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RESUMO

Reconhecida pela Organizagdo Mundial de Saide (OMS) como uma das 17 doengas tropicais
negligenciadas do mundo, a Doenca de Chagas ¢ ocasionada pela picada do triatomineo
(barbeiro) contaminado com o parasita Trypanosoma cruzi. Com elevada ocorréncia na
América Latina, a doenca acomete cerca de oito milhdes de individuos infectados
mundialmente. Majoritariamente, a principio, a doeng¢a nao ¢ acompanhada de sintomas, ¢ 0s
tratamentos sucedidos ndo apresentam especificidade, sendo responsaveis por fortes efeitos
colaterais. Um alvo de farmacos ja consagrado pela literatura contra doengas parasitarias ¢ a
esterol 14a-demetilase (CYP51), devido sua capacidade de bloquear a formagao do ergosterol,
o qual estd diretamente ligado ao bom funcionamento da célula. O objetivo desse trabalho ¢
buscar potenciais novos inibidores para CYP51 por meio de triagem virtual, usando para tanto
modelos farmacoféricos baseados na forma de inibidores ja conhecidos. Os potenciais
inibidores da CYP51 foram selecionados de bibliotecas de drogas, produtos naturais e
moléculas druglike. Essas moléculas foram associadas a CYP51 por ancoragem molecular e
analisadas quanto as propriedades farmacocinéticas. Os ligantes potenciais resultantes foram
sugeridos como compostos lideres para posteriores analises in vitro, sendo eles NuBBE 558 e

FDA 3873936.

Palavras-chaves: triagem virtual, CYP51, Trypanosoma cruzi
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1. INTRODUCAO

A infec¢do por Trypanosoma cruzi € responsavel pela Doenga de Chagas, causada pela
picada do inseto Triatominae. Em todo mundo, estima-se que cerca de 8 milhdes de pessoas
estejam infectadas, grande parte na América Latina (MANUAL MSD, 2019). Mesmo
apresentando um alto nimero de casos, as opgdes terapéuticas sdo limitadas, e atualmente,
determina-se apenas dois medicamentos: Benzonidazol (BZN) e Nifurtimox (FERREIRA et
al., [s.d.]). Entretanto, sdo responsaveis por fortes efeitos colaterais, como gastrointestinais e
neurais (CASTRO; MONTALTO; BARTEL, 2006). Assim, existe uma necessidade urgente de
novos farmacos eficazes e seguros que possam combater essa doenca de forma efetiva. A
Doenga de Chagas, gradativamente, transforma-se em um problema de satde publica em areas
ndo-endémicas, devido ao crescente movimento populacional e emigracdo de individuos

infectados.

A forma de transmissdo mais recorrente para os humanos € por meio da picada do inseto
vetor infectado pelo parasita, o qual esta presente na ordem Hemiptera, familia Reduviidae e
subfamilia Triatominae, popularmente chamado de barbeiro. Essa familia ¢ composta de cerca
de 150 espécies, sendo que 5 delas sdo importantes na transmissao do parasita, que sao:
Triatoma infestans, T. dimidiata, T. brasiliensis, T. sordida, Rhodnius prolixus e Panstrogylus
megistus. Ademais, em torno de 100 espécies de mamiferos selvagens garantem o ciclo
infeccioso do T. cruzi na natureza (VINAS, 2010). O inseto infectado, ao picar o individuo,
deposita suas fezes quando o vetor se alimenta, adentrando o corpo do hospedeiro por meio de
lesdes na pele, mucosa, olhos ou boca e caem na corrente sanguinea. A partir desse momento

ocorre a contaminagdo e reinicio do ciclo de vida do protozoario (TYLER; ENGMAN, 2001).



Além disso, a transmissao pode ocorrer por transfusdo sanguinea e de 6rgaos, infeccdo de mae
para filho, alimentos contaminados e acidentes de laboratorio (JR; RASSI; MARIN-NETO,

2010).

2. Os tripomastigotas invadem
os tecidos onde se transformam

1.0 inseto pica e defeca ao mesmo tempo. Os
em amastigotas.

tripomastigotas alcangam a corrente sanguinea.

i 3.0s amastigotas
*.  multiplicam-se
assexuadamente.

i 8. Transformam-se
| em tripomastigotas.
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% epimastigotas no intestino

1Y doinseto.

4. 0s amastigotas transformam-se em
5. Os tripomastigotas sanguineos o tripomastigotas e retornam ao sangue.
sdo absorvidos por outro inseto

em nova picada.

Figura 1: ciclo de infecgdo do Trypanosoma cruzi, causador da Doenga de Chagas

A Doenca de Chagas pode acontecer em trés etapas: aguda, indeterminada e cronica. A fase
aguda pode causar uma febre rapida e levar a morte devido ao quadro de miocardite. No caso
da fase indeterminada o paciente ndo apresenta sintomas e a etapa cronica ocorre em 20-30%
dos casos e pode durar anos com complicagdes cardiacas e gastrointestinal (MANUAL MSD,
2019). Os farmacos existentes sdo capazes de curar a doenga apenas em sua fase inicial, obtendo
um sucesso de 76% (BURLEIGH; ANDREWS, 1998; CANCADO, 2002; COURA; CASTRO,

2002; TYLER; ENGMAN, 2001).

O citocromo P450 ¢ pertencente a superfamilia de hemeproteinas, as quais sdo vistas em

procariotos e eucariotos encontrados em diferentes reinos, e possui a fun¢do de coordenar



processos de transferéncia de elétrons (SUETH-SANTIAGO, 2015). Ademais, as enzimas do
citocromo P450 sdo caracterizadas pela presenca do grupo heme, um grupo prostético que
contém a presenga de um ion ferroso, o qual estd complexado por nitrogénios de um anel
chamado porfirina, e essa estrutura se encontra ancorada na enzima por meio da ligagdo entre

um atomo de enxofre e um atomo de ferro (MACK et al., 2003).

Um dos procedimentos realizados pelas enzimas do Citocromo P450 ¢ a inser¢do de um
atomo de oxigénio, resultando em compostos hidroxilados que apresentam uma polaridade
maior. Esse método pode ser empregado em substancias endogenas, como os esteroides, € na

oxidacao de xenobiodticos como farmacos e toxinas (SUETH-SANTIAGO, 2015).

Os esteroides, um dos substratos encontrados nas enzimas do Citocromo P450, sdo
responsaveis pela manutengdo bioldgica da membrana celular, possuem influéncia na fluidez,
integridade e permeabilidade, ou seja, sdo indispensdveis para a integridade e bom
funcionamento da célula (BROWN, 1998). A biossintese dos esterdis possui um intermediario
em comum entre os reinos, o 0xido de esqualeno. A partir dele a rota biossintética se divide
em: reino animal, o principal esteroide ¢ o colesterol, e nos fungos e parasitarios, o principal

esteroide € o ergosterol (SUETH-SANTIAGO, 2015).

Pesquisas em relagdo a sintese de moléculas que possam estar presentes nos tratamentos da
Doenca de Chagas vém ganhando espaco no mundo cientifico, principalmente apds o
sequenciamento de novos alvos encontrados no Trypanosoma cruzi (AZEVEDO, 2009).
Ademais, um segundo alvo de elevada importancia das pesquisas atualmente € a biossintese de
esterdis, visto que no caso da 7. cruzi, sdo caracterizados como um papel importante para a

integridade da célula (HARGROVE et al., 2013).



Um dos inibidores de aplicacdo no tratamento de pacientes com Doencga de Chagas com
maior destaque da biossintese do ergosterol sdo os compostos derivados azolicos da classe
triaz6is. Esses sdo capazes de agir sobre a CYP51 impedindo a formagdo do intermediario
zimosterol, o qual, consequentemente, impede a formagao do ergosterol. Ao final da inibi¢ao
ocorre um acumulo de precursores biossintéticos na membrana, comprometendo seu
funcionamento (SUETH-SANTIAGO, 2015). Assim, visto que as células humanas sdo
dependentes de colesterol e ndo de ergosterol, esta via bioquimica apresenta grande destaque
para viabilizacdo de tratamentos. Trabalhos presentes na literatura mostram que o protozoario
da doenga ¢ suscetivel a diversos inibidores da sintese de ergosterol, tanto in vitro como in vivo

(URBINA, 2009; FRANCA, 2014).

Os avangos tecnoldgicos, cada vez mais, auxiliam na pesquisa e desenvolvimento de
farmacos. O Design de Drogas Auxiliado por Computador (CADD) mostra-se presente e
essencial, a partir de métodos rapidos e eficientes na busca dos melhores ligantes, em meio a
grande quantidade de conhecimento de sequéncias gendmicas e moléculas bioldgicas
tridimensionais, conclui, assim, resultados com alta confiabilidade in silico (SHANMUGAM,;
JEON, 2017). Essa nova técnica permite que cientistas estudem novas drogas sem a

preocupacao com tempo e investimento desperdicados (OOMS, 2000).

O processo de buscar ligantes contra um determinado alvo bioldgico in silico ¢ denominado
Triagem Virtual (Virtual Screening — VS). Esse método utiliza dos célculos computacionais
para averiguar as distancias tridimensionais entre os modelos farmacoforicos e comparar com
as moléculas apresentadas, de modo que ¢ possivel predizer o alvo com maior coeficiente de

inibi¢do. Tem-se por modelo farmacofdrico, “texto traduzido”, € “O conjunto de caracteristicas



estéricas e eletrOnicas que sdo necessarias para garantir a interagdo supramolecular 6tima com

um alvo biologico, € acionar — ou bloquear — sua resposta bioldgica.” (WERMUTH et al., 1998).

Para o desenvolvimento de novos farmacos com atividades antiparasitarias ha dois
problemas comumente encontrados: a seletividade do farmaco ¢ dificil de ser atingida sem que
tenha consequéncias colaterais e apenas um alvo ndo ¢ o suficiente para que tenha o melhor

resultado desenvolvido (SUETH-SANTIAGO, 2015).

A CYP51 ¢ representada por um problema de seletividade devido a quantidade de enzimas
com semelhangas estruturais encontradas tanto no parasito como no hospedeiro. Além disso,
mesmo com baixa similaridade das enzimas, a estrutura do grupo heme se mantém como
isoforma. Esses fatos, em longo prazo, podem levar a efeitos como hepatotoxicidade e
intoxicacdo (SUETH-SANTIAGO, 2015). Percebe-se que as pesquisas de potenciais ligantes
antiparasitarios azodlicos, inibidores da CYP51, deve ocorrer de forma sistematica a fim de

diminuir os efeitos colaterais e analise da toxicidade.

2. JUSTIFICATIVA

Visto que ndo existem farmacos efetivos contra a Doenga de Chagas, e dado os importantes
efeitos colaterais das poucas drogas disponiveis, o presente trabalho visa buscar novos
potenciais inibidores que apresentem caracteristicas farmacocinéticas aceitdveis e que,

portanto, sejam menos deletérias que as atuais.



3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral
Triagem virtual visando sugerir potenciais moléculas lideres, contra a CYP51 de T. cruzi,

para desenvolvimento de novas drogas contra a Doenga de Chagas.

3.2. Objetivos Especificos

e Construir e validar um modelo farmacoforico a partir de estruturas extraidas do banco
de dados PDB em complexo com a proteina CYP51 de 7. cruzi;

e Observar as interagdes entre o receptor, CYP51, e dos compostos retirados nas triagens
dos bancos de dados, a partir de ancoragem molecular;

e Analisar as propriedades farmacocinéticas in silico dos compostos de melhores
resultados;

e Sugerir ligantes com potencial de inibirem a CYP51.

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Geracao do modelo baseado em forma

A constru¢do do modelo farmacoférico permite o planejamento de drogas sintéticas, por

meio da andlise da regido da molécula na qual o ligante estd intimamente relacionado com seu

receptor. Assim, o modelo foi gerado a partir de inibidores conhecidos na literatura, que

abrangem as caracteristicas necessarias para a inibi¢ao da evolu¢do do parasita. A extracao



desses inibidores foi realizada por meio do banco de dados do Protein Data Bank (PDB)
(BERMAN, 2000), de modo que foram escolhidas 6 moléculas, cujos coédigos de identificagao
sdo 3KSW, 3ZG2, 3ZG3, 4H60, 4UVR e 5AJR. Essas moléculas foram analisadas de acordo
com os resultados obtidos pelo score final submetido ao software vVROCS 3.2.0.4, OpenEye
Scientific Software, Santa Fe, NH (HAWKINS; SKILLMAN; NICHOLLS, 2007) nessa etapa,

aqueles que apresentaram caracteristicas indesejaveis foram descartados.

4.2. Validacao do modelo

A validacao do modelo foi realizada por meio do programa vROCS 3.2.1.4 Software, Santa
Fe, NM (HAWKINS et al.,, 2010), técnica responsavel pela triagem de cerca de 800
conférmeros por segundo. De modo que foi analisado a area sobre a curva (AUC) da curva
Receiver Operating Characteristic (ROC) como caracteristica classificatéria, na qual valores >
0,8 foram considerados aceitaveis. Essa curva demostra a equiparidade entre os compostos
ativos e os inativos escolhidos de forma aleatoria. Dessa forma, foi preparado dois bancos de
dados, ativos ou azoles e inativos ou decoys. Os compostos ativos foram retirados do artigo
Reddy et al., 2013. Enquanto os decoys foram gerados na plataforma online DUD-E
(MYSINGER et al., 2012) o qual baseia-se nos ligantes ativos para constru¢do dos modelos

inativos.

4.3. Preparacio do banco de dados

O modelo que apresentou melhor resultado, referente a etapa anterior, construido a partir

do programa vVROCS, foi usado na triagem virtual de bibliotecas de compostos originarios de

cinco bancos de dados. O primeiro deles ¢ conhecido pela caracteristica de moléculas oriundas



de produtos naturais brasileiros (NuBBE). O segundo banco de dados ¢ chamado ZINC (IRWIN
et al., 2012), conhecido como DrugsNow de posse de aproximadamente 10 milhdes de
compostos. O terceiro banco de dados foi o FDA (Federal Drug Administration) e os bancos de
dados CL (Core Library) e EXP (Express Pick), sendo esses dois ultimos da empresa
Chambridge. Essas bibliotecas foram submetidas ao software FILTER do OMEGA 2.5.1.4
OpenEye Scientific Software, Santa Fe, NM (HAWKINS et al., 2010). O programa FILTER ¢
responsavel por realizar de forma rapida a filtragem e selecao dos compostos, por meio de uma
combinacdo de calculos de propriedades fisicas e estudo de grupos funcionais. Ao utiliza-lo foi
eliminado os compostos indesejaveis, como aqueles que apresentaram fungdes tdxicas, com
baixa biodisponibilidade oral, com alta facilidade de formar ligagdes covalentes com o alvo e

compostos que podem causar interferéncias durante o ensaio experimental.

Os compostos resultantes dessa filtragem foram sujeitos ao programa QUACPAC 1.6.3.1,
OpenEye Scientific Software, Santa Fe, NM (http://www.eyesopen.com), com o objetivo de
obten¢do de compostos com cargas precisas ou que sejam retratadas em uma forma de maior
consisténcia. Assim, 0o QUACPAC busca e enumera o pKa, que apresenta compatibilidade com

0 sangue, € os tautomeros de cada composto, visando a obtencao das protonagdes corretas.

Por fim, a biblioteca de compostos foi submetida a geracdo de conférmeros a partir do
programa OMEGA. Por meio dele é possivel obter os bancos de dados de multi-conformeros
bioativos com alta rapidez e credibilidade. Essa etapa ¢ de extrema importancia para resultados
de modelos farmacoforicos satisfatorios, durante a triagem virtual, pois esses dependem das

conformagdes bioativas.



4.4. Triagem e Docking

A triagem foi realizada a partir do software ROCS 3.2.1.4 Software, Santa Fe, NM
(HAWKINS et al., 2010) e o modelo validado, empregando os scores Tanimoto combo, color
force field: Implicit Mills-Dean analisando-se os 500 melhores resultados. Os dados foram

visualizados por meio do software VIDA 4.3.0 Software, Santa Fe, NM.

As bibliotecas de compostos geradas a partir da busca pelo modelo foram sujeitas a técnica
de ancoragem molecular. Dessa forma, essa etapa foi realizada utilizando o programa GOLD
(VAN ZANTEN, 2012) que avalia a ancoragem flexivel entre as proteinas ¢ os ligantes. A partir
de um algoritmo genético, esse programa ¢ responsavel por encontrar solugdes por meio de
ancoragem ramificando inimeras copias de modelos flexiveis do ligante no sitio ativo do
receptor, redefinindo segmentos dessa copia de forma aleatdria até que seja gerado um conjunto

convergido de estruturas. O algoritmo de pontuagdo e ranqueamento usado foi o CHEMPLP.

4.5. Analise de Propriedades Farmacocinéticas in silico

Apds os compostos serem avaliados na ancoragem, o software online pkCSM (PIRES;
BLUNDELL; ASCHER, 2015) estimulou as caracteristicas principais de propriedades
farmacocinéticas, sendo elas absorcdo, distribuicdo, metabolismo, excrecdo e toxicidade
(ADMET) a fim de manifestar modelos de regressdo e classificacdo preditivos. Essa etapa ¢ de
importante aspecto para que seja enunciado se, os potenciais inibidores em vista, possuiram os

parametros ideais para selecao de drogas, de acordo com o organismo humano.
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4.6. Geracio de diagramas de interaciio 2D proteina-ligante

Com o auxilio do programa LigPlot” (LASKOWSKI, 2011) foi construido diagramas 2D
da interagdo ligantes-CYP51, com o intuito de mostrar quais interagdes intermoleculares

resultam da abordagem da ancoragem.

5. RESULTADOS

5.1. Geracao e validacao do modelo baseado em forma

Os inibidores 3KSW, 3Z2G2, 3ZG3, 4H60, 4UVR e 5AJR foram extraidos do Protein Data
Bank (PDB) e analisados por meio do software vVROCS 3.2.1.4, OpenEye Scientific Software,
Santa Fe, NH (HAWKINS et al., 2010) a partir da constru¢do da curva AUC. O inibidor que
apresentou melhor resultado foi a molécula 3ZG3 (Fig. 2) e, a partir dessa, foi possivel a
visualizagdo das interagdes intermoleculares entre a esterol 14-a demetilase (CYP51) de
Trypanosoma cruzi e o inibidor de piridina no complexo proteina-ligante para a construg¢ao do
modelo farmacoférico (Fig. 3). O inibidor 3ZG3 apresenta um complexo com a piridina, na
qual a ligagdo entre ferro que esta presente no grupo heme com o nitrogénio da piridina, é capaz

de aumentar a especificidade dessa molécula para CYP51 (HARGROVE et al., 2013)
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------------ Fe3*FE490A

Leu356A
Ala291A

Tyr103A

HO

Figura 2: Interagdo da CYP51 de T. cruzi em complexo com o inibidor baseado em piridina. Na qual, as linhas
esverdeadas e continuas representam as interagdes hidrofébicas. E as linhas pretas representam as ligagdes de

hidrogénio. Fonte: https://www.rcsb.org/structure/3ZG3

Figura 3: Modelo farmacoforico, construido a partir do programa vROCS. As esferas verdes representam os pontos
farmacoforicos das interacdes hidrofobicas, em vermelho sdo os pontos farmacoféricos de aceptores de elétrons e

em cinza representa o volume e forma do modelo.

O grafico bidimensional gerado da curva ROC (Caracteristicas Operacionais do

Receptor, em inglés) apresenta no eixo X a taxa dos resultados falsos positivos, enquanto no
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eixo Y sdo as taxas dos positivos. Assim, foi possivel analisar se o modelo determinado era
capaz de selecionar ligantes ativos (actives) em relagdo aos inativos (decoys). A linha preta
tracejada na diagonal representa os resultados aleatorios, logo, quando a curva passa por ela,
significa que o modelo esta elegendo aleatoriamente entre os compostos ativos e inativos. Dessa
forma, quando a curva se apresenta acima da linha tracejada, mostra que o modelo foi

competente na escolha dos compostos ativos em compara¢do com os inativos.

No caso, a curva apresentou-se, majoritariamente, acima da linha tracejada (Fig. 4),
concluindo que o modelo 3ZG3 ¢ capaz de escolher ligantes ativos. A area sob a curva (AUC)
foi de 0,72, sendo um pouco abaixo do ideal (< 0,8), isso pode ter ocorrido devido as
caracteristicas dos 20 potentes inibidores (compostos ativos ou azoles) sugeridos pelo artigo

Reddy et. al., 2013.

fraction actives found ROC curve

fraction d EC:}}‘ST found
RCCE Fun (31 Ereees

Figura 4: Curva AUC. Grafico da curva gerada baseando-se na analise dos compostos ativos (actives) e inativos
(decoys). Quanto mais afastada da linha pontilhada, menor a probabilidade de ser um modelo aleatdrio, e quanto

maior a area sob a curva (AUC), maior sera a probabilidade de ser um modelo similar a moléculas ativas.
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5.2. Preparacio do banco de dados

Os bancos de dados NuBBE, ZINC, FDA, CL e EXP foram propriamente tratados a partir
da filtragem de compostos indesejaveis, o estado de protonacdo e desprotonagdo, além dos
devidos tautomeros e conformeros. E por fim, foi construido os conférmeros a partir do
programa OMEGA, no qual foi obteve-se compostos bioativos com alta rapidez e credibilidade

de resultados.

5.3. Triagem e Docking

Os bancos de dados passaram pela triagem virtual por meio do programa ROCS a partir da
metodologia baseada em forma e apresentou o ranking das 500 melhores moléculas de cada
banco de dados. Esse ranking segue a classificagdo empregando os scores Tanimoto combo,
color force field: Implicit Mills-Dean, assim, foi possivel verificar o quanto cada ligante se

encaixa no modelo, tanto no caso de conformagao, como em pontos de interacao bem definidos.

Em seguida, esses compostos que foram pré-selecionados passaram pelo programa GOLD,
o qual avaliou a ancoragem flexivel presente entre as proteinas e os ligantes e foi escolhido os
5 melhores resultados de cada banco de dados, sendo o algoritmo de pontuagdo e ranqueamento

CHEMPLP mostrados nas Tabelas 1, 2, 3,4 e 5.
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Tabela 1 — Ranking de moléculas com melhor pontuagdo CHEMPLP na ancoragem molecular do banco de dados

NuBBE

Ranking Ligante NuBBE CHEMPLP
1° 558 112.4762
20 1084 105.7823
3° 1650 105.0405
4° 1191 97.0696
5° 557 97.0274

Tabela 2 — Ranking de moléculas com melhor pontuagdo CHEMPLP na ancoragem molecular do banco de dados

CL
Ranking Ligante CL CHEMPLP
1° 401757 105.5214
2° 90993 104.0745
3° 596602 103.1017
4° 588897 102.4908
5° 213385 102.3863

Tabela 3 — Ranking de moléculas com melhor pontuagdio CHEMPLP na ancoragem molecular do banco de dados

EXP

Ranking Ligante EXP CHEMPLP
1° 299181 101.0294
2° 131522 100.9184
3° 211933 100.188
4° 270373 99.8352

5° 245715 98.9986
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Tabela 4 — Ranking de moléculas com melhor pontuagdo CHEMPLP na ancoragem molecular do banco de dados

ZINC

Ranking Ligante ZINC CHEMPLP
1° 08133202 106.8171
20 12580862 104.3131
3° 95477833 102.7510
4° 97698932 101.9865
5° 20997881 101.9427

Tabela 5 — Ranking de moléculas com melhor pontuagdio CHEMPLP na ancoragem molecular do banco de dados

FDA

Ranking Ligante FDA CHEMPLP
1° 3873936 115.1487
2° 1895505 109.3886
3° 1481815 109.1912
4° 4175630 109.1512
5° 2016037 107.0918

5.4. Analise de Propriedades Farmacocinéticas in silico

A partir do ranking de pontuagdes obtido anteriormente, as 5 melhores moléculas de cada
banco de dados foram submetidas ao web server pkCSM da universidade de Cambridge e
analisou-se as propriedades de toxicidade, sendo elas: toxicidade AMES, referente ao potencial
mutagénico dos compostos usando bactérias e portanto seu potencial carcinogénico; a
hepatotoxicidade, que deve ser levado em conta na produgdo de drogas, pois lesdes ao tecido
hepatico podem ser agravadas no decorrer do tratamento; a inibi¢do dos canais de potassio pelo
hERG, pois esses sdao os principais causadores na sindrome do QT longo, o qual acarreta em

arritmia ventricular fatal; e por fim a maxima dose tolerada, a qual € expressa em
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Log(mg/kg/dia) e valores iguais ou menores que 0,477 sdo considerados baixos, ou seja, dose

que causara pequena toxicidade.

Os resultados das moléculas do banco de dados NuBBE em comparagdao com a piridina
estdo apresentados na tabela 6 abaixo. E possivel perceber com a interpretagio da tabela que o

melhor resultado foi a NuBBE 1191, porém ela estd muito acima da dose maxima tolerada.

Tabela 6 — Resultados pkCSM bando de dados NuBBE e comparagéo com a piridina

AMES hERG I hERG II Dose Maxima Toleravel
Cédigo NuBBE toxicidade Hepatotoxicidade inibidor inibidor (humano) Log

PYRIDINE Sim Sim Nio Sim -589
NUBBE 558 Nio Nao Nio Sim 478
NUBBE 1084 Nio Sim Nio Nao 79

NUBBE 1650 Nio Sim Nio Nio 0.18
NUBBE 557 Nio Nao Nio Sim 466
NUBBE 1191 Nio Nao Nio Nio 44

Os resultados obtidos das moléculas do banco de dados CL em comparagdo com a piridina
foram dispostos na tabela 7 a seguir. A partir da andlise dos dados podemos dizer que todas as
moléculas apresentam o carater de hepatotoxicidade e inibem os canais de potdssio no caso da
hERG II. O resultado que ndo apresenta capacidade mutagénica e dose maxima toleravel ¢ a

CL 213385 e CL 90993.
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Tabela 7 — Resultados pkCSM bando de dados CL e comparac¢do com a piridina

AMES hERG 1 hERG 11 Dose Maxima Toleravel
Cédigo CL toxicidade Hepatotoxicidade inibidor inibidor (humano) Log

PYRIDINE Sim Sim Nio Sim -589
CL 596602 Sim Sim Nio Sim 411

CL 588897 Sim Sim Nao Sim -215
CL 401757 Nio Sim Nio Sim 573

CL 213385 Nio Sim Nao Sim -0.43
CL 90993 Nao Sim Nio Sim -268

Os resultados obtidos do banco de dados EXP em comparacdo com a piridina sdo
observados na tabela 8. Nesse caso, ¢ possivel observar que nenhum composto apresenta
potencial carcinogénico e todos sdo inibidores dos canais de potassio para o hERG II, além
disso as doses sdo todas acima do toleravel, sendo aquela que apresenta menor dosagem a

molécula EXP 245715.

Tabela 8 - Resultados pkCSM bando de dados EXP e comparag@o com a piridina

AMES hERG I hERG II Dose Maxima Toleravel
Cédigo EXP toxicidade Hepatotoxicidade inibidor inibidor (humano) Log
PYRIDINE Sim Sim Nao Sim -589
EXP 270373 Nao Nao Nao Sim 276
EXP 131522 Nao Nao Nao Sim 428
EXP 211933 Nao Sim Nao Sim 157
EXP 299181 Nio Nao Nio Sim 482
EXP 245715 Nao Nao Nao Sim 211

Os resultados do banco de dados ZINC em comparagao com a piridina podem ser vistos na
tabela 9. De acordo com analise dos dados, nenhuma molécula possui carater carcinogénico,
porém o melhor resultado seria a molécula ZINC 08133202, mas essa apresenta uma dose muito

elevada acima do toleravel.
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Tabela 9 - Resultados pkCSM bando de dados ZINC e comparagdo com a piridina

AMES hERG 1 hERG 11 Dose Maxima Toleravel
Cédigo ZINC toxicidade Hepatotoxicidade inibidor inibidor (humano) Log

PYRIDINE Sim Sim Nio Sim -589
ZINC 95477833 Nao Nao Nao Sim 681
ZINC 12580862 Nio Sim Nio Sim -4

ZINC 97698932 Nio Sim Nio Nio 437
ZINC 20997881 Nao Nio Nio Sim 17

ZINC 08133202 Nio Nio Nio Nao 268

Por fim, os resultados obtidos do banco de dados FDA em comparagao com a piridina estao

apresentados na tabela 10. O melhor resultado obtido, ainda que apresente hepatotoxicidade,

foi a molécula FDA 1481815. Porém essa também possui dose muito acima do toleravel.

Tabela 10 - Resultados pkCSM bando de dados FDA e comparagdo com a piridina

AMES hERG I hERG II Dose Maxima Toleravel
Codigo FDA toxicidade Hepatotoxicidade inibidor inibidor (humano) Log
PYRIDINE Sim Sim Nio Sim -589
FDA 2016037 Sim Nio Sim Sim 798
FDA 4175630 Sim Sim Sim Sim -209
FDA 1895505 Sim Nao Nio Sim 424
FDA 1481815 Nao Sim Nao Nao 571
FDA 3873936 Nao Sim Nao Sim 0.6

5.5. Geracao de diagramas de interacio 2D proteina-ligante

O programa LigPlot+ foi usado para gerar as imagens que representam as interagdes 2D

proteina-ligante das melhores moléculas de cada banco de dados, a partir do ranking do

Docking. Nas imagens referentes ao LigPlot+, as formas em arcos vermelhos representam

residuos de aminoécidos envolvidos em interacdes hidrofdbicas, as linhas tracejadas em verde

representam ligagdes de hidrogénio, a cor marrom representa aminodacidos e a cor roxa
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representa o ligante. Ademais, para quesito representativo, a representacdo grafica em 3D dos
mesmos ligantes construidos por meio do Software Discovery Studio Visualizer (BioVida,
2017), no qual a estrutura em conformacgdo circular ao centro representa cada ligante em

questao.
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Figura 5: Representacdo em 2D do ligante NUBBE 558. As formas em arcos vermelhos representam residuos de
aminodacidos envolvidos em interagdes hidrofébicas, as linhas tracejadas em verde representam ligagdes de

hidrogénio, a cor marrom representa aminodacidos e a cor roxa representa o ligante
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Figura 6: Visualizag@o do ligante NUBBE 558 no Discovery Studio Visualizer.
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Figura 7: Representagdo em 2D do ligante CL 401757. As formas em arcos vermelhos representam residuos de
aminoacidos envolvidos em interagdes hidrofobicas, as linhas tracejadas em verde representam ligagdes de

hidrogénio, a cor marrom representa aminodacidos e a cor roxa representa o ligante



Figura 8:

Visualizag@o do ligante CL 401757 no Discovery Studio Visualizer.
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Figura 9: Representagdo 2D do ligante EXP 299181. As formas em arcos vermelhos representam residuos de

minoacidos envolvidos em interagdes hidrofobicas, as linhas tracejadas em verde representam ligagdes de

hidrogénio, a cor marrom representa aminoacidos e a cor roxa representa o ligante



Figura 10: Visualizacdo do ligante EXP 299181 no Discovery Studio Visualizer.
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Figura 11: Representagdo 2D do ligante ZINC 08133202. As formas em arcos vermelhos representam residuos

de aminoacidos envolvidos em intera¢des hidrofobicas, as linhas tracejadas em verde representam ligacdes de

hidrogénio, a cor marrom representa aminodacidos e a cor roxa representa o ligante



Figura 12: Visualizagdo do ligante ZINC 08133202 no Discovery Studio Visualizer.
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Figura 13: Representagdo 2D do ligante FDA 3873936. As formas em arcos vermelhos representam residuos de

aminodcidos envolvidos em interagdes hidrofébicas, as linhas tracejadas em verde representam ligagdes de

hidrogénio, a cor marrom representa aminoacidos e a cor roxa representa o ligante
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Figura 14: Visualiza¢do do ligante FDA 3873936 no Discovery Studio Visualizer

6. DISCUSSAO

Entre os ligantes que se destacaram temos o NuBBE 558 conhecido cientificamente como
Vochysiaceae Qualea grandiflora e popularmente como pau-terra ou pau-terra-de-folha-larga.
A arvore € caducifolia, caracteristica de perda total de suas folhas durante os meses mais frios
do ano, podendo chegar até 15 metros de altura. Estd presente no Suriname, Peru, Bolivia,
Paraguai e no Brasil nos estados de Ronddnia, Acre, Amazonas, Pard, Tocantins, Maranhao,
Ceara, Bahia, Minas Gerais, Sdo Paulo e Parani. E uma das espécies mais conhecidas do
Cerrado, considerada como uma das responsaveis pelas formacdes savanicas desse bioma

(PEREIRA, s.d.).

Atualmente ¢ possivel encontrar cerca de 50,4% dos medicamentos prescritos origindrios
de plantas e derivados naturais, por possuirem inumeras possibilidades de substancias
biologicamente ativas com caracteristicas farmacoldgicas nas areas antitumorais, anti-

inflamatoérias, antioxidantes, antibidticas e antiparasitarias (ARANTES, 2017). Ensaios com o
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o6leo essencial extraido da Qualea grandiflora como atividade antileishmania foram realizados
e concluidos que hé inibi¢ao parasitaria, com resultados promissores (ROCHA, 2014). Apesar
de que para tal a concentracdo deveria ser relativamente alta, o que condiz com os resultados
encontrados na tabela 6 indicando a dose elevada desse composto. Além disso, segundo
ROCHA (2014) o dleo essencial da Q. grandiflora apresentou ser menos tOXicos a nossas
células e mais toxico ao parasita. Assim como a Doenca de Chagas, a Leishmaniose também ¢
conhecida como uma doencga negligenciada e transmitida por um parasita, entdo ¢ provavel que
resultados parecidos sejam encontrados. Ademais, de acordo com sua farmacocinética nao
apresenta potencial mutagénico e hepatotoxicidade. Argumento que refor¢a que esse composto

natural possui grande capacidade para o combate da Doenga de Chagas.

O segundo ligante de destaque foi o FDA 3873936, conhecido como zazole, presente no
medicamento terconazol, usado para tratamento de infec¢des fungicas vaginais. Esse ligante
estd presente na familia dos azdis, os quais sdo capazes de atuar na CYP51, como ja abordado
anteriormente. De acordo com sua farmacocinética vista na tabela 10, esse ligante apresenta
boa dose toleravel, porém apresentou resultado positivo para hepatotoxicidade. Apesar de
possuir boas caracteristicas para um possivel desenvolvimento de farmaco, ainda nao hé estudos

relacionando esse ligante com o Trypanosoma cruzi.

Ja no caso dos ligantes referentes ao banco de dados ZINC, CL e EXP nao ha indicios de
nenhum estudo no caso do ZINC e os dois ultimos, por serem banco de dados particulares, o
acesso ¢ restrito. Porém, no caso do EXP 299181 e ZINC 08133202, aparentam ser promissores
visto que nao sdo causadores mutagénicos, ndo apresentam hepatotoxicidade ou inibigdo, de

acordo com as tabelas 8 e 9 respectivamente, apesar da caracteristica de alta dosagem. E, por
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fim, o CL 401757 que além de apresentar alta dosagem, foi positivo para hepatotoxicidade e

inibidor de hERG II.

7. CONCLUSAO

Conclui-se que foi possivel a constru¢do do modelo farmacoférico em complexo com a
proteina CYP51 de T. cruzi, observar as interagdes com os ligantes retirados dos bancos de
dados e analisar suas propriedades farmacocinéticas dos 5 melhores resultados de cada banco
em questdo. Obteve-se 2 resultados que apresentaram melhores interagdes e podem ser
possiveis alvos promissores para o desenvolvimento de novas drogas. Um deles incluindo um
composto natural do banco de dados NuBBE, refor¢ando a industria de produtos derivados de

compostos naturais e engrandecendo o bioma do cerrado brasileiro.
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