UNIVERSIDADE FEDERAL DO OESTE DO PARA
INSTITUTO DE BIODIVERSIDADE E FLORESTAS
BACHARELADO PROFISSIONAL EM BIOTECNOLOGIA

SABRINA SILVA MENDONCA

TRIAGEM VIRTUAL POR QSAR DE MACROLIDEOS PARA IDENTIFICACAO DE
INIBIDORES DE PROTEINA TIORREDOXINA GLUTATIONA REDUTASE DE

Schistosoma mansoni.

Santarém, Para

Junho, 2019



SABRINA SILVA MENDONCA

TRIAGEM VIRTUAL POR QSAR DE MACROLIDEOS PARA IDENTIFICACAO DE
INIBIDORES DE PROTEINA TIORREDOXINA GLUTATIONA REDUTASE DE

Schistosoma mansoni.

Trabalho de conclusdo de curso apresentado ao
curso de graduacdo em Biotecnologia para
obtencdo do grau de Bacharel Profissional em
Biotecnologia; Universidade Federal do Oeste do

Pard, Instituto de Biodiversidade e Florestas.

Orientadora: Prof2 Dr.2 Gabriela Bianchi dos

Santos.

Santarém, Para

Junho, 2019



Mendonga, Sabrina Silva.

Triagem virtual por QSAR de macrolideos para identificacdo de inibidores de proteina
Tiorredoxina Glutationa Redutase de Schistosoma mansoni / Sabrina Silva Mendonca. -
Santarém, 2019.

29f.: il.

Universidade Federal do Oeste do Para, Instituto de Biodiversidade e Florestas,

Biotecnologia.
Orientador: Gabriela Bianchi dos Santos.

1. Macrolideos. 2. Metodologias computacionais. 3. Equistossomose. I. Santos, Gabriela
Bianchi dos. I1. Titulo.

UFOPA




SABRINA SILVA MENDONCA

TRIAGEM VIRTUAL POR QSAR DE MACROLIDEOS PARA IDENTIFICACAO DE
INIBIDORES DE PROTEINA TIORREDOXINA GLUTATIONA REDUTASE DE

Schistosoma mansoni.

Trabalho de conclusdo de curso apresentado ao
curso de graduacdo em Biotecnologia para
obtencdo do grau de Bacharel Profissional em
Biotecnologia; Universidade Federal do Oeste do

Para, Instituto de Biodiversidade e Florestas.

Conceito:

Data de Aprovacdo: /[

Porf.2 Dr.2 Gabriela Bianchi dos Santos

Instituto de Saude Coletiva

Prof.2 Dr.2 Kelly Christina Ferreira Castro

Instituto de Biodiversidade e Florestas

Prof.2 Dr.2 Alberto Monteiro dos Santos

Instituto de Biodiversidade e Florestas



AGRADECIMENTOS

Agradeco a minha orientadora Prof.2 Dr.2 Gabriela Bianchi por me acolher, pela
paciéncia, acreditando e principalmente me incentivando varias vezes a sonhar alto, mostrando
seu conhecimento inigualavel, que ndo obtive no decorrer deste curso e sua humildade em todos
0S momentos e em nossos encontros. A mesma me engajou como ninguém como uma

verdadeira “mde académica”, minha superagdo dedico a ela.

Para minha familia, por sempre me ensinar o valor dos meus estudos, como também
somente ele pode me levar onde eu quiser. Pelo apoio forga que em especial minha mée me deu

em todas as vezes que tive recaidas choros e muita baixa estima pela minha capacidade.

Aos meus professores por terem acreditado em mim e pela confianga que colocaram,
mesmo em momentos muitos complicados que passei neste periodo da faculdade. Também pelo
grande conhecimento que hoje tenho e nunca imaginei ter. E, pelas oportunidades ofertadas e

pelo carinho e ajuda que sempre tive por meio deles.

A0s meus amigos, que mesmo nao entendendo muito a area que almejo para minha vida,
sempre tentaram entender, incentivaram-me, sem precedentes, a lutar pelo o que quero,

independente das amarras que eu possa ter e nunca me abalar por elas.

Ao Laboratério de Modelagem Molecular e Planejamento de farmacos e todos seus
integrantes que me ajudaram sem precedentes, tanto a entender técnicas que antes eu ndo sabia
como também a ajudar sobre todo o0 assunto e em meu interesse pela area, sou muito agradecida

pela Prof.2 Carolina Horta e aos pds-graduandos José Tedfilo e Steven Hall.

E a Universidade Federal do Oeste do Para que mesmo com seus defeitos e dificuldades,
ofertou-me conhecimento jamais adquirido, experiéncias de vida que carregarei para sempre

além deste momento universitario.



“Embora nos, seres humanos, sejamos muito limitados fisicamente, nossas mentes estao livres

para explorar todo o universo.”

(Shakespeare, Hamlet, Ato 2, Cena 2)

“A universidade ndo faz o aluno, o aluno faz a universidade.”
(Desconhecido)
“O comego de todas as ciéncias € o espanto de as coisas serem o que sdo.”

(Aristoteles)



RESUMO

Os macrolideos sdo reconhecidos pela sua estrutura macrociclica, contendo uma lactona
formando ligacGes glicosidicas com agUcares, como também grupos funcionais como amida,
amina, anel oxazol e tiazol. Os macrolideos sdo uma classe de farmacos muito utilizados como
antibacterianos, sendo seus farmacos mais conhecidos a Azitromicina, Eritromicina e
Claritromicina. Tanto estes compostos como outros macrolideos ainda ndo tdo conhecidos, se
encontram, atualmente, em novas pesquisas de reposicionamento para o tratamento de doencas
parasitarias e entre outras. A maioria das doencas parasitarias € classificada como doengas
negligenciadas pela OMS. Dentre as doengas negligenciadas, a esquistossomose causada pelo
parasito Schistosoma mansoni, que infecta humanos através do contato com o molusco
infectado do género Biomphalaria, se destaca pela alta incidéncia no Brasil. Com isso, utilizar
métodos computacionais pode auxiliar na descoberta de novas fungdes biologicas para esta
classe, como também a maior eficiéncia no surgimento de novos tratamentos para as doencas
negligenciadas. Assim, foi realizada uma triagem virtual utilizando os métodos de QSAR, de
3965 macrolideos para atividade biologica contra Schistosoma mansoni, que podem interagir
ao nivel molecular com a proteina Tiorredoxina Glutationa Redutase de S. mansoni (SmTGR).
Posteriormente, foi realizado o atracamento molecular entre os macrolideos, dos compostos
preditos na modelagem QSAR com o sitio carreador de elétrons a proteina SmMTGR do
organismo, para prever as provaveis interacdes que os farmacos podem realizar com a
macromolécula, além da avaliacdo das interacGes preditas. Através dessas analises, foi possivel
prever oito compostos por QSAR com potencial atividade bioldgica ICso< 10 uM, sendo todos
com confiabilidade > 66%. Em sequéncia, foi entdo realizado o atracamento molecular dos
compostos com menor 1Cso, resultando no macrolideo sorangicina A, apresentando as melhores
interacdes como também a melhor energia livre (-8.141 Kcal/mol) com os residuos primordiais
do sitio (K124, R450, R454, L581, H582, T584). A partir dos resultados obtidos neste estudo,
nota-se que o farmaco sorangicina A, sendo utilizado para estudos alternativos para o farmaco

rifamicina possuindo potencial o tratamento de pessoas acometidas com a esquistossomose.

Palavras-chave: macrolideos, esquistossomose, QSAR e atracamento molecular.



ABSTRACT

Macrolides are obtained through their macrocyclic structure, containing a lactone forming
glycosidic linkages with sugars, as well as amide, amine, oxazole ring and thiazole groups.
Macrolides are a class of drugs widely used as antibacterials, with their most popular drugs
being Azithromycin, Erythromycin, and Clarithromycin. The presence is not such, the content
of the parasites and other surveys in the potential of repositioning the treatment of parasites and
between others. Most parasitic diseases are classified as neglected by the WHO. The diseases
neglected by schistosomiasis, infection by the parasite Schistosoma mansoni, which infect the
mother through contact with infected mollusks of the genus Biomphalaria, and stands out for
the high incidence in Brazil. With this, the computational indicators can help in the call of new
biological functions for this class, as well as the greater efficiency in no new treatment for
neglected diseases. Thus, a QSAR-based virtual screen by prediction of 3965 macrolides was
performed for biological research against Schistosoma mansoni, which may interact with the
molecular level of a protein Thioredoxin Glutathione Reductase (TGR) of S. mansoni. In the
development of macrolide molecules, of the predicted compounds in the QSAR-based virtual
screen, with the electron carrier site the SMTGR protein of the organism, to predict the probable
interactions that the drugs can perform with the macromolecule, in addition to the evaluation
of the predicted interactions. Through these analyses, it was possible to predict eight
compounds by QSAR with potential biological activity < 10 uM, all with predictions of
biological activity > 66%. Subsequently, the molecular binding of compounds with fewer 1Cso
was performed, resulting in the macrolide Sorangicin A, presenting the best interactions as well
as the best free energy (-8,141 Kcal/mol) with the primordial residues of the site (K124, R450,
R454, 1581, H582, T584). Based on the results obtained in this study, it is noted that the drug
Sorangicin A, being used for alternative studies for the drug rifamycin possessing potential

treatment of people affected with schistosomiasis.

Keywords: macrolides, repurposing, schistosomiasis, QSAR and, molecular docking.



SUMARIO

RESUMO ...t s s nas s s senensasssn s asnansanes 10
RESUMO GRAFICO ... es et sassas st sasses s nesnensanes 11
L. INTRODUGAO ........oieoieeeieeeeeeee e ee e s se s s ten s nesnensanes 11
2. MATERIAIS E METODOS .....ocoiviiiieetiee ettt 14
2.1. ESTUDO DO BANCO DE DADOS........c.oveveereeeeereeeeseeeseesesssesses s sessessessesssssasssssanns 14
2.2. TRIAGEM VIRTUAL POR QSAR......c.coviiuriereeeeeeeeeeeeesseseesiesses s sssessessasssssasssssanns 14
2.3. ATRACAMENTO MOLECULAR A SMTGR......ooeveieeereieeeeeeeeeeeeeeseee e 16
3. RESULTADOS E DISCUSSAQ .....ooveiirieereieeteieteeeae e sessae s 17
3.1. TRIAGEM VIRTUAL POR QSAR......c.cooirrieieeeeeeeeeseeeseeseesiesses s sessessessessesssnsssnanns 17
3.2. ATRACAMENTO MOLECULAR A SMTGR.......oeveiieeieieeeeeeeteeeeeeeeseeee s senenes 20
B, CONCLUSAOQ ..ottt 24
5. AGRADECIMENTOS .....cooiuieeeeieteiee e seessss s sses st sansasssss s 25
FINANCIAMENTO ..ot aes s ses s 25
CONFLITO DE INTERESSES......ouieieeeeeeeeieiee e seeseseeesesssessessesses s sassessassasanns 25
REFERENCIAS........ooeitieeteeeteeeteeste sttt sa st 25

NORMAS DA REVISTA ..ot s 30



Triagem virtual por QSAR de macrolideos para identificagdo de inibidores de proteina
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RESUMO

Os macrolideos sdo reconhecidos pela sua estrutura macrociclica, contendo uma lactona
formando ligacdes glicosidicas com agucares. Os macrolideos sdo uma classe de farmacos
muito utilizados como antibacterianos, sendo 0s mais conhecidos a Azitromicina, Eritromicina
e Claritromicina. Esta classe, atualmente, se encontra, em novas pesquisas de reposicionamento
para o tratamento de doencas parasitarias e entre outras. Dentre elas, a esquistossomose,
causada pelo parasito Schistosoma mansoni, que infecta humanos através do contato com o
molusco infectado do género Biomphalaria. Com isso, utilizar métodos computacionais pode
auxiliar na descoberta de uma nova funcéo bioldgica, como também a maior eficiéncia no
surgimento de novos tratamentos. Assim, foi realizada uma triagem virtual utilizando os
métodos de QSAR, de 3965 macrolideos para atividade biologica contra Schistosoma mansoni,
gue podem interagir ao nivel molecular com a proteina Tiorredoxina Glutationa Redutase.
Posteriormente, foi realizado o atracamento molecular dos compostos preditos na modelagem
QSAR com o sitio carreador de elétrons da proteina alvo do organismo, para prever as provaveis
interacdes que os farmacos podem realizar. Através dessas analises, foi possivel prever oito
compostos por QSAR com potencial atividade biologica ICso < 10 uM, sendo todos com
confiabilidade > 66%. Em sequéncia, foi entdo realizado o atracamento molecular dos
compostos com menor 1Cso, resultando no macrolideo sorangicina A, apresentando as melhores
interacbes como também a melhor energia livre (-8.141 Kcal/mol) com os residuos primordiais
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do sitio (K124, R450, R454, L581, H582, T584). A partir dos resultados obtidos neste estudo,

nota-se que o farmaco sorangicina A, possui potencial para tratamento da esquistossomose.

Palavras-chave: macrolideos, QSAR, atracamento molecular, esquistossomose, metodologias

computacionais.
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1. INTRODUCAO

O termo macrolideo foi primeiramente utilizado para descrever uma substancia
antibidtica composta por uma lactona macrociclica (figura 1). Este termo foi gradualmente
aprimorado, sendo empregado a estruturas mais complexas como macropolideos, lactonas
contendo acucares e/ou grupos funcionais amida, amina, anel oxazol e anel tiazol em sua
estrutura, independentemente de sua via biosintética. Os macrolideos sdo compostos isentos de
cor, geralmente cristalinos e pouco sollveis em agua. Em meio basico, ocorre saponizacao das
ligacbes de lactona e, em solucdes estaveis, sofrem hidrdlise das ligagdes glicosidicas
(GAYNOR; MANKIN, 2012; KOROLKOVAS, ANDREJUS E BURCKHALTER, 1998).

Os farmacos mais conhecidos representantes desta classe sdo 0s antibioticos

eritromicina, claritromicina e azitromicina. Estes compostos sao de origem natural e obtidos
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industrialmente por meio de semi-sintese. De maneira geral, os antibidticos macrociclicos
apresentam atividade bioldgica inibitéria da sintese proteica a nivel do ribossomo 50S,
provocando a morte celular de bactérias, sendo amplamente utilizado no tratamento de
infeccdes bacterianas (SILVA, 2010).

Lactona

Eritromicina

Figura 1: Eritromicina representando a classe dos macrolideos, apresentando em sua estrutura

a lactona ligada a dois aminoagucares.

Estudos recentes sobre essa classe de compostos tem demonstrado atividades biologicas
além da acdo ja elucidada, sendo atribuida aos macrolideos atividade imunomoduladora, anti-
HIV, além das atividades anti-inflamatorias, anticancerigena, antiprotozoaria e antifingica
(ARCAS et al., 2019; FAN et al., 2019; HUSSAIN et al., 2019; KITAGAWA et al., 2019;
ZHANG et al., 2019a, 2019b; ZOTCHEV, 2003).

No tocante as atividades parasitarias, os macrolideos ja apresentam estudos de novas
atividades bioldgicas para o farmaco azitromicina e eritromicina, atuando no tratamento da
malaria, causada pelo protozoario Plasmodium sp. atuando no impedimento da invasao
parasitaria nas heméacias humanas (WILSON et al., 2015). A partir disso, pode ser possivel
encontrar outras atividades bioldgicas contra outros parasitos, como o Schistosoma mansoni
(EL KOUNI, 2017), além da importancia de encontrar novos tratamentos para doencgas que nao

prioritarias para a industria farmacéutica.
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O organismo S. mansoni é causador da doenca esquistossomose, sendo considerada uma
doenca tropical negligenciada, pela World Health Organization (WHO), que infecta cerca de
252 milhdes de pessoas pelo mundo e causa aproximadamente 10,1 milhGes de mortes no
mundo (SILVA-MORAES et al., 2019; “World Health Organization”, 2018). Esta doenca é
considerada endémica no Brasil, com 461 mortes confirmadas em 2015. Os sintomas da
esquistossomose vao desde anemia, diarreia, dores abdominais, desnutrigdo, em condigdes mais
severas, paralisia temporaria sangramento gastrointestinal e podendo evoluir até para o 6bito
(NASCIMENTO et al., 2019).

O tratamento mais eficiente para esquistossomose e preconizado pela OMS, é a
quimioterapia com o farmaco praziquantel. Entretanto, este farmaco é altamente toxico e
ineficaz contra parasitos na forma juvenil. Além disso, nota-se o surgimento de resisténcia a
esse medicamento, principalmente em areas endémicas (ANDRADE et al., 2018; KUNTZ et
al., 2007).

Considerando os efeitos adversos e baixa eficAcia da terapia preconizada para o
tratamento da esquistossomose, nota-se urgéncia no desenvolvimento de novos farmacos para
0 tratamento dessa doenca. Entretanto, sabe-se que a descoberta de novos farmacos possui
elevado custo e pode levar inimeros anos para alcancar o mercado, o que inviabilizaria uma
solucdo em curto prazo dessa problematica. Assim, encontrar novas fungdes biolégicas para
farmacos ja conhecidos, pode auxiliar no encurtamento para o desenvolvimento de um novo
tratamento (CLECILDO BARRETO BEZERRA et al., 2018).

A proteina Tiorredoxina Glutationa Redutase (PDB ID: 2X8C), um dos alvos mais
promissores para o desenvolvimento de farmacos contra o tratamento da esquistossomose,
atuando primordialmente no ciclo de vida do parasito, realizando o transporte de elétrons,
obtidos através da reducdo de NADPH. Essa enzima, portanto, € primordial para o equilibrio
do estresse oxidativo do parasito (SALINAS et al., 2004). Dessa forma, considera-se como um
alvo potencial para o tratamento da infeccdo por Schistossoma mansoni (ANGELUCCI et al.,
2010). Nota-se, portanto, que o emprego de metodologias computacionais pode auxiliar na
busca de moléculas com potencial atividade inibitéria contra a SmMTGR, podendo levar a
identificacdo de novos farmacos para o tratamento da esquistossomose (ALVES et al., 2018;

MELO-FILHO et al., 2016).
13



Um dos métodos computacionais que auxiliam na pesquisa é a analise por QSAR
(Relacdo Quantitativa entre a Estrutura-Atividade) que, aliado as técnicas de aprendizado de
maquina, torna-se uma ferramenta poderosa de predicdo de novas propriedades bioldgicas para
0s compostos quimicos desejados. Este método vem demostrando ser um modelo mais preditivo
(predicdo de 1% a 40%) que o experimental na descoberta de novos farmacos, o High
Throughput Screening, com predicéo de 0.01% a 0.1% (NEVES et al., 2018).

Com o avango nos estudos de atividade biolégica como ferramenta para
desenvolvimento de farmacos para doencas negligenciadas, aliado a necessidade de novos
tratamentos para S. mansoni, este trabalho tem como objetivo realizar um estudo sobre a relagédo
das estruturas dos macrolideos com potencial atividade bioldgica contra S. mansoni, através de
métodos computacionais, como 0 QSAR e o Atracamento Molecular frente a enzima

Tiorredoxina Glutationa Redutase.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1. ESTUDO DO BANCO DE DADOS.

Foi realizada uma busca no banco de dados da plataforma Thomson Reuters Integrity,
da Clarivate Analitcs (VON HAGEN, 1998). O banco de dados dos compostos macrolideos foi
obtido a partir da plataforma Thomson Reuters Integrity. Essa base de dados € uma ferramenta
de pesquisa rapida, contendo areas de conhecimento farmacéutico, biolégico e quimico de mais
de 420.000 compostos, com atualizacdo diaria. Esse banco de dados possui informacdes desde
as estruturas quimicas como também sua farmacologia, farmacocinética, referéncias e estudos
clinicos relacionados ao grupo quimico/composto desejado. Através do seu dispositivo de busca
“Quick Search”, foi inserida a palavra-chave “Macrolides”, para busca e no topico “Drugs &
Biologics” foi disponibilizado o nimero de 3965 moléculas classificadas como macrolideos em

formato .sdf.
2.2. TRIAGEM VIRTUAL POR QSAR

O modelo Quantitativo da Relacdo Estrutura-Atividade (QSAR) foi construido
utilizando os workflows do programa livre KoNstanz Information MinEr (KNIME)
(BERTHOLD et al., 2009), juntamente com extensdes de ferramentas de quimioinformatica,

como pacote Weka (FRANK et al., 2004), RDkit (LANDRUM, 2018), Enalos (VARSOU et al.,
14



2018), Chemistry Development Kit (CDK) (STEINBECK et al., 2003) e Indigo (SERVICES.,
2017). O banco de dados utilizados como modelo, contendo atividade biolégica comprovada
experimentalmente e, atuando na inibicdo da proteina Tiorredoxina Glutationa Redutase
(SmTGR), foram obtidos do servidor PubChem Biossay Database (AID: 485364) (WANG et
al., 2012).

Posteriormente, 0os compostos experimentais e 0s macrolideos, passaram por uma
preparacdo, sendo submetidos aos processos de curagem (remocdo de misturas, duplicatas,
compostos inorganicos, sais, compostos organometalicos e remocao de dados experimentais
defasados), padronizagdo (correcdo de erros estruturais e padronizagéo estrutural, para todo o
banco de dados), para assim, os dados dos compostos macrolideos serem utilizados para a
triagem virtual e os dados experimentais serem utilizados para o balanceamento e
posteriormente, triagem virtual por QSAR (CUTLER; CUTLER; STEVENS, 2012).

W 5 -
-a e

Colegdes laboratoriais e Modelagem QSAR Dados de
base de dados macrolideos
3965 Macrolideos
Curagem
Q2 9P 0 2 29 J‘)%JJ)JJJ 2
e
% 2%2°%a o"i o oS
Padronizagao
2 29990 0 _o
9 9
9 9 9
d e 2 o 0@
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e 2 s
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@I 9
Q Q
Q 59

Figura 2: Resumo esquematico da triagem virtual por QSAR.

Apo6s o processo de curagem e padronizacdo, o balanceamento € realizado com a
finalidade de manter a proporc¢do de 1:1 entre compostos ativos e inativos, sendo considerados

como ativos, 0s compostos com ICsp < 10 uM, além da escolha de compostos que possuem a
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maior diversidade quimica possivel tanto em inativos, como em ativos, sendo assim utilizados

como modelo para a modelagem por QSAR.

Assim, para a realizagdo da modelagem por QSAR, foi utilizada a combinacdo do
descritor molecular Morgan fingerprints (RINIKER; LANDRUM, 2013; ROGERS; HAHN,
2010) com o método de aprendizado Random Forest (CUTLER; CUTLER; STEVENS, 2012).
Além de garantir a precisdao do modelos através do modelo de dez rodadas de y-randomizacao
para o conjunto de dados para assim obter os farmacos desejados (NEVES et al., 2016). Como
na figura 2, temos primeiramente a constru¢do do modelo QSAR, utilizando apenas os dados
experimentais e apds a sua validacédo, é possivel executar a predicdo de outras estruturas, sendo

como foco de nosso trabalho, os macrolideos (Figura 2).
2.3. ATRACAMENTO MOLECULAR A SmTGR

Os compostos triados foram submetidos a0 método de atracamento molecular entre
composto quimico e a macromolécula alvo SMTGR com o auxilio do programa MAESTRO
(SCHRONDIGER, 2019).

A proteina utilizada para a realizacdo do atracamento foi a proteina Tiorredoxina
Glutationa Redutase, sendo obtido o arquivo cristalografico atraves do servidor RSCB PDB
como ID: 2X8C, possuindo resolucdo de 3,1 A, sendo utilizada a técnica de difracdo de raio x

para sua elucidacéo estrutural.

Para a realizacdo do atracamento molecular, € realizado uma preparagdo, tanto dos

ligantes, como da prépria proteina, como descrito a seguir:

A preparacdo dos ligantes, é executada atraves de um recurso disponibilizado no
programa MAESTRO, o LigPrep, o mesmo utiliza um campo de forca OPLS_2005, para assim
realizar calculos de ionizacdo (com o pH escolhido, entre 7,5 e 0,5), identificar centros quirais
e assim executar a formacdo de conférmeros (em nimero de 32, padronizado pelo LabMol) e

extracdo dos arquivos em formato do préprio programa, para a realizacdo do atracamento.

A preparacdo da proteina, é obtida através do recurso também disponibilizado no

MAESTRO, o Protein Preparation Wizard, o mesmo realiza a adicdo de hidrogénios, realinha
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os atomos, deleta moléculas de &gua que se encontram em distancia maior que 5 A, como
também realiza célculos de ionizacao, entre os pHs 7,5 e 0,5, com a extensdo PROPKA e realiza
a minimizacdo molecular de toda a proteina, utilizando um campo de forca, 0 OPLS_ 2005,
calculo do préprio programa MAESTRO.

Apobs isso, houve a construgdo do grid, sendo mais facilmente explicado como a
caixa/campo onde ird ocorrer o atracamento com a proteina escolhida e minimizada. E utilizado
0 recurso Receptor Grid Generation, onde é possivel gerar o grid de acordo com 0s aminoacidos
que sdo primordiais no sitio alostérico (K124 a K128, R450, C596 e G597), devido ao alto peso
molecular dos compostos macrolideos, além também da escolha do tamanho da caixa, sendo de
20 A

Assim, com a minimizagéo das moléculas, das proteinas e construgéo do grid, é possivel
realizar a execucdo do atracamento molecular, através do recurso do programa MAESTRO, o
Ligand Docking, escolhendo a precisdo do calculo XP (extra precisdo), contando com a
flexibilidade dos ligantes mesmo na presenca de nitrogénios, anéis e, as tor¢des dos ligantes,

mantendo o restante das configuracdes padrao do programa.

Os programas utilizados para a visualizagéo das interacdes e obtencédo de imagem foram
o BIOVIA Discovery Studio Visualization (SYSTEMES, 2017) e UCSF Chimera
(PETTERSEN et al., 2004).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. TRIAGEM VIRTUAL POR QSAR

Como resultado da triagem virtual por QSAR, dos 3965 compostos macrolidos,
mantiveram-se 963 macrolideos, apds processo de curagem e a padronizacdo triou 941
macrolideos. ApoOs a execucdo do aprendizado de maquina, obtivemos o resultado de 52
macrolideos com provavel atividade bioldgica contra SMTGR e com a inspecdo visual foram
escolhidos os oito melhores macrolideos com a mais alta probabilidade de atividade inibitéria

da proteina SMTGR (ICso < 10 pM), explicitos na figura 3.
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Figura 3: Fluxograma da triagem virtual dos macrolideos.

Sé&o apresentados na tabela 1, 0 nome de cada composto, sua estrutura quimica em 2D e
taxa de probabilidade, em porcentagem. Apenas dois dos compostos selecionados ainda nao

sdo comercializados, entretanto estdo em estudos clinicos, sdo eles: 265179 e 108046.

Com isso, o composto com a melhor predicdo € o A-349079-S1, com predicdo de 74%
de probabilidade de se tornar um composto com atividade biolégica de inibicdo da proteina
SMTGR. Os sete melhores compostos compartilham de predicao de atividade biologica contra
a proteina SMTGR de 66%.

Os compostos com as melhores predicdes de atividade bioldgica foram entdo
submetidos ao método de atracamento molecular para realizar calculos de predicdo das

interacdes moleculares que podem ocorrer entre a molécula predita e a macromolécula SMTGR.
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Tabela 1. Predi¢do de atividade biolégica por QSAR dos macrolideos.

Nome Genérico

Macrolideos

Predicéo para atividade
biolégica (%)

108046 66%

265179 66%

A-349079-S1 74%

Amfidinolideo G 66%

Amfidinolideo H 66%

Difficidina ST 66%
NN
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Queenslandon - P 66%

o “on

Sorangicina A 66%

3.2. ATRACAMENTO MOLECULAR A SmTGR

Um dos sitios mais importantes para o transporte de elétrons na proteina SMTGR € 0
sitio C-terminal. Este sitio € essencial para o transporte de elétrons que s&o obtidos através da
reducdo de NADPH e, por meio da sua inibicdo, com um farmaco que interaja neste sitio, pode
interferir no transporte, desabilitando sua funcéo principal. Dessa forma, € possivel desencadear
o disturbio da homeostase oxidativa e reducdo da acdo das proteinas glutationa e tiorredoxina,

sendo o seu funcionamento, essencial para o ciclo de vida do parasito (LIU et al., 2016).

O sitio C-terminal de SMTGR ¢ caracterizado pela presenca dos residuos K124, K128,
R450 e R454, conservado tanto para espécies de ratos quando em humanos. Além dos residuos
que realizam o transporte de elétrons, também héa residuos muito importantes e promissores
para o atracamento molecular (Gly595-Cys596-SeCys597-Gly598) (GCCG), como também os
residuos proximos a ele. Esses residuos permanecem conservados desde o dominio Trx e séo
caracterizados por se encontrarem em uma regido de loop. Com sua estrutura altamente flexivel,
pode realizar a entrega dos elétrons a proteina desejada. Dessa forma, o desenvolvimento de
um farmaco que realize ligacfes com estes residuos, possibilita a imobilizacdo da regido de
loop, impedindo a sua funcdo (ANGELUCCI et al., 2010; SILVESTRI et al., 2018)

Com o estudo do sitio de ligacdo e o entendimento estrutural dos macrolideos, é viavel
realizar o impedimento do transporte de elétrons, tanto interagindo com os residuos de

carreamento e 0s de transporte, evitando o recebimento destes elementos na proteina. Com isso,
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foi realizado o atracamento molecular dos oito macrolideos preditos com atividade biolégica,

no sitio de ligacdo C-terminal da SmTGR.

Apos a realizagdo do atracamento molecular, observou-se que o macrolideo com a
melhor energia de ligacdo foi a sorangicina A. Sua localizagdo no sitio C-terminal é demostrada
na figura 4, no mesmo também é possivel visualizar, em amarelo, a regido de loop da cadeia C-
terminal do dominio glutationa, sendo estes aminoacidos primordiais para o transportes de

elétrons para a diminuicao do estresse oxidativo.

Figura 4: Localizagdo da molécula sorangicina A em SmTGR.

Assim, de acordo com o valor de docking score da ligacdo entre a sorangicina A e a
SMTGR é de -8,141 kcal/mol (apresentado na Tabela 2), sendo o melhor valor de atracamento,
em relacdo as outras moléculas, de acordo com o programa Maestro, além de apresentar maior
quantidade de interacfes de hidrogénio, sendo assim mais estavel. Foi possivel prever

interacdes de hidrogénio sendo realizadas com os residuos R450, R454, K124, H582, T584,
21



interagdes de pi-alquila com o residuo V593 e interagdes de carbono hidrogénio com o residuo

L581. Todas as interacdes abordadas sao interagdes fortes que podem manter o fa&rmaco estavel

no sitio de ligacdo da proteina (Figura 5 e 6).

Tabela 2. Docking score do atracamento molecular realizado frente a SmMTGR, em

ordem decrescente.

Nome Genérico

Docking score

Aminoécidos

Sorangicina A

-8,148 kcal/mol

K124; R450; R454; 1581,

H582; T540; e, V593;

108046

-7,357 kcal/mol

N219; K124; V593;
H582: e, K128;

Amfidinolideo H

-5,786 kcal/mol

K124; R450; Y212,
H582; 1446; e, T480;

265179

-5,369 kcal/mol

V593; Y212; R454;
H582; 1592; VV583; e
A215;

Amfidinolideo G

-5,156 kcal/mol

D565; K561; Y501;
Y129; e, H45;

Queenslandon

-5,118 kcal/mol

R450; K124; H582;
Y129; e, V589

Difficidina

-4,448 kcal/mol

K124; R450; H582,;
V589; e, Y129;

A-349079-S1

-4,249 kcal/mol

K124; R450; 1446; e,
H446;
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As interages intermoleculares entre a sorangicina A e SMTGR, podera assim acarretar
no impedimento do carreamento de elétrons, principalmente devido as interages que ocorrem
com os residuos K124, R450 e R454, como também, as interacdes que ocorrem com o0s residuos
L581, H582, T540 e V593. Assim promovem um enrijecimento da regido de loop da cadeia C-
terminal, impedindo, também, que ocorra o carreamento de elétrons as proteinas desejadas,

como podemos visualizar na figura 5 e 6.

Figura 5: Predicdo das interacfes moleculares entre a proteina SMTGR com o macrolideo

sorangicina A, na imagem em 3D da interacdo do farmaco com a macromolécula,

identificando os residuos de interacéo.

O macrolideo sorangicina A, integra a familia de sorangicinas que sdo macrolideos
poliéteres que foram extraidos inicialmente do organismo Streptococcus cellulosum. A
sorangicina A é a molécula com maior potencial bioativo contra bactérias gram-positivas e

gram-negativas, quando comparada a rifamicina, pois realiza o impedimento da iniciacdo da
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transcricdo e ndo a elongacdo como a maioria dos antibioticos macrolidos (VILLA e VEIGA-
CRESPO, 2014).

THR
A:584
HIS
A:582
H
Q
o Q
\07
LEU
A:581
o”’
- H
' 4
o ARG
B:454
/
ARG
B:450
- VAL
- A:593
LYS 0
B:124

Figura 6: Predicdo das interacdes moleculares entre a proteina SMTGR e 0 macrolideo
sorangicina A. Na imagem em 2D nota-se a intera¢do do farmaco com a macromolécula,

indicando os residuos e o0s tipos de interacdo realizados com os célculos do MAESTRO.

4. CONCLUSAO
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Como concluséo, os estudos de triagem virtual por QSAR e atracamento molecular,
realizados no LabMol da UFG, foi possivel indicar oito provaveis novos farmacos que podem
ser utilizados para o tratamento da esquistossomose, como também indicar a sorangicina A
como a molécula melhor candidata devido suas interacdo com a SmTGR, além de indicar uma
nova atividade bioldgica para a classe de macrolideos, a atividade antiesquistossomicidal,

mostrando assim a importancia desta classe quimica para a obtencéo de novos tratamentos.
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