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RESUMO

A malaria ¢ uma doenga com grandes impactos em satude publica com aproximadamente
608.000 mortes em 2022. Apesar disso, a quimioterapia antimalarica ¢ limitada. Diante disso,
torna-se emergencial o desenvolvimento de fArmacos com novos mecanismos de agdo através
do estudo de alvos terapéuticos validados e/ou exclusivos do parasito como a Enoil-ACP
redutase (ENR) e a diidroorotato desidrogenase (DHODH). Os estudos de reposicionamento de
farmacos e a utilizacdo de estratégias computacionais podem auxiliar na priorizagao de
moléculas promissoras para os ensaios bioldgicos. Nesse sentido, este estudo propde a
utilizacao de dados experimentais e computacionais para auxiliar na priorizacao de moléculas
presentes em base de dados de farmacos (DrugBank e Sigma-Aldrich) através de triagem virtual
hierarquica (TVH — modelos farmacoforicos e acoplamento molecular) para testes fenotipicos.
Inicialmente, uma série de 19 derivados tiazolidina com atividade antimalaria (0,118 - 0,414
uM) foram utilizadas para construcao e validacdo de modelos farmacoforicos. Apds as etapas
de TVH, ZINC61493 (Z61493) foi selecionada com base nos parametros de busca definidos
para DHODH de Plasmodium falciparum (PfDHODH) e encaminhada para estudos de
dindmica molecular (DM). Posteriormente, moléculas oriundas da base de dados DrugBank
foram avaliadas através de protocolo definido em estudos anteriores (modelo farmacoforico
para inibidores da ENR de P. falciparum (PfENR) e acoplamento molecular). Nos ensaios, a
nitrofurantoina apresentou o melhor perfil de atividade antiplasmodial (13,92 uM). No intuito
de melhorar seu perfil de permeabilidade frente as membranas bioldgicas do parasito, estudos
de permeabilidade em modelo de bicamada lipidica através de simulagdes de DM foi realizado
com a nitrofurantoina e seus derivados. As moléculas 14, 18, 21 e Z61493 apresentaram
menores valores de energia livre que a nitrofurantoina ao cruzar a bicamada lipidica. A
viabilidade de sintese das moléculas 14, 18, 21 pode ser avaliacao a fim de encaminhar a ensaios
fenotipicos.

Palavras-chave: Acoplamento molecular. Enoil-ACP  reductase. Modelo
farmacoforico. Triagem Virtual. Plasmodium falciparum.



ABSTRACT

Malaria continues to be a disease with major public health impacts with approximately
608,000 deaths in 2022 and limited chemotherapy. Therefore, the development of drugs with
new mechanisms of action through the study of validated and/or exclusive therapeutic targets
of the parasite such as Enoyl-ACP reductase (ENR) and dihydroorotate dehydrogenase
(DHODH) becomes an emergency. In drug development, drug repositioning studies and the use
of computational strategies can help prioritize promising molecules for biological trials. In this
sense, the study proposes the use of experimental and computational data to assist in the
prioritization of molecules present in drug databases (DrugBank and Sigma-Aldrich) through
hierarchical virtual screening (HVS — pharmacophoric models and molecular docking) for
phenotypic tests. Initially, a series of 19 thiazolidine derivatives with antimalarial activity
(0.118 - 0.414 uM) were used to construct and validate pharmacophore models. After the TVH
steps, ZINC61493 (Z61493) was selected based on the search parameters defined for DHODH
of Plasmodium falciparum (PfDHODH) and sent for molecular dynamics (MD) studies.
Subsequently, molecules from the DrugBank database were evaluated using a protocol defined
in previous studies (pharmacophore model for ENR of P. falciparum inhibitors (PfENR) and
molecular docking). In the tests, nitrofurantoin showed the best antiplasmodial activity profile
(13.92 uM). In order to improve its permeability profile against the parasite's biological
membranes, permeability studies in a lipid bilayer model through MD simulations were carried
out with nitrofurantoin and its derivatives. Molecules 14, 18, 21 and 261493 showed lower free
energy values than nitrofurantoin when crossing the lipid bilayer. The feasibility of synthesizing
molecules 14, 18, 21 can be evaluated in order to forward them to phenotypic tests.

Keywords: Enoyl-ACP reductase. Molecular docking. Virtual Screening.
Pharmacophore model. Plasmodium falciparum.
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1. INTRODUCAO

A malaria ¢ uma doenca infecciosa causada por protozodrios do género Plasmodium
spp. Dentre as espécies responsaveis pela doenga no ser humano, P. falciparum merece
destaque pois ele ¢ a principal causadora da forma mais grave da doenga, a maldria cerebral,
que pode levar o individuo a morte quando ndo tratado (WHO, 2023).

A malaria ¢ um dos problemas de satide publica mais graves em todo o mundo, com
608.000 mortes e um impacto economico de 7,8 bilhdes de dolares (WHO, 2023). No ano de
2022, o niimero de casos de malaria foi de aproximadamente 249 milhdes no mundo (WHO,
2023). No Brasil, no mesmo ano foram registrados 150.337 casos, sendo que 99,5 % deles se
concentram na regido da Amazonia Legal (WHO, 2023; PAHO, 2017).

Apesar dos ultimos avangos na terapia antimalarica, como a tafenoquina aprovada em
2018 pela Food and Drug Administration (FDA) para o P. vivax, o segundo causador mais
comum de malaria atrds de P. falciparum, o tratamento de pacientes com maldria ainda ¢
limitado devido aos casos de resisténcia e os efeitos adversos graves (ex. hepatotoxicidade e
cegueira) (JAMSHIDZADEH et al., 2016).

No Brasil, devido aos relatos de resisténcia aos principais farmacos quinolinicos
utilizados em monoterapia, a quimioterapia de primeira escolha para casos ndo complicados ¢
feita empregando-se uma terapia combinada a base de artemisinina (do inglés, Artemisinin
based Combination Therapy — ACT) (JELINEK, 2013; NDONG et al., 2015; WHO, 2023).
Porém, evidéncias de multirresisténcia a combinagdo de farmacos contendo artemisinina (ex.:
dihidroartemisinina-piperaquina) também ja foram relatadas, o que levou a proposi¢ao da
inser¢ao de um terceiro farmaco a terapia ACT (do inglés, Triple ACT — TACT), por exemplo:
arteméter-lumefantrina mais amodiaquina, combina um componente de artemisinina de acao
curta com dois componentes de a¢ao mais longa (VAN DER PLUIJM et al., 2021; WARD;
FIDOCK; BRIDGFORD, 2022; WHO, 2023). Diante desse cenario, torna-se emergencial o
desenvolvimento de novos farmacos com novos mecanismos de agdo para o tratamento de
pacientes com malaria (SHIBESHI; KIFLE; ATNAFIE, 2020).

Uma maneira de alcancgar tais objetivos ¢ explorar alvos terapéuticos exclusivos do
parasito, ou que pelo menos sejam suficientemente diferentes para garantir a inibicao seletiva
(FREARSON et al., 2007). Enoil-ACP redutase (E.C 1.3.1.9; ENR) ¢ uma enzima da via
biossintética de acidos graxos do tipo 11 (do inglés, Fatty Acid Synthases 11 - FAS II). No sistema
FAS II, a ENR merece destaque, pois ela catalisa a etapa limitante da biossintese de acidos

graxos e regula o ciclo de alongamento de 4cidos graxos (WALLER et al., 2003). A reagao
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consiste na redugdo estereoespecifica, NADH-dependente, de acidos graxos a, B-insaturados
ligados a proteina carregadora de acil (do inglés, acy! carrier protein — ACP) (HOPF et al.,
2022).

Outro processo essencial € a sintese de pirimidinas, tiamina (vitamina B1) e as bases
nitrogenadas timina, citosina. Existem duas maneiras de obter pirimidinas: recuperacdo e
sintese de novo. Os parasitas da malaria ndo possuem vias de recuperagdo de pirimidina e sao
completamente dependentes da sintese de novo. A enzima diidroorotato desidrogenase
(E.C1.3.5.2; DHODH) catalisa a etapa limitante da biossintese da pirimidina (ROSS, 2014).

A utilizagdo de estratégias computacionais pode auxiliar na priorizagao de moléculas
promissoras para ensaios bioldgicos nos estagios iniciais da descoberta de farmacos (BIELSKA
etal.,2011). Em estudos anteriores (COSTA JUNIOR et al., 2021), a aplicagdo de uma triagem
virtual hierdrquica (modelo farmacoférico e acoplamento molecular) foi empregada para
priorizacdo de moléculas a ensaios fenotipicos que resultou no registro de patente de atividade
antimalédrica da Anisodamina (BR 10 2019 004425 0). Esse ¢ um farmaco anticolinérgico
utilizado, principalmente nos casos de choque séptico na China (VARMA; YUE, 1986). O
reposicionamento de farmacos consiste na descoberta de um novo uso terapéutico para
farmacos existentes, o qual pode se tornar uma solugdo que acelera o desenvolvimento de
medicamentos a custos experimentais reduzidos (PAN et al., 2022). Estudos mostram que o
tempo (10 al7 anos) e custo médio (1 a 2 bilhdes de dolares) para o desenvolvimento de novos
farmacos podem ser reduzidos a 6 anos e 300 milhdes de dolares, respectivamente
(ABBRUZZESE et al. 2023; NOSENGO, 2016).

Existem diversos farmacos reposicionados no mercado como a aspirina (4cido
acetilsalicilico), inicialmente comercializada como analgésico, foi reposicionada pela primeira
vez como um medicamento antiagregante plaquetario (REAUME; REGAL; DORSCH, 2008).
A talidomida, um antiemético que foi banida em 1962 devido a sua teratogenicidade, teve sua
eficacia descrita contra o eritema nodoso hansénico (GREENSTONE, 2011).

Além do emprego de estratégias computacionais para priorizar moléculas a ensaios
biologicos, as informagdes de atividades biologicas podem auxiliar na geracao de novos dados
computacionais. Em outra abordagem, uma série de derivados tiazolidinas apresentou atividade
antiparasitaria frente ao P. falciparum (COSTA JUNIOR, 2019). Essas informagdes podem,
por exemplo, ser empregadas na geracdo de novo modelos farmacoforicos.

Diante do exposto, neste estudo foram estabelecidos dois protocolos de triagem virtual
hierarquica (TVH) para selecionar moléculas com afinidade frente a P/ADHODH (TVH-1) e
PfENR (TVH-2) a ensaios fenotipicos e/ou estudos de DM. Por fim, estudo de permeabilidade
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em modelo de bicamada lipidica foram realizados com a melhor molécula avaliada nos ensaios

biologicos e seus derivados.
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2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVO GERAL

Identificar moléculas com atividade antiparasitaria frente ao Plasmodium falciparum.
2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a atividade antiparasitaria de potenciais inibidores frente a cepas de P. falciparum
(W2) por dose tinica;

Determinar o valor de ECso para as moléculas promissoras nos ensaios de dose tnica (reducao
de parasitemia > 75% em 50pug/ml);

Avaliar a afinidade das moléculas mais potentes da série frente a estrutura 3D de
oxidoredutases NAD(P)H/flavinas dependentes de Plasmodium falciparum;

Avaliar a estabilidade e permanéncia das interagdes intermoleculares para as duas
moléculas mais potentes.

Avaliar o perfil de permeabilidade em membranas através de modelo de bicamada

lipidica da molécula mais potente e seus derivados.
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3. REFERENCIAL TEORICO
3.1. CONSIDERACOES SOBRE A MALARIA

A maléria ¢ uma doenca cronica infecciosa com manifestagdes episodicas de carater
agudo, causada por protozoarios do género Plasmodium spp. (PHILLIPS et al., 2017; WHO,
2023). Dentre as espécies causadoras da doenca em humanos, P. falciparum, P. vivax; P. ovale,
P. malariae e P. knowlesi, a primeira ¢ a mais virulenta (aproximadamente 95% dos casos) e a
principal responsavel pela forma mais severa da doenca, malaria cerebral (WHITE, 2008;
GARCIA, 2010).

A maléria manifesta-se por episddios de calafrios, seguidos de febre alta que duram de
3 a4 horas, sendo a principal causa de febre em areas endémicas. Esses episodios sdo, em geral,
acompanhados de mal-estar, nduseas, cefaleias e dores articulares. Apds a crise, o paciente se
recupera e retorna a sua vida habitual. No entanto, depois de um ou dois dias, o quadro
calafrio/febre retorna e se repete por semanas até que o paciente, ndo tratado, pode melhorar
espontaneamente ou morrer devido a complicagdes renais, pulmonares ou coma, no caso da
maléria cerebral. Contudo, quando o individuo ¢ tratado a tempo, excepcionalmente, morrera
pelas complicagdes da doenga (WALKER; NADJM; WHITTY, 2018; PHILLIPS et al., 2017).

O quadro de manifestacdes severas da maldria causada pelo P. falciparum ¢é influenciado
pela faixa etdria do paciente. A hipoglicemia severa ¢ mais comum em criangas, enquanto,
edema pulmonar agudo, lesdo renal e ictericia sdo mais frequentes em adultos. Convulsdes sao
associadas especificamente com a malaria causada pelo P. falciparum e podem ser seguidas de
coma (maléria cerebral) (DONDORP et al., 2008). As complicacdes relacionadas a malaria
cerebral sdo associadas a adesdo de eritrdcitos invadidos por parasitos aos vasos sanguineos do
cérebro causando a desestabilizagao da barreira hematoencefalica (FREVERT; NACER, 2014;
SOUZA et al., 2015)

3.2. ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS DA MALARIA

A malaria ¢ uma doenca que aflige milhdes de pessoas nas zonas tropicais e subtropicais
do globo (Figura 1). No ano de 2022, estima-se que o numero de casos de malaria foi
aproximadamente 249 milhdes com aproximadamente 608.000 mortes (WHO, 2023). Devido
as medidas restritivas impostas durante a pandemia de COVID-19, estima-se um aumento

global de 5% na taxa de incidéncia e 12% na mortalidade por malaria em 2020 em relagdo a
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2019, com 47.000 mortes adicionais devido as interrupgdes do servigo durante a pandemia

COVID-19, especialmente nos paises africanos (WHO, 2023; GAO et al., 2023).

Sem dados Numero de casos de malaria por 1.000 habitantes
0 200 400
Figura 1. Numero de casos de maléaria confirmados em 2022.
Fonte: WHO, 2023.

Apesar dos esfor¢os no combate a doenga, a malaria continua a ser a principal causa de
morbidade e mortalidade na Africa subsaariana (CHE et al., 2015). A malaria ¢ talvez a mais
antiga, de maior distribuicdo e a mais conhecida das doencas parasitarias que afligem o homem
(TALAPKO et al., 2019).

O Brasil ¢ responsavel por aproximadamente 22% de todos os casos de maldria
(DOMBROWSKI et al., 2022; WHO, 2023) nas Américas. O nimero de casos no pais foi de
aproximadamente 150.337 no ano de 2022, em que a maioria dos casos (aproximadamente
99,5%) ocorreram na Amazonia Legal que compreende sete estados (Acre, Amapa, Amazonas,
Pard, Rondonia, Roraima, Tocantins e parte de Mato Grosso) em sua totalidade e parte de outros
dois estados (Mato Grosso ¢ Maranhao) (PAHO, 2017). Entretanto, a migracao de pessoas da
regido amazonica ou de paises endémicos tem levado ao surgimento de casos em areas onde a
transmissdo ja fora interrompida (GARCIA et al., 2022; LORENZ et al., 2015). Nestes casos,
atrasos e/ou erros no diagndstico e falta de experiéncia dos profissionais de saude em areas nao
endémicas contribuem para evolucao da doenga para a forma severa e pode explicar a maior
proporcao de casos de morte em regides ndo endémicas (cerca de 100 vezes maior) (LORENZ
et al., 2015).

No Brasil, a infec¢do por P. ovale ¢ inexistente e a infec¢do por P. malarie (1%) € muito

rara. As espécies mais prevalentes sdo P. vivax (85%), responsavel pela maioria dos casos de
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maldria, e o P. falciparum (25%), principal responsavel pelas formas mais severas. Apesar dos
impactos em termo de saude publica, os principais farmacos utilizados na terapia antimalarica

sao derivados da quinina e artemisinina (NADEEM et al., 2021).

3.3. TRATAMENTO FARMACOLOGICO

Alguns dos principais farmacos utilizados no tratamento de pacientes com malaria
pertencem ao grupo das quinolinas (4-aminoquinolinas, 8-aminoquinolinas e alcoois
quinolinicos) (Figura 2). A quinina foi identificada a partir da Cinchona spp. (plantas naturais
da regido tropical da América do Sul) e tornou-se o primeiro farmaco no combate a maléria e a
principal terapia até a metade do século XX. No entanto, com o surgimento de cepas resistentes
de P. falciparum e sua alta toxicidade (lesdo do nervo ciatico e hipoglicemia), o uso da quinina
foi reduzido na Europa, América do Norte e Asia. (FRANCA; SANTOS; FIGUEROA-
VILLAR, 2008).
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Figura 2. Estrutura quimica de representantes quinolinicos.
Fonte: FRANCA; SANTOS; FIGUEROA-VILLAR, 2008 (Adaptado).

Os farmacos quinolinicos sdo eficazes contra as formas eritrocitarias do parasito
(quando sdao manifestados os sintomas da fase aguda). A quinina e mefloquina fazem parte do
grupo dos alcoois quinolinicos; a cloroquina, do grupo 4-aminoquinolinicos e a pamaquina e

primaquina fazem parte do grupo 8-aminoquinolinas. Essas moléculas se acumulam no vacuolo
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digestivo do parasito onde impedem a cristalizagdo do produto metabdlico téxico da
hemoglobina, o heme ferriprotoporfirina IX em hemozoina (MUSHTAQUE; SHAHJAHAN,
2015).

A cloroquina foi o primeiro antimalérico produzido em larga escala e o mais eficaz entre
os farmacos quinolinicos. A cloroquina foi o antimaldrico mais utilizado em monoterapia e
raramente produz sérios efeitos adversos na profilaxia. Entretanto, a utilizagdo em profilaxia da
cloroquina em muitos paises contribuiu fortemente para o surgimento de resisténcia (GOEL;
GERRIETS, 2023). Devido ao surgimento de cepas cloroquina-resistentes (CQR), outros
derivados da quinina foram sintetizados como, por exemplo, a primaquina ¢ a mefloquina
(MUSHTAQUE; SHAHJAHAN, 2015).

A artemisinina ¢ um farmaco oriundo da Artemisia annua, planta nativa da China. A
artemisinina foi isolada na década de 70 e a partir dela foram sintetizados varios analogos como
o artesunato de sddio, a diidroartemisinina, o arteéter e o arteméter (Figura 3). Estes compostos
sdo esquizonticidas sanguineos (destréi as formas assexuadas do parasita no sangue) e também
possuem atividade gametocida, que limita a transmissao do parasito para o proximo hospedeiro
humano, promovendo a reducao da disseminagao de formas resistentes (FRANCA; SANTOS;

FIGUEROA-VILLAR, 2008).

R Composto
=0 Artemisinina
OH Dihidroartemisinina
OCH3 Arteméter
OC,Hs Arteéter
OCO(CH2),COONa | Artesunato de sodio

Figura 3. Estruturas da artemisinina e seus derivados. “R” representa o substituinte para o respectivo
composto.
Fonte: FRANCA; SANTOS; FIGUEROA-VILLAR, 2008 (Adaptado).

Em éareas com a presenca de CQR, as terapias baseadas na artemesinina devem ser
empregadas (AGUIAR et al., 2012; BUTCHER, 1997). Em 2001, a OMS passou a recomendar
uma terapia combinada a base de artemisinina (do inglés, Artemisinin based Combination
Therapy — ACT) como estratégia de primeira escolha para casos nao complicados de malaria
(quadro sintomatico de febre, calafrios, mal-estar, desconforto abdominal e anemia leve). A
ACT consiste na combina¢do de derivados da artemisinina com pelo menos um deles de modo

de acao diferente (DONDORP et al., 2008; WHO, 2023;SIBLEY, 2014). Entretanto, a



21

resisténcia do P. falciparum a artemisinina foi detectada em alguns paises: Camboja, Reptblica
Democratica Popular do Laos, Mianmar, Tailandia e Vietnd. Em muitas areas ao longo da
fronteira do Camboja com a Tailandia, o P. falciparum tem se tornado resistente a maioria dos
antimalaricos disponiveis (WHO, 2020). O surgimento de resisténcia do Plasmodium aos
farmacos depende de multiplos fatores como: taxa de mutacdo, carga parasitaria total e a baixa
adesdo ao tratamento (PETERSEN; EASTMAN; LANZER, 2011).

Nos casos severos de malaria (alteragdes da consciéncia, convulsdes, acidose,
hipoglicemia, insuficiéncia renal, ictericia, edema pulmonar, sangramento) geralmente, os
pacientes sdo tratados, inicialmente com artesunato de sodio por via parenteral, com a mudanga,
posteriormente, para o esquema ACT com a adicdo de primaquina. Para a profilaxia em
mulheres gravidas e em criancas em areas de risco, geralmente ¢ feito o uso intermitente da

combinagdo sulfadoxina-pirimetamina (WHO, 2020).
3.4. ALVOS BIOLOGICOS
3.4.1. Enoil-ACP redutase de Plasmodium falciparum

A maioria dos eucariotos, exceto as plantas, sintetizam os acidos graxos pelo sistema de
sintese do tipo I (FAS I — do inglés, Type I Fatty Acid Synthases) em que uma proteina
multifuncional é responsavel pelas quatro etapas do ciclo de alogamento de 4cidos graxos.
Diferente do hospedeiro humano, o P. falciparum contém a via de sintese de 4cidos graxos
(FAS II) semelhante a de bactérias e de plantas, em que quatro enzimas (p-cetoacil-ACP sintase,
B-cetoacil-ACP redutase, PB-Hidroxiacil-ACP desidratase e Enoil-ACP redutase) sdo
responsaveis pelas quatro etapas do ciclo de alongamento de 4cido graxo. Essa via parece ser
interessante para o desenvolvimento de farmacos, sem homologo em seres humanos, € uma
conjunto de compostos ja estabelecidos como inibidores das enzimas da FAS II em outros
organismos (WALLER et al., 2003). Os acidos graxos sao necessarios para a sintese de lipideos
de membrana e outros processos celulares essenciais, e a sua producao ¢ um aspecto central do
metabolismo lipidico parasito (SHEARS; BOTTE; MCFADDEN, 2015).

O sistema FAS II esté localizado em uma organela semelhante a um plastideo chamada
de apicoplasto, relacionada ancestralmente com as cianobactéricas. O apicoplasto ¢ uma
organela essencial, e a inibigdo ¢ letal. O apicoplasto ¢ uma organela de quatro membranas, o
que resulta em barreiras bioldgicas que os farmacos devem atravessar para alcangar seus alvos
biologicos (SHEARS; BOTTE; MCFADDEN, 2015). A tltima etapa de biossintese de acido

graxo ¢ realizada pela Enoil-ACP redutase (ENR). Essa enzima ¢ responsavel pela etapa
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determinante da via e regula o ciclo de alongamento (WALLER et al., 2003). Embora essa via
seja dispensavel em estagios sanguineos, estudos tém demonstrado a sua essencialidade no
desenvolvimento do parasito Plasmodium spp. no estagio hepatico (YU et al., 2008). Nesse
momento, o parasito encontra-se envolvido pelo vacuolo parasitéforo e ha necessidade de um
aumento da sintese de acidos graxos para o crescimento celular (em um estdgio ainda
assintomatico da doenga) (KUO et al., 2003; SHEARS; BOTTE; MCFADDEN, 2015). Dessa
forma, o bloqueio dessa via implica na interrupg¢ao do ciclo de vida do parasito ainda no estagio
hepatico, e consequentemente, evita que os parasitos sejam libertados na corrente sanguinea,
onde invadiriam os globulos vermelhos para comegar o ciclo de replicagdo responsavel pelos
sintomas da maldria (WHITE et al., 2014). Portanto, essa via parece ser interessante para o
desenvolvimento de farmacos para a profilaxia, assim como, para evitar a transmissao da
doenga para outro hospedeiro humano.

A ENR ¢ uma enzima tetramérica formada por 41% de alfa-hélices (18 hélices; 136
residuos) e 14% de folhas beta (9 folhas beta; 47 residuos), NADH-dependente pertencente a

superfamilia desidrogenase/redutase de cadeia média (Figura 4).
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Figura 4. Estrutura tridimensional da ENR — A. Cadeia A em azul; cadeia B em verde; cadeia C em amarelo e
cadeia D em cor de rosa. Intera¢des do tipo ligagdes de hidrogénio entre 0 NAD" e residuos do sitio ativo — B.
Intera¢des intermoleculares de ligagdo de hidrogénio entre a hidroxila do triclosan e a hidroxilia fenélica da
Tyr194 e duas ligagdes de hidrogénio entre uma das hidroxilas da ribose da nicotinamida do NAD* com
ambos os oxigénio éter e hidroxila do triclosan — C. Representagdo em bastdes em cor de rosa para o NAD*,
em cinza para o triclosan e representacdo em /ines para aminoacidos. Linhas tracejadas em vermelho
representando as distancias das interagdes em angstroms (A).
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Fonte: MUENCH et al. 2007 (Adaptado).

A ENR ¢ responsavel pela reducdo do trans-2 enoil para acil-ACP (BHAUMIK, 2005;
MAITY et al., 2010), conforme Esquema 1.
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Esquema 1. Esquema simplificado da reducdo do trans-2 enoil para acil-ACP.
Fonte: MASSENGO-TIASSE; CRONAN, 2009 (Adaptado).

A adicdo do hidreto oriundo do cofator NADH ao 4tomo C3 do substrato provoca a
redugdo da dupla ligagdo trans-2-acil (C2-C3), completando assim, a sintese da cadeia acil

(Figura 5) (LINDERT; MCCAMMON, 2012).
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Figura 5. Esquema do mecanismo de reacdo da ENR. A reduc¢éo da ligacdo dupla ocorre por adigdo de um
ion hidreto a partir do NADH ao carbono C3. O par de elétrons em C2 ataca o proton cedido pela hidroxila da
tirosina.

Fonte: MASSENGO-TIASSE; CRONAN, 2009 (Adaptado).

O local de ligacao do substrato trans-2 enoil-ACP ¢ o local de competi¢ao de inibidores
como triclosan (TCL) e diazoborinas (Figura 6). A isoniazida (Figura 6) compete pelo sitio de
ligacdo do cofator. O TCL ¢ eficaz contra um largo espectro de bactérias, incluindo Escherichia
coli, micobactérias e Staphylococcus aureus multirresistente, além disso, ¢ utilizado como um
agente antimicrobiano em formulagdes de uso doméstico, incluindo sabdes e cremes dentais,
sendo um composto protdtipo para o desenvolvimento de novos inibidores da P/ENR

(WRIGHT; REYNOLDS, 2007; ANDRADE et al., 2008). Estudos tém demonstrado a inibi¢ao
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da PfENR pelo TCL e andlogos em concentragdes (K; e/ou ICso) na ordem de nanomolar (nM)
(MAITY et al., 2010; PIDUGU et al., 2004).
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Figura 6. Estrutura quimica de inibidores da ENR.
Fonte: ANDRADE et al., 2008 (Adaptado).

O triclosan ¢ um bisfenol clorado, que atua como inibidor especifico da 2-trans-enoil-
ACP do sistema FAS II. A ligacdo do TCL ¢ competitiva com o NADH, mas nao competitiva
com NAD" (OLIVEIRA et al., 2007). De fato, a inibi¢do requer que o NAD" esteja ligado (LU;
TONGE, 2008). As caracteristicas das ligagdes explicam a alta afinidade do TCL: extensos
contatos de van der Waals, um anel fenol faz interagdes empilhamento m com o anel de
nicotinamida do NAD" e ligagdes de hidrogénio que se formam entre a hidroxila fenolica do
TCL e ambos o 4tomo de oxigénio fenodlico de Tyr182 (Tyr156) e a hidroxila da nicotinamida
da ribose (LINDERT; MCCAMMON, 2012; OLIVEIRA et al., 2007). Estudos com andlogos
do triclosan para o desenvolvimento de novos farmacos contra a maléaria tem sido feitos
(BILSLAND al., 2018). Nos estagios iniciais da descoberta de farmacos, a utilizacdo de
estratégias computacionais pode auxiliar na priorizacdo de novas moléculas promissoras para

ensaios biologicos (BIELSKA et al., 2011).
3.4.2. Diidroorotato desidrogenase de Plasmodium falciparum

As pirimidinas sdo metabdlitos essenciais na biossintese de DNA ¢ RNA (WANG, et
al., 2021). As células adquirem pirimidinas através de duas vias: sintese de novo e via de
recuperagdo. A sintese de novo ocorre a partir de amoénia (derivada da L-glutamina),
bicarbonato e L-asparagina. A via de recuperagdo acontece através do resgate de bases
pirimidinas pré-formadas (uracila, citosina e timina) ou nucleosideos (uridina, timidina e

citidina) (CHEN et al., 2022).
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Plasmodium spp. ndo possuem a via de recuperacdo de pirimidina e, portanto, a via de
novo fornece a Unica fonte de pirimidinas para o crescimento celular. Em contraste, as células
humanas sdo capazes de utilizar ambas as vias. Seis enzimas presentes em Plasmodium sao
necessarias para sintetizar o monofosfato de uridina (UMP), o qual ¢ entdo usado para gerar
uridina trifosfato (UTP), trifosfato de citidina (CTP), monofosfato de desoxitimidina (dTMP),
e os subsequentes metabolitos adicionais desses nucleotideos que sdo requeridos pela célula
(CHEN et al., 2022).

Estas enzimas incluem a glutamina amidotransferase/carbamoilfosfato sintetase
bifuncional (GAT/CPS), aspartato carbamoiltransferase (ACT), diidroorotase (DHOtase),
diidroorotato desidrogenase ((E.C1.3.5.2; DHODH), orotato fosforibosiltransferase (OPRT) e
orotidina 5'-monofosfato descarboxilase (OMPDC) (Figura 7).
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Figura 7. Via biossintética de novo da pirimidina em Plasmodium. Enzimas: glutamina amidotransferase
bifuncional (GAT) e carbamoil-fosfato sintetase (CPS), aspartato carbamoiltransferase (ACT), diidroorotase
(DHO¢tase), diidroorotato desidrogenase (DHODH). Produto e substratos das enzimas: L-glutamina (L-Gln);
carbamoil fosfato (CP); acido L-aspartico (L-Asp); carbamoil aspartato (CA); diidroorotato (DHO); uridilato

(UMP). Os nomes das enzimas sio exibidos em azul.

A organizagdo das enzimas do Plasmodium difere de suas contrapartes em mamiferos.
Em mamiferos, as quatro primeiras atividades (GAT/CPS/ACT/DHOtase) sao fundidas em um
unico polipeptidio, assim como as duas ultimas (OPRT/OMPDC). Em contraste, para as
enzimas de Plasmodium, apenas as duas primeiras atividades estdo presentes em uma Unica
proteina (GAT/CPS) (PHILLIPS; RATHOD, 2010).

Plasmodium ¢ o unico género entre os apicomplexa que depende exclusivamente da
biossintese de pirimidina de novo. Na auséncia na via de recuperagdo de pirimidina, todas as
enzimas da via biossintética de novo sdo presumivelmente essenciais para as espécies de
Plasmodium. No entanto, para o desenvolvimento de farmacos, além de essencialidade, ¢

fundamental que o alvo seja passivel de ser modulado por micromoléculas (HOPKINS;
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GROOM; 2002), como a diidroorotato desidrogenase de Plasmodium falciparum (PfDHODH)
(PHILLIPS; RATHOD, 2010).

A DHODH ¢ responsavel pela reagdo de oxidagdo de diidroorotato a 4cido orotico
dependente de flavina mononucleotideo (FMN). Duas reagdes diferentes sdo necessarias para

completar o ciclo catalitico: 1) oxidagao do diidroorotato pela redugdo do FMN e, 2) reoxidacao

do FMNH; para regenerar a enzima ativa (PHILLIPS; RATHOD, 2010).
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Esquema 2. Esquema simplificado da oxidagdo de diidroorotato a orotato e posterior reoxida¢ao do cofator
FMNH, a FMN com a utilizacdo do segundo substrato ubiquinona (agente oxidante).

3.5. ESTRATEGIA IN SILICO PARA A SELECAO DE MOLECULAS PROMISSORAS

A triagem virtual (do inglés, Virtual Screening — VS) é uma ferramenta importante nas
fases iniciais da descoberta de farmacos e emprega uma variedade de métodos computacionais
para priorizar a selecdo de moléculas candidatas a ensaios bioldgicos (BARINGHAUS;
HESSLER, 2004; WILLETT, 2006).

As estratégias de VS compreendem, basicamente, duas abordagens principais: a triagem
virtual baseada na estrutura do alvo molecular (do inglés, Structure Based Virtual Screening —
SBVS) e a triagem virtual baseada em ligantes (do inglés, Ligand Based Virtual Screening —
LBVS). A SBVS utiliza as informag¢des tridimensionais (3D) do alvo (ex.: acoplamento
molecular) e a LBVS utiliza as informacgdes estruturais e fisico-quimicas de moléculas bioativas
(ex.: similaridade quimica e modelos farmacoforicos) no planejamento de farmacos

(MONTANARI, 2008).
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As técnicas LBVS utilizam informagdes de moléculas com atividade bioldgica
conhecida, que por sua vez, sdo utilizadas como moldes para a triagem em bases de dados de
novas entidades quimicas com algum nivel de similaridade, compartilhando com estes moldes
a mesma atividade bioldgica (BARINGHAUS; HESSLER, 2004). Esse principio de
similaridade indica que moléculas que sdo estruturalmente semelhantes deverdo apresentar
propriedades bioldgicas semelhantes (WILLETT, 2006; ECKERT; BAJORATH, 2007).

Para quantificar a similaridade entre uma molécula referéncia e uma molécula problema,
¢ necessaria uma forma de representagdo molecular. A forma mais comumente usada ¢ através
de caracteristicas moleculares especificas (fingerprints) derivado de moléculas ativas e
comparado com os correspondentes descritores, utilizando indices de similaridade, como Indice
de Tanimoto (IT). O IT pode variar entre 0 e 1, o qual corresponde ao grau de identidade entre
as moléculas (RODRIGUES et al., 2012). Desse modo, um banco de moléculas pode ser
organizado em ordem decrescente/crescente de similaridade para testes futuros.

Apesar da abordagem por similaridade quimica ser rapida comparada a triagem virtual
por modelo farmacoférico e por acoplamento molecular, a mesma nao consegue identificar
quimiotipos diferentes. Assim, outro método largamente utilizado ¢ a triagem virtual baseada
no modelo farmacoférico. Segundo a IUPAC, farmacdforo ¢ um conjunto de caracteristicas
estéreas e eletronicas que ¢ necessario para garantir as interagcdes supramoleculares ideais com
um alvo bioldgico especifico (GANELLIN; LINDBERG; MITSCHER, 1998) e, portanto
essenciais a atividade bioldgica. Para ser ttil, um modelo farmacoforico deve demonstrar poder
preditivo e ser capaz de descrever a natureza e localizagdo dos grupos fundamentais (WOLBER
etal., 2008; YANG, 2010).

Quando informagdes estruturais de conjunto de moléculas com atividade bioldgica
conhecida que compartilham o mesmo mecanismo de agdo ¢ disponivel, o desempenho dos
modelos farmacoféricos depende basicamente da definicao e localizagao das caracteristicas
farmacoforicas e alinhamento das moléculas. A determinagdo do espago conformacional para
cada molécula do conjunto que dara origem ao modelo farmacoférico (conjunto de treinamento)
representa sua flexibilidade conformacional e o alinhamento dos ligantes multiplos no conjunto
de treinamento determina as caracteristicas quimicas essenciais para a constru¢cao do modelo
farmacoforico. A selegdo do conjunto de treinamento ¢ também uma etapa crucial na constru¢ao
de modelos farmacoforicos: variagdes como tipo das moléculas e tamanho do conjunto, podem
levar a diferengas substancias nos modelos finais (YANG, 2010; WOLBER, 2008).

Devido a capacidade de identificar moléculas com caracteristicas estéreo-eletronicas

essenciais, os modelos farmacoforicos representam filtros eficientes com desempenho superior
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aos métodos de busca por similaridade (TIIKKAINEN et al., 2009) para triagem virtual de base
de dados, além disso, permitem encontrar moléculas com esqueleto estrutural diferente em
relacdo as moléculas que deram origem ao modelo farmacoforico (SEIDEL et al., 2010). Essa
caracteristica ¢ interessante, levando em consideragdo a complexidade estrutural de compostos
de origem natural, bem como, de interesse especial para as empresas farmacéuticas que querem
evitar problemas de violagdo de patente ou necessidade de achar novos compostos lider com
melhores propriedades de absor¢ao, distribui¢cao, metabolismo, excregao e toxicidade (ADME-
Tox) e/ou aumento da atividade frente ao alvo (KROVAT; LANGER, 2003). Entretanto, as
informagdes geradas pelo modelo farmacoforicos sdo limitadas a descricdo de caracteristicas
especificas, como resultado, questdes de volume e estimativa de energia de afinidade frente ao
alvo ndo sdo consideradas (YANG, 2010), por esse motivo técnicas baseadas no alvo como
acoplamento molecular pode ser utilizada como filtro adicional.

O acoplamento molecular pode ser utilizado para ordenar as moléculas de uma base de
dados com base na predicdo da afinidade com o local de ligagdo em um alvo molecular. O
sucesso dessa técnica depende, em grande parte, das informacgdes disponiveis da estrutura 3D
do alvo molecular. Essas informagdes sdo provenientes de técnicas de cristalografia de raios X,
ressonancia magnética nuclear (RMN) ou modelagem por homologia (MONTANARI, 2008).
No entanto, a técnica de acoplamento molecular, geralmente, ndo ¢ aplicada a toda superficie
do alvo 3D (do inglés, blind docking), sendo que informagdes bioldgicas sobre a proteina alvo
sao usadas para determinar o local de ligagdo, e o acoplamento, desta forma, se restringe a este
local de interesse.

As aplicagdes do acoplamento molecular pedem considerar a flexibilidade do ligante
e/ou do alvo 3D. A maioria dos programas de acoplamento molecular como o Autodock Vina
considera a proteina como um corpo rigido e o ligante como uma molécula flexivel (BELLO;
MARTINEZ-ARCHUNDIA; 2013).

O acoplamento molecular emprega basicamente um algoritmo de busca para exploracao
dos possiveis modos de ligagdo de um ligante dentro do sitio de ligagdo na macromolécula.
Posteriormente, a energia de afinidade ¢ estimada através da fungao de pontuacao. O algoritmo
deve ser capaz de identificar modos de interagao com conformacgdes favoraveis energeticamente
(GRINTER; ZOU, 2014).

Em relagdo a analise da flexibilidade do ligante, os algoritmos de busca sdo classificados
em: sistematicos, baseados em simulacdo e randomicos, sendo que em alguns casos, 0s
algoritmos utilizam mais de uma dessas abordagens. Os algoritmos de simulagdo utilizam

geralmente a dindmica molecular para uma analise mais precisa das interagdes entre ligante e a
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proteina. Essa abordagem leva a desvantagem do elevado custo computacional que inviabiliza
a triagem de um grande nimero de compostos (RODRIGUES et al., 2012).

Os algoritmos sistematicos utilizam geralmente uma construgdo incremental do ligante
no sitio de ligagdo para explorar o grau de liberdade dessas moléculas. Essa construgdo
incremental inicia-se pelo posicionamento de um fragmento rigido (ancora, ex.: anel
aromatico), posteriormente, os demais fragmentos sdo adicionados até a formacdo total do
confomero. De forma semelhante, o programa Surflex-Dock (SPITZER; JAIN, 2012) emprega
a busca conformacional sistematica com auxilio da similaridade morfologica para a orientagao
de conformacgdes dos fragmentos.

Nos algoritmos randomicos, mudangas aleatorias no grau de liberdade das moléculas
sdo realizadas. Nesta categoria destacam-se algoritmos genéticos (RODRIGUES et al., 2012).
Os algoritmos genéticos sao planejados para fornecer solugdes para problemas de otimizagao
combinatoria (ex. geragdo de um niimero ilimitado) com base em alguns principios da evolugao
bioldgica. Esses algoritmos utilizam os chamados “operadores genéticos” (os dois principais:
CROSS-OVER e MUTATION) para criar solu¢des potenciais chamadas de “cromossomos”
(informagdes de uma molécula armazenadas como sequéncia numérica). Uma “populacao”
inicial ¢ gerada aleatoriamente ¢ modificacdes sdo realizadas pelos operadores genéticos até
que critérios sejam atendidos como o nimero maximo de populacdes (WILLETT, 1995).
Dentre os programas que implementam o algoritmo genético, o AutoDock Vina ¢ um dos mais
utilizados (TROTT; OLSON, 2010).

Para estimar a afinidade do modo de ligagdao do ligante no local de ligacao do alvo
molecular, o AutoDock Vina utiliza uma fun¢do de pontuagdo empirica: extrai informagdes
empiricas tanto das preferéncias conformacionais dos complexos receptor-ligante quanto das
medidas experimentais de afinidade. No AutoDock Vina, a energia de afinidade relativa ¢
determinada a partir das contribuigdes intermoleculares, levando em consideracao as

contribui¢des hidrofobicas e de ligagdes de H (TROTT; OLSON, 2010).



30

4. METODOLOGIA
4.1. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Foram estabelecidos dois protocolos de triagem virtual hierarquica (TVH) para
selecionar moléculas com afinidade frente a PADHODH (TVH-1) e P/ENR (TVH-2) a ensaios
fenotipicos e/ou estudos de DM.

Para a TVH-1, informagdes de atividade antiparasitaria frente ao P. falciparum para um
conjunto de 19 moléculas contendo o nucleo tioxotiazolidina ou tiazolidina-2,4-diona (COSTA
JUNIOR, 2019), foram utilizadas para construcao e validacdo de modelos farmacoforicos para
moléculas com atividade frente ao parasito. A seguir, moléculas presentes nas bases de dados
DrugBank (n=2.727 moléculas) e Sigma-Aldrich (214.446 moléculas) foram avaliadas frente
ao melhor modelo farmacoférico. Aquelas com QFIT > 0 foram direcionadas para a etapa de
triagem virtual por acoplamento molecular frente a PADHODH.

Para a TVH-2, triagem virtual (TV) hierarquica (modelos farmacoforicos seguido por
acoplamento molecular) (COSTA JUNIOR etal, 2021) foi realizada frente a moléculas contidas
na base de dados DrugBank (n=2.727 moléculas) (WISHART et al., 2018). Dessa forma, foi
realizada uma triagem virtual pelo modelo farmacoférico para inibidores da PfENR
previamente obtido por Costa Jtnior (2021), com o auxilio do médulo UNITY® disponivel na
plataforma SYBYL®-X 2.0. As moléculas foram alinhadas ao modelo farmacoférico e
selecionadas com base no valor de QFIT. Aquelas que apresentaram QFIT > 0 foram
direcionadas para a etapa da triagem por acoplamento molecular.

Triagem virtual por acoplamento molecular foi realizada com o conjunto de moléculas
remanescentes da filtragem por modelo farmacoforico. De acordo com os pontos de corte:
energia de afinidade (EA) < mediana; Eficiéncia de ligacao (EL) > 0,4 kcal/mol/atomo(-H) e
clogP < 0,5), um conjunto de moléculas foi selecionado para as proximas etapas. Dentre essas,
as moléculas que possuiam baixo custo (< R$ 1,00/mg) foram encaminhadas para avaliagao de
atividade antiparasitaria frente ao P. falciparum.

Ap0s a etapas de triagem virtual, as moléculas foram avaliadas através de simulagdes
de dinamica molecular, calculo de energia livre de ligagdo e avaliagdo do perfil de

permeabilidade através de um modelo bicamada lipidica (Esquema 3).
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4.2. TRIAGEM VIRTUAL (TV) HIERARQUICA

4.2.1. Triagem virtual por modelo farmacoforico para moléculas com atividade frente ao

P. falciparum (TVH-1)
4.2.1.1. Determinacao dos conjuntos de treinamento

A partir de informagdes de atividades biologica frente ao P. falciparum de um conjunto
de 19 moléculas contendo o ntucleo tioxotiazolidina ou tiazolidina-2,4-diona com atividade
antimalérica (ECso < 1 uM), foram definidos os conjuntos de treinamento e teste (Tabelas 1 e
2) (COSTA JUNIOR, 2020). Dessa forma, 13 moléculas (~70% do conjunto inicial) mais
potentes (ECso < 0,25 uM) foram utilizadas como moléculas moldes para a geragao de novos
modelos farmacoféricos (conjunto de treinamento) (Tabela 1). As demais foram utilizadas nas

etapas de avaliagdo dos modelos farmacofoéricos (conjunto teste) (Tabela 2).

Tabela 1. Moléculas do conjunto de treinamento.

Molécula R X ECso (unM)
P. falciparum
1 2,4-Cl S 0,141
2 3.4,5-OCH3 S 0,145
3 4-OH S 0,147
4 2-NO» S 0,225
5 4-NHCOCH3 S 0,251
6 4-NO» S 0,225
7 4-N(CH3), S 0,200
8 4-NO» O 0,232
9 3-NO» O 0,244
10 2,2°-Cl O 0,164
11 2-Br,3-OH,4-OCHz; O 0,118
12 4-bromo-2-tiofeno O 0,159
13 4-quinolina O 0,160
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Tabela 2. Moléculas do conjunto teste.

Molécula R ECso (uM)
P. falciparum
14 3-F 0,334
15 2-OH, 4-OCH3 0,340
16 9-cloroantraceno 0,253
17 4-piridina 0,414
18 4-bromo-2-piridina 0,325
0

19 4-Cl 0,260

4.2.1.2. Geragao dos modelos farmacoforicos para moléculas com atividade antimalérica

Os modelos farmacoféricos foram gerados utilizando o modulo GALAHAD™
disponivel na plataforma SYBYL®-X 2.0. (SYBYL-X 2.0, 2012). As moléculas foram
alinhadas com base nas suas caracteristicas farmacoforicas para produzir os modelos
farmacoforicos.

O processo de alinhamento foi conduzido em duas etapas. Incialmente, as conformagdes
dos inibidores foram obtidas através Algoritmo Genético (AG), no qual o tamanho da populacao
e o nimero maximo de geracdes foram ajustados para 55 e 40, respectivamente. Os demais
parametros (TAXA DE CRUZAMENTO= 100,0%; TAXA DE MUTACAO= 100,0%) foram
mantidos em seus valores padrao. A seguir, os conformeros foram alinhados entre si para a

construcao dos modelos farmacoforicos.
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4.2.1.3. Avaliacdo dos modelos farmacoforicos

Inicialmente, foi feita uma avaliagdo dos modelos farmacoféricos com base nos
parametros estatisticos do GALAHAD™. Os seguintes pardmetros foram analisados de forma
sucessiva: ENERGY, SPECIFITY e PARETO. Os modelos farmacoféricos que apresentaram
valor de ENERGY superior a duas ordens de magnitude foram descartados. Logo apos, os
modelos farmacoforicos com valor de SPECIFITY menor que cinco foram descartados. Os
modelos farmacoforicos remanescentes foram avaliados quanto a fun¢ao de Pareto. Aquele com
maior pontuacdo em Pareto foi avaliado quanto a capacidade de recuperar as moléculas do
conjunto treino. Os modelos farmacoféricos remanescentes foram testados quanto a habilidade
para diferenciar inibidores verdadeiros de falsos positivos, os quais foram construidos com
auxilio do servidor DUD-E (MYSINGER et al., 2012, http://dude.docking.org), na propor¢ao
de um molécula ativa para 50 falso positivos.

Todas as moléculas (6 inibidores verdadeiros/300 falsos positivos) foram entdo reunidas
em um banco de dados Unico, construido com a ferramenta “create database” disponivel no
médulo UNITY® 3D, da plataforma SYBYL®-X 2.0 (TRIPOS, 2011). A seguir, o banco
contendo todas as moléculas foi alinhado de forma flexivel aos modelos farmacoforicos
remanescentes, com o auxilio do moédulo UNITY® 3D e o seu encaixe avaliado com a funcdo
de pontuacdo QFIT (do inglés, Query Fit).

Esses valores foram utilizados para a constru¢do da curva ROC (do inglés, Receiver
Operating Characteristic) (GIGLIARANO; FIGINI; MULIERE, 2014) e calcular a area sob
cada curva (AUC, do inglés, Area under the curve) para fins de comparacdo dos modelos
farmacoforicos entre si. Apenas modelos farmacoféricos com AUC > 0,7 foram avaliados
quanto aos pardmetros estatisticos GALAHAD™ de Similaridade Farmacoéforica (SF),
Similaridade Estérea (SE) e MOL QRY. Esses valores foram normalizados (equacao 1) e
utilizados como coordenadas para construir o grafico 3D. Os melhores valores de SF, SE e
MOL_QRY entre todos os modelos farmacoforicos foram utilizados como coordenadas de um
modelo farmacoforico hipotético. O modelo farmacoféorico com menor distancia euclidiana

para o modelo hipotético (equagao 1 e 2) foi considerado adequado para a etapa de triagem

virtual.
p—L (1)
P = x 100
H-L

D? = (Puip1 — P1)* + (Phip2 — P2)* + (Phip3 — P3)? (2)
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Onde p ¢ cada parametro analisado, L e H sdo, respectivamente, 0 menor € o maior valor
entre os parametros correspondentes analisados. Cada pardmetro p ¢ transformado em um valor
P sem escala, onde 0 < P < 100. D ¢ a distancia euclidiana entre cada modelo farmacoforico e
o modelo farmacoférico hipotético, para os quais, os valores P sdao utilizados como
coordenadas. O modelo farmacoférico como menor distancia euclidiana a partir do modelo

farmacoforico hipotético foi considerado como adequado para a etapa de triagem virtual.

4.2.1.4. Triagem virtual por modelo farmacoférico para moléculas com atividade frente ao P.

falciparum

O modelo farmacoférico que atendeu aos critérios estabelecidos foi utilizado como
template (molde) para a triagem virtual por meio da opgdo “alinhamento flexivel 3D”
disponivel no médulo UNITY® 3D (TRIPOS, 2011) da plataforma SYBYL®-X 2.0., frente a
biblioteca de farmacos presentes na base de dados DrugBank (WISHART et al., 2018;
https://go.drugbank.com/) e Sigma-Aldrich (214.446 moléculas).

As moléculas que apresentaram QFIT > 0 foram direcionadas para a etapa de

acoplamento molecular.
4.2.2. Triagem virtual por modelo farmacoférico para inibidores de PAENR (TVH-2)

O melhor modelo farmacoférico da PfENR construido em estudos anteriores (COSTA
JUNIOR; 2020) foi utilizado como molde para a triagem virtual por meio da opgdo
“alinhamento flexivel 3D” disponivel no moédulo UNITY® 3D (TRIPOS, 2011) da plataforma
SYBYL®-X 2.0, frente a biblioteca de firmacos presentes na base de dados DrugBank
(WISHART et al., 2018; https://go.drugbank.com/).

As moléculas que apresentaram QFIT > 0 foram direcionadas para a etapa de

acoplamento molecular.
4.2.3. Triagem virtual por acoplamento molecular (TVH-1)
4.2.3.1. Selecao e Preparo do receptor (P/DHODH)

A estrutura 3D do P/DHODH (PDB ID: 4CQ8) foi obtida do banco de dados de
macromoléculas bioldgicas Protein Data Bank (Berman, 2000, http://www.rcsb.org/pdb/) e
preparada com a ajuda do mddulo Biopolymer disponivel na plataforma SYBYL-X 2.0.

As moléculas de agua foram removidas e atomos de hidrogénio foram adicionados. Em

seguida, os residuos acidos e basicos tiveram seu pKa calculado utilizando o servidor PropKa
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3.0 (OLSSON et al., 2011), que se baseia no ambiente quimico de cada residuo (efeito de
dessolvatagdo, ligagdes de hidrogénio e interagdo com grupos carregados) (Rostkowski et al.,
2011). A protonagao foi ajustada de acordo com o pH o6timo da catalise (entre 7,5 e 8)
(BALDWIN et al., 2002). Por fim, cargas atomicas parciais de Gasteiger-Huckel €
(GASTEIGER; MARSILI, 1980) foram atribuidas aos residuos da proteina com auxilio do
modulo Biopolymer da plataforma SYBYL-X 2.0 (TRIPOS, 2011).

4.2.3.2 Avaliagao da funcao de pontuagao para PA/DHODH

As etapas de busca conformacional e avaliacdo das poses foram realizadas com o
programa AutoDock Vina 1.1.2 (TROTT; OLSON, 2010). Inicialmente, a localizac¢ao espacial
das regides de busca foi delimitada com base nos residuos que fazem interagdo com o ligante
(inibidor ou substrato) da P/DHODH (PDB: 4CQ8), os quais foram definidos através analise
estrutural das estruturas cristalograficas.

As coordenadas do ligante cristalografico e do cofator cristalograficos foram utilizadas
para a determinacdo da regido de busca no programa AutoDock Vina 1.1.2, definida através de
determinagdo da caixa de simulagdo com auxilio do programa AutoDock Tools 1.5.6 (TROTT,
OLSON, 2010). Inicialmente, os parametros de busca foram avaliados quanto a capacidade em
reproduzir a conformacao do ligante cristalografico (inibidor ou substrato/cofator) através do
calculo do desvio médio da raiz quadrada (do inglés, root-mean-square deviation — RMSD). O
calculo do RMSD foi realizado com o auxilio do programa VMD 1.9.1 (HUMPHREY;
DALKE; SCHULTEN, 1996).

O conjunto de 49 inibidores verdadeiros da P/DHODH/2700 falsos positivos foi
utilizado para avaliar a acuracia do programa AutoDock Vina 1.1.2 em diferenciar inibidores
verdadeiros de falsos positivos com base no valor de energia de afinidade.

Os valores de energia de afinidade foram utilizados para a constru¢dao da curva ROC
(GIGLIARANO; FIGINI; MULIERE, 2014) e o calculo da area sob a curva (AUC). Valor de
AUC > 0,7 foi considerado como adequado para a etapa de triagem virtual. Os mesmo valores
de energia foram utilizados para a geragcdo da curva BEDROC com o auxilio do servidor

ROCKER (LATTI; NIINIVEHMAS; PENTIKAINEN, 2016).
4.2.4. Paramentros de busca para PENR por acoplamento molecular (TVH-2)

Nessa etapa, a funcdo de pontuacdo do programa AutoDock Vina 1.1.2 que foi

considerada adequada nas etapas de avaliagdo (curva ROC, AUC=91% ¢ BEDROC=70,69%)
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(COSTA JUNIOR; 2021) foi empregada para avaliacdo da afinidade das moléculas filtradas

pelo modelo farmacoforico frente ao sitio ativo da P/ENR.
4.2.3.4. Critérios de priorizagdo de moléculas

As moléculas oriundas do DrugBank foram classificadas com base nos valores de
energia de afinidade (EA) e o valor da mediana foi utilizado como ponto de corte. Além disso,
os valores de EA foram utilizados para o célculo da eficiéncia de ligagdo (COSCONATI et al.,
2010; HOPKINS et al., 2014). O calculo da EL se da pela razdo entre o valor de energia livre
de ligagao (kcal/mol) e o nimero de 4&tomos pesados (equagao 3).

EL= —EA/n 3)

Onde n ¢ o nimero de atomos com exce¢ao dos atomos de hidrogénio.

Adicionalmente, o coeficiente de particdo octanol/agua (clogP) foi calculado com
auxilio do programa Marvin Sketch 6.0 (CHEMAXON, 2013). Assim, foram determinados
pontos de corte para os conjuntos EA, EL e clogP. Com base na analise de EA, moléculas que
apresentaram valores de EA superiores ao valor de mediana foram excluidas. Valor de EL
superiores a 0,4 kcal/mol/ atomo(-H) ¢ considerado bom (moléculas/fragmentos que podem,
posteriormente, sofrer otimizacao adicional em sua estrutura) (HOPKINS ez al., 2014). Por fim,
o ponto de corte para clogP foi definido para moléculas com solubilidade em 4gua (clogP <0,5)
(LISTON et al. 2022; BERGSTROM, LARSSON 2018; FOYE, 2008). Desse modo, os
seguintes critérios de prioriza¢do foram concomitantemente tomados:

1 — EA <-6,6 kcal/mol,

2 — EL > 0,4 kcal/mol/atomo(-H);

3 —clogP <0,5

Ao final dessa etapa, moléculas avaliadas com base nos paramétros de busca para
definidos para P/ENR foram selecionadas para aquisicdo com base no valor monetario para
serem encaminhadas para avali¢ao da atividade antiparasitaria por meio de ensaios fenotipicos.

A cotacao foi realizada na plataforma on line Sigma-Aldrich (https://www.sigmaaldrich.com/).
4.3. SIMULACOES DE DINAMICA MOLECULAR

Moléculas selecionadas nas etapas anteriores foram avaliadas por dindmica molecular
(DM). O protocolo de dindmica molecular foi executado no pacote GROMACS 5.1.2
(ABRAHAM et al., 2015), com os seguintes parametros: campo de forga: gromos54a7; T*

303K; pH 7,5 e pressdo: latm. A seguir, ciclos de minimizagao energética (1000 ciclos de steep
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descent e gradiente conjugado), dindmica de restri¢do (1000 Kj/mol/nm2) e dindmica de
produgdo (50 ns) foram executados para avaliar a estabilidade da forma APO e APO com
cofator em meio com solvente (dgua) através dos parametros de desvio médio da raiz quadrada
(RMSD), flutuagao das posi¢des atdmicas na trajetoria e ligagdes de hidrogénio. As moléculas
selecionadas foram submetidas ao programa ATB 3.0 (MALDE et al., 2011) para a geracdo da
topologia. Por fim, sistemas binarios e ternarios foram construidos e a mesma rotina de DM foi
realizada no intuito de avaliar a estabilidade, natureza e permanéncia das interagdes

intermoleculares dos ligantes no sitio ortostético.
4.4. CALCULO DE ENERGIA LIVRE DE LIGACAO

A energia livre de ligacdo dos complexos foi calculada utilizado o método Mechanics
Poisson — Boltzmann surface area (MM/PBSA) implementado na ferramenta g mmpbsa
(GANESAN; COOTE; BARAKAT, 2017). A energia livre de ligacao da proteina com o ligante
no solvente pode ser expressado:

AGiigagio = Geomplexo — (Gproteina + Giigante) (4)

onde, Geomplexo € a energia livre total do complexo proteina-ligante € Gproteina € Gligante
sdo energias livres totais da proteina isolada e ligantes no solvente, respectivamente.
Classicamente, a energia livre de ligagdo (AGiigacao) na Equacao (5) contém as contribuicdes de
entalpia (AH) e entropia (T-AS). A componente entalpica da Equacgdo (6) ¢ composta pela
energia potencial utilizada pela mecénica molecular no vacuo (Emm) e pela energia livre de
solvatacao (Gsolvatacio). Gmm na Equagdo (7) € composto pela energia potencial das interagdes
ndo covalentes para as forgas de van der Waals (Evaw) € as interacdes eletronicas (Eeiec),
enquanto uma Gsolvatacio Na Equacdo (8) é composta por um componente polar (Gpolar) € um
componente nao polar (Gapolar). Gpolar f0o1 calculado por resolu¢do de uma equagdo de Poisson-
Boltzmann; enquanto Gapolar fo1 determinado pela Equagdo (9), onde SASA ¢ a érea de
superficie acessivel ao solvente e os termos y e B sdo constantes empiricas com valores padrao.
Assim, a energia livre para cada Geomplexo individual, Gprotcina € Giigante foi estimada pelas

Equagdes (5)-(9):

AGiigacio = AH — T-AS (5)
AH = (Emm) + (Gsolvatagio) (6)
Emm = Evaw + Eelec (7)
Gsolvatagio = Gpolar T Gapolar (8)

Gapolar = YSASA + B (9)
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Assim, para célculo de energia livre de liga¢do, 10 quadros de DM de foram extraidos
a cada 1 ns das trajetorias de produgdo. Os termos Eciec € Evaw foram calculados usando fungdes
de potencial de Coulomb e Lennard-Jones (LJ), respectivamente. O Gpolar foi quantificado em
uma caixa de grade (cfac = 2 e fadd = 20) com solvente NaCl 0,150M (raiona = 0,95 A; raioc
= 1,81 A) e constante dielétrica = 80,0 por aproximacdo Debye-Hiickel; entdo, 0 Gapolar foi
calculado usando um modelo de area de superficie acessivel ao solvente (SASA) com uma
tensdo superficial padrdo do solvente (y = 0,02267 kJ.mol 1 .A? ; B = 3,84928 kJ.mol ')
(GANESAN; COOTE; BARAKAT, 2017; WAGONER & BAKER, 2006).

4.5. ENSAIOS BIOLOGICOS

Nessa etapa, foram avaliadas apenas as moléculas selecionadas por triagem virtual para

PfENR.
4.5.1. Cultivo das linhagens celulares humana

A linhagem celular humana utilizada para andlise de toxicidade foi WI-26VA4
(fibroblasto pulmonar ATCC CCL-75). Essa linhagem faz parte do banco de células animais
do Servigo de Biologia Celular (SBC) da Funda¢ao Ezequiel Dias (FUNED) em Belo Horizonte
- Minas Gerais.

As células foram cultivadas a partir de ampola crio preservada, as mesmas foram
descongeladas a 37°C, seu contetido transferido para um tubo de 15mL com 10mL de meio
RPMI 1640. As células foram centrifugadas a 1200rpm por cinco minutos, o sobrenadante
descartado e o sedimento ressuspendido em meio RPMI 1640 suplementado com 10% de Soro
Bovino Fetal (SBF) inativado pelo calor (meio completo). As células foram transferidas para
garrafas plasticas de cultivo celular tratada para promover a adesado celular, T75 (75cm2) 10mL
(Corning Costar Inc., EUA) e mantidas como monocamadas a 37°C em estufa (Thermo electron
co. EUA) com uma atmosfera imida de 5% de CO.. O meio de cultura foi substituido a cada
48 horas de incubagdo. Contaminagdes, morfologia celular e formag¢ao da monocamada foram
observadas ao microscopio invertido em aumento de 100x (modelo Olympus, CKX 41). O
congelamento dessas células foi realizado em ampolas de criopreservagdo com uma solugdo
contendo meio RPMI completo com 5% de DMSO e estas sdo mantidas em nitrogénio liquido

no banco de criopreservacao (CryoPlus 7405 / Thermo Scientific, EUA).
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4.5.2. Ensaios de Citotoxicidade

Para os ensaios de citotoxicidade foi realizado o teste de quimio-sensibilidade com uso
de 3-(4,5 dimetiltiazol-2yl)-2-5-difenil-2H tetrazolato de bromo (teste MTT) (MATSUZAKI et
al., 2006). Este teste consiste na avaliacdo colorimétrica rapida do crescimento de linhagens
celulares in vitro. O ensaio baseia-se na reducdo do sal tetrazolato pela enzima succinato
desidrogenase presente na mitocondria das células eucaridticas vidveis, formando um cristal
insoluvel em 4agua conhecido como cristal de formazan (CARMICHAEL et al., 1987; PARK et
al., 1987). Ao solubilizar o cristal com um solvente organico, adquire uma coloragdo violacea
que ¢ avaliada por espectrofotometria.

Apo6s adquirir 80% de confluéncia as células foram tripsinizadas com 1,5mL da enzima
tripsina (1:250 Sigma), incubadas a 37°C por cinco minutos, ressuspendidas em 10mL de meio
completo e centrifugadas a 1200rpm por cinco minutos. O sobrenadante foi descartado e o
sedimento ressuspendido com meio completo. As células foram distribuidas em microplacas de
96 pocos a uma densidade de 4x10° células/100ul por poco e incubadas em estufa de CO; a
37°C por 24h para a adesao das mesmas a placa. Apos esse periodo de adesdo o meio foi
retirado, adicionado 180 pl de meio RPMI suplementado com 1% de SFB e foram adicionados
20ul de composto diluido em meio RPMI contendo diferentes concentragdes dos compostos
testados a partir das dilui¢des iniciais, os compostos foram adicionados em triplicata nas
concentragdes 100 pg/mL, 10 pg/mL, 1 pg/mL, 0,1 pg/mL e 0,01 pg/mL. As placas foram
incubadas por mais 48 horas. No final do periodo de tratamento foram adicionados 100ul/pogo
de uma solucdao brometo 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazol (MTT) (Sigma), o sal
tetrazolico, na concentragdo de 0,5mg/mL em RPMI 1640 sem fenol (DENIZOT; LANG,
1986). Apo6s trés horas de incubagdo na estufa de CO; a 37°C no escuro com o MTT, o
sobrenadante foi aspirado e os cristais de formazan foram dissolvidos em 50ul/pogo de DMSO
e mantidos a 37°C durante 10 minutos. A absorbancia por poc¢o foi medida a um comprimento
de onda de 550nm utilizando o Gen5 (Data Analysis Software -Bio-Tek). Os dados foram
analisados a partir de experimentos independentes. A dose letal minima que inibe em 50%
(ICs0) o crescimento das células na presenca dos compostos testes foi determinada em
comparacdo com células cultivadas sem a presenga de compostos (considerada 100% de
crescimento), os calculos foram realizados a partir de curvas de concentragdo dose-resposta
sigmoidal usando Software OriginPro versao 8.0 (OriginLab Corporation, Northampton, MA,
USA) (PATRA et al., 2011; PEREIRA et al., 2012).
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4.5.3. Cultivo in vitro das fases intraeritrocitarias de P. falciparum

Os parasitos da cepa W2 (cloroquina-resistente) foram cultivados em hemdcias humanas
in vitro sob condi¢des estabelecidas por Trager e Jensen (1976). Os parasitos foram cultivados
em placas de Petri com hematdcrito a 5% usando meio de cultivo completo (RPMI 1640
suplementado com 25mM de Hepes, 21mM de bicarbonato de sddio, 300uM de hipoxantina,
11mM de glicose, 40pg/ml de gentamicina e 10% (v/v) de plasma humano inativado pelo calor).
As placas foram mantidas a 37°C e a concentragao adequada de oxigénio foi obtida pela
combustdo de uma vela, sendo realizadas trocas diarias de meio. A parasitemia foi monitorada

diariamente em esfregacos, corados com Giemsa, ao microscopio 6ptico (1000x).
4.5.4. Determinacio da parasitemia

Foram confeccionados esfregagos sanguineos de cultivo, secos ao ar, fixados com
metanol e corados com solugdo recém diluida de Giemsa na propor¢ao de trés gotas para cada
ImL de solugdo salina tamponada pH 6,8. Ap6s 10 minutos, as laminas foram lavadas em agua
corrente, secas ao ar ¢ examinadas ao microscopio Optico com objetiva de imersao (1000x). A
parasitemia foi determinada através da contagem do numero de hemadcias infectadas. Para
parasitemias maiores que 5%, 1000 hemacias foram contadas. No caso de infec¢des muito
baixas, menores que 5%, foram contadas 6000 hemdcias. Nesse caso, a avaliacao foi feita pela
estimativa do nimero total de hemdcias por campo microscopico em um total de 50 a 100
campos, estimando-se o numero de hemdcias infectadas. A parasitemia foi expressa em

percentagem de hemadcias parasitadas.
4.5.5. Sincronizacio do cultivo de P. falciparum

Os parasitos de cultivo foram sincronizados pelo método do sorbitol (LAMBROS;
VANDERBERG, 1979). Os cultivos com predominio de formas jovens (anéis), obtidas logo
apos a sincronizacao, foram utilizadas nos ensaios quimioterapicos. Ap6s a adi¢ao de 10 ml de
sorbitol, os parasitos foram mantidos nas mesmas condi¢des ambientais do cultivo (37 °C e 5%
CO2) por 10 min. Apds o tempo de acdo do sorbitol, o contetido foi centrifugado em tubo falcon
a2500 RPM por 5 min e o volume do sedimento foi utilizado para determinagdo do hematocrito.
O liquido sobrenadante foi removido e as hemacias foram ressuspendidas com meio de cultura

RPMI com o hematocrito ajustado para 2%.
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4.5.6. Testes esquizonticidas 7n vitro com P. falciparum utilizando teste tradicional

Inicialmente, foi realizado um ensaio preliminar de forma a avaliar se os compostos
apresentaram atividade frente a cepa W2. Para a avaliacdo da reducao da parasitemia, culturas
sincronizadas com 2% de parasitemia no estagio de anel, e 2% de hematdcrito, foram
distribuidas em microplacas de 96 pocos, com 180uL para cada pogo. Acrescentou-se a cada
poco 20ul de meio RPMI, contendo diferentes concentragdes dos compostos (50 — 3,125
ug/mL), em triplicatas. Apos 24h de incubagdo dos parasitos a 37°C, o meio de cultura com ou
sem adicdo dos compostos foi trocado em cada poco. Esfregacos sangiiineos de todas as
amostras foram confeccionados ap6s 48h, corados com Giemsa e examinados ao microcopio
optico para a determinacdo da parasitemia. A média da parasitemia calculada nos pocos sem
adi¢do de compostos, considerada como 100% de crescimento do parasito, foi comparada com
as parasitemias nos pogos que receberam os compostos-teste. A atividade dos compostos foi
expressa pela percentagem de reducao da parasitemia em relagdo aos controles sem a presenca

dos compostos. Todos os experimentos foram realizados em triplicatas.
4.5.7. Indice de Seletividade

Um importante critério na pesquisa de compostos ativos como potencial terapéutico ¢
determinar a auséncia de efeitos toxicos nas células do hospedeiro, através do indice de
seletividade (IS), que mede o quanto o composto ¢ ativo contra o parasito sem causar danos a
viabilidade das células de mamiferos. Sendo assim, quanto maior for a proporc¢ao, maior serd a
seletividade do composto para as células do parasito. O indice de seletividade € calculado de

acordo com a formula abaixo.

_ 1Cs0 do composto em linhagem de células de mamiferos ()

ICs0 do composto em linhagem parasitaria
4.6. MODELO PARA AVALIACAO DE PERMEABILIDADE EM BICAMADA
4.6.1. Construcao do modelo de bicamada

O modelo de bicamada lipidica foi construido no servidor CHARMM-GUI (JO et al.
2008; LEE et al. 2020). Os dois fosfolipidios mais abundante na composi¢ao de bicamada do
apicoplasto em P. falciparum foram selecionados para constru¢do de um modelo simplificado

(BOTTE et al. 2013). Os dois fosfolipidios: 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfocolina
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(POPC - 34:1) e 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina (POPE — 34:1) presentes
no apicoplasto na propor¢ao de ~30% e 10%, respectivamente, foram inseridos no sistema na
proporcao 3:1. A segunda fase aquosa foi obtida com um comprimento maior ao longo do eixo
z, a fim de permitir que as moléculas atravessassem completamente a membrana antes de atingir
50% do comprimento total da caixa de simulagdo no eixo z, uma limitagdo de estratégia de
tracdo de forca constante com referencial fixo de coordenadas. Todo o sistema compreendeu
80 fosfolipidios, os ligantes e cerca de 14.673 moléculas de agua do tipo TP3.

Foram realizados minimizagao de energética (1000 ciclos de steep-descent) e ciclos de
equilibrio NPT (isotérmico e isobarico). Foi realizada uma etapa de producdo para avaliar a
estabilidade da bicamada lipidica através da analise dos parametros de area por lipidio (eixo
x,y); densidade média dos componentes do sistema ao longo do eixo z e variacao da espessura
da bicamada lipidica durante a trajetoria. O protocolo de dinamica molecular foi executado no
pacote GROMACS 5.1.2 (ABRAHAM et al., 2015) com os seguintes pardmetros: T=303K; e

pH 7,5. O mesmo sistema foi utilizado para o calculo de potencial de forca média (PFM).
4.6.2. Calculo de potencial de for¢ca média

Apo6s a avaliagao da atividade antiparasitaria, para a molécula mais potente da série
foram propostas uma série de modificagdes no seu esqueleto estrutural a fim de avaliar a
afinidade frente a PfENR e o perfil de permeabilidade em membrana plasmatica através de
modelo computacional. O incremento de lipossolubilidade foi estimado através do célculo de
logP com auxilio do programa Marvin Sketch 6.0 (CHEMAXON, 2013). Os valores de EA ¢
clogP foram utilizados para plotar um grafico de dispersdao. Dentre as moléculas presentes no
quarto quadrante do grafico (maior valor de clogP e menor valor de EA), foram selecionados
representantes com valores de clogP e EA menores (clogP ~ 2,0; EA ~ 8,0 kcal/mol),
intermediarios (clogP ~ 3,0; EA ~ 9,0 kcal/mol) e maiores (clogP ~ 4,0; EA ~ 10,0 kcal/mol).

A topologia das moléculas foi calculada com auxilio do script AnteChamber PYthon
Parser interfacE (ACPYPE) (DA SILVA; VRANKEN, 2012) e os campos de forga
especializados das moléculas baseados em membrana CHARMM-GUI Amber ¢ ACPYPE
GAFF foram combinados antes da insercao da molécula com a correspondente substituicao do
volume de moléculas de agua. Ciclos de minimiza¢do e equilibragdo energética foram
realizados com restri¢des de posicdo da molécula antes da etapa produtiva em condi¢des NVT
para manter a referéncia de coordenadas absolutas. Na fase produtiva, uma for¢a de 500 kJ-mol
"nm™! foi aplicada a molécula no eixo z na dire¢do do centro de massa da bicamada lipidica. A

energia livre durante a trajetéria foi calculada como descrito na se¢ao 4.4.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. TRIAGEM VIRTUAL POR MODELOS FARMACOFORICOS

A triagem virtual por modelo farmacoférico ¢ amplamente utilizada como uma das
etapas iniciais de busca por filtros sucessivos o que representa uma reducao de custos no
desenvolvimento de moléculas bioativas (BRAGA; ANDRADE, 2013). Outra estratégia que
pode ser utilizada conjuntamente com a triagem virtual hierarquica a fim de reduzir custos ¢ o
reposicionamento de farmacos. Essa estratégia consiste em encontrar um novo uso terapéutico
para um farmaco ja aprovado ou para um farmaco/composto ainda em fase clinica de
desenvolvimento (SCHERMAN; FETRO; 2020). As vantagens do reposicionamento culminam
na simplificacdo dos procedimentos regulatorios para a introducdo de um medicamento
previamente aprovado no mercado. Este procedimento leva em consideracdo dados
previamente adquiridos, em particular sobre seguranca e toxicidade do medicamento, o que
pode tornar as fases iniciais de desenvolvimento de um medicamento reposicionado
consideravelmente mais rapidas, e, portanto, mais baratas (JOURDAN et al., 2020).

Com base no exposto acima, duas diferentes metodologias foram empregadas (TVH-1
e TVH-2), ambas com a utilizagdo de modelos farmacoforicos nas etapas iniciais, para filtrar
farmacos conhecidos catalogados na base de dados DrugBank (WISHART et al., 2018,
www.drugbank.ca). Na primeira, um conjunto de derivados tiazolidinas com atividade
antiparasitaria ao Plasmodium falciparum foi empregado para a construcdo e avaliacdo de um
modelo farmacoforico. Inicialmente, as moléculas do DrugBank foram analisadas, ¢ em
seguida, o mesmo processo foi realizado com a base de dados da Sigma-Aldrich
(https://www.sigmaaldrich.com/). As moléculas filtradas pelo modelo farmacoférico foram
analisadas por acoplamento molecular para avaliagao e estudos de dindmica molecular (DM).

Em um segundo momento, o0 mesmo protocolo empregado por Costa Junior e col. (2021)
foi utilizado priorizar moléculas a ensaios fenotipicos frente ao Plasmodium falciparum. Dessa
forma, o modelo farmacoforico para inibidores da P/ENR foi empregado para filtrar moléculas

da base de dados DrugBank para avaliagdo por acoplamento molecular e estudos de DM.

5.1.1. Geraciao dos modelos farmacoforicos para moléculas com atividade antimalarica

(TVH-1)

Tiazolidina consiste em um sistema de anel heterociclico com diversas aplicagdes

farmacéuticas (JAIN; VORA; RAMAA, 2013). Dentre elas, destacam-se os antidiabéticos



45

(Glitazonas), antibidticos (penicilina), e anticancer (DANIEL, 2000; ROMAGNOLI et al.,
2013). Ha estudos que demonstram atividade antiparasitaria de derivados tiazolidinas frente a
PfENR, posteriormente, essas informagdes bioldgicas foram utilizadas para a geracao de
modelos farmacoforicos baseados em ligantes (LBVS) (KUMAR et al., 2007; KUMAR et al.,
2010). Além disso, o antidiabético rosiglitazona tem sido empregado como adjuvante na terapia
antimalérica (VARO et al., 2017). Em estudos anteriores, um conjunto de 21 derivados
tiazolidinas (figura 8) foram testados em ensaios fenotipicos frente ao P. falciparum (COSTA

JUNIOR, 2019).

A
X=0ouS

Figura 8. Estrutura quimica de molécula contendo o nticleo tioxotiazolidina (X=S) ou tiazolidina-2,4-
diona (X=0).

A constru¢do de modelos farmacoféricos requer um conjunto de moléculas que
apresentam atividade bioldgica conhecida frente ao mesmo alvo biologico, portanto, que
compartilhem o mesmo mecanismo de agao (WOLBER et al., 2008). Entretanto, os ensaios
fenotipicos sdo realizados com o uso de células intactas sem, necessariamente, a defini¢do de um
alvo molecular (ZHENG; THORNE; MCKEW, 2013). Apesar disso, o principio de similaridade
indica que moléculas que sdo estruturalmente semelhantes sdo provaveis de terem propriedades
semelhantes e atividade biologica semelhante (WILLETT, 2006; ECKERT; BAJORATH,
2007).

O programa GALAHAD foi empregado na construgdo de modelos farmacoforicos para
moléculas com atividade antimalarica. Devido a natureza estocastica do algoritmo genético, 10

modelos farmacoforicos foram gerados conforme descrito na Tabela 3.
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Tabela 3. Parametros estatisticos dos modelos farmacoféricos de derivados tiazolidinas com
atividade frente ao Plasmodium falciparum.

Modelo Energia Pareto Especificidade 'Similaridade 2 Similaridade Concordancia

(Kcal/mol) Estérea farmacoforica farmacoforica

(MOL_QRY)
1 1,66 0 4,08 90,40 40,00 18,11
2 2,62 0 4,34 92,80 39,80 24,40
3 1,67 0 5,06 87,10 39,00 24,82
4 2,09 0 3,88 87,90 40,40 19,60
5 1,88 0 4,07 83,70 41,20 22,79
6 1,77 0 5,10 86,70 40,40 17,21
7 2,22 0 4,07 83,80 42,30 26,62
8 1,41 0 4,08 81,10 39,20 18,98
9 1,82 0 5,07 89,10 37,80 22,78
10 1,59 0 3,89 86,60 41,10 15,26

1. Similaridade estérea é descrita no GALAHAD com o termo “Sterics”.
2. Similaridade farmacoforica é descrita no GALAHAD com o termo “H-bond”.

O termo energia do modelo farmacoforico gerado designa a energia total de todas as
moléculas nas suas respectivas conformagdes. No algoritmo presente no GALAHAD,
similaridade estérea ¢ definida como a similaridade estérea global entre os conféormeros dos
ligantes, enquanto que similaridade farmacoforica ¢ a similaridade farmacoforica global entre
os conformeros dos ligantes e por fim, MOL QRY representa o acordo entre a molécula
problema e o modelo farmacoférico dos ligantes como um grupo. A especificidade ¢ um
indicador logaritmico da discriminacao esperada para cada modelo farmacoforico. Esse valor
tem por base, por exemplo, no nimero de caracteristicas farmacoforicas, restrigao de
correspondéncia parcial as caracteristicas farmacoforicas e no grau em que as caracteristicas
estao separadas no espago. Esse valor deve ser pelo menos cinco para uma busca flexivel do
UNITY (TRIPOS, 2011).

Com base nos pardmetros estatisticos internos, nenhum modelo farmacoférico foi
excluido com base no valor de energia (> 100,0 Kcal/mol), o que aponta para um perfil de
alinhamento aceitavel entre as estruturas e, por conseguinte, as caracteristicas farmacoforicas.
Com base na andlise do valor de especificidade, apenas os modelos farmacoforicos 3, 6 ¢ 9
foram selecionados. Nos casos em que o conjunto treino ¢ composto de moléculas analogas em
detrimento da diversidade quimica, ¢ esperado valores baixos de especificidade (<5) (TRIPOS,
2011). Todos os valores de Pareto encontrados (iguais a zero) indicam que a contribui¢cdo dos
descritores de pos-processamento (energia, similaridade estérea e similaridade farmacoforica)

para cada modelo farmacoférico ndo descriminou que qualquer modelo farmacoforico ¢
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superior aos demais. Dessa forma, os modelos farmacoforicos remanescentes foram

encaminhados para etapa de validacao.
5.1.2. Validacao dos modelos farmacoforicos

Apesar dos parametros estatisticos do programa apontarem a qualidade da sobreposi¢ao
das moléculas moldes através dos valores de energia, similaridade estérea global, concordancia
farmacoforica e similaridade farmacoférica global, esses dados ndo sdo suficientes para avaliar
a habilidade preditiva dos modelos farmacoforicos em identificar ativos em relacao a falsos
positivos. Dentre as métricas capazes de mensurar a habilidade preditiva de um método, a curva
ROC (do inglés, Receiver Operating Characteristic) e area sob a curva ROC (AUC) sao as
mais utilizadas devido a facilidade na interpretagdo dos dados e por possibilitar uma analise
direta do desempenho entre diferentes parametros de busca (MARTINEZ; LOUZADA-NETO;
PEREIRA, 2003; SHEPPHIRD; CLARK, 2006). Dessa forma, métricas de desempenho com
curva ROC e AUC podem ser usadas para mensurar a especificidade e seletividade dos modelos
farmacoforicos em discriminar moléculas ativas.

Entretanto, nos ensaios fenotipicos ndo ha dados experimentais disponiveis de
mecanismo de acdo dessa de moléculas. A fim de superar essa limitagao, foi utilizado o servidor
DUD-E (http://dude.docking.org) (MYSINGER et al., 2012) para gerar moléculas com
caracteristicas fisico-quimicas (carga, massa molecular, nimero de ligagcdes rotaciondveis,
numero de doadores e aceitadores de ligacao de H e log P) semelhantes a inibidores verdadeiros,
porém suficientemente diferentes do ponto de vista topolodgico para serem consideradas como
falsos positivos (MY SINGER et al., 2012).

Nessa etapa o conjunto teste contento 6 compostos bioativos (Tabela 2) e 300 falsos
positivos foram reunidos. Os célculos de recuperacdo de moléculas ativas foram conduzidos
para os modelos farmacofoéricos 3, 6 € 9, além disso, uma Curva ROC foi construida para cada
modelo farmacoforico, sendo que o valor de area sob a curva (AUC) representa o desempenho

global de cada modelo farmacoforico (Figura 9)
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Figura 9. Curva ROC dos modelos farmacoforicos 3, 6 € 9. A linha de referéncia diagonal representa
uma busca aleatoria — linha sélida cinza.

Nesta analise, o eixo y representa a sensibilidade (taxa de inibidores verdadeiros)
enquanto que o eixo X representa a especificidade (taxa de falsos positivos) dos modelos
farmacoforicos. Os inibidores verdadeiros devem ter pontuagdo maior que os falsos positivos
e, portanto, serem ranqueados nas primeiras posi¢des. Assim, um modelo farmacofoérico
hipotético deve apresentar alta sensibilidade (valor =1, no eixo y) e especificidade (valor zero
no €ixo x), ou seja, deve-se observar uma linha que sai da origem e segue verticalmente até o
canto superior esquerdo (SEIDEL et al., 2010; WU, FLACH, 2005). Ao atingir este ponto, a
curva deve continuar horizontalmente até o canto superior direito, indicando que todos os
inibidores verdadeiros foram identificados antes que qualquer falso positivo seja selecionado.

A habilidade preditiva de um método pode ser classificada com base no valor de AUC
em nao-preditivo (AUC = 0,5), pouco preditivo (0,5, < AUC < 0,7), moderadamente preditivo
(0,7 < AUC < 0,9), altamente preditivo (0,9 < AUC < 1) e previsdo perfeita (AUC = 1)
(LANGER; HOFFMAN, 2006; VANAGAS, 2004). Os trés modelos farmacoforicos avaliados
apresentaram um mesmo comportamento de area sob a curva de 0,92, portanto, os trés modelos

farmacoforicos sdo considerados método de busca altamente preditivo.
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Os critérios de exclusdo com base nos parametros estatisticos internos do programa e as
métricas de desempenho nao foram suficientes para selecionar um tinico modelo farmacoforico.
Os modelos farmacoforicos foram gerados com o mesmo conjunto de treinamento e, dessa
forma, apresentam um conjunto de informagdes similares. De modo a evitar redundancia de
informagdes, os melhores valores dos parametros de similaridade estérea, similaridade
farmacoforica e MOL_QRY dentre os trés modelos farmacoforicos remanescentes foram
utilizados para representar um modelo farmacoforico hipotético através da construgdo de um
grafico (Figura 10). O modelo farmacoforico 3 (Tabela 4 e Figura 10) ¢ o modelo com a menor
distancia euclidiana para o modelo farmacoférico hipotético, portanto, foi selecionado para a

etapa de triagem virtual.

Tabela. 4. Distancia euclidiana entre um modelo farmacoférico hipotético e os modelos 3, 6 €

9.
Modelo Distancia euclidiana
3 89,45
6 106,59
9 110,19
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Figura 10. Grafico de representagdo dos parametros do GALAHAD de similaridade farmacoforica (SF),
similaridade estérea (SE) e MOL_QRY dos modelos farmacofoéricos 3, 6 ¢ 9. Modelo farmacoférico 3
representado em verde e coordenadas dos melhores valores de cada pardmetros dentre os modelos
farmacoforicos 3, 6 e 9 representado em azul.

O modelo farmacoforico 3 possui as seguintes caracteristicas: um centro hidrofébico
(HY1) que coincide com o centro do sistema de anel heterociclico tiazolidina; duas
caracteristicas de a&tomos aceptores de ligacao de hidrogénio (AA1 e AA2) que coincidem cada

uma com a respectiva cetona do anel tiazolidina e; uma caracteristica de 4tomo doador de
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ligacdo de hidrogénio (DA1) que coincide com o 4&tomo de nitrogénio do anel tiazolidina, por
fim, dois centros hidrofobicos (HY2 e HY3) que coincide com a benzila da cadeia lateral

(Figura 11 e Tabela 1).
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Figura 11. Caracteristicas farmacoféricas do modelo farmacoforico 3 para derivados tiazolidina com
atividade biologica frente ao P. falciparum. As distincias e raios estdo representadas em angstrons (A).
Azul: centros hidrofébicos (HY), verde: pontos aceitadores de ligacdo de H (AA) e magenta: pontos
doadores de ligagao de H (DA). O raio das esferas varia de acordo ao raio de tolerancia calculado pelo
GALAHAD™,

Em estudos para avaliagdo de moléculas com atividade antimalarica, Kumar e cols.
(2010) propuseram modelos farmacoforicos utilizando diversos derivados tiazolidina com
cadeias laterais diferentes (anel furano em substitui¢do ao benzeno; anel benzeno ligado ao
nitrogénio do anel nitrofurdnico). No entanto, algumas caracteristicas desses modelos
farmacoforicos sao similares ao modelo farmacoforico 3, principalmente, no que diz respeito
ao arranjo das caracteristicas que coincidem com o nucleo tiazolidina proxima a um outro centro
hidrofobico. Diferentemente do modelo farmacoforico 3, outras caracteristicas farmacoforicas
(mais dois centros hidrofébicos) sdo observadas devido a caracteristica no conjunto de
treinamento empregado naquele estudo. Apos a triagem virtual através de uma busca flexivel
com a utilizagao do modelo farmacoforico 3, foram selecionadas 11 moléculas (Tabela 5 — 4,5

< QFIT < 43,59).
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Tabela 5. Valores QFIT para moléculas despositadas no DrugBank.

Moléculas QFIT
Tiopental 4,50
Butobarbital 5,05
Pentobarbital 6,01
Tiamilal 7,37
Sildenafil 9,32
Amobarbital 9,84
Troglitazona 21,29
Procasil 22,73
Uramustina 28,84
Metohexital 34,99
Pioglitazona 43,59

Dentre as moléculas filtradas através do modelo farmacoférico 3, sete moléculas
pertencem a classe dos barbituricos e duas pertencem a classe das glitazonas. Para essa tltima,
ha registro de representante com atividade antimalarica (VARO et al., 2017). Isso mostra que
o modelo farmacoforico 3 ¢ capaz de filtrar moléculas com atividade antimalarica. Por outro
lado, os barbitiricos possuem atividade anticonvulsivante, sedativa e hipndtica. O primeiro
barbiturico foi introduzido na clinica em 1904 que levou a profundas mudancgas na abordagem
farmacologica das perturbagdes psiquiatricas e neurologicas. No entanto, devido aos problemas
de seguranca (fenémenos de dependéncia e morte por overdose) houve um declinio da terapia
com barbitaricos na década de 1960 até o fim do seu uso, exceto em aplicagdes especificas,
como a indugdo da anestesia (MUNOZ; UCHA-UDABE; ALAMO, 2005). Assim, mesmo com
a analise dos dados estruturais, os aspectos farmacologicos ndo podem ser negligenciados, pois
se trata de farmacos e, portanto, essa base de dados ndo foi considerada para efeito de testes
bioldgicos. Dessa forma, para o estudo de triagem virtual foi dado continuidade utilizando uma
nova base de dados (Sigma-Aldrich).

Apos triagem virtual por meio de busca flexivel utilizando moléculas do banco de dados
Sigma-Aldrich (214.446 moléculas), 2.337 moléculas apresentaram valor de QFIT > 0 (2,78 <

QFIT <£92,01) e foram enviadas para analise por acoplamento molecular.
5.1.3. Triagem virtual por modelo farmacoférico para inibidores da PAENR (TVH-2)

O modelo farmacoforico para inibidores da P/ENR (Figura 12), construido em estudos
anteriores (COSTA JUNIOR; 2021), foi empregado para selegio de moléculas que possuem

requisitos estéreo e eletronicos para inibicdo da P/ENR. Para a obtencdo desse modelo
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farmacoforico, foi construido um conjunto de treinamento com exploracdo da diversidade

quimica (flavonoides, triclosan e tioxotiazolidina) de diferentes inibidores da P/ENR.
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Figura 12. Caracteristicas presentes no modelo farmacofoérico para inibidores da PFENR. As distancias e raios
estdo representadas em angstrons (A). Azul: centros hidrofobicos (HY), verde: pontos aceitadores de ligagdo de H
(AA). O raio das esferas varia de acordo ao raio de tolerancia calculado pelo GALAHAD™,

Fonte: COSTA JUNIOR; 2021.

As moléculas de fArmacos aprovados da base de dados DrugBank (n=2.727 moléculas)
foram filtradas por triagem virtual baseada em modelo farmacoforico realizada no modulo
UNITY® disponivel na plataforma SYBYL®-X 2.0. A filtragem por modelo farmacoférico da
base de dados Drugbank resultou na selecdo de 301 moléculas (0,75 < QFIT < 89,33). Essas

moléculas possuem os requisitos estéreo-eletronicos para inibi¢do da P/ENR.
5.2. TRIAGEM VIRTUAL POR ACOPLAMENTO MOLECULAR

Apesar dos métodos computacionais baseados em ligantes como os modelos
farmacoforicos possibilitarem a identificagdo de quimiotipos com parametros estéreo-
eletronicos essenciais para atividade bioldgica, esses ndo sdo capazes de avaliar a
complementariedade de moléculas no ambiente do sitio ativo por ndo considerar o volume
acessivel ao ligante e as restrigdes espaciais impostas pelo sitio ativo. A fim de contornar essa
limitagdo, estudo de acoplamento molecular das moléculas previamente filtradas por modelo
farmacoforico pode auxiliar na prioriza¢do de moléculas candidatas a inibidores de P/ENR com
base também na informacao 3D do alvo biologico (TROTT; OLSON, 2010). Dessa forma, o
estudo do acoplamento molecular pode auxiliar na priorizagdo de moléculas candidatas a

inibidores de P/ENR com base também na informagado 3D do alvo biologico.
5.2.1. Triagem virtual por acoplamento molecular frente a PDHODH (TVH-1)

Devido a impossibilidade de determinar o alvo bioldgico através de ensaios fenotipicos,

realizados em estudos anteriores (COSTA JUNIOR, 2019), um conjunto de 21 derivados
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tiazolidinas (Tabela 1 e 2) com atividade antiparasitaria frente ao P. falciparum foram
empregadas em uma triagem virtual inversa (TVI) baseada em acoplamento molecular com
objetivo de avaliar a afinidade dessas moléculas frente a um conjunto de alvos validados de P.
falciparum (COSTA JUNIOR, 2019).

A partir de informagdes de possiveis relagdes bioisostericas entre o anel tiazolidina
presente nos derivados e o anel purina/pteridina dos cofatores de enzimas oxidoredutases em
P. falciparum, estruturas cristalograficas dessa familia enzimatica presentes no Protein Data
Bank (PDB) foram utilizadas para avaliar a afinidade do conjunto de derivados de tiazolidina
(Tabela 1 e 2) em relagdo ao sitio de ligacdo do cofator (NAD/NADP ou uma coenzima flavina
FAD ou FMN) dessas enzimas. A diidroorotato desidrogenase (DHODH —PDB ID 4CQS8 —
resolugdo 1,98 A) foi a tinica estrutura selecionada dentre o conjunto total com base na energia
de afinidade (-7,0 <EA <-10,4 kcal/mol) e eficiéncia ligacao (0,43 <EL <0,65 kcal/mol/atomo
ndo-H) (COSTA JUNIOR, 2019).

A P/DHODH ¢ um alvo validado para a identificacdo de novos candidatos a fAirmacos
antimalaricos. Essa enzima catalisa a etapa limitante da biossintese da pirimidina. As
pirimidinas sdo metabdlitos essenciais que sdo precursores da biossintese de DNA ¢ RNA. A
reacdo consiste na oxidagdo do diidroorotato a orotato, enquanto que o FMN ¢ reduzido a
FMNH,. Logo apds, o FMNH; ¢ reoxidado por um segundo substrato (agente oxidante) em
uma reacao de duplo deslocamento (ROSS et al., 2014).

Todos os inibidores foram planejados para bloquear o acesso do agente oxidante ao sitio
ativo o que impede que a enzima retorne do estado intermedidrio para a conformacao original
(PHILLIPS; RATHOD, 2010). Dessa forma, moléculas que se liguem ao sitio de ligacdo do
cofator podem impedir a adogdo do estado intermediario da enzima sem a liberagdo do primeiro
produto, enquanto moléculas que se ligam ao sitio de ligagdo do inibidor podem impedir o
retorno da enzima para sua conformagao inicial. Portanto, além da avaliacdo da afinidade dessas
moléculas frente ao sitio de ligacdo do cofator, a anélise foi estendida para o sitio de ligacdo do
inibidor da P/DHODH. Nessa etapa, foram utilizadas as moléculas oriundas da base de dados
da Sigma-Aldrich que passaram pela filtragem pelo modelo farmacoforico de derivados
tiazolidinas (n= 2.337 moléculas).

Primeiramente, a capacidade do algoritmo de busca em reproduzir as coordenadas
cristalograficas do cofator e do ligante cristalografico foi avaliada através do célculo da raiz do
desvio quadratico médio (RMSD). A pose de melhor pontuacao, encontrada com auxilio do
programa AutoDock Vina 1.1.2 apresenta RMSD = 0,05 e 0,17 para o cofator e inibidor

cristalografico, respectivamente (Figura 13).
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Figura 13. Estrutura quimica da flavina mononucleotideo — A e 5-(4-ciano-2-metil-1H-benzimidazol-1-il)-N-
ciclopropiltiofeno-2-carboxamida — C. Sobreposicao entre a pose melhor pontuada obtida por acoplamento
molecular e conformacao cristalografica do cofator — B e ligante — C. Representagdo em bastio para a
conformacao cristalografica em vermelhos e; para pose gerada no reacoplamento em amarelo.

Os resultados sugerem que o uso de parametros de busca padrao do programa Autodock
Vina 1.1.2 ¢ suficiente para produzir poses confidveis. Apesar de parametros acetaveis, a funcao
de pontuagdo deve ser capaz de pontuar moléculas ativas nas primeiras posi¢des na triagem
virtual. Por esse motivo, um conjunto de inibidores foi catalogado na literatura com auxilio da
base de dados CheMBL (MENDEZ at al., 2019 — https://www.ebi.ac.uk/chembl/) para avaliar
a capacidade da func¢do de pontuagdo em discriminar moléculas ativas em um banco de dados
contendo falsos positivos (49 ativos e 2700 falsos positivos). No entanto, ndo existem dados
biologicos sobre moléculas que se ligam ao subsitio do cofator do P/DHODH. Portanto, esta
analise foi realizada apenas no sitio de ligagdao do inibidor para a construgdao da curva ROC

(Figura 14)
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Figura 14. Curva ROC obtida para a fung@o de pontuacdo do programa AutoDockVina 1.1.2. para avaliagdo no
sitio de ligag@o do inibidor da P/DHODH. A linha de referéncia diagonal representa uma busca aleatoria — linha
solida cinza.

Os parametros de busca selecionados no AutoDock Vina 1.1.2 apresentou uma area sob
acurvade 0,91, portanto, considerada altamente preditiva. A avaliacao dos parametros de busca
demonstrou que o programa de acoplamento molecular ¢ capaz de reproduzir as coordenadas
cristalograficas tanto para o sitio de ligacao do cofator quanto do inibidor. Além disso, para os
parametros de busca do sitio de ligacdo do inibidor foi possivel avaliar a capacidade do
programa de acoplamento molecular em recuperar moléculas ativas em uma biblioteca
contendo falsos positivos. Por esse motivo, pardmetros de busca nos sitios de liga¢ao do cofator
e do inibidor da P/DHODH foram utilizados para avaliar o conjunto de moléculas oriundas da
base de dados Sigma-Aldrich, as quais passaram pela filtragem do modelo farmacoférico de
derivados tiazolidina (n= 2.337 moléculas).

A distribui¢ao das moléculas com base no valor de energia de afinidade apresentou uma
mediana de -8,7 e -8,5 kcal/mol para os parametros de busca para o sitio do cofator e inibidor,
respectivamente (Figura 15). Diversos estudos t€ém demonstrado que o ponto de corte para EA
estimada pela funcao de pontuagdo do AutoDock Vina 1.1.2 dentro do intervalos superiores a
de -6,0 kcal/mol ¢ uma faixa capaz de discriminar ativos de falsos positivos para diferentes

alvos bioldgicos (ex.: transportador de colina da barreira hematoencefalica) (SHITYAKOV;
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FORSTER, 2014; SHITYAKOV et al., 2012). Dessa forma, dentre as 2.337 moléculas oriundas
da base de dados Sigma-Aldrich e que foram filtradas através do modelo farmacoforico de
derivados tiazolidina, 1.160 apresentaram valor de EA inferior a -8,7 kcal/mol (mediana) frente
ao sitio de ligagao do cofator e 1.206 moléculas apresentaram valor de EA inferior a -8,5

kcal/mol (mediana) frente ao sitio de liga¢ao do inibidor.
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Figura 15. Distribuig¢@o do conjunto de moléculas filtradas pelo modelo farmacoforico de derivados tiazolidinas
oriundas da base de dados Sigma-Aldrich por valor de energia de afinidade frente o sitio de ligagdo do cofator —
A e inibidor — B.

As moléculas que passaram pelo ponto de corte com base no valor de EA (< mediana)
sao aquelas oriundas da base de dados Sigma-Aldrich que se alinharam ao modelo
farmacoforico 3 (QFIT > 0), as quais possuem requisitos estéreo-eletronicos para moléculas
com atividade antiparasitaria frente ao Plasmodium falciparum e apresentam afinidade frente
ao sitio de ligag¢do do inibidor e/ou cofator da PADHODH.

O programa de acoplamento molecular deve ser capaz de predizer modos de ligacao
entre uma molécula e seu alvo molecular o que implica em identificar de sua pose preferencial,
energeticamente mais favoravel (LEE et al., 2012). Uma analise baseada diretamente na
estimativa de estimativa da energia livre de ligacao pode favorecer a sele¢ao de moléculas com
maior massa molecular (MM) o que pode afetar adversamente a taxa de sucesso em ensaios
bioldgicos (PAN et al., 2003). Nesse sentido, o conceito de eficiéncia de ligagdo (EL) pode ser
aplicado (HOPKINS et al., 2014). Moléculas que possuem EL > a 0,4 kcal/mol/ atomo(-H) sao
moléculas promissoras, pois sdo passiveis de otimizagdo estrutural com menor impacto em
propriedades fisico-quimicas devido ao aumento da massa molecular (HOPKINS et al., 2014).

Dentre as 1.160 moléculas selecionadas com base nos parametros de busca para o sitio

de ligacao do cofator da P/DHODH, 219 moléculas apresentam EL > 0,4 kcal/mol/atomo(-H);
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dentre as 1.206 moléculas selecionadas com base nos parametros de busca para o sitio de
ligagdo do inibidor, 379 apresentaram valor de EL > 0,4 kcal/mol/atomo(-H).

Além das andlises estruturais das moléculas nas etapas de TV, ¢ importante que
priorizagao de moléculas a ensaios biologicos leve em conta parametros de solubilidade aquosa.
Uma das formas de estimar a solubilidade de moléculas em agua ¢ através do célculo do
coeficiente de particdo octanol/agua (clogP). Valores de clogP < 0,5 sdo considerados soluveis
em agua (LISTON et al. 2022; BERGSTROM, LARSSON 2018; FOYE, 2008). Dessa forma,
as moléculas resultantes da triagem virtual por acoplamento molecular tiveram o valor de logP
calculado (clogP) como descrito na secdo 4.4.3. Dentre as moléculas que apresentaram valor de
EA inferior a mediana e EL > 0,4 kcal/mol/atomo(-H), 45 e 74 moléculas apresentaram clogP
<0,5 com base nos parametros de busca para o sitio do cofator e inibidor da PAIDHODH,
respectivamente.

Ap6s a aplicacdo dos critérios de selecdo previamente estabelecidos para EA, EL e
clogP, os trés parametros foram utilizados para reclassificar as moléculas remanescente, no qual
a molécula de codigo ZINC61493 (Z61493) esta presente entre as 10 moléculas mais bem
pontuadas em ambos parametros de busca para o sitio de ligagdao do cofator e inibidor e, dessa
forma, foi selecionada para estudos de dindmica molecular DM (Figura 16 e Tabela 6). Uma
molécula com afinidade dual ao sitio de ligagdo do cofator e do inibidor pode impedir a
formacao do complexo enzima-cofator ou pode bloquear a ligagdo do agente oxidante e impedir

o retorno do estado intermediario da enzima ao seu estado original.

Tabela 6. Critérios para selecdo de moléculas por triagem virtual.

761493 EA EL
Sitio de ligacdo (kcal/mol) clogP kcal/mol/atomo(-H) QFIT
Cofator -10,00 -0,63
Inhibitor -8,20 0.18 -0,51 70,33
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Figura 16. Z61493. Estrutura 2D — A. Sobreposi¢do ao modelo farmacoférico de derivados tiazolidinas.
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Apesar dos valores de EA demonstrarem um parametro razoavel quanto ao encaixe das
moléculas no sitio ativo, e, por conseguinte uma estratégia para classificagdo/priorizagao das
moléculas, a descricdo das interacdes intermoleculares ¢ fundamental para a escolha de
moléculas promissoras, bem como para a identificagdo do provavel modo de interagao que pode
ser util para o planejamento de novos inibidores. Dessa forma, as interacdes intermoleculares
da molécula selecionada nas etapas de priorizagdo foram analisadas com o auxilio do servidor
Protein-Ligand Interaction Profiler (PLIP) (Figuras 17 e 18).

Gly226, Lys229, Thr249, Asn274, Asn342, Lys429, Asn458, Ser477, Gly478, Gly507,
Ser529 sdo reconhecidos para o sitio de ligacao do cofator (ROSS ET AL., 2014). Na melhor
pose do acoplamento molecular, a carbonila da amida da molécula Z61493 realiza interagdes
de ligacao de hidrogénio com os residuos Lys229, Thr249, Lys429, Asn342, Asn458 e Serd77
e os anéis de cinco membros realizam interacao do tipo empilhamento-pi com a Thr528 (Figura
17).
LYSZ£9
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SER477 f\(
ASN458

Figura 17. Interagdes intermoleculares realizadas entre a molécula Z61493 e alguns aminoacidos do sitio de
ligagdo do cofator da P/DHODH. Residuos e ligante representados em bastdes. Interagoes do tipo ligagdo de
hidrogénio representado por linha sélida azul. Interagdes hidrofobicas representadas por linha cinza tracejada.
Atomos de nitrogénio representados em azul. Atomos de oxigénio representados em vermelho. Atomos de
enxofre representados em amarelo. Atomos de carbono pertencentes a residuos do sitio ativo representados em
ciano. Atomos de carbono dos residuos representados em rosa. Atomos de carbono dos ligantes representados
em verde.

Para o sitio de ligagdo do inibidor sdo reconhecidos os seguintes residuos: Tyrl168,
Phel71, Gly181, His185, Phel88, 11e263, Arg265, Leu531, Met536. Na pose do acoplamento
molecular, a carbonila da amida da molécula Z61493 realiza interag@o de ligagdo de hidrogénio
com a Leul72 e Met536; o nitrogénio da amida realiza interagdo de hidrogénio com a Phel71.
Interagdes hidrofobicas adicionais sao realizadas entre o anel central e Leul 72 e Phe188 (Figura

18). As interagdes com os residuos Arg265, His185 e Leu531 foram relatadas como cruciais
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para a ligagdo do ligante a0 P/DHODH (HEIKKILA et al., 2006). No entanto, essas interagdes
ndo foram identificadas no acoplamento molecular. Uma analise de formagao dessas interagdes
com esses residuos pode ser realizada em estudos de dindmica molecular quando a liberdade

conformacional é conferida ao sistema.

MET536

Figura 18. Interacdes intermoleculares realizadas entre a molécula Z61493 e alguns aminoacidos do sitio de
ligagdo do inibidor. As interagdes intermoleculares estdo representadas como descrito no titulo da Figura 17.

5.2.2. Triagem virtual por acoplamento molecular frente a PAENR (TVH-2)

Em estudos anteriores (COSTA JUNIOR, 2021), a fungio de pontuagio do programa
AutoDock Vina 1.1.2 foi avaliada frente a P/ENR (c6d. PDB 3LT0 — resolucio de 1,96A).
Nessa fase também foi avaliada a capacidade do programa em reproduzir a conformagao
cristalografica do ligante através de célculo de RMSD entre a melhor pose obtida por meio do
programa e a conformacao observada na estrutura cristalografica. A pose de melhor pontuagao
encontrada com auxilio do programa AutoDock Vina 1.1.2 apresentou valor de RMSD de 0,40
A (Figura 19, B), considerada uma solugo satisfatoria (inferior a 2A). Logo apés, a funcgdo de
pontuacdo foi avaliada quanto a capacidade em discriminar moléculas ativas através da
constru¢ao de uma curva ROC e calculo de area sob a curva (AUC). A fun¢ao de pontuagdo do
programa AutoDock Vina 1.1.2 apresentou uma area sob a curva de 0,91 (Figura 19, C),

considerado um método altamente preditivo.
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Figura 19. Etapas de avalia¢do do programa AutoDock Vina 1.1.2 (Vina). Estrutura quimica do ligante 4-(2,4-

diclorofenol)-3-hidroxibenzaldeido — A. Sobreposigdo entre a pose mais bem pontuada obtida pelo acoplamento

molecular com o programa Autodock Vina 1.1.2 e o ligante — B. Curva ROC obtida para a fun¢do de pontuagao
do programa AutoDockVina — C.

Nessa etapa, foram avaliadas as moléculas oriundas da base de dados DrugBank
filtradas pelo modelo farmacoférico para inibidores da P/ENR. Dessa forma, a energia de
afinidade (EA) foi estimada para o conjunto de moléculas que possuem os requisitos estéreo-
eletronicos para inibidores da P/ENR (301 moléculas — QFIT 0,75 — 89,33).

A distribuicao das moléculas com base no valor de EA apresentou uma mediana de -6,6
kcal/mol (Figura 20). Apos a aplicacdo dos critérios de sele¢do previamente estabelecidos para
EA (< 6,6 kcal/mol), LE(<-0,4 kcal/mol/atomo-H) e clogP (<0,5), dentre as 301 moléculas

selecionadas por modelo farmacoforico, 27 moléculas foram selecionadas.
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Figura 20. Distribui¢ao das moléculas da base de dados DrugBank por valor de energia de afinidade.
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Dentre as moléculas selecionadas através dos critérios de predefinidos, foram
priorizadas cinco moléculas com base no custo para aquisi¢do para serem encaminhadas para
as etapas de avaliagdo da atividade antiparasitaria e para estudo de dindmica molecular (DM)

(Tabela 7 e Figura 21).

Tabela 7. Moléculas selecionadas com base nos critérios de EA, EL.

Molécula EA EL Cotacao*
(kcal/mol) kcal/mol/atomo(-H) (RS)
Nitrofurantoina -7,8 -0,46 0,04
Hidroclorotiazida -7,1 -0,42 0,41
Acetazolamida -6,8 -0,52 0,36
Metocarbamol -6,8 -0,40 0,29
Dexpantenol -6,7 -0,48 0,69

*Cotac¢ao do custo por mg realizada em maio de 2021.
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Figura 21. Estrutura quimica das moléculas selecionadas com base nos criétios de EA, EL e clogP.

As interagdes intermoleculares foram analisadas pelo mesmo motivo mencionado
anteriormente. Apesar da caracteristica predominantemente hidrofébica da regido ocupada por

inibidores da PfENR (Tyr-267, Tyr-277, Gly-313, Pro-314, Ala-320, Ile-323, Phe-368, Ile-369,
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Ala-372, 1le-373), ligagdes de hidrogénio com a hidroxila de Tyr-267 e Tyr-277 parecem
importantes para ligagdo do inibidor (FREUNDLICH et al., 2007). Dessa forma, as interagdes
intermoleculares da molécula selecionadas nas etapas de priorizagdo foram analisadas com o

auxilio do servidor Protein-Ligand Interaction Profiler (PLIP) (Figuras 22 a 26).

TYR-277

ALA-219

ASN-218

Figura 22. Interacdes intermoleculares realizadas entre a nitrofurantoina e alguns aminodcidos do sitio
ativo da P/ENR. As interacdes intermoleculares estdo representadas como descrito no titulo da Figura 17.

Para a nitrofurantoina (Figura 22), foram identificadas as seguintes interagdes
intermoleculares: ligacdo de hidrogénio entre a hidroxila do anel fenol da Tyr-277 e o oxigénio
do anel furano da nitrofurantoina; ligacao de hidrogénio entre o oxigénio da amida da cadeia
principal da Ala-219 e a amina secundaria da imidazolidina-2,4-diona da nitrofurantoina;
ligagdo de hidrogénio entre o nitrogénio da amida da cadeia lateral da Asn-218 e a amina

secundaria da imidazolidina-2,4-diona da nitrofurantoina.

MET-281

VAL-222 ALA-219

ASN-218
TYR-277

Figura 23. Interagdes intermoleculares realizadas entre a hidroclorotiazida e alguns aminoacidos do
sitio ativo da PfENR. As interagdes intermoleculares estdo representadas como descrito no titulo da
Figura 17.
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Para a hidroclorotiazida (Figura 23), foram identificadas as seguintes interagdes
intermoleculares: ligagdo de hidrogénio entre a hidroxila do anel fenol da Tyr-277 e o oxigénio
da sulfonamida da hidroclorotiazida; ligacao de hidrogénio entre o oxigénio da amida da cadeia
principal da Ala-219 e amina secundaria do anel benzotiazida da hidroclorotiazida; ligagdo de
hidrogénio entre o nitrogénio da amida da cadeia lateral da Asn-218 e o oxigénio da
sulfonamida ciclica do anel benzotiazida da hidroclorotiazida; também foram identificadas
ligacdes hidrofobicas adicionais entre Tyr-277, Val-222 e Met-281 e aregido do a&tomo de cloro

ligado ao anel benzotiazida.

ILE-323

TYR-277

ALA-219

ASN-218
ALA-217

Figura 24. Interacdes intermoleculares realizadas entre a acetazolamida e alguns aminoacidos do sitio
ativo da PfENR. As interagdes intermoleculares estdo representadas como descrito no titulo da Figura
17.

Para a acetazolamida (Figura 24), foram identificadas as seguintes interagdes
intermoleculares: ligacdo de hidrogénio entre a hidroxila do anel fenol da Tyr-277 e o oxigénio
do grupo amida da acetazolamida; ligagdao de hidrogénio entre o oxigénio da amida da cadeia
principal da Ala-219 e o oxigénio do grupo da sulfonamida da acetazolamida; ligacdo de
hidrogénio entre o nitrogénio da amida da cadeia lateral da Asn-217 e o oxigénio do grupo
sulfonamida da acetazolamida; ligacdo de hidrogénio entre o oxigénio da amida da cadeia
principal da Ala-218 e o nitrogénio do grupo da sulfonamida; interagao hidrofébica entre a Ile-

323 e aregido do grupo amida da acetazolamida.
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ALA-219

ASN-218

ALA-319

Figura 25. Interagdes intermoleculares realizadas entre o metocarbamol e alguns aminoacidos do sitio
ativo da P/ENR. As interacdes intermoleculares estdo representadas como descrito no titulo da Figura
17.

Para a metocarbamol (Figura 25), foram identificadas as seguintes interagdes
intermoleculares: ligagdo de hidrogénio entre a hidroxila do anel fenol da Tyr-277 e o oxigénio
que conecta o anel a cadeia lateral do metocarbamol; ligagdo de hidrogénio entre o oxigénio da
amida da cadeia principal da Ala-219 e nitrogénio do grupo amida do metocarbamol; ligagao
de hidrogénio entre o nitrogénio da amida da cadeia lateral da Asn-217 e o oxigénio do grupo
amida da metocarbamol; ligagdo de hidrogénio entre o oxigénio da amida da cadeia principal

da Ala-319 e o oxigénio da metoxila orto-substituida do anel aromatico do metocarbamol.

A

TYR-277 ALA-217

PHE-368 SER-317

Figura 26. Interagdes intermoleculares realizadas entre o dexpanthenol e alguns aminoacidos do sitio
ativo da PfENR. As interagdes intermoleculares estdo representadas como descrito no titulo da Figura
17.

Para a dexpanthenol (Figura 26), foram identificadas as seguintes interagdes

intermoleculares: ligagao de hidrogénio entre a hidroxila do anel fenol da Tyr-277 e a hidroxila
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do grupo metil hidroxilado ligado ao carbono quaternario do dexpanthenol; ligacdo de
hidrogénio entre a hidroxila do grupo metil hidroxilado da Ser-317 e a hidroxila do grupo alcool
secundario do dexpanthenol; também foram identificadas ligacdes hidrofdbicas adicionais entre
Ala-217 e a regidao do carbono quaternario do dexpanthenol e entre a Phe-368 e a regido do
alcool propilico.

Apesar da técnica de acoplamento molecular possibilitar a predi¢do do modo de ligagao
e estimar a afinidade de moléculas no sitio de ligacao, simulacdes de Dinamica Molecular (DM)
devem ser realizadas a fim de avaliar a permanéncia e estabilidade das interacdes identificadas

por acoplamento molecular.
5.3. SIMULACOES DE DINAMICA MOLECULAR

Embora a técnica de acoplamento molecular possibilite a estimativa de afinidade de
milhares de moléculas presentes em bancos de dados frente a diferentes alvos, ela ndo consegue
contabilizar a flexibilidade total do complexo proteina-ligante e os efeitos da solvatacdo (YANG,
2010). Por esse motivo, a utilizacdo das leis newtonianas do movimento pode contornar essa
limitacdo, como as implementadas nas rotinas de dindmica molecular. Dessa forma, torna-se
possivel a obten¢ao de informagdes do comportamento dindmico de sistemas bioldgicos, os quais
sdo fundamentais para o reconhecimento das interagdes farmaco-receptor e, portanto, Uteis na
identificagdo de moléculas bioativas e proposicao do modo de ligagdo (SOTHISELVAM et al.,
2014).

5.3.1. Estudos de dinamica molecular com a PDMHODH

Simulagdes de Dinamica Molecular (MD) foram realizadas para a estrutura 3D
P/DHODH (PDB ID: 4CQS8). P/DHODH ¢ uma enzima dependente de mononucleotideo de
flavina (FMN). Por este motivo, a estabilidade do sistema foi avaliada utilizando as formas
APO (sem ligante) ¢ APO+FMN para comparar com os complexos obtidos com Z61493. No
primeiro sistema, Z61493 foi posicionada no sitio de ligagdo do cofator (APO+Z61493) e no
segundo, no sitio de ligagdo do inibidor (APO+FMN+Z61493) (Figura 27). A estabilidade dos
sistemas foi avaliada através de calculos de RMSD, raiz quadrada média de flutuagao (RMSF)

e analise de interagdes de ligacdes de hidrogénio.
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Figura 27. Gréafico de RMSD da cadeia principal da DHODH.

Para PADHODH, a forma APO apresentou valor RMSD de 3,35A+0,040 e atingiu
estabilidade em 10 nanossegundos (ns), portanto, obteve-se um total de 40 ns de dindmica
molecular “produtiva”, que € a etapa em que o sistema atinge a estabilidade e os dados podem
ser extraidos com precisdo (COOKE; SCHMIDLER 2008). A forma APO+FMN apresentou
valor de RMSD de 2,13A+0,038 e obteve estabilidade em 20ns. A presenca do cofator conferiu
menor grau de desvio médio durante a trajetdria e contribui para a redu¢do do valor RMSD da
forma APO+ FMN em comparacdo a forma APO devido a estabilizagdo dos residuos do sitio
de ligagao do FMN.

O FMN ¢ essencial para a reacao de redugao do dihidroorotato em orotato. Desta forma,
uma molécula capaz de se ligar aos locais de ligagdo do cofator e do inibidor pode impedir o
inicio da reag¢do ou impedir a liberacdo dos produtos da reacdo. O complexo APO+Z61493
apresentou valor RMSD de 2,16A+0,035 e alcangou estabilidade em torno de 20 ns de
simulagdo. O complexo APO+FMN+Z61493 apresentou valor RMSD de 1,47A+0,013 e
alcangou estabilidade em torno de 5ns de simulagdo. A presenca de Z61493 no sitio do cofator
mostrou RMSD durante toda trajetdria muito similar ao complexo APO+FMN enquanto que o
complexo APO+FMN+Z61493 apresentou uma maior estabilidade (RMSD = 1,47A) em menor
tempo de simulac¢ao (5 ns) (Figura 27).

Apos a andlise de RMSD, a obtengao da estabilidade foi determinada quando a estrutura
flutua em torno de uma estrutura média e torna-se possivel calcular o RMSF para os residuos
da estrutura. Assim, as analises do RMSF foram realizadas considerando a fase produtiva para

as estruturas analisadas pelo RMSD (Figura 28).
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Figura 28. Graficos de RMSF da cadeia principal dos aminoacidos da PADHODH. Marcagdes no eixo horizontal
em verde para residuos que interagem com o inibidor e em preto para residuos que interagem com cofator.

A andlise de RMSF para os complexos (Figura 28) mostrou que a maioria dos residuos
(mais de 95%) apresentou flutuagdes abaixo de 2A. As regides terminais, bem como a regido
entre os residuos 271 e 289 pertencentes a regido de al¢a apresentaram maior grau de flutuagao
por apresentarem, naturalmente maior mobilidade. No entanto, esta ultima nao ¢ uma regiao
que faz parte do sitio de ligag¢do. Por outro lado, alguns residuos pertencentes ao sitio de ligacao
apresentaram maior estabilidade, principalmente na presenca da molécula Z61493, o que indica
a estabilidade do complexo (Figura 28).

As analises RMSD e RMSF desempenham um papel fundamental na interpretagdo dos
dados. No entanto, durante a simulagdo, a estrutura adota uma série de conformagdes que
podem ser agrupadas com base no desvio entre elas (KNAPP et al., 2011). A conformagdo
média de cada um desses agrupamentos pode ser obtida como estrutura representativa o que
permite avaliar as interacdes intermoleculares realizadas entre o ligante e alguns aminoacidos
de sitio de ligacdo. Para avaliar interagdes intermoleculares realizadas pelas moléculas com
alguns dos aminodcidos do sitio ativo, as respectivas estruturas representativas da DM foram
selecionadas. Para tal, as conformacdes adotadas durante a trajetéria na fase produtiva foram
agrupadas ajustando-se o valor de corte de RMSD de modo que os trés maiores grupos somaram
mais de 50% do total da populagdo (PITA; PASCUTTI, 2012). Dessa forma, a estrutura média
do maior grupo foi selecionada para avaliacdo das interagdes intermoleculares (Tabela 8 e

Figuras 29 e 30).
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Tabela 8. Numero de agrupamento, valor de corte de RMSD e percentual dos maiores grupos

de conformacdes da PFENR.
Complexos Numero de Valor de corte de  Percentual dos
agrupamentos RMSD (A) maiores grupos
APO+Z61493 14 1,58 81%
APO+FMN+Z61493 18 1,47 84%

Na estrutura representativa do complexo APO+Z61493, foram identificadas interacdes
de ligacdes de hidrogénio com os residuos Asn274, Gly277, Phe278 e Thr348 e interacdes
hidrofobicas adicionais com os residuos Asn274 e Phe278 (Figura 29). As interagdes
intermoleculares identificadas no acoplamento molecular ndo sdo mantidas na estrutura
representativa. O acoplamento molecular ¢ realizado com uma estrutura rigida da proteina. Por
outro lado, nas simulacdes de dindmica molecular, ¢ considerado a flexibilidade total, da
proteina com a consequente formagao de diferentes interagdes intermoleculares em relagdo ao
acoplamento molecular, além da presenca de moléculas de agua. Desta forma, andlises das
interagdes das ligacdes de hidrogénio durante a trajetoria podem ser realizadas a fim de avaliar

a permanéncia das interagdes identificadas no estudo de acoplamento molecular.

" ASN274

Figura 29. Interagdes intermoleculares realizadas entre a Z61493 e alguns aminoacidos do sitio de ligagdo do
cofator da estrutura representativa da P/DHODH. As interagdes intermoleculares estdo representadas como
descrito no titulo da Figura 17.

As interagdes de ligagdes de hidrogénio descritas na estrutura representativa sao
mantidas durante grande parte do tempo de simulacdo (10,0 <t < 90,03%), o que mostra a

estabilidade dessas interagdes (Tabela 9).
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Tabela 9. Percentual de formacao de interacdes do tipo ligagdo entre a molécula Z61493 e
sitio de ligacao do cofator da P/DHODH durante a simulagdo de DM.

Residuo Tempo de permanéncia (%)
Asn274 83,39

Cys276 11,30

Gly277 53,82

Phe278 77,08

Ser345 10,96

Ser345 22.59

Thr348 90,03

Asn428 19,27

Ala301 54,15

Na estrutura representativa do complexo APO+FMN+Z61493, as mesmas interacdes
foram identificadas além de intera¢des hidrofobicas adicionais com Leu501 ¢ Val502 e uma
interacdo de ligacdo de hidrogénio do nitrogénio amida e Met506 (Figura 30). As interagdes
com os residuos Arg265, His185 e Leu531, assim como no acoplamento molecular, também
nao foram identificadas na estrutura representativa. Andlises das interacdes de ligacdes de
hidrogénio (principalmente com Arg265, Hisl85 devido a sua maior suscetibilidade a
realizacdo de interagdes de ligagcdes de hidrogénio) durante a trajetoria podem ser realizadas a

fim de avaliar o padrao de interagdes realizadas durante a trajetdria de simulagao MD.

VAL502

MET506

Figura 30. Interagdes intermoleculares realizadas entre a Z61493 e alguns aminoacidos do sitio de ligagdo do
inibidor da estrutura representativa da P/DHODH. As intera¢des intermoleculares estdo representadas como
descrito no titulo da Figura 17.

Durante a trajetéria foram identificadas interagdes de ligacdes de hidrogénio com
His471 (18,07% das vezes). No entanto, ndo foram observadas interacdes de ligacdes de
hidrogénio com Arg265 (Tabela 10). Com base em analises de interagdes intermoleculares, a
molécula Z61493 parece ter maior afinidade pelo sitio de ligagdo do cofator. Isto pode ser

avaliado através de estudos de cinética enzimatica.
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Tabela 10. Percentual de formacao de interagdes do tipo ligacdo entre a molécula Z61493 e
sitio de ligacao do inibidor da P/DHODH durante a simula¢dao de DM.

Residuo Tempo de interacio (%)
His41 18,07

Met506 6,72

Tyrd98 1,26

Gly568 0,21

Além das limitagdes do acoplamento molecular a respeito da consideracao de
flexibilidade da proteina, as fun¢des de pontuagdo geralmente consideram apenas interagdes de
ligagdo, como ligagdes de hidrogénio, interagdes eletrostaticas e hidrofobicas (KITCHEN et al.,
2004). Isso exclui as contribui¢cdes da solvatagao, tanto o deslocamento do solvente do sitio
ativo quanto a estabilidade da molécula no solvente, e as contribui¢des entropicas (MOBLEY;
DILL, 2009). Existem abordagens para levar em conta essas discrepancias como o Molecular
Mechanics with Poisson Boltzmann and Surface Area solvation (MM-PBSA) (GENHEDEN;
RYDE, 2015). Com base nessas informagdes, 0 método MM-PBSA foi empregado com o
objetivo de avaliar a estabilidade e permanéncia das interacdes identificadas nas etapas de
triagem virtual por acoplamento molecular.

A energia livre de ligagdo dos complexos foi estimada com a aplicagdo do método
g mmpbsa. Na andlise no sitio cofator e inibidor, a energia livre de ligacao foi negativa, o que
indica um estado favoravel (Tabela 11). A combinagdo de simulacdes MD e MM-PBSA pode
ser utilizada para avaliar os complexos obtidos através do acoplamento molecular (KUMARI

et al., 2014) e ser util na priorizagao de moléculas para ensaios bioldgicos.

Tabela 11. Energia livre de ligagao e seus componentes entre a molécula Z61493 e o sitio de
ligacdo do cofator e ligante da PADHODH calculados através do g mmpbsa.

Sitio de ligagz’io Evaw Ekle Evm Gpolar Gapolar AGligagio
(kJ/mol) (kJ/mol) (kJ/mol) (kJ/mol) (kJ/mol) (kJ/mol)
Inibidor -70,789  -18,966  -89,755 61,165 -7,402 -35,992
Cofator -94,561  -53,902  -148,463 128,521 -11,382  -31,325

As analises dos valores de energia livre de ligagao indicaram que Z61493 apresentou
valores de AG semelhantes em relagao ao sitio de ligagdo do cofator (-31,325 kJ/mol) e do
ligante (-35,992 kJ/mol). Além disso, uma analise dos componentes individuais da energia livre
de ligacdo indica que a energia livre de solvatacao (Gsolvatagio) foi impulsionada positivamente
por Gpolar em detrimento de Gapolar- O termo Gsolvatagio apresentou uma maior contribuicao
positiva para Z61493 no sitio do cofator (117,139 kJ/mol) em relacdo ao sitio do inibidor

(53,763 kJ/mol). Essa diferenca minimizou os efeitos da maior contribui¢ao do termo Enm para
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o sitio do cofator (-94,561 kJ/mol) em relacao ao sitio do inibidor (-70,789 kJ/mol). Em ambos
os casos o termo Envwm que foi impulsionado principalmente pela Eyqw adicionada a Eeiec.

A diferenca do perfil de interagdes intermoleculares, realizadas em cada sitio de ligacao
pela mesma molécula Z61493, fica evidente quando se decompde a componente Emm nos
termos Evaw € Ecle. As contribui¢des do termo Ecie para o sitio cofator (-53,902 kJ/mol) sao
maiores que o dobro quando comparadas ao sitio inibidor (-18,966 kJ/mol). Por outro lado, esta
diferenca ¢ compensada pela penalidade gerada pelo efeito de dessolvatagao de grupos polares
dos residuos presentes no respectivo sitio de ligacao, especialmente aquele que forma ligacdes
de hidrogénio com moléculas de dgua. A molécula Z61493 tem um valor Gpolar de 128,521
kJ/mol para o sitio cofator e 61,165 kJ/mol para o sitio inibidor.

Ap6s os estudos de DM com a P/DHODH, as moléculas oriundas das etapas de triagem
virtual com a P/ENR também foram encaminhadas para estudos de DM.

5.3.2. Estudos de dinAmica molecular com a PAENR

Foram realizadas simula¢des de Dinamica Molecular (DM) com dura¢ao de 50ns com
a estrutura da P/ENR (PDB ID 3LTO0) nas formas APO (sem ligante), APO+NADH e por fim,
cada uma das moléculas selecionados nas etapas de triagem virtual foi empregada em complexo

com a forma apo+NADH (Figura 31).
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Figura 31. Gréfico de RMSD.
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Para a P/ENR, a forma APO apresentou valor RMSD de 4,343A+0,061 e alcangou
estabilidade em 8 ns. A forma APO+NADH apresentou valor de RMSD de 3,796A+0,039 e
alcancou estabilidade em 5ns. A presenca do cofator contribuiu para a redu¢ao do valor de
RMSD e do tempo necessario para alcangar a estabilizacdo da forma APO+NADH em
compara¢cdo com a forma APO devido a estabilizacdo dos residuos do sitio de ligagcdo do
NADH. Estudos demonstram que a P/ENR apresenta um mecanismo de deslocamento duplo
(“ping-pong”), evento catalitico pode ocorrer quando apenas um dos dois ligantes
(cofator/substrato) estd ligado a enzima (MEDEIROS et al.,2011), o que pode levar ao aumento
da estabilidade na presenga do NADH.

Embora a PENR apresente mecanismo de deslocamento duplo, a maioria dos inibidores
da PfENR requer a presenca do cofator NAD(H) para a formacao do complexo terndrio estavel
(LINDERT; MCCAMMON, 2012). O complexo APO+NADH+dexpantenol apresentou valor
de RMSD de 4,35A e alcancou estabilidade proximo de 10ns de simulagio. O complexo
APO+NADH-+metocarbamol apresentou valor de RMSD de 6,29A e alcangou estabilidade por
volta de 12ns de simulacao. O complexo APO+NADH+acetozolamida apresentou valor de
RMSD de 4,31A e alcangou estabilidade por volta de 15ns de simulagdo. O complexo
APO+NADH-nitrofurantoina apresentou valor de RMSD de 3,52A e alcangou estabilidade por
volta de 8ns de simula¢do. O complexo APO+NADH-+hidroclorotiazida apresentou valor de
RMSD de 6,41A e alcancou estabilidade por volta de 10ns de simulagio. Os valores de RMSD
variaram estre 3,52 a 6,41A o que pode acontecer devido ao tamanho da proteina (329
aminoacidos) embora 0s complexos APO-+NADH-+hidroclorotiazida e
APO+NADH-+metocarbamol tenham variagdes superiores a forma apo. No entanto, as
flutuagdes dos residuos nao sao uniformes ao longo da sequéncia e devem ser analisadas.

As analises de RMSF foram realizadas considerando a fase produtiva para as estruturas

analisadas por RMSD (Figura 32).
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Figura 32. Graficos de RMSF da cadeia principal dos aminoacidos da P/ENR. APO — A. APO+NADH — B.
APO+NADH+dexpantenol — C. APO+NADH+ metocarbamol — D. APO+NADH+ acetozolamida — E.
APO+NADH-+ nitrofurantoina — F. APO+NADH+ hidroclorotiazida — G.
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A analise de RMSF para os complexos (Figura 32-C a G) demonstrou que a maior parte
dos residuos apresentaram flutuagdes abaixo de 2A, com excecdo do complexo
APO+NADH+dexpantenol que apresentou maior variagdo de RMSD no intervalo de 40 a 50ns.
Enquanto isso, para a forma APO grande parte dos residuos apresentam flutuacdes acima de
2A. Maiores flutuagdes podem ser observadas em regides terminais e regido de alca devido a
sua maior flexibilidade. Com base nas andlises de RMSF (Figura 32), observa-se que alguns
dos principais residuos conhecidos por interagirem com ligantes apresentaram maior
estabilidade quando na presenga das moléculas no sitio ativo em relagdo a forma APO. O
residuo Ile-323, o qual participa da estabilizagdo do ligante no sitio de liga¢do, encontra-se
proximo a regido de alga que apresentam uma maior instabilidade. Isso pode explicar o ganho
de estabilidade regido de al¢a na presenca das moléculas no sitio ativo em relacao a forma APO
(Figura 32).

Para avaliar interacdes intermoleculares realizadas pelas moléculas com alguns dos
aminodcidos do sitio ativo, as respectivas estruturas representativas da DM foram selecionadas
a partir das andlises de agrupamentos de conformagdes adotadas durante a trajetéria na fase
produtiva através da aplicacao de corte de valor de RMSD. Dessa forma, a estrutura média do
maior grupo foi selecionada para avaliagdo das interagdes intermoleculares (Tabela 12 e Figuras

33a37).

Tabela 12. Numero de agrupamento, valor de corte de RMSD e percentual dos maiores
grupos de conformacdes da PFENR.

Complexo Numero de Valor de corte de  Percentual dos
agrupamentos RMSD (A) maiores grupos
Nitrofurantoina 19 1,52 82%
Hidroclorotiazida 24 1,43 84%
Acetazolamida 21 1,54 71%
Metocarbamol 4 1,50 85%

Dexpantenol 6 1,55 62%
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VAL-222

‘ ILE-323

Figura 33. Interagdes intermoleculares realizadas entre a nitrofurantoina e alguns aminoacidos do sitio
de ligac@o do substrato da estrutura representativa da PfENR. As intera¢des intermoleculares estdo
representadas como descrito no titulo da Figura 17.

Para a nitrofurantoina (Figura 33), foram identificadas apenas interagdes hidrofobicas

entre a VAL-222 e ILE-323 ¢ a regido do anel furano da nitrofurantoina.

GLY-278

ILE-232

Figura 34. Interagdes intermoleculares realizadas entre a hidroclorotiazida e alguns aminoacidos do
sitio de ligag@o do substrato da estrutura representativa da P/ENR. As interagdes intermoleculares
estdo representadas como descrito no titulo da Figura 17.

Para a hidroclorotiazida (Figura 34), foram identificadas as seguintes interagdes
intermoleculares: ligagdo de hidrogénio entre a o nitrogénio da amida da cadeia principal da
Gly-278 e o oxigénio da sulfonamida da hidroclorotiazida; ligacdo de hidrogénio entre a o
nitrogénio da amida da cadeia principal da Gly-276 e o nitrogénio da sulfonamida da
hidroclorotiazida; ligagdo de hidrogénio entre a o nitrogénio da butilamina da Lys-282 e o
oxigénio da sulfonamida da hidroclorotiazida; ligagdo de hidrogénio entre o oxigénio da amida
da cadeia principal da Glu-221 e amina secundaria do anel benzotiazida da hidroclorotiazida;
ligacdo de hidrogénio entre o nitrogénio da amida da cadeia principal da Ala-219 e o nitrogénio
da sulfonamida ciclica do anel benzotiazida da hidroclorotiazida; ligagao de hidrogénio entre o

nitrogénio da amida da cadeia lateral da Asn-218 e o nitrogénio da sulfonamida ciclica do anel



76

benzotiazida da hidroclorotiazida; também foram identificadas ligagdes hidrofobicas adicionais

entre Ile-323 e a porg¢do fenolica do anel benzotiazida.

GLY-278

ALA-217

ASN-327

Figura 35. Interacdes intermoleculares realizadas entre a acetozolamida e alguns aminoacidos do sitio
de ligacao do substrato da estrutura representativa da P/ENR. As interacdes intermoleculares estdo
representadas como descrito no titulo da Figura 17.

Para a acetazolamida (Figura 35), foram identificadas as seguintes interagdes
intermoleculares: ligagcdo de hidrogénio entre o nitrogénio da amida da cadeia principal da Tyr-
277 e o nitrogénio do anel tiadiazol da acetazolamida; ligagdo de hidrogénio entre o oxigénio
da amida da cadeia principal da Ala-217 e o nitrogénio do grupo da sulfonamida da
acetazolamida; ligacdo de hidrogénio entre o oxigénio da amida da cadeia lateral da Asn-327 e
o nitrogénio da amida da acetazolamida; ligagdao de hidrogénio entre o nitrogénio da amida da

cadeia principal da Gly-278 e nitrogénio da amida da acetazolamida.

PHE-368

TYR-267

ILE-369

Figura 36. Interagdes intermoleculares realizadas entre a metocarbamol e alguns aminoacidos do sitio
de ligac@o do substrato da estrutura representativa da PfENR. As intera¢des intermoleculares estdo
representadas como descrito no titulo da Figura 17.

Para a metocarbamol (Figura 36), foram identificadas as seguintes interagdes
intermoleculares: interagdes hidrofobicas entre a Phe-368, Ile-369 e Tyr-267 e o anel aromatico

do metocarbamol.
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Figura 37. Interacdes intermoleculares realizadas entre a dexpantenol e alguns aminoécidos do sitio de
ligacdo do substrato da estrutura representativa da P/ENR. As interagdes intermoleculares estdo
representadas como descrito no titulo da Figura 17.

Para a dexpanthenol (Figura 37), foram identificadas as seguintes interagdes
intermoleculares: ligacdo de hidrogénio entre o nitrogénio da butilamina da Lys-295 e a
hidroxila do grupo metil hidroxilado ligado ao carbono quaternario do dexpanthenol; também
foram identificadas ligagdes hidrofobicas adicionais entre Ala-217 e a regido do carbono
quaterndrio do dexpanthenol e entre a Phe-368 e Tyr-277 e a regido do alcool propilico.

Algumas interagdes identificadas por acoplamento molecular nao foram reproduzidas
na estrutura representativa da DM como interagdes do tipo empilhamento © com a Tyr-267 e
ligacdes de hidrogénio com a Tyr-277. Isso se deve a acomodagdo do ligante no sitio ativo em
ambiente com modelo solvatagdo e a formacao de outras intera¢des ja descritas como ligagdes
de hidrogénio (Figura 38).

Nitrofurantoina Acetozolamida Depantenol Hidroclorotiazida Metocarbamol
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Figura 38. Grafico de representagdo do percentual de formacao de interagdes do tipo ligacdo de hidrogénio
entre a nitrofurantoina, acetozolaminda, Dexpantenol, Hidroclorotiazida e metocarbamol e residuos do sitio
ativo da P/ENR durante a simulagdo de DM.
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Com a aplicagdo do método g mmpbsa foi possivel estimar a energia livre de ligacdo
apenas para as formas proteina-ligante. Para todos os complexos, a energia livre de ligagao foi
favoravel (-47,426 a -29,938 kJ/mol). Segundo uma anélise das componentes da energia livre
de ligagdo, energia de ligacdo eletrostatica (Eciec) favoravel (-62,717 a -4,996 kJ/mol) ¢
acompanhada de uma energia polar de solvatagdo (Gpolar) desfavoravel (39,163 a 163,392
kJ/mol). Entretanto, as interacdes de van der Waals (Evaw) € as energias solvatagdo apolar
(Gapolar) de solvatacdo contribuem favoravelmente para associagdo das moléculas com a P/ENR
(Tabela 13). A combinagao de simulacdes de DM e MM-PBSA pode ser utilizada para avaliar
os complexos obtidos através do acoplamento molecular (KUMARI et al., 2014) e ser util na

priorizacao de moléculas a ensaios bioldgicos.

Tabela 13. Energia livre e seus componentes calculados através do g mmpbsa.
Evaw Eelec Evmm Gpolar Gapolar AGligacﬁo
(kJ/mol) (kJ/mol) (kJ/mol) (kJ/mol) (kJ/mol) (kJ/mol)

acetozolamida  -113,527 -38,228  -151,755 129,594 -12,089  -34,978
dexpantenol -91,490 41,042 -132,532 111,177 -12,354  -33,708
hidroclorotiazida -124,296 -62,717  -187,013 163,392  -11,534  -35,156
metocarbamol  -112,670 -16,688  -129,358 95,285 -13,353  -47,426
nitrofurantoina  -57,330  -4,996 -62,326 39,163 -6,775 -29,938

Ligante

5.4. ENSAIOS BIOLOGICOS
5.4.1. Testes esquizonticidas e Citotoxicidade

Os ensaios fenotipicos sao realizados com o uso de células intactas, portanto, podem
garantir que as moléculas testadas sdo capazes de alcancar um determinado alvo bioldgico e
potencialmente gerar a morte do parasito (ZHENG; THORNE; MCKEW, 2013). Dentre os
parasitos do género Plasmodium spp., a Unica espécie capaz de ser cultivada continuamente in
vitro € o P. falciparum por sua capacidade de invadir eritrécitos jovens e maduros (BILSLAND
et al., 2018). Entretanto, esses ensaios devem ser realizados em conjunto com os ensaios de
citotoxicidade, o qual ¢ utilizado para avaliar a toxicidade e a viabilidade celular das moléculas
testadas (ROGERO et al., 2000).

Foram determinados o efeito antimalarico (ECso) € o efeito citotoxico (DLso) das
moléculas selecionadas nas etapas de triagem virtual, com excecdo da acetazolamida. A razio
entre os valores de DLso e ECso (indice de seletividade — IS) deve ser superior a 10 vezes,
parametros esses, preconizados pela fundagdo Global Health Innovative Technology (GHIT)

(KATSUNO et al., 2015).
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Nos testes de citotoxicidade realizados em linhagem celular normal (WI-26VA4), o
valor de DLso foi determinado através do registro percentual de reducdo na absorbancia. As
moléculas testadas apresentaram valores de DLso > 100uM (Tabelas 14). Geralmente,
moléculas cuja concentracao necessaria para desencadear uma resposta biologica seja superior
a 100 pg/mL ¢ considerada inativa. Dessa forma, apenas a nitrofurantoina foi considerada ativa
com valor ECso de 13,92 + 4,71 e IS de 7,18 (Tabela 14). Entretanto, ¢ preconizado que as
moléculas devam apresentar um valor de ECso <1uM para cepas sensiveis e multirresistentes

de Plasmodium spp. (KATSUNO et al., 2015).

Tabela 14. Valores de ECso em cepa W2 (cloroquina-resistente) e citotoxicidade em WI-
26V A4 (fibroblasto pulmonar ATCC CCL-75) e indice de seletividade (IS).

DLso (uM) ECso (uM) IS
Molécula WI-26-VA4 £ DP P. falciparum = DP
Nitrofurantoina >100 13,92 +4,71 7,18
Dexpantenol >100 >300 -
Hidroclorotiazida >100 330,05 +£4,57 0,30
Metocarbamol >100 259,20+ 4,59 0,38
Cloroquina >100 0,66 +£0,41 151,51

As moléculas consideradas ativas em ensaios fenotipicos atravessam diversas barreiras
bioldgicas para alcangar seu alvo molecular (CARTON; MALATESTA, 2022). A ENR
encontra-se dentro de uma organela chamada apicoplasto a qual possui quatro membranas, além

disso, o parasito encontra-se envolto em um vacuolo parasitoforo dentro do eritrécito (Figura
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39) (BANERIJEE et al., 2012). Portanto, nos ensaios fenotipicos, as moléculas ativas devem

atravessar um total de sete membranas plasmaticas.

Figura 39. Representacdo esquematica de eritrocito infectado com Plasmodium. Eritrocito (Er); vacuolo
parasitéforo (VP); membrana plasmatica do parasito (MP); nticleo (Nu); reticulo endoplasmatico (RE); vactiolo
alimentar (VA); mitocondria (Mt) e apicoplasto (AP).

Outras moléculas com potencial afinidade frente ao seu alvo podem apresentar um perfil
de permeabilidade baixo em membranas plasmadticas, portanto, ndo sdo capazes de alcancar
uma concentragao efetiva para modular seu alvo molecular em doses seguras (SWINNEY,
2013).

Para melhorar o perfil de permeabilidade de moléculas em membrana plasmatica,
existem abordagens tradicionais como o desenvolvimento de um pré-farmaco (moléculas que
necessitam de biotransformagdo para se tornarem ativas) e outras mais modernas como a
namoencapsulacdo. Uma outra estratégia ¢ a modificagdo estrutural para incremento de
lipossolubilidade. Essa estratégia possui uma autolimita¢cdo, uma vez que o incremento de
lipossolubilidade diminui a solubilidade aquosa e a biodisponibilidade oral dos farmacos.
Entretanto, essa estratégia pode apresentar um custo mais baixo de formulagdo do medicamento
com biodisponibilidade oral se comparado a abordagens mais modernas (YANG; HINNER,
2015). E por esse motivo foi realizado um estudo de permeabilidade em membrana com a

nitrofurantoina e derivados.
5.5. MODELO DE AVALIACAO DE PERMEABILIDADE EM BICAMADA

Uma série de modificagdes no esqueleto estrutural da nitrofurantoina foi proposto a fim
de avaliar a afinidade frente a P/ENR e o perfil de permeabilidade em membrana plasmatica
através de modelo computacional. Para tanto, foi realizada a inser¢do de grupos metil (-CH3),
halogénios (Cl e F) e anel aromatico substituido (4 ou 2,4-substituido) e ndo substituido que
sabidamente conferem incremento de lipossolubilidade. Dessa forma, um total de 23 moléculas
(APENDICE A) foram avaliadas quanto ao valor de EA e clogP (Figura 40). As moléculas com
menor valor de EA e maior valor de clogP (quarto quadrante — Figuras 40 e 41) foram
analisadas. De modo a avaliar o quarto quadrante com um maior grau de cobertura, foi possivel
selecionar quatro moléculas para avaliacdo do perfil de permeabilidade em membrana

plasmatica, as quais apresentam valores de clogP e EA em niveis baixo, intermediario e alto.



81

6 °
-6,5
°
-7
= e ° °
S -7,5
£ . s % o
S -8 ®
= ©3,53;-8.4
< 8.5 .
9 € 2.16;9
® e * ¢299:.93
_9,5 [ Y
€ 2.4;-9,7
-10
-1 0 1 2 3 4
clogP

Figura 40. Grafico de relacdo entre clogP e EA. Moléculas selecionadas com representantes em vermelho.
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Figura 41. Estrutura 2D das moléculas selecionadas com base na relacdo clogP e energia de afinidade.

A inser¢do de um anel aromatico substituido gerou derivados que apresentaram melhor
perfil de afinidade contra P/ENR e aumento no valor de clogP, além disso, foi possivel melhorar

o perfil de complementaridade ao sitio ativo da Pf/ENR. O anel 4-clorofenil presente nas



82

moléculas 14, 18 e 22 ocuparam uma cavidade hidrofobica formada pelos residuos de Tyr-267,
Phe-368, Pro-314, Ala-372 e Ile-369. No acoplamento molecular da nitrofurantoina, esta regido
nao foi ocupada, assim como para a molécula 21 (Figura 42). Assim, o perfil de permeabilidade
da membrana da nitrofurantoina e das moléculas 14, 18, 21 e 22 foi analisado através de

simulagdes de DM. Além disso, a molécula Z61493 também foi incluida nessa analise

Figura 42. Pose geradas pelo acoplamento molecular no sitio ativo do P/ENR. Molécula 18 — A; nitrofurantoina
B. Moléculas representadas em bastdo. Atomos de nitrogénio representados em azul. Atomos de oxigénio
representados em vermelho. Atomos de carbono pertencentes a residuos do sitio ativo representados em verde.
Os atomos de carbono da molécula 18 sdo mostrados em cinza e da nitrofurantoina, em rosa. Superficie de Van
der Waals representada na cor do respectivo atomo.

Existe diversos métodos para avaliagdo e/ou predigdo do perfil de permeabilidade
passiva de moléculas através de membranas plasmaticas in vivo e in vitro como o ensaio de
permeabilidade de membrana artificial paralela (do inglés, parallel artificial membrane
permeability assay — PAMPA) (LOMIZE et al., 2019). Simula¢des de DM tem a vantagem de
fornecer uma maneira de estudar a difusdo no nivel de uma tnica molécula e produz dados
dinamicos e termodinamicos detalhados utilizados para calcular coeficientes de permeabilidade

(BEMPORAD; ESSEX; LUTTMANN, 2004; SHINODA, 2016).
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Figura 43. Representacdo esquematica do conjunto de quatro membranas pertencentes ao apicoplasto. Proteinas
transmembranas — PT.
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A ultima barreira biologica para os inibidores da ENR ¢ o conjunto de quatro bicamadas
lipidicas do apicoplasto (BANERJEE et al., 2012) (Figura 43). Dois fosfolipidios compdem
aproximadamente 40% da membrana do apicoplasto (BOTTE et al. 2013). Dessa forma, o 1-
palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfocolina (POPC — 34:1) e o 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-
3-fosfoetanolamina (POPE — 34:1) foram selecionados para a constru¢do de um modelo
simplificado de bicamada lipidica e estudo de permeabilidade em bicamada por DM. Modelos
simplificados sdo utilizados para avaliagdo de permeabilidade passiva de farmacos, por
exemplo, através da barreira hematoencefalica (LIANG et al., 2023; THAI; THEODORAKIS;
LI, 2020). Inicialmente, a estabilidade da bicamada lipidica foi avaliada através do calculo da

area por lipidio (APL), a qual considera os eixos x e y (Figura 44).
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Figura 44. Grafico da variagdo da area por lipidio durante a trajetoria.

A APL de uma bicamada fornece informagdes importantes sobre uma bicamada lipidica,
devido a sua alta sensibilidade a atracdo hidrofilica entre grupos de “cabeca” e repulsdo
hidrofobica entre caudas de hidrocarbonetos apolares (CHABAN, 2014). O valor de APL foi
de 63,22 A2 para o modelo contento dois tipos de lipidios (POPC e POPE). Esse valor esta de
acordo com modelos de tinico tipo de lipidio para POPC (entre 63 ¢ 66A2) e POPE (58 a 59,7
A?) (PLUHACKOVA et al., 2016; SMABY et al., 1997; HYSLOP et al., 1990). Além disso, a
area superficial por lipidio se manteve estavel durante o tempo de simulagao (figura 44).

Em uma bicamada, as moléculas lipidicas estdo em um arranjo consecutivo com seus
grupos polares (Head groups) expostos a fase aquosa e com um ntcleo apolar formado por
cadeias acilas. Esta organizacdo das moléculas cria regides horizontais distintas dentro da

bicamada com propriedades contrastantes (PASENKIEWICZ-GIERULA et al., 2016). Essa
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organizagdo ¢ a sua estabilidade pode ser analisada através do perfil de densidade parcial dos

componentes do sistema (Figura 45).
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Figura 45. Grafico de representagdo da densidade parcial dos componentes da bicamada lipidica.

Devido a complexidade de simulagao do sistema de bicamada lipidica, a fluidez correta
foi avaliada determinando o perfil de densidade parcial do sistema ao longo do eixo z (Figura
45). Os fosfolipidios foram analisados com base nas regides polares ou Head groups
(fosfocolina e fosfoetanolamina) e das cadeias hidrocarbonadas (acido palmitico e acido
oléico). E observada uma menor densidade no centro da bicamada devido a desordem das
caudas lipidicas (Figura 45). Nesse sentido, a espessura da membrana foi de aproximadamente
3,85 nm. Esse valor esta de acordo modelos de bicamada composta por POPC e POPE (entre
3,78 € 4,33 nm) (PLUHACKOVA et al., 2016), no qual desordens do tipo interdigitacdes entre
as duas camadas da membrana ndo sdo observadas.

A interface bicamada/agua ¢ uma regido complexa constituida por moléculas de agua,
cujo numero diminui com a profundidade da bicamada. Essa regido, onde a densidade dos Head
groups cai para menos de 10% a partir do seu pico, apresentou valor inferior a 1 nm, implicando
minimo movimento lipidico perpendicular e penetragdo de dgua (Figura 45). Essas informagdes
demostram a estabilidade estrutural do modelo de bicamada lipidica construido para avaliagdao
da permeabilidade em membrana da nitrofurantoina e das moléculas 14, 18, 21, 22 ¢ Z61493
através do perfil de energia livre (Figura 46).

As moléculas 14, 18, 21 apresentaram valor de AG menor que a nitrofurantoina durante
a trajetoria (Tabela 15). As moléculas 14 e 18 apresentaram valores menores € mais proximos

(-110.011 e -118.021 kJ/mol, respectivamente). A molécula 22 apresentou valor de AG maior



85

que a nitrofurantoina. Este comportamento pode ser analisado avaliando o perfil AG durante a

passagem de cada molécula pela bicamada (Figura 46)

Tabela 15. Energia livre de ligagao média.

Molécula AG (kJ/mol)
Nitrofurantoina -67,708
14 -110,011
18 -118,021
21 -79,846
22 -57,967
761493 -73.109

O perfil de energia livre foi calculado utilizando o potencial de for¢a média baseado no

Constant force (Figura 46).

50
0 —
|
E _50 \ _14
2 100 V/\&M\\/\AA/ —18
2 V —21
150 W \
\/\ 22

/
-200 LJ\

-250

—— Nitrofurantoina
Eixo z (nm)

Figura 46. Grafico de energia livre das moléculas 14, 18, 21, 22 e nitrofurantoina através da bicamada ao longo
do eixo z.

Todas as moléculas apresentaram um perfil de energia livre semelhante ao atravessar a
bicamada lipidica, com exce¢do da molécula 22. H4 uma diminui¢do do valor de energia livre
com a aproximagao das moléculas a interface da agua/bicamada. Uma diminuicao constante do
valor de energia livre pode ser observada na fase lipidica e um minimo global ¢ alcangado apos
passar pelo centro de massa da bicamada. A molécula 22 apresentou uma grande oscilacdo do
valor de energia livre com a aproximagao da interface da 4gua/bicamada. Um minimo global ¢é
alcancado na fase lipidica antes de alcancar o centro de massa da bicamada lipidica, a partir da

qual o valor de energia livre volta a oscilar.
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As moléculas 14, 18 e 22 apresentaram um valor de energia menor que a nitrofurantoina
ao atravessar a bicamada lipidica o que pode representar um melhor perfil de permeabilidade
passiva em membrana plasmatica e possivelmente aumentar sua concentragao proximo ao seu
alvo molecular.

As moléculas Z61493 apresentou um valor de AGiigagao de -73.109 kJ/mol durante a
trajetoria. O perfil AG durante a passagem pela bicamada foi analisado (Figura 47). H4 uma
diminui¢do no valor da energia livre a medida que as moléculas se aproximam da interface
agua/bicamada. Uma diminuicao constante no valor da energia livre pode ser observada na fase

lipidica e um minimo global ¢ alcancado apds passar pelo centro de massa da bicamada.
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Figura 47. Grafico de energia livre de Z61493 através da bicamada ao longo do eixo z.

A aplicagdo dos parametros de busca para P/ENR e P/DHODH foi capaz de priorizar
moléculas a ensaios bioldgicos. As moléculas possuem requisitos estéreo-eletronicos para
inibidores da PfENR ou para moléculas com atividade frente ao P. falciparum baseado em
derivados tiazolidinas. Além disso, apresentam afinidade ao sitio ativo da P/ENR ou a ambos
os sitios de ligagdo do inibidor e cofator da P/DHODH. A estabilidade e permanéncia das
interacdes intermoleculares foram avaliadas através de estudos de DM e calculo de energia livre
de ligacao.

As moléculas selecionadas com bases nos parametros de busca para P/ENR foram
avaliadas por ensaios biologicos frente ao P. falciparum e a nitrofurantoina apresentou
atividade antiparasitaria no intervalo do baixo micromolar (ECso = 13,92 uM). Uma melhora
de atividade antiparasitaria foi proposta através da proposi¢ao de derivados com grupos que

conferem maior grau de lipossolubilidade e avaliacdo da permeabilidade em modelo de
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bicamada lipidica. Dessa forma, a viabilidade de sintese das moléculas 14, 18 e 22 pode ser
avaliada, além disso, a moléculas Z61493 pode ser adquirida para avaliagdo da atividade

antiparasitaria frente ao P. falciparum.
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6. CONCLUSAO

Nesse estudo, foram utilizados dados experimentais e computacionais obtidos em
estudos anteriores para auxiliar na priorizacao de moléculas a ensaios fenotipicos através de
triagem virtual hierarquica (TVH) (modelo farmacoférico e acoplamento molecular).

Inicialmente, um conjunto de 19 derivados tiazolidina com atividade antimalarica
(0,118 - 0,414 uM) foi utilizado para construcido e avaliagdo de modelos farmacoforicos.
Moléculas presentes em base de dados Sigma-Aldrich foram alinhadas ao melhor modelo.
Dentre aquelas moléculas com requisitos estéreo-eletronico para moléculas com atividade
antimalérica (QFIT > 0), a molécula ZINC61493 (Z61493) atendeu aos critérios estabelecidos
no acoplamento molecular (energia afinidade — EA < mediana; eficiéncia de ligagdo — EL >
0,4) para os parametros dos sitios de ligacdo do cofator e do inibidor da diidroorotato
desidrogenase de Plasmodium falciparum (PfDHODH) e foi encaminhada para estudos de
dinamica molecular (DM).

Posteriormente, moléculas oriundas da base de dados DrugBank foram avaliadas através
de protocolo definido em estudos anteriores (modelo farmacoforico para inibidores da Enoil-
ACP redutase de P. falciparum (PfENR) e acoplamento molecular). As moléculas que
atenderam aos critérios estabelecidos para EA e EL foram encaminhadas para estudos DM e
ensaios fenotipicos.

As estratégias de TVH e reposicionamento de farmacos com base nos parametros de
busca determinados para PfENR foram suficientes para priorizar moléculas a ensaios
fenotipicos e/ou estudos de dindmica molecular. Quatro moléculas foram encaminhadas para
avaliagdo da atividade antiparasitaria frente a cepa W2 cloroquina-resistente de P. falciparum
(ECso between 330.05 and 13.92 uM). A nitrofurantoina apresentou atividade antiparasitaria no
intervalo do baixo micromolar (ECso = 13,92 uM). Entretanto, candidato a antimalaricos devem
apresentar atividade abaixo e 1 uM. Investigacdes foram realizadas para avaliar a capacidade
de moléculas em atravessar as diversas barreiras biologicas e alcangar seu alvo molecular. Por
essa razao, analogos da nitrofurantoina foram propostos e avaliados por clogP e EA frente a
PfENR, dentre essas, quatro moléculas foram selecionadas para avaliar o perfil de
permeabilidade em modelo de bicamada lipidica através de estudos de DM. As moléculas 14,
18, 21 e Z61493 apresentaram menores valores de energia livre que a nitrofurantoina ao cruzar
a bicamada lipidica. A viabilidade de sintese das moléculas 14, 18, 21 pode ser avalia¢ao a fim

de encaminhar a ensaios fenotipicos.
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APENDICE A — ESTRUTURA 2D DE DERIVADOS DA NITROFURANTOINA.
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