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RESUMO

A asma é caracterizada como um disturbio inflamatoério
cronico das vias aéreas, provocada pela contragdo
da musculatura lisa dos bronquiolos, ocasionando
obstrucdo parcial dos mesmos e dificultando a
respiracdo. A Organizacio Mundial de Saide (OMS)
estima que 300 milhdes de pessoas atualmente sofram
de asma, sendo que as criancas estio entre as mais
acometidas. Somente em 2005, 255.000 pessoas
morreram de asma. Dentre os mediadores envolvidos
no processo asmatico, os leucotrienos cisteinicos,
derivados do acido araquidonico, sio considerados os
mais potentes entre aqueles envolvidos no processo
asmatico, indicados como principais mediadores da
inflamacao reversivel das vias aéreas. Nos ultimos
20 anos, grandes esforcos tém sido realizados para
identificar e desenvolver antagonistas dos receptores
de leucotrienos na busca de melhorar o tratamento
da asma, limitar a sua morbidade, e reduzir os efeitos
dos medicamentos atuais. Portanto, o presente estudo
propos a construcio de um modelo teérico do receptor
do leucotrienos cisteinicos denominado CysLT1 por
Modelagem Comparativa. Conclui-se que o modelo
obtido através das metodologias computacionais e
apresentado no presente estudo pode auxiliar em
futuros testes, principalmente em metodologias que
empregam ancoragem molecular e de novo design
testando, in silico, ligantes de diversas fontes contra o
receptor CysLT1.
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INTRODUCAO

A asma ¢ um distirbio inflamatério cronico das vias
aéreas provocada pela contragdo da musculatura lisa dos
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bronquiolos, ocasionando obstrugdo parcial dos mesmos e
dificultando a respiragdo. Apresenta episodios recorrentes
de sibilagdo, falta de ar, rigidez toracica ¢ tosse a noite ¢/
ou no inicio da manha (Guyton, 2006), sendo classificada
por grau de gravidade (Silva, 2001), denominadas asma
leve, moderada e grave. A asma leve apresenta sintomas
esporadicos ¢ leves, assintomaticos entre as exacerbagdes,
podendo apresentar tosse, sibilos e dispnéia leve, que
ocorrem no maximo duas vezes por semana. A forma
moderada apresenta crises frequentes de sibilancia e
dispnéia moderada a cada 30 dias ou sintomas mais leves
como tosse ou sibilos discretos, trés ou mais vezes por
semana. Na forma grave os sintomas sdo continuos com
limitagdo de atividade fisica, crises severas com episodios
de internacdes hospitalares e visitas frequentes as salas de
emergéncia.

Este distarbio inflamatério crénico ¢ um problema
de satde publica que ¢ somente controlado através de
medicamentos que aliviam os sintomas melhorando a
qualidade de vida do paciente. No caso de pacientes
cronicos, a OMS preconiza que medicamento deve ser de
uso diario e em longo prazo para controlar a inflamagao
subjacente e prevenir os sintomas e exacerbagdes. Ainda
de acordo com a OMS, a asma ¢ subnotificada e subtratada.
(OMS, 2011).

No processo asmatico, os leucotrienos cisteinicos
sdo mediadores lipidicos derivados do acido araquidénico,
os quais sdo considerados os mais potentes dentre os
mediadores da inflamagao reversivel das vias aéreas (Funk,
2001). Seu papel na inflamacdo tem sido intensamente
estudado, tendo como principal foco a asma humana.
Tais investigacdes concentram-se sobre a atuagdo dos
leucotrienos na inflamacdo cronica ¢ no remodelamento
das vias aéreas, que se manifesta como espessamento
das mesmas, aumento da massa muscular lisa, fibrose
subepitelial, deposicdo de matriz protéica, dano celular
epitelial, hiperplasia de células caliciformes, infiltragdo
de eosinofilos no epitélio da submucosa, ¢ producdo
de citocinas, que se atribui também quando ocorre em
conjuga¢ao com outros mitdgenos. Entretanto, a fung¢ao dos
leucotrienos cisteinicos e seus receptores nao se limitam
a etiologia da asma, tendo como prova o envolvimento
desses mediadores em modulagdes cardiovasculares e
neurologicas (Hui & Funk, 2002). Estes mediadores sao
representados pelos leucotrieno C4 (LTC4), leucotrieno
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D4 (LTD4) e o leucotrieno E4 (LTE4). O LTD4 ¢ cerca
de 1.000 vezes mais potente que a histamina como
broncoconstritor, devido a interagdo com o seu receptor
denominado cysteinyl leukotriene receptor 1 (CysLTRI1)
(Limbird & Ruddon, 2001).

A clonagem genética permitiu a identificacdo
de dois receptores distintos nos seres humanos,
CysLTR1 e CysLTR2 (Lynchn et al., 1999; Sarau,
1999), substancialmente confirmada em observagdes
farmacoldgicas anteriores, com base na sua sensibilidade
para antagonistas especificos (Hui & Funk, 2002). Estes
receptores pertencem a subfamilia de receptores da
rodopsina acopladas a proteina G (GPCRs), em particular,
a um aglomerado de receptores filogeneticamente
relacionados aos purinicos P2Y (Constanzi, 2004; Capra
2004). Os receptores CysLTRs também podem conter
algumas caracteristicas dos purinoreceptores em homologia
com P2Y, pois sdo proteinas da mesma familia (Mello et
al., 2001). O CysLTR1 ¢ expressado no tecido pulmonar
e em células do sangue periférico, enquanto que CysLTR2
esta presente nos tecidos cardiaco, nervoso e em glandulas
adrenais (Hui & Funk, 2002).

Apesar dos estudos, atualmente nao existe nenhuma
estrutura resolvida disponivel para os receptores de
leucotrienos obtida por métodos experimentais (raios-X
e/ou Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)). A analise
da hidrofobicidade das estruturas primarias revela que os
receptores CysLTR1 e CysLTR2 apresentam sete dominios
transmembranicos (TM) hidrofébicos ligados por seis algas
hidrofilicas, tipico dos GPCRs. Com base na estrutura do
ligante, ¢ muito provavel que estes se liguem aos receptores
CysLTRs através dos dominios TM, especialmente TM3,
TM6, e TM7 (Funk et al., 1993; Kobayashi et al., 1997). A
identidade sequencial entre CysLTR1 e CysLTR2 ¢ elevada
em TM3 e TM7, embora seja menor em TM4-6, o que pode
resultar em diferenga de especificidade ligante-receptor
(Suissa et al., 1997; Moro et al., 1998). Adicionalmente,
as alcas extracelulares 2 e 3 e duas pontes dissulfeto sdo
importantes para interacdo e estabilidade entre o ligante e a
estrutura do receptor P2Y'1. Entretanto, estes achados nao
foram descritos para os receptores CysLTR (Moro et al.,
1999).

Estudos de modelagem molecular do LTDA4,
fundamentados por dados da relagdo estrutura quimica e
atividade biologica (SAR) de uma série de antagonistas de
receptor CysLTRI, propuseram a primeira representacao
esquematica do sitio do receptor CysLTR1, evidenciando
as principais interagdes quimicas envolvidas na formacao
do complexo ligante-receptor. O ligante deve apresentar
como requisitos estruturais essenciais para a interagdo com
receptor CysLTR1: a) uma ancora lipofilica que se interage
na bolsa lipofilica do receptor, b) uma regido central
lipofilica e plana, que acredita-se mimetizar o sistema
trieno do agonista natural e ¢) um ou dois grupamentos
acidos que mimetizam a unidade acido carboxilico do
LTD4 (Harper et al., 1992; Sprecher et al., 1993). Além
disso, trabalhos posteriores mostraram a participacdo de um
residuo de arginina no receptor como local para a interacao
do grupamento 4cido ou aromatico dos de antagonistas
CysLTRI1 através de interagdes eletrostaticas (Lima et al.,
2002; Zwaagstra et al., 1998).
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Nos ultimos anos, grandes esforgos tém sido
realizados para identificar e desenvolver antagonistas
dos receptores de leucotrienos com objetivo de melhorar
o tratamento da asma, limitar a sua morbidade e reduzir
os efeitos indesejados dos medicamentos atuais (Capra,
2004). A fase clinica do desenvolvimento de farmacos
antileucotrienos teve inicio em meados da década de
1980, mas os primeiros compostos testados no homem
apresentaram niveis de biodisponibilidade nao aceitaveis.
A partir de 1990, uma série de estudos com diferentes
antileucotrienos foram publicados, apoiados no conceito da
broncoconstrigdo, comum na asma, que ¢ desencadeada por
leucotrienos, alergénios e inalagdo de ar frio seco (Danlen,
2000).

Aprimeiraaprovagao de antagonistas de leucotrienos
como uma nova classe de medicamentos para o tratamento
da asma ocorreu em 1995 no Japao e anos seguintes nos
Estados Unidos e Europa. Durante os primeiros anos
deste milénio, os antagonistas de leucotrienos também
foram registrados em muitos paises para o tratamento da
rinite alérgica (Danlen, 2006). Cerca de 25 anos apos a
descoberta dos leucotrienos ¢ que seus antagonistas foram
estabelecidos como um novo tratamento da asma e da rinite
alérgica. A experiéncia clinica acumulada com esta classe
de farmacos ¢, no entanto, inferior a dez anos e, na maioria
dos paises do mundo, estd limitada ao uso do montelukast
ou pranlukast. Os antileucotrienos apresentam efeitos
anti-inflamatérios e broncodilatador, os quais aliviam
os sintomas da asma e rinite em adultos e criangas. Os
antileucotrienos podem ser utilizados como monoterapia ou
associados com glicocorticoides de uso inalatério. Existem
estudos que incentivam o uso dos antileucotrienos em todos
os niveis de asma terapéutica, desde casos muito leves a
muito graves. Nos casos leves ¢ indicada monoterapia, nos
casos mais graves terapia combinada com glicocorticoides
(Danlen, 2006). Embora um grande numero de antagonistas
de receptor CysLTR1 tenha sido desenvolvido, apenas
trés chegaram ao mercado, montelukast (Singulair™),
pranlukast (Onon™) e zafirlukast (Accolate ™) (Danlen,
2000).

Assim, a elucidagao estrutural do receptor CysLTR1
¢ importante para auxiliar no desenvolvimento de novos
farmacos como alternativas terapéuticas contra a asma
(Evans et al., 1996). De posse de um modelo 3D do
biorreceptores CysLTR1 sera possivel fornecer informacdes
que poderdo auxiliar no desenho de novos ligantes mais
seletivos e potentes. Esta etapa é considerada primordial
no planejamento racional de novos farmacos antiasmaticos,
antagonistas de CysLTR1.

MATERIAIS E METODOS

Inicialmente, a seqiiéncia primaria do receptor
CysLTRI1 foi obtida através do banco de dados National
Center for Biotechnology Information (NCBI, 2011). A
seguir, a sequéncia da proteina foi submetida ao programa
Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) (Altschul et
al., 1997) contra as proteinas presentes no Protein Data
Bank (PDB) (RSCB, 2000). O BLAST ordena as proteinas
pela identidade entre a sequéncia alvo e problema. De
posse da proteina com maior grau de identidade, deu-se
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inicio a constru¢do 3D do receptor CysLTRI1 através da
metodologia de modelagem comparativa utilizando o
programa SWISS-MODEL (Lorenza, 2009). A seguir, o
modelo foi preparado pelo leap, e refinado pelo sander
através do campo de forca ff03 (Duan et al., 2003),
ambos implementados no programa AMBER 11 (Case
et al., 2010) com 1000 ciclos. Os algoritmos steepest
descent, seguido de gradiente conjugado (Lipkowitz &
Boyd, 1990), foram utilizados para remogdo do efeito de
empacotamento cristalino entre os atomos entre os atomos
utilizando um valor de 14 A para a interagdo de atomos
ndo ligados, ¢ um modelo de solvata¢do implicita (Still et
al., 1990). O programa Visual Molecular Dynamics (VMD)
(Humphrey et al., 1996) foi utilizado para visualizar o
resultado do modelo refinado. Finalmente, o modelo foi
validado através dos programas PROCHECK 3.4 e Afomic
Non-Local Environment Assessment (ANOLEA) (Melo &
Feytans, 1998), que geram, respectivamente, o Grafico de
Ramachandran (Ramachandran et al., 1963) e calculos de
energia sobre todos os atomos pesados da cadeia lateral.

RESULTADOS

O banco de dados NCBI forneceu a sequéncia
primaria do CysLTRI presente no cromossomo X do
genoma humano (Fig. 1), a qual possui uma sequéncia
de 337 aminoacidos. Adicionalmente, o NCBI classifica
esta proteina como membro da superfamilia de receptores
acoplados a proteina G ativada pelo LTD4, resultando na
contragdo do musculo liso, edema, migragdo de eosinoéfilo
e formag@o de muco no pulméo.

ORIGIN
1 mdetgnltvs satchdtidd frnqvystly smisvvgffg ngfvlyvlik tyhkksafqv
61 yminlavadl lcvetlplrv vyyvhkgiwl fgdflcrlst yalyvnlycs iffmtamsff
121 rciaivipvq ninlvtgkka rfvevgiwif viltsspflm akpgkdeknn tkcfeppgdn
181 qtknhvlvlh yvslfvgfii pfviiiveyt miiltllkks mkknlsshkk aigmimvvta
241 aflvsfmpyh iqrtihlhfl hnetkpcdsv lrmgksvvit lslaasnccf dpllyffsgg
301 nfrkrlstfr khslssvtyv prkkaslpek geeickv

Figura 1: Sequéncia primaria do receptor CysLTR1 humano
depositada no NCBI.

A sequéncia primaria do CysLTR1 foi submetida
ao programa BLAST que ranqueou as proteinas com
maior grau de identidade depositadas no PDB. A Tabela
1 mostra os resultados obtidos pela busca BLAST. Dentre
as possiveis proteinas apresentadas pelo programa, as
estruturas cristalograficas sob codigo PDB 2RH1, 1L9H,
1HZX ¢ 1F88 sdo candidatas a moldes para construcdo
do modelo. No entanto, dentre estas, a proteina molde
que apresentou melhor pontuacdo, resolugdo e identidade
foi 2RHI1, cuja estrutura cristalizada ¢ do receptor f3,-
adrenérgico humano, receptor ligado a proteina G. A
Tabela 1 mostra que o receptor apresentou o maior grau de
identidade (25%) com a sequéncia primaria do CysLTRI1.
Apesar deste valor de identidade ser considerado limite na
metodologia de modelagem comparativa (Lorenza, 2009;
Pinheiro et al., 2012), o modelo gerado pode ser refinado e
validado em etapas posteriores, as quais mostram a acuracia
necessaria para ser utilizado em estudos de ancoragem
molecular (Andrade et al., 2009; Andrade et al., 2012). A
Figura 2 mostra o alinhamento sequencial entre CysLTR1
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(query) e 2RH1 (sbjct). O alinhamento inicia-se entre as
serinas de ambas as proteinas, Ser10 e Ser24 para CysLTR1
e 2RHI, respectivamente, ¢ termina com o alinhamento
entre [le212 e Val229. Apenas quatro gaps foram gerados
neste alinhamento, os quais podem ser eliminados com
processo de refinamento de geometria.

Tabela 1: Pontuacdo, resolugdo, e identidade de proteinas
depositadas no PDB obtidos pela busca BLAST contra a sequéncia
primaria do receptor CysLTR1.

Codigo PDB Pontuagéo Resolugéo (A) Identidade (%)
2RH1 6e-07 2,40 25
1L9H 1e-06 2,60 18
1HZX 1e-06 2,80 18
1F88 1e-05 2,80 18

Score = 53.9 bits (128), Expect = 7e-08, Method: Compositional matrix adjust.
Identities = 54/211 (25%), Positives = 95/211 (45%), Gaps = 13/211 (6%)

Query 10  SSATCHDTIDDFRNQVY----STLYSMISVVGFFGNGFVLYVLIKTYHKKSAFQVYMINL 65
SA HD Ré+V+ +S¢I ¢4 PFGN V¢ +K ++ 44+ 4L
Sbjct 24  SHAPDRDVIQQ-RDEVWVVGMGIVMSLIVLAIVEGNVLVITAIARFERLQIVINYFITSL 82

Query 66 AVADL-LCVCTLPLRVVYYVAKGIWLFGDFLCRLSTYALYVNLYCSIFFMTAMSFFRCIA 124
ARL++ +P ++R+HEGHFC T RRRSERRMVRRERA
Sbject 83  ACADLVMGLAVVPFGAAHILMK-MATFGNFWCEFWISIDVLCVIASIETLCVIAVDRYFA 141

Query 125 IVFPVGNINLVIQRKAREVCVGIWIFVILTS-SPFLMAKPQKDERNNTKCFEPRQ--DNQ 181
I P+ +L#4T+KAR+ ++WI LIS P M + + Ct D
Sbjct 142 ITSPFRYQSLLTKNKARVIILMVWIVSGLTSFLPIQMHWYRATHQEAINCYARETCCDF? 201

Query 182 TRNHVLVLHYVSLEVGFIIPEVIIIVCYIMI 212
T + S VE 4P VIH Yé+
Sbjct 202 TNQAYAI---ASSIVSFYVPLVIMVEVYSRV 229

Figura 2: Alinhamento seqiiencial da proteina homoéloga a
proteina CysLTR1.

3

oy "

Figura 3: A) Modelo do receptor CysLT1 complexado com os
ligantes CLR412 ¢ CLR414; B) Descri¢ao detalhada do sitio
ativo.
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A sequéncia primaria do receptor foi submetida ao
programa SWISS-MODEL que utilizando a estrutura 3D
do 2RH1 promoveu a geragdo do modelo para CysLTR1. A
seguir, as coordenadas atomicas dos leucotrienos CLR412
e CLR414 presentes na estrutura 2RH1 foram transferidas
para o modelo, formando um complexo ligante-receptor
(CysLTR1-CLR412/CLR414). Finalmente, o complexo
CysLTR1-CLR412/CLR414 foi refinado pelo programa
AMBER 11. A Figura 3 mostra o complexo refinado
gerado pela metodologia de modelagem comparativa.
Como pode ser observado, este modelo possui cinco 5
a-hélice e quatros 4 folhas f-antiparalelas (Fig. 3A). Com
a inclusdo dos ligantes CLR412 e CLR414, ¢ possivel
estudar as interagdes intermoleculares presente no sitio
ativo através da selegdo de aminoacidos que distam 6A
dos ligantes (Fig. 3B). Os aminoacidos Argl41, Cysl44,
Vall45, Leu71, Leu98, Thr75 sdo os responsaveis pela
interagdo entre CysLTR1 e CLR412/CLR414. Além disso,
aArgl41 interage com os ligantes através de uma interagao
eletrostatica entre o grupamento guanidinico com grupos
carboxilatos dos ligantes, enquanto as demais interagdes
sdo predominantemente de carater hidrofobico.

A seguir, o modelo foi validado quanto a qualidade
da estereoquimica da cadeia lateral através do Grafico de
Ramachandran gerado pelo programa PROCHECK (Fig.
4). Este modelo apresenta 91,2%, 6,8%, 1% ¢ 1%, em
regides mais favoraveis, regioes adicionalmente permitidas,
generosamente permitidas e regides ndo permitidas,
respectivamente. Segundo andlise da qualidade do modelo,
este deve ter no minimo 90% dos aminoacidos nas regides
mais favoraveis. Os aminoacidos presentes no sitio ativo
do 2RH1, como Ser326, Ala231, Asnl131, Argl4l e Cys144
(Cherezov et al., 2007), estdo conservados no modelo do
CysLTR1. Adicionalmente, nenhum destes encontra-se em
regides ndo permitidas.

Psi (degrees)

-1354

480 B35 S0 45 0 45 90 135 180
Phi (degrees)

Figura 4: Gréfico de Ramachandran do modelo de proteinas
CysLTRI1 obtido a partir da estrutura cristalografica PDB: 2RH1.
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Além disso, o modelo foi validado quanto aos
“choques” dos atomos pesados (carbono, oxigénio,
nitrogénio, e enxofre) da cadeia lateral através do programa
ANOLEA. O ANOLEA assume que valores negativos de
energia representam um ambiente favoravel para estes
atomos e valores positivos representam ambiente de
energia desfavoravel, sendo caracterizado pelas cores em
verde e vermelho, respectivamente. Assim, foi realizada
uma validacdo do modelo antes e ap6s o refinamento pelo
campo de forca AMBER. A Figura SA mostra que a maior
parte dos atomos do modelo encontram-se em ambiente ndo
favoravel. Apds o refinamento, a estrutura foi novamente
submetida a analise. Como pode ser observado na Figura
5B, houve uma melhora significativa, pois, a maioria dos
atomos estd em regides energeticamente mais favoraveis,
assumindo valores negativos de energia.

A energia de ligagdo entre receptor e ligante foi
determinada pela diferenca entre a energia potencial
do complexo com o receptor e o ligante separadamente
(energia do complexo ligante-proteina = proteina sem
ligante, e somente o ligante). Assim a energia do complexo
CysLTR1-CLR412/CLR414 ¢ igual a -3,46 kcal/mol,
mostrando que o ligante estabiliza a proteina modelo
através de interacdes favoraveis.

rh
20

10

|
-18
10 20 30 40 S0 B0 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 230 230 300 510313

A

Anolea Energy (E/KT)

Residue number

Anolea Energy (E/KT)
°

10 20 00 40 S0 60 70 80 30 100 110 120 150 140 150 160 170 10 130 200 210 220 230 240 250 260 270 260 230 300 310 313
Residue nunber

Figura 5: Graficos de avaliagdo do modelo obtido através do
software ANOLEA. A) antes do refinamento; B) avaliacdo apos
o refinamento.
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DISCUSSAO

O emprego da metodologia in silico demonstra
ser extremamente importante na tentativa de auxiliar no
planejamento de ligantes para diferentes alvos moleculares
e contribuir para a identificacdo de compostos ativos de
diferentes classes terapéuticas (Carregal et al., 2012; Leite
et al., 2012). Esse fato se deve a redugdo significativa do
tempo e custo das pesquisas. Utilizando as ferramentas
computacionais, foi possivel obter um modelo de estrutura
3D do CysLTRI1. A qualidade deste modelo foi avaliada
por trés metodologias diferentes, ou seja, quanto a
estereoquimica, a0 empacotamento ¢ a geometria do sitio
ativo. Adicionalmente, o valor negativo de energia de
ligag@o sugere que o ligante esta acomodado na cavidade
catalitica. Embora o modelo construido tenha sido gerado
por um molde com um valor limite para a metodologia
de modelagem comparativa por homologia (25%); a
combinag¢do de distintos métodos de validagdo sugere
que este modelo podera ser empregado nas metodologias
de ancoragem molecular e de novo design, dando
continuidade no processo de desenvolvimento racional de
farmacos contra a asma. Como resultado final de todo o
processo, novos ligantes capazes de se ligarem ao receptor
de forma mais efetiva e seletiva poderdo ser racionalmente
planejados.

Neste trabalho ressaltamos ainda a importancia
da modelagem comparativa por homologia como uma
ferramenta util para resolver questdes nas quais os métodos
experimentais ainda apresentam limitagdes, como no caso
da estrutura do CysLTRI, que até o presente momento
ndo foi resolvida pelos métodos convencionais como
Ressonancia Magnética Nuclear e cristalografia de raios-X.

ABSTRACT

Building of CYSLTR1 Receptor by
Comparative Modeling

Asthma is a chronic inflammatory disorder of the
airways characterized by contraction of the smooth
muscle of the bronchioles, causing their partial
obstruction and making it difficult to breathe. The
World Health Organization (WHO) estimates that 300
million people currently suffer from asthma, which is
more common among children. In 2005 alone, 255,000
people died of asthma. The cysteinyl leukotrienes,
derived from arachidonic acid, are considered the
most potent mediators of the asthmatic process,
being indicated as key mediators of reversible airway
inflammation. In the past 20 years, great efforts have
been made to identify and develop leukotriene receptor
antagonists, in the quest to improve the treatment of
asthma, limit its morbidity and reduce the side-effects of
current drugs. Therefore, the objective of this study was
to build a theoretical model of the cysteinyl leukotriene
receptor, CysLT1, by Comparative Modeling. We
conclude that the model generated by computational
methods and presented in this paper may help in future
studies, especially where docking and de novo design
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are involved, in which new ligands from diverse sources
are tested in silico against the CysLT1 receptor.
Keywords: Asthma. Comparative modeling. CysLTR1.
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