o

=

UNIVERSIDADE FEDERAL DO OESTE DO PARA
INSTITUTO DE SAUDE COLETIVA '
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS DA SAUDE

GABRIELA DOS SANTOS RODRIGUES

ABORDAGEM COMBINADA DE TRIAGEM VIRTUAL INVERSA E BASEADA EM
LIGANTES NA IDENTIFICACAO DE ALVOS PROTEICOS PARA AFIDICOLINA

E NOVOS HITS CONTRA Leishmania major

SANTAREM
2022



GABRIELA DOS SANTOS RODRIGUES

ABORDAGEM COMBINADA DE TRIAGEM VIRTUAL INVERSA E BASEADA EM
LIGANTES NA IDENTIFICACAO DE ALVOS PROTEICOS PARA AFIDICOLINA

E NOVOS HITS CONTRA Leishmania major

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pds-Graduagao
em Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Oeste
do Pard, como requisito a obtencéo do titulo de mestre.
Orientadora: Prof. Dra. Gabriela Bianchi dos Santos.
Coorientador: Prof. Dr. Cleydson Breno Rodrigues dos
Santos.

SANTAREM
2022



FICHA CATALOGRAFICA

Dados Internacionais de Catalogacao-na-Publicagédo (CIP)
Sistema Integrado de Bibliotecas — SIBI/UFOPA

R696a

Rodrigues, Gabriela dos Santos

Abordagem combinada de triagem virtual inversa e baseada em ligantes na
identificacdo de alvos proteicos para afidicolina e novos hits contra Leishmania ma-
jor./ Gabriela dos Santos Rodrigues. — Santarém, 2022.

110 p. : il

Inclui bibliografias.

Orientadora: Gabriela Bianchi dos Santos.
Coorientador: Cleydson Breno Rodrigues dos Santos.

Dissertacdo (Mestrado) — Universidade Federal do Oeste do Par, Instituto de Saude
Coletiva, Programa de Pds-Graduagao em Ciéncias da Salde.

1. Leishmania major. 2. Afidicolina. 3. Modelagem molecular. I. Santos, Gabriela
Bianchi dos, orient. Il. Santos, Cleydson Breno Rodrigues dos, coorient. Ill. Titulo.

CDD: 23 ed. 616.9364

Bibliotecaria - Documentalista: Renata Ferreira — CRB/2 1440



/' PROGRAMA DE
POS GRADUAGAD EM
CIENCIAS DA SAUDE

UNIVERSIDADE FEDERAL DO OESTE DO PARA
INSTITUTO DE SAUDE COLETIVA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS DA SAUDE

ATA DE DEFESA DE DISSERTACAO DO PPGCSA

ATAN°2

Aos 29 dias do més de abril do ano de dois mil 2022, as 15h00min, na sala por meio da tecnologia
de comunicagdo a distancia "Google Meet" sob o link https://meet.google.com/vkb-kjja-xar,
conforme orientacdo da CAPES - Portaria N°36 de 19 de marco de 2020, realizou-se defesa de
Dissertacdo de Mestrado pelo Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncias da Satude de autoria de
Gabriela dos Santos Rodrigues, intitulada "Abordagem combinada de triagem virtual inversa e
baseada em ligantes na identificagdo de alvos proteicos para afidicolina e novos hits contra
Leishmania major". A Banca Examinadora constituiu-se por: Prof. Dr. Ryan da Silva Ramos
(UEAP — Avaliador 1); Prof. Dr. Glauber Vilhena da Costa (UNIFAP — Avaliador 2) e Profa. Dra.
Kelly Christina Ferreira Castro (UFOPA - Avaliador 3). Seguindo o regimento interno do curso,
o presidente da banca Prof(a). Dr(a). Gabriela Bianchi dos Santos (Orientadora) abriu a sessao,
passando a palavra para a mestranda, que fez a exposi¢ao da sua Dissertag¢do. Findada a arguicao,
a banca examinadora e o orientador reuniram-se em outra sala virtual, sem a presenca da candidata
e do publico, tendo a Banca Examinadora deliberado por sua: (X) APROVACAO, condicionada
as correcoes sugeridas pela Banca Examinadora e entrega da versao corrigida no prazo de 30 dias
a contar da data da defesa. Nada mais havendo por constar, lavrou-se e fez-se a leitura da presente
ata que segue assinada pelos membros da Banca Examinadora, Presidente (orientador(a)) e
mestrando(a).

Santarém-Para. 29 de Abril de 2022.

£ =
TQ\-(J‘(L’YL dp., S;.Qu% ({ouvvos
Avaliador 1 — Prof. Dr. Ryan da Silva Ramos

6{70,(/.»&4/ (a/‘l/lé‘l’l/e{ da L)QMLQ

Avaliador 2 — Prof. Dr. Glauber Vilhena da Costa

40, 0% . @

Avaliador 3 — Profa. Dra. Kelly Christina Ferreira Castro

dee Bia os Santos
ocente/UFOPA
SIAPE: 2375623

Presidente — Profa. Dra. Gabriela Bianchi dos Santos

Mestranda — Gabriela dos Santos Rodrigues




DEDICATORIA

Aos meus familiares por todo
apoio nessa etapa da minha

carreira cientifica.



AGRADECIMENTOS
A minha orientadora Prof. Dra. Gabriela Bianchi dos Santos pela dedicac&o a este trabalho, por
ter sempre palavras de incentivo e pela confianga. Sem ddvidas, a senhora € uma grande inspi-

racdo para a minha carreira cientifica.

Ao Prof. Dr. Cleydson Breno Rodrigues dos Santos pela valiosa colaboragéo e orientacéo neste

projeto.

Ao Laboratdério de Modelagem e Quimica Computacional (LMQC) da UNIFAP onde parte
deste projeto foi executada.

Ao colega Me. Lucio Rocha de Lima pela grande ajuda na execucdo de softwares e servidores

web de modelagem molecular utilizados na pesquisa.

Ao0s meus pais Rose e Jodo por serem meu porto seguro nessa trajetoria desafiadora.

Ao meu companheiro David por sempre me incentivar e vibrar pelas minhas conquistas.

As amigas da primeira turma do mestrado em Ciéncias da Satde pela uni&o e forca diante de

todos os obstaculos nessa jornada.

A CAPES pela bolsa de mestrado por meio do processo n°. 88887.472746/2019-00.

A FAPESPA pelo fomento através do novo acordo de novembro de 2021.

Ao Programa de Pos-Graduacdo em Ciéncias da Saude pelo fomento de elaboracdo de disser-
tacOes do atraves do Edital 04/2021.

Ao Programa de Desenvolvimento da Pés-Graduacdo (PDPG — Amazonia Legal), Projeto
“Consolidacao da Pos-Graduacao em Ciéncias da Satde com foco em Biotecnologia e Inovacao
terapéutica para atengdo a saude” pelo fomento a pesquisa através do Auxilio (AuxPE) n°.
0817/2020.



RESUMO

A leishmaniose compreende um grupo de doencas causadas por protozoarios do género Leish-
mania, prevalente em paises tropicais e em desenvolvimento. Os farmacos disponiveis para as
formas de leishmaniose apresentam problemas de toxicidade e resisténcia dos parasitas, tor-
nando necessaria a busca por novos agentes terapéuticos. A modelagem molecular € um campo
atil para o planejamento de farmacos antiparasitarios mais seguros e eficientes, especialmente
de fontes naturais. Existem diversos produtos naturais ativos sobre Leishmania spp., dentre eles
a afidicolina, um inibidor seletivo de DNA polimerase-a viral ¢ humana, produzido por fungos
Cephalosporium aphidicola e Nigrospora sphaerica, com mecanismo de acdo antiparasitario
desconhecido. Portanto, a presente pesquisa teve como objetivos identificar potenciais alvos
bioldgicos da afidicolina e derivados através de triagem virtual reversa. A busca de alvos de
Leishmania major foi realizada no Protein Data Bank (PDB). Os alvos selecionados para do-
cking molecular no servidor DockThor foram aqueles cujos ligantes mostraram valores de mo-
lecular overlay (sobreposicdo) >0,5 em relacio a afidicolina e valores de RMSD<2 A. Assim,
as enzimas N-miristoiltransferase (NMT), metionil t-RNA sintetase (MetRS) e map-quinase
(MAPK) foram elencadas como possiveis alvos de afidicolanos. Considerando as propriedades
farmacocinéticas e fisico-quimicas inadequadas da afidicolina e derivados, foi realizado o ali-
nhamento das moléculas no servidor PharmaGist para construcdo de modelo farmacoforico. O
modelo foi avaliado por analise grupamento hierarquico (HCA) e correlacdo de Pearson no
software Minitab. Devido ao nimero de propriedades hidrofébicas, um modelo foi construido
para cada alvo e submetido a triagem virtual no servidor Pharmit. Os hits encontrados foram
filtrados através de calculo de propriedade farmaco-similar no software Osiris DataWarrior,
alertas de toxicidade no software Derek e farmacocinética no servidor PreADMET. O servidor
SwissADME também foi utilizado para predicdo da solubilidade em agua e viabilidade sinté-
tica. Ao final de todas essas etapas, foram encontradas 2 moléculas para NMT, 09 para MetRS
(sendo duas em comum a NMT) e nenhuma para MAPK. A fim de avaliar a seletividade das
moléculas em funcéo da afinidade de ligacdo (AG), todas elas foram ancoradas em NTM, Me-
tRS e MAPK atraves do servidor DockThor. Analises estatisticas dos 07 melhores valores de
AG de cada complexo foram realizadas no software GraphPad Prism por meio dos testes
ANOVA-one way e ANOVA-two way, utilizando os ligantes co-cristalizados como controle
positivo e a miltefosina como controle negativo, por ndo apresentar atividade conhecida sobre
os alvos supracitados. As moléculas mostraram valores de AG estatisticamente significativos
somente quando foram ancoradas com NMT e MAPK, destacando os ligantes MP-002-507-
460, MP-002-528-375 e MP-002-911-105. No entanto, foi observada seletividade consideravel
para NMT. Apoés andlise das interagBes intermoleculares no software Discovery Studio, apenas
MP-002-507-460 e MP-002-911-105 apresentaram mais interacdes com os residuos de amino-
acidos do sitio de ligacdo de NMT. A predicéo da atividade bioldgica atraves do servidor PASS
revelou que as duas moléculas, analogas de esteroides, exibiram probabilidade moderada de
atuarem como agentes leishmanicidas. Assim, as duas moléculas encontradas por meio de tria-
gem virtual sdo candidatas promissoras a ensaios in vitro sobre modelos de LMNMT para vali-
dacéo dos resultados tedricos apresentados neste trabalho.

Palavras-chave: Leishmaniose. Afidicolina. Modelagem molecular. Triagem virtual inversa.



ABSTRACT

Leishmaniasis are a group of diseases caused by protozoa of the genus Leishmania, prevalent
in tropical and developing countries. The existing drugs presents serious limitations such as
toxicity and parasite resistance, therefore, the search for new therapeutic agents is necessary.
Molecular modeling methods are useful to facilitate the design of safer and more efficient an-
tiparasitic drugs, especially from natural sources. There are several natural products active
against Leishmania spp., including aphidicolin, a selective inhibitor of viral and human DNA
polymerase-a, produced by fungi Cephalosporium aphidicola and Nigrospora sphaerica, with
an unknown antiparasitic mechanism of action. Hence, this work aimed to find potential bio-
logical targets of aphidicolin and derivatives through inverse virtual screening. We used Protein
Data Bank (PDB) to search Leishmania major targets. The targets selected for molecular dock-
ing on DockThor web server were those whose ligands showed molecular overlay values >0.5
relative to aphidicolin and RMSD values<2 A. Thus, we considered N-myristoyltransferase
(NMT), methionyl t-RNA synthetase (MetRS) and map-kinase (MAPK) as possible targets of
aphidicolans. Considering the poor pharmacokinetic and physicochemical properties of aphi-
dicolin and derivatives, we used PharmaGist server to align the molecules and to build a phar-
macophoric model. We evaluated the model by hierarchical cluster analysis (HCA) and Pear-
son's correlation in Minitab software. Due to the number of hydrophobic properties, we built a
pharmacophoric model for each target and we subjected to virtual screening on the Pharmit
server. After that, we filtered the hits through drug-similar property calculation in Osiris Data-
Warrior software, as well toxicity alerts in DEREK software and pharmacokinetics on PreAD-
MET web server. We used SwissADME web server to predict water solubility and synthetic
accessibility. In the end, we selected only 02 molecules for NMT, 09 for MetRS (02 in common
with NMT) and none for MAPK. In order to evaluate the selectivity of the molecules consider-
ing the binding affinity (AG), we anchored all of them in NTM, MetRS and MAPK on Dock-
Thor. Statistical analyzes of the 07 best values of AG of each complex were performed in the
GraphPad Prism software by means of the ANOVA-one way and ANOVA-two way tests, using
the co-crystallized ligands as positive control and the miltefosine as a negative control, because
there is no known activity against the mentioned targets. The molecules showed statistically
significant AG values only when they were anchored with NMT and MAPK, mainly the ligands
MP-002-507-460, MP-002-528-375 and MP-002-911-105. However, we observed considera-
ble selectivity for NMT. After analyzing the intermolecular interactions in Discovery Studio
software, only MP-002-507-460 and MP-002-911-105 showed more interactions with the
amino acid residues of the NMT binding site. The prediction of biological activity through the
PASS server revealed that the two molecules, steroid analogues, exhibited a moderate proba-
bility of acting as leishmanicidal agents. Thus, the two molecules found through virtual screen-
ing are promising candidates for in vitro assays on LmNMT models to validate the theoretical
results presented in this work.

Keywords: Leishmaniasis. Aphidicolin. Molecular modeling. Inverse virtual screening.
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1 INTRODUCAO

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) classifica como doencas tropicais negli-
genciadas (DTNs) um grupo de doencas transmissiveis que apresentam maior prevaléncia em
paises em desenvolvimento (WHO, 2022a). Essas doencas representam um grande problema
de salde publica devido a alta morbidade e mortalidade associadas, com estimativas de mais
de um bilh&o de infectados em todo o mundo, com maior concentracdo em regides como Africa
Subsaariana, Asia e América Latina (RAMIREZ; GUHL, 2012). S&o exemplos de DTNs algu-
mas infeccdes virais como raiva, dengue e chikungunya, bacterianas como hanseniase, Ulcera
de Buruli, tracoma e bouba, fingicas como micetoma, cromoblastomicose, bem como acidentes
ofidicos (WHO, 2022a). Porém, das DNTs mais importantes, a maioria é de origem parasitaria,
incluindo as diferentes formas clinicas da leishmaniose, doenga de Chagas, tripanossomiase
humana africana, esquistossomose, filariose linfatica, oncocercose, teniase/cisticercose e equi-
nococose (WANG, 2017; WHO, 2022a).

As leishmanioses representam um grupo de doencas transmitidas por protozoarios
do género Leishmania através da picada de mosquitos vetores dos géneros Phlebotomus ou
Lutzomyia. As formas clinicas da leishmaniose, cutdnea, mucocutanea e visceral, s&o endémicas
de regides tropicais e subtropicais do globo, abrangendo 98 paises na Europa, Africa, Asia e
América Latina. Apesar da vasta area de ocorréncia, mais de 90% dos casos de leishmaniose
visceral estdo concentrados no Brasil, Bangladesh, Etidpia, india, Suddo e Sud&o do Sul (AL-
VAR et al., 2012). Anualmente ocorrem entre 0,7 a 1 milhdo de novos casos, e aproximada-
mente 20.000 a 30.000 pessoas morrem pela doenca, principalmente por leishmaniose visceral,
cuja taxa de mortalidade € superior a 95% na auséncia de tratamento (WHO, 2022b).

Com a baixa prioridade pela industria farmacéutica, as estratégias de gerenciamento
da leishmaniose dependem significativamente dos farmacos disponiveis no mercado para o seu
tratamento. A maioria deles, entretanto, foi desenvolvida ha mais de meio século e apresenta
sérias reacOes adversas, além do notavel surgimento de cepas de parasitas resistentes a esses
farmacos (SINGH et al., 2019). Desse modo, a busca por novos agentes terapéuticos se faz
necessaria, devendo partir da identificacdo e otimizacdo de candidatos a farmacos que tenham
como alvos enzimas ou rotas metabolicas que ndo existam em seus hospedeiros, a fim de evitar
possiveis efeitos colaterais (YUNTA etal., 2019).



15

Atualmente, as estratégias adotadas na quimica medicinal para o planejamento ra-
cional de novos candidatos a farmacos tém sido direcionadas para o estudo detalhado da estru-
tura dos ligantes bioativos e das moléculas-alvos. Os métodos convencionais experimentais séo,
em geral, demorados e exigem instalacfes e equipamentos especificos, sendo muito custosos.
Assim, a modelagem molecular se apresenta como uma alternativa para o planejamento de far-
macos (BARREIRO; FRAGA, 2014). Trata-se de um sistema de estudos que permite gerar,
manipular e/ou representar de maneira realista as estruturas moleculares, podendo ser realizado
por computadores e ferramentas que auxiliam na interpretacdo da relacdo entre a estrutura e a
atividade bioldgica (ANDREI et al., 2012). Entre as abordagens mais empregadas no planeja-
mento de farmacos estdo a triagem virtual baseada em ligantes e estrutura, bem como o estudo
da estrutura versus atividade farmacolégica (RODRIGUES et al., 2012).

No cenério de descoberta de novas substancias antiparasitarias, os metabélitos e/ou
subprodutos de organismos vivos como plantas, animais e microrganismos, também chamados
de produtos naturais, representam uma fonte inexplorada de novos quimiotipos com potencial
terapéutico (CHEUKA et al., 2017; NEWMAN; CRAGG, 2020). Entre os exemplos de farma-
cos antiparasitarios de origem vegetal estdo a quinina, isolada da espécie vegetal Cinchona
officinalis, a artemisinina oriunda da Artemisia annua (ver Figura 1). Em relagdo aos compostos
bioativos de origem microbiana, aproximadamente trés quartos sdo provenientes de actinobac-
térias, especialmente do género Streptomyces. Os exemplos de farmacos antiparasitarios apro-
vados incluem a ivermectina isolada de Streptomyces avermitilis e alguns leishmanicidas, como
anfotericina B e paromomicina, produzidas por S. nodosus e S. krestomuceticus, respectiva-
mente (ABDEL-RAZEK, 2020).
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Figura 1 — Estrutura quimica de produtos naturais e derivados de produtos naturais antiparasitarios.
- = H :

Artemisinina (Artemisin®)  Arteméter (Artemetheri®)  Artesunato (Arinate®) Arteéter (Artemotil®)
PN*(vegetal) DPN#(vegetal) DPN*(vegetal) DPN*(vegetal)
Fonte: Artemisia annua Fonte: artemisinina Fonte: artemisinina Fonte: artemisinina

Data de aprovagdo: 1987 Data de aprovagdo: 1987 Data de aprovagdo: 1987 Data de aprovacio: 2000

Ivermectina (Mectizan®) Quinina (Quinimax®) Mefloquina (Fanzimef®) Tafenoquina (Etaquine®)
PN*(microrganismo) PN*(vegetal) DPN* (vegetal) DPN# (vegetal)
Fonte: Streptomyces avermitilis ~ Fonte: Cinchona officinalis Fonte: quinina Fonte: quinina
Data de aprovagdo: 1987 Data de aprovagao: 1934 Data de aprovagdo: 1985 Data de aprovagao: 2018

Fonte: NEWMAN; CRAGG, 2020. PN*= produto natural; DPN#= derivado de produto natural.

Entre as classes de produtos naturais os terpendides sdo bem conhecidos por diver-
sas propriedades bioldgicas como atividade anti-inflamatdria, antitumoral, antibacteriana, anti-
fungica, antiviral e antiparasitaria (SINGH; SHARMA, 2015). Os estudos na literatura envol-
vendo terpenos e Leishmania spp. se limitam a avaliac@es in vitro utilizando o parasita integro.
Em investigacdo realizada por Santos et al. (2013) diterpenos isolados da dleorresina de Copai-
fera officinales mostraram acéo in vitro contra formas amastigotas e promastigotas de L. ama-
zonensis. Diterpenos de outras fontes naturais, como corais marinhos (Plumarella delicatis-
sima) e esponjas (Dendrilla antarctica), também se mostram potenciais inibidores de L. dono-
vani (THOMAS et al., 2018; SHILLING et al., 2020). Através dos resultados de uma triagem
virtual baseada em estrutura bem-sucedida Herrera-Acevedo et al. (2021) identificaram dois
diterpendides do tipo caurano ativos in vitro sobre a enzima pteridina redutase-1 de L. major.

A afidicolina € um diterpeno tetraciclico isolado de culturas dos fungos Cephalos-
porium aphidicola e Nigrospora sphaerica (BRUNDRET, 1972). Essa molécula € bem conhe-
cida pela interrupcéo seletiva da sintese de acido desoxirribonucleico (DNA) de células euca-
ridticas através da inibigdo da enzima DNA polimerase-o. (OHASHI; TAGUCHI; IKEGAMI,
1978; SALA etal., 1980; GEUSKENS et al.,1981; SPADARI; SALA; PEDRALI-NQOY, 1982).
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Mais recentemente, estudos realizados com a afidicolina e seus derivados semissintéticos, mos-
traram alta atividade in vitro sobre Leishmania spp. e Trypanosoma cruzi (KAYSER et al.,
2001; SANTOS et al., 2014; SANTOS et al., 2016).

Embora a atividade antiparasitaria da afidicolina descrita na literatura seja promis-
sora, 0 mecanismo de como esse produto natural ou os seus derivados semissintéticos atuam
sobre os parasitas ainda permanece incerto, 0 que demanda estudos mais detalhados sobre sua
estrutura quimica e os grupos funcionais que estdo associados a sua atividade bioldgica, bem
como, do alvo de acdo do farmaco em celulas dos parasitas. Assim, este estudo tedrico teve
como objetivo levantar potenciais alvos biologicos de L. major que sejam modulados pela afi-
dicolina e derivados semissintéticos produzidos por Kayser et al. (2001) e Santos et al. (2014),

bem como selecionar novos hits com melhores perfis de toxicidade e farmacocinética.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Identificar alvos proteicos de Leishmania major para afidicolina e afidicolanos atra-

vés de triagem virtual inversa e busca de novos hits por métodos de modelagem molecular.

2.2 Obijetivos Especificos

Identificar alvos de Leishmania major promissores através de triagem virtual inversa;

e Realizar docking molecular com os alvos cujos ligantes apresentem similaridade esté-
rica e eletrdnica a afidicolina e alvos validados por re-docking;

e Construir modelo farmacoéforo resultante do alinhamento da afidicolina com derivados
ja descritos na literatura;

e Realizar triagem virtual a partir do melhor modelo farmacoforico obtido;

e Selecionar os hits por meio do calculo de propriedade farmaco-similar, auséncia de aler-
tas de toxicidade, perfil farmacocinético adequado, célculo de solubilidade em &gua e
de acessibilidade sinteética;

e Realizar ancoramento molecular entre os alvos encontrados na triagem virtual inversa e

hits mais promissores.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Leishmaniose

A leishmaniose compreende um grupo de enfermidades infecciosas causadas por
protozoarios do género Leishmania spp. Mais de 20 espécies deste género produzem formas
clinicas que afetam a pele (leishmaniose cutanea, LC), as membranas mucosas (leishmaniose
mucocutanea, LMC) e as visceras (leishmaniose visceral, LC) de seres humanos e outros ver-
tebrados (Tabela 1) (INCEBOZ, 2019). Os parasitas sdo transmitidos através da picada de fé-
meas hematofagas do mosquito-p6lvora pertencentes aos géneros Phlebotomus endémico da
Africa, Asia, Oriente Médio e Mediterraneo, e Lutzomyia natural do Texas, nos Estados Unidos,
até a América do Sul (MITROPULOS; KONIDAS; DURKIN-KONIDAS, 2010; REY, 2013;
WHO, 2020). Nas Américas, as espécies que mais causam doencgas em seres humanos sao L.
braziliensis, L. amazonensis, L. guyanensis, L. panamensis, L. mexicana, L. venezuelensis, L.
pifanoi e L. infantum (COSTA, 2005).

Tabela 1 — Taxonomia da familia Leishmania, distribuicdo geografica e formas clinicas por espécie.

Regido L. (Leishmania) L. (Leishmania) L. (Viannia) L. (Viannia)
L. donovani L. major
Africa, Asia, L. infantum L. tropica
Oriente Médio e L. killicki
Mediterraneo L. aethiopica
L. infantum
L.infantum L. infantum L. braziliensis L. braziliensis
L. mexicana L.guyanensis L. panamensis
L. pifanoi L. panamensis
L. venezuelensis L. shawi
Américas L. garnhami L. naiffi
L. amazonensis L. lainsoni
L.lindenbergi
L. peruviana
L. colombiensis
Forma clinica  Visceral Cutanea Cuténea Mucocutanea

Fonte: World Health Organization (2010).

A area de distribuicdo da doenca abrange aproximadamente 90 paises nos tropicos,
subtropicos e sul da Europa (CDC, 2020), estando associada a fatores de risco como desnutri-

cao, deslocamento da populacdo, moradia precéria, deficiéncias no sistema imunoldgico e falta
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de recursos financeiros (WHO, 2020). Séo relatados, em média, 1,3 milhdo de novos casos de
leishmaniose por ano. Desses, em torno de 300.000 séo de LV, com maior prevaléncia em Ban-
gladesh, Brasil, Etiopia, india, Nepal e Sud&o; e 1 milhdo de casos de LC, especialmente em
paises como Afeganistdo, Argélia, Brasil, Colémbia, Ird, Paquistdo, Peru, Arabia Saudita, Siria
e Tunisia; e mucocutaneos relatados em maior propor¢éo no Brasil, Peru e Bolivia. A mortali-
dade pela leishmaniose visceral, a forma mais fatal da doenga, é estimada em 20.000 a 50.000
Obitos todos os anos (WHO, 2015). Dos 46.041 casos registrados nas Américas em 2018, 84%
(16.432) ocorreram no Brasil (PAHO, 2019). De 2002 a 2016, esse continente registrou au-
mento da taxa de mortalidade, alcancando, em 2016, a média de 7,9%, a maior taxa em relacao
aos outros continentes (PAHO, 2018; PAHO, 2019).

A leishmaniose é uma doenca espectral, ou seja, a forma clinica depende das espé-
cies de Leishmania envolvidas e da predisposi¢cdo aguda do sistema de defesa do hospedeiro
(REY, 2013). Desse modo, varia de les@es ulcerativas e cicatriciais autocuraveis (leishmaniose
cutanea, LC), ainfec¢es e lesbes corrosivas nas mucosas do nariz, boca e faringe (leishmaniose
mucocutanea, LMC) e leishmaniose visceral disseminada (LV) ou calazar, manifestada por fe-
bre, caquexia, hepatoesplenomegalia e morte, se ndo tratada (ASHFORD, 2000). Além disso,
pode surgir como uma doenga oportunista em individuos imunossuprimidos por infecgdo pelo
virus da imunodeficiéncia humana (human immunodeficiency virus, HIV), pacientes reumati-
cos, oncoldgicos e hematoldgicos que fazem uso de farmacos imunossupressores, como azati-

oprina, metotrexato, esteroides e ciclosporinas (BOGDAN, 2012).

3.1.1 Ciclo bioldgico de Leishmania spp.

O género Leishmania € parasita intracelular obrigatério de células do sistema fago-
citario mononuclear. O ciclo de vida desses parasitas é do tipo dimorfico, pois apresentam duas
formas evolutivas bem definidas que séo promastigotas (desenvolvem-se e vivem extracelular-
mente no flebotomineo) e amastigotas (multiplicam-se intracelularmente nos macrofagos do
hospedeiro) e, heteroxénico, pois necessita de dois hospedeiros para completar o ciclo: inver-
tebrado (flebotomineo) e vertebrado (mamiferos) (MELO FILHO, 2018) (ver Figura 2).
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Figura 2 — (A) Fémea de Phlebotomus papatasi; (B) Formas promatigotas (C) e amastigotas de Leishmania spp.
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Fonte: Maroli et al. (2013); CDC (2022).

A forma promastigota esta presente na saliva do mosquito-p6lvora infectado (Fi-
gura 3). (1) Ao picar o ser humano, o mosquito-polvora, através da probodscide, injeta os pro-
mastigotas na derme, (2) os quais séo fagocitados por macréfagos do hospedeiro. (3) No interior
dessas células, o carater acido do fagolisossomo induz a conversdo de promastigota (delgada e
flagelada) para a forma amastigota (arredondada) que possui apenas uma mitocondria e seu
DNA concentrado no cinetoplasto (4) (MURRAY; ROSENTHAL,; PFALLER, 2017).

Figura 3 — Ciclo biologico de Leishmania spp.
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As formas amastigotas se multiplicam nos macrofagos e, conforme ocorre a ruptura
celular, os tecidos sdo destruidos, liberando amastigotas que podem infectar outros macréfagos.
O estagio de amastigota € chamado de forma de diagndstico da leishmaniose, e é a forma in-
fectante para o mosquito-pélvora. (5,6,7) Os amastigotas ingeridos pelo mosquito durante o
repasto sanguineo sdo convertidos em promastigotas que se multiplicam por diviséo binaria no
intestino médio do flebotomineo. (8) Apds desenvolvimento, os promastigotas migram para o
aparelho bucal do mosquito, onde podem ser liberadas no hospedeiro durante o repasto sangui-
neo (KUMAR et al., 2014; MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2017).

3.1.2 Formas clinicas

A leishmaniose cutanea é uma doenca localizada, manifestada pela formacéo de
papula vermelha com bordas incrustadas no local da picada do mosquito-pélvora, geralmente,
entre duas semanas a dois meses ap0s 0 contato com o parasito. Por conta da irritacdo e do
prurido intenso, a papula evolui gradualmente para ulceragdes com formagdo de exsudato se-
roso no centro e bordas elevadas. Usualmente essas lesfes tendem a ser autolimitadas e cicatri-
zam por involugdo dentro de seis a 18 meses sem tratamento. Porém séo susceptiveis a infec-
cOes bacterianas secundarias e, frequentemente, deixam cicatrizes desfigurantes. Ao microsco-
pio, pode-se notar a presenca de granulomas, células gigantes e poucos parasitas (NEVES; LI-
NARDI; VITOR, 2005; KUMAR et al., 2014; MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2017).

A leishmaniose mucocutanea, também chamada de leishmaniose tegumentar ame-
ricana, apresenta periodo de incubacdo e formacdo de Ulceras primarias de forma semelhante
ao que ocorre na forma cuténea. Entretanto, diferente dessa Ultima, a forma mucocutanea aco-
mete também as mucosas, levando a sua destruicdo e de estruturas teciduais relacionadas, es-
pecialmente dos labios, gengiva, palato duro e mole, nariz, faringe e laringe. A doenca é resul-
tado da disseminacéo linfatica e hematogénica de amastigotas da pele para as membranas mu-
cosas. Na maioria dos casos, se manifesta entre dias a anos apos um caso de LC, mas também
pode se desenvolver como uma doenca primaria (sem qualquer histdria de acometimento pela
forma cuténea), simultaneamente & LC e em alguns casos de LV em individuos coinfectados
pelo HIV. Os sintomas comecam de forma inespecifica com congestdo e obstrucao nasal, epis-
taxe e rinorreia. A medida que a doenca evolui, atingindo a regido nasofaringea, podem surgir

disfagia, disfonia, perda dentaria, obstrucdo respiratoria grave e, nos casos mais Severos, 0
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6bito. Na LMC o diagndstico e tratamento precoces sdo imprescindiveis para evitar a progres-
séo da doenca, se ndo tratadas a tempo, as lesbes ndo curam espontaneamente, sao susceptiveis
a infecgdes secundarias e causam mutilacdo facial grave e desfigurante (NEVES; LINARDI,
VITOR, 2005; KUMAR et al., 2014; MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2017).

A leishmaniose visceral, conhecida como calazar, é uma doenca do sistema fagoci-
tico mononuclear, cujas manifestagdes clinicas surgem apos um periodo de seis meses a seis
anos. Pode se apresentar como uma infeccdo assintomatica e autolimitada, como uma doenca
fulminante aguda e fatal ou de forma cronica e debilitante (KARIMI; ALBORZI; AMANATI,
2016). Nos casos sintomaticos, as manifestacdes clinicas iniciais sdo inespecificas e ttm como
exemplos o aparecimento gradativo de febre, diarreia e anemia. Também sé&o relatados calafrios
e sudorese, 0 que pode levar a suspeita de infeccdo por parasitas do género Plasmodium sp. no
inicio dos sintomas (MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2017). Os parasitas se proliferam,
invadem as células do endotélio e sdo carreados para 6rgaos como figado e bago, onde causam
hepato e esplenomegalia, respectivamente. Alteragdes hematologicas, como trombocitopenia,
resultam em equimoses e sangramentos de mucosas. Além disso, é frequente a leucopenia, hi-
pergamaglobulinemia, hipoalbuminemia e linfadenopatia. A anorexia e a desnutrigdo levam a
debilidade do hospedeiro. Nestes pacientes o0 6bito ocorre por elevado parasitismo, por outro
lado, a ocorréncia de hemorragias e infeccdes secundarias (pneumonia, disenteria e tuberculose
pulmonar) sdo determinantes para a letalidade. Pode ocorrer lesdo renal pela formacéo de imu-
nocomplexos e invasdo as células glomerulares. A persisténcia da doenca predispde ao surgi-
mento de areas granulomatosas e hiperpigmentadas na pele chamadas de leishmaniose dérmica
pos-calazar, uma forma dermotrdpica da infeccdo pela espécie de Leishmania donovani. Nas
formas maculares e hipopigmentadas a presenca de parasitos é pequena, em compensacao, as
lesBes eritematosas e nodulares concentram uma carga parasitaria elevada (NEVES; LINARDI;
VITOR, 2005; KARIMI; ALBORZI; AMANATI, 2016; MURRAY; ROSENTHAL; PFAL-
LER, 2017).

3.1.3 Tratamento

Os agentes com eficacia conhecida contra as formas de leishmaniose incluem os

antimoniais pentavalentes, anfotericina B, paromomicina, pentamidina e miltefosina (Figura 4).
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Figura 4 — Farmacos utilizados no tratamento das diferentes formas de Ieishmaniose
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Fonte: Autora (2022).

Os antimoniais pentavalentes (SbY) constituem a primeira linha de farmacos em
varias regides do mundo para o tratamento das leishmanioses, estando em uso desde a década
de 1940 (MOORE; LOCKWOOD, 2010). Sdo farmacos administrados por via parenteral, as-
sociados a variados efeitos adversos, incluindo dor local, ndusea, vomito, mialgia, diarreia e
erupcBes cutaneas, até hepatotoxicidade e cardiotoxicidade (GUERIN et al., 2002). Os repre-
sentantes dessa classe sdo o antimoniato de meglumina (Glugantime®) e estibogluconato de
sodio (Pentostam®) (FREZARD; DEMICHELI; RIBEIRO, 2009). O mecanismo de agio dos
SbY parece necessitar da sua conversdo a forma trivalente (Sb""), capaz de inibir a enzima tri-
panotiona redutase, causando estresse oxidativo. O estibogluconato de sddio inibe diretamente
a enzima DNA topoisomerase | levando a inibicdo da replicacdo e transcricdo do DNA (PO-
LONIO; EFFERTH, 2008).

A anfotericina B é um macrolideo polieno isolado de culturas de Streptomyces no-
dosus (FREITAS-JUNIOR et al., 2012). Devido a baixa biodisponibilidade oral € administrada
por via parenteral (PASSERO et al., 2013). Esse farmaco inibe a biossintese de ergosterol pre-
sente na membrana celular do parasita, o que altera a permeabilidade da membrana, resultando
em distarbio eletrolitico e morte celular (BRITTAIN, 1994; PASSERO etal., 2013). Devido ao
grande potencial de causar nefrotoxicidade, manifestada por insuficiéncia renal aguda, € utili-
zada somente nos casos onde hé resisténcia parasitaria aos farmacos de primeira linha (FREI-
TAS-JUNIOR et al., 2012; SUNDAR; SINGH, 2018).
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A miltefosina é um agente antineoplésico pertencente a classe das alquilfosfocoli-
nas, cuja atividade sobre L. donovani é conhecida desde a década de 1980 (URBINA, 1997).
Dos farmacos antileishmania, foi o primeiro a ser administrado por via oral, sendo um avancgo
na terapia desse grupo de doencas. Por outro lado, é fortemente contraindicada durante a ges-
tacdo, devido ao seu alto potencial teratogénico e tempo de meia-vida de 7 dias. (SUNDAR,;
CHAKRAVARTY, 2015). O mecanismo de acdo esta relacionado a inibigdo da citocromo-c-
oxidase, resultando em disfuncdo mitocondrial e morte de parasitas (LUQUE-ORTEGA; RI-
VAS, 2007).

A paromomicina € um antibiotico aminoglicosideo isolado de Streptomyces rimo-
sus, utilizado por via parenteral para o tratamento da LV e formulagdes tdpicas para o trata-
mento da LC (SUNDAR; CHAKRAVARTY, 2015). O mecanismo de acdo antibacteriano se
da pela ligacdo a subunidade 30S ribossomal, causando a producdo de proteinas defeituosas,
atuando de forma semelhante sobre L. donovani (NO, 2016). Apesar do seu baixo custo, de
aproximadamente 10 dolares por paciente, a via de administracdo e efeitos adversos graves,
como nefrotoxicidade e hepatotoxicidade sdo fatores que limitam o seu uso (SUNDAR et al.,
2007; SUNDAR; CHAKRAVARTY, 2015).

A pentamidina é uma diamina aromatica utilizada desde a década de 1940 no trata-
mento da leishmaniose visceral, porém atualmente é mais empregada nas formas severas de
LC, administrada por via endovenosa ou intramuscular (MS, 2011). Efeitos secundarios irre-
versiveis, como o desenvolvimento de diabetes mellitus insulinodependente, levaram a reducao
da utilizacdo do farmaco (SUNDAR; CHATTERJEE, 2006). O mecanismo de acdo ainda nao
é completamente esclarecido, mas supde-se que a pentamidina se liga ao DNA do cinetoplasto
e interfere na replicacdo e transcricdo mitocondrial, além de inibir a recaptacdo de poliaminas,
como espermidina, essencial para crescimento e sobrevivéncia dos parasitas (SANDS; KRON;
BROWN, 1985; PEREZ-PERTEJO et al., 2006).

Portanto, considerando o que foi exposto acima, fica clara a existéncia de diversas
limitacBes das opgOes farmacologicas disponiveis até 0 momento para o tratamento da leish-
maniose, tanto em funcao dos efeitos adversos e toxicidade como na selecdo de cepas de para-
sitas resistentes aos farmacos. Outro ponto de preocupacao € a via de administracdo empregada
que € majoritariamente por via parenteral. Embora a miltefosina seja administrada por via oral,

a sua toxicidade, especialmente em mulheres de idade fértil, limita a sua utilizacdo (ROATT et
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al., 2020). Desse modo, a descoberta de outras entidades quimicas que oferecam melhor perfil

farmacoldgico, comodidade e seguranga para a populacdo afetada se mostra muito necesséaria.

3.2 Métodos in silico empregados na descoberta e planejamento de farmacos

O caminho da descoberta de uma molécula promissora até o desenvolvimento de
um medicamento eficaz, seguro e comercialmente viavel € muito complexo e envolve um
enorme esforco interdisciplinar (BISHT; SINGH, 2018). Com o0 avango na pesquisa e desen-
volvimento de areas do conhecimento que constituem o escopo de atuacdo da quimica medici-
nal, como a quimica e as ciéncias bioldgicas, tornou-se possivel planejar a descoberta e o de-
senvolvimento de novos farmacos (GUIDO; ANDRICOPULO, 2008). Partindo da premissa de
que a grande maioria dos farmacos disponiveis precisam interagir efetivamente com uma ma-
cromolécula-alvo para desempenhar sua atividade farmacoldgica, o planejamento de candidatos
a farmacos atualmente requer cada vez mais informagdes detalhadas sobre o alvo e o conjunto
de ligantes de interesse (BARREIRO; FRAGA, 2014).

Importante considerar que 0s avancos tecnologicos e investimentos maci¢os possi-
bilitaram as industrias farmacéuticas gerar grandes bases de compostos e realizar triagens bio-
I6gicas automatizadas em larga escala (HTS, do inglés High-Throughput Screening) para a des-
coberta de moléculas bioativas (MONTANARI, 2011). Apesar disso, nota-se uma baixa pro-
dutividade em termos de langcamento de novos farmacos pela industria farmacéutica, manifes-
tada por um pequeno nimero de exemplares aprovados pelas agéncias reguladoras de medica-
mentos. Torna-se evidente que o modelo de triagem de um nimero cada vez maior de moléculas
pode resultar em candidatos a farmacos que nao terdo éxito nos ensaios clinicos, precisando
urgentemente de revisdo (SCHNEIDER, 2012).

Nesse sentido, as ferramentas de desenho de farmacos auxiliados por computador
(CAAD, do inglés Computer Assisted Drug Design), podem otimizar tempo e recursos injeta-
dos nos ensaios de rastreio experimentais (LEENANDA; LINDERT, 2016).

A triagem virtual (VS, do inglés virtual screening) é um termo introduzido desde a
década de 1990, consistindo em uma ferramenta que utiliza algoritmos e modelos computacio-
nais para a avaliacdo de novas moléculas com potencial terapéutico (SCHNEIDER, 2010).

Desse modo, partindo de uma grande colecdo de compostos depositados em bancos de dados,
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a triagem virtual é utilizada para pré-selecionar aqueles com maior probabilidade de serem ati-
VO0S, 0S quais serdo priorizados nas metodologias experimentais in vitro (PATRICK, 2013). A
deteccdo e selecdo de moléculas ativas e ndo ativas € muito importante em uma pesquisa de
descoberta de novos hits (termo inglés para designar composto lider ou bioativo) (ZHENG,
2008).

Na triagem virtual, 0s compostos organicos promissores sao selecionados como li-
gantes de alvos moleculares de interesse, 0s quais na maioria das vezes sao enzimas, receptores
ou acidos nucleicos. Como resultado, podem ser sintetizados e, posteriormente, avaliados por
ensaios in vitro. As moléculas analisadas ndo necessariamente precisam existir e, com isso, ndo
h& consumo de material. Entretanto, dependendo da abordagem, este estudo necessita de co-
nhecimento prévio das propriedades espaciais e energéticas que sdo responsaveis pela interacéo
de um potencial ligante (KLEBE, 2006; RODRIGUES et al., 2012). Além disso, sdo requisitos
a estrutura tridimensional (3D) da macromolécula alvo, determinada por ressonancia magnética
nuclear (RMN), difracdo de raio-X ou por computador através de estratégias de modelagem; e
compostos com caracteristicas fisico-quimicas similares as de farmacos ja reconhecidos clini-
camente (ANDERSON, 2003). As abordagens mais comumente empregadas nesta estratégia
podem ser divididas em: triagem virtual baseada na estrutura (SBVS, do inglés Structure-based
Virtual Screening) e triagem virtual baseada no ligante (LBVS, do inglés Ligand-based Virtual

Screening) (Figura 5).

Figura 5 — Representacdo de metodologias de planejamento de fA&rmacos auxiliado por computador.

Triagem virtual

Identificagdo do alvo
Baseada em estrutura Baseada no ligante
(Requer estrutura 3D do alvo) (Requer informagdes do ligante)
* Predicdo do sitio ativo * Busca de similiridade
* Doking molecular * Mapeamento farmacoférico
* Projeto de novo * QSAR
Hits
Geragdo de compostos lideres
ADMET
Avaliag3o in vitro/ in vivo

Candidato a farmaco

Fonte: Adaptado de Leenanda; Lindert (2016).
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3.2.1 Triagem virtual baseada em estrutura

Das abordagens VS os métodos de SBVS sdo considerados mais eficientes para o
planejamento de novos farmacos. Essa estratégia engloba métodos que necessitam e exploram
a estrutura tridimensional (3D) do alvo biolégico (VAZQUEZ et al., 2020), obtida de dados
experimentais (cristalografia de raios-x, ressonancia magnética nuclear ou técnicas de espalha-
mento de néutrons) fator que limita a sua utilizacdo quando o alvo bioldgico complementar a
um ligante ndo é conhecido. Por outro lado, ao contrario das LBVS, ndo dependem unicamente
de dados experimentais ja disponiveis, uma vez que a estrutura 3D também pode ser derivada
de modelagem por homologia ou de simulagdes de dindmica molecular (LIONTA et al., 2014;
BATOOL; AHMAD; CHOI, 2019).

No SBVS a proteina de interesse é encaixada a bibliotecas de ligantes, disponiveis
comercialmente através de algoritmos computacionais. A energia de ligacdo resultante desse
encaixe é calculada através de func¢Bes de pontuagdo, necessitando de ensaios experimentais
posteriores para validar a ligacdo (BATOOL; AHMAD; CHOI, 2019).

Os exemplos de métodos de SBVS mais comumente utilizados sdo o docking mo-
lecular e a dindmica molecular. Essas técnicas computacionais tém grande aplicacdo na andlise
de energia de ligacdo e interacao entre ligante e proteina, as simulacdes de dindAmica molecular
também sdo capazes de avaliar as mudancas conformacionais que ocorrem durante o ancora-
mento (BATOOL; AHMAD; CHOI, 2019).

3.2.1.1 Docking Molecular

O docking molecular também conhecido como “atracamento molecular”, “ancora-
mento molecular” ou “docagem” ¢ um método de desenho de farmacos baseado em estrutura
que simula a interagdo molecular predizendo a orientagcdo preferencial e afinidade de um ou
mais ligantes no sitio ativo de proteinas (FAN; FU; ZHANG, 2019) (Figura 6). Na quimica
medicinal, as aplicacGes do docking molecular incluem a identificacdo de sitio ativo de macro-
moléculas, novos alvos através de reposicionamento de farmacos, eventuais efeitos adversos e
busca de novos hits contra um alvo ou conjunto de alvos de interesse, visando a geracdo de uma
biblioteca rica em potenciais ligantes (BARREIRO; FRAGA, 2014; PINZI; RASTELLI, 2019).

Em linhas gerais, essa abordagem visa a obtencdo de um grupo de conformacdes do ligante
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com seu alvo e classificacdo baseada nas estabilidades energéticas geradas no complexo ligante-
receptor (ALONSO; BLIZNYUK; GREADY, 2006). Existem dois tipos de docking molecular:
ancoragem de ligante flexivel e ancoragem de proteina flexivel (BATOOL; AHMAD; CHOI,
2019).

Figura 6 — Representagdo esquematica das etapas de docking molecular.
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#Comp. IC, Score
1 0,8nM -13,0
1nM -103

3  220nM -88
4 5uM  -7.4
5 100pM -35

Ancoramento

Fonte: Eweas; Maghrabi; Namarneh (2014); Piccirillo; Amaral (2018).

O docking molecular é realizado seguindo dois componentes inter-relacionados: al-
goritmos de busca e fungdes de pontuacdo. Os algoritmos de busca devem “pesquisar o cenario
de energia potencial em detalhes suficientes para encontrar o minimo de energia global” (BRO-
OIIMANS; KKUNTZ, 2003). Ou seja, analisam e geram diferentes conformacdes e orientacdes
para o ligante no sitio ativo da macromolécula, considerando os graus de liberdade rotacional -
translacional e torcional (dngulos diedros) (BROOIIMANS; KKUNTZ, 2003; GIOIA et al.,
2017; TORRES et al., 2019).

Na ancoragem de ligante flexivel os algoritmos de busca séo frequentemente clas-
sificados como sistematicos, estocasticos ou deterministicos (BROOIJIMANS; KKUNTZ,
2003). Os métodos de busca sistematica geram todas as poses possiveis do ligante atraves de
modificagdes gradativas na conformacao do ligante e pequenas variagcdes nos parametros estru-
turais, a fim de convergir para a solugdo de energia minima correspondente a pose mais prova-
vel do ligante (FERREIRA et al., 2015; (TESSARO; SCAPOZZA, 2020). As principais estra-
tégias utilizadas pelos algoritmos sistematicos sdo a busca conformacional e a busca por frag-

mentacdo. Nos métodos de busca conformacional, todas as ligagcdes rotacionaveis sdo giradas
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em 360°, buscando gerar todas as conformacfes possiveis. Enquanto os métodos de fragmen-
tacdo sdo baseados na construcdo incremental do ligante no sitio receptor a fim de recriar o
ligante original (SOUSA; FERNANDES; RAMOS, 2006). FlexX, Glide e DOCK s&o exemplos
de softwares que empregam abordagens de busca por fragmentacdo (RODRIGUES et al.,
2012).

Nos algoritmos de pesquisa estocastica ou randdmicos, a busca da conformacgéo é
realizada através da modificacdo aleatoria dos parametros estruturais do ligante, geralmente
alterando um grau de liberdade do sistema por vez (FERREIRA et al., 2015). Monte Carlo (MC)
e algoritmos genéticos sdo dois exemplos de algoritmos que pertencem a classe dos métodos
estocésticos. A estratégia Monte Carlo busca regifes de minimos de energia apds mudangas no
espaco conformacional do ligante (BROOIJIMANS; KKUNTZ, 2003). Os algoritmos genéticos,
também chamados de evolucionarios ou evolutivos, sdo técnicas de busca que simulam o pro-
cesso de evolucdo natural. As poses dos ligantes sdo referidas por cromossomos constituidos
por genes (&ngulos de tor¢do de moléculas). As populacoes de individuos (poses) podem evoluir
através de mutacdo e cruzamento de genes, para que assim, aquelas com melhores pontuacdes
produzam novas popula¢des por meio de sele¢do dos individuos mais aptos (RODRIGUES et
al., 2012; BARREIRO; FRAGA, 2014; PICCIRILO; AMARAL, 2018). Exemplos de ferra-
mentas que utilizam algoritmos genéticos sdao AutoDock, Gold e DockThor.

Nos algoritmos deterministicos, por sua vez, o estado inicial determina a orientacao
e a conformacao do ligante feita para gerar o proximo estado que, em geral, deve ser menor ou
igual em energia ao estado inicial. Esse tipo de algoritmo requer um gasto computacional bas-
tante elevado. Figuram como exemplos os métodos de minimizag&o de energia e dindmica mo-
lecular (TORRES et al., 2019).

A energia de ligacdo entre ligante e proteina é avaliada por fun¢des de pontuacao,
sendo um aspecto crucial nos estudos de docking molecular. Quando apenas um ligante esta
ancorado em uma macromolécula, a funcdo de pontuacdo deve inferir dentre as orientacdes
previstas pelos algoritmos de busca, aquela que representa com maior precisdo a possivel es-
trutura real do complexo ligante-receptor (SETHI et al., 2019). Em contrapartida, em uma ava-
liacdo com multiplos ligantes, a funcdo de pontuacéo além de inferir a melhor pose, também
precisa classificar os melhores valores de energia de ligacdo dos ligantes um em relagédo ao
outro (MENG et al., 2011; LIU et al., 2018). A variacdo da energia decorrente da formacdo do

complexo ligante-receptor é dada pela constante de ligacao intrinseca (Kb) e pela energia livre
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de Gibbs (AG). Normalmente, a previsio da energia de ligaco é realizada pela complementa-
ridade estérica entre o ligante e o receptor, bem como sua complementaridade quimica (FER-
REIRA et al., 2015).

Existem trés tipos de funcdes de pontuacéo: fisico-quimicas, experimentais e base-
adas no conhecimento. As fungdes fisico-quimicas analisam os termos eletrostaticos e de van
der Waals e ions metalicos do sitio de ligacdo. As funcGes experimentais sdo projetadas para a
reproducéo de um conjunto experimental de informacdes sobre a interacdo ligante-proteina. Ja
as fungcbes com base no conhecimento utilizam dados estatisticos para reproduzir as geometrias
de complexos ligante-proteina visualizadas experimentalmente (FERREIRA; GLAUCIUS;
ANDRICOPULO, 2011; BARREIRO; FRAGA, 2014).

As estratégias baseadas na estrutura do alvo molecular sdo passiveis a falsos posi-
tivos e falsos negativos, sendo essa uma grande desvantagem do ancoramento molecular. En-
tretanto, muitos pontos compensam as suas limitacGes, por exemplo, o baixo custo de instala-
¢ao, a ndo exigéncia de uma biblioteca de ligantes pré-existentes, potenciais novos ligantes
podem ser incorporados em qualquer fase do desenvolvimento de fA&rmacos e a velocidade com-
putacional (CAVASOTTO; ORRY, 2007). Com relacdo a esse ultimo ponto, uma das razes
para a rapidez do docking se d& pelo ancoramento rigido ou semirrigido da proteina e uso de
algoritmos de busca eficientes na resolucdo de problemas de muitas variaveis (BARREIRO;
FRAGA, 2014).

3.2.2 Triagem virtual baseada em ligante

A LBVS utiliza informagdes de compostos bioativos ja conhecidos, assim esses
dados sdo usados para comparar € identificar outras moléculas com propriedades semelhantes
em bibliotecas quimicas. Desse modo, essas informacfes sdo utilizadas na classificacdo dos
compostos aptos para selecdo e testagem experimental de atividade bioldgica (LYNE, 2002).
As técnicas de maior uso na LBVS incluem correlacdo quantitativa entre a estrutura e atividade
bioldgica (QSAR, do inglés Quantitative Structure Activity Relationship), emprego de farma-
coforos, busca de similaridade e aprendizado de maquinas (ALVES et al., 2017). Além disso,
outra abordagem que pode ser utilizada, denominada triagem virtual inversa, é aplicada quando
se pretende buscar possiveis alvos moleculares para uma molécula ja conhecida e com atividade

comprovada, em vez da procura de compostos para um alvo de interesse (SCIOR et al., 2012).
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3.2.2.1 Triagem por Similaridade

A busca por similaridade est& apoiada no principio de que moléculas com estruturas
semelhantes podem apresentar atividade bioldgica semelhante (GUIDO; ANDRICOPULO,
2008). Dessa forma, a busca de compostos estruturalmente similares ao de referéncia, ou seja,
aquele que apresenta atividade biolégica conhecida, € uma das estratégias mais utilizadas em
quimica medicinal, devido ao baixo gasto computacional e eficiéncia na selecdo de novos hits.
A triagem por similaridade ¢ baseada em “impressao digital molecular” (do inglés, molecular
fingerprint 2D), que envolve transformar a molécula em uma sequéncia de bits, que pode ser
facilmente comparada entre duas ou mais moléculas (ENGEL, 2006; WILLETT, 2006; CE-
RETO-MASSAGUE et al., 2015).

Na quimica, as moléculas sdo descritas por cadeias binarias que representam a au-
séncia ou presenca de caracteristicas estruturais especificas. Para lidar com variaveis binérias,
ou seja, cujos valores sdo “1” ou “0”, varios coeficientes de similaridade podem ser empregados
(TODESCHINI etal., 2012). O mais utilizado é o de Tanimoto que consiste na razao do nimero
de bits comuns entre as impressoes digitais, definido como “1”, pelo niimero total de bits. As-
sim, como descrito na Equacéo 1, o termo “a” representa o nimero de caracteristicas presentes
em uma molécula A e ausentes em uma molécula B; “b” significa caracteristicas presentes em
B e ausentes em A; e “c” diz respeito as caracteristicas compartilhadas por ambas. Os resultados
do coeficiente de Tanimoto sdo classificados em valores que variam de 0 a 1, desse modo,
quanto mais préximo de 1, maior é a similaridade estrutural com a molécula de referéncia
(BALDI; NASR, 2010; RODRIGUES et al., 2012).

Cc

T=a+b—c @

3.2.2.2 Triagem por Padréo Farmacoforico

A modelagem do farmacéforo € um método baseado no alinhamento de conforma-
¢Oes moleculares 3D. O farmacdforo € definido como um conjunto de propriedades estéricas e
eletrbnicas necessarias para assegurar as interacfes intermoleculares ideais com um alvo bio-

I6gico, bem como favorecer ou inibir a sua resposta biologica (SEIDEL et al., 2020). Desse
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modo, a teoria por tras da modelagem farmacoforica é que padrdes quimicos comuns em arran-
jos 3D semelhantes, levam a atuagdo na mesma enzima, proteina ou receptor biolégico (VUO-
RINEN; SCHUSTER, 2015). Essas caracteristicas comuns incluem a distancia de 4tomos ou
grupos funcionais, angulos de ligagéo, regides volumosas, atomos especificos, grupos doadores
e aceptores de ligacdo de hidrogénio, anéis aromaticos ou grupos hidrofobicos (MASON;
GOOD; MARTIN, 2001).

A geracdo de um modelo farmacoférico pode servir de molde para a busca em ban-
cos de dados por hits que satisfagam os arranjos moleculares associados a atividade biolégica
(RODRIGUES et al., 2012). Como esses modelos ndo se concentram em atomos ou grupos
funcionais, mas em propriedades estereoeletrénicas, moléculas que sdo estruturalmente dife-
rentes e com padrBes farmacoforicos similares, podem ser reconhecidas pelo mesmo sitio de
ligagdo em um alvo macromolecular (SEIDEL et al., 2020). Dessa forma, o objetivo geral da
modelagem farmacoforica é prever a atividade através da classificagdo das moléculas em ativas
(aqueles que correspondem ao modelo) e inativos (moléculas que ndo se encaixam no modelo)
(VUORINEN; SCHUSTER, 2015).

Entre os servicos que se propdem a modelar farmacoforos, tem-se como exemplo o
servidor web PharmaGist (https://bioinfo3d.cs.tau.ac.il/PharmaGist/), desenvolvido por
Schneidman-Duhovny et al. (2008). O servidor nao requer a estrutura do alvo macromolecular,
porém necessita de um conjunto de ligantes ativos contra um alvo especifico. Os possiveis mo-
delos farmacoféricos sdo obtidos por alinhamento flexivel dos ligantes, sendo entdo listados
por ordem de pontuacdo (score). Em geral, o0 modelo farmacoférico escolhido para a triagem
virtual baseada em farmacéforo é aquele que além da maior pontuacdo de alinhamento, apre-
senta as caracteristicas quimicas importantes para a atividade validadas estatisticamente (DOS
SANTOS et al., 2020).

3.2.3 Triagem virtual inversa

O termo “triagem virtual inversa” ou “pesca de alvo in silico” ¢ utilizado para “de-
nominar as estratégias que buscam identificar alvos potenciais ou ndo intencionais para um
determinado ligante a partir de um grande ndmero de receptores, examinando seus ligantes ou
estruturas cristalograficas conhecidas” (HUANG et al., 2018). Essas técnicas sao consideradas

alternativas promissoras, uma vez que 0os métodos convencionais para identificacdo de alvos
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bioldgicos sdo caros e demorados, pois se baseiam no isolamento de proteinas, analise espec-
trométrica e expressdo de mRNA (GALATI et al., 2021). Além de triar alvos para moléculas
bioativas que ndo possuem alvo farmacoldgico definido, como os produtos naturais, esses mé-
todos possibilitam explorar novas indicagdes terapéuticas para farmacos ja conhecidos (e.g.
reposicionamento de farmacos), bem como detectar reacdes adversas e toxicidade de farmacos
(HUANG et al., 2018).

Assim como na triagem convencional, a triagem virtual inversa se divide em méto-

dos baseados em ligantes e métodos baseados em estrutura (LIU et al., 2014) (Figura 7).

Figura 7 — Visdo geral das abordagens de triagem virtual inversa.
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Fonte: Galati et al. (2021).

Os métodos baseados em ligantes mais simples sdo apoiados na similaridade qui-
mica e similaridade de forma, de uma perspectiva bidimensional (2D) ou tridimensional (3D).
Na perspectiva 2D o principio basico é de que moléculas semelhantes provavelmente terdo pro-
priedades farmacologicas semelhantes. O descritor universal para esse tipo de comparagéo € o
fingerprint (ver item 3.2.2.1). Do ponto de vista 3D, a premissa € que moléculas com volumes
semelhantes potencialmente podem se ligar a espacos do mesmo tamanho ou semelhante no
sitio ativo de proteinas, considerando o efeito de ajuste induzido pelo ligante (HUANG et al.,
2018). Portanto, a predicdo dos alvos se da através da identificagdo de macromoléculas com

ligantes conhecidos que sdo quimicamente semelhantes a molécula de consulta. Esses métodos
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tém como vantagem o baixo custo computacional, uma vez que necessitam apenas de calculos
de similaridade estrutural entre o conjunto de compostos analisados (CERETO-MASSAGUE
et al., 2015). Exemplos de softwares que empregam o principio da similaridade para predizer
direta ou indiretamente alvos potenciais sdo o TargetHunter (https://www.ranksays.com/si-
teinfo/targethunter.net), SwissTargetPrediction (http://www.swisstargetprediction.ch/) e Simi-
larity ensemble approach (SEA) (https://sea.bkslab.org/) (CHAVEZ-FUMAGALLI, 2018).

As abordagens mais importantes de triagem virtual inversa baseada em estrutura
sdo o docking reverso e a triagem por farmacoforo baseada em receptores. O fundamento ted-
rico dos métodos de triagem farmacoforica baseada em receptores € que a ligacdo de uma mo-
lécula a um alvo proteico é decorrente da presenca de porcdes funcionais no ligante que permi-
tem a sua interagdo com o alvo. Todos os modelos farmacoforicos correspondentes pré-defini-
dos com base na estrutura do ligante-proteina resultam em uma lista de possiveis alvos e perfil
alvo/atividade farmacol6gica (ROGNAN, 2010).

Docking reverso consiste no ancoramento computacional de uma pequena molécula
de interesse a uma biblioteca de estruturas de alvos moleculares. Essa abordagem pode ser uti-
lizada na identificacdo de potenciais alvos bioldgicos de candidatos a farmacos, na descoberta
de novos efeitos terapéuticos de farmacos conhecidos, também chamado de reposicionamento
de farmacos, bem como para evitar ligacéo a outras proteinas e efeitos adversos, que prejudicam
0 desenvolvimento de novos farmacos (GRINTER et al., 2011).

Em geral, os passos para a realizacdo do docking reverso sdo a geracdo de um banco
de dados de estruturas cristalograficas, previsdo da conformacao energeticamente favoravel dos
ligantes no sitio ativo de cada proteina e a classificacdo dos alvos com base na afinidade de
ligacdo do complexo formado (GALATI et al., 2021). Os bancos de dados sdo formados por
estruturas cristalograficas baixadas de grandes bases de dados, como o Protein Data Bank
(PDB), as quais sao tratadas manualmente através de procedimentos comuns no docking tradi-
cional, como a retirada de moléculas de &gua e adi¢do de hidrogénios (HUANG et al., 2018).
Preferencialmente, a definicdo das caracteristicas do sitio ativo é realizada em funcéo da pre-
senca de um ligante co-cristalizado. No entanto, na auséncia de um ligante, o sitio ativo pode
ser definido através de ferramentas de localizacdo de sitio ativo. Negi et al. (2013) utilizaram a

ferramenta de busca de sitio ativo MOE (Molecular Operating Environment)
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(https://www.chemcomp.com/Products.htm) em seu estudo de docking reverso para identifica-
¢ao de potenciais alvos proteicos de Plasmodium falciparum para alcaloides da espécie vegetal
Cassia siamea.

A pontuacdo de encaixe entre o ligante e os alvos do banco de dados é um critério
de classificacdo dos diferentes receptores na triagem. O encaixe mais estavel € aquele com me-
nor valor de energia. Assim o valor mais negativo de afinidade de liga¢éo significa uma intera-
cao mais forte entre o ligante e a proteina, sugerindo que aquele pode ser um alvo potencial
para a molécula de interesse (HUANG et al., 2018; GALATI et al., 2021).

3.3 Afidicolina

Afidicolina (C20H3404) é um diterpeno tetraciclico caracterizado pelo esqueleto bi-
ciclooctano nos anéis C e D (Figura 8), produzido por culturas dos fungos endofiticos Cepha-
losporium aphidicola Petch e Nigrospora sphaerica, cuja estrutura quimica foi evidenciada em
estudos de Brundret et al. (1972) a partir de estudos quimicos e de cristalografia de raio-X
(BRUNDRET; DALZIEL; HESP, 1972; STARRATT; LOSCHIAVO, 1973). Alguns fungos
produtores deste metabdlito podem parasitar culturas de cereais como trigo, arroz, aveia e ce-
vada, podendo ser encontrados em seus graos (SPADARI; SALA; PEDRALI-NQOY, 1982).

Figura 8 — Estrutura quimica da afidicolina.

Fonte: Autora (2022).

Os primeiros estudos envolvendo a afidicolina demonstraram seu potencial como
um potente agente antiviral, atuando sobre Herpes simplex tipo 1 e 2 e Vaccinia virus, além de
ser ativa contra ceratite herpética em coelhos, um tipo de infeccdo da cérnea provocada pelo
herpes virus (BUCKNALL et al., 1973). Efeitos sobre a sintese do DNA viral de adenovirus
em células HeLa foram observados pela primeira vez por Longiaru et al. (1979).
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E reconhecida a propriedade antimitdtica da afidicolina sobre linhagens celulares
de neuroblastoma (CINATL et al.,, 1992), de células tumorais corticotroficas (AtT-20)
(KAGEYAMA etal., 2015) e carcinoma cervical humano (YU; ZHAO; WANG, 2015). Entre-
tanto, seu uso como agente antitumoral foi limitado pela baixa solubilidade em &gua e pela
rapida metabolizacdo do alcool em C-3 ao derivado inativo 3-cetoafidicolina, por acao de en-
zimas do complexo citocromo P450 (EDELSON; GORYCKI; MACDONALD, 1990). Essas
limitacGes levaram ao desenvolvimento do 17-glicinato-afidicolina, um analogo sintético que
possui uma fracdo éster solivel em dgua (PEDRALI-NOY etal., 1982; ODWYER etal., 1994).
Esse analogo apresentou atividade em modelos in vivo de cancer de ovario humano, além disso,
foi submetido a ensaios clinicos de fase | que estabeleceram a dosagem e infusdo continua de
24h como o esquema recomendado dessa molécula como agente de sincronizacgdo celular ou
em combinacdo com a cisplatina (SESSA et al., 1991; O'DWYER et al., 1994).

O mecanismo de ac¢do da afidicolina na atividade antitumoral ocorre pela inibigcéo
seletiva da enzima DNA-polimerase-a de eucariotos (BERGER et al., 1979). Diferente de ou-
tros analogos de nucleotideos, a afidicolina ndo age sobre outras rotas metabolicas envolvidas
na sintese de &cido nucleico, como por exemplo metilacdo do DNA, biossintese do &cido ribo-
nucleico (RNA), proteinas e nucleotideos (BARANOVSKIY et al., 2014). Atualmente, devido
a inibicdo seletiva da DNA-polimerase a afidicolina € comumente utilizada na pratica labora-
torial como um sincronizador do ciclo celular sem inducdo de apoptose ou senescéncia celular
(MISHRA et al., 2019).

Estudos com derivados semissintéticos da afidicolina modificados em regides es-
pecificas da molécula vém sendo realizados para avaliar de forma racional o seu potencial an-
tiparasitario. Em investigacao realizada por Kayser et al. (2001) do potencial leishmanicida da
afidicolina e de seus 17 derivados semissintéeticos, foi demonstrado que a atividade leishmani-
cida dos compostos mais ativos estd muito relacionada a estrutura primaria da afidicolina, per-
mitindo apenas poucas modificacGes no padrdo de substituicdo, além disso, 0s compostos mais
hidrofilicos foram mais eficazes na morte de amastigotas de Leishmania donovani. A andlise
desenvolvida por Santos et al. (2014) contra Leishmania spp. revelou que 0s compostos mais
ativos mantinham a hidroxila livre (OH) em posicéo especifica (C3), bem como, apresentaram
bons parametros para uma boa biodisponibilidade oral. Outro estudo realizado por Santos et al.
(2016) testou sete afidicolanos contra as formas amastigotas de Trypanosoma cruzi e mostrou

que trés deles foram mais ativos que a afidicolina.
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O mecanismo pelo qual a afidicolina e seus derivados causam a morte dos parasitas
é desconhecido, entretanto, a inibigdo da DNA polimerase-o dos parasitas demonstra ser im-
provavel ou parece diferir das enzimas encontradas em mamiferos. Isso pode ser explorado para
novas abordagens terapéuticas, em fungéo da seletividade da molécula e seus derivados. Desse
modo, a elucidacdo das intera¢6es envolvidas entre 0 composto e o alvo molecular € de grande

importancia para o entendimento do mecanismo de agdo desse produto natural.
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4 METODOLOGIA
4.1 Selegdo e preparo das moléculas

A molécula pivo escolhida para as simulagdes computacionais foi a afidicolina (1).
A estrutura de 1 foi selecionada do banco de dados EMBL-EBI (https://www.ebi.ac.uk/) (Figura
9). Ja os derivados afidicolanos (2-14) testados contra Leishmania spp. em estudos de Kayser
et al. (2001) e Santos et al. (2014) tiveram suas estruturas desenhadas no software ChemDraw
Ultra 12.0 e foram salvas no formato MDL Molfile (.mol). Em seguida, a otimizacéo da estru-

tura 3D foi realizada no software ChemSketch, por método de mecénica molecular.

Figura 9 — Estruturas quimicas da afidicolina (1) e derivados afidicolanos (2-14).
OH

11 12 13 14
Fonte: Autora (2022).

4.2 Predicdo da similaridade estrutural

A analise da similaridade estrutural entre os derivados e a afidicolina foi realizada
no servidor web BidingDB DataBase (https://www.bindingdb.org/bind/index.jsp), através da
secao “Do Virtual Screening”. Primeiramente a molécula pivd foi adicionada e, em seguida, 0s

derivados foram salvos e carregados em um unico arquivo no formato SDF. A similaridade foi
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calculada pelo método “Maximum similarity to any active”, e o resultado expresso como indice

de similaridade de Tanimoto.

4.3 Triagem virtual inversa

4.3.1 Pesquisa de alvos de Leishmania spp.

Para a pesquisa de alvos de Leishmania spp., foi utilizado o banco de dados Protein
Data Bank (PDB, https://www.rcsbh.org/). Preferencialmente, os alvos que possuiam ligantes
co-cristalizados foram selecionados e, em seguida, os esses ligantes foram comparados com a
molécula de afidicolina em relacdo a similaridade estérica e eletronica (50%est./50%ele.) atra-
vés do software BIOVIA Discovery Studio® v. 20.1.0, de acordo com metodologia descrita por
Cruz et al. (2018). Os alvos cujos ligantes tiveram valores de molecular overlay superiores a

0,5 comparados com a afidicolina, foram selecionados para as etapas seguintes.

4.3.2 Preparo dos ligantes co-cristalizados e alvos para docking molecular

Os ligantes co-cristalizados foram extraidos do arquivo “.pdb” e otimizados no Sof-
tware ChemScketch (ver item 4.1 Selecéo e preparo das moléculas). No software Discovery
Studio, os alvos selecionados tiveram as moléculas de agua, ligantes co-cristalizados e cofatores
excluidos do arquivo “.pdb”. As coordenadas xyz dos ligantes co-cristalizados foram utilizadas
para a composigdo do grid center na proxima etapa. As moleculas foram salvas no formato
“.pdb”,

4.3.3 Re-docking

Para realizar os calculos de re-docking, foi utilizado o servidor web DockThor
(https://www.dockthor.Incc.br/v2/), com os parametros para os ligantes: Rotatable bonds Ena-
ble All ¢ “Add hydrogens disabled”. As coordenadas do grid center foram determinadas de
acordo com as coordenadas xyz do ligante co-cristalizado (de referéncia), como mostra a Tabela
2.


https://www.dockthor.lncc.br/v2/
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Tabela 2 — Receptores triados, coordenadas xyz do centro do Grid e tamanho do Grid Box utilizados nos ensaios
de Docking molecular.

Coordenadas do centro do

Receptor Grid Tamanho do Grid Box
_ X= 5,5905 20x
MAPK (L. major) Y= 30,1680 20y
PDB ID: 3UIB Z=39,2342 20z
_ X=1,8921 20x
NMT-01 (L. major) Y= 48,4279 20y
PDB ID: 4CGL 7= 591623 20z
, X=4,2279 20x
NMT-02 (L. major) Y= 48,0411 20y
PDB ID: 4CYN 7= 506157 207
_ X= 3,5234 20x
NMT-03 (L. major) Y= 50.5583 20y
PDB ID: 5A28 7= 616428 20z
, X= 6,3521 20x
NMT-04 (L. major) Y= 48.8952 20y
PDB ID: 6QDE 7= 605808 20z
_ X= -34,7956 20x
MetRS (L. major) Y=-38,9933 20y
PDB ID: 6SWX Z= 27,759240 20z

Fonte: Autora (2022).

O grid size foi padronizado em 20x20x20 e discretization 0,25. A precisao do al-
goritmo foi determinada pelos seguintes valores: Number of evaluations (n= 1.000.000), Popu-
lation size (n= 750), Inicial seed (-1985), Number of runs (n=24) e softening the MMFF94S
Buf-14-7 pontential de 0,35. Os arquivos foram entdo enviados ao servidor para a realizacao
do ancoramento. Posteriormente, os resultados do docking molecular foram analisados para
RMSD to cluster conformers igual a 2 e Number of binding modes igual a 10. Por fim, as posi-
¢Oes de docking foram comparadas com a conformacéo do ligante co-cristalizado com a prote-
ina. Os alvos cujas poses de re-docking e cristalizada apresentaram diferenca menor que 2 A

foram priorizados para a etapa seguinte.
4.3.4 Docking molecular da afidicolina e derivados
Os calculos de docking molecular da afidicolina com os alvos macromoleculares

selecionados na etapa anterior foram realizados no DockThor (GUEDES; KREMPSER; DAR-

DENNE, 2017) utilizando os mesmos parametros estabelecidos nos célculos de re-docking.
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De acordo com metodologia apresentada por V da Costa et al. (2019), testes esta-
tisticos foram aplicados para fins comparacédo da seletividade das moléculas pelos alvos avali-
ados. Assim, os melhores valores de afinidade de ligacdo (n=7) foram submetidos ao software
GraphPad Prism 8.0.1 para a realizacdo dos testes ANOVA-one way seguido do teste de Tukey
(p <0,05). Nesta etapa, a miltefosina foi utilizada como controle negativo, por ndo apresentar
atividade farmacoldgica reconhecida sobre os alvos elencados, enguanto os ligantes co-crista-

lizados foram utilizados como controles positivos.

4.4 Geracao do modelo farmacoférico

A obtencdo do padrdo farmacoférico das estruturas selecionadas (ver Figura 9) se
deu pelo alinhamento da molécula pivo (1) com os derivados (2-14). As estruturas salvas no
formato SDF foram carregadas para o software Discovery Studio, onde foram sobrepostas na
ordem de similaridade & afidicolina. As moléculas foram salvas em um unico arquivo “Mol2”
e submetidas ao servidor web PharmaGist para alinhamento flexivel multiplo dos ligantes
(https://bioinfo3d.cs.tau.ac.il/PharmaGist/).

No PharmaGist foram analisadas as seguintes caracteristicas farmacofdricas: ato-
mos (ATM), caracteristicas espaciais (CE), aromaticos (ARO), hidrofébicos (HID), grupos
aceptores de ligacdo de hidrogénio (HBA) e grupos doadores de ligacdo de hidrogénio (HBD).
Ao final, foi gerada uma pagina web elencando os modelos farmacoforicos de maior pontuacao
compartilhados por um namero especifico de moléculas, e um arquivo de saida com o candidato
a farmacoforo 3D de maior pontuagdo (SCHNEIDMAN-DUHOVNY et al., 2008). O modelo
farmacdéforo que apresentou o melhor score e que contemplou todas as moléculas alinhadas foi
utilizado nas etapas seguintes.

4.5 Avaliagdo do modelo farmacofdrico

As caracteristicas farmacoforicas mencionadas anteriormente foram utilizadas para
avaliacdo do modelo farmacoforico através de métodos estatisticos para comprovacéao do ali-
nhamento das estruturas. O método de correlacdo linear de Pearson foi utilizado para mostrar
as caracteristicas farmacoforicas e a relacdo com a similaridade estrutural da molécula pivd. A

medida desse coeficiente varia de -1 a +1. O coeficiente igual a 0 indica que nao relacéo linear;
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de 0,2 a 0,4 uma correlagéo fraca; 0,4 a 0,7 uma correlagdo moderada; 0,7 a 0,9 correlagéo forte;
=1 ou -1 indica uma correlacdo perfeita. Na anélise foi considerado também o valor de signifi-
cancia de p < 0,05 para demonstrar se a correlacdo entre as variaveis é estatisticamente signifi-
cante.

A anélise de agrupamento hierarquico (HCA) executada no software Minitab
19.2020.1.0, foi utilizada para avaliar a similaridade ou diferencas entre os descritores farma-
coféricos, bem como do conjunto de moléculas estudado. A distancia euclidiana e a correlagédo

de Peason foram empregados para medicdo da similaridade.

4.6 Triagem virtual por padréo farmacofdrico

O melhor modelo farmacdéforo obtido no PharmaGist foi utilizado como entrada no
servidor web Pharmit (http://pharmit.csb.pitt.edu/) para a busca de moléculas comerciais no
banco de dados MolPort (https://www.molport.com/shop/index).

O servidor permite a criacdo de filtros de propriedade farmaco-similar para refinar
os resultados da triagem virtual. Assim, o software Osiris DataWarrior foi utilizado para calcu-
lar o peso molecular (PM), coeficiente de particdo (Log P), grupos aceptores de ligagéo de
hidrogénio (HBA), grupos doadores de ligacdo de hidrogénio (HBD), nimero de ligacGes rota-
cionaveis (NRB) e area de superficie polar topoldgica (TPSA) da afidicolina e derivados afidi-
colanos. O menor e o maior valor obtido para cada uma das propriedades foram utilizados para

a construcéo do filtro.

4.7 Predicéo da similaridade estrutural dos novos hits

Os novos hits encontrados nessa etapa foram submetidos a plataforma Binding DB
para avaliacdo da similaridade estrutural. As moléculas que apresentaram similaridade > 0,3 &
afidicolina foram selecionadas para a avaliacdo toxicoldgica, de acordo com ponto de corte
estabelecido por Araujo et al. (2020).
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4.8 Predicdo da toxicidade e farmacocinética

A toxicidade dos novos hits foi avaliada em termos de alertas estruturais de toxici-
dade pelo software Derek Nexus®, incluindo hepatotoxicidade, carcinogenicidade, teratogeni-
cidade, cardiotoxicidade, mutagenicidade, proliferacdo de peroxissomos e fosfolipidose em hu-
manos, ratos e camundongos.

Os compostos que ndo apresentaram alertas de toxicidade tiveram seu perfil farma-
cocinético avaliado pelo servidor web PreADMET (https://preadmet.bmdrc.kr/). Os parametros
farmacocinéticos analisados consistiram em: permeabilidade em linhagem celular de adenocar-
cinoma de célon humano (Pcaco-2), percentual de absorcéo intestinal humana (AIH%), permea-
bilidade as células Madin-Darby Canine Kidney (Pwmpck), percentual de ligacdo as proteinas
plasmaticas (LPP %), coeficiente de particdo cérebro-sangue (BHE) e inibicéo da glicoproteina
P (P-gp). Também foi realizada a predigéo para a afidicolina e derivados afidicolanos e ligantes
co-cristalizados para fins de comparagdo. A miltefosina foi utilizada como controle comercial,

pois é o unico farmaco leishmanicida utilizado por via oral.

4.9 Predicdo da solubilidade em &gua

Os hits sem alertas estruturais de toxicidade e com os melhores perfis farmacocing-
ticos foram submetidos a predicdo do coeficiente de solubilidade em agua (Log S), realizada
no servidor SwissADME (http://www.swissadme.ch/) através dos métodos ESOL (DELANEY,
2004), Ali (ALl etal., 2012) e SILICOS-IT (DAINA; MICHIELIN; ZOETE, 2017). Posterior-
mente, a média dos valores previstos pelos trés métodos foi calculada, seguida da classificacdo
quanto a solubilidade: insoltvel, muito pouco soltvel, moderadamente soltvel, solivel, muito
soltvel e altamente soluvel. Somente as moléculas com melhor solubilidade do que a miltefo-

sina foram selecionadas nesta etapa.
4.10 Predicao da viabilidade sintética de ligantes
As estruturas dos ligantes selecionados na etapa anterior foram submetidas ao ser-

vidor SwissADME para a predicdo da acessibilidade sintética. Esse servidor organiza os resul-

tados em scores de 1 a 10, sendo que quanto mais proximo de 1, mais facil uma substancia


https://preadmet.bmdrc.kr/
http://www.swissadme.ch/
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poderd ser sintetizada, enquanto que mais préximo de 10, mais dificil sera para sintetizar essa
substancia (DAINA; MICHIELIN; ZOETE, 2017). Apenas os hits com scores de acessibilidade

sintética inferiores ao da miltefosina foram priorizados para a etapa seguinte.
4.11 Docking molecular dos novos hits

A fim de avaliar a energia livre de ligacdo (AG) das novas moléculas aos receptores
destacados neste estudo, foi realizada outra etapa de docking molecular utilizando os mesmos
critérios descritos na secdo 3.3.3 (Re-docking). Cada um dos hits selecionados nas etapas des-
critas anteriormente, foram ancorados as cavidades de ligacdo dos alvos de L. major eleitos
neste trabalho.

A anélise estatistica descrita no item 4.3.4 (Docking molecular da afidicolina e de-
rivados) foi empregada para avaliar as afinidades de ligagdo dos novos hits com os alvos avali-
ados utilizando ANOVA-one way e teste de Tukey, bem como para determinar a seletividade
de um mesmo hit sobre diferentes alvos bioldgicos utilizando ANOVA-two way seguido do
teste de Sidak (p <0,05).

Além disso, a seletividade dos novos hits foi avaliada através da Equacéo 2:

_ AGAlvo A

IS =
AGAlvo B

(2)

onde AG ¢ o valor de afinidade de ligagdo de uma molécula ancorada em um alvo

A em razdo do ancoramento em um alvo B.
4.12 Predicdo da atividade biolégica

A predicdo da atividade bioldgica in silico dos ligantes promissores foi avaliada via
PASS Online (http://way2drug.com/passonline/predict.php). Esse servidor fornece a probabili-
dade que uma molécula apresenta para determinada atividade bioldgica (Pa), em detrimento da
probabilidade que a mesma molécula tem em ser inativa para uma dada atividade farmacoldgica
(Pi). No presente estudo, foram considerados satisfatorios valores de Pa>0,3.

O esquema geral que sumariza as etapas metodoldgicas deste trabalho é apresentado
na Figura 10.



Figura 10 — Esquema geral das etapas metodoldgicas do estudo in silico.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Triagem virtual inversa

A busca por alvos macromoleculares na base de dados PDB resultou em 209 estru-
turas cristalograficas de L. major. Desse total, 175 possuiam ligantes co-cristalizados, sendo
entdo priorizadas para as proximas etapas. Apos a inspecdo visual dos ligantes co-cristalizados
e a realizacdo do célculo da similaridade estérica e eletronica (50%est./50%ele.), utilizando a
afidicolina como molécula pivé, o nimero de estruturas cristalograficas foi reduzido a 38, uma
vez que o ponto de corte estabelecido foi a similaridade estereoeletronica superior a 0,5. De
acordo com o método de “pesca de alvos” proposto por Wang et al. (2013) um valor de coefi-
ciente de similaridade de Tanimoto superior a 0,5 é considerado um limite adequado para ex-
cluir alvos irrelevantes ou falsos positivos. A ferramenta PTS (do inglés pharmaceutical target
seeker) prevé alvos para uma molécula através da sobreposicdo da sua estrutura com estruturas
de ligantes 3D de alvos macromoleculares, valores abaixo de 0,6 indicam uma baixa similari-
dade de forma (DING et al., 2017)

As 38 estruturas proteicas resultantes foram ancoradas com seus ligantes co-crista-
lizadas para validar a conformag&o e a orientacdo dos ligantes no sitio ativo das enzimas. Pos-
teriormente, o desvio médio quadratico (do inglés “Root Mean Square Deviation” — RMSD) foi
calculado considerando as poses dos ligantes de referéncia obtidas pelo ensaio de re-docking e
aquelas provenientes da resolucdo da estrutura cristalografica. O modo de interacdo entre o
ligante e o receptor obtido por técnicas de cristalografia de raio-X € tido como a possivel con-
formacao ativa do ligante, por esse motivo, as estruturas cristalograficas sao imprescindiveis
para técnicas SBVS. O calculo de re-docking avalia a capacidade do método em reproduzir a
orientacdo e o modo de ligacdo do posicionamento cristalografico experimental. Assim, essa
reproducéo é dita bem sucedida quando o valor de RMSD est4 abaixo de 2,0 A (WARREN et
al., 2006; E LOHNING et al., 2017).

A partir dos critérios supracitados, apenas 6 estruturas cristalogréficas represen-
tando trés classes proteicas distintas, foram selecionadas: MAP-quinase (MAPK), N-miristoil-
transferase (NMT) e Metionil tRNA sintetase (MetRS), como apresentado na Tabela 3 e na

Figura 11.
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Tabela 3 — Estruturas cristalograficas selecionadas com base na similaridade eletrostatica e valores de RMSD.

Similaridade de

Estrutura cristalografica sobreposicio Redocking
ngigo Res(A)  Classe proteica f%if’fe’ 558:|Séti (kcalA/Squ# R?Q\S)D
3UIB 2,65  Mapquinase (MAPK)  SB2 0515  -9117 1,278
ACGL 1,48 N'mir(ililtl‘\’/il%t.r_%”ls)ferase A6K 0600  -10,008 1,018
4CYN 1,40 N'mi'r(i;tﬁ/i#r_%”zs)ferase A6M 0549 9895 0,294
5A28 148 N'm"(i,flt,‘\)/il'f_%gs)ferase TUQ 0569 9580 1,883
6QDE 1,45 N'mir(i,flt,‘\’/il'f_%ferase HWW 0,524 8,514 0,980
BSWX 1,95 Metio”izl\tﬂi't\'é)smtetase LWN 0547  -9876 0,847

Fonte: Autora (2022). *Valor de similaridade eletronica (50%) e estérica (50%) entre o ligante co-cristalizado e a
afidicolina. *Valor de energia de ligagéo.

Os valores de similaridade estérica/eletrnica, revelam que A6K [(3R)-3-azanil-4-
(4-clorofenil)-1-[(3S, 4R)-3-(4-clorofenil)-4-(hidroximetil)pirrolidin-1-il] butan-1-ona] mos-
trou o maior valor de similaridade 2D a afidicolina (0,600), seqguido de TUQ [4-(4-Cloro-2-{5-
[(trimetil-1h-pirazol-4-il)metil]-1,3,4-oxadiazol-2-il}fenoxi)piperidina] com 0,569 e A6M
[(3R)-3-amino-4-(4-clorofenil)-1-[(3R,4S)-3-(4-clorofenil)-4-(hidroximetil)pirrolidin-1-il]bu-
tan-1-ona], com 0,549.

Fatores estéricos como volume, tamanho e forma influenciam como uma molécula
pode se aproximar e interagir com um sitio de ligacdo. Dessa forma, o volume do substituinte
pode ajudar a orientar a molécula a interagir adequadamente ou impedir a interagdo no sitio
ativo. Por outro lado, os fatores eletronicos dos substituintes tém efeito na ionizacéo ou polari-
dade de um ligante, podendo predizer a facilidade com que o ligante pode permear barreiras
bioldgicas ou a afinidade com um sitio de ligagdo (PATRICK, 2013). A maior similaridade
estereoeletrénica com a afidicolina observada para as moléculas descritas acima pode ser resul-

tante do volume semelhante e da presenca de grupos polares sobrepostos.
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Figura 11 — (A) Similaridade eletronica (50%) e estérica (50%) entre ligantes nativos dos alvos selecionados e a
afidicolina. Molécula de afidicolina em verde e ligantes co-cristalizados em roxo. (B) Re-docking dos ligantes
nativos dos alvos selecionados. Em verde pose experimental e em vermelho pose prevista in silico.

Afidicolina+SB2 Afidicolina+A6K Afidicolina+A6M

MPK (3UIB): SB2 NMT-01 (4CGL): A6K NMT-02 (4CYN): A6M
RMSD: 1,883 A RMSD: 0,980 A RMSD: 0,847 A
S P
&

NMT-03 (5A28): TUQ NMT-03 (GQE): HWW MetRS (6SWX): LWN
Fonte: Autora (2022).

5.2 Docking molecular da afidicolina e derivados

Para a realizagdo da etapa de ancoragem molecular com a afidicolina e os derivados
afidicolanos, o sitio de ligacao foi determinado a partir das poses cristalograficas dos respecti-
vos ligantes complexados.

A Tabela 4 mostra os valores de afinidade de ligagdo (AG) observados para as mo-
léculas e alvos analisados. Observa-se que os melhores valores de afinidade de ligacdo foram
encontrados para as enzimas NMT, especialmente NMT-03 (Codigo PDB: 5A28) com -9,250
kcal/mol quando ancorado com a afidicolina, e média geral de -9,349 kcal/mol, considerando
os derivados afidicolanos, sequida de NMT-01 (-9,207 Kcal/mol) e NMT-02 (-9,029 Kcal/mol).
Valores menos negativos de afinidade de ligacdo foram observados no ancoramento da afidi-
colina e derivados com o alvo MetRS (Cédigo PDB: 6SWX), com média de -7,931 kcal/mol.
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J& o valor médio de afinidade de ligagdo com MAPK (PDB: 3UIB) foi de -8,193 kcal/mol.
Quanto mais baixo (mais negativo) é o valor de energia do encaixe, maior a probabilidade de

ligacdo forte entre o ligante a proteina (GALATI et al., 2021).

Tabela 4 — Calculo de docking molecular da afidicolina (1) e derivados (2-14) com alvos parasitarios.

Afinidade de ligacao (Kcal/mol)
Molécula  MAPK NMT-01  NMT-02 NMT-03 NMT-4 MetRS
(3UIB*)  (4CGL*) (4CYN*)  (5A28%) (6QDE*)  (BSWX*)

1 -8,825 -9,075 -9,175 -9,250 -8,538 -1,762
2 -1,471 -9,174 -9,245 -9,074 -8,724 -8,052
3 -8,900 -9,131 -9,198 -9,453 -9,393 -7,720
4 -8,002 -9,089 -8,903 -9,048 -8,548 -7,857
5 -8,468 -9,054 -8,270 -9,247 -8,668 -7,995
6 -1,475 -8,957 -8,932 -9,188 -8,577 -7,622
7 -7,561 -8,968 -8,119 -9,184 -7,806 -7,821
8 -8,265 -9,320 -9,183 -9,098 -9,075 -7,561
9 -7,713 -9,299 -9,036 -9,590 -9,109 -7,982
10 -7,306 -8,848 -9,047 -9,525 -9,449 -1,573
11 -8,778 -9,506 -9,196 -9,347 -8,203 -8,248
12 -8,586 -9,370 -8,786 -9,603 -9,052 -8,537
13 -8,182 -9,566 -9,735 -9,673 -9,195 -1,784
14 -9,173 -9,546 -9,585 -9,612 -9,109 -8,526
Média -8,193 -9,207 -9,029 -9,349 -8,818 -7,931

Fonte: Autora (2022). *Cédigo PDB.

Considerando que mais de uma estrutura cristalografica de NMT foi elencada na
triagem inversa, apenas a estrutura NMT-03 (Cdodigo PDB: 5A28) e os respectivos valores de
coordenadas xyz foram priorizados para as etapas seguintes, devido a melhor média de afinidade
de ligacdo. A fim de contemplar outros alvos associados a diferentes processos fisiopatoldgicos
nos parasitas, estruturas cristalogréaficas correspondentes as enzimas MAPK e MetRS, mesmo
com menores valores de afinidade de ligacdo, também foram consideradas para a sele¢éo de
novos hits.

A Figura 12 apresenta o grafico dos resultados com os valores de afinidade de liga-
cao de 1 e derivados com NMT, MetRS e MAPK, em comparacao com 0s respectivos ligantes
co-cristalizados e a miltefosina. Quando ancorados ao sitio de ligagdo de NMT-03 se observa
que a afidicolina e a maioria dos derivados, com excecdo de 4, 5 e 7, demonstrou valores de
AG comparaveis ao ligante co-cristalizado, no entanto, ndo suficientemente superiores ao do

controle negativo, miltefosina. No docking molecular ao sitio de ligacdo de MetRS observa-se
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que todos os ligantes mostraram valores de AG significativamente menos negativos ao apre-
sentado pelo ligante de referéncia (LWN) e mais negativos que o da miltefosina. J& em MAPK
se verifica que ndo ha diferenca estatistica dos ligantes com o controle positivo, e que apenas
as moléculas 12, 13 e 14 exibiram valores de AG significativamente menores que o controle

negativo.

Figura 12 — Analise estatistica dos resultados de docking molecular de 1 e derivados (2-14) com (A) ao sitio de
ligacdo de NMT-03 (A), MetRS (B) e MAPK (C), em comparacdo com os ligantes de referéncia TUQ, LWN e
SB2, respectivamente e miltefosina.
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Fonte: Autora (2022). ****p<0,0001; ***0,0003< p <0,005; **0,0010 < p <0,0058; *0,0136 < p <0,0466.

Em relacdo a atividade de terpenos sobre enzimas selecionadas neste trabalho, a
literatura descreve apenas resultados in silico utilizando calculos de docking molecular.
Ogungbe e Setzer (2013) ancoraram diversos terpendides derivados de plantas a potenciais al-
vos de Leishmania spp. Nesse estudo, os monoterpendides e sesquiterpendides mostraram
maior seletividade de acoplamento sobre MetRS, enquanto que a maioria dos diterpendides
avaliados exibiram maior seletividade sobre glicerol-3-fosfato desidrogenase e, de forma razo-
avel, a NMT. Em triagem virtual baseada em estrutura realizada por Bernal e Barreira (2014),
sesquiterpenoides do tipo agarofurano exibiram maior seletividade para NMT e pteridina redu-

tase-1.
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5.2.1 N-miristoil transferase (PDB: 5A28)

A NMT é um alvo essencial para a viabilidade de T. brucei, T. cruzi e Leishmania
spp., além disso, é um dos poucos alvos de tripanosomatideos validados farmacologicamente
(CORPAS-LOPEZ et al., 2018). Nesses parasitas, a enzima catalisa a adi¢ao de &cido miristico
(miristoil-CoA) (C14:0) na glicina N-terminal de proteinas especificas antes e apos a sintese
total de cadeias polipeptidicas (eventos co e pos-traducional, respectivamente). Assim, a im-
portancia da enzima nesses parasitas esta supostamente associada a localizag&o celular correta
e a funcdo bioldgica adequada dessas proteinas, as quais estdo envolvidas em diversos proces-
sos celulares como trafego de proteinas vesiculares, transducao de sinal e interacdes proteina-
proteina. Em L. major o gene que codifica a NMT € expresso em todos os estagios do parasita,
a enzima, por sua vez, localiza-se tanto na membrana como no citoplasma, o que a torna um
alvo adequado para o desenvolvimento de farmacos leishmanicidas (PRICE et al., 2003; COR-
PAS-LOPEZ et al., 2018)

Rackham et al. (2015) propuseram diversas modificagdes estruturais de um com-
posto protétipo benzotiofeno buscando desenvolver inibidores seletivos de NMT. O protétipo
foi descoberto como um inibidor eficiente de NMT de Plasmodium falciparum (PfNMT) e se-
letivo sobre NMT de L. donovani (LANMT). Dessa serie de analogos, o isdmero de oxadiazol
(TUQ) exibiu alta afinidade e Kj de 10 nM sobre LANMT. A resolu¢do do complexo com
LmNMT (NMT de L. major) por cristalografia de raio-x revelou que TUQ realiza ligagdo de
hidrogénio com o carboxilato do residuo de Leu421 e Ser330, interacdo mediada por &gua com
Tyr92 e interagdes m-n com Phe90 (Figura 13). Outros estudos apontam a importancia da inte-
racdo de inibidores de LmNMT quimicamente distintos (tienopirimidina, piperidinilindol, ami-
noacilpirrolidina e bifenil) com cadeias laterais aromaticas de Tyr217 e Tyr345 (BRANNIGAN
et al., 2014). O estudo in silico realizado por Ogungbe e Setzer (2013) que avaliou diversas
classes de terpendides sobre alvos de Leishamania spp. apontou que o diterpeno do tipo cas-
sano, considerado o mais seletivo para NMT do conjunto de moléculas avaliadas, realizou ex-
tensas interagdes com “Ala204, Asp83, Asp84, Glu82, Gly205, Phe88, Phe90, Tyr217, Tyr345,
Val81 e Val206”.
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Figura 13 — Ligante co-cristalizado ancorado ao sitio de ligagdo de NMT-03 (PDB: 5A28).
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Fonte: Autora (2022).

Embora a afidicolina e TUQ apresentem similaridade estérica e eletrénica superior
a 0,5, os estudos de docking molecular mostraram que a complementaridade de ambos ao sitio
ativo de NMT é consideravelmente diferente. 1sso pode ser explicado pela diferenca de graus
de liberdade observados entre as duas moléculas. Enquanto o ligante co-cristalizado é bastante
flexivel, a afidicolina com apenas duas ligacdes rotacionaveis nédo € capaz de realizar grandes
mudancas conformacionais, deixando apenas as suas hidroxilas ligadas as posicdes C3 e C18
do anel A, e C16 e C17 do anel D, com maior liberdade conformacional.

Por outro lado, observou-se que o acoplamento da afidicolina com NMT-03 preser-
vou algumas interagdes com residuos-chave de aminoacidos envolvidos no reconhecimento do
ligante de referéncia pelo sitio de ligacdo de NMT. Ao comparar a pose mais energeticamente
favoravel da afidicolina, obtida pelo ancoramento molecular, com a pose cristalografica de
TUQ, foi observado que o anel A da afidicolina se sobrepde ao anel pirazol do ligante de refe-
réncia (Figura 14). Por esse motivo, a afidicolina manteve uma ligagdo de hidrogénio com o
residuo de Ser330 na B-folha da cadeia A de NMT-03, através da OH na posi¢do C-3. Além
disso, a afidicolina conseguiu manter uma ligacdo de hidrogénio com o residuo de Tyr217 e
outra adicional com Asp84, através das OHSs ligadas em C16 e C17, respectivamente. Nao foi
observada nenhuma interagdo de OH-C18, tida como importante para a atividade sobre tripa-
nosomatideos em triagens in vitro. A metila livre (C19) realiza interagdo m-alquil com a cadeia

lateral aromatica de His219 e Phe232, bem como o anel A com o residuo de Phe90.
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Figura 14 — (A) Comparacdo da interacdo do ligante nativo (roxo) e a afidicolina (azul) ao sitio de ligacdo de
NMT-03 (PDB: 5A28). (B) Diagrama 2D dos aminoacidos envolvidos na interagdo da afidicolinacom NMT-03.
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Fonte: Autora (2022).

No afidicolano 2 (Apéndice 1), observa-se complementaridade semelhante a da afi-
dicolina. No entanto, OH-C18 realiza ligacdo de hidrogénio adicional com Ser330, enquanto
que OH-C3 realiza ligacdo covalente com a cadeia lateral aromatica de Phe88. A porcdo C10 e
o anel B realizam interac@o m-alquil com Phe90. A OH em C11 realiza ligag&o de hidrogénio
com Asp396, o qual participa de interagdes com tienopirimidina de TUQ (BRANNIGAN et al.,
2014). O derivado 3 (Apéndice 1), por outro lado, tem os anéis C e D em sobreposicdo ao anel
pirazol de TUQ, o que explica a realizacéo de ligagdes de hidrogénio de OH-C16 as hidroxilas
de Ser330 e Tyr345. A OH na posi¢do 2C do anel A permitiu ligagéo de hidrogénio com Glu82.
A auséncia de hidroxilagdo em C16 permitiu a metila realizar interagcGes hidrofobicas com
Phe88, Phe232 e com a cadeia lateral saturada de Leu341, esse padréo de interacdo também foi
observado no derivado 6.

No derivado 4 (Apéndice 2), o padrdo de sobreposicéo € semelhante ao derivado 3,
inferindo-se que nesses derivados a hidroxilacdo em duas posi¢cdes do anel D pode contribuir
para a orientacdo da molécula no sitio ativo. Com isso, esse afidicolano manteve a ligacdo de
hidrogénio com Ser330, no entanto, possivelmente devido a auséncia da metila nesse anel, ndo
houve formacdo com a cadeia lateral saturada de Leu341 (Apéndice 2).

O derivado 5 apresenta predominantemente interagcdes hidrofdbicas, destacando
apenas uma ligacao de hidrogénio com o grupo amino de Tyr217, o mesmo ocorre no derivado
7. Este Gltimo é quimicamente distinto aos demais, em C18 no anel A, ao invés de uma OH ha
a presenca de um grupo carboxil. Embora o anel D se sobreponha ao anel pirazol de TUQ, a

hidroxila em C16 ndo foi capaz de formar ligagdo com o residuo de Ser330, porem, realizou
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ligacdo de hidrogénio com Tyr345 e Asn376. Nota-se também a formacéo de ligagdo de hidro-
génio da carbonila do grupo carboxil com Tyr217. No derivado 8 a ciclizagdo do anel A com
um grupo oxetano parece ter dificultado a formacdo de uma ligacdo de hidrogénio através do
atomo de oxigénio do heterociclo, as interacBes observadas com esse derivado s&o predomi-
nantemente hidrofdébicas (Apéndice 3).

No derivado 9, o epoxido presente no anel D manteve a ligagdo de hidrogénio com
Ser330. O derivado 10, considerado inativo contra L. major, porém moderadamente ativo con-
tra formas amastigotas e promastigotas de L. braziliensis (SANTOS et al., 2014) exibe como
principal diferenca a presenca de uma oxima ligada em C3. Nos estudos de docking molecular,
a OH da oxima ndo realizou nenhuma interacdo com o sitio ativo de NMT-03. Embora a con-
tribuicdo de interacGes hidrofébicas tenha sido muito menor quando comparado aos demais
derivados, a AG foi muito proxima a calculada no acoplamento do ligante co-cristalizado. Nos
estudos de Kayser et al. (2001) o derivado 11 (17-glicinato de afidicolina) apresentou resultados
promissores sobre as formas promastigotas de L. major. Embora esse derivado tenha apresen-
tado afinidade de ligacdo consideravelmente alta com NMT, as intera¢Ges identificadas séo
apenas entre Tyr217, His219 e Phe232 (Apéndice 4).

Os derivados 12, 13 e 14 mostraram novamente que a ciclizagdo do anel A ou D
pode prejudicar a ocorréncia de ligacdo de hidrogénio. As interagdes hidrofébicas sdo majori-
tarias, tendo destaque os residuos de Phe90, Tyr217, Phe232 e Tyr345 (Apéndice 5).

5.2.2 Metionil tRNA sintetase (PDB: 6SWX)

A enzima metionil-tRNA sintetase (MetRS) é um alvo quimicamente validado em
Trypanosoma brucei e L. donovani (TORRIE et al., 2017). Essa enzima esta envolvida na sin-
tese de proteinas ao catalisar a producédo de metionil-tRNA que se liga aos codons AUG nos
ribossomos durante a fase de traducédo, permitindo a incorporacdao de metionina nas proteinas
que serdo sintetizadas (TORRIE et al., 2020). Em virtude de ser uma enzima altamente conser-
vada nos cinetoplastideos, a MetRS vem sendo utilizada como um alvo farmacolégico promis-
sor na busca de hits com atividade leishmanicida (LARSON et al., 2011; OGUNGBE; NG;
SETZER, 2013).

Os inibidores conhecidos da MetRS competem pelo sitio de ligagdo com a metio-
nina. Torrie et al. (2020) avaliaram a atividade de diferentes pirazolopirimidinas sobre a MetRS
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de L. donovani e verificaram que compostos dessa classe podem ser ligar a um novo sitio alos-
térico. O ligante co-cristalizado identificado por LWN se liga através de seu grupo difluoroben-
zil a uma “bolsa hidrofobica formada por cadeias laterais de Leu416, 11e418, Tyrd41, Trp443,
Leud44, Leudd7, Phed90, Tyrd94 e Phed98, ja a regido pirazolopirimidina se liga entre Phe339,
Phe414 e Tyr328”. Os grupos NH e carbonil de Ser417 interagem com nitrogénios da pirimi-
dina formando ligac6es de hidrogénio. Outra interacdo também pode ser observada entre o ace-
tato de metila de LWN e Phe339 (Figura 15).

Figura 15 — Ligante co-cristalizado ancorado ao sitio de ligacdo de MetRS (PDB: 6SWX).
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Fonte: Autora (2022).

Diferentemente do que ocorre com NMT-03, a afidicolina ndo apresenta nenhuma
sobreposicao com o ligante de referéncia, ao contrario de LWN, parece se acomodar na por¢do
hidrofilica do sitio ativo. Com isso, realiza extensas ligacdes de hidrogénio, mantendo uma
ligagdo da OH ligada em C3 com Phe339 e outras adicionais em OH-C16 com Asp486 e em
OH-C17 com Lys485, Leu488 e Lys489. Na regido hidrofdbica do sitio ativo, a afidicolina

conservou uma ligacdo com Phe490 interagindo com os aneis C e D (Figura 16).

Figura 16 — (A) Comparacdo da interacdo do ligante co-cristalizado (roxo) e a afidicolina (azul) ao sitio de ligagdo
de MetRS (PDB: 6SWX). (B) Diagrama 2D dos aminoé&cidos envolvidos na interacdo da afidicolina com MetRS.
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Fonte: Autora (2022).
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Em relacéo aos derivados afidicolanos foi observada uma variacdo dos aminoacidos
e das suas posicOes de interagdo. Quase metade dos afidicolanos (2, 3, 7, 10 e 11) exibiram
interacdo com Phe339 através de ligacdo de hidrogénio. Enquanto que no derivado 10 essa
interacéo ocorreu no anel A em OH-C18, nos demais foi observada no anel D em OH-C16 e
em OH-C17 apenas para o derivado 2. Outros residuos em comum entre os derivados foram
Asn344 (derivados 4, 5, 8, 10 e 14) e Asp486 (2, 3, 5, 7 e 11), ambos efetuando liga¢des de
hidrogénio. Somente no derivado 4 a interacdo com Asn344 foi verificada no anel A em OH-
C3, nos demais essa interacdo ocorreu em OH-C16. Por outro lado, todas as interagdes com
Asp486 ocorreram somente nas posicdes OH-C3 e OH-C18. No derivado 7 a ligacédo de hidro-
génio foi formada com a porcao de acido carboxilico ligada ao C18. As interacGes hidrofébicas
na afidicolina e derivados foram observadas nos aneis A, B, C e D, com uma maior extenséo
no anel D, envolvendo principalmente as cadeias laterais de Lys489 e o anel aromatico de
Phe490, mediante interagdes alquil e m-alquil (Apéndices 6-18).

5.2.3 Map-quinase (PDB: 3UIB)

As proteinas ativadas por mitdgenos (do inglés, Mitogen-activated protein kinases,
MAPKS) sdo proteinas quinases que fosforilam seus proprios residuos de serina e treonina e
encontrados em seus substratos, a fim de ativar ou desativar alvos bioldgicos (PETI; PAGE,
2013). Essas proteinas sdo altamente conservadas em eucariotos e sdo responsaveis pela modu-
lacdo de diversos eventos de sinalizacdo intracelular, como proliferacdo, diferenciacdo, apop-
tose e resposta ao estresse (PLOTNIKOV et al., 2011). No género Leishmania ha ao menos 17
tipos de MAPK, as quais estdo envolvidas no sensoriamento ambiental e biogénese de flagelos,
regulando as vias de resposta adaptativa dos parasitas (PLOTNIKOV et al., 2011).

O estudo de Horjales et al. (2012) que elucidou a estrutura cristalografica de
MAPK10 de L. major em complexo com SB203580 (PDB ID: 3UIB) mostrou que embora os
residuos de catalise das map-quinases sejam bem conservados nos eucariotos, em tripanonos-
somatideos ha diferencas no sitio ativo. A interacdo de SB2 com LmMAPK10 é estabelecida,
sobretudo, por interagdes de van der Waals, sendo observada apenas uma ligagdo de hidrogénio
do ligante com o residuo de Met115. Residuos como Tyr34 dentro da alca P (residuos 30-34)
se movem fechando a fenda de ligacdo de SB2 e a cadeia lateral de Aspl176 contribui para a
acomodac&o do ligante no sitio ativo (HORJALES et al.; 2012) (Figura 17). Tanto a afidicolina,
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como os derivados afidicolanos, com exce¢ao do derivado 14 (AG= -9,173), apresentaram va-

lores menos negativos de afinidade de ligacdo em relagéo ao ligante complexado.

Figura 17— Ligante co-cristalizado ancorado ao sitio de ligacdo de MAPK (PDB: 3UIB).

SB2+3UIB

Ligacdo de hidrogénio

Alquil

Halogénio (Fluorina)

Ligagao de carbono-hidrogénio
Ligagdo de hidrogénio n-doador
AG=-9,117 kcal/mol n-enxofre

Fonte: Autora (2022).

Na Figura 18 é possivel observar que a afidicolina se sobrepde pelo anel A a pipe-
ridina de SB2, bem como os anéis C e D ao anel imidazol do ligante nativo. Isso explica porque
a afidicolina manteve a ligac&o de hidrogénio com Met115 atraves das hidroxilas em C3 e C18,
bem como as intera¢des hidrofobicas com Ala49 e Leul65. A maior rigidez de afidicolina per-
mitiu que a molécula realizasse interagdes com outros aminoacidos do sitio ativo, incluindo
duas ligagdes de hidrogénio com Lys51 e Glu78 através das hidroxilas no anel D e com Val37

e Cys175 por meio de interacdo hidrofdbica.

Figura 18 — (A) Comparacdo da interacdo do ligante co-cristalizado (roxo) e a afidicolina (azul) ao sitio de ligacdo
de MAPK (PDB: 3UIB). (B) Diagrama 2D dos aminoacidos envolvidos na interacdo da afidicolina com MAPK.

LEU165 ASY cys A37
LYS51

Ligagdo de hidrogénio
Alquil

AG= -8,825 kcal/mol

Fonte: Autora (2022).
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Por outro lado, o afidicolano 2 ndo se sobrepds ao ligante nativo, assumindo um
conjunto de interacBes variadas, exceto Met115 ligado a OH-C10. De forma similar a afidico-
lina a conformacdo mais energeticamente favoravel do derivado 3 permitiu a sobreposicao do
anel A com a piperidina de SB2. No entanto, a ligacdo de hidrogénio com Met115 envolveu a
unica hidroxila no anel D, ja no anel A em OH-C1 a interagdo ocorreu com o grupo carbonil de
Glul13. Outras intera¢des importantes ja mencionadas com Ala49 e Leul65, foram observadas
para esse derivado.

Para os demais afidicolanos, ndo houve mudancas relevantes em relacéo as intera-
cBes com os residuos de aminoacidos. Em geral, as ligac6es de hidrogénio ocorreram, sobre-
tudo, com Aspl118 em OH-C3 (derivado 6, 9 e 11), OH-C16 (derivado 5, 8 e 10) e OH-C18
(derivado 4, 5, 6 e 9). Destaque para 11 e 14, cujos acoplamentos com MAPK obtiveram os
valores de afinidade de ligacdo mais baixos com -8,778 kcal/mol e -9,173 kcal/mol, respectiva-
mente. A porcdo amino do grupo glicina em 11 foi ancorada em um residuo de Asp176 e mesmo
0 anel A ndo possuindo complementaridade semelhante a de SB2 ao sitio ativo, a OH em C18
manteve a interagdo com Met115 e com alguns dos residuos apolares descritos por Horjales et
al. (2012). Em 14 séo observadas majoritariamente interagdes hidrofobicas com o sitio de
MAPK, sendo o unico derivado a manter a interacdo polar com Met115 e com os residuos
apolares do ligante de referéncia. Um achado relevante dessa etapa € que todos os ligantes que
mostraram algum ponto de sopreposicdo com SB2, de forma a ocupar regides em comum do

sitio ativo, apresentaram melhores valores de afinidade de ligagdo (Apéndices 19-23).

5.3 Geracao do modelo farmacoforico

Para a predi¢do do farmacdforo no servidor PharmaGist, foram selecionados 13
derivados afidicolanos (verFigura 9) com atividade bioldgica in vitro descrita para Leishmania
spp. (KAYSER etal., 2001; SANTOS et al., 2014) sendo a afidicolina utilizada como molécula
pive. A melhor pontuacdo de sobreposicdo calculada para o conjunto de moléculas foi de
24,739, estando proximo a pontuacgdes descritas em outros trabalhos (SILVA et al., 2015; PA-
DILHA etal., 2016). Esse modelo resultou em um alinhamento com 12 propriedades farmaco-
foricas: 10 caracteristicas hidrofobicas (HID) e duas aceptoras de ligagdo de hidrogénio (HBA)
(Figura 19).
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Figura 19 — Modelo farmacoférico gerado com o servidor PharmaGist.

I HiD
HBA

Fonte: Autora (2022).

5.3.1 Avaliacdo do modelo farmacoforico

Além do alinhamento, o Pharmagist também fornece valores individuais das se-
guintes propriedades farmacoféricas: nimero de atomos (ATM), caracteristicas espaciais (CE),
grupos hidrofobicos (HID), grupos doadores (HBD) e aceptores de ligacdo de hidrogénio
(HBA). A partir desses dados, foi construida uma matriz levando em consideragéo a similari-
dade de Tanimoto, para avaliar se as propriedades supracitadas se correlacionam entre si e a
variavel de interesse. Ferreira et al. (2019) utilizaram valores de plCsp indicados para a cons-
trucdo de modelo QSAR, porém no presente estudo os valores de coeficiente de Tanimoto fo-
ram escolhidos ao invés de resultados de atividade bioldgica, devido as diferentes condicdes
experimentais dos estudos que forneceram as moléculas aqui analisadas. Assim, 0 método es-
tatistico de correlagdo de Pearson foi utilizado para fazer essa correlagdo, em adaptacdo a me-
todologia proposta por Santos et al. (2015). Além disso, o p valor foi calculado para avaliar as

correlagbes que deveriam ser consideradas na analise (Tabela 5).

Tabela 5 — Descritores farmacoféricos previstos no servidor web PharmaGist.

Molécula ATM CE HID HBD HBA  Tanimoto
1 58 23 19 4 4 1,000
2 59 22 17 5 5 1,000
3 57 23 20 3 3 0,886
4 54 22 19 3 3 0,867
5 55 22 19 2 3 0,830
6 56 24 22 2 2 0,734
7 57 26 22 1 3 0,647
8 55 22 19 2 3 0,587
9 55 22 19 2 3 0,580
10 59 24 19 5 4 0,554
11 65 25 19 4 6 0,500
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12 66 25 21 0 4 0,461

13 66 25 21 0 4 0,457

14 64 25 22 1 3 0,450
CE 0,700 - - - - -
* 0,005 - - - - -
HID 0,302 0,741 - - - -
* 0,295 0,002 - - - -
HBD -0,298 -0,431 -0,744 - - -
* 0,302 0,124 0,002 - - -
HBA 0,587 0,179 -0,493 0,439 - -
* 0,027 0,541 0,073 0,116 - -
Tanimoto -0,603 -0,621 -0,499 0,553 -0,084 -
* 0,022 0,018 0,070 0,040 0,775 -

Fonte: Autora (2022). ATM= Atomos; CE= Caracteristicas Espaciais; HID= Hidrofbico; HBA= Grupos aceita-
dores de ligagdo de hidrogénio; HBD= Grupos doadores de ligacdo de hidrogénio *p= Valor da correlacéo de
Pearson.

Observa-se que os valores de coeficiente de correlacéo estatisticamente significati-
vos (p < 0,05 e.g. probabilidade menor ou igual a 5%) entre as caracteristicas farmacoforicas
(ATM, CE, HID, HBD e HBA) mostraram valores positivos e negativos. Uma correlacao dire-
tamente proporcional forte (valor positivo entre 0,7-0,9) foi observada entre HID-CE (0,741,
p= 0,002). Duas correlagdes positivas moderadas (valor positivo entre 0,4 e 0,7) foram obser-
vadas entre os pares ATM-CE (0,700; p= 0,005) e ATM-HBA (0,587; p= 0,027). Enquanto
que uma correlagédo negativa forte foi observada entre o par HBD-HID (-0,744; p= 0,002).

Os valores de similaridade de Tanimoto dos derivados (2-14) em relacdo a molécula
pivd (1), variaram de 0,457 a 1,000. O valor do indice de Tanimoto se encontra entre 0 e 1,
sendo que quanto mais proximo de 1, maior € a relacdo estrutural com a molécula de referéncia.
Das trés caracteristicas farmacoféricas correlacionadas ao indice de Tanimoto (p<0,05), duas
foram inversamente proporcionais, sendo elas ATM (-0,603; p= 0,022) e CE (-0,621; p=
0,018). Somente a correlagdo Tanimoto-HBD foi considerada positiva moderada (0,553; p=
0,018). As caracteristicas HID e HBA, resultantes do alinhamento do conjunto de moléculas
(Figura 19), apresentaram correlacdo inversamente proporcional ao indice de Tanimoto, no en-
tanto, ndo foi considerada estatisticamente significativa.

A analise hierarquica de agrupamentos (HCA) corroborou com os resultados encontra-

dos na correlagdo de Pearson, mostrando HBD como a variavel dependente mais importante (Figura
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20a). Os grupos doadores de ligacdo de hidrogénio séo grupos funcionais que possuem um he-
teroatomo (N, O, F) eletronegativo ligado a um H, fornecendo o hidrogénio com carga parcial
positiva para a ligagédo (PATRICK, 2013).

Considerando os resultados da correlagdo de Pearson e o fato do modelo farmaco-
forico possuir apenas duas caracteristicas (HID e HBA), o modelo gerado no PharmaGist foi
selecionado para as demais etapas. A presenca de grupos hidrofébicos nos ligantes é importante
no reconhecimento molecular, especialmente em alvos biologicos cujo sitio de ligacdo é for-
mado por aminoacidos apolares, como € o caso de MetRS. Além disso, grupos como OH podem
atuar tanto como doadores como aceptores de ligacdo de hidrogénio, sendo os tltimos definidos
como grupos capazes de aceitar um atomo de hidrogénio para estabelecer uma interacdo (PA-
TRICK, 2013).

A atividade antiparasitaria da afidicolina parece ser dependente das OH livres em
C-3 e C-18 em espécies de Leishmania, além disso, qualquer modificacdo do anel A na posi¢cdo
C-3, como introducdo de grupos funcionais ou remocao da OH, a atividade sobre T. cruzi é
reduzida. Com relagdo aos derivados, a atividade leishmanicida das moléculas mais ativas esta
muito relacionada a estrutura priméria da afidicolina (KAYSER et al., 2001; SANTOS et al.,
2014; SANTOS et al., 2016).

Figura 20 — (a) Dendograma de analise de agrupamento hierarquico (HCA) da correlacdo entre caracteristicas
farmacoforicas e indice de Tanimoto. (b) Dendograma (HCA) das estruturas classificadas como mais similares em
azul (A) menos similares em vermelho (B).
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Fonte: Autora (2022).

Além disso, esse método permitiu classificar, partindo das caracteristicas farmacofé-

ricas, as moléculas em mais similares e menos similares a afidicolina (Figura 20b). O maior
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cluster identificado em azul, agrupou as moléculas ditas mais similares (1-5) e, no menor clus-
ter, em vermelho, estdo as moléculas menos similares (6-14). As moléculas 1 e 2 sdo altamente
similares, tendo apenas mudancas estereoquimicas e a presenca de um grupo hidroxil ligado
em C10 no derivado 2. No segundo grupo, constituido pelos derivados 3, 4 e 5, nota-se uma
maior similaridade estrutural entre os ligantes 4 e 5 que apresentam o mesmo padréo de substi-
tuicdo em C3 e C18, exceto pela presenca de um epoxido entre C16 e C17 no afidicolano 5.
Esses pontos se refletem nas caracteristicas farmacoforicas, por exemplo, 1 e 2 apre-
sentaram valores muito similares de todos os aspectos farmacoforicos mostrados na Tabela 7,
enquanto que 4 e 5 exibiram o mesmo nimero de grupos aceptores de ligacdo de hidrogénio e
de caracteristicas farmacofdricas. A similaridade comeca a diminuir a partir do derivado 6, este
mantém as hidroxilas apenas em C3 e C16. Porém entre os derivados 8 e 9 e 12 e 13 séo obser-

vadas caracteristicas farmacoforicas idénticas, apesar das diferencas estruturais.

5.4 Hipotese farmacoférica e triagem virtual

O grande numero de caracteristicas hidrofobicas resultantes do alinhamento das
moléculas impossibilitou que fossem encontrados novos hits no servidor Pharmit. Desse modo,
a triagem virtual levou em consideracdo hipoteses farmacoforicas apresentadas na Figura 21,
que foram obtidas pela inspecéo visual das interacbes moleculares de 1 com as estruturas cris-
talograficas encontradas na triagem virtual inversa. Ferreira et al. (2019) tiveram sucesso com
esse refinamento, uma vez que as hipoteses selecionadas apresentaram as caracteristicas rele-

vantes para a complementaridade com o receptor estudado.

Figura 21 — Hipdteses farmacoféricas. (1) modelo farmacoférico inicial; (11) modelo farmacoférico com base e
interacdo MPK, (111) NMT-03 e (IV) MetRS. Os grupos aceptores de ligacdo de hidrogénio estao representados na
cor laranja e os grupos hidrofdbicos, em verde.

"
HID-3

HID-1

Fonte: Autora (2022).
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De acordo com as interacdes observadas entre a afidicolina e os alvos MAPK e
NMT-03, cinco caracteristicas farmacofdricas foram definidas: dois grupos aceptores de liga-
cao de hidrogénio (HBA) e quatro grupos hidrofobicos (HID); enquanto que para MetRS, os
mesmos grupos HBA foram mantidos e apenas dois grupos HID foram utilizados para a cons-
trucdo do modelo, como é observado na Tabela 6, juntamente com os respectivos valores de
coordenadas xyz.

Tabela 6 - Coordenadas xyz dos grupos farmacoféricos utilizados na triagem de novos hits.
Farmacoforo MAPK (PDB: 3UIB)

Coordenadas X y Z Raio
HBA-1 21,86 -4,38 -0,76 0,5
HBA-2 16,23 -11,54 -2,21 0,5
HID-1 20,96 -7,63 -1,19 1,0
HID-2 22,08 -9,38 -1,82 1,0
HID-3 17,81 -8,97 -2,58 1,0
HID-4 18,69 -11,96 -0,27 1,0

Farmaco6foro NMT-03 (PDB: 5A28)
HBA-1 21,86 -4,38 -0,76 0,5
HBA-2 16,23 -11,54 -2,21 0,5
HID-1 21,83 -6,98 -0,83 1,0
HID-2 21,35 -8,40 -2,07 1,0
HID-3 17,81 -8,97 -2,58 1,0
HID-4 18,69 -11,96 -0,27 1,0
Farmacoforo MetRS (PDB: 6SWX)
HBA-1 21,86 -4,38 -0,76 0,5
HBA-2 16,23 -11,54 -2,21 0,5
HID-1 21,83 -6,98 -0,83 1,0
HID-2 20,60 -6,25 -2,79 1,0

Fonte: Autora (2022).

A fim de reduzir o nimero de hits encontrados na triagem virtual foi aplicado um
filtro de propriedades farmaco-similar (do inglés drug-like), utilizando como propriedades fi-
sico-quimicas o peso molecular (PM), nimero de ligacdes rotacionaveis (NRB), coeficiente de
particdo (Log P), area de superficie polar topoldgica (TPSA), grupos arométicos (ARO) e gru-
pos aceptores (HBA) e doadores (HBD) de ligacédo de hidrogénio. Os valores das propriedades
fisico-quimicas, calculadas para afidicolina e os 13 derivados, estdo listados na Tabela 7.
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Tabela 7 - Propriedades fisico-quimicas utilizadas nos filtros de maximos e minimos.

Molécula PM (Da) NRB LogP TPSA(RA) ARO  HBA HBD
1 338,48 2 1,89 80,92 0 4 4
2 354,48 2 1,03 101,15 0 5 5
3 322,48 1 2,81 60,69 0 3 3
4 308,46 1 2,51 60,69 0 3 3
5 320,47 1 2,53 52,99 0 3 2
6 306,48 0 3,74 40,46 0 2 2
7 334,49 2 3,77 57,53 0 3 2
8 320,47 1 2,53 49,69 0 3 2
9 320,47 1 2,52 52,99 0 3 2
10 351,48 2 2,65 93,28 0 5 4
11 395,53 5 1,05 113,01 0 6 4
12 390,56 0 3,78 36,92 0 4 0
13 390,56 0 3,78 36,92 0 4 0
14 362,55 0 4,07 38,69 0 3 1

Minimo 306,48 0 1,03 36,92 0 2 0

Maximo 395,53 5 4,07 113,01 0 6 5

Fonte: Autora (2022).

Desse modo, os intervalos dos filtros foram definidos como o menor e o maior valor
de cada propriedade calculada. Observa-se que tanto 1 como os derivados afidicolanos nédo
violaram os limites estabelecidos por Lipinski (PM < 500 Da, Log P <5, HBA <10, HBD < 5)
e Veber (TPSA < 150 A, NRB < 10) (LIPINSKI et al., 1997; VEBER et al., 2002). Segundo
esses autores, 0s pontos de corte estabelecidos para as propriedades supracitadas sdo comuns
em farmacos administrados por via oral.

A utilizacdo da afidicolina como farmaco por via oral é limitada pela sua baixa
solubilidade em &gua e rapida depuracdo por enzimas metabolizadoras de farmacos. Além
disso, modificagBes estruturais para a geracdo de derivados mais hidrossoltveis podem com-
prometer a atividade bioldgica, tendo como exemplo o 17-glicinato de afidicolina (derivado 11)
(BARANOVSKIY etal., 2014). Por esses motivos, hits estruturalmente semelhantes a afidico-
lina devem apresentar maior biodisponibilidade oral, melhor solubilidade em agua e acessibili-
dade sintética.

A triagem virtual realizada no banco de dados MolPort® através do servidor web
Pharmit encontrou apenas 9 ligantes com base no ancoramento com MAPK (PDB: 3UIB), 1183
e 2000 ligantes considerando as interagdes com NMT-03 (PDB: 5A28) e MetRS (PDB: 6SWX),

respectivamente. Um segundo refinamento foi aplicado para reduzir o nimero de moléculas
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com base na similaridade de Tanimoto. Apds essa etapa, somente 3, 316 e 460 ligantes para
MAPK, NMT-03 e MetRS, respectivamente, mostraram similaridade estrutural superior a 0,3

em relacdo a afidicolina.

5.5 Predigéo da toxicidade e farmacocinética da afidicolina e derivados

A predicdo no software DEREK revelou que apenas os derivados 6, 8 e 14 ndo
apresentaram alertas de toxicidade (Apéndice 24). A afidicolina e a maioria dos afidicolanos
apresentaram alertas estruturais de carcinogenicidade e proliferacdo de peroxissomos. Os deri-
vados 5 e 9, substituidos com epdxido, também apresentaram outros endpoints de toxicidade
como sensibilizacdo da pele, toxicidade no desenvolvimento e irritacdo ocular. J& os derivados
12 e 13 com subunidades 1,3-dioxano e 1,3 dioxiciclopentano, respectivamente, mostraram
dano cromossomico, mutagenicidade, genotoxicidade e sensibilizagéo da pele.

Em um ensaio clinico de fase | realizado com o 17-glicinato de afidicolina (derivado
11), pacientes relataram dor e irritacdo dose-dependente na pele ao redor da infuséo endovenosa
da molécula. Um paciente do mesmo estudo apresentou bradicardia sem bloqueio atrioventri-
cular e tontura 12 h apo6s infuséo de alta dose do 17-glicinato de afidicolina. Outros efeitos
toxicos como leucopenia leve e aumento reversivel de marcadores de lesdo hepatica, também
foram observados (SESSA et al., 1991) o que corrobora com a busca realizada de novas enti-
dades quimicas consideradas mais seguras.

A Tabela 8 resume os resultados de predi¢ao farmacocinética, em termos de absor-
cao e distribuicdo, da afidicolina (1) e derivados (2-14). Considerando a regra de Lipinski todas
as moléculas de partida apresentam lipofilicidade adequada (Log P<5), com variacdo de 0,43
(derivado 2) a 3,76 (derivado 7), valores abaixo daquele apresentado pela miltefosina, Unico

farmaco aprovado para o tratamento da leishmaniose administrado por via oral.

Tabela 8 — Predi¢éo do perfil farmacocinético de 1 e derivados (2-14).

Absorcéo Distribuicéo
Molécula LogP  Pcaco- P LPP (%) BHEL!
i W HA@)E TN pgp ) B
1 1,53 6,92 78,87 81,49 Nao 91,55 1,14
2 0,43 5,45 63,82 1,79 Nao 66,51 0,30
3 228 21,33 87,21 176,9 Sim 91,26 2,85
4 2,21 7,28 86,54 117,35 Sim 97,42 2,73
5 230 20,03 91,71 125,81 Sim 94,01 2,66
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6 351 19,79 92,01 184,46 Sim 100,00 6,73

7 3,76 18,59 95,62 213,78 Sim 100,00 1,03

8 230 17,76 91,75 308,03 N4o 99,00 2,80

9 222 22,46 91,71 115,77 Sim 88,30 2,52
10 2,22 22,46 91,71 115,77 Sim 88,30 2,52
11 2,32 18,89 78,02 4,27 Sim 72,21 0,13
12 2,32 18,89 78,02 4,27 Sim 72,21 0,13
13 2,88 56,98 098,45 3,22 N4o 88,85 0,39
14 3,15 52,96 95,66 0,56 Sim 92,16 2,30
ML 487 21,70 08,08 43,42 Sim 86,18 0,13
ANF-BFI 0,16 14,13 4,68 0,04 Sim 39,01 0,03

Fonte: Autora (2022). *Inibicao da glicoproteina-P; BIMiltefosina; ! Anfotericina B. lLipofilicidade, P!Permea-
bilidade em células Caco-2 (nm/s), [IPercentual de absorcéo intestinal humana, [“Permeabilidade em células
MDCK (nm/s), lnibigdo da glicoproteina-P, fPercentual de ligag&o as proteinas plasmaticas, “Permeacéo a
barreira hematoencefalica.

Os valores do coeficiente de permeabilidade de monocamadas de células de adeno-
carcinoma (Pcaco-2), absorcéo oral humana (IAH%) e permeabilidade das células Madin-Darby
Canine Kidney (Pmpck) sdo utilizados para a predigdo da absorgéo intestinal de ligantes de in-
teresse (ASWATHY et al.,2018). A predicdo da permeabilidade em células Caco-2 é classifi-
cada como baixa, média e alta quando os valores correspondem a <4 nm/s, 4-70 nm/s e >70
nm/s, respectivamente (WASEEM et al., 2017). Todas as moléculas apresentaram permeabili-
dade moderada em células Caco-2, o menor valor é atribuido ao derivado 2 (5,45 nm/s) e o
maior, ao derivado 13 (56,98 nm/s). Do mesmo modo, a permeabilidade em células MDCK
pode ser classificada em baixa (<25 nm/s), média (25-500 nm/s) e alta (>500 nm/s) (PATEL et
al., 2018). As moleculas 2, 11, 12, 13 e 14 apresentaram valores de Pmpck abaixo de 25 nm/s,
ja as demais foram consideradas moderadamente permeaveis. Em termos de absor¢éo intestinal
humana (HIA%), a maioria das moléculas foi classificada como altamente absorvida
(HIA>70%), com o maior valor exibido pela molécula 13 (98,45 %). Ja o derivado 2 foi 0 Unico
que apresentou absorcdo media (20%<HIA<70%) com 63,82%.

A distribuicdo de farmacos € um parametro farmacocinético requerido para avaliar
0 padrdo de distribuicdo entre os diversos compartimentos corporais que depende de varios
fatores, como a permeabilidade através de barreiras teciduais, ligagdo dentro dos compartimen-
tos, particdo pelo pH e particdo 6leo:agua (RANG et al., 2015). Os aspectos investigados in
silico neste estudo foram a predicdo da permeabilidade na barreira hematoencefalica (BHE),
ligagdo a proteinas plasmaticas (LPP%) e inibicdo da glicoproteina-P (P-gP).

A ligacdo a proteinas plasmaticas (LPP%) pode influenciar fortemente a eficécia de

farmacos. Essas proteinas servem como carreadores de farmacos que facilitam o seu acesso ao
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sitio ativo, reduzindo efeitos adversos. Por outro lado, uma extensa LPP% pode resultar em
diminuigdo do clearance, causar interacdes farmacoldgicas ao deslocar outros farmacos dos
sitios ativos dessas proteinas e, assim, contribuir com a toxicidade (LAMBRINIDIS; VALLI-
ANATOU; TSANTILI-KAKOULIDOU, 2015; RANG et al., 2015). A avaliacdo de ligacéo a
proteinas plasmaticas (LPP%) revelou que das 14 moléculas investigadas seis (2, 9, 10, 11, 12
e 13) exibiram baixa capacidade de ligac&o a essas proteinas (LPP<90%) (ROMAN et al, 2019).

A glicoproteina-P humana (P-gP) é uma familia de transportadores de xenobioticos
dependente de ATP que influencia a distribuicdo e eliminagdo de muitos farmacos. Assim, a P-
gP tem um papel relevante na farmacocinética, eficacia e seguranca de moléculas, uma vez que
participa da limitacdo da absorcéo oral e da penetragdo no sistema nervoso central (SNC), na
facilitacdo da excrecdo biliar e renal, bem como, confere resisténcia a uma variedade de farma-
cos pelo efluxo celular (BIKADI et al., 2011).

Os compostos que tém capacidade de modulagéo sobre esses transportadores levam
a acumulacdo intracelular de seus substratos pela reducdo de seu efluxo. Através de estudos de
biologia molecular, Wang et al. (2003) demonstraram que farmacos com Log P>2,92, com ca-
deia superior a 18 atomos e a0 menos um nitrogénio terciario apresentam maior probabilidade
de inibir a P-gp (WANG; KUO; LIEN; LIEN, 2003). Um estudo mais recente mostrou que a
distingdo entre inibidores e ndo inibidores de P-gP é influenciada pelas caracteristicas hidrofo-
bicas da molécula como coeficiente de particdo e presenca de grupos aromaticos, possivelmente
devido ao perfil hidrofobico do sitio ativo da proteina. Além disso, moléculas volumosas com
PM superior a 300 Da teriam maior probabilidade de atuarem como inibidores de P-gP (KLEP-
SCH; VASANTHANATHAN; ECKER, 2014).

A predicdo in silico da permeacéo pela barreira hematoencefalica (BHE) fornece
indicativo importante se a molécula pode ou ndo cruzar esse compartimento. O ligante apresenta
alta absorcdo no SNC se o valor de permeacdo da BHE é maior que 2, enquanto que valores
entre 2 e 0,1 e menores que 0,1 representam média e baixa permeagdo no SNC, respectivamente.
Moléculas que ndo tenham como alvo o SNC devem apresentar permeacao a BHE limitada, a
fim de evitar efeitos adversos de acdo central (ASWATHY et al.,2018).

A permeacdo de farmacos no SNC depende de propriedades fisico-quimicas como
Log P, grupos aceptores e doadores de ligacdo de hidrogénio, PM, TPSA e ser substrato ou ndo
de P-gP (MODA; CARRARA; ANDRICOPULOQO, 2012). Os valores previstos de permeacao

da BHE para afidicolina e os derivados 1, 2, 7, 11, 12 e 13 sdo classificados em permeacao
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intermediaria, com o menor valor observado (0,13) para as moléculas 12 e 13. Enquanto que as
moléculas 3, 4, 5, 6, 8, 9, 10 e 14 foram classificadas como altamente absorvidas pelo SNC. A
maioria desse grupo de moléculas foi prevista como inibidora de P-gP e apresentou 0s maiores
valores de Log P.

5.6 Predicdo da toxicidade e farmacocinética dos novos hits

As moléculas que apresentaram o alerta “plausivel” para os endpoints mencionados
foram excluidas da etapa subsequente. Todas as 3 moléculas triadas para MAPK apresentaram
quanto a relacdo estrutura-toxicidade alertas para carcinogenicidade e proliferacdo de peroxis-
somos. Das 316 moléculas triadas para NMT-03, somente 137 foram isentas de alertas de toxi-
cidade, e das 460 encontradas para Met-RS, apenas 167 ndo foram previstas como moléculas
potencialmente toxicas.

Através da predicdo do perfil farmacocinético dos novos hits, apenas 4 moléculas
foram triadas pelo modelo farmacoférico de NMT-03 e 14, pelo modelo de MetRS. A Tabela
9 resume os resultados de predicéo farmacocinética, em termos de absorgéo e distribuicdo dos

novos hits encontrados para NMT-03.

Tabela 9 - Predicéo do perfil farmacocinético dos hits encontrados para NMT-03.

NMT-03 (PDB: 5A28)

0, - 0,
Molecula A i Hlpfc](/o) N LPI?ﬂ(/O) BHEY!

MP-002-911-081 2,15 18,86 87,83 85,79 Nao 87,40 0,19
MP-002-911-105 1,53 18,50 96,00 35,10 Nao 72,70 0,03
MP-002-911-112 2,15 18,86 87,83 85,79 Nao 87,40 0,19
MP-002-527-121 1,61 15,20 92,27 52,12 Nao 72,10 0,93
TUQ 1,98 28,34 94,53 0,81 Nao 45,95 0,04
Miltefosina 4,87 21,70 98,08 43,42 Sim 86,17 0,13

Fonte: Autora (2022). BlLipofilicidade, PPermeabilidade em células Caco-2 (nm/s), [Percentual de absorgao in-
testinal humana, [“Permeabilidade em células MDCK (nm/s), ElInibicao da glicoproteina-P, fIPercentual de liga-
cao as proteinas plasmaticas, lPermeacéo a barreira hematoencefalica.

Todas as moléculas encontradas apresentam lipofilicidade adequada (Log P<5),
com valores entre 1,53 e 2,15, com menor hidrofobicidade que a miltefosina (Log P=4,87). Os
ligantes encontrados para NMT-03 mostraram valores moderados de Pcaco-2 (4-70 nm/s) vari-
ando de 15,20 nm/s (MP-002-527-121) a 18,86 nm/s (MP-002-911-081 e MP-002-911-112) e
de Pwmock (25-500 nm/s), variando de 87,83 nm/s (MP-002-911-081 e MP-002-911-112) a
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96,00 nm/s (MP-002-911-105). Além disso, todos eles mostraram alto percentual de AlIH, ou
seja, acima de 70%, variando de 87,85% a 96%. Todas as moléculas selecionadas foram pre-
vistas como nao inibidoras da P-gP, corroborando com estudos de Wang et al. (2003) de que
moléculas com Log P<2,92 teriam menor probabilidade de serem substratos de P-gP (ver Ta-
bela 9).

Resultados semelhantes foram obtidos para os ligantes encontrados pelo modelo
farmacoforico de MetRS (Tabela 10).

Tabela 10 - Predicdo do perfil farmacocinético dos hits encontrados para MetRS.

MetRS (PDB: 6SW)

0 - 0,
Molécula L(Ee% i PC[%C]O-Z HIA[\c]( %) P'\fc?]CK P[eg]] P Lpﬁﬂ( %) B[gl—gE
MP-044-725-922 1,53 19,67 82,99 41,24 Nao 65,16 1,71
MP-035-706-274 1,53 19,67 82,99 41,24 Nao 65,16 1,71
MP-047-145-221 153 19,67 82,99 41,24 Nao 65,16 1,71
MP-002-911-112* 2,15 18,86 87,83 85,79 Nao 87,41 0,19
MP-002-911-081* 2,15 18,86 87,83 85,79 Nao 87,41 0,19
MP-021-804-706 1,94 21,12 85,69 211,57 Nao 84,34 0,78
MP-002-507-460 1,65 17,75 92,29 46,32 Nao 73,77 0,12
MP-002-528-375 1,65 17,75 92,29 46,32 Nao 73,77 0,12
MP-002-911-105* 1,53 18,50 96,00 35,10 Nao 72,70 0,03
MP-047-585-353 2,60 20,64 80,32 283,55 Nao 90,57 0,31
MP-030-042-290 1,83 5,28 91,78 72,24 Nao 86,26 1,5
MP-047-772-550 2,26 16,03 85,52 52,61 Nao 86,97 0,28
MP-002-527-121* 1,61 15,2 92,27 52,12 Nao 72,10 0,93
MP-035-705-940 2,05 19,53 80,41 101,49 Nao 88,00 0,18
LWN 2,50 17,59 94,17 3,99 Né&o 74,77 0,03
Miltefosina 487 21,70 98,08 43,42 Sim 86,17 0,13

Fonte: Autora (2022). *Ligantes em comum aos triados pelo modelo farmac6foro de NMT-03. BlLipofilicidade,
blpermeabilidade em células Caco-2 (nm/s), [IPercentual de absorgio intestinal humana, “Permeabilidade em
células MDCK (nm/s), ®Inibig&o da glicoproteina-P, Percentual de ligag&o as proteinas plasmaticas, P/Permea-
¢ao a barreira hematoencefalica.

Os valores de Log P variaram de 1,53 a 2,60; a permeabilidade em Caco-2 variou
de 5,28 nm/s (MP-030-042-290) a 21,12 nm/s (MP-021-804-706); todas as moléculas apresen-
taram altos valores de HIA% (>70%); em relacdo a permeabilidade em MDCK, os ligantes
mostraram valores intermediarios de 35,10 nm/s (MP-002-911-105) a 283,55 nm/s (MP-047-
585-353).
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5.7 Predigéo da solubilidade em &gua dos novos hits

No que diz respeito a permeacdo em membranas bioldgicas, farmacos que possuem
maior coeficiente de particdo (Log P), tendem a ter maior taxa de permeacdo. No entanto, con-
siderando a via de administracdo oral, o farmaco precisa ser liberado de sua forma farmacéutica
e se dissolver em meio bioldgico, e isso é favorecido pela solubilidade relativa de uma substan-
cia ndo ionizada em agua (BARREIRO; FRAGA, 2015).

Assim, como critério de selecdo dos ligantes mais promissores, foi utilizada a pla-
taforma SwissADME para predicdo da hidrossolubilidade através dos métodos computacionais
ESOL, ALI e SILICOS-IT. De forma geral, esses modelos realizam a predicao da solubilidade
aquosa atraveés de Relacdo Estrutura-Propriedade Quantitativa (do inglés Quantitative Struc-
ture—Property Relationships, QSPR). O método ESOL (do inglés Estimated SOLubility) é um
modelo que considera como descritores o peso molecular, Log P, numero de ligagdes rotacio-
naveis e a proporcao de atomos pesados associados diretamente a um sistema aromatico (DE-
LANEY, 2004). O modelo de Ali incorpora nas equa¢des QSPR o Log P, o ponto de fusdo da
molécula e a area de superficie polar topolégica (TPSA) (ALI et al., 2012). Por outro lado, o
SILICOS-IT é um método baseado na contribuicdo de fragmentos modulados pela raiz qua-
drada do peso molecular (DAINA; MICHIELIN; ZOETE, 2017). Por fim, o score de solubili-
dade de cada método é dado em funcdo do logaritmo decimal da solubilidade molar em &gua
(Log S). Os Apéndices 25 e 26 contém os valores de propriedades fisico-quimicas das molécu-
las encontradas para NMT-03 e MetRS, respectivamente.

A partir desses valores, a escala de Log S é categorizada em: insolivel <—10 <muito
pouco soluvel <—6 <moderadamente soluvel <—4 <soluvel <—2 <muito soluvel <0 <altamente
soluvel (DAINA; MICHIELIN; ZOETE, 2017). No presente trabalho, a categoria atribuida a
cada molécula é referente a média calculada dos scores dos trés métodos de predicéo.

Dessa forma, os hits retratados na Tabela 11 foram classificados em sua maioria
como solaveis (Log S de -3,64 a -3,79), tendo apenas a molécula MP-002-527-121 (Log S= -
4,88) classificada como moderadamente soltvel. Nota-se que todos os ligantes mostraram me-
Ihor perfil de solubilidade que a molécula comercial miltefosina (Log S= -6,85), classificada
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como muito pouco soltvel. O resultado de solubilidade da miltefosina estd em conformidade
com a literatura, cujo valor de Log S é igual a -6,30 (DRUGBANK, 2022).

Tabela 11 — Valores de Solubilidade em agua preditos (Log S) dos compostos promissores, dos ligantes co-crista-
lizados e comercial.

Log S Log Ssi-

Molécula Log S (aii Média Classe
(ESOL) LICOS-IT)
MP-044-725-922 -2,43 -2,68 -1,94 -2,35 Solavel
MP-035-706-274 -2,43 -2,68 -1,94 -2,35 Solavel
MP-047-145-221 -2,43 -2,68 -1,94 -2,35 Solavel
MP-002-911-112*  -3,93 -4,31 -2,67 -3,64 Solavel
MP-002-911-081* -3,93 -4,31 -2,67 -3,64 Solavel
MP-003-959-279 -3,90 -4,10 -3,58 -3,86 Solavel
MP-042-646-622 -3,90 -4,10 -3,568 -3,86 Solavel
MP-002-517-277 -3,79 -3,91 -3,58 -3,76 Solavel
MP-021-804-706 -2,63 -3,26 -1,39 -2,43 Solavel
MP-002-507-460 -3,38 -3,49 -3,22 -3,36 Solavel
MP-002-528-375 -3,38 -3,49 -3,22 -3,36 Solavel
MP-002-911-105* -3,44 -3,41 -4,51 -3,79 Solavel
MP-047-585-353 -3,67 -4,52 -2,61 -3,60 Solavel
MP-030-042-290 -3,81 -3,98 -3,44 -3,74 Solavel
MP-047-772-550 -2,39 -3,17 -1,52 -2,36 Solavel
MP-002-527-121*  -5,66 -5,65 -3,34 -4,88  Moderadamente sollvel
MP-035-705-940 -3,03 -3,26 -2,68 -2,99 Solavel
TUQMM -4,25 -4,33 -6,39 -4,99  Moderadamente soluvel
LWNPI -3,62 -4,12 -5,35 -4,36  Moderadamente soluvel
Miltefosinal®l -5,32 -8,03 -7,20 -6,85 Muito pouco soltvel

Fonte: Autora (2022). *Ligantes em comum aos triados pelo modelo farmacoforo de NMT-03; [ e [l ligante co-
cristalizado ao sitio de NMT-03 e MetRS, respectivamente; ! farmaco antiparasitario comercial.

Tendo em vista que os valores de Log S dos ligantes se mostraram satisfatorios em
comparacdo ao da miltefosina (controle positivo), todas as moléculas foram selecionadas para

a etapa descrita a seguir.

5.8 Predicdo da acessibilidade sintética dos novos hits

A predicdo da acessibilidade sintética (AS) é um fator relevante na priorizacdo de
ligantes promissores. O método empregado pelo SwissADME infere que fragmentos mais fre-
quentes no banco de dados tém maior acessibilidade sintética, por outro lado, os fragmentos

mais raros sdo associados a uma sintese dificil. Em uma molécula as contribuicdes de cada
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fragmento sdo somadas e corrigidas em termos que descrevem tamanho e complexidade estru-
tural (macrociclos ou centros quirais, por exemplo). Por conseguinte, o score de AS gerado
varia de 1 (molécula muito facil de sintetizar) a 10 (molécula muito dificil de sintetizar)
(DAINA; MICHIELIN; ZOETE, 2017).

A Tabela 12 apresenta os resultados de acessibilidade sintética, e revela que esses
valores estiveram entre 3,75 (exibido por MP-021-804-706) e 5,79. Nota-se que os ligantes MP-
002-911-112, MP-002-911-081, MP-047-585-353, MP-030-042-290 e MP-035-705-940 mos-
tram scores de acessibilidade sintética superiores ao da miltefosina (AS= 4,67), inferindo que

tais compostos teriam maior dificuldade de sintese que um farmaco aprovado.

Tabela 12 - Valores de acessibilidade sintética compostos promissores, dos ligantes co-cristalizados e comercial.

Molécula Acessibilidade sintética
MP-044-725-922 4,06
MP-035-706-274 4,06
MP-047-145-221 4,06

MP-002-911-112* 4,81
MP-002-911-081* 4,81
MP-021-804-706 3,75
MP-002-507460 4,47
MP-002-528-375 4,47
MP-002-911-105* 4,43
MP-047-585-353 511
MP-030-042-290 5,79
MP-047-772-550 4,21
MP-002-527-121* 421
MP-035-705-940 5,33
TUQM 4,61
LWNUPI 2,83
Miltefosinal® 4,67

Fonte: Autora (2022). *Ligantes em comum aos triados pelo modelo farmacoforo de NMT-03 e MetRS; [ ¢ [
ligante co-cristalizado ao sitio de NMT-03 e MetRS, respectivamente; [ farmaco antiparasitario comercial.

Assim, adotando esse ponto de corte, somente as moléculas MP-044-725-922, MP-
035-706-274, MP-047-145-221, MP-021-804-706, MP-002-507460, MP-002-528-375, MP-
002-911-105, MP-047-772-550 e MP-002-527-121 (Figura 22) foram consideradas adequadas
ao docking molecular com NMT-03 e MetRS.
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Figura 22 — Moléculas aptas ao estudo de docking molecular. Em asterisco (*) se encontram as Unicas moléculas
triadas para NMT-03 e que pertencem também ao conjunto de ligantes promissores para MetRS.
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Fonte: Autora (2022).

5.9 Docking molecular dos novos hits

Visando prever a conformacéo preferencial dos ligantes no sitio ativo de NMT-03
e MetRS, bem como estimar a energia livre de ligacdo dos complexos formados, foi realizado
0 estudo de docking molecular.

Os resultados mostraram que os valores de afinidade de ligacdo entre os ligantes
MP-002-911-105 (-9,306 Kcal/mol) e MP-002-527-121 (-7,353 Kcal/mol) ao sitio ativo de
NMT-03 foram menos negativos que aquele resultante do complexo formado entre a enzima e
o ligante nativo (-9,571 Kcal/mol). Contudo, apenas MP-002-527-121 exibiu diferenca estatis-
ticamente significativa. O valor de afinidade de ligacdo de MP-002-911-105 foi significativa-
mente mais negativo aquele resultante do ancoramento da miltefosina ao sitio de ligacdo de
NMT-03 (-8,217 Kcal/mol). A miltefosina ndo tem atividade biolégica reconhecida sobre NMT
de parasitas do género Leishmania, o que justifica a sua escolha como controle negativo para
os estudos de docking molecular. Novamente, apenas MP-002-527-121 mostrou maior afini-
dade de ligacéo, ou seja, valor mais positivo que a miltefosina (-8,217 Kcal/mol), indicando
haver menor reconhecimento molecular e complementaridade estrutural.

O grafico de barras apresentado na Figura 23 revela a andlise estatistica pela apli-
cacdo de ANOVA One-Way, seguida do teste de Tukey da média dos sete melhores valores de

afinidade de ligacdo das moléculas estudadas.
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Figura 23 — Resultado de afinidade de ligacdo dos compostos com LmNMT (NMT-03). O teste ANOVA e de
Tukey confirmaram que a diferenca de valores de afinidade de liga¢do de TUQ (controle positivo) e MP-002-911-
105 é significativa em relacdo ao controle negativo (miltefosina). Diferenca de afinidade de ligacdo confirmada
entre TUQ e MP-002-527-121.
Afinidade de Ligagdo
NMT-03 (PDB: 5A28)

TUQ

Miltefosina
MP-002-911-105
MP-002-527-121

YAl

Kcal/mol

0
Fonte: Autora (2022). **** p<0,0001.

No docking molecular em MetRS (PDB: 6SWX), nota-se valores médios de afini-
dade de ligacéo entre -8,384 (MP-002-528-375) a -7,322 Kcal/mol (MP-021-804-706). Igual-
mente, esses valores se mostraram menos negativos que aquele obtido pelo ancoramento do
ligante co-cristalizado (-9,531 Kcal/mol), notando-se pela avaliacdo estatistica que essas dife-
rengas sao bastante significativas (ver Figura 24).

Ao contrario do que foi observado no docking anterior, apenas os ligantes MP-002-
507-460 e MP-002-528-375 exibiram valores médios de afinidade de ligagdo mais negativos
que o da miltefosina (-8,217 Kcal/mol), contudo néo sdo estatisticamente significativos. A mil-
tefosina ndo possui atividade conhecida sobre MetRS de tripanosomatideos e, por essa razao,

infere-se que os ligantes estudados podem ndo ser ativos em ensaios in vitro sobre a enzima.

Figura 24 — Resultados de afinidade de ligacdo dos compostos com LmMetRS. Teste de Tukey confirmou diferencga
significativa entre LWN e miltefosina (***p=0,006), bem como de LWN com todas as moléculas analisadas.
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LWN
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MP-044-725-922
MP-035-706-274
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MP-002-528-375
MP-002-911-105
MP-047-772-550
MP-002-527-121
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Fonte: Autora (2022). ****p<0,0001; *** 0,0002<p<0,0003; **p=0,0018
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A fim de avaliar se os ligantes encontrados pelo modelo farmacoférico baseado nas
interagOes de afidicolina com MetRS poderiam apresentar melhores valores de afinidade sobre
outro receptor, as moléculas foram entéo ancoradas aos sitios ativos de NMT-03 e MAPK (Fi-
gura 25).

Figura 25 — Avaliacdo estatistica das afinidades de ligacdo dos compostos com NMT-03 (A) e MAPK (B).

A Afinidade de ligacdao Kcal/mol
NMT-03 (PDB: 5A28)

-15—
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MP-047-145-221
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MP-047-772-550
MP-002-527-121
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Fonte: Autora (2022). **** p<0,0001; ***0,0001 < p < 0,0009; **p=0,0011; *p=0,0121.

Quando as moléculas foram ancoradas em NMT-03, somente os compostos MP-
002-507-460 e MP-002-528-375 mostraram valores de AG comparaveis ao ligante de referéncia
e menores que do controle negativo. O mesmo comportamento foi observado nos resultados de
docking com MAPK, adicionando a molécula MP-002-911-105 entre os complexos com me-
Ihor pontuacéo de energia livre de ligacéo.

A Figura 26a mostra as diferencas de afinidade de ligacdo por meio de um mapa de
calor (heatmap), mostrando que os menores valores de AG, em tons de laranja e vermelho, séo
apresentados pelos complexos ligantes-NMT, enquanto que os maiores sdo exibidos pelo anco-

ramento com MAPK em tons de amarelo e laranja.
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Figura 26 - (A): Heatmap dos valores médios de afinidade de ligacdo (n=7) comparados entre LmMNMT e LmMe-
tRS. As células em amarelo claro representam os valores menos negativos, enquanto que as células em tons de
laranja e vermelho mostram os valores mais negativos de afinidade de ligacdo. (B) Grafico de barras comparativo
das moléculas triadas com LmNMT (NMT-03) e LmMetRS.

A NMT-03 MetRS MAPK
(Kcal/mol) (Kcal/mol) (Kcal/mol)

MP-044-725-922 -7.724 -7.792 -7
MP-035-706-274 -7.696
MP-047-145-221 -7.745
MP-021-804-706 -7.322

MP-002-507-460
MP-002-528-375
MP-002-911-105
MP-047-772-550
MP-002-527-121

-7.783
-7.649 -7.042

-7.353

Afinidade de ligagao (Kcal/mol)
B NMT-03 (PDB: 5A28), MetRS (PDB: 6SWX) € MAPK (PDB: 3UIB)  oomm  NMT-03

Kcal/mol

Fonte: Autora (2022). ****p<0,0001; *** 0,0002 <p=<0,0008; **p=0,0017

O teste estatistico ANOVA two-way confirmou essas diferencas, como apresentado
na Figura 27b. Nota-se que somente os complexos alvos-MP-002-527-121 exibiram maior AG
em comparac¢do aos demais, além de ndo demonstrar variacGes significativas entre de AG entre
0s ancoramentos. Embora os complexos formados entre MP-002-507-460, MP-002-528-375 e
MP-002-911-105 com MAPK tenham mostrado resultados relevantes sobre os controles posi-
tivo e negativo (Figura 26b), quando avaliado juntamente com NMT-03 e MetRS, a andlise
estatistica evidenciou que os valores de energia livre dos ligantes ancorados a NMT ¢€ signifi-
cativamente menor.

Portanto, considerando os resultados mostrados nas Figuras 24-27, considera-se que
do conjunto de 09 moléculas relatadas na Figura 27, somente MP-002-911-105, MP-002-507-
460 e MP-002-528-375 foram consideradas inibidores promissores de NMT de L. major
(LmNMT).
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A anélise da seletividade sob a perspectiva das afinidades de ligacdo através da
razdo dos valores de AG de um mesmo ligante ancorado a dois alvos distintos permitiu também
propor medidas de seletividade complementares a analise estatistica. A razdo de seletividade
mostrou que MP-002-911-105, MP-002-507-460 e MP-002-528-375 sdo em media 1,13 e 1,10
vezes mais seletivos a NMT do que a MetRS e MAPK, respectivamente, enquanto que a sele-
tividade entre AGmetrs/AGmark dos ligantes variou de 0,88 a 0,98. Desse modo, foi demons-
trado que os complexos com maior afinidade sobre um dado receptor, possuem indice de sele-

tividade superior a 1, corroborando com os resultados descritos anteriormente (Tabela 13).

Tabela 13 - Indice de seletividade baseado em valores de afinidades de ligagdo dos complexos ligante-receptor.

Molécula Seletividade
AGNMT/MetRS AGNMT/MAPK AGMetRs/MAPK
MP-002-507-460 1,11 1,09 0,88
MP-002-528-375 1,12 1,10 0,98
MP-002-911-105 1,17 1,13 0,97
Média 1,13 1,10 0,94

Fonte: Autora (2022).

Para visualizar os modos de interacdo desses complexos ligante-proteina foi utili-

zado o software Discovery Studio (Figura 27).

Figura 27 — (A) Estrutura 2D de MP-002-911-105, MP-002-507-460 e MP-002-528-375. Em vermelho estdo des-
tacadas as diferencas estruturais entre as moléculas (B) Interacfes de MP-002-911-105, MP-002-507-460 ¢ MP-
002-528-375com residuos de aminoacidos da enzima N-miristoiltransferase de Leishmania major.

A MP-002-911-105 MP-002-507-460 MP-002-528-375

o)
wOH

B TYR
A:217 MET
: Ahis 4y l
VY f Y
\ 3 1\ ﬁ/ Y
ITARIAD S NG
\ & rYY™ 1)
) P FRGT
w @@ o NI
R ' o R
Ligagdo de hidrogénio Ligacdo de hidrogénio n-alquil
n-alquil m-alquil
Alquil Alquil
n-sigma

Fonte: Autora (2022).
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Nota-se acima que as moléculas resultantes da triagem sdo muito semelhantes a
diterpendides tetraciclicos, ou seja, terpenos formados por duas unidades de isopreno contendo
grupos funcionais adicionais como o oxigénio (FELIPE et al., 2017).

Diferentemente do sistema biciclooctano apresentado pelos anéis C e D da afidico-
lina e derivados, essas moléculas sdo constituidas por um nucleo esterdide, portando seme-
Ihanca apenas nos anéis A, B e C. E possivel observar ainda que ha uma grande similaridade
estrutural entre as trés moléculas, inclusive MP-002-507-460 e MP-002-528-375 séo estereoi-
someros. O ligante MP-002-911-105, além da estereoquimica, difere dos demais pela carbonila
(C=0) ligada em C-3.

O ligante MP-002-911-105 € substituido em C-3 por um atomo de oxigénio e possui
uma metila adicional cercada pelos aneis A e B. A orientacdo desse ligante ao sitio ativo de
NMT-03 € divergente em alguns aspectos das moléculas obtidas por triagem virtual apresenta-
das até aqui. Ao todo, sdo exibidas cinco intera¢cdes hidrofébicas em pontos distintos na molé-
cula, envolvendo um residuo de Val81 e uma metila entre os aneis C e D, residuos de Phe90 e
Tyr345 em uma das metilas entre os anéis A e B, e Tyr217 nos anéis B, C e D. Duas ligacbes
de hidrogénio s&o visualizadas entre a OH do anel D e residuos de Glu82 e Asp84.

Embora a média da energia livre de ligacdo resultante do ancoramento de MP-002-
528-375 com LmNMT (NMT-03) seja superior ao valor médio obtido em MP-002-507-460, a
andlise da pose de maior pontuacdo de MP-002-528-375 revelou a presenca de poucas intera-
coes comparado ao seu isdmero. Somente a cadeia aromatica da Tyr217 promoveu interagao m-
alquil com a porcdo A e B da molécula. Os resultados do ancoramento de MP-002-507-460
mostraram trés interacGes hidrofébicas envolvendo os aminoécidos Met87 e Phe232 ao anel A,
e Tyr217 ao anel D. Apenas uma ligacao de hidrogénio foi formada entre a OH em C-3 e um
residuo de Arg231.

5.10 Predicao do espectro de atividade bioldgica

O espectro de atividade bioldgica consiste em uma propriedade qualitativa de uma
molécula, que caracteriza as suas propriedades intrinsecas que dependem exclusivamente da
estrutura quimica. Os resultados de predicdo da atividade biologica utilizando o PASS compre-
endem uma lista de possiveis atividades indicadas por duas medidas: Pa (probabilidade da mo-

Iécula ser ativa) e Pi (probabilidade da molécula ser inativa), desse modo, quanto mais proximo
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de 1 for o valor de Pa e mais préximo de O for o valor de Pi, maior a probabilidade de confirmar
a atividade prevista em ensaios experimentais (POROIKOV et al., 2003).

A predicdo da atividade biol6gica utilizando o servidor PASS resultou nos dados
visualizados na Tabela 14. O composto comercial (miltefosina), como esperado, apresentou
uma alta probabilidade de atividade antiprotozoaria (Pa= 0,926), porém o mesmo néo foi ob-
servado para o ligante co-cristalizado TUQ, ndo sendo previsto por esse método in silico como
uma potencial molécula leishmanicida. Em algumas situacdes os valores de Pa podem ser muito
baixos ou ndo ser considerados na lista gerada pelo PASS, especialmente se o ligante de inte-
resse nao for estruturalmente semelhante ao conjunto de treinamento, constituindo um caso de
alta novidade estrutural (POROIKQV et al., 2003). Segundo a analise realizada pelo servidor,
os ligantes de interesse apresentaram probabilidade de atividade sobre Leishmania variando de
0,336 a 0,492, muito préximos aos scores relatados pela afidicolina e derivados que ficaram
entre 0,262 e 0,490.

Tabela 14 - Predicdo da atividade bioldgica dos compostos selecionados por triagem virtual, da afidicolina (1) e
derivados (2-14).

Molécula Pa Pi
112l [b] 0,329 0,083
20l 0,329 0,083
30 0,346 0,074
4l 0,324 0,085
5l 0,279 0,117
6Ll 0,490 0,026
76l 0,296 0,104
glal 0,262 0,131
olal 0,380 0,057
10! _ -
114 0,275 0,12
120 - -
130l - -
1408 - -
MP-002-507-460 0,492 0,025
MP-002-911-105 0,336 0,079
TUQ - -
Miltefosina 0,926 0,003

Fonte: Autora (2022). BIKayser et al. (2001); PISantos et al. (2014).

Atraves da analise visual da estrutura e consulta na literatura, observou-se que as

moléculas séo analogas de pregnenolona (C21Hz202), um horménio enddgeno resultante da
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transformac&o metabdlica do colesterol e precursor de horménios esteroides, como progestagé-
nios, androgénios, glicocorticoides e mineralocorticoides (BARBIERO; BIANCHI,;
KILSTRUP-NIELSEN, 2021). A pregnenolona ou seus derivados sintéticos vém sendo estuda-
dos em diversos programa de descoberta de novos farmacos, apresentando atividade antimicro-
biana (POPOVA et al., 2021), antiglioma (XIAO et al., 2014), antidepressiva (BARBIERO;
BIANCHTI; KILSTRUP-NIELSEN, 2021) em ensaios pré-clinicos e sobre esquizofrenia em en-
saios clinicos (RITSNER; BAWAKNY ; KREININ, 2014).

O estudo de Aguilera et al. (2019) que buscou avaliar diferentes esteroides sinteti-
zados a partir do esqueleto de pregnenolona, revelou que um derivado tiossemicarbazona apre-
sentou atividade in vitro e in vivo sobre Leishmania spp. e T. cruzi comparaveis aos farmacos
benznidazol, glucantime e miltefosina. Outro estudo conduzido por PORTA et al. (2014) apre-
sentou triazolilesterdis com atividade promissora sobre cepas de L. donovani. Sobre enzimas
isoladas, a classe dos azaesterdis sdo inibidores conhecidos de delta (24)-esterol metiltransfe-
rase (24-SMT) de fungos, plantas e protozoarios. A avaliacdo realizada por Orenes Lorente et
al. (2004), mostra a importancia da hidroxila livre na posicdo C-3 dos azaesterois, a qual esta
associada a uma maior atividade sobre 24-SMT de L. amazonensis e T. brucei.

Em resumo, de acordo com o levantamento tedrico realizado ao longo deste traba-
Iho, as moléculas MP-002-911-105 e MP-002-507-460 podem ser eleitas para validagéo de ati-
vidade sobre parasitas de Leishmania spp. e sobre a enzima NMT, uma vez que demonstraram
melhor perfil toxicologico e farmacocinético e valores de afinidade de ligacdo no sitio ativo de
LmNMT (Figura 28).



Figura 28 — Resumo dos principais resultados deste estudo.
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NMT-03 (5A28): 1.183 ligantes
MetRS (6SWX): 2.000 ligantes
MAPK (3UIB): 09 ligantes
NMT-03 (5A28): 316 ligantes
MetRS (6SWX): 460 ligantes
MAPK (3UIB ): 03 ligantes
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MAPK (3UIB): 0 ligantes
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- Docking molecular } » NMT-03: 03* ligantes

*05 ligantes do farmacoforo MetRS com alta afinidade de ligagao em NMT-03.



83

6 CONCLUSOES

O presente trabalho envolveu uma combinagao de metodologias in silico para iden-
tificacdo de potenciais alvos de Leishmania major modulados por afidicolina e derivados des-
critos por Kayser et al. (2001) e Santos et al. (2014).

Apenas alvos complexados com moléculas mais similares a afidicolina foram prio-
rizados, uma vez que a similaridade estrutural é uma propriedade importante para predizer que
um composto pode ter perfil bioldgico semelhante a uma entidade quimica ja conhecida. O
protocolo de validacdo através do re-docking foi importante para o refinamento de estruturas
cristalograficas com valores de RMSD <2 A, selecionando apenas estruturas cujo ancoramento
foi confiavel. Os resultados mostraram que essa abordagem foi eficiente em selecionar alvos de
L. major essenciais para a viabilidade dos parasitas, sendo eles N-miristoiltransferase (NMT-
03/ PBD: 5A28), metionil tRNA-sintetase (MetRS/ PDB: 6SWX) e proteina quinase ativada
por mitégeno (MAPK/ PDB: 3UIB).

O modelo farmacoforico construido a partir da afidicolina e derivados permitiu
identificar potenciais hits direcionados para cada um dos trés alvos selecionados na triagem
virtual inversa. Através dos filtros aplicados, foram selecionados novos ligantes com melhores
propriedades fisico-quimicas, farmacocinéticas e com nenhum alerta estrutural de toxicidade.

Os resultados de docking molecular dos afidicolanos e novos hits mostraram valo-
res de afinidade de ligacdo promissores quando ancorados com a LmNMT. Dos novos hits,
apenas duas moléculas (MP-002-507-460 e MP-002-911-105) foram sdo consideradas promis-
soras. Esses dois esteroides andlogos de pregnenolona mostraram resultados de predigdo de
atividade biologica in silico sobre leishmaniose comparaveis a afidicolina e derivados, além de
haver na literatura indicios de que esteroides sintéticos podem atuar contra parasitas do género
Leishmania spp.

Este trabalho, portanto, apontou a possibilidade de terpendides tetraciclicos como
a afidicolina e esteroides atuarem sobre N-miristoiltransferase de L. major. Porém, a abordagem
tedrica € insuficiente para afirmar a atividade biol6gica, somente futuros ensaios in vitro de
modelos de Leishmania spp. podem confirmar a utilidade desses compostos como inibidores
de NMT.
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APENDICES

Apéndice 1 — (A) Comparacdo dos modos de ligagdo do ligante nativo (roxo) e derivados 2 e 3 (azul) ao sitio de
ligacdo de NMT-03 (PDB: 5A28). (B) Diagrama 2D das interagBes com residuos de aminoécidos.
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Apéndice 2 (A) Comparacdo dos modos de ligagdo do ligante nativo (roxo) e derivado 4 (azul) ao sitio de ligagdo
de NMT-03 (PDB: 5A28). (B) Diagrama 2D das interagfes com residuos de aminoacidos.
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Apéndice 3 — (A) Comparacdo dos modos de ligacdo do ligante nativo (roxo) e derivados 5, 6, 7 e 8 (azul) ao sitio de ligacdo de NMT-03 (PDB: 5A28). (B) Diagrama 2D das

interagcBes com residuos de aminoacidos.
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Apéndice 4 — (A) Comparacdo dos modos de ligacdo do ligante nativo (roxo) e derivados 9, 10 e 11 (azul) ao sitio de ligacdo de NMT-03 (PDB: 5A28). (B) Diagrama 2D das
interagcBes com residuos de aminoécidos.
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Apéndice 5 — (A) Comparacdo dos modos de ligacdo do ligante nativo (roxo) e derivados 12, 13 e 14 (azul) ao sitio de ligacdo de NMT-03 (PDB: 5A28). (B) Diagrama 2D das

interagcBes com residuos de aminoécidos.
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Apéndice 6 — (A) Comparagdo dos modos de ligagdo do ligante nativo (roxo) e derivado 2 (azul) ao sitio de ligagdo
de MetRS (PDB: 6SWX). (B) Diagrama 2D das intera¢cdes com residuos de aminoéacidos.
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Apéndice 7 — (A) Comparacao dos modos de ligagao do ligante nativo (roxo) e derivado 3 (azul) ao sitio de ligagdo
de MetRS (PDB: 6SWX). (B) Diagrama 2D das interagdes com residuos de aminoé&cidos.

Derivado 3+MetRS

ASPass ASP s
o 486 A:489 e
/ s 0
Y PHE : A:490
; . A:339 =
o Yase 4
- 2
\\ N .
> PHE4%0 /\' I'
\ / /"

an

Ligacdo de hidrogénio
Alquil
Ligagdo de hidrogénion-doador

AG= 7,720 kcal/mol

Fonte: Autora (2022).

Apéndice 8 — (A) Comparacdo dos modos de ligagéo do ligante nativo (roxo) e derivado 4 (azul) ao sitio de ligagio
de MetRS (PDB: 6SWX). (B) Diagrama 2D das intera¢cdes com residuos de aminoéacidos.

Derivado 4+MetRS
A B S
Lysass &
b 3 PHESSs '/ / ...... :":«‘
<) o @}%}\’\
IS5 -
A~

i g | Xdso

\’ ! Al::’

Ligagdo de hidrogénio
Alquil
n-alquil

AG=-7,857 kcal/mol

Fonte: Autora (2022).
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Apéndice 9 - (A) Comparagdo dos modos de ligagdo do ligante nativo (roxo) e derivado 5 (azul) ao sitio de ligagao
de MetRS (PDB: 6SWX). (B) Diagrama 2D das intera¢cdes com residuos de aminoéacidos.

Derivado 5+MetRS
A ppcase 8 e &
LYS4s THR . s
asw :
A
\ ISNI\\O g \/ \[/j
Uy /\//%/ﬁ/\’
\/\;7 PHE
A%
(141Y
A0
) s
> °\uum Ay
G Ligagdo de hidrogénio
ASNd4s Alquil
\ - n-alquil
AG=-7,995 kcal/mol
Fonte: Autora (2022).

Apéndice 10 — (A) Comparacdo dos modos de ligacdo do ligante nativo (roxo) e derivado 6 (azul) ao sitio de
ligacdo de MetRS (PDB: 6SWX). (B) Diagrama 2D das intera¢des com residuos de aminoéacidos.

Derivado 6+MetRS

A

PHE
A:490

LYS'
JAa89

&
~ a . 24
Ligagdo de hidrogénio
n-alquil

AG=-7,622 kcal/mol

Fonte: Autora (2022).

Apéndice 11 — (A) Comparacdo dos modos de ligacdo do ligante nativo (roxo) e derivado 7 (azul) ao sitio de
ligacéo de MetRS (PDB: 6SWX). (B) Diagrama 2D das intera¢des com residuos de aminoécidos.

Derivado 7+MetRS
A

AsPase

PHE &3P
4 PHESSy f A @ Ax86

)
o \////:I%/D\/ one

A%
Ligag3o de hidrogénio
n-Alquil
. Ligagdo de hidrogéniom-doador
AG=-7,821 kcal/mol

Fonte: Autora (2022).
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Apéndice 12 — (A) Comparacdo dos modos de ligacdo do ligante nativo (roxo) e derivado 8 (azul) ao sitio de
ligacdo de MetRS (PDB: 6SWX). (B) Diagrama 2D das interacdes com residuos de aminoacidos.

Derivado 8+MetRS

s H
A:489 A':u;o

Ligagdo de hidrogénio PHE
Alquil A:339
n-alquil

Ligagdo de carbono-hidrogénio

AG=-7,561 kcal/mol
Fonte: Autora (2022).

Apéndice 13 — (A) Comparagao dos modos de ligacdo do ligante nativo (roxo) e derivado 9 (azul) ao sitio de
ligacdo de MetRS (PDB: 6SWX). (B) Diagrama 2D das interagdes com residuos de aminoacidos.

Derivado 9+MetRS

A B ASP

Asrase R 4

o<\ )
o

Ligag3o de hidrogénio

6485

AG=-7,982 kcal/mol

Fonte: Autora (2022).

Apéndice 14 — (A) Comparacdo dos modos de ligagdo do ligante nativo (roxo) e derivado 10 (azul) ao sitio de
ligacdo de MetRS (PDB: 6SWX). (B) Diagrama 2D das interagdes com residuos de aminoacidos.

Derivado 10+MetRS
A B
PHE

Ash
2 4:339 a:344

" A

PHE
AA90

(/
rHEIIY

Ligagdo de hidrogénio
n-alquil

AG=-7,573 kcal/mol
Fonte: Autora (2022).
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Apéndice 15 — (A) Comparacdo dos modos de ligacdo do ligante nativo (roxo) e derivado 11 (azul) ao sitio de
ligacdo de MetRS (PDB: 6SWX). (B) Diagrama 2D das interagdes com residuos de aminoacidos.

Derivado 11+MetRS

;;;;,._____,\//j;/}ﬂ/ ;..w
gPPrecccne g

Ligagdo de hidrogénio
n-alquil
Ligagdo decarbono-hidrogénio

AG=-8,248 kcal/mol

Fonte: Autora (2022).

Apéndice 16 — (A) Comparacdo dos modos de ligagdo do ligante nativo (roxo) e derivado 12 (azul) ao sitio de
ligacho de MetRS (PDB: 6SWX). (B) Diagrama 2D das intera¢des com residuos de aminoécidos.

Derivado 12+MetRS
A

LYS48

%\
PHE
Adl4
® PHE
A:490

A:489
PHES1S

Ligagdo de hidrogénio
n-alquil

AG=-8,537 kcal/mol

Fonte: Autora (2022).

Apéndice 17 — (A) Comparacdo dos modos de ligagdo do ligante nativo (roxo) e derivado 13 (azul) ao sitio de
ligacdo de MetRS (PDB: 6SWX). (B) Diagrama 2D das intera¢des com residuos de aminoécidos.

Derivado 13+MetRS

A%

ﬁ ,

s
Adsy

I b Ligagdo de hidrogénio
n-alquil
AG=-7,784 kcal/mol

Fonte: Autora (2022).
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Apéndice 18 — (A) comparacdo dos modos de ligacdo do ligante nativo (roxo) e derivado 14 (azul) ao sitio de
ligacdo de MetRS (PDB: 6SWX). (B) Diagrama 2D das interacdes com residuos de aminoacidos.

Derivado 14+MetRS

Liga¢do de hidrogénio G
Alquil

n-alquil

Ligagdo de carbono-hidrogénio

AG=-8,526 kcal/mol

Fonte: Autora (2022).

Apéndice 19 — (A) Comparacdo dos modos de ligagdo do ligante nativo (roxo) e derivados 2 e 3 (azul) ao sitio de
ligacdo de MAPK (PDB: 3UIB). (B) Diagrama 2D das intera¢des com residuos de aminoacidos.

Derivado 2+MAPK
A B
0
MEn, @
(ARG) Yy S
oy :

Ligagio de hidrogénio

AG=-7,471 keal/mol

Derivado 3+MAPK
A B -

G0
o
« “’.. ALA

u
Aren A165 A0

Yy

oes Ligagio dehidrogénio A7
Alquil

o

AG=-8,900 keal/mol

Fonte: Autora (2022).
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Apéndice 20 — (A) Comparacdo dos modos de ligacdo do ligante nativo (roxo) e derivado 4 (azul) ao sitio de
ligacdo de MAPK (PDB: 3UIB). (B) Diagrama 2D das interagdes com residuos de aminoacidos.

Derivado 4+MAPK
A B

\ ; A
P11
ASP1 tEU1G§ MET115 ¢ A:37 Aﬁ&
X GLU
S A:@lﬂ AP
' ai18

GLU113

= AH&._»...‘;} y |/ > A
T ALA49 T/ﬁj:;\’\

Ligagdo de hidrogénio
Alquil

AG=-8,002 Kcal/mol

Fonte: Autora (2022).



Apéndice 21 — (A) Comparagdo dos modos de ligacdo do ligante nativo (roxo) e derivados 5, 6, 7 e 8 (azul) ao sitio de ligacdo de MAPK (PDB: 3UIB). (B) diagrama 2D das
interagBes com residuos de aminoécidos.

Derivado 5+MAPK
A B
MET
A:llS
i SP11§ \ Adés Ashy
A 1EU16§ . MET115 \ Rt
, @ v
_ 6LU113 } y, j; :
ALA49 \/\/
ALA
A:49
Ligagdo de hidrogénio
Alquil
AG=-8,468 Kcal/mol
Derivado 6+MAPK
A B
ATHR)
(AsP lan12
/ @3.1; 6&9
™ i LEU166 R e :
i S S O TTTIou Uy
B A 4083 i3
| ) | Lo
' 4 \\ / _lewuis ol
\ / 5% \
i, o ALA
=~ ITHR112 A:49
Vg
774 el VAL LEY
el K4 A:37 A91
’ LEY
A:165
—VAL3T
Ligacdo de hidrogénio

Alquil

AG=-7,475 Keal/mol

Fonte: Autora (2022).

Derivado 7+MAPK

A B (5]
I fr
\ Aspi1s

R @R

\ | ALA39

! /\/
38
' cYs3
_VAL37 i
cYs >
A38 432 s
Ligagdo de hidrogénio
Alquil
AG=-7,561Kcal/mol
Derivado 8+MAPK
A B
VAL
| A37
‘LEU165 AR
A:49
ASP
"}f@/’
LEU GLY
A:165 A:162
Ligagdo de hidrogénio
Alquil

AG=-8,265Kcal/mol
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Apéndice 22 — (A) Comparagdo dos modos de ligacao do ligante nativo (roxo) e derivados 9, 10 e 11 (azul) ao sitio de ligacdo de MAPK (PDB: 3UIB). (B) diagrama 2D das

interagBes com residuos de aminoécidos.

Derivado 9+MAPK
A B
PHE
y A:232
| TYR217 s
AY / £ (Aspy
i \“ /PHE232 ;:‘ses Avsg;q‘ ér_‘;l/
N | “ ' g S
1 5.
I

ey ,
LEU344 &‘»«-’:""“ . /\\Bhy

W | N @ //l
7’
4 _PHESS e
L

‘\8IER330
Ligagdo de hidrogénio
Alquil
n-Alquil
Ligagdo carbono-hidrogénio

AG=-7,713 Kcal/mol
Derivado 10+MAPK

(]

. LEU114 . ~ = ——
' Ligacdo de hidrogénio

Alquil

AG=-7,306 Kcal/mol

Fonte: Autora (2022).

Derivado 11+MAPK
A

) L8176
| ASP176
=~ ~

B (ASP)
wy
CYs
/)T—( A:l7S
&=
------- S
y >'¢)( ‘S\Aul
I ‘ | By P
_VAL37 ALA . -
ALA49 &89 A
\ (THR)
\ A3 It ¢
/

Ligagdo de hidrogénio
Alquil

AG= -8,778 Kcal/mol
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Apéndice 23 — (A) Comparacdo dos modos de ligacdo do ligante nativo (roxo) e derivados 12, 13 e 14 (azul) ao sitio de ligacdo de MAPK (PDB: 3UIB). (B) diagrama 2D das

interagBes com residuos de aminoécidos.

Derivado 12+MAPK

A B LEU
= A:165 cyYs
\ AL7S
{_ ARG116 panel

LEU
A:91

VAL

A:37

Alquil
Ligagdo carbono-hidrogénio

AG= -8,586 Kcal/mol

LEY ARG
Q:165 A:116

VAL

. ARG116

JLEU166

Ligagdo de hidrogénio
Alquil

r-Alquil

Ligagdo carbono-hidrogénio

V4

Fonte: Autora (2022).

LYs
A:SL

Derivado 14+MAPK

N VAL37
) LYS51
X

LEU82

4 P
LEU165 \ SR
LEU1

\

7z

N

LEU
A:165

Ligagdo de hidrogénio
Alquil

AG=-9,173 Kcal/mol



Apéndice 24 — Predicdo in silico e identificacdo de grupos toxicoféricos de afidicolina e afidicolanos.

110

Molécula Endpoint de toxicidade (humano®, camundongo™ e rato®) Toxicoforo Probabilidade
. - . x . Derivados de &cido carboxilico a-dis- .
[b.cl
1 Carcinogenicidade, proliferagéo de peroxissomos substituidos ou precursores Plausivel
2 Carcinogenicidade, proliferacdo de peroxissomost®cl Derivados de acido carboxilico o-dis- Plausivel
substituidos ou precursores
3 Carcinogenicidade, proliferacdo de peroxissomos!®c] Derivados de acido carboxilico o-dis- Plausivel
substituidos ou precursores
4 Carcinogenicidade, proliferacdo de peroxissomost®cl Derivados de acido carboxilico a-dis- Plausivel
substituidos ou precursores
5 Carcinogenicidade, toxicidade para o desenvolvimento, prolifera- Enoxido Plausivel
¢ao de peroxissomos, sensibilizacdo da pelel®P:cl P
6 Sem alertas -
7 Carcinogenicidade, proliferacio de peroxissomos!®c] Derivados de acido carboxilico o-dis- 5}, 1)
substituidos ou precursores
8 Sem alertas -
9 Carcinogenicidade, toxicidade para o desenvolvimento, irritacao Endxido Plausivel
dos olhos, proliferacdo de peroxissomos 2P« P
- - - ~ - [b,C] - ._ ) .
10 Carcinogenicidade, pdr{(jl)(ljlgei:]a(\;/?;)r (;j[gb&]eroxmsomos , mutagenici Oxima Plausivel
11 Carcinogenicidade, proliferacdo de peroxissomost®cl Derivados de acido carboxilico a-dis- 5}, i)
substituidos ou precursores
12 Dano cromossémico in vitro, mutagenicidade in vitro, genotoxici- Aldeido alauilico ou precursor Plausivel
dade n&o especifica in vitro, sensibilizacdo da pelel®P<] g P
13 Dano cromossémico in vitro, mutagenicidade in vitro, genotoxici- Aldeido alauilico ou precursor Plausivel
dade n&o especifica in vitro, sensibilizacdo da pelel®P<] g P
14 Sem alertas -
Milt* Hepatotoxicidade [ Plausivel

Fonte: Autora (2022).
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Apéndice 25 — Propriedades fisico-quimicas dos hits resultantes da triagem do modelo farmacoférico dos afidico-
lanos ao sitio ativo de NMT-03 (PDB: 5A28).

Molécula PM (Da) LogP HBA HBD TPSA(R) NRB
MP-002-911-081 364,52 2,57 4 3 77,76 1
MP-002-911-105 360,49 2,92 4 1 71,44 1
MP-002-911-112 364,52 2,57 4 3 77,76 1
MP-002-527-121 348,48 2,44 4 2 66,76 1

Fonte: Autora (2022).

Apéndice 26 — Propriedades fisico-quimicas dos hits resultantes da triagem do modelo farmacoférico dos afidico-
lanos ao sitio ativo de MetRS (PDB: 6SWX).

Molécula PM(Da) LogP HBA HBD TPSA(A) NRB
MP-044-725-922 256,38 2,10 3 3 60,69 2
MP-035-706-274 256,38 2,10 3 3 60,69 2
MP-047-145-221 256,38 2,10 3 3 60,69 2
MP-002-911-112 364,52 2,57 4 3 77,76 1
MP-002-911-081 364,52 2,57 4 3 77,76 1
MP-003-959-279 332,48 3,27 3 1 54,37 1
MP-042-646-622 332,48 3,27 3 1 54,37 1
MP-002-517-277 332,48 3,27 3 1 54,37 1
MP-021-804-706 268,35 1,77 4 3 77,76 2
MP-002-507-460 348,48 2,44 4 2 74,6 1
MP-002-528-375 348,481 2,44 4 2 74,6 1
MP-002-911-105 360,492 2,92 4 1 71,44 1
MP-047-585-353 340,502 3,16 4 4 80,92 4
MP-030-042-290 338,486 2,10 4 2 58,92 1
MP-047-772-550 270,367 2,40 4 3 77,76 5
MP-002-527-121 348,481 2,44 4 2 66,76 1
MP-035-705-940 338,486 2,16 4 4 80,92 2

Fonte: Autora (2022).





