Myc e no ciclo celular, interferindo
no crescimento das células (PERIASAMY et al., 2013).

Com base nessa atividade da nimesulida, alguns trabalhos veem sendo realizados
com o intuito de aprimorar a veiculacdo do farmaco e consolidar seu uso no tratamento
do céncer. Como por exemplo inserir o f&rmaco em nanocépsulas, a fim aumentar a
biodisponibilidade do mesmo. Este mesmo estudo indicou que a associacdo da
nimesulida com farmacos antitumorais como fluorouracil e cisplatina apresentou efeito
sinérgico, em ambos o0s casos, na inibicdo do crescimento tumoral e inducdo da
apoptose (CATARRO et al., 2019).

As semelhancas das intera¢fes da Nitazoxanida, do meclofenamato e da nimesulida
com a sulfotransferase da familia 1 (SULT1A1), nos sugerem o potencial da NTZ
como antitumoral. A inibi¢do da sulfotransferases veem sendo utilizada com o objetivo
de reduzir a formacdo de produtos sulfonados pela SULT, que atuam como agentes
genotoxicos e cancerigenos, além de manter o equilibrio entre sulfotransferases e
sulfatases (ISHII et al., 2018).

Em decorréncia disso, a Nitazoxanida também vem sendo alvo de pesquisas
relacionadas ao seu potencial no tratamento e prevencdo do cancer. Em uma pesquisa a
NTZ foi apontada como potencial coadjuvante no tratamento de cancer de ovario,
através de sua capacidade de inibicdo da proteina dissulfeto isomerase (PDI), uma
enzima envolvida na transferéncia do grupo dissulfeto as proteinas, facilitando seu
dobramento. A PDI é uma enzima que esta super expressa no cancer de ovario, motivo
pelo qual sua inibicdo foi benéfica no tratamento da doenca (SANTO; EHRISMAN,
2013).

Levando em conta a busca de varios autores por um tratamento alternativo
relacionado a inibicdo dessas enzimas super expressas na presenca de certos tumores, a
inibicdo da sulfotransferase pode, entdo, ser uma abordagem ainda ndo mencionada em
outros estudos, para o tratamento do cancer (SANTO; EHRISMAN, 2013).
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As sulfotransferases, mais especificamente SULT1Al, estdo presentes em
quantidades maiores que o normal em células de linhagem leucémica, células
cancerigenas da mama, em carcinoma hepatocelular e cancer colorretal. E portanto,
podem ser usadas como alvos moleculares no tratamento desses tipos de cancer
(HUANG et al., 2014).

Em relacdo a afinidade de ligacdo da enzima com o farmaco, a partir de analises no
programa Chimera, foi possivel determinar o AG de liga¢do da Nitazoxanida com a
SULT1A1, que foi de -7,80 Kcal/mol, enquanto que a determinagdo para
meclofenamato e nimesulida foram -10,34 e -9,66 Kcal/mol, respectivamente. Os
valores de constante de equilibrio (Keq) encontrados foram para NTZ igual a 5,3 x 107,

para 0 meclofenamato 4,2 x 107 e para nimesulida 1,3 x 107,

Quadro 2: Quadro com os valores de Constante de Dissociacgédo (Kd) de
Nitazoxanida, Meclofenamato e Nimesulida.

Nitazoxanida Meclofenamato Nimesulida

Kb (M) 1,69 x 10°® 0,24 x 107 0,76 x 10

Um inibidor competitivo se liga & enzima e impede que o substrato se ligue ao sitio
catalitico. E assim, uma concentracdo baixa do inibidor, € capaz de deslocar o substrato
do sitio ativo. Sabendo disso, foi calculado, por meio de estudos de modelagem
molecular, a constante de dissociacdo da NTZ, meclofenamato e nimesulida. A
constante de dissociacdo calculada da NTZ foi 1,69 x 10°M, do meclofenamato foi
0,24 x 107 M e da nimesulida foi 0,76 x 10”7 M. Um estudo mostrou que os inibidores
meclofenamato e nimesulida revelaram valores consistentes com os dados de IC50,
sendo 0,11 uM e 1,2 uM, respectivamente (KING; GHOSH; WU, 2006).

A partir desses dados pode-se predizer que em concentragdes aproximadas de 1 uM
a NTZ se liga a SULT1A1, gerando inibicdo da enzima. Outros estudos comprovaram
essa mesma faixa de concentracdo da substancia como inibidora de diferentes enzimas
super expressas no cancer, indispensaveis para a manutencdo do tumor. A Glutationa

S-Transferase P1, considerada alvo molecular no tratamento de varios tipos de cancer,
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esta entre essas enzimas inibidas pela NTZ, cuja concentracdo de inibidor se aproxima
dos valores apresentados para sulfotransferase, com AG de -7,05 para Tizoxanida que
corresponde a um Kp de 3,17 x 10°M (BARROSO, 2019).

Embora o Kp encontrado para a Nitazoxanida tenha sido maior que os valores
encontrados para os inibidores, a concentracdo na faixa de 1uM possui relevancia para
utilizacdo da substancia como inibidor, uma vez que a NTZ possui tempo de meia vida
de eliminagdo curto (aproximadamente 1,5 horas), 0 que garante a seguranga do
farmaco em relagdo a toxicidade em sua utilizagdo como antitumoral. Além disso, a
NTZ ja possui eficiéncia como antitumoral, esclarecida em estudos, inibindo enzimas
essenciais para o desenvolvimento do cancer, como GSTP1 e Proteina Dissulfeto
Isomerase (BARROSO, 2019).

A proximidade dos valoresexperimentais do estudo citado acima com os valores
tedricos obtidos pela modelagem molecular para os inibidores nos confirmam que os
parametros cinéticos encontrados para Nitazoxanida também devem seguir essa mesma
tendéncia. Em virtude desses resultados e sabendo a importancia da busca de novos
alvos farmacoldgicos no tratamento do cancer, a Nitazoxanida se mostrou um farmaco
em potencial para o tratamento da doenca, uma vez que seus valores de constante de
dissociacdo estdo proximos a valores de Kp apresentado na inibigdo de outras enzimas,
como a GSTP1. Considerando, como dito anteriormente, a enzima super expressa em

alguns tipos de tumores.
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6. CONCLUSAO

Em suma, as andlises deste trabalho demonstraram que a Nitazoxanida se liga a uma
ampla gama de proteinas, quando em contato com proteinas do extrato de figado de ratos
Wistar, incluindo a enzima de interesse sulfotransferase. A interacdo que a NTZ faz com a
sulfotransferase (SULT1AL) ocorre nos mesmos residuos de aminoacidos que a interagdo
da enzima com seu substrato, estradiol, que sdo Lisina 106 e Fenilanina 142. Além de

ocorrer no mesmo local, ou seja, a modelagem molecular sobrep&e o ligante ao substrato.

Ademais, a comparacdo da interagdo da NTZ com SULT1A1 e demais farmacos
inibidores da enzima, meclofenamato e nimesulida, revelou que as ligagdes desses
farmacos a enzima se estabelecem com os aminoacidos citados acima envolvidos na
catalise. E demonstrou AG de ligacdo favoravel para que a ligacdo entre a substancia e
a enzima aconteca. Para mais, as andlises desse trabalho demonstram que as interacGes
ocorrem em elevada afinidade, apresentando constantes de dissocia¢do na ordem de 10
®M, o que significa que é necessaria uma baixa concentracdo do inibidor (NTZ) para

deslocar o substrato da enzima.

Assim, os resultados dos estudos de modelagem molecular reforcam as evidéncias que
a Nitazoxanida pode ser uma alternativa como droga inibidora da sulfotransferase, visto
que suas interacdes com a enzima se assemelham a de outros inibidores ja elucidados, e
portanto, tem potencial para o tratamento de cancer em células que super expressam essa
enzima, como é o caso de, células de linhagem leucémica, cancer colorretal, células

cancerigenas da mama e em carcinoma hepatocelular.
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