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RESUMO

A leishmaniose é uma doenca negligenciada causada por parasitas protozoarios
pertencentes ao género Leishmania (Kinetoplastida: Trypanosomatidae). A doenca afeta 98
paises, deixando mais de 1 bilhdo de pessoas em risco. O atual tratamento para essa patologia
tem sérias deficiéncias, incluindo alto custo, via de administracdo, resisténcia aos
medicamentos e, efeitos colaterais sérios, havendo, assim, a necessidade do desenvolvimento
de novas quimioterapias. Dessa forma, o objetivo desse trabalho foi avaliar os mecanismos
celulares e moleculares de novos derivados sintéticos hibridos isoxazolinas de seis
membros/tiazolidina-2,4-diona com potencial atividade antiparasitaria e imunomoduladora,
associando ensaios in silico e in vitro. Para a avaliacdo in silico, foram realizados os estudos de
docking molecular frente a alvos da leishmania, bem como a utilizacdo das ferramentas online
Pro-Tox Il e SWISSADME, para obtencdo das caracteristicas fisico-quimicas,
farmacocinéticas, farmacodinamicas e toxicoldgicas dos compostos em anélise. O modelo de
QSAR foi obtido através da aplicacdo do método estatistico de correlacdo canbnica. A
citotoxicidade dos compostos foi avaliada em macréfagos da linhagem RAW 264.7, através do
método do MTT. A atividade leishmanicida foi avaliada frente a formas amastigotas e
promastigotas de L. infantum e L. amazonensis. O resultado do docking molecular demonstrou
uma grande variacao da afinidade das moléculas pelo sitio de ligacdo das enzimas usadas como
alvos bioldgicos, sendo os ligantes 3G e 3H 0s que se destacaram em relacdo aos valores de
score, na maior parte dos alvos avaliados. A correlagdo canonica gerou um modelo de QSAR
estavel (R2 candnico de 0,862), demonstrando principalmente uma forte correlacdo entre a
variavel independente de lipofilicidade (LogP) e a variavel dependente de IC50 em L.
amazonensis. A maioria dos compostos testados apresentou menos toxicidade que a
Miltefosina, droga de referéncia utilizada no tratamento das leishmaniose. Com relagdo a
atividade leishmanicida para a espécie de L. infantum, a molécula 3G foi o que apresentou o
menor valor de 1C50 (13,06uM) para promastigota. Para a espécie de L. amazonensis, 0
menor valor de IC50 foi do ligante 3H (10,25 puM) para promastigota. Os compostos nédo
demonstraram atividade para a forma evolutiva de amastigota em nenhuma das espécies
avaliadas. Os resultados obtidos pelos ensaios in vitro corroboram com os resultados
encontrados pelo docking molecular, identificando as moléculas 3G e 3H como as mais
promissoras como leishmanicidas, e que apresentam mais afinidade (in silico) pela maior
parte dos alvos avaliados. Os compostos 3G e 3H foram capazes de induzir a producdo de
IL-06 e IL-10,



importantes para o perfil Th2 e a regulagdo da atividade inflamatoria. Diante disso, as
abordagens aplicadas neste trabalho permitiram alcancar, em conjunto, um maior entendimento

do potencial leishmanicida destas moléculas.

Palavras-chaves: Docking molecular; Imunomodulacdo; Leishmaniose; QSAR.



ABSTRACT

Leishmaniasis is a neglected disease caused by protozoan parasites belonging to the
genus Leishmania (Kinetoplastida: Trypanosomatidae). The disease affects 98 countries,
leaving more than 1 billion people at risk. The current treatment for this pathology has serious
deficiencies, including high cost, route of administration, resistance to drugs and, especially,
serious side effects, with the need for the development of new. The objective of this work was
to evaluate the cellular and molecular mechanisms of new six-membered isoxazolines /
thiazolidine-2,4-dione synthetic derivatives with potential antiparasitic and immunomodulatory
activity, associating in silico and in vitro assays. For in silico evaluation, molecular docking
studies were carried out against Leishmania targets, as well as the use of online tools: Pro-Tox
Il and SWISSADME to obtain the physical-chemical, pharmacokinetic, pharmacodynamic and
toxicological characteristics of the compounds in analyze. The QSAR model was obtained by
applying the statistical method of canonical correlation. The cytotoxicity of the compounds was
evaluated in macrophages of the RAW 264.7 strain, using the MTT method. Leishmanicidal
activity was evaluated against amastigote and promastigote forms of L. infantum and L.
amazonensis. The result of molecular docking demonstrated a great variation in the affinity of
the compounds for the binding site of the enzymes used as targets, with compounds 3G and 3H
being those that had the best score values in most of the evaluated targets. The canonical
correlation generated a stable QSAR model (canonical R2 of 0.8622), showing a strong
correlation between the lipophilicity independent variable (LogP) and the IC50 dependent
variable in L. amazonensis. Most of the compounds tested showed less toxicity than the
reference drug. Regarding the leishmanicidal activity for the species of L. infantum, the
compound 3G was the one that obtained the lowest 1C50 value (13.06pM) for promastigote.
For the species of L. amazonensis, the lowest IC50 value was of the compound 3H (10.25 uM)
for promastigote. The compounds showed no activity for the evolutionary form of amastigote
in any of the evaluated species. The results obtained by the in vitro tests corroborate the results
found by the virtual screening, identifying the 3G and 3H molecules as the most leishmanicidal
and that have more affinity (in silico) for most of the evaluated targets. The 3G and 3H
compounds were able to induce the production of IL-06 and IL-10, important for the Th2 profile

and the regulation of inflammatory activity. In view of this, the approaches applied in this work



allowed to achieve, together, a greater understanding of the leishmanicidal potential of these

molecules.

Keywords: Molecular docking; Immunomodulation; Leishmaniasis; QSAR.
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1 INTRODUCAO

As leishmanioses sdo antropozoonoses causadas por protozoarios do género Leishmania
que sdo transmitidos atraves da picada do flebotomineo. A doenca é endémica em 98 paises
com mais 1 bilhdo de pessoas vivendo em &reas endémicas correndo o risco de contrair a

infeccdo, caracterizando-a entdo como um risco a saude publica nos paises tropicais e
subtropicais subdesenvolvidos (WHO, 2020). No Brasil, o Ministério da Saude relata uma
incidéncia de 28 mil casos por ano (SOUZA et al., 2010), estando presente em todos as regides.

Considerada uma das doengas tropicais mais negligenciadas no mundo, acomete a
populacdo que possui menores recursos socioeconémicos e menor acesso a saude, sendo
responsavel por uma variedade de manifestacGes clinicas. A depender da espécie infectante e
da resposta imune do hospedeiro, podem causar quadros que afetam o sistema fagocitico
mononuclear, particularmente a medula dssea, figado, baco e ganglios, estabelecendo a forma
visceral, também conhecida como calazar, ou lesdes cutaneas e/ou mucosas desenvolvendo o
quadro da leishmaniose tegumentar ou cutanea (SANTOS et al., 2012; RIO DE JANEIRO,
2019). No Brasil, a Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA), apresentacdo da forma
cutanea (LC) e mucécutanea (LMC) da leishmaniose, € responsavel por 90% de todos 0s casos
da doenca no pais, apresentando uma ampla distribuicdo com registro de casos em todas as
regibes brasileiras (BRASIL, 2017; VASCONCELOS et al., 2018).

A primeira escolha para a terapéutica da leishmaniose € a utilizacdo de medicamentos a
base de antimdnio. Atualmente, existem duas formulacdes de antimoniais pentavalentes
disponiveis no mercado internacional: o antimoniato de meglumina e o estibogluconato de
sodio, sendo este ultimo ndo comercializado no Brasil (BRASIL, 2017). O antimoniato de
meglumina é especialmente eficaz no tratamento de leishmaniose cutanea, mucocutanea e
visceral, provocando regressdo rapida das manifestacdes clinicas e hematologicas da doenca,
bem como a esterilizacdo do parasita (RATH et al., 2003). Apesar de sua eficiéncia contra o
parasita, 0 atual tratamento para essa patologia tem sérias deficiéncias, incluindo alto custo, via
de administracéo e, especialmente, efeitos colaterais sérios como pancreatite, cardiotoxicidade,
hepatotoxicidade e distrbios gastrointestinais (SUNDAR; CHAKRAVARTY, 2010). O
tratamento descontinuo, associado a necessidade de servicos de maior complexidade para sua
administracdo, alem das baixas dosagens levaram a ocorréncia de falhas terapéuticas e

consequentemente aumento das formas resistentes de parasitas (SUNDAR et al., 2001; RATH
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et al., 2003), havendo a necessidade entdo do desenvolvimento de novas quimioterapias mais
eficazes e com menos efeitos colaterais.

Nessa busca para o desenvolvimento de um potencial inibidor, na quimica medicinal, o
grupo isoxazolina é de extrema importancia e desperta grande interesse em estratégias sintéticas
que buscam a obtencdo de compostos com potencial atividade bioldgicas. Dentre as atividades
descritas na literatura estdo: atividade anti-inflamatoria, anticonvulsivante, anticancer,
antimicrobiana, entre outras (HABEEB; PRAVEEN RAO; KNAUS, 2001; LEPAGE;
HUBLOT, 1991; KHAZIR et al., 2013; GAONKAR; RAIl; PRABHUSWAMY, 2007). Outro
grupo de interesse que possui grande relevancia para o desenvolvimento de potenciais fa&rmacos
€ 0 grupo tiazolidina-2,4-diona, que tém demonstrado possuir atividade antimicobactéria,
anticancer, antitumoral, anti-inflamatério, entre outras (TROTSKO et al., 2020; FUJII et al.
2018; SINGH et al., 2019; SHARMA et al., 2019). Logo, espera-se que a obtengdo de novos
derivados hibridos, para esses dois grupos de interesse, possa resultar na potencializa¢do de
suas acgoes e potencial acdo leishmanicida.

As metodologias in silico surgem como uma alternativa para a descoberta de potenciais
novas drogas, por ser capaz de resolver problemas como o alto custo e o processo demorado
associado as metodologias tradicionais (GELDENHUYS, 2006). Atualmente o planejamento
racional de farmacos pode ser feito através de dois métodos: baseados na estrutura do alvo
("SBDD - Structure Based Drug Design™), como o docking molecular, e baseados na estrutura
do ligante (“LBDD - ligand based Drug Design’’), como os modelos de QSAR. Devido ao alto
grau de sinergismo e complementaridade de conhecimentos entre essas diferentes abordagens,
sua combinacdo pode gerar informacdes importantes no processo da descoberta de novas
drogas, economizando a sintese e testes experimentais de moléculas que ndo apresentariam
atividade bioldgica satisfatdria, segundo os modelos preditivos in silico.

Tendo em vista a importancia do desenvolvimento de novas quimioterapias mais
eficazes e com menos efeitos colaterais contra a leishmaniose, o presente estudo tem o objetivo
de associar ensaios in silico e in vitro, buscando elucidar os mecanismos moleculares e celulares
de novos derivados sintéticos contra o agente etiologico da leishmaniose. A atividade
leishmanicida de 16 derivados sintéticos hibridos foi avaliada, determinando a toxicidade
desses compostos sobre macrofagos e a atividade sobre as formas promastigotas e amastigotas
de Leishmania amazonensis e infantum. Estes ensaios permitirdo investigar potenciais
mecanismos de acdo que contribuirdo com a elucidacdo para adequada eleicdo de prototipos a

farmacos leishmanicidas.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Avaliar o potencial leismanicida de novos derivados sintéticos hibridos isoxazolinas de

seis membros/tiazolidina-2,4-diona.

1.1.2 Objetivos especificos

= Avaliar caracteristicas fisico-quimicas e farmacocinéticas dos compostos utilizando
ferramentas computacionais online de predicao;

» Realizar a predicao de alvos bioldgicos que possam estar envolvidos no mecanismo de acao
dos compostos utilizando o Docking Molecular;

= Analisar as interacBes intermoleculares entre as moléculas estudadas e os possiveis alvos
bioldgicos;

= Obter modelos de QSAR (Relagbes Quantitativas entre a Estrutura e Atividade);

= Determinar a atividade citotdxica das substancias obtidas por meio sintético sobre
macroéfagos;

= Auvaliar o efeito dos compostos sobre formas promastigotas e amastigotas intracelulares de
L. infantum e L. amazonensis, in vitro;

» Quantificar a producdo das citocinas IFN- vy (interferon-gama), TNF-a (fator de necrose
tumoral alpha), IL (interleucina)-2, IL-4, IL-6, IL-10 e IL-17 em sobrenadantes de cultura

de celulas esplénicas apds tratamento in vitro com 0S compostos;
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 EPIDEMIOLOGIA DAS LEISHMANIOSES

A leishmaniose é um grupo de doengas, classificadas como negligenciadas, causada por
parasitas protozoarios pertencentes ao género Leishmania (Kinetoplastida: Trypanosomatidae).
A doenca afeta 98 paises, deixando mais de 1 bilhdo de pessoas em risco (DNDi, 2020). E uma
antropozoonose considerada um grande problema de satde publica, com manifestac6es clinicas
variadas e diversidade epidemioldgica (BRASIL, 2017). Esta doenca apresenta prevaléncia
estimada de 700.000 a 1 milhdo de novos casos anualmente (WHO, 2020). A depender da
espécie de Leishmania envolvida e do estado imune do hospedeiro, a doenca pode se manifestar
na forma visceral (Leishmaniose visceral - LV) ou cutanea (Leishmaniose Tegumentar
Americana— LTA) (GURUNG; KANNEGANTI, 2015; BRASIL, 2014).

A LV, também conhecida como calazar, € a forma mais severa da doenca, podendo ser
fatal em 85-90% dos pacientes ndo tratados. Estima-se que 50.000 a 90.000 novos casos de LV
ocorram em todo o mundo a cada ano, dos quais apenas 25 a 45% séo relatados a OMS (WHO,
2020). Afeta populages economicamente vulneraveis em mais de 80 paises incluidos na Asia,
Africa Oriental, América do Sul e a regido do Mediterraneo, ilustrado na figura 1. Os sete paises
mais afetados: Brasil, india, Etidpia, Quénia, Sud&o do Sul, Somalia e Sud&o, representam mais

de 90% dos novos casos (DNDi, 2020).
Figura 1 — Distribuicdo mundial da LV no ano de 2019.

Fonte: Who - World Health Organization (2019).
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No Brasil, no periodo de 2003 a 2018, foram confirmados mais de 51 mil casos
humanos, com incidéncia média de 1,7 casos/100 mil habitantes, variando de 1,4 a 2,1 e
letalidade de 7,2% (BRASIL, 2019). A figura 2 demonstra a distribuicdo da LV no territorio
das Americas.

Figura 2 — Incidéncia de leishmaniose visceral por 100.000 habitantes por segundo nivel administrativo
subnacional, Regido das Américas, 2019.

Fonte: SisLeish-OPAS/OMS: Dados notificados pelos programas nacionais de leishmanioses/ servigos de
vigilancia.

A leishmaniose tegumentar Americana (LTA) ou leishmaniose cutanea (LC) constitui
um problema de salde pablica em 85 paises, distribuidos em quatro continentes (Américas,
Europa, Africa e Asia), essa distribuicdo é demostrada na figura 3. A maioria dos casos ocorre
no Afeganistdo, Argélia, Brasil, Coldmbia, Republica Islamica do Ird, Paquistdo, Peru, Ardbia
Saudita e Republica Arabe da Siria e estima-se que entre 600.000 a 1 milh&o de novos casos

ocorram em todo o mundo anualmente (WHO, 2020).

Figura 3 - Distribuicdo mundial da LC no ano de 2019.

Fonte: Who - World Health Organization (2019).
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No Brasil, a partir da década de 80 nota-se um aumento no nimero de casos registrados,
variando de 3.000 (1980) a 35.748 (1995), ja no periodo de 1995 a 2014, verifica-se uma média
anual de 25.763 casos novos registrados e coeficiente de detec¢do médio de 14,7 casos/100 mil
habitantes. Entre 2003 e 2018, foram registrados mais de 300.000 casos, com média de 21.158
casos por ano. A figura 4 ilustra a distribuicdo de LC nas Americas. No territorio nacional, o
coeficiente médio de deteccdo foi de 11,3 casos por 100.000 habitantes, variando de 5,7 — 17,8
(BRASIL, 2019). E considerada pela Organizacdo Mundial da Satde (OMS) como uma das
seis mais importantes doencas infecciosas, pelo seu alto coeficiente de deteccdo e a capacidade
de produzir deformidades (BRASIL, 2017; DNDi, 2020; WHO, 2020).

Figura 4 — Incidéncia de leishmaniose cutanea/mucosa por 100.000 habitantes, segundo nivel administrativo
subnacional, Regido das Américas, 2019.

Fonte: SisLeish-OPAS/OMS: Dados notificados pelos programas nacionais de leishmanioses/servigos de

vigilancia).

2.2 AGENTE ETIOLOGICO E VETORES

O género Leishmania pertence a ordem Kinetoplastida, a familia Trypanossomatidae e
agrupa espécies de protozoarios unicelulares, digenéticos (heteroxenos), vivendo
alternadamente em hospedeiros vertebrados e insetos vetores, estes Ultimos sendo responsaveis
pela transmissdo dos parasitas de um mamifero a outro (NEVES, 2005). S&o parasitas

intracelulares obrigatorio das células do sistema fagocitico mononuclear, com duas formas
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principais (figura 5): uma flagelada ou promastigota, encontrada no tubo digestivo do inseto
vetor que é fusiforme, apresenta nucleo central e possui flagelo, organela relacionada a
locomocdo do parasito, e outra aflagelada ou amastigota, ndo apresenta flagelo visivel e é
encontrada no interior dos fagolisossomos dos macréfagos. (BRASIL, 2007; DE OLIVEIRA;
SACRAMENTO e MARQUES, 2011).

Figura 5 — Representacdo das formas da Leishmania.
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Fonte: MS — Ministério da satde (2007).
Legenda: A) Promastigota. B) Amastigota.

Esses parasitas sdo classificados em 2 subgéneros: i) Subgénero Leishmania: parasitos
do homem e de outros mamiferos, com o desenvolvimento nos insetos vetores limitados ao
intestino nas regiGes média e anterior; ii)Subgénero Viannia: parasitos do homem e de outros
mamiferos, apresentando nos insetos vetores as formas paramastigotas e promastigota. As
paramastigotas encontram-se aderidas as paredes do intestino (piloro e/ou ileo) pelo flagelo,
através de hemidesmossomos, e as promastigotas, formas livres, que migram do intestino
posterior para as regifes média e anterior (NEVES, 2005).

Atualmente nas Américas sao reconhecidas 11 espécies causadoras da leishmaniose
tegumentar em humanos e oito espécies descritas, somente em animais. No entanto, no Brasil
ja foram identificadas sete espécies, sendo seis do subgénero Viannia e uma do subgénero
Leishmania. As trés principais espécies sdo: L. (V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis e L. (L.)
amazonensis e, mais recentemente, as espécies L. (V.) lainsoni, L. (V.) naiffi, L. (V.) lindenberg
e L. (V.) shawi foram identificadas em estados das regides Norte e Nordeste. (BRASIL, 2007).
Ja para os casos de leishmaniose visceral, no novo mundo, a L. (L.) infantum é a espécie
comumente isolada nos pacientes (BRASIL, 2014).

Os vetores desses parasitas sdo insetos denominados flebotomineos (figura 6)

pertencentes a Ordem Diptera, Familia Psychodidae, Subfamilia Phlebotominae, Género
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Lutzomyia (BRASIL, 2007). Existem cerca de 500 espécies de flebotomineos conhecidos, mas
apenas cerca de 30 foram encontrados com potencial para transmitir leishmaniose (WHO,
2020). No Brasil, as principais espécies envolvidas na transmissdo da LTA sdo: Lutzomyia
flaviscutellata, L. whitmani, L. umbratilis, L. intermedia, L. wellcome e, L. migonei (BRASIL,
2007). Ja para a LV as espécies que estdo relacionadas a transmisséo séo: L. longipalpis ou L.
cruzi (BRASIL, 2014).

Figura 6 — Fémea de Flebotomineo adulto, engurgitada.

Fonte: MS — Ministério da Saude (2007).

2.3 CICLO BIOLOGICO E MODO DE TRANSMISSAO

O principal modo de transmissdo € através da picada de insetos transmissores infectados,
porém outras formas de transmissdo ja foram relatadas na literatura, como por meio
transfusional e transmisséo sexual (JIMENEZ-MARCO et al., 2016; DEY et al., 2006; SINGH,;
SEHGAL, 2010; TURCHETTI et al., 2014). De maneira geral para todas as espécies de
Leishmania spp., o ciclo se inicia com a contaminacgdo do vetor através da ingestdo de sangue
de um hospedeiro vertebrado contendo macréfagos que possuem amastigotas no seu interior.
No trato digestivo anterior ocorre a lise do macrofago infectado com a forma amastigotas que
se transformam em promastigotas e se aderem as microvilosidades do intestino médio do inseto
através de hemidesmossomas. Nesta fase, ocorre novamente a transformacdo para a forma
paramastigota, onde continuam se reproduzindo e transformando-se, ap6s alguns dias em

promastigotas metaciclicos, que sdo muito moveis e perdem a capacidade de divisdo. Os
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promastigotas metaciclico migram atraves do estbmago e colonizam o esdfago e a faringe do
vetor, onde permanecem aderidas ao epitélio pelo flagelo e séo injetados com a saliva durante
0 préximo repasto sanguineo. A metaciclogénese ocorre durante a migracao no trato digestivo
do vetor, em que as células atingem um estado infectivo. O ciclo do parasito no inseto se
completa em torno de 72 horas (SACKS; KAMHAWI, 2001; BRASIL, 2007; BASANO, 2004;
BATES, 2007).

O vetor, agora infectado, faz o repasto sanguineo, ocorrendo a transmissao do parasita.
Na epiderme do hospedeiro, a forma promastigota metaciclica é fagocitada por células do
sistema mononuclear fagocitario que sobrevivem aos mecanismos de defesa inatos do
hospedeiro. Dentro dos macrofagos forma-se o fagossomo, onde as formas promastigotas
metaciclicas sobrevivem e estabelecem as condicGes favoraveis para a diferenciacdo em
amastigotas, que se multiplicam, lisam o macrofago, ocorrendo entdo a disseminagdo
hematogénica para outros tecidos ricos em células do sistema mononuclear fagocitario, como
linfonodos, figado, baco e medula 6ssea, repetindo o ciclo (figura 7). (SACKS; KAMHAWI,
2001; BRASIL, 2007).

Figura 7 — Ciclo de vida da Leishmania
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Fonte: Ministerio da Saude (2007).
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2.4 MANIFESTACOES CLINICAS E DIAGNOSTICO DA LEISHMANIOSE

Uma das caracteristicas mais marcantes do género Leishmania é a diversidade das
manifestacdes clinicas que depende da espécie de Leishmania envolvida e de sua relagdo com
0 hospedeiro (SARAVIA et al., 1989). Algumas espécies do parasita apresentam maior
afinidade por macrofagos da epiderme e derme, causando a leishmaniose cutanea. Quando este
tropismo € pelo tecido mucocutaneo origina a leishmaniose mucocutanea, ja a afinidade pelo
sistema reticuloendotelial ocasiona a leishmaniose visceral (KULKARNI et al., 2014).

A LTA pode se apresentar de forma assintomatica ou através de um espectro de formas
clinicas (figura 8) podendo variar desde lesdes cutaneas localizadas, disseminadas, difusas ou
nodulares até as graves lesbes mucocutéaneas (CLEM, 2010). A forma cuténea localizada se
caracteriza por lesdes unicas ou multiplas na pele, geralmente no rosto, bracos e pernas. Possui
bordas elevadas, em moldura, geralmente indolor, com o fundo granuloso, podendo conter ou
ndo exsudacdo. A lesdo é geralmente do tipo Ulcera, com tendéncia a cura espontanea e
apresentando boa resposta ao tratamento. Na Regido Norte, as lesbes multiplas séo
frequentemente causadas por L. (V.) guyanensis e parecem estar relacionadas as mdltiplas
picadas de L. umbratilis (HEPBURN, 2000; BELO HORIZONTE, 2007; BRASIL, 2007).

Figura 8 — Caracterizagfo das formas clinicas da LT.

Fonte: MS- Ministério da saude (2007).
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Legenda: A) Forma cutinea Localizada - Lesdo ulcerada franca, Unica, arredondada, com bordas elevadas,
infiltradas e fundo granuloso. B) Forma cutanea Disseminada - Polimorfismo lesional (lesGes nédulo infiltrativa,
impetigoide, ulceradas pequenas) distribuidas na face posterior do tronco. C) Forma cutanea difusa — Lesdo
infiltrada com areas descamativas na orelha (Tempo de doenca 12 anos). D) Forma mucosa tardia — Lesdo ulcerada

do palato mole, com bordas infiltradas recobertas por exsudato (BRASIL, 2007).

A forma cuténea disseminada apresenta maltiplas lesbes papulares e de aparéncia
acneiforme que acometem varios segmentos corporais, envolvendo com frequéncia a face e o
tronco. As lesBes apresentam caracteristicas classicas de Ulceras de fundo granuloso e bordas
elevadas. As duas espécies reconhecidas como causadoras desta sindrome sdo a Leishmania
(V.) braziliensis e a Leishmania (L.) amazonensis. A forma cutanea difusa apresenta lesdes
nodulares persistentes deformantes e muito graves, espalhando-se no corpo inteiro do paciente.

A espécie reconhecida como causadora desta sindrome € a Leishmania (L.)
amazonensis. Ja a forma mucocutanea, geralmente secundaria as lesdes cutaneas, afetam de
maneira preponderante as mucosas da face, como fossas nasais e o palato, observa-se a
infiltracdo das areas atingidas, ulceracdo, perfuracdo do septo nasal, lesdes ulcerovegetantes,
ulcero-crostosas em cavidades nasal e ulcero-destrutivas. O agente etioldgico que origina essa
forma clinica em nosso pais é a L. (V.) braziliensis, entretanto ja foram citados casos na
literatura atribuidos a L. (L) amazonensis e L. (V.) guyanensis (HEPBURN, 2000; BELO
HORIZONTE, 2007; BRASIL, 2007).

No Brasil, a principal forma de transmissdo da LV é através da picada dos vetores - L.
longipalpis ou L. cruzi — infectados pela Leishmania (L.) infantum. De acordo com a evolugao
clinica da leishmaniose visceral, podemos dividi-la em trés periodos (figura 9):

e Periodo inicial ou Fase Aguda: o paciente apresenta febre com duracéo inferior
a quatro semanas, palidez cutdneo-mucosa e hepatoesplenomegalia. Muitas
vezes 0 paciente apresenta tosse e diarreia.

e Periodo de Estado: a partir evolucdo clinica com mais de 2 meses, 0 paciente
passa a apresentar febre irregular, geralmente associada a emagrecimento
progressivo, palidez cutaneo-mucosa e aumento da hepatoesplenomegalia.

e Periodo Final: se caracteriza com a evolucdo da parasitose sem o tratamento e
diagnostico apropriado, ocorrendo febre continua e com emagrecimento
progressivo, conduzindo o paciente para desnutrigdo protéico-caldrica, caquexia
acentuada, mesmo com apetite preservado. Aparecem quadros de hemorragias
(epistaxe, gengivorragia e petéquias), ictericia e ascite, podendo levar o paciente
a Obito (BRASIL, 2007; NEVES, 2005).
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Figura 9 — Evolugdo clinica da LV.

Fonte: MS — Ministério da Saude (2014)
Legenda: A) Periodo Inicial ou Fase Aguda. B) Periodo de Estado. C) Periodo Final

As principais formas de diagnostico laboratorial para a leishmaniose consiste
fundamentalmente de trés grupos de exames: parasitoldgicos, imunoldgicos e moleculares.
Embora ndo esteja definido o teste padrdo-ouro na LT, a pesquisa direta apresenta vantagens
como ser rapida, de facil execucéo e ter menor custo. E realizada através dos procedimentos de
escarificacdo, biopsia com impressdo por aposicao e punc¢do aspirativa (BRASIL, 2007). A

especificidade destes métodos é de 100%, mas a sensibilidade é muito variavel, pois a
distribuicdo dos parasitas ndo é homogénea no mesmo tecido (GONTIJO; MELO, 2004).
Dentre os métodos soroldgicos, areacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) é
utilizado. E uma técnica sensivel, porém com possibilidade de reacdes cruzadas especialmente
com a doenga de Chagas e LV. Devido a reduzida antigenicidade do parasita ou os baixos niveis
de anticorpo circulante a RIFI apresenta resultados varidveis e ndo deve ser utilizada como
critério isolado para diagnostico de LTA, podendo ser associada ao Teste Intradermoreacao de
Montenegro (IDRM) ou técnicas parasitoldgicas, no diagnostico diferencial com outras
doencas, especialmente nos casos sem demonstracdo de qualquer agente etiolégico (BRASIL,
2007; KAR, 1995; GONTIJO; MELO 2004).
O IDRM baseia-se na visualizacdo da resposta de hipersensibilidade celular retardada.
Possui um grande valor presuntivo no diagndstico de LTA, estimando-se uma positividade de
84% e 100% nas formas cutaneas e mucocutanea, respectivamente, e resultados negativos na
forma cuténea difusa, lesdes recentes e pacientes imunodeprimidos. (SHAW; LAINSON, 1975;
VEGA-LOPEZ, 2003).
Outros autores avaliaram a persisténcia de anticorpos IgG, durante o desenvolvimento
da LTA, utilizando-se o ensaio imunoenzimético- ELISA (MENDONCA et al., 2004). Diante

das limitagdes existentes (reatividade cruzada em virtude dos antigenos existentes), sobretudo
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das técnicas de IFI e ELISA, abordagens imunolégicas sorolégicas alternativas vém sendo
desenvolvidas. Uma delas € a citometria de fluxo (CF) (OLIVEIRA et al., 2013).

A LV se caracterizada por uma marcada estimulacdo policlonal de linfécitos B, que
resulta em hipergamaglobulinemia, que caracteriza a resposta especifica, através da producéo
de imunoglobulinas G (IgG e IgM), com grande producdo de proteinas inespecificas,
favorecendo o diagnostico através de testes sorologicos (GONTIJO; MELO, 2004; NEVES,
2005). Técnica como de Imunofluorescéncia Indireta (IFI) e Ensaio Imunoenzimatico (ELISA),
sdo geralmente utilizados. O teste mais utilizado € o IFI, por apresentar facil execugdo e uma
sensibilidade alta na deteccéo de casos de LV (NEVES, 2005).

Em 2010 o Ministerio da saude passou a recomendar a utilizacdo do teste
imunocromatografico (Teste rapido) com antigeno rK39 pelos estados e municipios, para
diagndstico da LV. Esta metodologia apresenta sensibilidade de 93% e especificidade de 97%,
se tornando essencial para o diagndstico acurado e rapido da LV, contribuindo dessa forma para
a reducao da letalidade associada as complicacdes tardias da doenca (ASSIS et al., 2008).

A IDRM néo costuma ser utilizado por se apresentar sempre como negativa na
progressao da patologia, positivando apenas apds o periodo de cura (BRASIL, 2007). A pungéo
aspirativa esplénica ¢ o método que oferece maior sensibilidade (90-95%) para demonstracao
do parasita, porém sao procedimentos invasivos e exigem ambientes apropriados para a coleta,
sendo assim inadequados para estudos epidemioldgicos em larga escala (SUNDAR; RAl,
2002).

A técnica molecular da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) apresenta sensibilidade
diagnostica que chega a 88% quando comparado a outros métodos como esfregaco (51%),
cultura (47%) e o exame histopatologico (35%), segundo dados do estudo de revisao de Davies
et al. (2000). Porém devido exigéncias técnicas e o custo relativamente elevado, € uma técnica
pouco utilizada na rotina laboratorial, mais que acrescenta em sensibilidade quando utilizado
com o0s métodos parasitologicos tradicionais (BRASIL, 2007; GONTIJO; MELO, 2004).

2.5 ASPECTOS IMUNOLOGICOS DA LEISHMANIOSE

A resposte imune observada em humanos frente a leishmaniose é dependente de célula
T em todas as formas clinicas da doenca, sendo desencadeada um perfil de citocinas Thl ou

Th2, relacionados com a resisténcia e susceptibilidade a infeccdo, respectivamente
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(HOLZMULLER; BRAS-GONCALVES; LEMESRE, 2006; REIS et al., 2006). Apesar da
participacdo, em segundo plano dos anticorpos (resposta imune humoral), a expansdo das
células T CD4* em um perfil do tipo 1 com producdo de IFN-y, TNF-a e IL-12, tem sido
associado com o controle e resisténcia a infeccdo, decorrente da ativagdo macrofagica e
destruicdo parasitaria (AMEEN, 2010; ROBERTS, 2006). Por outro lado, citocinas como IL-
4, 1L-10 e TGF- (perfil Th2), inibem a producdo de 6xido nitrico (NO) por macréfagos, que
foram previamente ativados por IFN-y, favorecendo dessa forma a multiplicacdo parasitaria, e
consequentemente, o desenvolvimento das formas clinicas da patologia (GOMES-SILVA et
al., 2007). Como um mecanismo de resisténcia, a Leishmania consegue direcionar a
diferenciacdo de células T para uma resposta do tipo Th2, e assim favorecer a infeccao.
(BOGDAN; ROLLINGHOFF, 1998; REIS et al., 2006).

A diferenciacdo celular dos linfécitos T em um perfil Thl ou Th2 depende das citocinas
produzidas pelos macrofagos e células dendriticas (células apresentadoras de antigeno - APC’s)
apos o contato com a Leishmania sp. A producdo de I1L-12 e IFN-y desencandeia a diferenciacéo
dos linfécitos T CD4* para um perfil Thl, enquanto que a producao de IL-4 pelas APC’s
estimula a diferenciacdo na subpopulacdo Th2 (REIS et al., 2006; SAKAGUCHI et al., 2008).
A resposta imunologica humana também é influenciada pelas moléculas contidas na saliva dos
flebotomos. Esses vetores sdo capazes de produzir substancias que inibem as funcdes da célula
T e a atividade dos macroéfagos, levando ao aumento da secrecdo de prostaglandinas E2 e I1L-4,
ocasionando uma infeccdo exarcebada (de CAMPQOS, et al., 2006).

Em humanos, a resposta imune frente a Leishmania ndo esté tdo esclarecida como a
resposta em camundongos que sdo o modelo de infeccdo experimental utilizados para a devida
elucidacdo da relacdo parasito-hospedeiro (NATALE; SEIXAS; DE ALMEIDA, 2016). A
linhagem de camundongos C57BL/6, por exemplo, vem sendo estudada como um modelo de
resisténcia a infeccdo por Leishmania devido a producdo de baixos niveis de IL-4 quando
infectados por diversos parasitas (HEINZEL et al.,1989; WATANABE et al., 2004). Esses
animais sao capazes de resolver de maneira espontanea a lesdo cutanea provocada por L. major
em infeccOes experimentais devido a presenca de linfocitos T CD4* (no fendtipo do tipo Thl)
com altas concentracfes de IFN-y, que atua diretamente sobre os macrofagos, que sdo as
principais células infectadas pelo parasito (MOSSER; EDWARDS, 2008; TRACEY et al.,
2008).

A producéo de TNF-a em combinagdo com o IFN-y gera a ativagdo de macrofagos com
alta atividade microbicida, capaz entdo de produzir anions superoxido e radicais de oxigénio e
nitrogénio resultando na morte do parasito intracelular (NATALE; SEIXAS; DE ALMEIDA,
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2016). Além disso, esse modelo de resisténcia exibe também um aumento na producéo de IL-
12 que ativa celulas NK e células T CD4+ e CD8+ a produzirem IFN-y, somatizando para o
desenvolvimento da resposta Thl (HOWARD; HALE; CHAN-LIEW, 1980; ROGERS et al.,
2002).

Por outro lado, os modelos de susceptibilidade a infeccdo vém sendo estudados
utilizando camundongos BALB/c em que o perfil de diferenciacdo dos linfocitos T CD4" esta
polarizado em um perfil Th2, desenvolvido em um ambiente com altos niveis de IL-4 e baixos
niveis de IFN-y, resultando no aparecimento da doenca de maneira progressiva e severa com
um aumento na expressdo de RNA mensageiro (MRNA) para IL-4 e na producdo de IL-5, IL-
10 e IL-13 (HIMMELRICH et al., 2000; KANE; MOSSER, 2001; PADIGEL et al., 2003;
PASSERO et al., 2010). Camundongos BALB/c IL10-/- se mostraram capazes de controlar a
progresséo da patologia quando infectados por L. major, indicando que a IL-10 age na inibigéo
da ativacdo macrofagica, levando ao crescimento do parasito nas lesdes (KANE; MOSSER,
2001).

Em humanos, observa-se que os perfis Thl e Th2 ndo sdo bem definidos em individuos
com processso clinico ativo, ambas citocinas ativadoras (IFN-y, e IL-12) e supressoras (1L-10,
IL-3, IL-4 e TGF) s&o detectadas (MURRAY et al., 2005). Na LTA, citocinas como IFN-y. ¢
TNF e uma alta frequéncia de células B foram encontradas nas lesdes decorrentes da forma
cutanea, demonstrando o desenvolvimento de uma resposta do tipo Thl. Lesdes mucocutaneas
exibem citocinas pertencentes aos perfis Thl e Th2, altas concentragdes de citocinas pro-
inflamatorias TNF-o e IFN-y sdo produzidas, além também da IL4. Essa resposta é fracamente
regulada por I1L-10 e TGF-B, mostrando que uma resposta inadequada do tipo Thl, considerada
protetora na maioria das formas dessa doenca, pode levar a uma imunopatogénese exacerbada
(AMATO; ANDRADE; DUARTE, 2003; BACELLAR et al., 2002; JUNQUEIRA-PEDRAS
et al., 2003). Na forma difusa foi encontrado um perfil Th2, com altos niveis de IL-4
(CACERES-DITTMAR et al., 1993; PIRMEZ et al., 1993; REIS et al., 2006).

A regulacdo das células efetoras locais € realizada pelas células T regulatorias (Treg)
que se acumulam no local da lesdo, promovendo a auto-tolerancia imunologica e a regulagédo
das respostas inflamatérias (BAHRAMI; HARANDI; RAFATI, 2018). Durante o curso da
infeccdo por L. major, as Treg acumulam-se na derme, suprimindo, por mecanismos
dependentes ou ndo de IL-10, a habilidade de células T efetoras CD4+ CD25- eliminarem 0
parasito no sitio de infec¢éo, logo favorecem a multiplicacéo precoce do parasito (de CAMPOS,
et al., 2006; RIBEIRO et al., 1989). A relacdo entre células T efetoras e reguladoras nos sitios

de infecgdo cronica podem refletir nas estratégias de sobrevivéncia da relagdo parasito-
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hospedeiro, e essa compreensao influenciaria diretamente no desenvolvimento de novas

estratégias quimioterapicas e profilaticas (BELKAID et al., 2002).

2.6 TRATAMENTO DA LEISHMANIOSE

Baseada na imunopatogénese da Leishmania, a eficdcia de alguns tratamentos
leishmanicidas depende do sistema imune do hospedeiro. O tratamento atual para leishmaniose
induz efeito de morte direto no parasita nas formas promastigotas e nas formas amastigotas.
Porém, a eficacia clinica do tratamento pode ndo depender do efeito direto desse tratamento;
entretanto, uma efetiva resposta imune pode ter papel critico na cura das infeccbes de
leishmaniose em humanos (NO, 2016).

Os antimoniais pentavalentes (Sb*°) antimoniato de meglumina (Glucantime ®) e
estibogliconato sddico (Pentostam ®) - sdo utilizados para o tratamento de todas as formas de
leishmaniose, sendo o tratamento de primeira escolha (Figura 10). O mecanismo de acédo
preciso dos antimoniais pentavalentes permanece incerto. E pressuposto que vérias enzimas de
Leishmania spp sejam inibidas seletivamente. Esses agentes também parecem inibir a
fosfofrutoquinase, com subseqiiente bloqueio da producéo de adenosina trifosfato, inducéo do
efluxo de glutationa (GSH) e tripanotiona (T[SH]2) e a inibicdo da atividade da enzima
tripanotiona redutase (TryR) (WYLLIE; CUNNINGHAM; FAIRLAMB, 2004; ANVISA,
2020; WISHART et al., 2018; MURRAY et al., 2005).

Esses farmacos apresentam uma taxa de cura parasitolégica superior a 90% frente a LV
e LC (HALDAR; SEN; ROY, 2011). Contudo, o uso de antimoniais para o tratamento da
leishmaniose é considerado insatisfatério em decorréncia de fatores como o longo tempo de
tratamento e incidéncia de efeitos adversos graves (ex. pancreatite, pancitopenia, neuropatias,
elevacdo de aminotransferases séricas, insuficiéncia renal, hepatica e cardiotoxicidade,
inclusive com relatos de morte subita) (SUNDAR; CHAKRAVARTY, 2010). Aliado a isso,
erros de dosagem, frequéncia, intervalo entre doses, além da descontinuidade da terapia tém
contribuido para o desenvolvimento de resisténcia em regides endémicas, como a india e Africa
(HALDAR; SEN; ROY, 2011).
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Figura 10 — Estrutura quimica dos farmacos de primeira linha no tratamento a leishmaniose.

HO

HO

@
s
—0O
o
® %"
e

(&
N
OV
s

®
NH,

/

Antimoniato de meglumina Estibogluconato de sédio

Fonte: MARIA; DE LIMA, 2013.

A pentamidina é um derivado sintético da amidina, que se mostrou eficaz contra
diversos parasitas, incluindo a leishmania, se tornando uma alternativa para o uso dos
antimoniais pentavalentes, e sua estrutura quimica pode ser vista na figura 11 (NGUEWA et
al., 2005). Estudos na literatura demonstram sua efetividade e utilizacdo para tratamento de LC
em localidades onde ha predominio de L. (V.) guyanensis (de OLIVEIRA GUERRA et al.,
2003; TALHARI et al., 1985; NEVES et al., 2011; ROBLEDO et al., 2006). As reacoes
adversas mais frequientes sdo: dor, induracdo e abscessos estéreis no local da aplicacéo, além
de nauseas, vomitos, tontura, adinamia, mialgias, cefaléia, hipotensdo, lipotimias, sincope,
hipoglicemia e hiperglicemia (BRASIL, 2007).

A droga leishmanicida mais potente disponivel comercialmente atualmente € a
anfotericina B (Figura 11) (SIPOS, 1977). E a droga de escolha para o tratamento de gravidas
e pacientes portadores do virus do HIV com LV. Sua acdo se baseia na ligacdo preferencial com
esteres (ergosterol ou episterol) presentes na membrana plasmatica da Leishmania, nas formas
promastigotas e amastigotas do parasita (BRASIL, 2014). Porém apresenta frequentes efeitos
adversos, dose dependente que incluem febre, nauseas, vomitos, lesdo tubular renal,
hipocalemia, anemia e flebite no local da infusdo, possuindo assim o uso limitado (PALUMBO,
2009).

Uma estratégia que tem sido empregada para melhorar a eficiéncia do tratamento para
a leishmaniose € utilizacdo de sistemas lipossomais e as nanoparticulas, que apresentam como
principais beneficios:

e Possibilidade de direcionamento do principio ativo para seu alvo especifico,

como consequéncia a reducéo dos efeitos adversos;



42

e A protecdo do farmaco contra a degradacdo em fluidos biologicos, permitindo a
administracao por novas vias;

e O aumento da biodisponibilidade, possibilitando a administracdo por via oral,
utilizacdo de menor quantidade do principio ativo, resultando em menor custo,
maior intervalo de administracdo, melhor aceitacdo do tratamento pelo paciente.

A principal desvantagem seria o elevado custo para sua produgéo e comercializagdo
(ALVING, 1983; ROSSI-BERGMANN, 2008).

Figura 11 — Estrutura quimica dos farmacos de segunda linha no tratamento a leishmaniose.
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Nos ultimos anos, novas terapias potenciais, tais como a formulacdo lipidica de
Anfotericina B, Miltefosina, Pentamidina e Paromomicina foram introduzidas para o
tratamento da leishmaniose (Figura 11) (MONGE-MAILLO; LOPEZ-VELEZ, 2015;
SANGRAULA et al., 2003; VICENS; WESTHOF, 2001). Além disso, alguns complexos
organometalicos e de coordenacdo de paladio, ouro, iridio, rodio, platina e sulfato de zinco
como agentes quimioterapicos potentes contra a leishmaniose foram explorados e testados
(FRICKER et al, 2008; PLANO, 2011). Porém, ainda assim o0s resultados parecem
insatisfatdrios, por esses medicamentos apresentarem alto custo e necessidades especiais para
aplicacdo, tornando promissora a pesquisa por novos farmacos mais seletivos ao parasita e
menos toxicos ao individuo.

Atualmente, a DNDi e instituicOes parceiras no Brasil estdo implementando um estudo
de laboratorio para melhorar o conhecimento sobre o parasita e seus mecanismos de resisténcia

a miltefosina, Unico tratamento oral existente para a doenca. Para as leishmanioses cutanea e
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mucosa, a DNDi coordena um estudo no Peru e na Colémbia para avaliar a eficécia e a
seguranca de uma combinacdo de termoterapia com um esquema mais curto de miltefosina
(DNDi, 2020).

2.7 ALVOS MOLECULARES DE LEISHMANIA SP. COM IMPORTANCIA NO
DESENVOLVIMENTO DE NOVOS FARMACOS PARA LEISHMANIOSE

Para o desenvolvimento de um novo farmaco busca-se um alvo cujas vias sejam
especificas do parasita, ou que tenha diferencas estruturais e funcionais significativas em
relacdo as homodlogas em mamiferos, contribuindo desta maneira para sua seletividade. Para
tal, é preciso levar em consideracdo as vias metabolicas e bioquimicas que sdo essenciais para
a sobrevivéncia do parasita, essas muitas vezes regidas por enzimas (CHAWLA,;
MADHUBALA, 2010; SCOTTI et al., 2015).

A pesquisa por novas drogas leishmanicidas envolve a busca por novos alvos
bioquimicos relacionados ao mecanismo de defesa do parasita, metabolismo de RNA ou DNA,
vias glicoliticas, esterdis ou &cidos graxos, via das purinas, nucleotideos ou qualquer rota
bioguimica do parasita que favoreca a ligacdo com a droga.

Um total de 15 diferentes alvos bioldgicos avaliados como potenciais para o tratamento

da leishmaniose foram analisados no presente estudo, sendo eles:

2.7.1 Adenina Fosforibosiltransferase

A adenina fosforribosiltransferase (APRT) esta envolvida na sintese de novo de purinas,
catalisando a sintese de AMP (adenosina monofosfato) a partir de adenina e 5-fosforribosil-1-
pirofosfato (PP-ribose-P) ma presenca de magneésio (Mg2+) (MUSICK; NYHAN, 1981). Esta
€ uma via bioguimica de grande importancia para a sobrevivéncia do parasita, principalmente
na sua forma evolutiva de amastigota (intracelular do hospedeiro) (LOOKER; BERENS;
MARR, 1983). Devido as diferencas filogénicas entre o hospedeio e o parasita, existem

distingdes suficientes ente as enzimas envolvidas na sintese de novo de purinas do hospedeiro
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e do parasita, tornando a APRT um alvo pontencial para o desenvolvimento de uma nova

quimioterapia contra esses organismos (EL KOUNI, 2003).

2.7.2 Arginase

Est4 enzima é responsavel pela hidrolise do aminoécido, L-arginina, em L-ornitina e
ureia. A L-ornitina, é entdo descarboxilada pela ornitina descarboxilase (ODC) para gerar
putrescina, substrato da via bioquimica de sintese de poliamina, indispensavel para a
proliferacdo celular e desintoxicagdo de espécies reativas do oxigénio (EROSs) por tripanotiona
(BALANA-FOUCE et al., 2012; COLOTTI; ILARI, 2011). Iniesta, Gomez-nieto e Corraliza
(2001) investigaram a dependéncia de arginase para a infeccdo pela L. major e L. infantum e
demonstraram que o0 crescimento parasitario dependia da inducdo eficiente da arginase nas
celulas dos macrofagos. Os resultados obtidos por Da Silva e colaboradores (2012) corrobora
com esta afirmacdo, confirmando que a auséncia de arginase em L. major influéncia da
viabilidade e infectividade deste parasita. Logo, inibidores especificos da arginase podem ser

novas substancias potenciais de interesse farmacoldgico para o tratamento da leishmaniose.

2.7.3 Tripanotiona Redutase

A tripanotiona redutase (TR) é uma enzima dependente de NADPH, responsavel pela
catalise da reagéo de reducéo da tripanotiona disulfeto [T(S)2] em tripanotiona ditiol [T(SH)2],
primeira etapa que resulta na neutralizacdo de espécies reativas de oxigénio, servindo para
manter o equilibrio redox do parasita (BAIOCCO et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2008). E uma
enzima exclusiva dos parasitas da familia Trypanosomatidae, atuando na protecdo do parasita
contra danos causados por xenobidticos, metais pesados toxicos e defesas antioxidantes
(TOVAR et al., 1998; FAIRLAMB et al., 1985; FAIRLAMB; CERAMI, 1992). Dada sua
singularidade e seu papel fisiologico relevante no metabolismo antioxidante do parasita, a TR
é considerada promissora para a identificacdo de novas moléculas inibitorias promissoras

candidatas a quimioterapia leishmanicida.
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2.7.4 Dihidroorotato desidrogenase

A Dihidroorotato desidrogenase (DHDD) é uma flavoenzima que esta envolvida na
quarta etapa da sintese de novo de pirimidina, processo vital para a biossintese de DNA e RNA.
E responsavel pela Unica reacdo redox desta via bioquimica, catalisando a oxidac&o de (S)-di-
hidroorotato em orotato (CORDEIRO et al., 2012). Dada a importancia das pirimidinas no
metabolismo celular parasitario, a inibicdo seletiva da DHDD se torna uma abordagem

farmacoldgica potencial para a inovagdo quimioterapica leishmanicida (CARTER et al., 2008).

2.7.5 Glioxalase 11

A via da glioxalase compreende glioxalase | e glioxalase 11, que atuam em conjunto para
converter o metilglioxal (Subproduto téxico e mutagénico da glicolise) em d-lactato, usando
tripanotiona como cofator. As espécies de Leishmania spp. sdo conhecidas por sua rapida
proliferacdo, necessitando assim de uma alta demanda energética, que é compensada nas taxas
de glicdlise, gerando altas concentracdes de metilglioxal. Este sistema metabdlico é a principal
via bioquimica de desintoxicacdo do metilglioxal (WYLLIE; FAIRLAMB, 2011; SILVA;
BARATA; FERREIRA et al., 2008). Diante de sua singularidade e importancia nas vias
metabolicas glicoliticas da Leishmania spp., a glioxalase Il tornou-se um promissor alvo

terapéutico.

2.7.6 Pteridina Redutase (PTR1)

Uma vez que o género Leishmania é auxotrofico para pteridinas, livres ou conjugadas,
esses parasitas possuem uma via bioquimica que Ihes permite utilizar pteridinas presentes no
organismo do hospedeiro (KUMAR et al., 2008). Portanto, enzimas que participam dessa via
bioquimica de recuperacdo de folatos sdo alvos promissores para o desenvolvimento de

compostos leishmanicidas. Em parasitas de Leishmania, o H4-folato é gerado a partir de folato
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e /ou diidrofolato (H2-folato) pela enzima diidrofolato redutase (DHFR) dependente de
NADPH, que também catalisa a conversdo de monofosfato de desoxiuridina (dUMP) a
monofosfato de desoxitimidina (dTMP), portanto, atua como uma timidilato sintase (TS) e,
portanto, € geralmente conhecido como DHFR-TS (SINGH, KUMAR e SINGH, 2012).
Devido a importancia desse alvo, estudos foram realizados e Nare; Hardy e Beverley
(1997), demostraram que a inibicdo desse alvo era ineficaz contra L. major. Esse paradoxo foi
esclarecido pela descoberta da Pteridina Redutase 1 (PTR1), uma redutase de cadeia curta, que
garante as quantidades necessarias de folato, quando a L. major DHFR-TS ¢é inibida (HARDY,
1997). A auséncia de PTR1 acarreta em modificacbes morfoldgicas drasticas, resultando em
células com multiplos nucleos, cinetoplastos e flagelos (CAVAZZUTI et al., 2008). Além disso,
esta enzima ndo esta presente em hospedeiros mamiferos, tornando-se um alvo promissor para

o desenvolvimento de medicamentos.

2.7.7 Triose-fosfato isomerase

A triose fosfato isomerase (TPI) faz parte do grupo de enzimas glicoliticas consideradas
vitais para o funcionamento da célula. E responséavel pela isomerizacdo reversivel entre o
gliceraldeido 3-fosfato (GAP) e o fosfato de dihidroxiacetona (DHAP) e devido ao seu papel
essencial no metabolismo energético, bem como a sua caracterizacdo enzimatica e estrutural
bem compreendida, a TPI de um organismo patogenético é frequentemente considerado como
uma droga potencial e alvos de vacina (GOMEZ-PUYOU et al., 1995; VELANKER et al.,
1997; KUSHAWAHA et al., 2012).

2.7.8 Metionil-tRNA Sintetase

Esta enzima pertence familia de enzimas aminoacil-tRNA sintetases (classe 1),
catalisando a reacdo de ligacdo do aminodcido metionina ao seu tRNA correspondente. O
pimeiro passo desta via metabolica é a obtengdo de um intermediario metionil-AMP e
pirofosfato e em seguida a producgéo de metionil-tRNA e AMP (SHIBA et al., 1994; PERONA;
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GRUIC-SOVULJ, 2013). Devido a seu envolvimento na sintese proteica, via metabdlica
essencial nos organismos vivos, e pela validacdo comprovada deste alvo em Trypanosoma
brucei (Protozoario pertencente também a classe dos Kinetoplastea, com 76% de semelhanca
na sequéncia de aminoacido desta enzima com a Leishmania spp.), a metionil-tRNA sintetase
tornou-se um alvo atrativo para o desenvolvimento de novas drogas leishmanicida (TORRIE et
al., 2017; SHIBATA et al., 2011; RANADE et al., 2013; DEVINE et al., 2017).

2.7.9 Fosfodiesterase 1

As fosfosdiestarases sdo hidrolases altamente especificas responsaveis pela conversao
de adenosina 3',5'-monofosfato (CAMP) ou monofosfato ciclico de guanosina (cCGMP) nos 5" -
monofosfatos correspondentes (5-AMP e 5-GMP), desempenhando um papel central na
sinalizacdo de nucleotideos ciclicos (SEEBECK; STERK; KE, 2011). Em um estudo de Malki-
feldman e Jaffe (2009) com inibidores da fosfodiesterase e da proteina quinase A (PKA), foi
demonstrada a diminuicdo da proliferacdo celular de promastigotas em L. major. Diante da sua
importancia em processos fisiol6gicos essenciais para a proliferacdo e desenvolvimento celular,

a fosfodiesterase € um potencial alvo para o desenvolvimento de novas drogas.

2.7.10 Desoxiuridina 5°-trifosfato nucleotidohidrolase

A desoxiuridina 5'-trifosfato nucleotidohidrolase (dUTPase) esta envolvida no
metabolismo de nucleotideos, catalisando a hidrélise de trifosfato de desoxiuridina (dUTP) em
monofosfato de desoxiuridina (dUMP) e pirofosfato inorgénico na presenca de ions de
magnésio. Atuando tambem, de maneira essencial na biossintese de novo de desoxiTimidina
Trifosfatada (dTTP), fornecendo o substrato para a timidilato sintase (CAMACHO et al., 2000;
HEMSWORTH et al., 2011; SHLOMAI; KORNBERG, 1978). Em um estudo realizado por
Hidalgo-zarco e Gonzalez-pacnowska (2001), sobre a dUTPase como potencial alvo
terapéutico para parasitoses, demonstrou que a expressdo de dUTPase parece ser essencial para

a viabilidade celular em L. major, onde sua inibi¢cdo causa comprometimento no crescimento
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celular. As diferengas estruturais entre a dUTPases de tripanossomas e de humanos
(HEMSWORTH et al., 2011) e sua importancia na via metabdlica de sintese de DNA e RNA,
tornam a dUTPase um alvo atraente para o desenvolvimento de novos medicamentos contra as

doengas causadas por estes organismos.

2.7.11 Enzimas da via glicolitica

A glicolise € uma via metabdlica presente em todos 0s eucariotos e é responsavel pelo
fornecimento de energia celular, para os tripanosomatideos esta via encontra-se bastante ativa
nos hospedeiros vertebrados, ocorrendo no interior de organelas, chamadas glicossomos
(TIELENS; VAN HELLEMOND, 2009). Esta via metabdlica é constituida de diferentes
enzimas.

A Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) é uma enzima chave da via
glicolitica, desempenhando um papel crucial no catabolismo e anabolismo de carboidratos
(SANTOS et al., 2012). Essa enzima desempenha na glicélise o papel de catalisador da
oxidacdo da gliceraldeido 3-fosfato em 1,3-bifosfoglicerato, ao reagir com o fosfato inorganico
e tendo o NAD+ como coenzima (LEHNINGER; NELSON; COX, 2011). As enzimas de
GAPDH de espécies como Plasmodium falciparum e T. Cruzi sdo consideradas alvos
moleculares promissores para o desenvolvimento de agentes antiprotozoarios, devido
diferengas estruturais significativas quando comparadas a enzima humana (GUIDO, 2008).

A glicerol 3-fosfato isomerase, ou fosfoglicose isomerase é outra enzima presente na
via glicolitica do T. cruzi e esta relacionada ao bloqueio dessa via. Ela esta presente em duas
isoformas uma citosolica e outra glicosomal e sua atuacdo esta relacionada a glicose 6-fosfato
desidrogenase, sendo 0 acimulo desta responsavel pela inibicao da glicerol 3-fosfato isomerase
e consequente bloqueio da glicolise (CONCEPCION et al., 1999).

A glicolise é concluida com a piruvato quinase, que catalisa a na qual P-enolpiruvato e
ADP sdo convertidos em piruvato e ATP (MORGAN et al., 2011). A inibi¢cdo desta enzima
causa um desequilibrio de energia no parasita (SCOTTI et al., 2015), tornando a piruvato
quinase e as outras enzimas da via glicolitica alvos potenciais para a obtencdo de uma

quimioterapia mais eficaz contra a leishmaniose.
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2.7.12 Esterol 14-Desmetilase (CYP51)

A esterol 14-desmetilase (CYP51) é uma oxidorredutase envolvida na sintese do
ergosterol, que € responsavel pela definicdo da fluidez da membrana e permeabilidade celular,
além da modulacdo da atividade de proteinas ligadas a membrana e canais i6nicos
(LEPESHEVA; WATERMAN, 2007; EDWARDS; ERICSSON, 1999). A CYP51 que catalisa
uma reacdo Unica de trés etapas de remogdo oxidativa do grupo 14-metil do ndcleo de esterol,
etapa crucial para a sobrevivéncia do organismo (LEPESHEVA; WATERMAN, 2011; DE
SOUSA; RODRIGUES, 2009). Em um estudo realizado por Mccall e colaboradores (2015),
demonstrou o papel essencial da CYP51 na sobrevivéncia da L. donovani, tornado este alvo

potencial para o desenvolvimento de novas drogas.

2.8 ISOXAZOLINAS E TIAZOLIDINA-2,4-DIONA

Os compostos heterociclicos possuem uma ampla diversidade de aplicacao bioldgica,
sendo predominante na composicdo de diversos produtos farmacéuticos (PENNING et al.,
1997; FAN; KATRITZKY, 1996; MENG et al., 2009; HORTON; BOURNE; SMYTHE,
2003). Possuem uma alta versatilidade como blocos de construcdo de intermediarios sintéticos,
atraindo a atencdo para a pesquisa continua por parte da quimica organica que busca o
desenvolvimento de novas estratégias mais eficazes (MAJUMDAR et al., 2010). Dentro da
familia dos heterociclos de cinco membros esta o grupo isoxazolinas caracterizada por possuir
dois heterodtomos: um atomo de oxigénio na posicdo 1 e um atomo de nitrogénio na posicdo 2

do anel, hibridizado em sp? (figura 12).

Figura 12 — Estrutura quimica do anel de Isoxazolina

Fonte: Pubchem
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Este anel heterociclico possui grande importancia, com varias citagdes na literatura para
sua ampla atividade bioldgica, que inclui: atividade antimicrobiana (AGGARWAL, BANSAL
& MITTAL, 2013; TANGALLAPALLY, 2007; SUN et al., 2009) e antiparasitaria (OZOE et
al, 2010), dentre outras. ZHANG e colaboradores (2012) demonstraram a atividade inibitéria
de novos derivados sintéticos contendo o nucleo isoxazolinico frente transcriptase reversa do
HIV (HIV-TR) com resultados melhores que o controle positivo, a Zidovudina (AZT). WEBER
e SELZER (2016), ressaltam a aplicacdo de derivados isoxazolinicos capazes de bloquear os
canais de cloreto blogueados por ligantes, causando a morte de artropode e assim sua utilizacdo
contra ectoparasitas.

MONDAL e colaboradores (2012) sintetizaram uma nova série de analogos do nucleo
isoxazolinico, que possuiam também o heterociclo indol, evidenciando sua atividade
analgésica, antibacteriana (Pseudomonas mirabilis, Pseudomonas auroginosa, E. coli, e
Staphylococcus aureus) e anti-helmintica (Pheretima posthuma). Essa atividade foi atribuida a
esses nucleos heterociclicos que contribuiram para um carater analgésico e lipofilico
responsavel pela penetracdo do composto dentro da cepa bacteriana. PAIRAS e colaboradores
(2017) demonstraram a importancia do ndcleo isoxazolinico como um importante ndcleo para
o desenvolvimento de drogas para a terapéutica neuropsiquiatrica.

Outro grupo de interesse que possui grande relevancia para o desenvolvimento de
potenciais farmacos é o grupo tiazolidina-2,4-diona. E caracterizado por possuir um anel de 5
membros, contendo um &tomo de enxofre e um atomo de nitrogénio nas posicdes 1 e 3,
respectivamente e carbonilas nas posicdes 2 e 4 (figura 13). Na literatura é possivel encontrar
artigos que demonstram sua atividade anticancer, anticonvulsivante, antiinflamatoria e
antimicrobiana (LESYK et al, 2006; DEVINYAK et al, 2014; EL-FEKY, 1993; OTTANA et
al, 2005; MACCARI et al, 2007; KOYAMA et al, 2003; VICINI et al, 2006; TOMASIC e
PETERLIN-MASIC, 2014).

Figura 13 — Estrutura quimica no anel tiazolidina-2,4-diona.

Fonte: PubChem
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BOZDAG-DUNDAR e colaboradores (2007) demonstraram em seu estudo a atividade
antibacteriana e antifungica desse heterociclo frente a cepas de Staphylococcus aureus,
inclusive na cepa resistente a meticilina, Escherichia coli e C. albicans. Em outro estudo de
ROMAGNOLLI e colaboradores (2013) foi possivel demonstrar a atividade anticancer desse
composto, que foi capaz de suprimir a proliferagdo de células HL-60 e U937 da leucemia
miel6ide induzindo a morte celular apoptdtica através de um mecanismo que envolveu a
ativacdo de multiplas caspases.

A atividade leishmanicida desse grupo foi avaliada e validada por LEITE e
colaboradores (2016), que visualizaram sua capacidade inibitoria frente a enzima pteridina
redutase 1 (PTR1) em cepas da L. major. A molécula com melhor resultado apresentou um ICso
de 44,67uM e através de um estudo de mecanismo de inibi¢do, viu-se seu comportamento nao
competitivo, no qual se descobriu que a molécula se ligava no local do cofator (competidor
NADPH).

2.9 METODOLOGIAS IN SILICO APLICADAS A DESCOBERTA DE NOVOS
FARMACOS

A descoberta de novos farmacos envolve um processo complexo, longo e de alto custo,
sendo intimamente ligado as inovaces cientificas e tecnolégicas da época (ANDRICOPULO;
GUIDO; OLIVA, 2008). Segundo DIMASI, GRABOWSKI e HANSEN (2016) o preco para
produzir uma nova droga e introduzi-la ao mercado é estimado em mais de US$ 2,7 bilhdes.
Esse valor € explicado pela série de estudos pré-clinicos e clinicos necessarios para que se possa
comprovar a seguranca e eficacia do novo medicamento (DE NEGRI, 2018). Logo, as empresas
farmacéuticas buscam sempre novas formas de otimizar os custos associados a P&D, com o
objetivo de aumentar suas margens de lucro (GELDENHUYS, 2006).

Um ciclo tipico para a descoberta de novas drogas surge a partir da identificacdo da
molécula ativa, otimizacgéo estrutural e sua entrada em ensaios clinicos, onde se estima levar
cerca de 14 anos (MYERS; BAKER, 2001). Um dos maiores desafios encontrados pela
indUstria farmacéutica e pelo meio académico é a identificagdo e otimizacdo da molécula ativa
promissora, 0s chamados Leads. Logo, a utilizagdo de conceitos racionais e modernos métodos
computacionais se tornaram amplamente utilizados para a descoberta e selecdo dessas
moléeculas ativas (ANDRICOPULO; SALUM; ABRAHAM, 2009).
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A adicdo de tecnologias de design de medicamentos computadorizadas as abordagens
de P&D de uma empresa pode levar a uma reducdo no custo do design de medicamentos e
desenvolvimento em até 50% (MCGEE, 2005; FDA, et al. 2004; RAMAKRISHNAN et al.,
2020; ORRO et al., 2021). Os métodos in silico surgem entdo como uma alternativa para superar
todas as adversidades comuns ao processo de desenvolvimento de novos farmacos, se tornando
uma promessa para a identificacdo de moléculas promissoras mais rapidamente e a um menor
custo (GELDENHUYS, 2006).

Estes métodos in silico sdo bastante abrangentes e incluem: (i) estudos de docking
molecular, em que um ligante ou candidato a farmaco é estudado computacionalmente durante
a sua ligacdo a uma proteina-alvo especifica; (ii) QSAR - Quantitative StructureActivity
Relationship, onde a atividade bioldgica e a estrutura quimica sdo correlacionadas usando
métodos estatisticos; ou (iii) bioinformatica, onde alvos de drogas sdo derivados de dados
gendmicos (GELDENHUYS, 2006).

O ndmero de proteinas com uma estrutura tridimensional conhecida esta aumentando
rapidamente, atualmente 0 RCSB PDB (Research Collaboratory for Structural Biology) um
dos maiores bancos de dados do mundo conta com cerca de 170 mil estruturas (BERMAN et
al. 2000; GOODSELL et al., 2020). O conhecimento das estruturas de alvos macromoleculares
ou de complexos do tipo ligante-receptor permite a aplicacdo de estratégias de planejamento de
farmacos baseado na estrutura do receptor (SBDD, do inglés structure-based drug design).

Em contraste, quando a estrutura do alvo eleito ndo é conhecida, métodos de
planejamento de farmacos baseado na estrutura do ligante (LBDD, do inglés ligand-based drug
design) podem ser utilizados, explorando propriedades e caracteristicas de séries de ligantes
bioativos. Os ensaios de docking molecular exigem o conhecimento das estruturas
tridimensionais do alvo em questdo, enquanto os ensaios de QSAR ndo necessitam desse
conhecimento (ANDRICOPULO; GUIDO; OLIVA, 2008; ANDRICOPULO; SALUM,;
ABRAHAM, 2009).

2.8.1 Ensaios de Docking Molecular

Os estudos de docking molecular é baseado na previsdo de ligacdo do ligante dentro do
sitio ativo do alvo farmacoldgico em estudo, sendo entdo uma tentativa de prever a estrutura

intermolecular do complexo formado entre o ligante e 0 alvo (SOUZA; FERNANDES;
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RAMOS, 2006). A modelagem estrutural precisa e a correta predicdo da afinidade entre o
ligante e o alvo farmacologico, sdo os principais objetivos desse tipo de estudo. Os aspectos
tipicos de uso dos programas de docking convergem na busca para identificacdo de
determinadas caracteristicas moleculares responsaveis pelo especifico reconhecimento
bioldgico, ou ainda a previsdo de possiveis modificagdes estruturais no ligante que seriam
responsaveis pelo melhoramento da poténcia e na triagem virtual (virtual screening) de grandes
bancos de dados para identificacdo de potenciais leads (KITCHEN et al., 2004; WARREN, et
al., 2006).

Existem duas partes principais de qualquer programa de docking: a busca dos graus de
liberdade configuracionais e conformacionais e a funcdo de pontuacdo. O algoritmo de
pesquisa, utilizado dentro desses programas, deve pesquisar o cenario de energia potencial em
detalhes suficientes para encontrar 0 minimo de energia global total. O célculo pode ser
performado de duas maneiras, rigido onde o algoritmo de busca explora diferentes posicoes
apenas das moléculas ligantes no local ativo do receptor usando os graus de liberdade de
translacdo e rotacdo e o flexivel que acrescenta exploracdo a graus de liberdade de torcéo de
alguns residuos de aminoacidos presentes no sitio ativo do receptor neste processo
(BROOIIMANS; KUNTZ, 2003).

A funcdo de pontuacao deve ser capaz de prever corretamente a afinidade dos ligantes
pelo alvo farmacoldgico atravées da avaliacdo de suas interacdes intermoleculares (KITCHEN
et al., 2004), estimando tanto a complementaridade estérica entre o ligante e o receptor quanto
bem como a sua complementaridade quimica (BROOIJIMANS; KUNTZ, 2003). O correto
design de funcBes e esquemas de pontuacbes € uma etapa essencial para a obtencdo de
resultados mais fidedigno com a realidade.

O processo do calculo de docking é feito em varias etapas, em que se acrescenta em cada
etapa crescentes graus de complexidade, buscando-se maximizar as intera¢fes intermoleculares
minimizando a energia total do sistema (BROOIJMANS; KUNTZ, 2003). O processo se inicia
com a aplicacdo de algoritmos que posicionam pequenas moléculas no sitio ativo proteico. O
ligante interage diretamente com a superficie da proteina, essa superficie pode ser descrita
atraveés de modelos matematicos, como por exemplo, por descritores de formas geometricas ou
por uma grade (Grid), assim como também pode envolver o tratamento dindmico dessa
superficie (HALPERIN et al., 2002; KITCHEN et al., 2004).

Moléculas organicas, mesmo que pequenas, podem conter muitos graus de liberdade e
a amostragem desses graus de liberdade deve ser realizada com precisdo suficiente para

identificar a conformacao que melhor corresponda a estrutura do receptor, e deve ser rapida o
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suficiente para permitir a avaliagdo de milhares de compostos em um curto periodo de tempo.
Algumas tecnicas de flexibilizacdo, ao menos de algumas partes do alvo, podem ser aplicadas
através de métodos como utilizando algoritmico de Monte Carlos, Biblioteca de rotameros e
conjunto de grids proteicos (KITCHEN et al., 2004; HART; READ, 1992; OSHIRO; KUNTZ;
DIXON, 1995; MORRIS et al., 1998; LEACH, 1994; DESMET, 1992; KNEGTEL; KUNTZ;
OSHIRO, 1997).

Os algoritmos sdo complementados por funcdes de pontuacdo (ou score), que podem
ser de trés tipos: funcbes de pontuacdo baseadas em campo de forca, funcGes empiricas e
funcbes baseadas no conhecimento (KITCHEN et al., 2004). As funcdes de pontuacao baseadas
em campo de forca sdo fundamentadas em campos de forca da mecéanica molecular, que
geralmente quantificam a soma de duas energias, a energia de interacdo receptor-ligante e a
energia interna do ligante. Elas avaliam a estabilidade do complexo por sua energia de
interacdo, quanto mais negativo for essa energia, mais estavel serd o complexo formado
(KITCHEN et al., 2004; MORGON; COUTINHO, 2007).

As interacOes entre o ligante e o receptor séo descritas usando uma combinacgéo de van
der Waals, os termos da energia eletrostatica e o termo de energia para ligagdo de hidrogénio.
O termo de energia de van der Waals é dado por uma funcéo potencial de Lennard-Jones, onde
seus parametros variam dependendo da "rigidez" desejada do potencial. O termo eletrostatico
é dado pela formulacdo de Coulomb com uma funcdo dielétrica dependente da distancia,
fazendo com que a contribuicdo das interacfes carga-carga diminua. O termo de ligacdo de
hidrogénio (Hbond) é baseado em uma potencia na ordem de 10 a 12 no denominador, sendo
tratado como independente do termo de Coulomb. A energia interna do ligante é calculada de
modo muito semelhante a energia de interacdo proteina-ligante e também inclui contribuicGes
de van der Waals e/ou termos eletrostaticos (KITCHEN et al, 2004).

As funcgdes de pontuacdo empiricas sdo adequadas para reproduzir dados experimentais
baseando-se na ideia de que a associacdo da energia livre de ligacdo pode ser decomposta como
uma soma de varias funcOes basicas dependentes das coordenadas do ligante e do receptor. Os
coeficientes dos varios termos sdo obtidos a partir da analise de regressao utilizando energias
de ligagdo determinadas experimentalmente e informagdes a cerca da estrutura cristalografica
(KITCHEN et al., 2004; MORGON; COUTINHO, 2007).

J& as funcdes de pontuacdo baseadas no conhecimento fundamentam-se nas regras e
principios gerais derivados estatisticamente e sdo projetadas para reproduzir estruturas
experimentais em vez de vincular energias. Utiliza a lei de Boltzmann para calcular o potencial

de forca meédia (PMF), obtido a partir da funcdo densidade de probabilidade associada aos pares
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de &tomos e da distancia entre eles (estruturas determinadas experimentalmente) (KITCHEN et
al., 2004; MORGON; COUTINHO, 2007).

2.8.2 Relacao Quantitativa entre Estrutura e Atividade (QSAR)

QSAR é uma metodologia em que se aplica andlise estatistica entre descritores,
baseados nas estruturas moleculares, e suas respectivas atividades bioldgicas, de maneira
quantitativa. Possui uma longa historia no ramo da descoberta de novos farmacos, alcangcando
um grande impacto na otimizacdo dos lead compounds (compostos prototipos) para alvos
especificos, facilitando, por exemplo, a descoberta de inibidores de enzimas, agonistas ou
antagonistas de alvos farmacoldgicos importantes. Muitos modelos Uteis de QSAR foram
construidos a partir do conhecimento das relagcdes entre as atividades bioldgicas e 0s descritores
dos candidados a farmaco (ANDRICOPULO; GUIDO; OLIVA, 2008; SALUM;
POLIKARPOV; ANDRICOPULO, 2008; SALUM; POLIKARPOV; ANDRICOPULO, 2007,
MUEGGE; PODLOGAR, 2001; TROSSINI et al., 2009).

Em um estudo de QSAR, a atividade bioldgica ou a propriedade que se deseja modelar
é dita como variavel dependente (matriz Y) que € entdo correlacionada, através de métodos de
regressdo, com descritores moleculares (matriz X), que sdo chamadas de variaveis
independentes. O objetivo final dessa metodologia é a obtencdo de modelos capazes de predizer
a atividade bioldgica de compostos relacionados, os quais ndo foram usados na construcao dos
modelos (ALBUQUERQUE et al., 2007; DUDEK; ARODZ; GALVEZ, 2006; KUBINYI,
1997).

Segundo FERREIRA e colaboradores (2002) a construgdo dos modelos requer a
elaboragdo de conjunto ou matriz de dados contendo a medida quantitativa da atividade
bioldgica e os parametros fisico-quimicos e estruturais capazes de descrever as propriedades
dos compostos. A qualidade do ajuste do modelo aos valores observados da atividade bioldgica
pode ser avaliada através do célculo do coeficiente de correlacdo (R), do desvio-padrao (s) e do
teste de Fischer (F). Em termos simplificados, um modelo bem ajustado devera apresentar valor
de R proximo a unidade, s pequeno e F grande.

As andlises QSAR, geralmente, sdo baseadas supondo de que as contribuigdes aditivas
das diferentes propriedades estruturais ou caracteristicas de um composto védo se relacionar

linearmente com a sua atividade bioldgica, desde que ndo existem dependéncias ndo lineares



56

de transporte ou ligacéo a certas propriedades fisico-quimicas (KUBINY |, 1997). Dessa forma,
0 centro das analises de QSAR sao os descritores quimicos. O nimero de dimensdes utilizadas
para o calculo desses descritores classifica os diferentes métodos dessa metodologia, podendo
ser: QSAR cléssico (2D), QSAR tridimensional (QSAR-3D) e QSAR multidimensional (4D,
5D, 6D). Este trabalho sera baseado no QSAR cléssico.

A capacidade de interpretacdo do modelo de QSAR depende fortemente da natureza dos
descritores quimicos utilizados. Parametros fisico-quimicos bem conhecidos e caracterizados
(volumes e superficies de van der Waals, lipofilicidade, parametros relacionados a ligacédo H e
etc.) podem ajudar na interpretagdo do modelo. As anédlises relacionadas a configuracdo
eletrébnicas dos compostos (cargas parciais, momento dipolar, energias de orbitais e etc.)
também se mostram eficazes para interpretacdo no contexto da hipotese de reatividade.

Além disso, fingerprint moleculares e fragmentos de descritores como MNA
(LAGUNIN et al., 2007), G-QSAR (AJMANI; JADHAV; KULKARNI, 2009), ISIDA
(VARNEK etal., 2008), e Simplex (SiRMS) (KUZ’MIN; ARTEMENKO; MURATOQV, 2008)
possuem uma conexao direta com a estrutura molecular e, portanto, tem o grande potencial de
dar interpretabilidade para um modelo (DURANT et al., 2002; BENDER et al., 2004;
BREMSER, 1978; CHERKASOV et al., 2014).

Segundo a OECD, Organization for Economic Co-operation and Development (2007),
em seu guia para validacdo dos modelos de QSAR, devem ser atendidos 0s seguintes critérios:
(i) possuir um endpoint (dado bioldgico) definido; (ii) utilizar algoritmos ndo ambiguos; (iii)
possuir um dominio de aplicabilidade definido; (iv) ser validado utilizando medidas apropriadas
de robustez e preditividade; (v) permitir uma interpretacdo mecanistica, se possivel.

Para este estudo, a técnica estatistica multivariada de correlacdo canénica foi utilizada
para obtencdo do modelo de QSAR.

2.8.2.1 Andlise de correlacdo candnica (ACC)

A analise de correlacdo candnica € um modelo estatistico multivariado, podendo ser
visto como uma extensdo da regressao multipla, o qual permite o estudo das inter-relagGes entre
0s conjuntos de mdltiplas variaveis dependentes e multiplas variaveis independentes
possibilitando a previsdo simultanea dessas variaveis (LATTIN; CARROLL; GREEN, 1978;
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DILLON; GOLDSTEIN, 1984). A equacdo bésica (eq.1) desse modelo pode ser expressa da

seguinte forma:
Yi+Ya+Yz+..+Yn=Xi+ Xo+ Xz +... + Xj (eq. 1)

A ACC se tornou uma alternativa mais simples de reduzir as complexidades para se
obter a relagdo entre dois conjuntos de varidveis (TRUGILHO; LIMA; AKIRA, 2003). O
principio basico desse tipo de correlacdo é estabelecer uma combinagdo linear das variaveis Y
(variaveis independentes, ou no nosso caso de QSAR, resposta bioldgica) e uma combinacao
linear das variaveis X (variaveis dependentes, ou no nosso caso, descritores quimicos), de forma
que a correlacdo entre esses dois conjuntos seja maximizada (VESSONI, 1998). Devido a ACC
ser baseada na determinacdo de variaveis canonicas ortogonais, essa metodologia exige que as
variaveis de cada grupo sejam linearmente independentes.

Esta técnica é amplamente utilizada em diferentes campos como: Agricultura (ALVES
et al., 2016;SILVA et al., 2020; VIEIRA et al., 2019; BANDINELLI et al., 2017),
Meteorologia (RODRIGUES et al., 2019), estudos psicosociais (NEISSE; HONGYU, 2017,
KROTH; NEDUZIAK, 2020), areas médicas (AGUIAR; CAMELO; SANCHEZ, 2018) e
também ha estudos na literatura de sua aplicacdo para obtencdo de modelos de QSAR (PAZ et
al., 2018; MAGER et al., 1992; CASANOLA-MARTIN et al., 2010; PRADO-PRADO et al.,
2008).

O numero maximo de variaveis estatisticas (fun¢bes) candnicas que podem ser extraidas
dos conjuntos de variaveis é igual ao nimero de variaveis no menor conjunto de dados,
independentes ou dependentes e sua magnitude sempre decresce com a ordem em que Sséo
estimadas (HAIR et al, 2005). As funcgdes finais obtidas devem ser testadas, tanto isoladamente,
como em conjunto. Os testes a serem empregados sdo: lambda de Wilks, critério de Pillai, traco
de Hotteling e a maior raiz de Roy.

Dentro da analise de dois grupos (X e Y), onde X seria 0 grupo de variaveis dependentes
e Y o grupo de variaveis independentes, determina-se entdo, uma combinacéo linear entre essas
variaveis:

U=a’X(U=aixg+axz+..+anXn) (eq.2)

V=bY (V=biyi+boy2+..+bnyn) (eq9.3)

Onde, a'=[al, a2,.., an] é o vetor 1 x p de pesos das caracteristicas do grupo da variavel

X;eb' =[bl, b2,.., bn] é o vetor 1 x q de pesos das caracteristicas do grupo da variavel Y.
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Busca-se entdo que a Corr(U,V) seja maximizada. Logo, supondo X sendo uma matriz

nxp e Y nxq, obtemos a seguinte matriz COV (X,Y):

ZII ZI!

(eq. 4)
Resumindo ent&o este conjunto de variaveis, tem-se:
Var(U) =a.Cov(X).a=a'},,.a (eq.5)
Var(V) =b'.Cov(Y).b=b"3,,.b (eq.6)

Cov(U, V) =a'.Cov(X,Y).b=a"},,b (eq.7)

A ACC busca entdo a determinacdo dos vetores a e b tais que a eq.8 seja possivel:

"» b
Corr(U, V)= - Z =

'V'a‘z 1 '\/b‘z !-‘h (eq 8)

Existirdo min(p,q)-1 pares de variaveis candnicas independentes do par de correlacéo
maxima, que irdo expressar a variancia total dos dois grupos de variaveis. Esse maximo é
calculado através de:

max Corr(U,V) = pl* (eq.9)
a,b

Restrita pela combinacdo linear (primeiro par de variaveis canonicas):

{"I‘] = é"; ZI-II :X € l'I = rf—lz :_! -‘}!
“ b (eg. 10)
Neste caso, p1™2 é 0 autovalor de 2+ 2eX=2x21 e e 60 seu respectivo autovetor.
Supondo ‘A’ uma matriz quadrada kxk e ‘v’ um vetor kx1, pode-se mostrar que a
equac¢do tem k solugdes, sendo A um escalar. Cada solugdo ¢ dada por um par formado por um
escalar Ai e um vetor vi. O escalar é chamado de autovalor de A e o vetor de autovetor de A.

O k-ésimo par de variaveis candnicas pode ser descrito como:
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U= XX e V=fY LY
(eq. 11)

maximizando,
Corr (Uk Vi) = p” (eq.12)

Para testar cada correlacdo canénica utiliza-se a distribuicao de qui-quadrado. A formula

para esta distribuicao é:

! )} (eq.13)

Onde, N = tamanho da amostra, p = nimero de variaveis dependentes, g = numero de
variaveis independentes, R? = correlacio canbnica ao quadrado da equacdo a ser testada. Esse
R? representa uma estimativa da variancia encontrada entre os dois grupos em estudo.

A interpretacdo do modelo final obtido pode ser feita através dos “pesos candnicos”
similares aos “betas” de uma regressdo multipla, onde se observa uma maior contribuicdo
estatistica nas variaveis gue apresentam pesos maiores e vice-versa. Assim como, pesos de
sinais opostos demonstram uma relacao inversa uma com a outra e do mesmo sinal uma relacéo
direta. Porém, este tipo de Andlise gera instabilidades entre as amostras, logo, ndo é muito
utilizado (HAIR et al, 2005; LAMBERT; DURAND, 1975).

Uma outra forma de interpretagcdo ¢ utilizando as chamadas “cargas candnicas” (ou
canonical loading) mede a correlacdo linear simples entre uma varidvel, dependente ou
independente, e 0 par canonico. Este pardmetro reflete a varidncia que uma determinada
variavel compartilha com a varidvel canénica. Assim como 0s pesos candnicos, quanto maior
seu valor, maior é a importancia dessa variavel dentro de seu grupo. Apesar de também
sofrerem certas instabilidades, sdo mais estaveis que 0s pesos candnicos (HAIR et al, 2005).

Por fim, a andlise também pode ser feita utilizando as chamadas ‘canonical cross-
loadings’ ou cargas canonicas cruzadas. Neste tipo de analise, cada uma das variaveis
independentes € correlacionada com a variavel estatistica canénica dependente e vice-versa.
STEWART e LOVE (1968) sugeriram outra maneira de Analise que seria utilizando o chamado
indice de redundancia, que calcula a quantidade de variancia em um conjunto de variaveis que

pode ser explicada pela variancia no outro conjunto. Esta outra forma de Andlise surgiu para
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superar as intabilidades e viés dos outros métodos, oferecendo avaliages mais praticas das
raizes candnicas (HAIR et al, 2005).

A validacdo do modelo final obtido pode ser feita através remocdo de uma variavel
dependente e/ou independente para avaliar a sensibilidade dos resultados obtidos originalmente,
comparando-os quanto a similaridade de fungdes candnicas, a cargas das variaveis estatisticas
e semelhantes (HAIR et al, 2005).

Diante da importancia das avaliacdes in silico para a descoberta de novos prototipos a
farmaco, buscou-se a associagdo dessas com as metodologias tradicionais de analises in vitro
para elucidacéo das possiveis atividades leishmanicidas de novos derivados sintéticos. Esse tipo
de estudo possui grande relevancia e importancia para o desenvolvimento de quimioterapias

mais eficazes e menos toxicas para a populacdo acometida por leishmaniose.



3 MATERIAIS E METODOS

3.1 OBTENCAO DOS COMPOSTOS SINTETICOS
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Os 16 compostos testados foram provenientes do Laboratorio de Sintese Organica

Aplicada a Farmacos (LASOF) do Depto. de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal

de Pernambuco (UFPE) e estdo demonstrados na figura 14 e Quadro 1. Os aldeidos

isoxazolinicos de seis membros foram obtidos segundo adaptacdo de metodologia desenvolvida

pelo grupo de pesquisa do LASOF para a série de cinco membros (REIS et al, 2011).

As tiazolidina-2,4-dionas foram obtidas a partir condensacdo da tiouréia e &cido

cloroacético. Com a fusdo destas duas partes, os compostos finais foram obtidos, solubilizados

em dimetilsulféxido (DMSO) e estocados a -20°C. Esta solucdo foi entdo dissolvida em meio

de cultura para obter as diferentes concentragdes para realizacdo dos demais experimentos.

Figura 14 — Estrutura geral dos compostos

Fonte: Elaborado pela autora (2020).

Quadro 1 — Substituintes dos compostos.

Moleculas R1 R2
3A 4-Cloro Hidrogénio
3B 4-Cloro | 1-(4-clorofenil) etanona
3C 4-Cloro | 1-(4-nitrofenil) etanona
3D 4-Cloro | 1-(4-fluorfenil) etanona
3E 4- T-butil Hidrogénio
3F 4- T-butil | 1-(4-clorofenil) etanona
3G 4- T-butil | 1-(4-nitrofenil) etanona
3H 4- T-butil | 1-(4-fluorfenil) etanona
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3l 4- Nitro Hidrogénio

3] 4- Nitro | 1-(4-clorofenil) etanona
3K 4- Nitro | 1-(4-nitrofenil) etanona
3L 4- Nitro | 1-(4-fluorfenil) etanona
3M 4- Metoxi Hidrogénio

3N 4- Metoxi | 1-(4-clorofenil) etanona
30 4- Metoxi | 1-(4-nitrofenil) etanona
3P 4- Metoxi | 1-(4-fluorfenil) etanona

Fonte: Elaborado pela autora (2020).

3.2 ANALISE IN SILICO

3.2.1. Obtengéo das propriedades farmacocinéticas e toxicoldgicas

A ferramenta online do SWISSADME (DAINA; MICHIELIN; ZOETE, 2017) foi
utilizada para predicdo das caracteristicas farmacocinéticas, fisico-quimicas e druglikeness dos
compostos. A predicdo da toxicidade dos ligantes foi avaliada utilizando a ferramenta online
ProTox-11 (BANERJEE et al., 2018). Para a execucao de ambos 0s programas, as estruturas dos

ligantes foram carregadas no formato SMILES (Simplified Molecular Input Line Entry System).

3.2.2 Docking Molecular

A figura 15 mostra o fluxo de etapas seguidas para as analises subsequentes, também descritas

no texto abaixo.

Figura 15 — Fluxograma das principais etapas do calculo de docking molecular.
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Obtencdo das estruturas
Tridimensionais dos ligantes

.' Obtencdo dos Alvos Biolégicos (PDB) ‘
16 Ligantes + 16 Ligantes
(Esterioisomero R) (Esterioisomero S) ‘
‘ 15 Alvos 4 Alvos de interesse
‘ 32 Ligantes (Mistura Racémica) ‘ de interesse biologico + biolégico
+ L. Infantum L. Amazonensis
‘ 1 Farmaco de Referéncia (Miltefosina) ‘ ‘
‘ ‘ 19 Alvos de interesse biolégico ‘

X

" :
Modelagem por Homologia L‘ 627 Calculos de Docking Molecular ‘

Analises das
principais interacdes
Intermoleculares

Fonte: Elaborado pela autora (2021).

3.2.2.1 Obtencdo das estruturas em 3D dos ligantes para calculo de docking

As estruturas dos compostos foram obtidas aplicando-se 0 método semi-empirico de
quimica quantica RM1 (ROCHA et al., 2006), disponivel no programa Spartan® 08°‘(—Spartan
08 Tutorial and User’s Guidel, 2008), utilizando-se critérios de convergéncia padrdo. As
estruturas foram obtidas na configuracdo Z para a dupla ligacdo exociclica, pois havia a
comprovacao experimental a cerca da mesma. Porém, como partiu-se da informacdo que a
sintese organica ndo foi assimétrica, ou seja, gerando as misturas racémicas para 0S cCompostos,
ambos os esterioisomeros R e S foram utilizados para o calculo, a fim de se obter informacdes

completas dos possiveis modos de ligacdo dessas moléculas com os alvos farmacoldgicos.
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3.2.2.2 Execucéo dos céalculos de docking

As estruturas tridimensionais das proteinas utilizadas para o calculo foram obtidas a
partir do RCSB PDB (http://www.rcsb.org). Visando obter os resultados mais fidedignos in
silico, quando comparados ao in vitro, foram utilizados diferentes alvos, porém apenas para as
espéecies L. infantum e L. amazonensis (Espécies utilizadas para os ensaios in vitro) para
realizacéo dos célculos de docking. O docking por homologia foi realizado nos casos em que a

estrutura disponivel ndo era a mesma das espécies pretendidas.

3.2.2.3 Modelagem por homologia

A modelagem por homologia foi realizada utilizando-se a ferramenta online do SWISS-
MODEL (BIASINI et al., 2014). Os Modelos finais das estruturas foram construidos a partir da
introducdo da sequéncia de aminoacidos de cada alvo desejado disponivel no NCBI (National
Center Biotechnology Information, http: //www.ncbi.nlm.nih.gov). A escolha do modelo final
foi baseada na maior porcentagem de identidade possivel e a presenca de ligante co-cristalizado

disponivel.

3.2.2.4 Programa GOLD

O programa GOLD (JONES et al, 1997) conta com uma interface gréfica intuitiva, para
a preparacao dos calculos de docking, no modulo Wizard, existente na interface grafica do
programa Hermes. Os quadros 1 e 2 descrevem os componentes utilizados para a realiza¢ao do
calculo para as espécies de L. infantume L. amazonensis, respectivamente. A coluna nomeada
de organismo descreve as espécies em que o modelo por homologia se baseou para construgdo
dos templates — Modelos finais utilizados no célculo. Para a espécie de L. amazonensis foi
realizado o calculo de docking em apenas quatro alvos devido a auséncia de estruturas
primarias, dos demais alvos, no banco de dados NCBI.
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O sitio de ligac&o foi definido pela regido de contato com o ligante co-cristalizado em
cada enzima, com um espaco de busca no raio que variou de 6 a 8A, objetivando cobrir todos
0s principais residuos do sitio ativo das enzimas. Alguns residuos de aminoacido foram tratados
como flexiveis com o intuito de modelar mais precisamente os efeitos do ajuste induzido
(“induced fit”), conforme descri¢éo encontrada nos quadros 2 e 3. Os calculos foram realizados
com a precisdo ajustada para 200%, tornando o resultado mais robusto e preciso, apesar da

demanda computacional mais elevada.

Quadro 2 — Componentes utilizados para calculo do docking molecular em alvos de L. infantum.

Organismo Alvo PDB Residuos Flexiveis
L.major Dihidroorotato desidrogenase 3TQO | VAL22;LYS44;SER45;ASN68;MET70;LEU72;
GLU126;ASN128;ASN133;ASN195.
L.major Metionil-tRNA Sintetase 3KFL TYR219;SER231;ASP256;ASP336;TRP443;
ASP486TRP516;LYS522;ILE523;LYS525.
L.major Fosfodiesterase 1 2R8Q TYR680;HIS681;ASP722;MET797;ASP835;
ASP838;VALB53;PHE857GLN887;PHE890.
L.major Pteridina Redutase 1 (PTR1) 5L4N ARG17;SER111;PHE113;ASP181;MET183;
LEU188;TYR194;LEU226;SER227;LEU229.
L.major Desoxiuridina 5’-trifosfato 2YAY | GLN21;ASN25;GLU51;GLU76;ASP79;PHESS;
nucleotidohidrolase LYS179;ASN183;ARG186;TYR191.
L.Mexicana Gliceraldeido-3-fosfato 2B4R ARG11;LEU98;CYS149;THR150;HIS176;
desidrogenase THR178;THR181;ASP192;ARG231;ASN313.
L.Mexicana Glicerol-3-fosfato 1M66 PHE?22;SER24;HIS46;1LE47;LYS48; TYR64;
desidrogenase ILE94;GLN97;PHE98;PHE102.
L.Mexicana Glicose-6-fosfato isomerase 1T10 ILE204;SER207;SER257;LYS258; THR262;
PHE318;VAL322;1LE332;GLN406;GLU410.
L.Mexicana Piruvato quinase 3PP7 THR35;ILE36;GLN41;ARG58;HIS63; TYRGS,;
HIS69; THR72;SER339;LYS344.
L.Mexicana Triose-fosfato isomerase 1IF2 ANS12;LYS14;ILE93;HIS96;CYS127;GLU168;
TYR211;VAL215;L EU233;VAL234.
L. infantum Esterol 14-Desmetilase 3L4D PHE289;TYR102;VAL460;LEU358;,MET105;
(CYP51) THR294;CYS422: TYR115;MET459;PHE104.
L. infantum Glioxalase Il 2P1E LEU21;ASP23;ASN24;ASP41;HIS76;HISTS;
ASP80;HIS81;HIS139;HIS143.
L. infantum Tripanotiona Redutase 4APN CYS52;GLU18; TYR110;MET113;SER109;
THR335;1LE339;ILE106;VALS58;TRP21
L. donovan | Adenina Fosforibosiltransferase | 1QB7 ARG37;PHE42;APS44:ARG82;ASP147;
VAL148;LEU149;THR151;LEU176;ILE178.
L.Mexicana Arginase 4TY ASP113;TRP135;ASP137;HIS139;ASP141;
VAL149;SER150;HIS154;GLU197;GLU288.

Fonte: Elaborado pela autora (2020).

Quadro 3 — Componentes utilizados para calculo do docking molecular em alvos de L. amazonensis.

Organismo Alvo PDB Residuos Flexiveis

L.Donovani Dihidroorotato desidrogenase 3C61 VAL22;LYS44;SER45;ASN68;MET70;LEU72;
GLU126;ASN128;ASN133;ASN195.

L.major Pteridina Redutase 1 (PTR1) 1E7W ARG17;SER111;PHE113;ASP181;MET183;
LEU188;TYR194;LEU226;SER227;LEU229.
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L. infantum Tripanotiona Redutase 617N CYS52;GLU18;TYR110;MET113;SER109;
THR335;1LE339;ILE106;VAL58; TRP21
L.Mexicana Arginase 4TY ASP113;TRP135;ASP137;HIS139;ASP141;
VAL149;SER150;HIS154;GLU197;GLU288

Fonte: Elaborado pela autora (2020).

3.2.2.5 Anélise das interacdes intermoleculares

O programa BINANA® (DURRANT, MCCAMMON, 2011) foi utilizado para a analise

das interacdes intermoleculares presentes no melhor e pior resultado do calculo de docking,

utilizando sua configuracdo padréo, exceto para a distancia de ligacdo de hidrogénio, que foi

alterada para 0 maximo de 3.5A. Para rodar este programa, foi necessério converter todos os

arquivos que estavam no formato MOL2 para o formato PDBQT, utilizando a ferramenta

MGLTools. As imagens foram geradas utilizando-se o programa Pymol (pymol.org).
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3.2.3 Modelos de QSAR

3.2.3.1 Obtencdo dos descritores para QSAR

As propriedas eletrdnicas, topoldgicas, geometricas e fisico-quimicas dos 16 compostos
em estudo foram obtidas através da utilizacdo dos softwares MARVIN 4.0.6. ChemAxon,
MOPAC (STEWART, 1990) e SWISSADME (DAINA; MICHIELIN; ZOETE, 2017).
Utilizando o software MARVIN 4.0.6. ChemAxon os descritores topoldgicos de Contagem de
atomos alifaticos, ligacdo alifatica, &tomo aromaético, ligagdo aromatica, contagem total de
atomos e ligagoes, contagem de cadeia de &tomo e ligacao, ligacOes rotavéis, Platt index, Randic
index, Balaban index, Harary index, Hyper wiener index, Szeged index, Wiener index, Wiener
polarity e fsp3 foram obtidos. Assim como os descritores geométricos de Energia dielétrica
(Kcal/mol), Campo de forca MMFF94 (Kcal/mol), Minima e maxima area de projecao, minimo
e maximo raio de projecdo, Comprimento perpendicular da &rea méxima e minima, volume de
van der Waals, area de superficie polar (2D) e area de superficie de van der Waals (3D). Por
fim, foram também obtidos os dados quanto a contagem de atomos doadores e aceptores da
ligacdo de hidrogénio e indice de refratividade.

O programa MOPAC (STEWART, 1990) foi utilizado para o calculo das propriedades
eletrbnicas dos compostos, por meio do método semi-empirico PM7 de quimica quantica. As
propriedades calculadas foram: Energia total de formacao (¢€TOTAL), energias dos orbitais
moleculares HOMO e LUMO (¢HOMO e eLUMO, respectivamente) e cargas sobre os &tomos
(Cy1, C2, N3, C4, Cs, Cs, C7, cs, Co, Ci10, C11, C12, c13, 014, O28, N2g, C30, C31, C32, Szs, Cz4, Oss,
N3s, C37 € Osg).

Por fim, os valores de LogP e peso molecular foram calculados utilizando-se a
ferramenta online do SWISSADME (DAINA; MICHIELIN; ZOETE, 2017).

3.2.3.2 Anélise de correlacéo candnica e construcdo do modelo de QSAR

Para obtencdo dos modelos de QSAR, primeiro os valores dos descritores foram
normalizados (autoescalonados, ou seja, seus valores médios foram divididos pelo respectivo

desvio padrdo) e em seguida foi obtida uma matriz de correlacdo entre os descritores quimicos
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e as atividades bioldgicas dos compostos (pICso em L. amazonensis e infantum, e DLsg em

macrofagos). Aqueles descritores que apresentaram uma correlagéo linear maior que | 0,5 | (p=

0,05 com nivel de confianca de 95%) com ao menos uma das atividades biolégicas foram

selecionados para gerar o modelo e seus valores normalizados podem ser vistos na tabela 1.

Tabela 1 — Valores normalizados dos descritores quimicos que obtiveram correlagao linear consideravel com os
descritores biologicos.

IC50Amaz IC50Infa DL50Macr LogP Aceitador LUMO
Ligante 3A -1,056714 -0,804059 -0,915571 -0,806023 -1,336051 -0,361444
Ligante 3B 0,846065 0,227203 0,233617 1,020371 -0,758299 1,211367
Ligante 3C -0,155075 -0,391124 1,741438 0,005707 0,68608 -1,393853
Ligante 3D 1,18939 1,368708 -0,250345 0,766705 -0,758299 0,372534
Ligante 3E 0,384199 0,805649 -1,088338 -0,105905 -1,336051 0,566111
Ligante 3F 1,230277 -1,001681 -1,312794 1,629169 -0,758299 0,929068
Ligante 3G 0,511794 2,100875 -0,563663 0,644945 0,68608 -0,240459
Ligante 3H 1,384749 0,088739 -0,716959 1,456676 -0,758299 1,235564
Ligante 3l -1,319974 -1,001681 1,346339 -1,932299 0,68608 -1,41805
Ligante 3J -0,286469 -0,025807 -0,493919 -0,055172 0,68608 -0,716335
Ligante 3K -1,319974 -1,001681 1,706035 -1,161155 2,130459 -1,75681
Ligante 3L 0,325152 -0,340931 0,341951 -0,278398 0,68608 -0,635678
Ligante 3M -1,319974 -1,001681 0,39895 -1,323501 -0,758299 0,412863
Ligante 3N 0,053162 1,226923 0,109706 0,462306 -0,180547 1,025856
Ligante 30 -1,319974 -1,001681 -1,235969 -0,572651 1,263832 -0,329181
Ligante 3P 0,853367 0,752226 0,699523 0,249227 -0,180547 1,098447

Fonte: Elaborado pela autora (2020)

Para as correlacdes candnicas e lineares foram utilizados os softwares STATISTICA
12.0 e SAS Institute Inc (STATSOFT INC, 2013).

3.3 ANALISES IN VITRO

3.3.1 Citotoxicidade

A citotoxicidade em células de mamiferos foi avaliada através de ensaios com MTT.

Esse ensaio baseia-se na redugdo dos sais amarelos de tetrazdlio por redutases mitocondriais de
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celulas metabolicamente ativas. Cristais de formazan sdo formados no interior dessas celulas,
que deve ser lisadas para a solubilizacéo e posterior analise por espectrofotometria. Uma vez
que a quantidade de formazan produzida é diretamente proporcional ao nimero de células
viaveis, quanto maior for a viabilidade celular, maior serd a proporcéo de redugdo do MTT e
maior sera a absorbancia.

Os macrofagos da linhagem RAW 264.7 foram soltos das garrafas de cultura e foram
plaqueados em placas de 96 pocos, fundo reto e incubadas por 24h, a 37°C e atmosfera com
5% de CO2, para aderéncia. ApoOs esse tempo, os compostos foram adicionados nas
concentracdes de 6,25 a 200 pg/mL e incubados novamente por um periodo de 48h. Foram
utilizados pocos apenas com meio de cultura como controle negativo. Ap6s a incubacdo foi
acrescentado 25puL de MTT (3 - (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-brometo difenil tetrazdlio) a
5mg/mL em PBS, seguida de uma nova incubacéo por 2h, a 37°C e ao abrigo da luz. Parte do
meio de cultura juntamente com o restante de MTT foi aspirado e 100pL de DMSO foi
adicionado por poco para solubiliza¢éo dos cristais de formazan resultantes da reducédo do MTT.
Foi realizada a leitura da absorbancia a 570 nm no espectrofotdmetro THERMO SCIENTIFIC
Multiskan FC. A concentracdo citotdxica para 50% da cultura (CCso) foi determinada por

andlise de regressado pelo software GraphPad Prism. Cada amostra foi realizado em duplicata.

3.3.2 Ensaios com promastigotas de L. amazonensis e L. infantum

Formas promastigotas de Leishmania amazonensis (cepa WHOM/00 LTB 0016) e L.
infantum (cepa MHOM/MA/67/ITMAP-263) foram mantidas a 26° C em meio Schneider’s
(Sigma) suplementado com 10% de soro fetal bovino (meio completo). Parasitas na fase
exponencial de crescimento foram utilizados em todos o0s experimentos.

Para o ensaio de atividade leishmanicida, os parasitas foram contados e diluidas em
meio Schneider’s (Sigma) completo a 1 x 10° células/mL. Os parasitas foram incubados a 26°C
na presenca de diferentes concentracdes dos compostos (1,5 a 200ug/mL) por 72h. Parasitas
incubados apenas com meio de cultura e com o veiculo foram utilizados como controle
negativo. Apos a incubacdo, os pogos foram lavados e foi adicionada solu¢do de CPRG
(500uM, 0,5% de Nonidet P-40, em PBS), seguida de nova incubagdo por 10 minutos, a 22°C.
Foi realizada a leitura da absorbancia a 570 nm no espectrofotdmetro THERMO SCIENTIFIC
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Multiskan FC. A atividade leishmanicida dos compostos foi verificada pela diminui¢cdo no
numero de promastigotas nas culturas tratadas em comparacdo com a cultura controle sem
tratamento. A Miltefosina foi utilizada como controle positivo. Os valores de ICso foram
calculados por andlise de regressdo utilizando o software GraphPad Prism. Cada ensaio foi

realizado em duplicata.

3.3.3 Ensaios com amastigotas de L. amazonensis e L. infantum

Para esta avaliagdo, macrofagos RAW 264.7 (3 x 10° células/mL) foram incubados para
aderéncia por 1h, a 37°C e atmosfera com 5% de CO2. Apds essa incubagéo inicial foram
acrescentadas promastigotas de L. amazonensis ou L. infantum na proporcao de 15 parasitas/
macrofago, por um periodo de 6h, a 37°C e 5% de CO.. Os parasitas ndo internalizados foram
removidos por lavagem e a cultura foi incubada novamente na presenca de diferentes
concentracdes dos compostos (3,125 a 100 pg/mL) por 24h, a 37°C e 5% de CO,. Amastigotas
incubadas apenas com meio de cultura e com Miltefosina foram utilizados como controle
negativo e positivo, respectivamente. Ap6s a incubacdo, os pogos foram lavados e foi
adicionada solucdo de CPRG (500uM, 0,5% de Nonidet P-40, em PBS), seguida de nova
incubacéo por 18h, a 22°C. Foi realizada a leitura da absorbancia a 570 nm no espectrofotémetro
THERMO SCIENTIFIC Multiskan FC. A atividade leishmanicida dos compostos foi verificada
pela diminui¢do no nimero de amastigotas intracelulares nas culturas tratadas em comparacao
com a cultura controle sem tratamento. Os valores de ICso foram calculados por analise de

regressao utilizando o software GraphPad Prism. Cada ensaio foi realizado em duplicata.

3.3.4 Obtencao de sobrenadante de cultura de células esplénicas

Suspensdes de células esplénicas foram depositadas em placas de 24 pogos (10°
células/mL) em duplicada. As células foram tratadas com compostos na concentracdo de
10upg/mL e incubadas em estufa a 37°C, 5% de CO- por 24, 48, 72 e 96 horas. A droga de

referéncia utilizada foi a miltefosina e o controle negativo foi feito com pogos sem tratamento.



71

Apos o tempo de incubacéo, as placas foram centrifugadas (400 x g por 10 min, a temperatura
ambiente.) e os sobrenadantes de cultura foram coletados e estocados a -20°C para posterior

utilizacdo na dosagem de citocinas por citometria de fluxo.

3.3.5 Dosagem de citocinas por citometria de fluxo

Citocinas dos perfis Thl, Th2 e Th17 foram dosadas nos sobrenadantes de esplendcitos
murinos estimulados com os compostos na concentracao de 10ug/mL pelo método de CBA (do
inglés, Cytometric Bead Array). Devido as diferentes dindmicas de producdo de cada citocina
pelas células, foram utilizados quatro diferentes tempos de incubacéo (24 h, 48 h, 72 h e 96h).
Foram quantificadas por este método as citocinas IL-2, -4, -6, -10, -17, IFN-y e TNF. A
aquisicdo e andlise dos padrdes e das amostras foi realizado utilizando citbmetro de fluxo
(FACScalibur, BD) e pelo software BD FCAP Array v3.0, respectivamente. Todos 0S

experimentos foram realizados em duplicata.

3.3.6 Analise estatistica

As andlises de regressdo linear e de significancia foram feitas no programa GraphPad
Prism 7.0 (GraphPad, Califérnia, EUA). Para as andlises de significancia foi utilizado ANOVA
seguida do teste de Dunnett sempre considerando significativo valor p < 0.05.



72

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ESTUDOS IN SILICO

4.1.1 Predicéo das caracteristicas farmacocinéticas e fisico-quimicas dos compostos

A ferramenta online do SwissADME fornece diferentes parametros fisico-quimicos
como: peso molecular, nimero de 4&tomos pesados, numero de atomos pesados aromaticos,
namero de ligacBes rotativas, nimero de aceitadores da ligacdo H, nimero de doadores da
ligacdo H, fracdo de saturacdo das ligacdes de carbono (Csp®), o nimero de carbonos sp3
hibridados/contagem total de carbono e a refratividade molar.

A solubilidade em &gua, uma das principais propriedades fisico-quimicas observadas
durante o desenvolvimento de novos farmacos, € predita por essa ferramenta online atraves do
uso de trés diferentes métodos: O modelo ESOL (DELANEY, 2004), modelo Ali (ALI et al.,
2012) e 0 modelo SILICOS-IT. Os principais resultados podem ser observados no quadro 4.

Quadro 4 - Resultados in silico obtidos para predicéo da solubilidade em 4gua dos compostos testados.

Moléculas ESOL Ali Silicos-1T

3A Solavel Moderado solavel Solavel

3B Pouco Soluvel Pouco Soluvel Pouco Solavel
3C Moderado soltvel Pouco Soluvel Moderado soltvel
3D Moderado soltvel Pouco Soluvel Pouco Soluvel
3E Moderado soltvel | Moderado solGvel | Moderado solavel
3F Pouco Soluvel Pouco Soluvel Pouco Solavel
3G Pouco Soluvel Pouco Soluvel Pouco Solavel
3H Pouco Soluvel Pouco Soluvel Pouco Solavel
3l Solavel Moderado solavel Solavel

3J Moderado soltvel Pouco Soluvel Moderado soltvel
3K Moderado soltvel Pouco Soluvel Moderado soltvel
3L Moderado soltvel Pouco Soluvel Moderado soltvel
3M Solavel Moderado solavel Solavel

3N Moderado soltvel Pouco Soluvel Pouco Solavel
30 Moderado soltvel Pouco Soluvel Moderado soluvel
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3P Moderado soltvel Pouco Soluvel Moderado soluvel

Fonte: Elaborado pela autora (2020).

A partir da Andlise do quadro 4 é possivel observar que a solubilidade dos compostos
varia de pouco soltvel para solivel. O método de predicdo ESOL obteve que 18,75% das
moléculas sdo sollveis, 25% pouco sollvel e 56,25% moderadamente soltvel. J& 0 método Ali
demonstra que 75% das moléculas sdo pouco soluveis e 25% moderadamente solveis. Por fim,
0 método SILICOS-IT demonstra que 18,75% dos ligantes sdo soluveis, 35,5% sdo pouco
soluveis e 43,75% sdo moderadamente soluveis.

De maneira geral é importante observar que os compostos que possuem o dtomo de
hidrogénio em seu R2 (3A, 3E, 3l e 3M) apresentam-se como moderadamente sol(veis a
sollveis. A presenca de um atomo doador na ligacdo de hidrogénio facilita a ligagdo com a
molécula de dgua e assim aumenta de certa forma, a solubilidade. Os compostos 3F, 3G e 3H
apresentam-se como pouco sollvel nos trés métodos. Esses ligantes possuem em comum 0
grupo t-butil ligado ao R1, um grupamento altamente apolar. A presenca do grupamento de
cloro (Cl ) no composto 3B também aparenta contribuir para sua pouca solubilidade.

O SwissADME fornece também o acesso a cinco diferentes modelos preditivos para
obtencédo do coeficiente de parti¢do entre entre n-octanol e agua (log Po/w), que é o descritor
cléssico de lipofilicidade (Grafico 1).

Gréafico 1 — Dados preditos de lipofilicidade.

— iLOGP —XLOGP3 WLOGP
—MLOGP —Silicos-IT Log P ConsensusLog P

Fonte: Elaborado pela autora (2020).

Legenda: A linha azul representa 0 modelo preditivo ILOGP; A linha vermelha representa 0 modelo preditivo
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XLOGP3; A linha verde representa o modelo preditivo WLOGP; a linha roxa representa o modelo preditivo
MLOGP; A linha azul maritimo representa 0 modelo preditivo Silicos-IT Log P e a linha laranja, com pontos,

representa o consenso Log P.

Os modelos preditores XLOGP3 e WLOGP s&o baseados em métodos atomisticos. O
MLOGP e SILICOS-IT Log P sao baseados em métodos topoldgicos. O ILOGP é um método
que depende de energias livres de solvatacdo em n-octanol e agua, calculado pelo modelo
Generalized-Born e area de superficie acessivel a solventes (GB / SA), incluido na ferramenta
SwissADME. O consenso LogP é a média aritmética dos valores previstos pelos cinco métodos
propostos (CHENG et al., 2007; WILDMAN; CRIPPEN, 1999; MORIGUCHI et al., 1994,
DAINA; MICHIELIN; ZOETE, 2017).

Os valores do consenso LogP variam de 1.08 (Ligante 3I) até 4.59 (Ligante 3F), quanto
maior o LogP significa que mais hidrofobico e lipossoluvel é o composto, neste caso o ligante
3F seria 0 mais lipossoluvél da classe enquanto o ligante 31 seria 0 mais hidrofilico, resultado
que corrobora com o achado da solubilidade desses compostos, visto que o ligante 31 variou de
moderadamente sollvel a soltvel enquanto o ligante 3F foi predito como pouco soltvel nos trés
modelos preditores de solubilidade. Apesar da aparente variagdo entre os resultados nos
diferentes métodos, é possivel observar uma mesma tendéncia nos resultados.

O SwissADME calcula também diferentes parametros farmacocinéticos que podem ser

visualizados no quadro 5 abaixo:

Quadro 5 - Resultados in silico da predigdo dos parametros farmacocinéticos de absorcao do trato gastrointestinal

(TGI), permeabilidade a barreira hematoencefalica (BBB) e substrato da glicoproteina P.

Moléculas | Absorgdo pelo TGl | Permeabilidade a BBB | Substrato a P-gP
3A alta nao nao
3B alta nédo ndo
3C baixa nao nao
3D alta nao nédo
3E alta nao nédo
3F baixa nao nédo
3G baixa nao nao
3H alta nao nédo
3l baixa nao nao
3] baixa nao nédo
3K baixa nao nao
3L baixa nao nao
3M alta nao nao
3N alta nao nédo
30 baixa nao nao
3P alta nao nédo
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Fonte: Elaborado pela autora (2020).

A partir da Analise do quadro 5 é possivel observar que 50% dos compostos apresentam
uma alta capacidade de atravessar o TGl, séo eles: 3A, 3B, 3D,3E, 3H,3M,3N e 3P. Enquanto
0s outros 50% possuem baixa capacidade de absorc¢do no TGl, sdo eles: 3C,3F,3G,31,3J,3K,3L
e 30. O alto peso molecular e uma baixa lipofilicidade sdo caracteristicas que podem causar
esse problema. Essa baixa absorcdo pode ser resolvida pelo uso da tecnologia farmacéutica e o
emprego de diferentes técnicas, como uso, por exemplo, de excipientes inteligentes,
ciclodextrinas, nanocarreadores, NLC (Carreadores lipidicos nanoestruturados) e SLN
(Nanoparticulas solidas lipidicas) que aumentem a absor¢do, e consequentemente, a
biodisponibilidade no organismo (JACKSON; YOUNG; PANT, 2000; AUNGST, 2012;
KHADKA et al., 2014; DE SOUZA et al., 2020; LOFTSSON; MASSON; BREWSTER, 2004)

Nenhum dos compostos possui caracteristicas farmacocinéticas preditas para alcancar o
sistema nervoso central. As manifestac6es clinicas no Sistema nervoso central sdo incomuns,
independentemente do estado imunoldgico do hospedeiro, mas foram relatadas em pessoas
imunossuprimidas, geralmente em conjunto com infeccdo disseminada por leishmaniose e
experimentalmente em cultura de células (SNYDMAN et al., 2006; ALBRECHT et al., 1996;
ASENSI et al., 2000; ABREU-SILVA et al., 2003).

A gp-P é glicoproteina de superficie e esta presente na membrana citoplasmatica de
diversos tecidos atuando como barreira fisiol6gica, uma vez que é capaz de causar o efluxo de
toxinas e xenobidticos para o exterior das células (SRIVALL; LAKSHMIE, 2012; SHAROM,
2011). Essa glicoproteina é capaz de interagir com uma diversidade de compostos de diferentes
estruturas quimicas e atividades farmacoldgicas desempenhando um papel crucial na
farmacocinética de inimeros farmacos, influenciando diretamente na biodisponibilidade de
varias moléculas, assim como também na multirresisténcia a farmacos (SILVA et al., 2015).
Os compostos testados fogem desse mecanismo de transporte, visto que, ndo sdo substrato para
a G-gP.

O SwissADME fornece ainda o BOILED-Egg (DAINA; ZOETE, 2016), grafico que
correlaciona o TPSA (topological polar surface area) com lipofilicidade (LogP - WLOGP) e
fornece informacdes relacionadas ao seguinte: capacidade do composto de atravessar a barreira
hematoencefalica; absorcao gastrointestinal passiva; potencial de ligacdo a glicoproteina P, que

pode ser visualizado na figura 16.



76

Figura 16 - BOILED-EGG.
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Fonte: SwissADME
Legenda: regido amarela - composto com potencial para atravessar a barreira hematoencefalica; Regido branca -
composto com caracteristicas que podem ser absorvidas pelo TGI; Regido cinzenta - composto com parametros

farmacocinéticos desfavoraveis. Pontos vermelhos — moléculas que néo so substratos da glicoproteina P.

O modelo BOILED-Egg fornece um método robusto, réapido, intuitivo, facilmente
reproduzivel e estatisticamente sem precedentes, Util para a descoberta e desenvolvimento de
medicamentos. Os compostos que ficaram na area cinza foram, 3l, 3L, 30, 3C e 3G, enquanto
os que ficaram na area branca do grafico foram o 3M, 3A, 3E, 3P, 3N, 3D, 3B, 3F e 3H. O
ligante 3J ficou fora da &rea de anélise do gréfico por apresentar valores de correlacdo de TPSA
e LogP fora dos estipulados pelo modelo.

Uma outra predicao fornecida pelo SwissADME ¢ a capacidade de inibicdo ou ndo das
enzimas da superfamilia de citocromo P450. Elas s&o encontradas principalmente no figado e
no epitélio do intestino e sua principal funcédo é a metabolizagdo dos farmacos (GUENGERICH,

2008). O resultado é expresso no quadro 6.



Quadro 6 - Resultados in silico da capacidade de inibi¢do das enzimas do citocromo P450.

Moléculas | CYP1A2 | CYP2C19 | CYP2C9 | CYP2D6 | CYP3A4

3A nédo sim sim nao sim
3B nao sim sim nao sim
3C nédo nédo sim nao sim
3D nédo sim sim nao sim
3E nao sim sim nao sim
3F nao sim sim nao sim
3G nédo nédo sim nao sim
3H nao sim sim nao sim
3l nédo nédo nédo nédo nédo
3] nédo nédo sim nao sim
3K ndo ndo sim nao sim
3L nao nao sim nao sim
3M ndo sim ndo nao ndo
3N ndo sim sim nao sim
30 nédo nédo sim nao sim
3P nao sim sim nao sim
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Fonte: Elaborado pela autora (2020)

Nenhum dos compostos apresenta capacidade predita de inibicdo para as enzimas
CYP1A2 e CYP2D6. Quanto as isoformas CYP2C19, CYP2C9 e CYP3A4 existe a previsdo de
inibicdo por grande parte dos compostos testados. A Inibi¢do dessas proteinas esté relacionada
a interagdes medicamentosas, bem como ao acumulo de medicamentos e/ou de seus metabdlitos
(GUENGERICH, 2008).

O conceito de Drug-likeness também ¢ aplicado por essa ferramenta computacional, que
conta com a aplicacdo de 5 diferentes regras: Lipinski, Ghose, Veber, Egan e Muegge (Tabela
2). (LIPINSKI et al., 1997; GHOSE; VISWANADHAN; WENDOLOSKI, 1999; VEBER et
al., 2002; EGAN; MERZ; BALDWIN, 2000; MUEGGE; HEALD; BRITTELLI, 2001).
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Tabela 2 — Resultados in silico da violacdo ou ndo das regras de Lipinski, Ghose, Veber, Egan e Muegge.
Numeracdo representa quantidade de violagéo.

Moléculas Lipinski Ghose Veber Egan Muegge

3A
3B
3C
3D
3E
3F
3G
3H
3l
3]
3K
3L
3M
3N
30
3P

Fonte: Elaborado pela prépria autora (2020).
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As violagdes as regras de Lipinski foram com relagdo MW> 500 daltons e mais do que
10 aceptores da ligagéo de hidrogénio. Com excecdo dos compostos 3A, 3E, 31 e 3M, os demais
guebraram ao menos 1 dessas regras. Na regra de Ghose apenas os ligantes 3A, 3E, 31 e 3M
ndo violaram nenhuma das regras, os demais violaram 2 regras (MW >480 e MR>130).

As regras de Veber e de Egan foram quebradas pelos ligantes 3C, 3G, 31, 3J, 3K, 3L e
30 que apresentaram uma TPSA> 140A2? e TPSA> 131.6 A? respectivamente. A regra de
Muegge de foi quebrada pelos ligantes 3C, 3F, 3H, 3l, 3J, 3K, 3L e 30 que apresentaram um
XLOGP3>5. Ja 0 composto 3G violou a regra de Muegge por possuir XLOGP3>5 e TPSA>150
A?,

Drug-likeness aplica o conceito de comparacdo das propriedades fisico-quimicas das
moléculas candidatas a farmaco com farmacos ja aprovados e consolidados no mercado,
ajudando a otimizar a farmacocinética e propriedades farmacéuticas, por exemplo, solubilidade,
estabilidade quimica, perfil de biodisponibilidade e distribuicdo (VISTOLI; PEDRETTI,
TESTA, 2008; DAINA; MICHIELIN; ZOETE, 2017). A violacdo de algumas dessas
propriedades caracteriza os ligantes como provaveis a terem uma ma absor¢do ou permeacao e
uma baixa biodisponibilidade quando administrados oralmente. Com excecao dos ligantes 3A,
3E e 3M, todos violaram ao menos uma das regras. Contudo, é importante lembrar que varios
farmacos comerciais ja a muitos anos bem estabelecidos no mercado farmacéutico também néo
passariam em todos os critérios destas regras de Drug-likeness. Portanto, estas regras precisam

ser aplicadas com parciménia e equilibrio.
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4.1.2 Predicgéo da toxicidade dos compostos

A ferramenta online ProTox-I1 funciona como um laboratério virtual especializado na
predicdo da toxicidade relacionada a estrutura quimica dos compostos a serem testados. Essa
predicdo se baseia na utilizacdo de um banco de dados de estruturas quimicas em que ja foram
feitos os ensaios experimentais, in vitro ou in vivo, obtendo as informacdes completas e a partir
dessas, utiliza o conceito de similaridade quimica para prever a toxicidade de novas estruturas
quimicas.

Essa plataforma fornece informacdes a respeito da toxicidade aguda, como a DLsg (Dose
necessaria de uma dada substancia para matar 50% de uma populagdo em teste), assim como a
classificacdo da toxicidade e as porcentagens de similaridade quimica das moléculas testes com

as estruturas do banco de dados. Esses resultados podem ser visualizados na tabela 3.

Tabela 3 - Resultados in silico da toxicidade aguda, classificacdo de toxicidade e porcentagem de similaridade e

acuracia dos compostos testados.

Moléculas DL50 (mg/kg) Classificacdo da Toxicidade Similaridade (%) Acuracia (%)

3A 1000 4 37,37 23
3B 1000 4 35,88 23
3C 1600 4 34,45 23
3D 1000 4 34,91 23
3E 500 4 34,89 23
3F 1000 4 35,91 23
3G 1600 4 34,53 23
3H 500 4 34,89 23
3l 500 4 33,68 23
3] 1600 4 34,74 23
3K 1600 4 34,44 23
3L 500 4 33,65 23
3M 500 4 35,53 23
3N 1000 4 34,67 23
30 500 4 34,06 23
3P 500 4 34,09 23
Média 931,25 4 34,85 23

Fonte: Elaborado pela autora (2020)
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A partir da anélise dessas informacdes é possivel verificar que todos os compostos foram
classificados na classe 4 de toxicidade, com uma DLso que variou de 500 até 1600mg/Kg. Essa
classificacdo varia da classe 1 (Mais toxica - DLso< 5 mg/Kg) e classe 6 (Ndo toxica - DLso>
5000 mg/Kg), na classe 4 estdo os compostos em que a DLso varia entre 300 e 2000mg/Kg
sendo esses compostos caracterizados como nocivos para ingestdo, segundo a classificagéo da
GHS (Globally Harmonised System), que é um Sistema Globalmente Harmonizado de
classificacéo e rotulagem de produtos quimicos (OECD, 1997).

A similaridade dos compostos testados com o banco de dados teve uma média de
34,85%, onde o composto 3A foi 0 mais similar com a base de dados (37,37%) e 0 composto
3L foi 0 que apresentou a menor porcentagem de similaridade com o banco de dados (33,65%).
A acurécia de todos os compostos foi de 23%. A porcentagem de acuracia depende da
semelhanca do composto de entrada com compostos com valores conhecidos de DLso. A
porcentagem relativamente baixa de acuracia e similaridade quimica podem ser explicadas pelo
fato de que os compostos testados sdo entidades quimicas inéditas, fruto da hibridizacéo de dois
grupos distintos, embora muito bem conhecidos, da quimica medicinal.

O servidor fornece também informacGes a respeito da toxicidade de Orgéos
(hepatotoxicidade), desfechos de toxicidade (Mutagenicidade, Carcinotoxicidade,
Citotoxicidade e Imunotoxicidade) (Tabela 4), além de vias toxicoldgicas e alvos de toxicidade,

fornecendo informacGes sobre o possivel mecanismo molecular por tras dessa resposta toxica.

Tabela 4 — Relatdrio de toxicidade in vitro dos compostos.

Moléculas Hepatotoxicida Carcinogenicidade Imunotoxicidade Mutagenicidade Citotoxicidade
3A Inativo (0,58) Inativo (0,54) Inativo (0,82) Inativo (0,51) Inativo (0,64)
3B Inativo (0,59) Inativo (0,53) Inativo (0,82) Inativo (0,53) Inativo (0,61)
3C Inativo (0,54) Ativo (0,60) Inativo (0,53) Ativo (0,84) Inativo (0,60)
3D Inativo (0,61) Inativo (0,53) Ativo (0,51) Inativo (0,52) Inativo (0,61)
3E Inativo (0,62) Inativo (0,53) Inativo (0,70) Inativo (0,59) Inativo (0,66)
3F Inativo (0,60) Inativo (0,55) Ativo (0,51) Inativo (0,61) Inativo (0,62)
3G Inativo (0,58) Ativo (0,60) Ativo (0,64) Ativo (0,70) Inativo (0,59)
3H Inativo (0,60) Inativo (0,54) Ativo (0,68) Inativo (0,61) Inativo (0,60)
3l Inativo (0,55) Ativo (0,69) Inativo (0,74) Ativo (0,87) Inativo (0,63)
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3] Inativo (0,54) Ativo (0,60) Inativo (0,53) Ativo (0,84) Inativo (0,60)
3K Inativo (0,57) Ativo (0,70) Inativo (0,73) Ativo (0,84) Inativo (0,62)
3L Inativo (0,54) Ativo (0,64) Ativo (0,64) Ativo (0,84) Inativo (0,60)
3M Inativo (0,58) Ativo (0,50) Inativo (0,52) Inativo (0,51) Inativo (0,66)
3N Inativo (0,58) Inativo (0,56) Ativo (0,68) Inativo (0,53) Inativo (0,62)
30 Inativo (0,56) Ativo (0,61) Ativo (0,78) Ativo (0,84) Inativo (0,61)
3P Inativo (0,60) Inativo (0,55) Ativo (0,82) Inativo (0,52) Inativo (0,63)

Fonte: Elaborado pela autora (2020).
Legenda: Entre parénteses est4 probabilidade de haver um determinado desfecho ou toxicidade orgénica. A cor
azul sinaliza a inatividade e a cor vermelha sinaliza a atividade dos compostos. Auséncia de coloragdo sinaliza

gue o método nao foi capaz de atingir valores significativos de predicéo.

A probabilidade de haver um desfecho de toxicidade varia de O (improvavel) a 1
(provével), onde os valores acima de 0,7 estdo fortemente relacionados a atividade ou
inatividade, a depender da classificacdo obtida pelo composto. Dessa forma, segundo a predicéo
dessa ferramenta online, apenas o composto 3K se mostrou ativo para carcinogenicidade. O
composto 3l pode ser classificado como potencialmente carcinogénico por atingir uma
probabilidade de 0,69. Os compostos 3A, 3B, 3E, 3l e 3K se mostraram inativos para
Imunotoxicidade, enquanto os compostos 30 e 3P demonstraram toxicidade in silico para
células do sistema imune. Com relacdo a mutagenicidade os compostos 3C, 3G, 3l, 3J, 3K e 30
se mostraram ativos para esse desfecho.

O servidor ndo encontrou vias toxicoldgicas e alvos de toxicidade para 0s compostos

testados.

4.1.3 Docking Molecular

A partir da realizagdo dos calculos de docking molecular utilizando-se o programa
GOLD foi possivel obter os valores dos scores (fungdes de pontuacdo) e as estruturas dos
complexos ligante-receptor, para posterior analise das intera¢des intermoleculares utilizando-
se o programa BINANA. A fungéo de pontuacdo utilizada foi a padrdo do programa, ChemPLP

(Korb et al., 2006), com valores adimensionais e crescentes, ou seja, quanto maiores, melhor é



82

a afinidade do complexo ligante-receptor. O calculo foi feito utilizando 15 diferentes estruturas
de alvos bioldgicos conhecidos como potenciais para o tratamento da leishmaniose para a
espécie de L. infantum e 4 alvos bioldgicos para a espécie de L. amazonensis. A variacdo dos

resultados de score em cada alvo (em ambas as espécies) pode ser vista na figura 17.

Figura 17 — Variagdo dos valores de score em cada alvo avaliado nas espécies de L. infantum e L. amazonensis
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Fonte: Gréaficos gerados utilizando o software PAST wversio 4. (HAMMER et al, 2001).

Legenda: (A) Valores de score para cada alvo para a espécie de L. infantum. (B) Valores de score para cada alvo
para a espécie de L. amazonensis. Cada valor € graficado como um ponto. As caixas sdo desenhadas em uma
variacdo dos quartis no intervalor de 25 — 75%. A mediana € mostrada com uma linha horizontal dentro da caixa.
Os valores minimo e méximo sdo mostrados com linhas horizontais curtas (“whiskers”). Os valores que

repesentam “outliers” sdo mostrados como circulos fora dos intervalos definidos pelos “whiskers”.
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A partir da andlise da figura 15, é possivel notar que a enzima arginase foi a que
apresentou 0s menores valores de score em ambas as espécies analisadas. Para a espécie de L.
infantum, neste alvo, houve grande variacdo nos valores de score apresentado pelos ligantes
testados. O alvo que apresentou 0 maior valor de score para a espécie de L. infantum foi a
enzima Glicerol-3-fosfato desidrogenase, com valores que chegaram a 103.73 do ligante 3G na
configuracdo espacial S. Para a espécie de L. amazonensis o maior valor de score foi atingido
pelo ligante 3C, na configuracdo espacial R, na enzima Pteridina Redutase 1 atingindo o valor
de 93.22.

Além dos novos derivados hibridos, foi realizado também o célculo de docking
molecular para a miltefosina, droga de referéncia utilizada nos ensaios in vitro, afim de fazer
um comparativo com os demais ligantes. A miltefosina é utilizada como farmaco de segunda
esolha no tratamento da leishmaniose, seu mecanismo de acéo ainda permanece desconhecido,
porém sabe-se que esse farmaco é capaz de causar a apoptose das células dos parasitas, causar
a perturbacdo das vias de sinalizacdo celular dependentes de lipidios e causar a interrupc¢éo da
homeostase de Ca?* do parasita (DORLO et al., 2012; RAKOTOMANGA et al., 2007; PINTO-
MARTINEZ et al., 2018). Os valores de score obtidos entre a miltefosina e os alvos analisados
se manteve na média dos demais ligantes ou abaixo.

A seqguir serdo apresentados os valores de score de cada ligante em cada alvo analisado.
Visando uma melhor organizacao estrutural, os resultados serdo divididos para as espécies de

L. infantum e L. amazonensis.

4.1.3.1 L. infantum

4.1.3.1.1 Adenina Fosforibosiltransferase

O calculo de docking para essa enzima foi realizado utilizando-se um modelo de
homologia que se baseou na estrutura tridimensional da Adenina Fosforibosiltransferase de L.
donovani para se obter o modelo tridimensional da mesma enzima para a espécie de L. infantum
atingindo uma identidade de 100%. Ao se observar os valores de score obtidos entre os

compostos e a enzima adenina Fosforibosiltransferase (tabela 5), nota-se que ambos os
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estereoisdOmeros atingiram valores de score considerados altos e que os ligantes na configuracéo
R obtiveram, em sua maioria, valores mais altos quando comparados com aos mesmos ligantes
na configuracdo S. O ponto foi utilizado como separador de casa decimal para manter o formato

original oriundo do programa GOLD (linguagem americana).

Tabela 5 - Valores de score (ChemPLP) para as principais solu¢des de docking dos compostos em seus
esterioisdbmeros para a Adenina Fosforibosiltransferase.

Moléculas R S
3A 72.76  66.86
3B 100.98 91.34
3C 96.67 89.01
3D 95.11 94.15
3E 69.17  70.02
3F 97.69 9283
3G 98.48 88.62
3H 93.46  91.00
3l 75.60 7758
3] 102.24  93.00
3K 9456 98.71
3L 101.61 97.68
3M 7350 70.67
3N 92.38 88.28
30 94.94 102.69
3P 93.54 88.96

Miltefosina 75.97

Fonte: Elaborado pela autora (2020)

O maior score foi do ligante 30, na configuracdo S, atingindo um valor de 102.69,
seguido do ligante 3J, na configuracdo R, que chegou a um valor de 102.24, ambos
demonstrando uma alta afinidade pelo sitio de ligacdo da enzima. O valor de score mais baixo,
logo uma menor afinidade com o alvo, foi do ligante 3A (66.86), na configuracdo S, e 0 menor
valor de score para a configuracdo R foi do ligante 3E (69.17). Para melhor compreender as
razBes que levaram a essas diferentes pontuacdes (33.07 e 35.83 para 0s esterecisomeros R e S,
respectivamente) foi realizado o mapeamento das interacdes intermoleculares entre o melhor e

0 pior resultado em ambos os estereoisdmeros (Tabela 6).
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Tabela 6 - Mapeamento das principais interacdes intermoleculares entre os ligantes e o alvo (Adenina
Fosforibosiltransferase).

) R S

Residuos Melhor (3J) Pior (3E) Melhor (30) Pior (3A)
PHE42 CH PIT CH CH
VAL39 CH CH CH CH
VAL148 CH CH CH CH
ARGS2 CH CH Cat-pi
ARG41 3.2

PRO40 CH CH CH CH
PHE180 PI PI
ALA150 CH CH CH
ARG37 CH Cat-pi 3.3
LEU181 CH CH
ILE178 CH CH CH
ASP206 CH

Score 102.24 69.17 102.69 66.86

Fonte: Elaborado pela autora (2020).
Legenda: CH significa contato hidrofébico, a numeracéo diz respeito a distancia (A) entre os &tomos envolvidos
na ligacéo de hidrogénio. Cat-pi s significa interagdo cation-r, PI significa interagdo Pi-stacking e PIT significa

interacdo T-stacking.

Ao analisar as interacdes presentes entre os ligantes e 0s residuos de aminoacido do sitio
de ligacdo da enzima, é possivel perceber que os residuos de PHE42, VAL39, VAL148 e PRO
40 interagiram hidrofobicamente com todos os ligantes, se mostrando importantes para a
formagdo de um complexo ligante-alvo estavel. Os residuos de ARG37 e ARG82 aparecem
interagindo com os ligantes S-30 e S-3A, respectivamente, através da interacdo céation-pi
(interacdo ndo covalente entre a face de um anel aromatico e um cation adjacente). Além disso,
os residuos de ARG41 e ARG37 estabelecem ligacdo de hidrogénio com os ligantes R-3J e S-
3A.

Na configuracdo R, o ligante 3J interagiu com o sitio de ligacdo da enzima através do
contato hidrofobico com 5 diferentes residuos de aminoacido, uma ligacdo de hidrogénio (Com
uma distancia de 3.2A entre o 4tomo doador e 0 4tomo aceitador), com o residuo de ARG41
além da interacdo Pi-stacking (interacdes ndo covalentes entre anéis aromaticos, geralmente um
paralelo ao outro) com o residuo de PHE180. J& o ligante 3E interagiu com o sitio de ligacao
da enzima através de contato hidrofébico com 7 residuos de aminoécido, e uma interagdo T-
stacking, com o residuo de PHE42. Apesar do ligante 3E interagir com o alvo de maneira
significativa, as interaces estabelecidas entre o ligante 3J e o sitio de ligacdo da enzima
favoreceram a formacdo do complexo ligante-alvo com uma maior afinidade in silico.

A diferenga estrutural entre esses dois ligantes consiste na presenca do grupo nitro

substituido na posi¢@o R1 para o ligante 3J, enquanto nesta mesma posicao esta o grupo T-butil
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para o ligante 3E. Além disso, o ligante 3J apresenta o grupo de maior volume substituido na
posicdo R2 (1-(4-clorofenil) etanona), enquanto o ligante 3E possui um atomo de hidrogénio
nesta mesma posicdo. A presenca de substituintes mais volumosos e eletronegativos parece
garantir ao ligante 3J caracteristicas que permitem uma maior interacdo com o sitio de ligagéo
da enzima e assim atingir uma maior estabilidade, refletida no valor do score. As diferencas
estruturais e 0 modo de ligacdo desses compostos com o alvo podem ser visualizadas na figura

18 abaixo:

Figura 18 — Detalhamento das interacdes intermoleculares entre os ligantes 3J (Lado A) e 3E (Lado B) e o alvo

(Adenina Fosforibosiltransferase).

PHE-180
VAL-148
i
e

ALA-150
ILE-178 i !

VAL-148

Fonte: Elaborado pela autora (2020)
Legenda: Os contatos hidrofébicos sdo mostrados em verde, a interacdo Pl-stacking em rosa, a interacdo T-

stacking em amarelo e ligag&o de hidrogénio em cyan.

Na configuracdo S, o ligante 30 interage com o sitio de ligacdo da enzima através de
diferentes contatos hidrofébicos (com 8 diferentes residuos de aminoacido), interacdo Pi-
stacking com o residuo de PHE180 e interacdo cation-pi com o residuo de ARG37. J4 o ligante
3A interage com a enzima através de contatos hidrofobicos (com 7 diferentes residuos de
aminoéacido), interacdo cation-pi com o residuo de ARG82 e uma ligacdo de hidrogénio com o
residuo de ARG37 a uma distancia de 3.3A entre o 4&tomo doador e 0 4&tomo aceitador. Apesar
de formar interagdes importantes com o alvo, o ligante 3A forma um complexo de menor
estabilidade quando comparado com o ligante 30.

A diferenca estrutural entre esses dois ligantes consiste na presenca do atomo de cloro
como substituinte na posi¢do R1 para o ligante 3A, enquanto o ligante 30 possui 0 grupamento
metoxi nessa mesma posicdo. Além disso, o ligante 30 conta com a presenca de um grupo
volumoso na posi¢do R2 (1-(4-nitrofenil) etanona). enquanto o ligante 3A possui um atomo de
hidrogénio ligado a mesma. Assim como explicado anteriormente, essas diferencas estruturais

em relacdo ao volume parecem assegurar ao ligante S-30 caracteristicas que o permitem
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interagir de forma mais estavel com o alvo bioldgico. As diferencas estruturais e 0 modo de

ligacdo desses compostos com o alvo podem ser visualizadas na figura 19.

Figura 19 — Detalhamento das interacBes intermoleculares entre os ligantes 30 (Lado A) e 3A (Lado B) e o alvo

B

(Adenina Fosforibosiltransferase).

ILE-178

ALAZSD ARG-82

VAL-148

LEU-181

PRO-40

Fonte: Elaborado pela autora (2020).
Legenda: Os contatos hidrofébicos sdéo mostrados em verde, a interagéo Pl-stacking em rosa, a interagdo cation-n

em laranja e ligacdo de hidrogénio em cyan.

4.1.3.1.2 Esterol 14-Desmetilase (CYP51)

A estrutura tridimensional desse alvo estava disponivel experimentalmente para a
espécie de L. infantum, logo, ndo houve necessidade realizar uma modelagem por homologia.
Ao se observar os valores de score obtidos entre 0s compostos e a enzima CYP51 (tabela 7),
nota-se que ndo houve diferencas muito grandes entre os valores de score entre 0s
estereoisoméro R e S porém, todos os ligantes na configuracdo S obtiveram valores de score

superior ao estereoisomero R.

Tabela 7 — Valores de score (ChemPLP) para as principais solu¢fes de docking dos compostos em seus

esterioisdbmeros para a enzima Esterol 14-Desmetilase (CYP51).

Moléculas R S
3A 67.48 69.15
3B 90.14 93.98
3C 89.03 95.4
3D 87.38 88,39

3E 67.28 68.91



Miltefosina

3F
3G
3H
3l
3]
3K
3L
3M
3N
30
3P

92.79
88.37
89.29
67.85
88.25
90.91
84.54
63.92
86.39
89.54
87.68

81.24

94.08
96.17
93.44
69.58
93.59
96.76
92.52
70.42
89.17
91.14
90.12

Fonte: Elaborado pela autora (2020)
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O ligante 3K, na configuracdo S, atingiu o maior valor de score da série (96.76), porém

esse resultado ndo foi muito diferente do melhor resultado do esterioisdbmero R, onde o ligante

3F atingiu um score de 92.79. J& o pior resultado de score foi do 3M (63.92), na configuracédo

R, semelhante também ao pior resultado do estereoisémero S, em que ligante 3E atingiu um

score de 68.91. Para melhor compreender as razdes que levaram a essas diferentes pontuacdes

(28.87 e 27.85 para os estereoisomeros R e S, respectivamente) 0 mapeamento das interacoes

intermoleculares entre o melhor e o pior resultado em ambos os estereoisdmeros foi entdo

realizado (Tabela 8).

Tabela 8 — Mapeamento das principais interacBes intermoleculares entre os ligantes e o alvo (Esterol 14-

Desmetilase).

Residuos R

Melhor (3F) Pior (3M) Melhor (3K) Pior (3E)
MET105 CH CH
PHE109 CH CH
TYR102 CH CH Pl CH
TYR115 CH CH CH
LEU126 CH
ILE423 CH 3.0 3.1 2.7
CYS422 CH CH
MET459 CH CH CH CH
PHE104 CH PIT CH
VAL356 2.9
VAL461 CH
MET357 3.1 3.3
ALA290 CH CH
LEU355 CH CH
ALA287 CH
LEU133 CH
GLY424 CH
PRO209 CH CH
MET359 CH
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ALA286 CH
LEU129 CH
PHE289 CH
LEU358 CH
Score 92,79 63.92 96,76 68.91

Fonte: Elaborado pela autora (2020)
Legenda: CH significa contato hidrofobico, a numeraco diz respeito a distancia (A) entre os atomos envolvidos

na ligacéo de hidrogénio. PI significa interagdo Pi-stacking e PIT significa intera¢do T-stacking.

Os residuos de TYR102, MET459, TYR115 e PHE104 interagiram hidrofobicamente
com quase todos os ligantes. Os residuos de ILE423, VAL356 e MET357 foram capazes de
interagir com os ligantes através da ligacéo de hidrogénio e os residuos de TYR102 e PHE104
formaram interacGes do tipo Pi-stacking e T-stacking, respectivamente.

Na configuracdo R, ambos os ligantes interagiram com o sitio de ligacdo através de
ligacdo de hidrogénio e contato hidrofébico, porém, o ligante 3F estabeleceu contatos
hidrofobicos com 10 diferentes residuos de aminoacido enquanto o ligante 3M com 8 residuos.
Além disso, O ligante 3F formou duas ligaces de hidrogénio a uma distancia de 2.9A e 3.1A
(entre 0 &tomo aceitador e o doador), com os residuos de VAL356 e MET357, respectivamente.
Enquanto o ligante 3M estabeleceu ligacdes de hidrogénio a uma distancia de 3.0 A e 3.3 A,
com os residuos de ILE423 e MET357, respectivamente. A menor distancia entre os &tomos
participantes da ligacdo de hidrogénio e um maior nimero de contatos hidrofobicos garantiram
ao complexo formado entre o ligante 3F e o0 alvo uma maior estabilidade in silico.

A diferenca estrutural entre esses dois ligantes esta na presenca do grupo T-butil no
ligante 3F na posicdo do substituinte R1, enquanto nesta mesma posicao o ligante 3M apresenta
0 grupo metoxi. J& no substituinte R2 o ligante 3F apresenta um grupo volumoso (1-(4-
clorofenil) etanona), enquanto nesta mesma posi¢cdo o ligante 3M apresenta um &tomo de
hidrogénio. Essas diferencas estruturais em relacdo ao volume e presenca de grupamentos mais
hidrofobicos parecem ser as caracteristicas que garantem ao ligante 3F possuir maior afinidade
com o sitio de ligacdo do alvo biolégico.

As diferencas estruturais e 0 modo de ligacao desses compostos com o alvo podem ser

visualizadas na figura 20 abaixo:



90

Figura 20 — Detalhamento das interagdes intermoleculares entre os ligantes 3F (Lado A) e 3M (Lado B) e o alvo
(CYP51).

PHE-109
MET-105
PHE-104

MET-459

3
n LEU-355
MET-357
LEU-358

Legenda: Os contatos hidrofébicos sdo mostrados em verde e ligacéo de hidrogénio em cyan.

PHE-289

ALA-290

TYR-115

LEU 126

ILE-423 ILE-423

CYS-422

Fonte: Elaborado pela autora (2020)

Ja com relacdo ao estereoisdbmero S, o ligante 3K interage com o sitio de ligacdo da
enzima de diferentes formas, como através da interacao hidrofébica com 12 diferentes residuos,
sendo 2 deles através da interagdo Pi-stacking (TYR102) e T-stacking (PHE104), além de
também estabelecer uma ligacdo de hidrogénio com o residuo de ILE423 (3.1A - entre 0 4tomo
aceitador e o doador). Ja o ligante 3E interage com 7 diferentes residuos de aminoacido através
de contato hidrofébico e realiza uma ligacdo de hidrogénio com o residuo de ILE423 a uma
distancia de 2.7A. A maior variagdo de interacbes e um maior nimero de contato hidrofébico
estabelecido entre o ligante 3K e o alvo garantem uma maior estabilidade in silico com o alvo.

A diferenca estrutural entre esses dois ligantes esta na presenca do grupo nitro como
substituinte no R1 para o ligante 3K, enquanto o ligante 3E possui 0 grupo T-butil nesta mesma
posi¢do. Ja no substituinte R2 o ligante 3K apresenta um grupo volumoso (1-(4-nitrofenil)
etanona), enquanto nesta mesma posicao o ligante 3E apresenta um atomo de hidrogénio.
Novamente, essas alteracdes de volume e eletronegatividade parecem influenciar diretamente
em uma maior afinidade com a enzima.

As diferencas estruturais e 0 modo de ligacdo desses compostos com o alvo podem ser

visualizadas na figura 21 abaixo:
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Figura 21 — Detalhamento das interacfes intermoleculares entre os ligantes 3K (Lado A) e 3E (Lado B) e o0 alvo

(CYP51).

"
PHE-104_M‘

MET-459

: PRO-209

PHE-104

CYS-422

ILE-423

MET-359 ¢
7TYR115

Fonte: Elaborado pela autora (2020)
Legenda: Os contatos hidrofébicos sdo mostrados em verde, interacdo T-stacking em amarelo e ligacdo de

hidrogénio em cyan

4.1.3.1.3 Desoxiuridina 5 -trifosfato nucleotidohidrolase

O calculo de docking para essa enzima foi realizado utilizando-se um modelo de
homologia que se baseou na estrutura tridimensional da Desoxiuridina 5’-trifosfato
nucleotidohidrolase de L. major para se obter o modelo tridimensional da mesma enzima para
a espécie de L. infantum atingindo uma identidade de 96,64%. Ao se observar os valores de
score das melhores solucBes de docking encontradas para a Desoxiuridina 5’-trifosfato
nucleotidohidrolase (tabela 9), nota-se que os estereoisdmeros S apresentou uma maior
afinidade com o sitio de ligacéo do alvo bioldgico.

Tabela 9 — Valores de score (ChemPLP) para as principais solu¢des de docking dos compostos em seus
esterioisdbmeros para a enzima Desoxiuridina 5’-trifosfato nucleotidohidrolase.

Moléculas R S
3A 55.41 56.29
3B 73.95 78.73
3C 76.68 71.01
3D 72.02 86.55
3E 56.49 59.48
3F 75.47 76.24
3G 7751 88.89
3H 81.04 80.87
3l 71.35 81.21
3J 76.58 74.24




Fonte: Elaborado pela autora (2020)

3K 79.89 78.36
3L 80.81 85.16
3M 53.13 56.62
3N 76.05 79.26
30 75.14 82091
3P 75.23 89.36
Miltefosina 107.11
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Para esse alvo, o farmaco de referéncia analisado atingiu o score de 107.11,

demonstrando uma alta afinidade in silico entre este ligante e a enzima. Na configuracdo R, o

maior score foi de 81.04 do ligante 3H, ja 0 menor valor de score foi de 53.13 do ligante 3M.

Ja na configuracdo S, o ligante que atingiu o maior score foi o 3P (89.36) e 0 que atingiu o

score mais baixo foi 0 3A (56.29). A diferenca entre os valores de score variou de 27.91 e 33.07

para os estereoisomeros R e S, respectivamente. As razdes intermoleculares que explicam essas

diferencas podem ser vistas na tabela 10.

Tabela 10 — Mapeamento das principais interacdes intermoleculares entre os ligantes e o alvo (Desoxiuridina 5°-

trifosfato nucleotidohidrolase).

Residuos
Melhor (3H) Pior (3M) Melhor (3P) Pior (3A)

PHE83 CH CH CH CH
ARG186 Cat-pi Cat-pi Cat-pi CH
TYR191 CH PIT CH CH
ASN183 CH CH CH
ILE28 CH CH CH CH
LYS192 CH

LYS198 CH CH CH
GLU51 CH CH

LYS179 CH CH

HIS82 CH CH CH
ASP79 CH CH CH
GLU76 CH CH
ASN206 3.1

CA1l CH CH CH

CA2 CH CH CH

Score 81.04 53.13 89.36 56.29

Fonte: Elaborado pela autora (2020).

Legenda: CH significa contato hidrofébico, a numeragéo diz respeito a distancia (A) entre os atomos envolvidos

na ligacdo de hidrogénio. Cat-pi significa interacdo cation-r e PIT significa interacdo T-stacking.

Os residuos de PHE83, TYR191, ASN183, ILE28 e os ions célcio (presentes no sitio de

ligacdo da enzima), interagem com quase todos os ligantes, demonstrando grande importancia

para a formacdo de um complexo ligante-alvo estavel. Os residuos de LYS179 e ARG186

interagem com os ligantes através de ligacdo de hidrogénio e interacdo do tipo Cation-m,
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respectivamente. O residuo de TYR191 foi o Unico capaz de estabelecer a interacdo do tipo T-
stacking.

Na configuracdo R, o complexo ligante-alvo de maior estabilidade, ou seja, maior score
(81.04) foi entre o ligante 3H e o alvo, onde houve a interagdo com 9 residuos de aminoacido
do sitio de ligacdo da enzima, além de estabelecer uma interacdo Cétion-n com o residuo de
ARG186 e interagir também com os ions de célcio. Ja o ligante 3M interagiu com o sitio de
ligacdo da enzima através de contato hidrofébico (com 6 diferentes residuos de aminoéacido),
interagdo cétion-r com o residuo de ARG186 ¢ uma interagdo T-stacking com o residuo de
TYR191. Neste caso, os contatos hidrofobicos formados entre o ligante 3H e o alvo tornaram
o complexo final formado mais estavel.

A diferenca estrutural entre esses ligantes baseia-se no fato de que o ligante 3H possui
0 grupo T-butil ligado ao substituinte R1, enquanto nesta mesma posicéo o ligante 3M apresenta
0 grupo metoxi. O substituinte R2 do ligante 3M é composto por um atomo de hidrogénio, ja o
ligante 3H apresenta o grupo (1-(4-fluorofenil) etanona) nesta posicdo. A presenca de
grupamentos mais volumosos, eletronegativos e lipofilicos garantem ao ligante 3H uma maior
afinidade in silico com o alvo.

As diferencas estruturais e 0 modo de ligacdo desses compostos com o alvo podem ser

visualizadas na figura 22 abaixo:

Figura 22 — Detalhamento das interag8es intermoleculares entre os ligantes 3H (Lado A) e 3M (Lado B) e 0 alvo

B

(Desoxiuridina 5°-trifosfato nucleotidohidrolase).

PHE-83

LYS-179

CA-02

. ARG-196

LYS-198
TYR-191

Fonte: Elaborado pela autora (2020)
Legenda: Os contatos hidrofobicos sdo mostrados em verde, interagdo T-stacking em amarelo, interagdo cétion-n

em laranja e ligacdo de hidrogénio em cyan

Ja na configuracdo S, o ligante 3P interagiu hidrofobicamente com o alvo através de 11

contatos hidrofobicos e uma interagéo cation-r com o residuo de ARG186. Ja o ligante 3A
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interagiu por contato hidrofobico com 9 diferentes residuos de aminoacido e estabeleceu uma
ligacdo de hidrogénio com o residuo de ASN206, a uma distancia de 3.1A (entre o atomo
aceitador e o doador). Ambos os ligantes interagiram hidrofobicamente com os ions calcio
presentes no sitio de ligacdo da enzima. Apesar do ligante 3A interagir com o alvo de maneira
significativa com o alvo, o maior nimero de contatos hidrofobicos formados entre o ligante 3P
e o sitio de ligacdo da enzima, garantiram uma maior estabilidade in silico do complexo final
formado.

A diferenca estrutural entre esses ligantes baseia-se no fato de que o ligante 3A possui
o atomo de cloro ligado ao substituinte R1, enquanto esta posi¢do é ocupada pelo grupo metoxi
no ligante 3P. O substituinte R2 do ligante 3A é composto por um atomo de hidrogénio e o
ligante 3P possui o grupo (1-(4-fluorofenil) etanona). A estrutura semelhante entre os ligantes
3H e 3P explicam a similaridade das interagcdes formadas por estes e o sitio de liga¢do do alvo
e sua maior afinidade in silico pelo alvo.

As diferencas estruturais e 0 modo de ligacdo desses compostos com o alvo podem ser

visualizadas na figura 23 abaixo:
Figura 23 — Detalhamento das interac6es intermoleculares entre os ligantes 3P (Lado A) e 3A (Lado B) e o alvo

(Desoxiuridina 5’-trifosfato nucleotidohidrolase).

= A

ILE-28,

ARG-186

TYR-191
LYS-198

Fonte: Elaborado pela autora (2020)
Legenda: Os contatos hidrofébicos sdo mostrados em verde, interagdo T-stacking em amarelo, interagdo cation-n

em laranja e ligacdo de hidrogénio em cyan.
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4.1.3.1.4 Dihidroorotato desidrogenase

O calculo de docking para essa enzima foi realizado utilizando-se um modelo de
homologia que se baseou na estrutura tridimensional da Dihidroorotato desidrogenase de L.
major para se obter o modelo tridimensional da mesma enzima para a espécie de L. infantum
atingindo uma identidade de 96,15%. A partir da observacdo dos valores de score apresentados
entre 0s compostos e a enzima dihidroorotato desidrogenase (tabela 11), nota-se que os ligantes
no estereoisOmero S apresentaram um maior valor de score quando comparados com o

estereoisOmero R.

Tabela 11 - Valores de score (ChemPLP) para as principais solugdes de docking dos compostos em seus
esterioisdbmeros para a enzima Dihidroorotato desidrogenase.

Moléculas R S
3A 52.71 46.65
3B 61.54 68.35
3C 4555 63.84
3D 59.99 61.34
3E 39.68 45.22
3F 57.21 57.55
3G 49.44 38.98
3H 62.46 62.00

3l 48.66 38.76
3] 56.33 54.04
3K 52.44 5578

3L 56.12 63.33
3M 47.46 48.53
3N 58.15 60.28
30 53.96 47.09
3P 61.41 62.34
Miltefosina 62.84

Fonte: Elaborado pela autora (2020)

O melhor resultado alcancado foi do ligante 3B (68.35) na configuracéo S e o pior score
atingido foi do ligante 31 (38.76), na mesma configuracdo espacial. Na configuracdo R, para a
estereoisdmeria, 0 melhor score foi do ligante 3H (62.46), e o ligante que teve a menor afinidade
pelo sitio de ligacdo da enzima foi o 3E (39.68). Para melhor compreender as razdes
intermoleculares que levaram a essas diferentes pontuacbes (22.78 e 29.59 para o0s
estereoisdmeros R e S, respectivamente) foi realizado o mapeamento das interacGes desses

compostos com o alvo, exibido na tabela 12.
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Tabela 12 — Mapeamento das principais interaces intermoleculares entre os ligantes e o alvo (Dihidroorotato

desidrogenase).

Residuos R S
Melhor (3H) Pior (3E) Melhor (3B) Pior (31)

VAL22 CH CH CH CH
GLY21 CH CH CH CH
ASN68 CH 2.6
MET70 CH CH CH
LYS44 CH
GLY222 CH CH
GLY250 CH CH

ALA19 CH CH CH CH
GLY272 CH CH CH CH
CYS249 CH

HIS276 CH CH PIT/Cat-pi CH
TYR59 PIT CH CH CH
ARG58 CH CH

SER196 CH CH
THR273 CH
ASN195 CH

LEU72 CH
SER45 CH
SER25 CH

Score 62.46 39.68 68.35 38.76

Fonte: Elaborado pela autora (2020)
Legenda: CH significa contato hidrofébico, a numeracéo diz respeito a distancia (A) entre os &tomos envolvidos

na ligacéo de hidrogénio. Cat-pi significa interagdo cation-n e PIT significa interacdo T-stacking.

Os residuos de VAL22, GLY21, MET70, ALA19, GLY272, HIS276 e TYR59
interagiram hidrofobicamente com quase todos os ligantes. O residuo de ASN68 foi o Unico
capaz de estabelecer uma ligacéo de hidrogénio com o ligante S-3lI.

Na configuragdo R, o ligante 3H interagiu hidrofobicamente com 12 diferentes residuos
de aminodcido, estabelecendo também uma interacdo do tipo T-stacking com o residuo de
TYR59. Ja o ligante 3E interagiu hidrofobicamente com apenas 7 residuos de aminoécido. O
maior numero de interacGes hidrofdbicas atingida pelo ligante 3H garantem uma maior
estabilidade com o alvo. O ligante 3H difere estruturalmente do ligante 3E apenas na presenca
do grupo 1-(4-fluorofenil) etanona ligado ao substituinte R2, enquanto que o ligante 3E
apresenta um atomo de hidrogénio nesta mesma posicdo. A presenca de um grupo de maior
volume e eletronegatividade favoreceu uma maior interacdo entre o ligante 3H e o sitio de
ligagédo da enzima, formando um complexo ligante-alvo mais estavel.

As diferencas estruturais e 0 modo de ligacdo desses compostos com o alvo podem ser

visualizadas na figura 24 abaixo:
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Figura 24 — Detalhamento das interacfes intermoleculares entre os ligantes 3H (Lado A) e 3E (Lado B) e o0 alvo

(Dihidroorotato desidrogenase).

Fonte: Elaborado pela autora (2020).

Legenda: Os contatos hidrofébicos sdo mostrados em verde e interagdo T-stacking em amarelo.

Ja na configuracdo S, o ligante 3B interagiu hidrofobicamente com 12 diferentes
residuos de aminoacidos, além de estabelecer interacdes do tipo Cétion-n e T-stacking com o
residuo de HIS276. O ligante 3l interagiu com 11 diferentes residuos de aminoacido por contato
hidrofobico e formou uma ligacao de hidrogénio com o residuo de ASN68, a uma distancia de
2.6A (entre o 4tomo aceitador e o doador). Apesar do ligante 31 interagir com o sitio de ligacio
da enzima de maneira significante, os tipos de interaces formadas entre ligante 3B e o sitio de
ligacdo da enzima levaram a formacdo de um complexo final ligante-alvo mais estavel.

As diferencas estruturais entre esses dois ligantes baseiam-se na presenca do atomo de
cloro ligado ao substituinte R1 no ligante 3B e 0 grupo nitro nessa mesma posi¢do no ligante
3l. Ja no substituinte R2, o ligante 3B conta com a presenca do grupamento 1-(4-clorofenil)
etanona e o ligante 31 tem o atomo de hidrogénio nesta mesma posicdo. Novamente, um maior
volume e eletronegatividade favorece a interacdo de maneira mais estavel entre o ligante e o
alvo.

As diferencas estruturais e 0 modo de ligacdo desses compostos com o alvo podem ser

visualizadas na figura 25 abaixo:
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Figura 25 — Detalhamento das interagdes intermoleculares entre os ligantes 3B (Lado A) e 3l (Lado B) e o0 alvo
(Dihidroorotato desidrogenase).
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Fonte: Elaborado pela autora (2020).

Legenda: Os contatos hidrofébicos sdo mostrados em verde, interacdo T-stacking em amarelo, interacdo cation-n

em laranja e ligagdo de hidrogénio em cyan.

4.1.3.1.5 Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase

O calculo de docking para essa enzima foi realizado utilizando-se um modelo de
homologia que se baseou na estrutura tridimensional da gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
de L. mexicana para se obter 0 modelo tridimensional da mesma enzima para a espécie de L.
infantum atingindo uma identidade de 62,12%. Ao se observar os valores de score obtidos entre
0s compostos e a enzima gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (tabela 13) nota-se que o
estereoisdmero S apresentou uma maior afinidade com o sitio de ligacdo da enzima, atingindo

0s maiores valores de score, na grande maioria dos ligantes.

Tabela 13 - Valores de score (ChemPLP) para as principais solugdes de docking dos compostos em seus
esterioisdbmeros para a enzima Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase.

Moléculas R S
3A 53.77 59.59
3B 63.11 69.39
3C 65.25 75.24
3D 66.85 66.34
3E 55.32 56.34

3F 69.00 71.35
3G 67.65 69.56
3H 69.04 71.43
3l 52.39 50.24
3] 64.98 70.99

3K 65.95 62.99
3L 62.12 70.56
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3M 53.30 51.11

3N 62.53 68.58
30 66.03 67.48
3P 66.39 69.11

Miltefosina 63.34

Fonte: Elaborado pela autora (2020).

O maior valor de score atingido foi do ligante 3C na configuracdo S (75.24) e o menor
valor de score também foi na configuracdo S do ligante 31 (50.24). Com relagdo aos
estereoisdmeros R, o maior valor de score foi do ligante 3H (69.04) e o menor valor de score
foi do ligante 31 (52.39). Neste caso, 0 ligante que possuiu uma menor afinidade com o sitio de
ligacdo da enzima, em ambas as configuracdes, foi 0 composto 3l. A diferenca entre os valores
de score variou de 16.65 e 25 para os estereoisOmeros R e S, respectivamente. As razdes
intermoleculares que explicam essas diferencas no valor de score podem ser visualizadas na
tabela 14.

Tabela 14 — Mapeamento das principais intera¢fes intermoleculares entre os ligantes e o alvo (Gliceraldeido-3-

fosfato desidrogenase).

Residuos R S
Melhor (3H) Pior (31) Melhor (3C) Pior (31)

ARG11 3.2 3.1 CH CH
ALA180 CH CH
THR179 CH 3.1
THR181 CH

GLY10 CH CH

THR96 CH

GLY8 CH

CYS149 CH

SER148 CH CH 2.8
THR150

ILE12 CH CH 3.1 CH
GLY195 CH

ASP192 CH

GLY97 CH

PRO121 CH

GLY120 CH

LEU34 CH

ASP33 CH

TYR317 PIT

THR208 3.1 2.7
SER206 31

ARG231 31

THR119 3.1

Score 69.04 52.39 75.24 50.24

Fonte: Elaborado pela autora (2020)
Legenda: CH significa contato hidrofébico, a numeracéo diz respeito a distancia (A) entre os atomos envolvidos

na ligacéo de hidrogénio. PIT significa interacéo T-stacking.
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A partir da anélise dos dados da tabela 14 nota-se um grande numero de ligagdes de
hidrogénio entre os residuos ARG11, THR179, SER148, ILE12, THR208, THR119, SER206
e ARG231 e os ligantes. O residuo de TYR317 € o Unico capaz de interagir através de T-
stacking.

Na configuragdo R, o ligante 3H interagiu hidrofobicamente com 12 diferentes residuos
de aminoacido, além de estabelecer uma interacdo do tipo T-stacking com o residuo de TYR317
e de formar uma ligacéo de hidrogénio com o residuo de ARG11, a uma distancia de 3.2A. Esta
diversidade de interacdes garante ao ligante R-3H uma maior estabilidade com o sitio de ligacéo
da enzima. O ligante 3l interagiu com o alvo através de ligacdo de hidrogénio com os residuos
de ARG11, THR119 e THR208, todos a uma distancia de 3.1A (entre o 4&tomo aceitador e 0
doador) e hidrofobicamente com os residuos de SER148 e ILE12. Apesar de formar 3 diferentes
ligacdes de hidrogénio com o sitio de ligacdo da enzima, o complexo ligante-alvo final formado
possuiu uma baixa estabilidade in silico.

A diferenca estrutural entre esses dois compostos se baseia na presenca do grupo nitro
ligado no substituinte R1 no ligante 31, enquanto que o ligante 3H possui o grupamento T-butil
nesta mesma posicao. Ja no susbtituinte R1 o ligante 3H possui o grupo 1-(4-fluorfenil) etanona
e o ligante 31 possui 0 &tomo de hidrogénio nesta mesma posi¢do. A presenca de um grupamento
mais hidrofébico na posicdo R1 e do grupo mais volumoso e eletronegativo na posi¢cdo R2 sédo
caracteristicas que favorecem a interacdo e maior afinidade entre o ligante 3H e o alvo. As
diferencas estruturais e 0 modo de ligacao desses compostos com o alvo podem ser visualizadas
na figura 26 abaixo:

Figura 26 — Detalhamento das interagBes intermoleculares entre os ligantes 3H (Lado A) e 3l (Lado B) e o alvo

THR-119 /
|PRO-121
a2
SER-148 SER-148

CYs-149

(Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase).

LEU-34

Fonte: Elaborado pela autora (2020)
Legenda: Os contatos hidrofébicos sdo mostrados em verde, interagéo T-stacking em amarelo e ligagdo de

hidrogénio em cyan.
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Na configuracéo S, o ligante 3C interagiu hidrofobicamente com 6 diferentes residuos
de aminoacido formando também 4 ligacGes de hidrogénio com os residuos de THR179, ILE12,
SER206 e ARG231, todos a uma distancia de 3.1A (entre o 4tomo aceitador e o doador),
formando um complexo final de ligante-alvo bastante estavel. J& o ligante 3l interagiu
hidrofobicamente com 3 residuos de aminoacido e formou duas liga¢6es de hidrogénio com os
residuos de SER148 e THE208 a uma distancia de 2.8A e 2.7A, respectivamente (entre o &tomo
aceitador e o doador). Essas diferencas de interacGes explicam a diferenca de 25 pontos no
score entre o melhor e o pior ligante.

Como falado anteriormente, o ligante 31 possui 0 grupo nitro ligado no susbtituinte R1
e 0 atomo de hidrogénio ligado ao substituinte R2, enquanto que o ligante 3C possui 0 &tomo
de cloro ligado ao substituinte R1 e o grupo 1-(4-nitrofenil) etanona ligado ao substituinte R2.
A presenga de um grupamento com maior volume e eletronegatividade na posi¢éo R2 favorece
0 maior numero de contato entre o ligante e o alvo.

As diferencas estruturais e 0 modo de ligacdo desses compostos com o alvo podem ser

visualizadas na figura 27 abaixo:

Figura 27 — Detalhamento das interagdes intermoleculares entre os ligantes 3C (Lado A) e 3l (Lado B) e 0 alvo
(Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase).

£
c ARG-231
SER-206 t - >
< .
31 - * 31

GLY-195

As?

Fonte: Elaborado pela autora (2020)

Legenda: Os contatos hidrofébicos sdo mostrados em verde e ligacéo de hidrogénio em cyan.

4.1.3.1.6 Glicerol-3-fosfato desidrogenase

O calculo de docking para essa enzima foi realizado utilizando-se um modelo de

homologia que se baseou na estrutura tridimensional da Glicerol-3-fosfato desidrogenase de L.
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mexicana para se obter o modelo tridimensional da mesma enzima para a espécie de L. infantum
atingindo uma identidade de 89,59%. Ao observar os valores de score obtidos entre 0s
compostos e a enzima glicerol-3-fosfato desidrogenase (tabela 15), nota-se que o
estereoisémero S apresentou uma maior afinidade com o sitio de ligacdo da enzima para a maior

parte dos ligantes.

Tabela 15 — Valores de score (ChemPLP) para as principais solu¢bes de docking dos compostos em seus

esterioisdmeros para a enzima Glicerol-3-fosfato desidrogenase.

Moléculas R S
3A 74.80 73.05
3B 86.79 97.23
3C 93.39 97.53
3D 90.04 97.56

3E 74.87 74.30
3F 90.95 101.49
3G 89.98 103.73
3H 93.64 91.79
3l 70.12 73.46
3] 90.00 98.26
3K 91.10 97.05
3L 91.51 98.81

3M 71.66 70.72
3N 88.96 97.18
30 86.56 99.24
3P 90.22 96.78
Miltefosina 87.42

Fonte: Elaborado pela autora (2020).

Na configuracdo S, o ligante que atingiu o maior valor de score foi 0 3G (103.73), sendo
inclusive o valor mais alto de score obtido entre todos os resultados. Em contrapartida 0 menor
valor de score, na configuracdo S, foi do ligante 3M (70.72), uma diferenca de 33.01 pontos. Ja
na configuracdo R, o maior valor de score foi do ligante 3H (93.64) e o menor valor foi do
ligante 31 (70.12), apresentando uma diferenca de 23.52 pontos. As razdes intermoleculares que

explicam essas diferencas podem ser visualizadas na tabela 16.

Tabela 16 — Mapeamento das principais interacBes intermoleculares entre os ligantes e o alvo (Glicerol-3-fosfato

desidrogenase).

Residuos R S
Melhor (3H) Pior (31) Melhor (3G) Pior (3M)
PHE98 PIT CH Pl CH
ILE47 CH CH CH CH
GLY101 CH CH
PHE102 CH CH
TRP45 CH CH CH CH
GLN97 CH

HIS46 CH CH
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SER24 2.7 24E30 CH
PRO95 CH CH CH CH
GLY25 CH CH CH
TYR64 PIT CH CH
LYS48 Cat-pi
ILE94 CH CH
LYS105 2.9
SER106 25
Score 93.64 70.12 103.73 70.72

Fonte: Elaborado pela autora (2020)
Legenda: CH significa contato hidrofébico, a numeracéo diz respeito a distancia (A) entre os atomos envolvidos
na ligagdo de hidrogénio. Cat-pi significa interaco cation-r, PI significa interagdo PI-stacking e PIT significa

interacdo T-stacking.

Os residuos de PHE98, ILE47, TRP45, SER24, PRO95, GLY25 e TYRG64 interagiram
com quase todos os ligantes, demonstrando grande importancia para a formagdo de um
complexo ligante-alvo estavel. Os residuos de SER106, LYS105 e SER24 interagiram com 0s
ligantes através de ligacdo de hidrogénio. As interaggcoes T-stacking e Pl-stacking foram
realizadas através dos residuos de PHE98 e TYR64. O Unico residuo que interagiu através de
Cétion-rn foi a LYS48.

Na configuracdo R, o ligante 3H interagiu com o sitio de ligacdo da enzima através de
contato hidrofobico com 8 diferentes residuos de aminoacidos, estabeleceu com os residuos de
PHE98 e TYRG64 a interacao do tipo T-stacking, com o residuo de LY S48 interagiu através da
ligacdo Cation-m e formou uma ligacdo de hidrogénio com o residuo de SER24 a uma distancia
de 2.7A (entre 0 4tomo aceitador e o doador), o conjunto dessas interagdes levou a formagéo de
um complexo ligante-alvo de alta estabilidade, refletida no valor de score de 93.64.

Ja o ligante 3l interagiu com o alvo através de contatos hidrofobicos com 5 diferentes
residuos de aminoécido, além da formacéo de 3 ligacdes de hidrogénio, a uma distancia de 2.4A
e 3.0A com o residuo de SER24 e 2.9A com o residuo de LYS105. Neste caso, 0 mesmo residuo
de aminoacido (SER24) foi capaz de formar 2 ligacGes de hidrogénio em pontos diferentes de
sua estrutura. Apesar dessas interacOes, a estabilidade do complexo ligante-alvo formada foi
mais baixa quando comparada com o ligante R-3H.

A diferenca estrutural entre esses compostos (detalhada no topico anterior), garantem
ao ligante 3H uma estrutura mais hidrofébica, volumosa e eletronegativa, caracteristicas essas
que fornecem uma maior afinidade com os residuos do sitio de ligacdo da enzima.

As diferencas estruturais e 0 modo de ligacao desses compostos com o alvo podem ser

visualizadas na figura 28 abaixo:
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Figura 28 — Detalhamento das interacGes intermoleculares entre os ligantes 3H (Lado A) e 31 (Lado B) e 0 alvo

(Glicerol-3-fosfato desidrogenase).

PRO-95

Fonte: Elaborado pela autora (2020)

Legenda: Os contatos hidrofébicos sdo mostrados em verde, interagdo T-stacking em amarelo, cation-t em

laranja e ligagcdo de hidrogénio em cyan.

Na configuracdo S, o ligante 3G interagiu com o sitio de ligacdo da enzima atraves do
contato hidrofobico com 9 diferentes residuos de aminoacido, formando também uma interacéo
do tipo Pl-stacking com o residuo de PHE98. Ja o ligante 3M interagiu hidrofobicamente com
7 diferentes residuos de aminoacido e com o residuo de SER106, estabeleceu uma ligacdo de
hidrogénio a uma distancia de 2.5A. Apesar dessa curta distancia, portanto uma interacio mais
forte, formada entre o ligante 3M e o alvo, 0 maior nimero de contatos hidrofobicos garantem
ao complexo final ligante-alvo do composto 3G uma maior estabilidade e afinidade in silico.

O ligante 3G possui o0 grupo T-butil ligado no susbtituinte R1 e o grupamento ligado 1-
(4-nitrofenil) etanona ao substituinte R2. J& o ligante 3M possui 0 grupo metoxi ligado ao
substituinte R1 e atomo de hidrogénio ligado ao substituinte R2. Essas diferencas estruturais
com a presenca de um grupamento com maior volume e eletronegatividade na posi¢cdo R2
favorecem a maior afinidade entre o ligante 3G e o alvo.

As diferencas estruturais e 0 modo de ligacdo desses compostos com o alvo podem ser

visualizadas na figura 29 abaixo:

Figura 29 — Detalhamento das interagdes intermoleculares entre os ligantes 3G (Lado A) e 3M (Lado B) e o alvo

(Glicerol-3-fosfato desidrogenase).



Fonte: Elaborado pela autora (2020)
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Legenda: Os contatos hidrofébicos sdo mostrados em verde, interagdo Pl-stacking em rosa e ligagdo de

hidrogénio em cyan.

4.1.3.1.7 Fosfodiesterase 1

O calculo de docking para essa enzima foi realizado utilizando-se um modelo de

homologia que se baseou na estrutura tridimensional da Fosfodiesterase 1 de L. major para se

obter o modelo tridimensional da mesma enzima para a espécie de L. infantum atingindo uma

identidade de 97,21%. A partir da observacao dos valores de score obtidos entre os compostos

e a enzima Fosfodiesterase 1 (tabela 17), nota-se que o estereoisdmero R foi 0 que atingiu uma

maior afinidade com o alvo na maior parte dos ligantes.

Tabela 17 — Valores de score (ChemPLP) para as principais solu¢fes de docking dos compostos em seus

esterioisdmeros para a enzima Fosfodiesterase 1.

Moléculas R S
3A 64.98 62.35
3B 85.06 81.74
3C 82.86 84.36
3D 90.99 8155
3E 69.67 66.88
3F 101.11 84.15
3G 93.08 75.60
3H 98.81 83.65
3l 68.46 64.59
3J 94.65 78.21
3K 91.99 72.02
3L 94.79 89.01
3M 68.27 63.04
3N 9470 78.83
30 88.91 80.34
3P 90.62 80.06
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Miltefosina 71.57

Fonte: Elaborado pela autora (2020)

Na configuracdo R, o ligante que atingiu o0 maior score foi o 3F (101.11), sendo inclusive
o valor mais alto de score obtido entre todos os resultados, ja o ligante 3A foi o que obteve 0
menor score 64.98. Na configuragdo S, o ligante 3L foi o que obteve o maior score, atingindo
89.01 e o ligante 3A foi o que atingiu 0 menor valor de score da série (62.35). As diferencas
entre esses valores de score variam entre 36.13 e 26.66, nos estereoisomeros R e S,
respectivamente.

As razbes intermoleculares que explicam essas diferencas podem ser visualizadas na
tabela 18.

Tabela 18 — Mapeamento das principais interacdes intermoleculares entre os ligantes e o alvo (Fosfodiesterase 1).

Residuos R S
Melhor (3F) Pior (3A) Melhor (3L) Pior (3A)

PHE857 CH PIT CH
VALS853 CH CH CH CH
PHE890 CH CH CH Pl
TYR680 CH
MET874 CH CH
GLY886 CH
MET797 3.1 CH CH CH
ASN729 CH CH 3.0
ALA798 CH
ASN730 CH CH
VALS836 CH
ASN838 2.6 CH

HIS681 PIT/Cat-pi CH
THR854 2.9
GLN887 2.7
Score 101.11 64.98 89.01 62.35

Fonte: Elaborado pela autora (2020)

Legenda: CH significa contato hidrofébico, a numeracéo diz respeito a distancia (A) entre os atomos envolvidos
na ligacéo de hidrogénio. Cat-pi significa interacdo cation-r, PI significa interagdo PI-stacking e PIT significa
interacdo T-stacking.

Os residuos PHE857, VALS853, PHE890 e ASN729 interagem com a grande maioria
dos ligantes. J& os residuos de MET797, ASN729, ASN838, THR854 e GLN887 estabelecem
ligacdo de hidrogénio com os compostos. O residuo de HIS681 foi o Unico capaz de interagir
através do contato T-stacking e ligacéo cation-r.

Na configuracdo R, o ligante 3F interagiu hidrofobicamente com 9 diferentes residuos
de aminoécido, formando também uma ligacdo de hidrogénio com o residuo de MET797 a uma
distancia de 3.1A. J4 o ligante 3A interagiu hidrofobicamente com 5 residuos de aminodcido,
sendo uma dessas através da interacdo T-stacking com o residuo de PHE857. Formou também
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uma ligago de hidrogénio com o residuo de ASN838 a uma distancia de 2.6A (entre o 4&tomo
doador e 0 aceptor). O maior nimero de contatos hidrofébicos entre o ligante 3F e os residuos
do sitio de ligacdo da enzima garantem uma maior estabilidade do complexo ligante-alvo
formado.

As diferencas estruturais e 0 modo de ligacdo desses compostos com o alvo podem ser

visualizadas na figura 30.

Figura 30 — Detalhamento das interacdes intermoleculares entre os ligantes 3F (Lado A) e 3A (Lado B) e o alvo

(Fosfodiesterase 1).
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Fonte: Elaborado pela autora (2020)
Legenda: Os contatos hidrofébicos sdo mostrados em verde, interacéo T-stacking em amarelo e ligagdo de

hidrogénio em cyan.

Na configuracdo S, o ligante 3L interagiu com 7 residuos de aminoacido por contato
hidrofébico, formando inclusive uma interagdo do tipo T-stacking e cation-z com o residuo de
HIS681 e estabeleceu uma ligagdo de hidrogénio com o residuo de THR858 a uma distancia de
2.9A (entre o atomo doador e o aceptor). Ja o ligante 3A interagiu com 4 diferentes residuos
por contato hidrofébico, além de uma interacdo do tipo Pl-stacking com o residuo de PHE890
e duas ligacdes de hidrogénio com os residuos de ASN729 e GLN887 a uma distancia de 3.0A
e 2.7A, respectivamente. Novamente, 0 maior nimero de contatos hidrofobicos garante ao
ligante 3L uma maior afinidade e estabilidade in silico com o receptor.

Esses compostos diferem estruturalmente nos substituintes R1 e R2, onde o ligante 3A
é composto pelo &tomo de cloro e hidrogénio, nos substituintes R1 e R2, respectivamente. O
ligante 3F apresenta o grupo T-butil no substituinte R1 e o grupo 1-(4-clorofenil) etanona no
substituinte R2. Ja o ligante 3L apresenta 0 grupo nitro no substituinte R1 e o grupo 1-(4-

fluorfenil) etanona no substituinte R2. A presenca de grupos mais volumosos, hidrofébicos e
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eletronegativos garante uma maior interacdo com o sitio de ligacdo da enzima, levando a uma
maior estabilidade in silico formada.
As diferencas estruturais e 0 modo de ligacdo desses compostos com o alvo podem ser

visualizadas na figura 31 abaixo:

Figura 31 — Detalhamento das interacdes intermoleculares entre os ligantes 3L (Lado A) e 3A (Lado B) e o alvo
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Fonte: Elaborado pela autora (2020)

ASN-730

Legenda: Os contatos hidrofébicos sdo mostrados em verde, interacdo T-stacking em amarelo, interacéo PI-

stacking em rosa, cation-n em laranja e ligagéo de hidrogénio em cyan.

4.1.3.1.8 Glioxalase Il

A estrutura tridimensional desse alvo estava disponivel para a espécie de L. infantum,
logo, ndo houve necessidade de realizar uma modelagem por homologia. A tabela 19 contém
0s principais valores de score obtidos entre 0s compostos e a enzima Glioxalase Il, onde é
possivel observar que a configuracdo S, na maior parte dos ligantes, apresentou um valor de

score superior quando comparado a configuracéo R.

Tabela 19 - Valores de score (ChemPLP) para as principais solugdes de docking dos compostos em seus

esterioisdbmeros para a enzima Glioxalase II.

Moléculas R S
3A 52.15 45.83

3B 66.83 88.75
3C 79.05 71.88
3D 66.10 75.38
3E 51.88 47.88
3F 66.91 74.58
3G 7231 67.25



Fonte: Elaborado pela autora (2020)

3H 72.34 73.25
3l 53.49 46.19
3] 61.45 76.11
3K 65.90 87.53
3L 61.99 75.86
3M 51.81 47.58
3N 68.82 74.15
30 63.23 81.53
3P 70.04 76.07
Miltefosina 64.56
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O maior score da série foi do ligante 3B, na configuracdo S, atingindo um valor de

88.75, j& 0 valor de score mais baixo foi do ligante 3A, também na configuracéo S, que chegou

a 45.83. Na configuracdo R, o ligante com mais afinidade pelo sitio de ligacao, logo maior

score, foi 0 R-3C (79.05), e o menor valor de score foi do ligante R-3M (51.81). A diferenca

entre esses valores de score varia entre 27.24 e 42.92, nos estereoisdbmeros R e S,

respectivamente. A tabela 20 resume as principais raz0es intermoleculares que explicam essa

diferenca de score

Tabela 20 — Mapeamento das principais interages intermoleculares entre os ligantes e o alvo (Glioxalase I1.).

Residuos R
Melhor (3C) Pior (3M) Melhor (3B) Pior (3A)

HIS78 CH CH Pl

LYS77 CH

HIS139 CH Cat-pi/PIT CH PIT/Cat-pi
PHE175 CH CH CH CH
TYR212 CH CH 2.6 CH
PHE167 CH CH CH CH
GLY172 CH CH CH

ASP164 CH CH CH
TRP79 2.6

ASP80 35

PHE216 CH

HIS210 Cat-pi CH
ALA173 CH

LYS22 3.1
Score 79.05 51.81 88.75 45.83

Fonte: Elaborado pela autora (2020)

Legenda: CH significa contato hidrofébico, a numeracéo diz respeito a distancia (A) entre os atomos envolvidos

na ligacéo de hidrogénio. Cat-pi significa interacdo cétion-r, PI significa interagdo PI-stacking e PIT significa

interacdo T-stacking.

A partir da Anélise dos dados da tabela 20, podemos notar que os residuos de HIS78,
HI1S139, PHEL175, TYR212, PHE167, GLY172 e ASP164 interagiram hidrofobicamente com
guase, se ndo todos, os ligantes analisados. Os residuos de TYR212, TRP79, ASP80 e LY S22

foram capazes de estabelecer ligacdo de hidrogénio com os compostos.
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Na configuracgéo R, o ligante 3C interagiu com o sitio de ligacdo da enzima através de
contatos hidrofébicos com 8 diferentes residuos de aminoacido, além de estabelecer uma
ligacdo de hidrogénio com o residuo de TRP79 a uma distancia de 2.6A (entre o atomo doador
e 0 &tomo aceptor). J& o ligante 3M interagiu hidrofobicamente com o sitio de ligagdo da enzima
através do contato com 7 diferentes residuos de aminoacido, além de interagir também com o
residuo de HIS139 através da formacéo da ligacdo T-stacking e cation-r. Neste caso, a presenca
da ligacdo de hidrogénio realizada entre o ligante 3C e o alvo, parece garantir uma maior
estabilidade e afinidade in silico.

A diferenca estrutural entre esses compostos se baseia na presenga do atomo de cloro
ligado ao substituinte R1 no ligante 3C, sendo essa mesma posi¢do ocupada pelo grupo metoxi
no ligante 3M. Ja no substituinte R2, o ligante 3C apresenta o grupo 1-(4-nitrofenil) etanona,
enquanto que o ligante 3M apresenta 0 4&tomo de hidrogénio nesta mesma posi¢do. Essas
diferengas de volume e eletronegatividade garantem ao ligante 3C caracteristicas para obter
uma maior afinidade com o sitio de ligacdo da enzima. As diferencas estruturais e 0 modo de

ligacdo desses compostos com o alvo podem ser visualizadas na figura 32 abaixo:

Figura 32 — Detalhamento das interag@es intermoleculares entre os ligantes 3C (Lado A) e 3M (Lado B) e o alvo

(Glioxalasell).

Fonte: Elaborado pela autora (2020)
Legenda: Os contatos hidrofobicos sdo mostrados em verde, interagdo T-stacking em amarelo, interagdo cétion-n

em laranja e ligacdo de hidrogénio em cyan.

Ja na configuracéo S, o ligante 3B interagiu com o sitio de ligacdo da enzima atraves de
contato hidrofébico (com 5 diferentes residuos de aminodcido), interacdo pi-stacking com o
residuo HIS78, cation-r com o residuo HIS210 e uma ligacéo duas ligagdes de hidrogénio com
o residuo os residuos ARG80 e TYR212, com distancias a uma distancia de 3.53 e 2.6,

respectivamente. Ja o ligante 3A interagiu hidrofobicamente com 5 diferentes residuos de
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aminoacido, estabeleceu uma ligacdo de hidrogénio com o residuo de LYS22 a uma distancia
de 3.1A e interagiu com o residuo de HIS139 através da ligacdo cation-n e T-stacking. Neste
caso, apesar dos dois ligantes interagirem de maneira semelhante com o alvo, o complexo final

formado ligante-alvo do composto 3B apresentou uma maior estabilidade e afinidade in silico.

Esses dois compostos diferem estruturalmente apenas na presenca do grupo 1-(4-
clorofenil) etanona ligado ao substituinte R2 no ligante 3B, enquanto o ligante 3A apresenta o
atomo de hidrogénio nesta mesma posicéo. A presenca desse grupo substituinte mais volumoso
e eletronegativo, parece garantir ao ligante 3B caracteristicas para interagir de maneira mais
intensa com o alvo, atingindo assim um maior valor de score. As diferencas estruturais e 0

modo de ligacdo desses compostos com o alvo podem ser visualizadas na figura 33 abaixo:

Figura 33 — Detalhamento das interagdes intermoleculares entre os ligantes 3C (Lado A) e 3M (Lado B) e 0 alvo

(Glioxalase II).
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Fonte: Elaborado pela autora (2020)

Legenda: Os contatos hidrofébicos sdo mostrados em verde, interacdo Pl-stacking em rosa, interacdo cation-n
em laranja e ligacdo de hidrogénio em cyan.

4.1.3.1.9 Metionil-tRNA Sintetase

O calculo de docking para essa enzima foi realizado utilizando-se um modelo de
homologia que se baseou na estrutura tridimensional da Metionil-tRNA Sintetase de L. major
para se obter o modelo tridimensional da mesma enzima para a espécie de L. infantum atingindo

uma identidade de 97,42%. Ao observar os valores de score obtidos entre 0s compostos e a
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enzima metionil-tRNA Sintetase (tabela 21), percebe-se que o estereoisdmero S apresentou

maior valor de score 9 dos 16 compostos testados.

Tabela 21 — Valores de score (ChemPLP) para as principais solu¢@es de docking dos compostos em seus

esterioisdbmeros para a enzima Metionil-tRNA Sintetase.

Fonte: Elaborado pela autora (2020)

Moléculas R S
3A 60.37 68.52
3B 70.53 69.61
3C 80.09 75.20
3D 75.84 77.60
3E 59.19 63.80
3F 63.68 60.53
3G 65.01 52.58
3H 4270 61.02
3l 60.00 64.35
3J 57.59 57.25
3K 72.84 61.85
3L 53.07 67.30
3M 62.27 63.92
3N 58.50 64.48
30 79.07 60.93
3P 64.15 82.57

Miltefosina 93.47

Neste alvo, a miltefosina atingiu um valor de score superior (93.47) aos demais ligantes

analisados, demonstrando uma maior afinidade in silico pela enzima. O maior score atingido

foi do ligante 3P na configuracdo S (82.57), seguido do ligante 3C na configuracdo R (80.09).

O menor valor de score da série foi do ligante 3H na configuracdo R (42.70), ja para a

configuracdo S o menor valor de score foi do ligante 3G (52.58). As diferencas entre esses

valores de score variam entre 37.39 e 29.99, nos estereoisdmeros R e S, respectivamente e as

principais razdes intermoleculares que explicam essas diferencas podem ser vistas na tabela 22.

Tabela 22 — Mapeamento das principais interacfes intermoleculares entre os ligantes e o alvo (Metionil-tRNA

Sintetase).
Residuos R
Melhor (3C) Pior (3H) Melhor (3P) Pior (3G)

TYR218 CH CH

PRO216 CH CH CH CH
ILE487 CH CH CH CH
TRP443 CH CH Pl CH
TYR219 CH PITe27 PIT CH
ALA446 CH CH CH CH
ILE217 CH CH
ASP256 CH CH CH
HIS491 CH CH CH
GLY484 CH CH
TRP515 CH CH CH CH
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GLY227 CH CH

HIS225 CH CH
LYS522 CH Cat-pi 3.1
LYS525 2.6 CH

LYS261 CH

LEU447 CH CH
PHE490 CH Pl

LEUS527 CH

HIS513 CH

TRP516 3.0

ILE226 CH

TYR450 CH
ASN449 CH
ASP486 CH

Score 80.09 42.70 82.57 52.58

Fonte: Elaborado pela autora (2020)
Legenda: CH significa contato hidrofobico, a numeracéo diz respeito a distancia (A) entre os atomos envolvidos
na ligacéo de hidrogénio. Cat-pi significa interacdo cation-r, PI significa interagdo PI-stacking e PIT significa

interacdo T-stacking.

Os residuos de PRO216, ILE487, TRP443, TYR219, ALA446, ASP256 e TRP515,
interagem hidrofobicamente com quase, se ndo todos, os ligantes analisados. Ja os residuos de
LYS525, TYR19, LYS522 e TRP516, interagem com os ligantes analisados através da
formagé&o de ligacédo de hidrogénio.

Na configuracdo R, o ligante 3C interage com o sitio de ligacdo da enzima
hidrofobicamente com 14 diferentes residuos de aminoacido e através de uma ligacdo de
hidrogénio com o residuo de LYS525 a uma distancia de 2.6A, entre o atomo doador e o
aceptor. Ja o ligante 3H interage com 13 diferentes residuos de aminoacido por contato
hidrofobico, forma uma interacdo cation-rt com o residuo de LYS522 e ainda uma interacdo T-
stacking com o residuo de TYR219 e uma ligacdo de hidrogénio com esse mesmo residuo a
uma distancia de 2.7A entre o 4&tomo doador e o aceptor. Apesar de uma maior diversidade de
interagBes entre o ligante 3H e o0 alvo, 0 maior nimero de contatos hidrofébicos estabelecidos
entre o ligante 3C e o sitio de ligacdo da enzima parece garantir uma maior estabilidade ao
complexo ligante-alvo formado.

Esses compostos diferem estruturalmente na presenca do atomo de cloro no ligante 3C
substituido no R1 e o grupo T-butil no ligante 3H. Ja no substituinte R2, o ligante 3C apresenta
0 grupo 1-(4-nitrofenil) etanona, enquanto que o composto 3H apresenta o grupo 1-(4-
fluorfenil) etanona. Esses compostos apresentam semelhancgas estruturais, pois ambos possuem
grupos substituintes volumosos e eletronegativos, porém a posicéo de “encaixe” encontrada na

solucgéo de docking do ligante 3C favoreceu a uma maior afinidade e estabilidade in silico com
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os residuos de aminoacido do sitio de ligacdo do alvo. As diferencas estruturais e 0 modo de

ligacdo desses compostos com o alvo podem ser visualizadas na figura 34 abaixo:

Figura 34 — Detalhamento das interac6es intermoleculares entre os ligantes 3C (Lado A) e 3H (Lado B) e 0 alvo

(Metionil-tRNA Sintetase).
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Fonte: Elaborado pela autora (2020)

Legenda: Os contatos hidrofébicos sdo mostrados em verde, interacdo T-stacking em amarelo, interacdo cation-n
em laranja e ligagdo de hidrogénio em cyan.

Na configuracdo S, o ligante 3P interagiu com o sitio de ligacdo da enzima através de
contato hidrofobico (com 12 diferentes residuos de aminoacido), Interacdo Pl-stacking com os
residuos de TRP443 e PHE490, interacdo T-stacking com o residuo de TYR219 e estabeleceu
uma ligacéo de hidrogénio com o residuo de TRP517 a uma distancia de 3.0A, entre o atomo
doador e o aceptor. J& o ligante 3G interagiu hidrofobicamente com 15 diferentes residuos de
aminoacido e estabeleceu uma ligacao de hidrogénio com o residuo de LY S523 a uma distancia
de 3.1A, entre o 4&tomo doador e o aceptor. Uma maior diversidade de interaces garantiu ao
ligante S-3P uma maior estabilidade in silico com o alvo.

Esses compostos diferem estruturalmente pela presenca do grupo T-butil substituido no
R1 do ligante 3G, ja o ligante 3P possui grupo metoxi nesta posi¢édo. Para o substituinte R2, o
ligante 3G apresenta o grupo 1-(4-nitrofenil) etanona, enquanto que o ligante 3P apresenta o
grupo 1-(4-fluorfenil) etanona. A maior eletronegatividade do composto 3P parece ser a
caracteristica que garante uma maior afinidade com o sitio de ligacdo da enzima.

As diferencas estruturais e 0 modo de ligagdo desses compostos com o alvo podem ser

visualizadas na figura 35 abaixo:
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Figura 35 — Detalhamento das interacGes intermoleculares entre os ligantes 3P (Lado A) e 3G (Lado B) e 0 alvo

(Metionil-tRNA Sintetase).
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Fonte: Elaborado pela autora (2020)
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Legenda: Os contatos hidrofébicos sdo mostrados em verde, interacdo T-stacking em amarelo, interacdo Pl-

stacking em rosa e ligacdo de hidrogénio em cyan.

4.1.3.1.10 Glicose-6-fosfato isomerase

O célculo de docking para essa enzima foi realizado utilizando-se um modelo de

homologia que se baseou na estrutura tridimensional da Glicose-6-fosfato isomerase de L.

mexicana para se obter o modelo tridimensional da mesma enzima para a espécie de L. infantum

atingindo uma identidade de 93,72%. Ao observar os valores de score obtidos entre os

compostos e a enzima Glicose-6-fosfato isomerase (tabela 23), nota-se que os ligantes na

estereoisdmeria S atingiram uma maior afinidade com o alvo.

Tabela 23 —Valores de score (ChemPLP) para as principais solugdes de docking dos compostos em seus

esterioisbmeros para a enzima Glicose-6-fosfato isomerase.

Moléculas R S
3A 57.97 50.88
3B 61.55 69.40
3C 62.35 67.97
3D 61.75 71.90
3E 49.77 60.59
3F 66.95 66.67
3G 7148 72.84
3H 68.54 63.77
3l 54.18 52.86
3J 62.90 64.16



Fonte: Elaborado pela autora (2020)

3K
3L
3M
3N
30
3P

Miltefosina

67.44
63.31
53.85
60.17
64.73
63.18

70.41
69.31
48.45
59.64
71.78
66.22

68.64
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O maior score da série foi do ligante 3G, na configuracdo S, atingindo um valor de

72.84 e 0 menor score foi do ligante 3M, também na configuragdo S, que chegou ao valor de

48.45. Para os ligantes na configuracdo R, o maior valor de score foi atingido,

interessantemente, também pelo ligante 3G (71.48) e o menor valor foi ligante 3E (49.77). As

diferencas entre esses valores de score variam entre 21.71 e 24.39, nos estereoisdbmeros R e S,

respectivamente e as principais razdes intermoleculares que explicam essas diferengas podem

ser vistas na tabela 24.

Tabela 24 — Mapeamento das principais interagdes intermoleculares entre os ligantes e o alvo (Glicose-6-fosfato

isomerase).
Residuos R
Melhor (3G) Pior (3E) Melhor (3G) Pior (3M)
LYS258 CH CH Cat-pi CH
PHE318 CH CH
SER257 CH CH CH CH
GLY324 CH CH CH
GLY206 CH CH CH
THR262 CH CH CH
GLN263 3.0 CH
THR261 2.9 2.7
THR259 3.1 CH 29e33
GLY205 CH
GLN562 CH CH
GLN406 CH
GLU410 CH
SER207 CH
LYS569 2.8
Score 71.48 49.77 72.84 48.45

Fonte: Elaborado pela autora (2020).

Legenda: CH significa contato hidrofébico, a numeracéo diz respeito a distancia (A) entre os atomos envolvidos

na ligagdo de hidrogénio. Cat-pi significa interagdo cation-m.

Os residuos de LYS258, SER257, GLY324 e GLY206 interagem com quase, se nao
todos, os ligantes analisados. Os residuos de THR261, GLN263, THR259 e LY S269 interagem

com 0s compostos por ligacdo de hidrogénio.
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Na configuracdo R, o ligante 3G interagiu com o sitio de ligacdo da enzima através de
contatos hidrofébicos com 6 diferentes residuos de aminoacido e formou 2 ligacdes de
hidrogénio com os residuos de GLN263 e THR261, a uma distancia de 3.0A e 2.9A (entre
atomo doador e o aceptor), respectivamente . O ligante 3E interagiu hidrofobicamente 6
diferentes residuos de aminoécido e uma ligagdo de hidrogénio com o residuo de THR259 a
uma distancia de 3.1A (entre 4&tomo doador e o aceptor). A presenca das duas ligacdes de
hidrogénio formadas entre o ligante R-3G e 0 alvo aumenta a estabilidade in silico do complexo
ligante-alvo formado. As diferencas estruturais e 0 modo de ligacdo desses compostos com 0
alvo podem ser visualizadas na figura 36 abaixo:

Figura 36 — Detalhamento das intera¢Ges intermoleculares entre os ligantes 3G (Lado A) e 3E (Lado B) e o alvo
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Na configuracdo S, o ligante 3G interagiu com 10 diferentes residuos de aminoacido

Fonte: Elaborado pela autora (2020)
Legenda: Os contatos hidrofébicos sdéo mostrados em verde e ligagao de hidrogénio em cyan

através de contato hidrofdbico, além de formar uma interagcdo cétion-r com o residuo de
LYS258 e uma ligacdo de hidrogénio com o residuo de THR261 a uma distancia de 2.7A (entre
atomo doador e o aceptor). Ja o ligante 3M interagiu hidrofobicamente com 4 residuos de
aminoéacido e estabeleceu 3 diferentes ligacdes de hidrogénio, sendo duas delas com o residuo
de THR259 a uma distancia de 2.9A e 3.3A e uma delas com o residuo de LYS569 a uma
distancia de 2.8A(entre 4&tomo doador e o aceptor). Neste caso, a presenca de um maior nimero
de contatos hidrofdbicos entre o ligante S-3G e 0 alvo levou a uma maior estabilidade in silico
do complexo ligante-alvo formado.

A diferenca estrutural entre esses compostos se baseia na presenca do grupo T-butil
presente no substituinte R1 nos ligantes 3E e 3G, enquanto que essa posi¢do é ocupada pelo
grupo metoxi no ligante 3M. A substituicdo do R2 no ligante 3E e 3M é composta por um atomo
de hidrogénio, ja o ligante 3G apresenta o0 grupo 1-(4-nitrofenil) etanona. A presenca de
substituintes volumosos, eletronegativo e hidrofébicos garante ao ligante 3G a capacidade de

interagir mais com o sitio de ligacdo da enzima.
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As diferencas estruturais e 0 modo de ligacdo desses compostos com o alvo podem ser

visualizadas na figura 37 abaixo:

Figura 37 — Detalhamento das interacfes intermoleculares entre os ligantes 3G (Lado A) e 3M (Lado B) e 0 alvo
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Fonte: Elaborado pela autora (2020)
Legenda: Os contatos hidrofébicos sdo mostrados em verde, interacdo cation-n em laranja e ligagdo de

hidrogénio em cyan.

4.1.3.1.11 Pteridina Redutase 1 (PTR1)

O célculo de docking para essa enzima foi realizado utilizando-se um modelo de
homologia que se baseou na estrutura tridimensional da PTR1 de L. major para se obter o
modelo tridimensional da mesma enzima para a espécie de L. infantum atingindo uma
identidade de 90%. Ao observar os valores de score obtidos a partir da interacdo entre 0s
compostos e a enzima PTR1 (tabela 25), nota-se que os ligantes na configuragdo R obtiveram

uma maior afinidade (um maior valor de score) com o alvo.

Tabela 25 — Valores de score (ChemPLP) para as principais solu¢des de docking dos compostos em seus

esterioisbmeros para a enzima Pteridina Redutase 1 (PTR1).

Moléculas R S
3A 70.97 65.81

3B 85.97 86.09
3C 88.68 93.68
3D 86.20 85.55
3E 68.33 65.92
3F 89.49 90.63



Fonte: Elaborado pela autora (2020)

3G 94.61 94.29
3H 93.71 86.43
3l 75.20 60.07
3] 88.85 87.26
3K 90.72 85.77
3L 93.21 85.11
3M 72.01 60.79
3N 86.00 89.33
30 89.21 90.83
3P 86.15 87.79
Miltefosina 76.82
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Os maiores valores de score da série foi do ligante 3G, nas configuracbes R e S,

atingindo 94.61 e 94.29, respectivamente. Ja os piores valores de score foram dos ligantes 3E

na configuracdo R que atingiu 68.33 e do ligante 3I, na configuracdo S chegando a 60.07. A

diferenca entre esses valores de score variam entre 26.28 e 34.22, nos estereoisomeros R e S,

respectivamente e as principais razdes intermoleculares que explicam essas diferencas podem

ser vistas na tabela 26.

Tabela 26 — Mapeamento das principais intera¢fes intermoleculares entre os ligantes e o alvo (Pteridina Redutase

1).
Residuos
Melhor (3G) Pior (3E) Melhor (3G) Pior (31)

LEU226 CH CH CH
TYR283 CH CH

LEU188 CH CH CH
MET183 CH CH CH
ASP181 CH
TYR241 CH Pl
PRO187 CH

LEU189 CH

PHE113 Pl CH PI Pl
LEU18 CH CH CH
ARG17 CH Cat-pi CH CH
GLY19 2.8 2.7 3.0 2.6
LEU229 CH

SER227 CH
SER111 CH CH
ASN109 3.0 2.9 2.9
TYR194 3.1 2.6
Score 94.61 68.33 94.29 60.07

Fonte: Elaborado pela autora (2020)

Legenda: CH significa contato hidrofébico, a numeragéo diz respeito a distancia (A) entre os atomos envolvidos

na ligacdo de hidrogénio. Cat-pi significa interacdo cation-x e Pl significa interagdo Pl-stacking.

Os residuos de LEU226, LEU188, MET183 e ARG17 interagem hidrofobicamente com

quase, se ndo todos, os ligantes analisados. O residuo de GLY19 é capaz de estabelecer ligacédo
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de hidrogénio todos os ligantes analisados, além deste, os residuos de ASN109 e TYR194
também formam ligacdo de hidrogénio com os compostos. O residuo de PHE113 interagiu
hidrofobicamente com todos os ligantes testados, interagindo através de ligagcdo Pl-stacking
com 3 dos 4 ligantes analisados.

Na configuragdo R, o ligante 3G interagiu hidrofobicamente com 11 diferentes residuos
de aminoacido, formou uma ligacdo PI-stacking com o residuo de PHE113, além de estabelecer
uma ligacdo de hidrogénio com o residuo de GLY19 a uma distancia de 2.8A (ente o atomo
doador e o aceptor). J& o ligante 3E interagiu com 5 residuos de aminoacido por contato
hidrofébico, formou uma interacdo cation-n com o residuo de ARG17 e estabeleceu trés
ligacGes de hidrogénio com os residuos de GLY19, ASN109 e TYR194 a uma distancia de
2.7A, 3.0A e 3.1A (entre o 4&tomo doador e 0 aceptor), respectivamente. Um maior nimero de
contatos hidrofobicos realizados pelo ligante R-3G e o sitio de ligacdo da enzima garantiram
uma maior estabilidade in silico do complexo ligante-alvo formado. As diferencas estruturais e

0 modo de ligacdo desses compostos com o alvo podem ser visualizadas na figura 38 abaixo:

Figura 38 — Detalhamento das interac6es intermoleculares entre os ligantes 3G (Lado A) e 3E (Lado B) e o0 alvo

(Pteridina Redutase 1). 3 B

ASP-181

PHE-113

Fonte: Elaborado pela autora (2020)
Legenda: Os contatos hidrofébicos sdo mostrados em verde, interacdo Pl-stacking em rosa, interacdo cation-nt
em laranja e ligagdo de hidrogénio em cyan

Na configuracgdo S, o ligante 3G interagiu com o sitio de ligagdo da enzima atraves de
contato hidrofébico (com 8 diferentes residuos de aminoéacido), ligagdo Pl-stacking com os
residuos de TYR241 e PHE113, além também de formar 2 ligacBes de hidrogénio com o0s
residuos de GLY19 e ASN109 a uma distancia de 3.0A e 2.9A (ente o 4tomo doador e o
aceptor). Enquanto o ligante 3l interagiu hidrofobicamente com 3 residuos de aminoéacido,
formou uma interacdo do tipo PI- stacking com o residuo de PHE113 e 3 liga¢Oes de hidrogénio
com os residuos de GLY19, ASN109, TYR194 a uma distancia de 2.6A, 2.9A e 2.6A (ente 0
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atomo doador e o aceptor). Apesar do ligante S-3I interagir com o alvo através de ligacdes
fortes, 0 maior nimero de contatos hidrofébicos formados entre o ligante S-3G e o sitio de
ligacdo da enzima garantiram uma maior estabilidade in silico do complexo ligante-alvo
formado.

A diferenga estrutural entre esses ligantes consiste na presenca do grupo T-butil
substituido no R1 nos ligante 3E e 3G e o grupo nitro no ligante 31. J& na substituicdo R2, os
ligantes 3E e 31 apresentam o atomo de hidrogénio nessa posicdo, enquanto que o ligante 3G
apresenta o grupo 1-(4-nitrofenil) etanona. Novamente, a presenca de grupamentos mais
volumosos, eletronegativos e hidrofdbicos garante ao ligante 3G uma maior interagdo com o
sitio de ligacao da enzima.

As diferencas estruturais e 0 modo de ligacdo desses compostos com o alvo podem ser
visualizadas na figura 39 abaixo:

Figura 39 — Detalhamento das interagdes intermoleculares entre os ligantes 3G (Lado A) e 31 (Lado B) e o0 alvo

(Pteridina Redutase 1).

LEU-229

TYR283
LEU-226
TYR241
f
ASN-10:
LEU-188!
PHE-113
SERA11

Fonte: Elaborado pela autora (2020)

PHE-113|

Legenda: Os contatos hidrofébicos sdo mostrados em verde, interagdo Pl-stacking em rosa e ligag&o de

hidrogénio em cyan.

4.1.3.1.12 Piruvato quinase

O calculo de docking para essa enzima foi realizado utilizando-se um modelo de
homologia que se baseou na estrutura tridimensional da Piruvato quinase de L. mexicana para

se obter o modelo tridimensional da mesma enzima para a espécie de L. infantum atingindo
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uma identidade de 94,98%. Ao observar os valores de score obtidos entre os compostos testados

frente a enzima piruvato quinase (tabela 27), nota-se que os ligantes na configuracdo S

obtiveram valores de score superiores em todos 0s compostos analisados.

Tabela 27 —Valores de score (ChemPLP) para as principais solugdes de docking dos compostos em seus

esterioisdbmeros para a enzima Piruvato quinase.

Fonte: Elaborado pela autora (2020)

Moléculas R S
3A 60.41 69.88
3B 81.22 86.79
3C 79.43 89.15
3D 78.70 83.19
3E 61.69 72.24
3F 81.98 91.86
3G 78.21 95.37
3H 78.89 90.81
3l 63.25 70.35
3] 83.87 85.92
3K 80.47 89.55
3L 81.52 87.31
3M 66.89 67.03
3N 79.26 84.99
30 76.27 88.25
3P 79.58 86.40

Miltefosina 69.67

O maior valor de score foi atingido pelo ligante 3G, na configuracdo S, chegando a um

valor de 95.37 e o valor de score mais baixo dos ligantes, nesta mesma configuracéo, foi do

composto 3M (67.03). Na configuragdo R, o ligante que atingiu o maior valor de score foi 0 3J

(83.87) e 0 menor valor de score foi do ligante 3A (60.41). As diferencas entre esses valores de

score variam entre 23.46 e 28.34, nos estereoisomeros R e S, respectivamente e as principais

razdes intermoleculares que explicam essas diferencas podem ser vistas na tabela 28.

Tabela 28 — Mapeamento das principais interagdes intermoleculares entre os ligantes e o alvo (Piruvato quinase.).

R S

Residuos Melhor (3J) Pior (3A) Melhor (3G) Pior (3M)
GLY340 CH CH CH

LYS344 Cat-pi CH Cat-pi Cat-pi
SER339 CH CH

THR35 CH CH
ALA343 CH CH

ASN60 CH CH CH CH

HIS63 CH Cat-pi 2.7 CH
GLY64 CH CH
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TYR68 PI CH CH PI
GLN41 CH CH CH
GLY37 CH CH CH
PRO38 CH CH CH
HIS69 CH

THR312 2.7

THR305 CH
ARG58 3.1
Score 83.87 60.41 95.37 67.03

Fonte: Elaborado pela autora (2020)
Legenda: CH significa contato hidrofébico, a numeracéo diz respeito a distancia (A) entre os atomos envolvidos

na ligacéo de hidrogénio. Cat-pi significa interagdo cation-n e PI significa interagdo Pl-stacking.

Os residuos de GLY340, ASN60, TYR68, GLN41, GLY37 e PRO38 interagiram
através de contato com quase, se ndo todos os compostos analisados. O residuo de LYS344
interagiu através da ligacdo Cation-m com 3 dos 4 ligantes analisados. Os residuos de HIS63,
HIS69 e ARG58 interagiram com os ligantes através de ligacéo de hidrogénio.

Na configuracdo R, o ligante 3J interagiu hidrofobicamente com o alvo através de 8
diferentes residuos de aminoacido, estabeleceu uma ligacdo do tipo Pl-stacking com o residuo
de TYRG68 e uma interacdo cation-n com o residuo de LYS344. Ja o ligante 3A interagiu com
0s aminoacidos do sitio de ligacdo da enzima através de contato hidrofébico (com 10 diferentes
residuos de aminoacido), uma interagdo cation-t com o residuo de HIS63 e uma ligagdo de
hidrogénio com o residuo de ARG58 a uma distancia de 3.1A (entre o 4tomo doador e o
aceptor). Apesar no alto nimero de interacbes que o ligante R-3A estabeleceu com o alvo, as
interacOes realizadas pelo ligante R-3J forneceram uma maior estabilidade in silico ao
complexo ligante-alvo formado.

A diferenca estrutural entre esses compostos consiste na presenca do atomo de cloro no
substituinte R1 no ligante 3A, enquanto essa mesma posic¢ao é ocupada pelo grupo nitro no
ligante 3J. J& no substituinte R2, o ligante 3A apresenta o &tomo de hidrogénio e o ligante 3J
possui 0 grupo 1-(4-clorofenil) etanona. Um maior volume e eletronegatividade garante ao
ligante 3J as caracteristicas necessarias para uma interagdo mais forte com o alvo analisado. As
diferencas estruturais e 0 modo de ligacao desses compostos com o alvo podem ser visualizadas

na figura 40 abaixo:

Figura 40 — Detalhamento das interacBes intermoleculares entre os ligantes 3J (Lado A) e 3A (Lado B) e 0 alvo

(Piruvato quinase).



124

LYS-344

GLN-41

SER-339

Fonte: Elaborado pela autora (2020)
Legenda: Os contatos hidrofébicos sdo mostrados em verde, interacdo Pl-stacking em rosa, interacdo cation-n

em laranja e ligacdo de hidrogénio em cyan.

Na configuracdo S, o ligante 3G interagiu com o alvo através de contato hidrofébico
(com 7 diferentes residuos de aminoacido), uma interacéo cation-n com o residuo de LYS344,
e estabeleceu ligaces de hidrogénio com o residuo de HIS63 a uma distancia de 2.7A (entre o
atomo doador e o aceptor) e com o residuo de THR312 a uma distancia de 2.7A. J4 o ligante
3M interagiu com o sitio de liga¢do da enzima através de contato hidrofobico (com 5 diferentes
residuos de aminodacido), uma interacdo céation-m com os residuos de LYS344 e uma interacdo
Pl-stacking com os residuos de TYR68. Apesar de ambos os ligantes interagirem com o alvo
através de diversos tipos de interacdes, o0 complexo ligante-alvo formado com o composto S-
3G foi mais estavel quando comparado com o composto S-3M.

A diferenca estrutural entre esses compostos consiste na presenga do grupo T-butil no
substituinte R1 no ligante 3G, enquanto que o ligante 3M apresenta 0 grupo metoxi nesta mesma
posicdo. Ja no substituinte R2, o ligante 3G apresenta o grupo 1-(4-nitrofenil) etanona e o
ligante 3M apresenta o atomo de hidrogénio. Novamente, um maior volume, hidrofobicidade e
eletronegatividade garantem ao ligante 3G caracteristicas para interagir mais fortemente com o
sitio de ligacdo da enzima.

As diferencas estruturais e 0 modo de ligacdo desses compostos com o alvo podem ser

visualizadas na figura 41 abaixo:
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Figura 41 — Detalhamento das interagdes intermoleculares entre os ligantes 3G (Lado A) e 3M (Lado B) e 0 alvo

(Piruvato quinase).

GLN-41

PRO-38

LYS-344

GLY-64

HIS-63

Fonte: Elaborado pela autora (2020)
Legenda: Os contatos hidrofébicos sdo mostrados em verde, interacdo Pl-stacking em rosa, interacdo cation-n

em laranja e ligacdo de hidrogénio em cyan.

4.1.3.1.13 Triose-fosfato isomerase

O célculo de docking para essa enzima foi realizado utilizando-se um modelo de
homologia que se baseou na estrutura tridimensional da triose-fosfato isomerase de L. mexicana
para se obter o modelo tridimensional da mesma enzima para a espécie de L. infantum atingindo
uma identidade de 90,04%. Ao observar os valores de score obtidos entre 0s compostos testados
frente a enzima triose-fosfato isomerase (tabela 29), nota-se que 9 das 16 moléculas analisadas,

obtiveram maior valor de score na configuragéo S.

Tabela 29 — Valores de score (ChemPLP) para as principais solu¢des de docking dos compostos em seus
esterioisdbmeros para a enzima Triose-fosfato isomerase.

Moléculas R S
3A 60.09 59.58

3B 74.34 70.38
3C 70.57 69.90

3D 79.57 7413
3E 59.46 59.07
3F 70.14 78.98
3G 72.87 79.86
3H 72.44 80.20
3l 54.74 55.86
3] 77.84 70.26

3K 67.61 74.07
3L 76.82 75.43
3M 5450 64.06
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3N 69.19 72.71
30 69.46 78.27
3P 63.69 77.23

Miltefosina 76.83

Fonte: Elaborado pela autora (2020)

O maior valor de score da série foi do ligante 3H, na configuracdo S, atingindo um valor
de 80.20 e 0 menor valor de score dessa configuracéo foi do ligante 31 (55.86). Na configuracéo
R, o maior valor de score atingido foi do ligante 3D (79.57) e o menor valor foi do ligante 3M
(54.50), sendo assim o menor valor de score da série analisada. As diferencas entre esses valores
de score variam entre 25.07 e 24.34, nos estereoisOmeros R e S, respectivamente e as principais

razdes intermoleculares que explicam essas diferencas podem ser vistas na tabela 30.

Tabela 30 — Mapeamento das principais interacdes intermoleculares entre os ligantes e o alvo (Triose-fosfato

isomerase).
Residuos R S
Melhor (3D) Pior (3M) Melhor (3H) Pior (31)

GLY236 CH CH 3.1
LEU239 CH
GLY235 CH CH CH CH
LYS14 CH CH 3.1
LYS240 CH

ILE173 CH CH CH CH
GLU168 CH CH CH

HI1S96 Cat-pi CH CH CH
LEU233 CH CH CH

ASN12 3.4 CH CH

ILE93 CH CH CH

CYS127 CH
VAL234 CH CH
GLY174 CH CH CH
GLY213 CH CH
ILE125 CH

GLY176 CH

SER214 3.3

ASN16 CH
Score 79.57 54.50 80.20 55.86

Fonte: Elaborado pela autora (2020)
Legenda: CH significa contato hidrofébico, a numeraco diz respeito a distancia (A) entre os atomos envolvidos

na ligagdo de hidrogénio. Cat-pi significa interagdo cation-m.

Os residuos de GLY235, ILE173, GLU168, HIS96, LEU233 e ILE93 interagiram
hidrofobicamente com quase, se ndo todos, os ligantes analisados da série. Os residuos de
GLY236, LYS14, ASN12 e SER214, interagiram com os ligantes através de ligacdo de

hidrogénio.
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Na configuracéo R, o ligante 3D interagiu com os residuos do sitio de ligacdo através
de contato hidrofobico (com 10 diferentes residuos), uma interacao cation-m com o residuo de
HIS93 e uma ligacdo de hidrogénio com o residuo de ASN12 a uma distancia de 3.4A (entre o
atomo doador e o aceptor). O ligante 3M interagiu com o alvo através de contatos hidrofébicos
com 10 diferentes residuos. A maior variacdo de interacdo entre o composto 3D e o alvo
garantiu uma maior estabilidade in silico ao complexo ligante-alvo formado.

Esses compostos diferem estruturalmente pela presenca do atomo de cloro no
substiuinte R1 para o ligante 3D e o grupo metoxi no ligante 3M. Em relacdo ao substituinte
R2, o ligante 3D apresenta 0 grupo 1-(4-nitrofenil) etanona, enquanto que o ligante 3M
apresenta o atomo de hidrogénio nesta posi¢do. As caracteristicas estruturais que favorecem
uma maior interacdo do ligante 3D e o alvo, quando comparado ao ligante 3M, é um maior
volume espacial e eletronegatividade.

As diferencas estruturais e 0 modo de ligacdo desses compostos com o alvo podem ser

visualizadas na figura 42 abaixo:

Figura 42 — Detalhamento das interagdes intermoleculares entre os ligantes 3D (Lado A) e 3M (Lado B) e 0 alvo

tA

' S 4 g % 2
7 < £
LEU-239 ILE-93
GLY-174

LYS-14

(Triose-fosfato isomerase).

GLY-168

ILE-173

Fonte: Elaborado pela autora (2020).
Legenda: Os contatos hidrofébicos sdo mostrados em verde, interagéo céation-n em laranja e ligagéo de

hidrogénio em cyan.

Na configuracdo S, o ligante 3H interage hidrofobicamente com 13 diferentes residuos
de aminoacido e forma uma ligacdo de hidrogénio com o residuo de SER214 a uma distancia
de 3.3A (entre o atomo doador e o aceptor). Ja o ligante 3l, interage com o sitio de ligacio da
enzima através do contato hidrofébico (com 6 diferentes residuos de aminoacido) e forma duas

ligacBes de hidrogénio com os residuos de GLY236 e LYS14 ambos a uma distancia de 3.1A.
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Um maior nimero de contatos hidrofobicos garante ao ligante 3H uma maior interacdo com a
enzima, formando um complexo ligante-alvo de alta estabilidade in silico.

Esses ligantes diferem estruturalmente pela presenca do grupo T-butil no substituinte
R1 no ligante 3H, enquanto o ligante 31 apresenta o grupo nitro nessa posi¢do. Ja no susbtituinte
R2, o ligante 3H apresenta o grupo 1-(4-fluorfenil) etanona, enquanto que o ligante 31 apresenta
0 atomo de hidrogénio. A presenca de grupamentos mais volumosos, hidrofébicos e
eletronegativos garante ao ligante 3H uma maior afinidade pelo sitio de ligacdo da enzima.

As diferencas estruturais e 0 modo de ligacdo desses compostos com o alvo podem ser

visualizadas na figura 43 abaixo:

Figura 43 — Detalhamento das interacfes intermoleculares entre os ligantes 3H (Lado A) e 31 (Lado B) e o alvo

ASN-12 ILE-93
— GLY-235

LEU-233 ILE-125

(Triose-fosfato isomerase).

GLY-236

i~ GLY-213

ILE-173

HIS-96

GLU-168

GLY-174

Fonte: Elaborado pela autora (2020).

Legenda: Os contatos hidrofébicos sdo mostrados em verde e ligagdo de hidrogénio em cyan.

4.1.3.1.14 Tripanotiona Redutase

A estrutura tridimensional desse alvo estava disponivel para a espécie de L. infantum,
logo, ndo houve necessidade de realizar uma modelagem por homologia. Ao observar os valores
de score obtidos entre os compostos testados frente a enzima Tripanotiona Redutase (tabela

31), nota-se que 9 das 16 moléculas analisadas, o maior score foi na configuracdo R.
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Tabela 31 - Valores de score (ChemPLP) para as principais solugdes de docking dos compostos em seus

esterioisdbmeros para a enzima Tripanotiona Redutase.

Moléculas R S
3A 61.09 60.75

3B 68.52 73.28
3C 7447 67.13
3D 75.01 76.93
3E 56.67 59.34
3F 75.86 74.95
3G 79.25 72.10
3H 77.78 68.73

3l 58.07 65.07
3] 72.62 72.05
3K 70.76 67.43
3L 68.11 75.47

3M 53.85 58.92
3N 70.55 70.64
30 70.54 69.56
3P 71.18 68.26
Miltefosina 67.32

Fonte: Elaborado pela autora (2020)

O maior valor de score da série foi do ligante 3G (79.25), na configuracdo R e o menor
valor atingido nessa configuracdo foi do ligante 3M (53.82), sendo também o menor score da
série analisada. Na configuragdo S, o maior score foi do ligante 3D (76.93) e o menor valor,
também foi do ligante 3M (58.92). As diferencas entre esses valores de score variam entre 25.43
e 18.01, nos estereoisdmeros R e S, respectivamente e as principais razdes intermoleculares que

explicam essas diferencas podem ser vistas na tabela 32.

Tabela 32 - Mapeamento das principais interagdes intermoleculares entre os ligantes e o alvo (Tripanotiona

Redutase).

Residuos R S

Melhor (3G) Pior (3M) Melhor (3D) Pior (3M)
LEU17 CH CH CH CH
ILE339 CH CH
TRP21 CH CH CH CH
TYR110 CH CH CH CH
MET113 CH CH CH CH
SER14 CH CH 2.7
VAL58 CH
CYS57 CH
VAL53 CH CH
THR335 CH CH
ASP116 CH
THR117 3.0
PRO336 CH

GLY49 3.0
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Score 79.25 53.85 76.93 58.92

Fonte: Elaborado pela autora (2020)
Legenda: CH significa contato hidrofobico, a numeracéo diz respeito a distancia (A) entre os atomos envolvidos
na ligacdo de hidrogénio.

Os residuos de LEU17, TRP21, TYR110 e MET113 interagem hidrofobicamente com
quase, se ndo todos os ligantes analisados. Os residuos de SER14, TR117 e GLY49, sdo os
unicos capazes de estabelecer ligagdes de hidrogénio com 0s compostos.

Na configuragdo R, o ligante 3G interagiu hidrofobicamente com o alvo pelo contato
com 9 diferentes residuos de aminoacido e uma ligacdo de hidrogénio com o residuo de
THR117 a uma distancia de 3.0A (entre o 4&tomo doador e o aceptor). O ligante 3M interagiu
com o alvo através do contato hidrofobico com 6 diferentes residuos de aminoacido. Um maior
nimero de contatos hidrofobicos e a capacidade de formar uma ligacdo de hidrogénio
garantiram ao ligante 3G uma maior estabilidade do complexo ligante-alvo formado.

As diferencas estruturais e 0 modo de ligacdo desses compostos com o alvo podem ser

visualizadas na figura 44 abaixo:

Figura 44 - Detalhamento das interagdes intermoleculares entre os ligantes 3G (Lado A) e 3M (Lado B) e 0 alvo

(Tripanotiona Redutase).

Fonte: Elaborado pela autora (2020)

Legenda: Os contatos hidrofébicos sdo mostrados em verde e ligagdo de hidrogénio em cyan

Na configuragéo S, o ligante 3D interagiu com o sitio de ligagdo da enzima atraves de
contato hidrofobico com 6 diferentes residuos de aminoacido. O ligante 3M interagiu com 0
alvo através do contato hidrofébico com 5 residuos de aminoacido, além de formar duas
ligagBes de hidrogénio com os residuos de SER14 e GLY49, a uma distancia de 2.7A e 3.0A
(entre o0 atomo doador e o aceptor). Apesar do ligante 3M interagir de maneira significativa
com o alvo, os contatos hidrofdbicos estabelecidos entre o ligante 3D e a enzima garantiram

uma maior estabilidade ao complexo ligante-alvo final.
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Esses compostos diferem estruturalmente pela presenca do atomo de cloro ligado no
substituinte R1 no composto 3D, o grupo T-butil no ligante 3G e o grupo metoxi no ligante 3M.
No substituinte R2, o ligante 3D apresenta o grupo 1-(4-fluorfenil) etanona, o ligante 3G
apresenta o grupo 1-(4-nitrofenil) etanona e o ligante 3M apresenta o &tomo cloro nesta posicao.
O maior volume espacial, eletronegatividade e hidrofobicidade garantem aos ligantes 3D e 3G
uma maior afinidade pelo sitio de ligacdo da enzima.

As diferencas estruturais e 0 modo de ligacdo desses compostos com o alvo podem ser

visualizadas na figura 45 abaixo:

Figura 45 - Detalhamento das interacfes intermoleculares entre os ligantes 3D (Lado A) e 3M (Lado B) e 0 alvo

(Tripanotiona Redutase).
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THR-335 :
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Fonte: Elaborado pela autora (2020)

Legenda: Os contatos hidrofobicos sdo mostrados em verde e ligacdo de hidrogénio em cyan.

4.1.3.1.15 Arginase

O docking por homologia foi realizado para este alvo biol6gico utilizando-se a estrutura
tridimensional da enzima na espécie de L. Mexicana para construir o modelo tridimensional da
espécie de L. infantum atingindo uma identidade de 95,58%. Ao observar os valores de score
obtidos entre 0os compostos testados frente a enzima Arginase (tabela 33), nota-se que de modo
geral, os estereoisdmeros R apresentaram maiores valores de score quando comparados aos

estereoisémeros S, logo, uma maior afinidade pelo sitio de ligacéo da enzima.



132

Tabela 33 - Valores de score (ChemPLP) para as principais solugdes de docking dos compostos em seus

esterioisdbmeros para a Arginase.

Moléculas R S
3A 31.58 33.09
3B 37.02 31.11
3C 64.70 74.16
3D 44.33 42.01
3E 29.22 30.75
3F 37.27 43.36
3G 34.18 37.33
3H 36.68 41.26
3l 58.39 57.64
3J 67.12 67.32
3K 67.34 66.33
3L 66.67 65.96
3M 31.24 30.45
3N 39.14 36.92
30 78.45 34.03
3P 33.67 41.87

Miltefosina 41.05

Fonte: Elaborado pela autora (2020)

Ao observar os valores de score obtidos percebe-se que o estereoisdmero R atingiu o

maior valor de score (78,45) com o ligante 30 e o menor valor de score com o ligante 3E

(29.22). Na configuragdo S, o maior valor de score foi do ligante 3C (74.16) e 0 menor valor

de score para esse estereoisdmero foi o ligante 3M (30.45). As diferencas entre esses valores

de score variam entre 49.23 e 43.71, nos estereoisdmeros R e S, respectivamente e as principais

razdes intermoleculares que explicam essas diferencas podem ser vistas na tabela 34.

Tabela 34 — Mapeamento das principais interagdes intermoleculares entre os ligantes e o alvo (Arginase).

Residuos R S

Melhor (30) Pior (3E) Melhor (3C) Pior (3M)
VAL149 3.0
GLY155 CH CH CH
HIS139 Cat-pi Cat-pi PIT
ASP141 CH
HIS154 CH CH CH CH
ASP194 CH
THR257 CH CH CH CH
SER150 CH 3.0 CH
GLU196
ASN152 3.0 CH 2.9 CH
GLN26 CH
ALA192 CH CH
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THR148 2.8
VAL259 CH CH
PRO258 CH CH CH
H1S28 CH
LEU293 CH
Score 78,45 29.22 74.16 30.45

Fonte: Elaborado pela autora (2020)
Legenda: CH significa contato hidrofobico, a numeraco diz respeito a distancia (A) entre os atomos envolvidos
na ligagdo de hidrogénio. Cat-pi significa interagdo cation-n e PIT significa interagdo T-stacking.

Os residuos de GLY155, HIS139, HIS154, THR257 e ASN152 interagem
hidrofobicamente com quase, se ndo todos os compostos analisados. Os residuos de ASN152,
VAL149, SER150, ASN152 e THR148 interagem com 0s compostos através de ligacdo de
hidrogénio.

Na configuracdo R, o ligante 30 interagiu com o sitio de ligacdo da enzima através de
contato hidrofobico com 8 diferentes residuos de aminoacido, uma interacdo do tipo cation-n
com o residuo de HIS139 e uma ligacdo de hidrogénio com o residuo de ASN152 a uma
distancia de 3.0A (entre o &tomo doador e 0 aceptor). Ja o ligante 3E interagiu hidrofobicamente
com 8 diferentes residuos de aminoacido, alem de estabelecer duas ligacdes de hidrogénio com
os residuos de VAL149 e THR148 a uma distancia de 3.0A e 2.8A, respectivamente. Apesar
do ligante 3E interagir com o sitio de ligacdo de maneira significativa, a interacdo estabelecida
entre o ligante 30 e o alvo resultou em uma maior estabilidade in silico ao complexo final
formado.

A diferenca estrutural entre esses ligantes consiste na presenca do grupo T-butil no
substituinte R1 no ligante 3E e o grupo metoxi no ligante 30. J& no substituinte R2, o ligante
3E apresenta 0 atomo de hidrogénio enquanto que o ligante 30 apresenta o grupo 1-(4-
nitrofenil) etanona. A presenca de susbtituintes mais hidrofébicos e eletronegativos garantem
ao ligante 30 caracteristicas estruturais para obter uma maior afinidade in silico com o alvo.

As diferencas estruturais e 0 modo de ligacao desses compostos com o alvo podem ser

visualizadas na figura 46 abaixo:
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Figura 46 — Detalhamento das interagGes intermoleculares entre os ligantes 30 (Lado A) e 3E (Lado B) e 0 alvo

e A

[
> HIS-154
21 p

(Arginase).

ASN-152

THR-148

Fonte: Elaborado pela autora (2020)

Legenda: Os contatos hidrofébicos sdo mostrados em verde, interagéo céation-n em laranja e ligagéo de

hidrogénio em cyan.

Na configuracdo S, o ligante 3C interage com o alvo através de contato hidrofébico
(com 6 diferentes residuos de aminoécido), uma interacdo cation-z com o residuo de HIS139 e
duas ligacBes de hidrogénio com os residuos de SER150 e ASN152 a uma distancia de 3.0A e
2.9A (entre 0 atomo doador e o aceptor), respectivamente. J4 o ligante 3M interage com o alvo
através do contato hidrofébico com 7 diferentes residuos de aminodacido, além de uma interacéo
do tipo T-stacking com o residuo de HIS139. A maior variedade de interages garante ao ligante
3C uma maior estabilidade in silico com o sitio de ligacdo da enzima.

A diferenca estrutural entre esses compostos consiste na presenca do atomo de cloro
presente no substituinte R1 do ligante 3C, e o grupo metoxi no ligante 3M. Ja no substituinte
R2, o ligante 3C apresenta 1-(4-nitrofenil) etanona, enquanto que o ligante 3M apresenta o
atomo de hidrogénio nessa posicdo. A maior eletronegatividade e volume presentes no ligante
3C garantem uma maior afinidade in silico pelo alvo. As diferencas estruturais e 0 modo de

ligacdo desses compostos com o alvo podem ser visualizadas na figura 47 abaixo:

Figura 47 — Detalhamento das intera¢des intermoleculares entre os ligantes 3C (Lado A) e 3M (Lado B) e o alvo

AB

(Arginase).

PRO-258
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Fonte: Elaborado pela autora (2020)
Legenda: Os contatos hidrofébicos sdo mostrados em verde, interacdo T-stacking em amarelo, interacdo cation-n

em laranja e ligacdo de hidrogénio em cyan

4.1.3.2 L. amazonensis

4.1.3.2.1 Arginase

O docking por homologia foi realizado para este alvo bioldgico utilizando-se a estrutura
tridimensional da enzima na espécie de L. Mexicana para construir 0 modelo tridimensional da
espécie de L. amazonensis atingindo uma identidade de 99,37%. Ao observar os valores de
score obtidos entre 0s compostos testados frente a enzima Arginase (tabela 35), nota-se que 0s
ligantes na configuragé@o S obtiveram maiores valores de score, ou seja, uma maior afinidade in

silico pelo alvo.

Tabela 35 - Valores de score (ChemPLP) para as principais solugdes de docking dos compostos em seus

esterioisbmeros para a enzima Arginase.

Moléculas R S
3A 41.36 35.27

3B 41.13 4294
3C 40.40 43.59
3D 37.63 45.29

3E 34.24 40.17
3F 39.04 52.14
3G 3483 42.98
3H 41.29 46.64
3l 37.51 38.57
3] 37.06 44.43

3K 38.35 43.13
3L 34.66 44.18
3M 41.72 38.49
3N 39.63 43.44
30 43.75 43.90
3P 36.83 44.33
Miltefosina 52.31

Fonte: Elaborado pela autora (2020)

O maior valor de score da série foi do ligante 3F (52.14), na configuracdo S e o valor

de score mais baixo, nesta mesma configuracao, foi do ligante 3A (35.27). Na configuracdo R,
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o maior valor de score foi do ligante 30 (43.75), ja o ligante 3E apresentou o valor mais baixo
(34.24). As diferencas entre esses valores de score variam entre 9.51 e 16.87, nos
estereoisdmeros R e S, respectivamente e as principais razdes intermoleculares que explicam

essas diferencas podem ser vistas na tabela 36.

Tabela 36 — Mapeamento das principais interac@es intermoleculares entre os ligantes e o alvo (Arginase).

Residuos R S
Melhor (30) Pior (3E) Melhor (3F) Pior (3A)

VAL259 CH

HIS139 PIT Cat-pi PIT Cat-pi
THR257 CH

PRO258 CH

SER150 3.0

GLY155 CH CH CH
ASN152 CH CH

HIS154 CH CH CH CH
VAL149 CH
ALA192 CH CH CH
LEU293 CH

ASP194 CH CH
ARG191 CH

THR148 2.7

ASP141 CH

Score 43.75 34.24 52.14 35.27

Fonte: Elaborado pela autora (2020).
Legenda: CH significa contato hidrofébico, a numeracéo diz respeito a distancia (A) entre os atomos envolvidos

na ligacéo de hidrogénio. Cat-pi significa interagdo cation-n e PIT significa interacdo T-stacking.

Os residuos de HIS139, GLY155 HIS154 e ALA192 interagem hidrofobicamente com
quase, se ndo todos os ligantes analisados na série. Os residuos de SER150e THR148 interagem
com o ligante 30 através de ligacdo de hidrogénio. Além disso, o residuo de HIS139 € o Unico
capaz de interagir com os ligantes através da ligacdo T-stacking e Cation-m.

Na configuracdo R, o ligante 30 interage hidrofobicamente com 5 diferentes residuos
de aminoécido, interage com o residuo de HIS139 atraves da interagdo T-stacking e forma 2
ligagBes de hidrogénio com os residuos de SER150 e THR148 a uma distancia de 3.0A e2.7A
(entre o atomo doador e o0 aceptor), respectivamente. J& o ligante 3E interage com o sitio de
ligacdo da enzima através de 4 contatos hidrofdbicos e estabelece uma interacdo Cation- = com
0 residuo de HIS139. Um maior nimero de interacdes hidrofobicas e a formacédo de 2 ligacdes
de hidrogénio entre o ligante 30 e o0 alvo garante uma maior estabilidade in silico ao complexo

ligante-alvo formado.
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Esses compostos diferem estruturalmente na presenca do grupo T-butil ligado ao
substituinte R1 no ligante 3E e grupo metoxi no ligante 30. Ja no susbstituinte R2, o ligante 3E
possui atomo de hidrogénio, enquanto que o ligante 30 possui o0 grupo 1-(4-nitrofenil) etanona.
As caracteristicas estruturais presentes no ligante 30, como grupos mais volumosos e
eletronegativos, garante uma maior afinidade pelo sitio de ligacdo da enzima. As diferencas
estruturais e 0 modo de ligacdo desses compostos com o alvo pode ser visualizada na figura 48

abaixo:

Figura 48 — Detalhamento das interacGes intermoleculares entre os ligantes 30 (Lado A) e 3E (Lado B) e 0 alvo
(Arginase).

@ < £ - ,f" -
ASN-152 o~ i .
= g / HIS-139
£

ASP-194
SER-150

Fonte: Elaborado pela autora (2020)
Legenda: Os contatos hidrofébicos sdo mostrados em verde, interacdo T-stacking em amarelo, interacdo cation-n

em laranja e ligacdo de hidrogénio em cyan

Na configuracdo S, o ligante 3F interage com o alvo através de contatos hidrofobicos
com 7 diferentes residuos de aminoacido e uma interacdo do tipo T-stacking com o residuo de
HIS139. Ja o ligante 3A interage com o sitio de ligacdo da enzima atraveés de contato
hidrofébico com 5 diferentes residuos de aminoacido e uma interacdo cation-t com o residuo
de HIS139. O maior nimero de contatos hidrofébicos formados entre o ligante 3F e o alvo
garante uma maior estabilidade in silico do complexo ligante-alvo formado.

Esses compostos diferem estruturalmente na presenca do 4tomo de cloro ligado ao
substituinte R1 no ligante 3A e a presenca do grupo T-butil nessa no ligante 3F. J& no
substituinte R2, o ligante 3A apresenta um atomo de hidrogénio enquanto que o ligante 3F
apresente o grupo 1-(4-clorofenil) etanona. Por possuir substituintes mais hidrofobicos,
volumosos e eletronegativos, o ligante 30 possui uma maior afinidade in silico com o sitio de
ligacdo da enzima.

As diferencas estruturais e 0 modo de ligacdo desses compostos com o alvo pode ser

visualizada na figura 49 abaixo:
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Figura 49 — Detalhamento das intera¢des intermoleculares entre os ligantes 30 (Lado A) e 3L (Lado B) e o alvo

(Arginase).

ASN-152
HIS-154

GLY-155

A

Fonte:Elaborado pela autora (2020)

HIS-154

GLY-15

His:159 | ASP-194

Legenda: Os contatos hidrofébicos sdo mostrados em verde, interacdo T-stacking em amarelo e interacdo céation-

n em laranja

4.1.3.2.2 Dihidroorotato desidrogenase

O docking por homologia foi realizado para este alvo biol6gico utilizando-se a estrutura

tridimensional da enzima na espécie de L. donovani para construir o modelo tridimensional da

espécie de L. amazonensis atingindo uma identidade de 93,93%. Ao observar os valores de

score obtidos entre 0s compostos testados frente a enzima dihidroorotato desidrogenase (tabela

37), nota-se o estereoisdmero R apresentou maiores valores de score na maior parte dos ligantes

analisados.

Tabela 37 — Valores de score (ChemPLP) para as principais solu¢des de docking dos compostos em seus

esterioisdbmeros para a enzima Dihidroorotato desidrogenase.

Moléculas R S
3A 52.18 57.86
3B 70.92 64.80
3C 69.85 70.09
3D 72.61 66.39
3E 59.77 5131
3F 65.77 71.76
3G 66.08 72.01
3H 65.99 72.17
3l 55.58 51.28
3J 7758 72.64



Fonte: Elaborado pela autora (2020)

3K 76.04 60.14
3L 77.79 75.28
3M 59.26 55.79
3N 73.99 69.61
30 70.17 67.98
3P 69.37 65.50
Miltefosina 62.34
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O maior valor de score da série foi do ligante 3L, em ambas as configuragdes espaciais,

atingindo um valor de 77.79 e 75.28, nas configuracOes R e S, respectivamente. O ligante que

apresentou o menor valor de score, na configuracdo R, foi o ligante 3A (52.18) e na

configuracdo S, o menor valor de score foi do ligante 31 (51.28). As diferencas entre esses

valores de score variam entre 25.61 e 24, nos estereoisdbmeros R e S, respectivamente e as

principais razdes intermoleculares que explicam essas diferencas podem ser vistas na tabela 38.

Tabela 38 — Mapeamento das principais interagcGes intermoleculares entre os ligantes e o alvo (Dihidroorotato

desidrogenase).

Residuos

Melhor (3L)

Pior (3A)

Melhor (3L)

Pior (31)

VAL22
SER196
ASNG8
GLY21
VAL22
GLY222
TYR59
MET70
ARG58
THR273
GLY223
GLY250
ILE226
THR56
GLY272
PROS7
ALA19
LYS44
GLN276
ALA20
SER45
LEU72
ASN128
CYS131

VAL271
ASN195

LYS165
Score

CH
CH
CH
CH
CH
CH
PIT
CH
CH
3.0
3.0

77.79

CH

2.8
CH

CH

3.1E28

CH

CH
CH

52.18

CH

CH
CH
CH
CH

CH

CH
2.8
75.28

CH
25E3.1
CH

CH
CH
CH

2.9

CH

2.7

CH

51.28

Fonte: Elaborado pela autora (2020)

Legenda: CH significa contato hidrofdbico, a numeracao diz respeito a distancia (A) entre os atomos envolvidos

na ligacdo de hidrogénio. PIT significa interacdo T-stacking.
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Os residuos de VAL22 e MET70 interagiram hidrofobicamente com quase, se ndo todos
os ligantes analisados. Os residuos de SER196, ASN68, THR273, GLY223, GLY272, LEU72
e LYS165 interagiram com os ligantes atraves de ligacao de hidrogénio.

Na configuracéo R, o ligante 3L interagiu com o sitio de ligacdo da enzima através de
contato hidrofobico com 8 diferentes residuos de aminoacido, uma interagdo T-stacking com o
residuo de TYR59 e estabeleceu 2 ligacGes de hidrogénio com os residuos de THE273 e
GLY223, ambos a uma distancia de 3.0A (entre o 4&tomo doador e o aceptor). Ja o ligante 3A
interagiu com o alvo através de contato hidrofobico (com 6 diferentes residuos de aminoécido)
e trés ligagbes de hidrogénio com os residuos de ASN67 (2.8A) e THR273 (3.1A e 2.8A).
Apesar do ligante 3A de interagir com o alvo de maneira significativa, 0 maior numero de
interacdes realizados entre o ligante 3L e o alvo garantiram uma maior estabilidade do
complexo ligante-alvo formado.

As diferencas estruturais e 0 modo de ligacdo desses compostos com o alvo podem ser
visualizadas na figura 50 abaixo:

Figura 50 — Detalhamento das intera¢des intermoleculares entre os ligantes 3L (Lado A) e 3A (Lado B) e o alvo

(Dihidroorotato desidrogenase).
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ILE-226
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THR-273

Fonte: Elaborado pela autora (2020)
Legenda: Os contatos hidrofébicos sdo mostrados em verde, interacdo T-stacking em amarelo e ligacdo de

hidrogénio em cyan.

Na configuragdo S, o ligante 3L interage hidrofobicamente com 7 diferentes residuos de
aminoacido e estabelece uma ligacao de hidrogénio com o residuo de LYS165 a uma distancia
de 2.8A. O ligante 31 interage com 7 residuos de aminoacido por contato hidrofébico e forma
4 ligagbes de hidrogénio com os residuos de SER196 (2.5A e 3.1A), GLY272 (2.9A) e LEU72
(2.7A). Apesar do ligante 31 formar um ndmero maior de ligages de hidrogénio com o alvo, a
posicdo e conformacdo de interacgdo entre o ligante 3L e o alvo garante uma maior estabilidade

in silico do complexo ligante-alvo formado.
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Esses compostos diferem estruturalmente na presencga do &tomo de cloro, substituido no
R1 no ligante 3A e 0 grupo nitro nessa mesma posi¢éo para os ligantes 31 e 3L. J& no substituinte
R2, o ligante 3L possui o grupo 1-(4-fluorfenil) etanona enquanto que o ligante 32 e 31 possui
um atomo de hidrogénio nesta posi¢cdo. Um maior volume e eletronegatividade garantem ao
ligante 3L uma maior afinidade in silico pelo sitio de ligacdo da enzima

As diferencas estruturais e 0 modo de ligacdo desses compostos com o alvo podem ser

visualizadas na figura 51 abaixo:

Figura 51 — Detalhamento das interacGes intermoleculares entre os ligantes 3H (Lado A) e 31 (Lado B) e o alvo

(Dihidroorotato desidrogenase).
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Fonte: Elaborado pela autora (2020)

Legenda: Os contatos hidrofébicos sdo mostrados em verde, interacdo T-stacking em amarelo e ligacdo de

hidrogénio em cyan

4.1.3.2.3 Pteridina Redutase 1 (PTR1)

O docking por homologia foi realizado para este alvo bioldgico utilizando-se a estrutura
tridimensional da enzima na espécie de L. major para construir o modelo tridimensional da
espéecie de L. amazonensis atingindo uma identidade de 91,64%. Ao observar os valores de
score obtidos entre os compostos testados frente a enzima PTR1 (tabela 39), nota-se que 50%
dos ligantes obtiveram maior valor de score na configuragdo R e os outros 50% na configuracéo
S.
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Tabela 39 - Valores de score (ChemPLP) para as principais solugdes de docking dos compostos em seus

esterioisdbmeros para a enzima Pteridina Redutase 1 (PTR1).

Moléculas R S
3A 62.63 61.13
3B 90.01 81.91
3C 93.22 81.80
3D 85.48 86.60
3E 64.58 73.39
3F 81.93 85.07
3G 89.54 87.65
3H 84.82 88.12
3l 65.47 66.23
3] 83.25 81.13
3K 86.21 78.50
3L 85.35 82.15
3M 61.70 64.45
3N 85.96 77.76
30 80.94 82.80
3P 75.27 82.01

Miltefosina 72.02

Fonte: Elaborado pela autora (2020)

O maior valor de score atingido na série foi do ligante 3C (93.22) na configuracdo R e

0 menor valor de score nesse estereoisémero foi do ligante 3M (61.70). Ja no estereoisbmero

S, o maior valor de score foi atingido pelo ligante 3H (88.12) ja o ligante 3A obteve o menor

valor de score, atingindo 61.13. A diferenca entre esses valores de score varia entre 31.52 e

26.99, nos estereoisdmeros R e S, respectivamente e as principais razées intermoleculares que

explicam essas diferencas podem ser vistas na tabela 40.

Tabela 40 — Mapeamento das principais interaces intermoleculares entre os ligantes e 0 alvo (Pteridina Redutase

1).
Residuos R
Melhor (3C) Pior (3M) Melhor (3H) Pior (3A)

ASP180 CH CH CH

LEU225 CH CH CH CH
TYR282 2.9

LEU187 CH CH CH CH
MET182 CH CH CH
PHE113 Pl PIT CH

ARG17 Cat-pie2.8 31E31
LEU18 CH CH CH CH
GLY19 2.7
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ASN109 3.1 CH 3.1

TYR240 3.0

SER226 2.9

MET232 CH CH

LEU228 CH

PRO186

ASP231

TYR114

PRO223 CH CH CH

TYR190 CH CH

MET178 CH CH

TYR193 3.1
Score 93.22 61.70 88.12 61.13

Fonte: Elaborado pela autora (2020)
Legenda: CH significa contato hidrofébico, a numerago diz respeito a distancia (A) entre os &tomos envolvidos

na ligacdo de hidrogénio. Cat-pi significa interacdo cation-r e PIT significa interacdo T-stacking.

Os residuos de ASP180, LEU225, LEU187, MET182, LEU18 e PR0O223 interagiram
hidrofobicamente com quase, se ndo todos os ligantes analisados. Além desses, o residuo de
PHE113 foi o Unico capaz de estabelecer interacdes do tipo Pl-stacking e T-stacking com os
ligantes. Os residuos de TYR282, ARG17, GLY19, ASN109, SER226 e TYR193 interagiram
com os ligantes através de ligacdo de hidrogénio.

Na configuracdo R, o ligante 3C interagiu hidrofobicamente com 5 diferentes residuos
de aminoécido, estabeleceu uma interacdo do tipo Pl-stacking com o residuo de PHE113 e uma
interagdo cation-n com o residuo de ARG17. Além dessas interagdes, esse ligante formou 4
diferentes ligagdes de hidrogénio com os residuos de TYR282, ARG17, GLY19 e ASN109 a
uma distancia de 2.9A, 2.8A, 2.7A e 3.1A (entre o atomo doador e o0 aceptor). Ja o ligante 3M
interagiu por contato hidrofébico com 8 diferentes residuos de aminoacido, além de estabelecer
uma interacdo T-stacking com os residuos de PHE113 e uma ligacdo de hidrogénio com o
residuo de SER226 a uma distancia de 2.9A. Apesar do ligante 3M interagir com o alvo através
de mais contatos hidrofébicos, a formacéo de 4 ligacdes de hidrogénio entre o ligante 3C e 0
alvo, somadas as outras interac6es, garantem a este ligante uma maior estabilidade in silico com
a enzima analisada.

Esses compostos diferem estruturalmente na presenca do atomo de cloro no substituinte
R1 no ligante 3C, e 0 grupo metoxi nessa posi¢do no ligante 3M. J& no substituinte R2, o ligante
3C possui 0 grupo 1-(4-nitrofenil) etanona enquanto que o ligante 3M possui 0 atomo de
hidrogénio nessa posicdo. O maior volume espacial e eletronegatividade garantem ao ligante
3C uma maior afinidade in silico pela enzima.

As diferencas estruturais e 0 modo de ligacdo desses compostos com o alvo podem ser

visualizadas na figura 52 abaixo:
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Figura 52 — Detalhamento das interacGes intermoleculares entre os ligantes 3C (Lado A) e 3M (Lado B) e 0 alvo

(Pteridina Redutase 1).
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Fonte: Elaborado pela autora (2020)

Legenda: Os contatos hidrofébicos sdo mostrados em verde, interacdo T-stacking em amarelo, interacdo PI-

stacking em rosa, interagdo cation-pi em laranja e ligacéo de hidrogénio em cyan

Na configuracdo S, o ligante 3H interagiu com o alvo através de contatos hidrofobicos
com 10 diferentes residuos de amino&cido além de formar uma ligacéo de hidrogénio com o
residuo de TYR240 a uma distancia de 3.0A (entre o 4tomo doador e o aceptor). Ja o ligante
3A interagiu hidrofobicamente com 7 diferentes residuos de aminoacido e estabeleceu 4
ligacBes de hidrogénio, sendo 2 delas com o residuo de ARG17, ambas a uma distancia de 3.1A
(entre 0 atomo doador e o aceptor), e as outras com os residuos de ASN109 e TYR193 ambas
a uma distancia de 3.1A. Apesar do alto nimero de ligacdes de hidrogénio formadas entre o
ligante 3A e o alvo, 0 maior numero de contatos hidrofobicos formados entre o ligante 3H e o
sitio de ligacdo da enzima garantem uma maior estabilidade in silico.

As diferencas estruturais entre esses compostos se baseiam na presenga do atomo de
cloro no susbtituinte R1 no ligante 3A, enquanto que essa posicao é ocupada pelo grupo T-butil
no ligante 3G. J& no substituinte R2, o ligante 3A apresenta 0 atomo de hidrogénio, ja o ligante
3G apresenta o grupo 1-(4-nitrofenil) etanona. Novamente, um maior volume, hidrofobicidade
e eletronegatividade garantem ao ligante 3G uma maior afinidade in silico com o alvo.

As diferencas estruturais e 0 modo de ligacdo desses compostos com o alvo podem ser

visualizadas na figura 53 abaixo:

ASN-109
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Figura 53 — Detalhamento das interaces intermoleculares entre os ligantes 3H (Lado A) e 3A (Lado B) e 0 alvo

(Pteridina Redutase 1).
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\ ¥
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Fonte: Elaborado pela autora (2020)

Legenda: Os contatos hidrofébicos sdo mostrados em verde e ligacdo de hidrogénio em cyan.

4.1.3.2.4 Tripanotiona Redutase

LEU-225

TYR-190

O docking por homologia foi realizado para este alvo biol6gico utilizando-se a estrutura

tridimensional da enzima na espécie de L. infantum para construir o modelo tridimensional da

espécie de L. amazonensis atingindo uma identidade de 95,32%. Ao observar os valores de

score obtidos entre os compostos analisados e a enzima tripanotiona redutase (tabela 41), nota-

se que 0s compostos no estereoisdbmero R apresentaram valores de score superiores.

Tabela 41 —Valores de score (ChemPLP) para as principais solugdes de docking dos compostos em seus

esterioisbmeros para a enzima Tripanotiona Redutase.

Moléculas R S
3A 73.81 65.61
3B 88.58 70.59
3C 70.37 70.59
3D 88.75 71.85
3E 70.34 65.26
3F 70.58 67.59
3G 76.33 68.47
3H 89.57 69.89
3l 62.63 66.89
3] 73.34 68.59
3K 76.16 71.89
3L 79.80 76.98
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3M 68.05 60.12

3N 86.83 72.22
30 80.75 71.34
3P 76.83 73.88

Miltefosina 73.49

Fonte: Elaborado pela autora (2020)

O maior valor de score da série foi do ligante 3H, na configuracéo R, chegando a 87.57
e 0 menor valor de score dessa configuracao foi do ligante 31 (62.63). J& para 0s compostos na
configuracdo S, o maior valor de score foi atingido pelo ligante 3L (76.98) e o menor valor de
score foi do ligante 3M (60.12), sendo assim o menor valor de score da série. As diferencas
entre esses valores de score variam entre 24.94 e 16.86, nos estereoisomeros R e S,
respectivamente e as principais razdes intermoleculares que explicam essas diferencas podem

ser vistas na tabela 42.

Tabela 42 - Mapeamento das principais interagfes intermoleculares entre os ligantes e o alvo (Tripanotiona

Redutase).
Residuos R S
Melhor (3H) Pior (31) Melhor (3L) Pior (3M)

TRP21 Pl Pl Pl CH
LEU17 CH CH CH CH
TYR110 CH CH
MET113 CH CH CH
SER14 CH 2.7 CH

ILE339 CH CH CH

VAL53 CH CH
THR335 CH 2.6

CYS52 CH

SER112 CH
ASP116 CH

GLU18 CH CH CH
PHE114 CH
LEU120 CH

Score 89.57 62.63 76.98 60.12

Fonte: Elaborado pela autora (2020)
Legenda: CH significa contato hidrofébico, a numeracéo diz respeito a distancia (A) entre os atomos envolvidos

na ligacdo de hidrogénio. Pl significa interagdo Pl-stacking.

O residuo de LEU17, MET113, SER14, ILE339, GLU18 e TRP21 interagiram
hidrofobicamente com quase, se ndo todos os ligantes analisados, sendo esse ultimo o Gnico
capaz de interagir com 0s compostos através da interacdo Pl-stacking. Os residuos de MET113
e VALS53 foram os Unicos capazes de estabelecer ligacdo de hidrogénio com os compostos.

Na configuragéo R, o ligante 3H interagiu com o sitio de ligacdo da enzima através do
contato hidrofébico com 10 diferentes residuos de aminoécido e uma interagdo do tipo PI-

stacking com o residuo de TRP21. Ja o ligante 3l interagiu com o alvo por contato hidrofébico
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(com 4 diferentes residuos de amino&cido), uma interacdo do tipo Pl-stacking com o residuo de
TRP21 e estabeleceu uma ligacdo de hidrogénio com o residuo de SER14 a uma distancia de
2.7A (entre o0 4tomo doador e o aceptor). O maior nimero de contatos hidrofébicos realizados
entre o ligante 3H e o alvo, garantiram uma maior estabilidade in silico do complexo ligante-
alvo formado.

As diferencas estruturais entre esses ligantes consistem na presenca do grupo T-butil no
substituinte R1 no ligante 3H, enquanto que o ligante 31 possui 0 grupo nitro nesta posicéao. Ja
no substituinte R2, o ligante 3H possui o grupo 1-(4-fluorfenil) etanona, ja o ligante 31 apresenta
0 atomo de hidrogénio. A presenca de grupamentos mais hidrofobicos, eletronegativos e
volumosos garante ao ligante 3H uma maior afinidade in silico pelo alvo.

As diferencas estruturais e 0 modo de ligacdo desses compostos com o alvo podem ser
visualizadas na figura 54 abaixo:

Figura 54 — Detalhamento das interac6es intermoleculares entre os ligantes 3H (Lado A) e 3l (Lado B) e o alvo

(Tripanotiona Redutase).

Fonte: Elaborado pela autora (2020)
Legenda: Os contatos hidrofébicos sdo mostrados em verde, interagdo Pl-stacking em rosa e ligag&o de

hidrogénio em cyan.

Na configuragdo S, o ligante 3L interagiu com o alvo através de contato hidrofobico
(com 6 diferentes residuos de aminoacido), uma interacéo do tipo Pl-stacking com o residuo de
TRP21 e uma ligacéo de hidrogénio realizada com o residuo de THR335 a uma distancia de
2.6A (entre 0 &tomo doador e 0 aceptor). J& o ligante 3M interagiu com o alvo através de contato
hidrofébico com 7 diferentes residuos de aminoacido. A maior variagdo de interacdo realizadas
entre o ligante 3L e o alvo garante a formacdo de um complexo ligante-alvo de mais

estabilidade.
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Esses ligantes diferem estruturalmente pela presenga do grupo nitro no substituinte R1
no ligante 3L, enquanto que o ligante 3M apresenta 0 grupo metoxi nesta posi¢do. No
substituinte R2, o ligante 3L apresenta o grupo 1-(4-fluorfenil) etanona, ja o ligante 3M
apresenta o atomo de hidrogénio. Novamente, a presenca de grupamentos mais eletronegativos
e volumosos garante ao ligante 3L uma maior afinidade in silico pela enzima analisada.

As diferencas estruturais e 0 modo de ligacdo desses compostos com o alvo podem ser

visualizadas na figura 55 abaixo:

Figura 55 — Detalhamento das interagdes intermoleculares entre os ligantes 3L (Lado A) e 3M (Lado B) e o alvo

(Tripanotiona Redutase).

Fonte: Elaborado pela autora (2020)
Legenda: Os contatos hidrofébicos sdo mostrados em verde, interacdo Pl-stacking em rosa e ligacao de

hidrogénio em cyan.

4.1.4 Andlise Modelo de QSAR através de Andlise de correlacdo canbnica

A aplicacdo do método estatistico de correlacdo canbnica, para obtencdo do modelo de
QSAR, partiu da utilizacdo de 3 variaveis ditas como dependentes, sendo elas a pIC50 para as
espécies de L. amazonensis e L. infantum, e DL50 em células de macrofago e 3 variaveis
independentes, formadas pelos seguintes descritores quimicos: LogP, energia do orbital
molecular ndo ocupado mais baixo (LUMO) e numero de aceitadores da ligacéo de hidrogénio.
A tabela 43 abaixo resume as principais informacdes utilizadas e os principais elementos para

a analise canonica.
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Tabela 43 — Correlacdo canénica de resposta biol6gica ou varidvel dependente (pICso L. amazonensis, plCso L.

infantume DLso Macrdfagos) com descritores quimicos ou variavel independente (LogP, LUMO e aceitadores de

ligacdo de Hidrogénio).

Variaveis da pesquisa
Resposta biologica
e plCs L. amazonensis
e plCsL. infantum
e DLso Macréfagos

Descritores quimicos
e LogP
e LUMO

e Aceitadores de ligacdo de Hidrogénio

Elementos de analise can6nica

Composicao de variaveis dependentes Correlacado canbnica

Composicéo de variaveis independentes

Variavel estatistica candnica dependente

R¢ Variével estatistica candnica independente

Fonte: Elaborado pela autora (2020)

A analise de correlacdo candnica foi restrita a determinacdo de trés funcdes canénicas

porque o conjunto de variaveis dependentes contém trés variaveis. A tabela 44 resume 0s

principais resultados de significancia estatistica e a apresentacdo dos resultados dos testes

multivariados das func6es (lambda de Wilks, o critério de Pillai, o traco de Hotelling e o gcr de

Roy).

Tabela 44 — Andlise de correlacdo candnica.

Medidas de ajuste geral do modelo para analise de correlacdo candnica

Funcéo candbnica Correlagdo canbnica  R? canénico Estatistica F Probabilidade
1 0,948177 0,899040 4,61 0,0012
2 0,304162 0,092515 0,34 0,8497
3 0,147620 0,021792 0,27 0,6145

Testes multivariados de significancia

Estatistica Valor Estatistica F aproximada Probabilidade
Lambda de Wilks 0,08962342 4,61 0,0012
Traco de Pillai 1,01334622 2,04 0,0629
Traco de Hotelling 9,02910674 9,50 0,0002
gcr de Roy 8,90488322 35,62 <,0001

Fonte: Elaborado pela autora (2020)

Nota-se que a primeira funcdo candnica obteve um R? candnico (semelhante ao R? em

uma funcdo linear) de 0,89, considerado alto em modelos de QSAR e uma probabilidade de

0,0012. Outra analise importante é o valor do teste de lambda de Wilks, que significa o quao

correlacionados sdo os dois conjuntos de dados, onde quanto mais préximo de zero maior esta

correlagdo, este teste atingiu um valor de 0,089 para a fungdo 1 demonstrando uma alta

correlagéo entre as variaveis dependentes e independentes.
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Salt e colaboradores (2004), em seu trabalho que buscou obter modelos de QSAR para
predizer a afinidade e seletividade de derivados arylpiperazinyl para adrenoceptores al e a2
(ARs), encontraram um R? de 0,73 e foi considerado um modelo satisfatério. Ospino e
colaboladores (2005), obtiveram um R? de 0,816 em seu modelo de QSAR para predicdo do
tempo de meia-vida de bifenilos policlorados em humanos, também considerado satisfatorio de
com alto poder de predicdo. O R? candnico desse estudo foi superior a estes dois exemplos
encontrados na literatura.

Calculou-se entdo o indice de redundancia para as variaveis estatisticas independente e
dependente da primeira funcdo canonica e foi feita a Analise desses indices (tabelas 45 e 46).
O indice de redundancia encontrado foi de 0,4514 para as variaveis dependentes e 0,5628 para
as variaveis independentes. Esse baixo valor encontrado deve-se a variancia compartilhada
(tabela 46) relativamente baixa na variavel estatistica dependente (0,5021) e independente
(0,6260) e ndo do R? candnico. As fungdes candnicas 2 e 3 ndo foram consideradas por

apresentarem um baixo valor de R? candnico (0,0925 e 0,0218, respectivamente).

Tabela 45 — Célculo dos indices de redundéancia para a primeira fungéo candnica.

Variével Carga  Cargacanbnica Carga candnica R? indice de
estatistica/varigveis canénica guadrada quadrada média Canonico redundancia

Variéveis Dependentes

pICso L. amazonensis 0,9659 0,93296281
pICso L. infantum 0,5233 0,27384289
DLso Macrofagos -0,5472 0,29942784 0,502078 0,899040 0,451388

Variaveis independentes
0,9793 0,959028

LogP

Aceitadores de ligacdo de -0,5716 0,326727

Hidrogénio

LUMO 0,7696 0,592284 0,626013 0,899040 0,562811

Fonte: Elaborado pela autora (2020)

Tabela 46 — Andlise de redundancia de variaveis estatisticas dependentes e independentes para ambas as funcbes

candnicas
Variancia padronizada das varidveis dependentes explicada
Por sua prépria variavel estatistica candnica Pela variavel estgtl’s;[jiga c_anénica
(variancia compartilhada) oposta (redundancia)

F“’J‘?‘?‘O Proporcéo Propor(;_ao R? candnico Proporgéo Propor(;_ao
candnica cumulativo cumulativo

1 0,5021 0,5021 0,8990 0,4514 0,4514

2 0,2642 0,7663 0,0925 0,0244 0,4758

3 0,2337 1,000 0,0218 0,0051 0,4809
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Variancia padronizada das variaveis independentes explicada

Pela variavel estatistica canonica

Por sua propria varidvel estatistica candnica o
oposta (redundancia)

(variancia compartilhada)

Furjggo Proporcéo Proporg.ao R? canonico Proporgéo Proporg'ao
candnica cumulativo cumulativo
1 0,6260 0,6260 0,8990 0,5628 0,5628
2 0,2983 0,9244 0,0925 0,0276 0,5904
3 0,0756 1,000 0,0218 0,0016 0,5921

Fonte: Elaborado pela autora (2020)

A tabela 47 resume os pesos candnicos padronizados encontrados para a funcéo 1 das
variaveis independentes e dependentes. A magnitude dos pesos representa sua contribuicéo
relativa para com a variavel estatistica, baseado nisso, nota-se que a ordem de contribuicéo para
a variavel dependente na funcdo 1 é plCso L. amazonensis, DLso Macrofagos e plCso L.
infantum, ja para a variavel independente a ordem de contribuicdo na primeira variavel
estatistica é LogP, Aceitadores de ligacdo de hidrogénio e energia do orbital LUMO. A funcéo
2 segue essa mesma tendéncia, porém a funcdo 3 possui sua propria ordem de contribuicdo e
isso pode ser explicado pela alta variagdo dos pesos canénicos em casos de multicolinearidade.

Tabela 47 — Pesos candnicos para as fun¢bes candnicas.

Pesos candnicos

Funcéo 1 Funcéo 2 Funcéo 3
Coeficientes candnicos padronizados para as variaveis
dependentes
plCso L. amazonensis 0,9244 0,5664 -0,6973
pICso L. infantum -0.0729 0,0216 1,2397
DLso Macréfagos -0,2655 1,0203 -0,0453
Coeficientes candnicos padronizados para as variaveis
independentes
LogP 0,8995 0,8073 -0,7241
Aceitadores de ligagédo de Hidrogénio -0,2280 0,8014 1,2554
LUMO -0,0145 -0,4320 1,8538

Fonte: Elaborado pela autora (2020)

O par para a primeira fungéo das variaveis candnica gerou o seguinte modelo:
Y1 =0,9244pICso Amaz — 0,0729pICsplnfa - 0,2655DLsoMacr
X1=0,8995L0gP - 0,2280Aceitador - 0,0145LUMO

A combinacdo desse modelo é capaz de gerar graficos entre a atividade bioldgica
observada (valores experimentais) e atividade bioldgica predita (valores preditos a partir da

aplicacdo do modelo) de cada variavel dependente (Grafico 2).
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Grafico 2 - Grafico de correlacdo dos valores de atividade bioldgica prevista e experimentais para 0s 16 novos

derivados sintéticos hibridos.
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Fonte: Elaborado pela autora (2020)
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Legenda: Gréafico A) Representa os valores previstos e observados da variavel de pIC50 de L. amazinensis.

Gréafico B) Representa os valores previstos e observados da variavel de pIC50 de L. infantum. Gréfico C)

Representa os valores previstos e observados da variavel de DL50 em células de macrofago.

A tabela 48 contém as cargas candnicas e cargas canonicas cruzadas. Quanto mais alta

a carga canonica maior é a importancia dessa variavel dentro do grupo, nota-se entdo que no

grupo das variaveis dependentes (funcdo 1) a variavel de plCso em L. amazonensis € a que

possui maior importancia dentro de seu grupo, ja para o grupo das varidveis independentes o

LogP é o que possui maior importancia. Como falado anteriormente, a correlagdo candnica

busca maximizar os objetivos preditivos através das suas variaveis estatisticas, logo, supde-se

que a variavel de plCsoem L. amazonensis € a que € principalmente prevista pelo conjunto de

variaveis estatisticas independentes, sendo o LogP a variavel que mais influéncia nessa

predicao.

Tabela 48 — Estrutura canfnica

Cargas candnicas

Funcéo 1 Funcéo 2 Funcéo 3
CorrelacGes entre as varidveis dependentes e suas variaveis
estatisticas candnicas
pICso L. amazonensis 0,9659 0,2536 0,0524
pICso L. infantum 0,5233 0,1732 0,8344
DLso Macréfagos -0,5472 0,8357 -0,0467
CorrelagBes entre as varidveis independentes e suas variaveis
estatisticas candnicas
LogP 0,9793 0,1953 0,0532
Aceitadores de ligagdo de Hidrogénio -0,5716 0,8001 0,1820
LUMO 0,7696 -0,4655 0,4370

Cargas candnicas Cruzadas

Funcéo 1 Funcéo 2 Funcéo 3
Correlag@es entre as varidveis dependentes e variaveis
estatisticas candnicas independentes
pICso L. amazonensis 0,9158 0,0771 0,0077
pICso L. infantum 0,4961 0,0527 0,1232
DLso Macréfagos -0,5189 0,2542 -0,0069
CorrelagOes entre as varidveis independentes e variaveis
estatisticas can6nicas dependentes
LogP 0,9285 0,0595 0,0079
Aceitadores de ligagdo de Hidrogénio -0,5420 0,2434 0,0269
LUMO 0,7297 -0,1416 0,0645

Fonte: Elaborado pela autora (2020)
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A lipofilicidade é uma das caracteristicas fisico-quimicas mais importantes a ser levada
em consideracdo no designer de novas drogas antiparasitarias, pois garante que a droga vai
interagir com os lipideos da membrana citoplasmatica, permitindo assim sua penetracdo no
citoplasma e sua agdo no metabolismo do parasita (DEL OLMO et al., 2002; BASSELIN;
ROBERT-GERO, 1997).Luque-ortega e colaboradores (2010) sintetizaram uma série de sais
de benzofeno e demonstraram que a presenca de substituintes mais lipofilicos contribuiram para
0 aumento da atividade leishmanicida. Maciel-rezende e colaboradores (2013) sintetizaram e
avaliaram a atividade bioldgica contra L. amazonensis de uma série de novos derivados
sintéticos de benzofenonas, ficando evidenciado que o aumento da lipofilicidade resultou em
um aumento da poténcia leishmanicida. Esses resultados corroboram com os achados do
modelo de QSAR obtido.

Uma outra forma de analisar os dados é a observacgdo dos ‘canonical cross-loadings’ ou
cargas candnicas cruzadas, onde é possivel observar a correlacdo de cada uma das varidveis
com o indice do grupo oposto, ou seja, as variaveis dependentes sdo correlacionadas com o
indice independente e vice-versa. Para a funcdo 1, a varidvel dependente de maior correlacao
com o grupo de variaveis independentes é a plCso L. amazonensis (0,9158), elevando-se esse
termo ao quadrado descobrimos o percentual da variancia dessa variavel explicada pela funcao
1. Os resultados mostram que 83,87% da variancia do valor de plCsg L. amazonensis pode ser
explicada pela funcdo 1. Olhando para as cargas cruzadas das variaveis independentes, percebe-
se que a variavel de LogP (0,9285) é a que mais se correlaciona com as variaveis dependentes.
Aproximadamente 86,21% da variancia do valor de LogP é explicada pelas variaveis
dependentes.

Observando-se agora 0s sinais das cargas, percebe-se que as variaveis dependentes de
pICso L. amazonensis e plCso L. infantum possuem uma relacdo positiva, ou seja, direta, ja a
variavel de DLsoem macrofagos possui uma relacdo indireta. J& para as variaveis independentes
nota-se que as variaveis de LogP e energia do orbital LUMO possuem relacdo positiva,
enquanto que a variavel de aceitadores de ligacdo de hidrogénio possui uma relagdo negativa,
ou seja, indireta. A ordem de contribuicdo seguida pelos pesos candnicos se mantém a mesma
se tratando das cargas candnicas cruzadas para as variaveis dependentes. No caso das variaveis
independentes, a ordem de contribui¢do é LogP, energia no orbital LUMO e aceitadores de
ligacdo de hidrogénio.

Desta maneira, seguindo a predi¢do do modelo de QSAR obtido, um aumento tanto da
lipofilicidade (LogP) quanto da energia no orbital LUMO, e uma redu¢do do numero de

aceitadores de ligacdo de hidrogénio resultaria em um aumento nos valores de plCsoL.
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amazonensis e plCso L. infantum. Porém, essas alteragdes também contribuiriam para uma
reducéo do valor da DLso em macrofagos, ou seja, aumento da citotoxicidade, sendo necessarias
entdo alteracOes estruturais para que houvesse uma potencializa¢do da atividade leishmanicida
sem causar a toxicidade em células do hospedeiro.

Por fim, foi realizada a validacdo das analises de correlacdo canonica, retirando-se as
variaveis independentes de LUMO e Aceitador de Ligacdes de Hidrogénio (LH). A tabela 49
apresenta o resultado de tal analise de sensibilidade, na qual as cargas candnicas sdo examinadas
quanto a estabilidade quando variaveis individuais independentes sdo eliminadas da analise.
Percebe-se a estabilidade das cargas candnicas com a retirada de uma das variaveis
independentes, havendo uma baixa variacdo. Os valores de correlagdo candnica (R) e raiz
candnica (R?) também n&o sofreram grandes alteracdes. Demonstrando-se assim a estabilidade

do modelo obtido.

Tabela 49 — Analise de sensibilidade dos resultados de correlagdo candnica consequentes da remocdo de uma

variavel independente.

Resultado apdés eliminacdo de

Variavel estatistica LUMO Aceitador LH
completa

Correlagdo candnica (R) 0,948177 0,948150 0,937788
Raiz candnica (R?) 0,899040 0,898989 0,879446
VARIAVEIS ESTATISTICAS
DEPENDENTES
Cargas candnicas
plCso L. amazonensis 0,9659 0,9658 0,9735
pICso L. infantum 0,5233 0,5241 0,5441
DLso Macréfagos -0,5472 -0,5478 -0,5244
Variancia compartilhada 0,5021 0,5025 0,5062
Redundéancia 0,4514 0,4517 0,4452

VARIAVEIS ESTATISTICAS INDEPENDENTES
Cargas canonicas

LogP 0,9793 0,9157 0,9915
Aceitadores de ligacdo de Hidrogénio -0,5716 -0,5717 Omitido
LUMO 0,7696 Omitido 0,7748
Variancia compartilhada 0,6260 0,6430 0,7917
Redundancia 0,5628 0,5780 0,6963

Fonte: Elaborado pela autora (2020)
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4.2 ESTUDOS IN VITRO

4.2.1 Atividade citotdxica

Para verificar a citotoxicidade dos novos derivados hibridos frente a macréfagos, foram
utilizadas células da linhagem RAW 264.7. A tabela 50 exibe os principais resultados desse
ensaio, e percebe-se que a citotoxicidade frente a esse tipo de célula imune variou de 32,91um
(Ligante 3F) a 232,96 uM (Ligante 3l).

Tabela 50 — Atividade citotdxica (CCso uM) dos compostos frente a macréfagos (Raw 264.7).

Compostos CCso (UM)
3A 76,18
3B 114,45
3C 189,02
3D 92,13
3E 60,39
3F 32,91
3G 69,01
3H 64,52
3l 232,96
3J 75,25
3K 183,73
3L 121,89
3M 172,89
3N 108,91
30 37,78
3P 144,15

Miltefosina 68,55

Fonte: Elaborado pela autora (2020)

Os ensaios de citotoxicidade constituem uma fase importante no processo de
desenvolvimento de novos farmacos, pois sdo capazes de antecipar 0s riscos inerentes a esses
compostos reduzindo assim a probabilidade de um novo farmaco promissor causar risco a satde
do paciente (HORNBERG et al., 2014; DORATO; BUCKLEY, 2006; CUNNINGHAM, 2000).

A maioria dos compostos testados apresentaram menos toxicidade que a miltefosina,
droga de referéncia que apresentou CCso de 68,55uM. A excecao a isso foram os compostos 3E
(60,39), 3F (32,91 uM), 3H (64,52 uM) e 30 (37,78 uM). O composto que apresentou a menor
toxicidade foi o ligante 31 (232,96 uM), chegando a ser mais de trés vezes menos toxico que a
droga de referéncia. Os resultados obtidos com a ferramenta online Pro-Tox Il de

imunotoxicidade corroboram com os resultados obtidos experimentalmente, onde o método in
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silico previu a atoxicidade dos compostos 3A, 3B, 3l e 3K (todos com CCso maior que
76,18uM) e imunotoxicidade do composto 30 (37,78 uM).

4.2.2 Atividade leishmanicida

Os compostos foram testados frente as formas evolutivas amastigota (intracelular) e
promastigota (extracelular) das espécies de L. infantum e L. amazonensis, visando avaliar a sua

atividade leishmanicida.

4.2.2.1 L. infantum

Para a forma evolutiva amastigota os compostos testados ndo apresentaram atividade.
Jé& para a forma evolutiva de promastigota os ligantes 3D, 3G e 3N apresentaram um ICsg menor

que a droga de referéncia (tabela 51).

Tabela 51 - Atividade leishmanicida (ICso em puM) dos compostos frente as formas evolutivas amastigota e

promastigota de L. infantum.

Amastigota Promastigota
Compostos

1Cs0 (UM) 1Cs0 (UM)
3A >510,43 414,21
3B 96,60 100,24
3C 120,57 189,02
3D 111,30 30,93
3E 140,75 71,61
3F >353,31 >353,31
3G >346,85 13,06
3H >363,89 114,93
3l >497,04 >497,04
3] >360,39 128,48
3K >353,66 >353,66
3L >371,40 184,73
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3M >516,25 >516,25
3N >370,38 35,13
30 >363,28 >363,28
3P >382,02 59,84
Miltefosina 1,72 38,20

Fonte: Elaborado pela autora (2020)

O composto 3G foi 0 que obteve o menor valor de I1Cso (13,06M), esse valor chegou a
ser quase trés vezes menor que a droga de referéncia utilizada para os ensaios (38,20uM). Esse
composto apresenta o0 grupo T-butil substituido no R1 e o grupo 1-(4-nitrofenil) etanona
substituido no R2, caracteristicas essas que aumentam seu carater hidrofébico. Compostos mais
lipofilicos sdo capazes de penetrar na membrana dos parasitas mais facilmente, resultando numa
maior concentracdo desses compostos no seu local de agdo. Essa relacdo entre atividade
leishmanicida e lipofilia ja foi descrita na literatura por alguns autores (JORDA et al., 2011,
MUSONDA et al., 2009; VALDERRAMA et al., 2005). Loiseau e colaboradores (2011)
realizaram a sintese de quinolinas e estirilquinolinas e um dos derivados desta classe de
compostos contendo um grupo 3-nitrofenilmetanona, substituinte semelhante ao presente no
composto 3G, apresentou 10 vezes mais atividade que a miltefosina para L. donovani.

Visando avaliar a capacidade dos compostos de serem ativos contra 0 parasita sem
causar danos as células do hospedeiro, o indice de seletividade (ISe) foi calculado. O ISe é
obtido pela razdo entre CCsoe ICsg, € quanto maior esta razdo, mais seletiva € a droga para o
parasita e, consequentemente, menor seu efeito sobre as células do hospedeiro. Quando a CCso
apresente um valor menor do que a ICso, significa que o composto ndo possui seletividade para
aquela forma evolutiva (NS). A tabela 52 resume os principais resultados.

Tabela 52 — indices de seletividade (ISe) de novos compostos relativos as formas amastigota e promastigota de L.

infantum. NS significa que ndo houve seletividade.

Compostos Amastigota Promastigota
3A NS NS
3B 1,18 1,14
3C 1,56 1,00
3D NS 2,98
3E NS NS
3F NS NS
3G NS 5,28
3H NS NS

3l NS NS
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3] NS NS
3K NS NS
3L NS NS
3M NS NS
3N NS 3,10
30 NS NS
3P NS 2,40
Miltefosina 38,94 1,79

Fonte: Elaborado pela autora (2020)

A partir da anélise dos resultados nota-se que a maioria dos compostos ndo apresentaram
seletividade para o parasita nas duas formas evolutivas. O composto 3G foi 0 que demonstrou
maior capacidade de seletividade para a forma promastigota, chegando a ser aproximadamente

5 vezes maior que a droga de referéncia.

4.2.2.2 L. amazonensis

Frente a forma evolutiva amastigota 0s compostos ndo apresentaram atividade. J& para
as formas promastigota os compostos 3B, 3D, 3F, 3H e 3P obtiveram valores de 1Cso que

chegaram a ser duas vezes menores que a droga de referéncia (tabela 53).

Tabela 53 — Atividade leishmanicida (ICso em uM) dos compostos frente as formas evolutivas amastigota e
promastigota de L. infantum.

Amastigota ~ Promastigota

Compostos

1Cs0 (LM) 1Cs0 (LM)
3A >510,43 360,62
3B >367,37 21,07
3C >360,39 77,46
3D >378,82 13,81
3E >483,69 51,03
3F >353,31 12,20
3G >346,85 30,92
3H >363,89 10,25
3l >497,04 >497,04
3J >360,39 92,13
3K >353,66 >353,66




Miltefosina

3L
3M
3N
30
3P

>371,40
>516,25
>60,48
>363,28
>21,70
7,07

42,36
>516,25
60,48
>363,28
21,70
26,94

Fonte: Elaborado pela autora (2020)
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O menor valor de 1Cs foi do composto 3H (10,25 pM), esse composto apresenta as

mesmas caracteristicas do composto 3G (ligante que obteve o menor valor de ICso frente a

promastigota em L. infantum) em relagdo a lipofilia, corroborando ainda mais com a correlagao

existente entre atividade leishmanicida e lipofilia.

Novamente, visando avaliar a capacidade dos compostos de serem ativos contra o

parasita sem causar danos as células do hospedeiro, o indice de seletividade (ISe) foi calculado

(Tabela 54). A maioria dos compostos ndo apresentaram seletividade frente a forma evolutiva

de amastigota.

Tabela 54 — indices de seletividade (1Se) de novos compostos relativos as formas amastigota e promastigota de L.

amazonensis. NS significa que ndo houve seletividade.

Compostos

3A
3B
3C
3D
3E
3F
3G
3H
3l
3J
3K
3L
3M
3N
30
3P

Miltefosina

Amastigota Promastigota
NS NS
NS 5,43
NS 2,44
NS 6,67
NS 1,18
NS 2,70
NS 2,23
NS 6,29
NS NS
NS NS
NS NS
NS 2,88
NS NS

>1,80 1,80
NS NS
>6,64 6,64
9,70 2,54

Fonte: Elaborado pela autora (2020)
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Jé& para forma evolutiva de promastigota o indice de seletividade foi variado, sendo os
compostos 3D, 3H e 3P os que obtiveram maiores valores, chegando a ser mais de trés vezes
maiores do que o valor da droga de referéncia e seis vezes mais seletivos para o parasita do que

para as células de macrofago.

4.2.3 Atividade imunomoduladora

Apos serem feitos os estimulos dos esplendcitos com a concentracdo de 10ug/mL dos
compostos 3G e 3H foi feita a dosagem das citocinas IL-2, -4, -6, -10, -17, IFN-y e TNF nos
diferentes tempos de incumbacdo (24 h, 48 h, 72 h e 96 h). Dentre as citocinas e tempos
avaliados, foi observado que o composto 3H induziu uma diminuicdo significativa de 1L-10 no
tempo de 24h, em comparacdo ao sem tratamento (tabela 55). Por ouro lado, com a incubacgéo
por 48h, tanto o composto 3G, como o 3H, foram capazes de aumentar significativamente a
producdo de IL-10. A Miltefosina, droga utilizada como composto de referéncia, ndo induziu
significativamente a producdo de IL-10. Esta é uma citocina imunoregulatoria, logo a
diminuicdo e posterior aumento da mesma reforca seu papel na homeostase celular
(KOBAYASHI et al.,2012; BANZ et al., 2003; BOYMAN et al., 2007).

O aumento dos niveis de IL-10 esta associado com a gravidade da progressdo da
leishmaniose visceral e com a progressdo da lesdo em pacientes com leishmaniose cutanea
(KARP et al., 1993; KAYE; CURRY; BLACKWELL, 1991; GHALIB et al., 1993; LOUZIR
et al., 1998; GAMA et al., 2013). Orginalmente a IL-10 era descrita como uma citocina
produzida por células T CD4" no perfil Th2, porém estudos posteriores demonstraram que essa
citocina é produzida também pelo perfil Thl buscando limitar a inflamacdo exacerbada
ocasionada pelas citocinas pré inflamatdrias deste perfil. Porém, este tipo de controle limita
também a eficiéncia da resposta imunolégica do hospedeiro, auxiliando na reducéo de danos
teciduais que podem ser gerados durante a resposta imune do hospedeiro. O ideal é a existéncia
de uma resposta equilibrada entre o perfil Thl x Th2. (TRINCHIERI, 2007; REIS et al., 2006).

Tabela 55 — Quantificacdo de IL-10 em sobrenadantes esplendcitos tratados por 24h e 48h com os compostos 3G

e 3H.

IL-10 24h 48h
Sem tto 9,38 0,00
3G 938 14,72 *
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3H 0,00* 1422 *
Miltefosina | 5,73 6,19

Fonte: Elaborado pela autora (2021)

Legenda: Droga de referéncia (miltefosina) e controle sem tratamento (Sem tto).

Nota: O asterisco (*) corresponde a diferenca significativa em relacdo ao controle, ANOVA teste de Dunnett.
p<0.05.

Os compostos também mostraram ac¢ao na producédo de IL-6 (tabela 56). Ambos foram
capazes de diminuir a producéo dessa citocina, em comparagdo ao controle sem tratamento, no
tempo de 24h. Apds 48h de incubagdo, ambos 0s compostos também induziram a producéo de
IL-6, porém, apenas o0 3G de modo significativo. A Miltefosina também foi capaz de reduzir
significativamente a producdo de IL-6 no tempo de 24h. Esta citocina esta positivamente
correlacionada com IL-10 (RAMOS et al., 2016). Logo, o perfil de indugdo dos compostos 3G
e 3H foi semelhante para ambas as citocinas.

A interleucina 6 (IL-6) é uma citocina multifuncional envolvida em numerosos
processos bioldgicos. Na leishmaniose essa citocina desempenha um papel anti e pro-
inflamatorio, além do envolvimento na diferenciacdo do perfil Thl7 a partir de linfécitos T
CD4" naive na presenca também de TGF- (KAUFMANN; KUCHROO, 2009; SOFI et al.,
2009). Este perfil pode levar a exacerbacdo da leishmaniose ou a protecdo contra a doenga. Em
um estudo de Kostka et al. (2009) camundongos BALB/c deficientes em I1L-17, desenvolveram
lesGes menores (causadas por L. major) e com menos parasitos do que os do tipo selvagem. Por
outro lado, PITTA et al (2009) demonstraram que a IL-17 tem um efeito protetor na
leishmaniose visceral causada por L. donovani. Devido a correlacdo positiva com a IL-10, a
inducdo desta citocina poderia auxiliar no contrabalanco entre os perfis Thl x Th2.

Os tempos de incubacdo de 72 e 96h ndo causaram altera¢fes no padrédo de producao
das citocinas avaliadas. As demais citocinas possiveis de serem quantificadas pelo método nédo

obtiveram niveis de deteccéo significativa em nenhuma das amostras analisadas.

Tabela 56 — Quantificagdo de IL-6 em sobrenadantes esplendcitos tratados por 24h e 48h com os compostos 3G e
3H.

IL-6 24h 48h

Sem tto 14,41 0,00
3G 0,00 * 10,14 *

3H 0,00* 5,95

Miltefosina | 0,00 2,63

Fonte: Elaborado pela autora (2021)
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Legenda: Droga de referéncia (miltefosina) e controle sem tratamento (Sem tto).
Nota: O asterisco (*) corresponde a diferenca significativa em relacdo ao controle, ANOVA teste de Dunnett.
p<0.05.
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5 CONCLUSAO

Dezesseis novos derivados de isoxazolina/tiazolidina-2,4-diona hibridos de seis
membros foram investigados como compostos leishmanicidas. As propriedades fisico-
quimicas, farmacocinéticas e toxicoldgicas destes compostos foram avaliadas através de
metodologias in silico identificando que a solubilidade predita para esses ligantes variou de
pouco sollvel a soltvel, apresentando valores de LogP entre 1,08 (Ligante 31) e 4,59 (Ligante
3F), essas sdo caracteristicas importantes de avaliacdo para o design de novos farmacos
passiveis de administracdo via oral. O composto 30 foi classificado como imunotdxico segundo
a ferramenta online PROTOX-Il e esse resultado corrobora com 0 ensaio in vitro de
citotoxicidade realizado frente a macréfagos, onde este composto apresentou uma CCsp de
37,78 uM.

O estudo de docking molecular foi realizado para os ligantes, frente a quinze diferentes
alvos de interesse bioldgico contra a leishmaniose. As analises de interacdes intermoleculares
entre os alvos usados nos célculos e as moléculas localizadas nos respectivos sitios de ligacao,
demonstraram que esses ligantes podem interagir com essas enzimas atraves de contato
hidrofébico, ligacdo de hidrogénio, interacdo Pl-stacking, T-stacking e interagdo cation-m.

Os compostos 3G e 3H foram os que obtiveram os maiores valores de score na maior
parte dos alvos analisados, e esses resultados corroboram com 0s ensaios in vitro de atividade
leishmanicida contra promastigota, onde o composto 3G apresentou um ICsp de 13,06 uM frente
a L. infantum, enquanto a molécula 3H apresentou um ICso de 10,25 pM frente a L.
amazonensis, sendo estes valores inferiores (portanto, melhores) do que o ICso do farmaco de
reféncia utilizado (Miltefosina). Os substituintes R1 e R2 dos compostos 3G e 3H possuem
caracteristicas fisico-quimicas que aumentam o carater lipofilico das moléculas. Este aspecto
parece potencializar a atividade leishmanicida desses ligantes, conforme demonstrado no
modelo QSAR obtido e corroborado na literatura.

Os ligantes 3G e 3H foram testados quanto a sua atividade imunomodulatéria e foram
observadas suas respectivas capacidades de inducdo da producdo da IL-6 e IL-10. Estas sé&o
citocinas regulatorias essenciais para um controle do processo inflamatdrio decorrente da
resposta imunolégica do hospedeiro frente a Leishmania.

Por fim, os resultados permitem concluir que estas moléculas hibridas sdo provaveis

protétipos para o desenvolvimento de compostos leishmanicidas. Mais investigaces sao



165

necessarias para apoiar a aplicabilidade de tais substancias na produgdo de novos medicamentos

mais eficazes e menos toxicos para a populacgéo.
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6 PERSPECTIVAS

= Analisar em macrofagos o efeito dos compostos sobre a producéo de 6xido nitrico;
= Identificar através de citometria de fluxo, possiveis alvos de acdo dos compostos, nas

diferentes formas evolutivas das espécies de Leishmania.
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