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RESUMO

A Leishmaniose ¢ uma doenga tropical negligenciada, causada por protozoarios do género
Leishmania spp, tem na leishmaniose visceral (LV) a forma mais grave, sendo esta causada por
Leishmania infantum (LI). A enzima Tripanotiona redutase (TR) ¢ um alvo molecular
promissor para inibidores devido ao seu papel na homeostase redox do parasita e sua auséncia
no hospedeiro humano. A TR torna possivel a conversao da tripanotiona ditiol utilizando o co-
substrato NADPH, sendo essencial no metabolismo antioxidante do patégeno. Este projeto
utilizou ferramentas de Drug Design para identificar potenciais inibidores da TR em LI. O
modelo estrutural da TR, inicialmente, foi obtido do banco de dados Protein Data Bank (PDB
id: 6ERS). Outras estruturas de inibidores potenciais também foram identificadas no PDB.
Modelos baseados em forma foram gerados a partir da interface de interacdo entre a enzima e
os ligantes, utilizando os programas vVROCs. Os 500 compostos com melhor score de
prospeccao de cada biblioteca (incluindo NuBBE, FDA, ZINC12, CL e EXP) foram submetidos
ao docking molecular com a TR utilizando o programa GOLD. As propriedades
farmacocinéticas (ADME-T) dos 10 melhores compostos foram preditas pelo servidor pkCSM.
Dentre as 10 melhores moléculas, 2 seguiram para a etapa da dindmica molecular (DM), um
método que consiste em avaliar as interacdes proteina-ligante ao longo do tempo e analisar
possiveis conformagdes por meio dos seguintes métodos: Desvio Quadratico Médio (RMSD),
Flutuacao Quadratica Média (RMSF), nimero de ligagdes de hidrogénio e analise da energia
de ligagao. Entre os ligantes de maior destaque, o NuBBE 1208 e o NuBBE 877 apresentaram
0s maiores potenciais inibitorios contraa TR de LI. Os resultados mostram que a abordagem
de Drug Design pode identificar compostos promissores para inibi¢cdo de TR, ressaltando o
potencial do NuBBE 1208 e do NuBBE 877. Além disso, sugerem novos caminhos para o
desenvolvimento de terapias contra a leishmaniose visceral, o que pode apresentar um impacto

significativo na produgdo de novos farmacos e ao combate a essa doenga.

Palavras-chave: Drug Design, Leishmaniose Visceral; Docking Molecular; Triagem virtual;

Bioinformatica.



ABSTRACT

Leishmaniasis is a neglected tropical disease, caused by protozoa of the genus Leishmania spp,
has visceral leishmaniasis (VL) as its most severe form, caused by Leishmania infantum (LI).
The enzyme trypanothione reductase (TR) is a promising molecular target for inhibitors due to
its role in the redox homeostasis of the parasite and its absence in the human host. TR enables
the conversion of tripanothione dithiol using the co-substrate NADPH, which is essential for
the pathogen's antioxidant metabolism. This project used drug design tools to identify potential
TR inhibitors in LI. The structural model of TR was initially obtained from the Protein Data
Bank (PDB id: 6ERS). Other structures of potential inhibitors were also identified in the PDB.
Shape-based models were generated from the interaction interface between the enzyme and the
ligands using vROCs programs. The 500 compounds with the best prospecting score from each
library (including NuBBE, FDA, ZINC12, CL, and EXP) were subjected to molecular docking
with TR using the GOLD program. The pharmacokinetic properties (ADME-T) of the 10 best
compounds were predicted by the pkCSM server. Among the 10 best molecules, 2 proceeded
to the molecular dynamics (MD) stage, a method that consists of evaluating protein-ligand
interactions over time and analyzing possible conformations using the following methods: Root
Mean Square Deviation (RMSD), Root Mean Square Fluctuation (RMSF), number of hydrogen
bonds, and bond energy analysis. Among the most prominent ligands, NuBBE 1208 and
NuBBE 877 showed the highest inhibitory potential against LI TR. The results show that the
Drug Design approach can identify promising compounds for TR inhibition, highlighting the
potential of NuBBE 1208 and NuBBE 877. In addition, they suggest new avenues for the
development of therapies against visceral leishmaniasis, which may have a significant impact

on the production of new drugs and the fight against this disease.

Keywords: Drug Design, Visceral Leishmaniasis, Molecular Docking, Virtual Screening,

Bioinformatics.
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1. INTRODUCAO

A leishmaniose ¢ uma doenga zoondtica causada por protozodrios do género
Leishmania, da familia Trypanosomatidae. A transmissao para humanos ocorre através da
picada de fémeas de insetos da subfamilia Phlebotominae, popularmente conhecidos no Brasil
como “asa branca”, “mosquito-palha”, “tatuquira”, “cangalinha” ou “birigui”, dentre outros
nomes (Brasil, 2024).

Esses protozodrios existem em duas formas: a flagelada (promastigota) e ando flagelada
(amastigota). Na Figura 1 € possivel observar o ciclo infeccioso, ele comec¢a quando um inseto
flebotomineo infectado se alimenta do sangue do hospedeiro, injetando nele promastigotas
metaciclicos. No interior do hospedeiro, esses parasitas invadem células mononucleares
fagociticas, como macrofagos, onde se transformam em amastigotas. Dentro das células, os
amastigotas se multiplicam e podem invadir outros tecidos. As células infectadas podem
eventualmente romper-se, liberando amastigotas que podem ser ingeridas por outros insetos
vetores durante a alimentagdo. No intestino médio do inseto vetor, os amastigotas transformam-

se novamente em promastigotas, multiplicando-se e migrando para a probdscide do inseto,

prontos para iniciar um novo ciclo de infec¢ao (Moreira et al., 2020).

Figura 1 — Ciclo biolégico e de transmiss@o de Leishmania.
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Fonte: Moreira et al.,2020.
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A Leishmaniose, causada por Leishmania infantum (LI), tem na leishmaniose visceral
(LV) também conhecida como calazar, a forma mais grave devido a febre de longa duragao,
perda de peso, fraqueza, reducao de forga muscular, anemia, a ndo especificidade dos sintomas,
além da sua capacidade imunossupressora e de afetar drgaos viscerais como bago e figado,
assim, podendo levar ao 6bito em 90% dos casos se ndo tratada. No mundo, aproximadamente
100 mil casos de LV ocorrem a cada ano (Brasil, 2024). Existem outras formas clinicas da
doenca, como a leishmaniose cutanea ¢ leishmaniose mucocutanea.

Um dos medicamentos que sdo usados para tratamento de LV ¢ oferecido pelo Sistema
Unico de Saude (SUS), a Anfotericina B Lipossomal (Brasil, 2024). Existem outros
medicamentos para o combate da leishmaniose como, a paromomicina, a pentamidina, os
antimoniais pentavalentes. A LV possui procedimento desafiador, apresentando longa duracao
no tratamento e com diversos efeitos colaterais como, arritmias cardiacas, nefrotoxicidade,
problemas gastrointestinais, hepatotoxicidade (Santiago; Rocha Pita; Guimaraes, 2021).

Desta forma, novas pesquisas sao necessarias para o desenvolvimento de farmacos
eficientes e seguros contra a leishmaniose. A bioinformatica vem se destacado cada vez mais
nos ultimos anos como uma ferramenta essencial no desenvolvimento de novos farmacos. Ela
acelera o processo e reduz os custos, facilitana identificacao de ligantes mais promissores em
diversos bancos de dados in silico (Shanmugam; Jeon, 2017).

Para o desenvolvimento de novos farmacos para o combate da LV, observou-se um alvo
promissor, a enzima Tripanotiona Redutase (TR) de LI, ela atua na manutencdo do balanco
redox intracelular, reduzindo a Tripanotiona, um composto que contém grupos sulfidrila (Pita;
Pascutti, 2011). A TR cria um meio biologico que ¢ favoravel para LI através da mediagao da
reducao dependente de NADPH da Tripanotiona oxidada, demonstrada na Figura 2, repondo
assim a capacidade antioxidante do protozoario e desintoxicando as espécies reativas de
nitrogénio e oxigénio, que sdo impostas pelo sistema imune do hospedeiro, podendo ser
prejudiciais ao parasita. Além disso, a TR ¢ um alvo molecular promissor para inibidores devido

a sua auséncia no hospedeiro humano (Battista et al., 2020).
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Figura 2 — Esquema do processo de oxidagdo e redugdo da TR
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Fonte: Pita; Pascutti, 2011.

O alvo promissor para a inibicdo da TR de LI correspondente a estrutura cristalina do
complexo entre a 2-(dietilamino)etil 4-((3-(4-nitrofenil)-3-oxopropil)amino)benzoato (BVN)
(Figura2) e a TR L. infantum (PDB: 6ERS) (Figura 3) (Turcano et al., 2018). O composto BVN
apresentou melhores resultados nos experimentos in vitro para a inibi¢do da TR, destacando-o
como o melhor ligante para a busca por novos principios ativos que possam ter melhor eficacia,
maior segurancga e biodisponibilidade oral.

Técnicas computacionais revolucionaram o processo em auxiliar nas descobertas de
novos farmacos para o desenvolvimento de medicamentos, além de contribuir nos custos e no
tempo associado ao processo.

Para que seja possivel encontrar moléculas promissoras, o preparo do banco de dados ¢
essencial. O primeiro banco, conhecido por Nucleo de Bioensaios, Biossintese e Ecofisiologia
de Produtos Naturais (NuBBEpg) (Pilon et al., 2017), ¢ destacado por sua colecao de moléculas
derivadas de produtos naturais brasileiros, contendo mais de 2.000 compostos. O segundo
banco, ZINCI12 (Irwin et al., 2012), é conhecido como DrugsNow e possui uma vasta biblioteca
de aproximadamente 12 milhdes de ligantes com caracteristicas drug-like. O terceiro banco,
Federal Drug Administration (FDA), possui uma selecdo de mais de 3.000 farmacos
comerciais. Além disso, dois bancos de dados adicionais, Core Library (CL) e Express Pick
(EXP), ambos pertencentes a empresa ChemBridge Corporation® (San Diego, CA, EUA),
foram incorporados ao estudo, somando mais de 1 milhdo de moléculas. Esses recursos
ampliaram o alcance da triagem virtual, permitindo a identificacdo de potenciais compostos
candidatos com diversidade estrutural e quimica.

Usando abordagens como, Triagem Virtual (Virtual Screening) que desempenha um

papel fundamental nessa area, permitindo identificar ligantes com maior afinidade para alvos
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bioldgicos. Ela pode ser baseada em alvos, onde a estrutura da biomolécula alvo (ligante) e suas
interagdes sdo analisadas com outros compostos, buscando similaridades entre ligantes
conhecidos para prever interagdes com compostos novos (Domingues; Lopes, 2012).

No contexto do desenvolvimento de inibidores para a enzima TR de LI, técnicas
avancadas como docking molecular e dinamica molecular tém sido aplicadas. O docking avalia
a interacdo de ligantes em diferentes posi¢des no sitio ativo da enzima (Hawkins et al., 2007),
enquanto a dindmica molecular (DM) simula o ambiente celular para prever a movimentagao,
estabilidade, flexibilidade, rigidez, flutua¢des de forma atomica e a qualidade das ligacdes
(Hollingsworth; Dror, 2018).

Vale ressaltar que os métodos in silico sdo um processo que demanda tempo devido a
grande quantidade de dados para serem analisados das bibliotecas virtuais selecionadas. Esses

esforcos buscam desenvolver medicamentos anti-Leishmania mais eficazes e seguros.

2. JUSTIFICATIVA

A leishmaniose visceral ¢ uma doenga negligenciada, ¢ a forma mais grave de
leishmaniose, possui tratamento complexo, apresenta diversos efeitos colaterais e que requer
longa duracdo do tratamento. Além disso, se ndo tratada de forma eficiente, pode levar a dbito.
Desta forma, a pesquisa visa a busca de novos inibidores que tenham potenciais necessarios
para a producdo de novos farmacos que possam amenizar os efeitos colaterais da doenga e que

apresentem melhores resultados que os medicamentos disponiveis.

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral
Utilizar métodos computacionais visando a prospec¢ao de potenciais inibidores da TR

de L. infantum, buscando desenvolver novos farmacos.

3.2. Objetivos Especificos
e Construir um modelo baseado em forma a partir do modelo obtido do PDB em complexo

coma TR de L. infantum.
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e Observar as interagdes entre a TR de L. infantum e as moléculas com melhores
avaliagdes da triagem virtual e o docking.

e Analisar as propriedades farmacocinéticas das moléculas selecionadas pelo pkCSM.

e Realizar a dindmica molecular das principais moléculas selecionadas.

e Selecionar os potenciais inibidores da TR de L. infantum.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Geracao do modelo baseado em forma do ligante

A construgdo do modelo farmacoférico ocorreu a partir da estrutura cristalina do
complexo entre a 2-(dietilamino)etil 4-((3-(4-nitrofenil)-3-oxopropil)amino)benzoato (BVN)
(Figura 2) e a TR L. infantum (PDB: 6ERS) (Figura 3) (Turcano et al., 2018) por meio do
software  VvVROCS  3.5.1.1, (OpenEye Scientific Software, Santa Fe, NM

http://www.eyesopen.com) (Hawkins; Skillman; Nicholls, 2007). Esse modelo, baseia-se na

comparacao de formas moleculares e na defini¢ao de caracteristicas quimicas especificas (como
doadoras e aceptoras de hidrogénio, anions, cations, regides hidrofdbicas e anéis aromaticos),
0 que permitiu a identificagdo de compostos com similaridade estrutural e quimica ao ligante

de referénciana biblioteca virtual.

Figura 2 — Estrutura 2D do BVN.

it

Fonte: autoria préopria (2025)
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http://www.eyesopen.com/
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Figura 3 - complexo BVN e a TR L. infantum (PDB: 6ERS).
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Fonte: autoria propria (2025)

4.2. Preparo do bancos de dados

O modelo desenvolvido na etapa anterior, foi empregado na triagem virtual de
bibliotecas de compostos de cinco diferentes bancos de dados (NUBBE, ZINC12, FDA, CL e
EXP).

As bibliotecas de compostos foram analisadas usando o software FILTER do OMEGA
2.5.1.4 (OpenEye Scientific Software, Santa Fe, NM http://www.eyesopen.com) (Hawkins et
al., 2010).

Apos a etapa de filtragem, as moléculas selecionadas foram processadas pelo software

QUACPAC 1.6.3.1 (OpenEye Scientific Software, Santa Fe, NM http://www.eyesopen.com).

Essa etapa foca na avaliagdo dos valores de pKa e dos tautomeros de cada composto, com o
objetivo de determinar cargas elétricas precisas que sejam compativeis com o pH (potencial
hidrogenidnico) do sangue. Esse ajuste ¢ essencial para garantir que os compostos tenham a
protonagdo correta.

Em seguida, as bibliotecas refinadas foram submetidas ao software OMEGA para a
geracdo de conformeros. Essa etapa ¢ crucial na triagem virtual, pois a identificacdo de
conformagdes bioativas adequadas pode melhorar significativamente os resultados dos modelos

farmacoforicos (Hawkins et al., 2010).


http://www.eyesopen.com/
http://www.eyesopen.com/
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4.3. Triagem virtual e docking

A triagem virtual dos compostos ocorreu utilizando o software VROCS (Hawkins;
Skillman; Nicholls, 2007), aplicando o score TanimotoCombo, para classificar as 500 melhores
moléculas com base em sua similaridade estrutural ao modelo. Apds essa sele¢do, os compostos
passaram por docking molecular usando o programa GOLD 2021.2 (The Cambridge
Crystallographic Data Centre — CCDC, Cambridge, UK.

https://www.ccdc.cam.ac.uk/solutions/csd-discovery/components/gold/) (Jones et al., 1997),

que avaliaa interagdo entre as proteinas e os ligantes de maneira flexivel e ranqueia os melhores

resultados com o algoritmo CHEMPLP.

4.4. Analise de propriedades farmacocinéticas in silico

Os compostos selecionados foram analisados pelo servidor pkCSM (Pires; Blundell;
Ascher, 2015) para prever suas propriedades farmacocinéticas: absorcdo, distribuicao,
metabolismo, excre¢do e toxicidade (ADMET). Essas propriedades geram previsdes que sao
essenciais para determinar se os compostos selecionados possuem caracteristicas
farmacologicas ideais e uma biodisponibilidade oral aceitdvel, podendo garantir que sejam

potenciais candidatos a fArmacos.

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

Utilizando o programa LigPlot+ 2.2 (European Bioinformatics Institute — EMBL-EBI,

Hinxton, Cambridge, UK. https://www.ebi.ac.uk/thornton-srv/software/LigPlus/) (Laskowski;
Swindells, 2011), foram gerados diagramas 2D que mostram as interacdes intermoleculares

entre cada ligante com a proteina TR.
4.6. Dinamica Molecular (DM)
Os compostos que apresentaram resultados promissores nas etapas anteriores passaram

pela técnica de DM de receptor-ligante utilizando o software GROMACS 2021.4 (Royal

Institute of Technology — KTH, Stockholm, Sweden. https://www.gromacs.org/) (Abraham et

al.,2015). Para realizar a dindmica, o ligante, o FAD e a proteina foram separados pelo software


https://www.ccdc.cam.ac.uk/solutions/csd-discovery/components/gold/
https://www.ebi.ac.uk/thornton-srv/software/LigPlus/
https://www.gromacs.org/
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Chimera 1.17, (Resource for Biocomputing, Visualization, and Informatics — University of

California, San Francisco, CA, USA. https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/) (Pettersen et al.,

2004), em seguida, as parametrizacdes dos ligantes selecionados e do FAD, foram criadas
utilizando seus respectivos smiles retirados do PDB e salvos em .mol2, por fim, adicionados ao
servidor online SwissParam (Zoete et al., 2011).

Cada simulagdo da dindmica adotou o campo de forca CHARMM27 e o modelo de agua
TIP3P como parametros. Uma caixa contendo todo o complexo envolvido na dinamica foi
configurada, com adi¢do de 4gua e ions. Em seguida, realizou-se uma minimizacao de energia
com o algoritmo. A simulacdo da DM foi entdo conduzida por 100 nanossegundos, sob
condi¢des normais de temperatura e pressao.

Os seguintes métodos foram aplicados para analisar os resultados da dinamica molecular
das duas moléculas selecionadas do NUBBE (877 e 1208), do BVN e da APO: Desvio
Quadratico Médio (RMSD), Flutuagao Quadratica Média (RMSF), nimero de ligacdes de
hidrogénio e analise da energia de ligacao (utilizando o método MMPBSA) (Hollingsworth;
Dror, 2018).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Geracao do modelo baseado em forma do ligante

O modelo baseado em forma foi gerado a partir da estrutura do inibidor BVN retirado
do Protein Data Bank (PDB id.: 6ERS), em seguida, analisado pelo sotware vROCS (Hawkins;
Skillman; Nicholls, 2007). Na Figura 4 observa-se as esferas verdes representando os pontos
de interagado hidrofobicas, a azul ¢ doadora de elétrons, as vermelhas sdo aceptores de elétrons

e em cinza representa o volume e o formato do modelo.


https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/
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Figura 4 — Modelo baseado em forma a partir do inibidor BVN extraido do PDB id.: 6ERS.

Fonte: autoria propria (2025)

5.2. Preparo do bancos de dados

Os cinco banco de dados foram devidamente filtrados e tratados pelo software
QUACPAC eliminando os compostos indesejaveis, o estado de protonacao e desprotonagao,
tautdomeros. Em seguida, as moléculas de cada banco de dados foram submetidas ao software

OMEGA para a geragao de conférmeros bioativos. (Hawkins et al., 2010).

5.3. Triagem virtual e docking

A triagem virtual das bibliotecas contra o0 modelo baseado em forma resultou em 500
moléculas selecionadas (em funcao da pontuagdo TanimotoCombo) de cada banco de dados
(NuBBEpg, FDA, CL, EXP e ZINCI12 (DrugsNow)), obtidas pelo programa vROCS. O
programa avaliou a posi¢do do encaixe de cada ligante no modelo a partir da forma e suas
propriedades quimicas.

Em seguida, as moléculas que apresentaram os melhores resultados na triagem foram
submetidas ao programa de docking GOLD e seu resultados ranqueados pelo algoritmo
CHEMPLP, essa pontuagdo demostra as diferentes posi¢cdes que cada ligante pode obter no
sitio de ligacao do receptor. Assim, na Tabela 1, apresenta as dez melhores moléculas que foram

selecionadas dentre os cinco bancos de dados.
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Tabela 1 — Ranking do docking, pontuagdo CHEMPLP e smiles das 10 melhores moléculas

selecionadas.
Ranking BAnc0deDados-  cppnipy p SMILES
Ligante

1° NUBBE -877 84.87 CC(=CCclcc(cec10)CCC(=0)c2c(cc3c(c20)CCC(03)(C)C)0)C

o ) C[C@@]12CCCC([C@H]1Cc3cc(ccc302)CCC(=0)c4c(cc5c(c40)
2 NUBBE - 1208 79.65 CCC(05)(C)C)0)(C)C

o clec2c(cc1F)CC[C@@H](02)[ C@@H](CINH2+]|C[C@@H](C@
3 FDA - 607986 7747 H]3CCecc(cccd03)F)0)0
4° CL - 78432 77.35 Ccleee(ncl)C2(CCN(CC2)C(=0)CCC(=0)c3cec(ce3)0C)0
5° CL-313220 77.09 COclcec(cel )C(=0)CCC(=0)N2CCC(CC2)(c3ccenc3)O

o COclccc(ccl C(=O)NCCe2cce(cc2)[S@@](=N/C(=N/C3CCCCC3)/
6 FDA - 537805 77.06

O)=O0)[0-])Cl

70 FDA - 537791 76.93 CCC1=C(CN(C1=0)/C(=N/CCc2ccc(cc2)[S@@](=NCE=O)NC3CC

C(CC3)C)(=0)[0-])/0)C

clcee2e(c)ne(n2C3=CC[N@@H+](CC3)CCCC(=0)c4ccc(cc4)F)

8° FDA - 19796080 75.60 0

clco(ecel CEO)N[C@@H](CCC(=0)[0-])C(=0)[O-

9 FDA-9212428 7522 INC[C@@H]2CNe3c(c(=0)[nH]c(n3)N)N2C=0

[H]/N=c/1\c2c(ncc(n2)CN(C)c3cce(cc3 )/ CEN/[C@@H](CCC(=0)[

10°  FDA- 1529323 75.22 01 C(=0)[ODyOycl[aH]IN

Fonte: autoria propria (2025)

5.4. Analise de propriedades farmacocinéticas in silico

As 10 melhores moléculas selecionadas passaram pela analise de farmacocinética,
juntamente com a molécula modelo (BVN), para comparacao das propriedades ADMET pelo
servidor pkCSM, como ¢ mostradona Tabela 2 e no Anexo A.

Foram analisados: a toxicidade AMES, avalia o potencial carcinogénico das moléculas,
desta forma, o resultado positivo indica que o composto ¢ mutagénico; a maxima dose tolerada
(humana), fornece uma estimativa do limite de dose toxica de compostos quimicos em
humanos, assim, valores acima de 0.477 log (mg/Kg/dia) indicam que a dose pode apresentar
alta toxicidade em humanos e quando os valores forem iguais ou menores que 0.477 log
(mg/Kg/dia), o nivel de toxicidade ¢ baixa; os inibidores dos genes hERG I e II, estdo
relacionados com a inibi¢do dos canais de potassio que sdo codificados pelo gene hERG,
podendo causar o desenvolvimento da sindrome do QT longo adquirido, que causa a arritmia
ventricular fatal; a hepatotoxicidade, analisa o potencial de determinados compostos em causar
lesdes hepaticas induzidas por determinados medicamentos (Pires; Blundell; Ascher, 2015).

Na Tabela 2, ¢ possivel analisar que as moléculas selecionadas dos bancos de dados

FDA e CL apresentaram resultados positivos para hepatotoxicidade, desta forma, foram
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descartados como potenciais inibidores que possuam baixos efeitos colaterais para os seres
humanos. Além disso, € possivel perceber que o modelo BVN também possui hepatotoxicidade,
¢ carcinogénico e inibi o gene hERG II. Por fim, a molécula NuBBE 877 apresentou resultado
positivo para a inibi¢do do gene hERG II, assim, em testes futuros esse composto devera ser
analisado com maior atengdo. Enquanto isso, a molécula NuBBE 1208 apresentou toxicidade
aguda em peixes, no entanto, isso ndo ¢ um fator eliminatorio, pois o foco ¢ a interagdo em
humanos.

Apenas duas moléculas do banco de dados NUBBEpg apresentaram resultados

farmacocinéticos promissores: NuBBE 877 ¢ NuBBE 1208.

Tabela 2 — Resultado de Toxicidade das 10 melhores moléculas em comparagdo ao inibidor BVN.

ADMET -  Toxicidade l\fal’"Dgse Inibidor  Inibidor . o
Toxicidade ~ AMES oleraca hERGI  hERG I T cpatotoxiadace
(humana)

BVN - inibidor
NUBBE 1208
NUBBE 877
CL 78432

CL 313220
FDA 19796080
FDA 537805
FDA 9212428
FDA 1529323
FDA 607986
FDA 537791

Fonte: autoria propria (2025)

5.5. Geracio de diagramas de interaciio 2D proteina-ligante

Na Figura 5, estdo representados os diagramas de interagdo 2D dos ligantes selecionados
com a proteina alvo (TR de LI): a NuBBE 877 e a NuBBE 1208. As estruturas foram geradas
pelo programa LigPlot+ (Laskowski; Swindells, 2011).

Nos diagramas, ¢ possivel observar os ligantes (na cor roxa) de cada molécula
interagindo com o sitio ativo da TR. Os circulos pretos correspondem aos dtomos de carbono,
em vermelho sdo os atomos de oxigénio e em azul sdo os atomos de nitrogénio. As formas em
linhas vermelhas ao redor dos ligantes correspondem aos aminoacidos envolvidos em

interagdes hidrofobicas e as linhas tracejadas em verde representam as ligacdes de hidrogénio.
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A molécula NuBBE 1208 possui uma interacdo hidrofobica a menos do que a NuBBE
877, apresenta trés ligagcdes de hidrogénio, enquanto a NuBBE 877 apresenta duas ligagdes de
hidrogénio. Essas ligagdes de hidrogénio sdo feitas com os mesmos aminoacidos, Tyr221 e
Asn254. Ambas as moléculas possuem interagdes hidrofobicas com os mesmos aminoacidos
do sitio da TR: Gly195, Leul67, le285, Gly196, Gly197, Arg228, Leu227, Phe230 e Tyr198,
com excecdo da Vall94 e Argl66 (NuBBE 877) e Arg222 (NuBBE 1208). Ademais, todas
essas interagdes contribuem para a estabilidade e especificidade das ligagdes das moléculas no

sitio ativo (Scheiner, 2015).

Figura 5 — Diagramas de interag¢do 2D proteina-ligante das moléculas NuBBE 877 (A) e NuBBE

“ 1208 (B).
P

o
—~— %.71;1%
A %ﬂ,w?
%::L;
Leu227

NuBBe_ 877 NuBBE_1208
Fonte: autoria propria (2025)

Tyr198

5.6. Dinamica Molecular (DM)

As duas melhores moléculas do banco de dados NUBBEpg, 0 modelo BVN (PDB:
6ERS) e a APO (proteina sem o ligante) foram submetidas as simulagdes de DM, pelo software
GROMACS (Abraham et al., 2015). Essa metodologia computacional gera simulagdes dos
movimentos de cada adtomos e moléculas ao longo do tempo, em um periodo de 100
nanosegundos (ns). Desta forma, ¢ possivel analisar o comportamento entre as interacdes
ligante-proteina para avaliar possiveis alteracdes nas conformacgdes, na estabilidade da proteina

ap6s cada conformacao e analisar as informagdes sobre o mecanismo entre as interagdes dos
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complexos a nivel molecular (Hollingsworth; Dror, 2018). Além disso, os complexos foram
visualizados pelo software Visual Molecular Dynamics (VMD), para que seja possivel conferir

se o ligante estd em sua respectiva posicdo na proteina (Humphrey; Dalke; Schulten, 1996).
5.6.1. Analise do RMSD

Apo6s a simulagdo da DM foi utilizada a métrica de desvio quadratico médio (RMSD)
para analisar a estabilidade e a distancia dos atomos da proteina ao longo do tempo (100 ns)
(Sargsyan; Grauffel; Lim, 2017). Na Figura 6, ¢ mostrado o resultado RMSD, realizado com as
Backbones dos complexos: modelo BVN (PDB: 6ERS), APO, NUBBE 877 E NUBBE 1208.

Os valores médios e desvios padrdo de RMSD ao longo de 100 ns para o modelo BVN,
a proteina APO (sem o ligante), os complexos NuBBE 877 e NuBBE 1208, foram determinados
em aproximadamente 0.25 + 0.04, 0.20 £ 0.02, 0.24 + 0.03 ¢ 0.21 £ 0.02 nm, respectivamente.
Os complexos do modelo BVN e NuBBE 877 apresentaram maior oscilagdo durante a DM e
apresentaram estabilidade ao final, proximos do tempo de 100 ns. Enquanto a APO apresentou
um pequeno crescimento ao longo do tempo e estabilizando ao final. Por fim, o complexo

NuBBE 1208 demonstrou maior equilibrio ao longo do tempo dentre os complexos estudados.

Figura 6 — RMSD: Desvio quadratico médio, dos complexos BVN, APO, NUBBE 877 ENUBBE 1208.
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Fonte: autoria propria (2025)
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5.6.2. Analise da RMSF

Para compreender o deslocamento e a estabilidade de cada residuo (aminoécido)
na trajetdria da simulacao da DM, foi realizado o método da flutuagdo quadratica média
(RMSF). Na Figura 7 ¢ possivel observar as sobreposi¢des das principais interagdes,
assim, pode-se analisar as regides com valores altos de RMSF (nm) indicando maior
flexibilidade, enquanto os valores menores indicam maior rigidez.

Os valores médios e desvios padrao de RMSF ao longo de 100 ns para o modelo
BVN, a proteina APO (sem o ligante), os complexos NuBBE 877 ¢ NuBBE 1208, foram
determinados em aproximadamente 0.14 + 0.07, 0.12 + 0.06, 0.13 £ 0.06 ¢ 0.13 £ 0.06
nm, respectivamente. Logo, o método RMSF foi eficaz para determinar e avaliar a
flexibilidade local nas estruturas proteicas, podendo identificar as areas flexiveis e
rigidas. Como observado, os principais residuos apresentaram rigidez durante a
dinamica, desta forma, demostrou que os ligantes BVN, NUBBE 877 ¢ NUBBE 1208,
ligados a proteina, resultaram em uma conformacdo estdvel e sem mudangas

significativana estrutura da proteina (Sargsyan; Grauffel; Lim, 2017).

Figura 7 — RMSF: Flutuagdo Quadratica Média dos complexos BVN, APO, NUBBE 877 E
NUBBE 1208.
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Fonte: autoria propria (2025)
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5.6.3. Analise das ligacdes de hidrogénio

Esta etapa da DM determina o numero de ligagdes de hidrogénio
intermoleculares, sua analise ¢ importante para determinar estabilidade dos complexos
proteicos selecionados (Arnittali; Rissanou; Harmandaris, 2019). Na Figura 8, podemos
perceber que no complexo BVN as ligacdes de hidrogénio variaram de 0 a 5, NUBBE
877 de 0 a4 e NUBBE 1208 de 0 a 3, ao longo do tempo de 100 ns. Os graficoA e B
apresentam melhor estabilidade que o grafico C, corresponde respectivamente aos
complexos, BVN, NUBBE 877 e NUBBE 1208. A ligagdes de hidrogénio da NUBBE
1208 apresentam estabilidade tardia ao longo dos 100 ns.

Figura 8 — Ligacao de hidrogénio: BVN (A), NUBBE 877 (B) e NUBBE 1208 (C) ao longo do tempo
(100 ns).
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5.6.4. Analise das energias de ligacao

A andlise de energia foi realizada por meio do método Molecular Mechanics Poisson —
Boltzmann Surface Area (MMPBSA), fornecendo resultados sobre a forga e estabilidade das
interagdes biomoleculares dos complexos selecionados. (Genheden; Ryde, 2015).

Os valores médios e desvios padrdo da energia de ligagdo ao longo de 100 ns para o
modelo BVN, os complexos NuBBE 877 e NuBBE 1208, foram determinados em
aproximadamente -37.9+ 9.49 | -22.15+ 3.68 e -19.45 + 5.08 kcal/mol, respectivamente.

Todos os complexos apresentaram energia de ligagdo negativa, quanto mais negativo,
mais forte € a ligagcdo do ligante a proteina, desta forma, na Figura 9 € possivel perceber que o
modelo BVN possui maior ligacdo em comparacdo as duas moléculas selecionadas (NUBBE
877 e NUBBE 1208), mas isso ndo significa que os respectivos ligantes ndo sejam eficientes

em manterem forte ligacao ao sitio ativo, ja que a partir dos 50 ns a energia de ligacao dos

compostos NUBBE tendem a formar um platd.

Figura—9: analise de energia dos complexos BVN, NUBBE 877 ENUBBE 1208.
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6. CONCLUSAO

A abordagem in silico apresentou resultados promissores, na geracdo do modelo
farmacoforico, auxiliando na triagem virtual e no docking molecular, resultando em dois
melhores compostos — NuBBE 877 e NuBBE 1208 — para a inibi¢do da TR de LI. Além disso,
esses compostos obtiveram resultados satisfatorios durante a andlise da DM. Desta forma, os
dados apresentados sugerem novos caminhos para o desenvolvimento de terapias contra a
leishmaniose visceral, o que pode apresentar um impacto significativo na producao de novos

farmacos e ao combate a essa doenga.
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ANEXO A — TABELAS COMPLEMENTARES DO PKCSM

Tabela A.1 — Analise farmacocinéticada Absorc¢ao pelo site pkCSM das 10 melhores moléculas selecionadas.

Inibidor de  Inibidor de

ADMET -  Solubilidade Permeabilidade “P5°7$3° permeabilidade Substrato de P- P- P-
. ; intestinal N . , . , . ;
Absorc¢io em Agua Caco2 cutinea glicoproteina  glicoproteina glicoproteina
(humana) I I
BVN - inibidor  -4.648 -2.739
NUBBE 1208 5271 -2.841
NUBBE 877 -4.123 2754
CL 78432 -3.969
CL 313220 -3.386
FDA 19796080  -2.864
FDA 537805 -3.986

FDA 9212428 -2.835
FDA 1529323 -3.246
FDA 607986 -2.666
FDA 537791 -3.226

Fonte: autoria propria (2025)

Tabela A.2 — Analise farmacocinética de Distribui¢do pelo site pkCSM das 10 melhores moléculas selecionadas.

Fracio Permeabilidade Perrg:eéll)\}lcldade
ADMET - VDss nao da Barreira (Sist
Distribui¢io  (humana) ligada Hematoencefilica 1stema
(humana) (BHE) Nervoso
Central)
BVN - inibidor 0.555 -0.766 -2.847
NUBBE 1208 | 0.594 0100 SR
NUBBE 877 0.444 -0.820 -2.028
CL 78432 -0.403 -2.488
CL 313220 -0.397 -2.679
FDA 19796080 0.284 -2.432
FDA 537805 -2.330
FDA 9212428
FDA 1529323
FDA 607986 -0.644
FDA 537791 0.225 -2.438

Fonte: autoria propria (2025)
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Tabela A.3 — Analise farmacocinética de Metabolismo pelo site pkCSM das 10 melhores moléculas
selecionadas.

Substrato Substrato Inibidor Inibidor Inibidor Inibidor Inibidor
de de de de de de de
CYP2D6 CYP3A4 CYP1A2 CYP2C19 CYP2C9 CYP2D6 CYP3A4

ADMET -
Metabolismo

BVN - inibidor
NUBBE 1208
NUBBE 877

CL 78432
CL 313220

FDA 19796080
FDA 537805
FDA 9212428
FDA 1529323
FDA 607986
FDA 537791

Fonte: autoria propria (2025)

Tabela A.4 — Analise farmacocinética de Excregdo pelo site pk CSM das 10 melhores moléculas selecionadas.

ADMET-  Depuragio JUDStrato
~ de OCT2
Excrecao total
renal

BVN - inibidor 0.771
NUBBE 1208 -0.187
NUBBE 877 0.432
CL 78432 0.437
CL 313220 0.545
FDA 19796080
FDA 537805
FDA 9212428
FDA 1529323
FDA 607986
FDA 537791
Fonte: autoria propria (2025)




