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Introducdo
A tuberculose (TB) é uma  doenga
infectocontagiosa causada pela bactéria

Mycobacterium tuberculosis (Mtb), sendo uma das
principais causas de morte por um agente
infeccioso no mundo todo e uma enorme
preocupagdo de salde publica global.! O seu
tratamento € complexo e longo, envolvendo uma
politerapia de no minimo 6 meses de duracéo e 4
farmacos: rifampicina, isoniazida, pirazinamida e
etambutol.? Mesmo havendo tratamento, o
surgimento de cepas resistentes € cada vez mais
frequente, como o Mtb resistente a multiplos
farmacos (MDR-Mtb), incluindo essencialmente
resisténcia a rifampicina e isoniazida, que sao as
duas principais opgdes terapéuticas.® Desse modo,
compreender o mecanismo de resisténcia e
desenvolver novas opgdes terapéuticas se tornou
uma estratégia para combater a TB.

A Isoniazida (INH) é um pro-farmaco e para exercer
sua atividade necessita passar por uma reagao de
oxidagdo realizada pela catalase-peroxidase
multifuncional KatG do Mtb.* A resisténcia do Mtb
contra a INH pode ocorrer por diferentes
mecanismos, sendo um deles a expressao de uma
enzima diferente em substituicido da KatG, a
alquilhidroperoxi-redutase (AhpC), que protege o
microrganismo do estresse oxidativo e nitrosativo
gerado pelo hospedeiro humano, mas nao ativa a
INH.4#5 A AhpC é uma peroxirredoxina, fazendo
parte da familia de peroxidases, e utiliza dois
residuos de cisteina para sua atividade
oxidorredutora, onde um dos residuos ataca o
substrato e é oxidado para acido sulfénico (Cys-
SOH) e o outro ataca entdo o Cys-SOH formado,
estabelecendo uma ponte dissulfeto estavel, que
sera reduzida por outras enzimas posteriormente e
completara o ciclo catalitico.5¢

Visando essa enzima alternativa, faz-se necessario
o desenvolvimento de novas substancias que
possam inibir sua atividade e contribuir para o
combate das cepas de Mtb multirresistentes. Nesse
contexto, surgem como opgao os indois, que sao
compostos  heterociclicos nitrogenados que
apresentam atividade antimicobacteriana

comprovada contra o Mib, podendo ser
considerados promissores candidatos a farmacos
anti-TB.78  Portanto, os derivados inddlicos
pertencentes a quimioteca do Laboratério de
Sintese de Moléculas Medicinais (LaSMMed) serao
avaliados através do docking molecular como
possiveis inibidores da AhpC, com posterior
avaliacdo in silico da farmaco-similaridade desses
compostos.

Objetivos

Realizar um estudo de docking molecular dos
dezesseis derivados inddlicos presentes na
quimioteca do LaSMMed, utilizando como possivel
alvo a enzima alquilperdxiredutase C (AhpC) de
Mycobacterium tuberculosis, visando a
Além disso, realizou-se um estudo in silico para
prever a farmaco-similaridade (druglikeness) das
melhores moléculas.

Metodologia

Inicialmente, buscou-se a estrutura cristalografica
da AhpC através do banco de dados Protein Data
Bank (PDB - https://www.rcsb.org/), utilizando
como palavras-chave “AhpC” e “Mycobacterium
tuberculosis”. O complexo escolhido foi o
“Mycobacterium tuberculosis AhpC” (PDB ID:
2BMX), que possui resolucdo de 2.40 A. As
estruturas tridimensionais dos compostos foram
obtidas através da extensdao Chem3D HotLink do
programa ChemDraw (v. 20.0.0.41), utilizando o
campo de forga MM2 para minimizar suas energias.
A estrutura da AhpC (PDB ID: 2BMX) foi preparada
utiizando o Discovery Studio Visualizer (v.
20.1.0.19295), onde a ligagdo covalente da ponte
dissulfeto realizada pelos aminoacidos Cys61 (A) e
Cys174 (B) foi quebrada, e em seguida, restaurou-
se a valéncia dos atomos de enxofre. O docking
molecular foi realizado através do software GOLD
(v. 2021.3.0), onde foram adicionados os atomos
de hidrogénio na AhpC e o centro do local de
ligacéo foi definido como o ponto médio entre os
aminoacidos Cys61, Pro54, Thr58 e Arg133 do
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monémero A, além de Cys174 e Cys176 do
monémero B. As coordenadas do centrbmero
obtidas no Discovery Studio Visualizer foram X:
3,000744, Y: 56,702140 e Z: 27,502535. O raio
escolhido para a analise do ligante foi de 15 A. A
ancoragem molecular foi realizada com a
macromolécula no modo rigido e os ligantes
flexiveis, com 50 poses de ancoragem para cada
um dos 16 ligantes, utilizando as quatro fungbes de
pontuagdo disponiveis no programa GOLD
(GoldScore, ChemScore, CHEMPLP e ASP), e
mantendo as demais configuragbes definidas como
padrao para os calculos. A validagdo do protocolo
foi feita por consenso entre as quatro fungdes
usando a metodologia de escala, como descrito por
Wiggers et al (2011).° Por ultimo, utilizou-se a
plataforma SwissADME (http://www.swissadme.ch)
para avaliar o perfil de druglikeness dos ligantes,
através de cinco filtros diferentes, sendo estes,
Lipinski, Ghose, Veber, Egan e Muegge.°

Resultados e discussdo
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Apds a validagao pela metodologia de escala, os
ligantes foram analisados de acordo com seu
desempenho, onde os cinco melhores colocados
(Tabela 1) foram avaliados quanto as suas
interagdes intermoleculares (Figura 1).

Tabela 1. Substituintes presentes nos cinco melhores
ligantes e sua pontuagdo de acordo com a soma da
metodologia de escala.

R’l
ey

Pont.
Subst. } Escala
(Soma)
R1 R2 Rs

38 Cl  3-OH-4-OMePh - 3,4730
32 H i-Bu Bz 2,7270
39 Cl 4-OHPh - 2,3356
33 Cl Ph - 2,0236
31 H Ph Boc 1,9786

Fonte: Autor préprio.

Duas caracteristicas estruturais relevantes para o
reconhecimento molecular puderam ser
identificadas pela triagem virtual: i) presenca de
substituintes hidrofébicos (benzoila e Boc) em Rs
(LMed 31 e 32), e ii) presenca de Cloro em R1 e
substituintes doadores de elétrons no anel
benzénico (LMed 33, 38 e 39). Esses derivados

Esta

foram avaliados quanto as interagbes com os
residuos de aminoacidos da enzima, visto que
alguns sao mais relevantes no processo catalitico e
importantes para sua inibicdo. Sabe-se que a triade
catalitica € composta por Cys61, Cys174 e Ser176,
além dos aminoacidos Pro54, Thr58, Glu64,
Arg133 e Arg156, que sao tidos como relevantes
para o sitio ativo e atividade enzima.b
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Figura 1. Interagdes intermoleculares dos cinco
melhores ligantes com os aminoacidos da AhpC. Fonte:
Autor proprio.

Analisando as interagdes intermoleculares (Figura
1), percebe-se que os ligantes LMed 31 e 32
possuem pouca relevancia, visto que apresentam
interagdes fracas com os residuos, salvo por uma
ligacédo de hidrogénio presente no LMed32 com o
Trp96, além de que esses dois ligantes nao
interagem com os residuos relevantes, havendo
apenas interacdes de van der Waals com a Thr58.
Em relagdo aos trés ligantes clorados em R1 (LMed
33, 38 e 39), pode-se observar uma maior
variedade de interagdbes com a macromolécula
(Figura 1). Primeiramente, em relacdo ao
halogénio, nota-se que o cloro é responsavel por
estabelecer no minimo quatro interagdes
hidrofébicas com diferentes aminoacidos, que
apesar de ndo serem tao fortes, sdo interagdes que
podem ter relevancia no posicionamento do ligante.
Outra semelhanca entre os trés ligantes sdo os
empilhamentos-Tr realizados com o Trp53. Olhando
mais detalhadamente o LMed39, percebe-se a
presenca de dois tipos de interacbes fortes e
relevantes, sendo duas interagbes cation-m da
Arg156 com os anéis do nucleo inddlico e trés
ligagdes de hidrogénio, com o Glu64, Thr58 e
Phe59, sendo essas duas Uultimas realizadas
através da hidroxila presente no 4-hidroxifenil, que
€ o substituinte em R2. Uma ultima observacéo para
esse ligante é a presengca de duas interagdes
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desfavoraveis com a Phe68, o que pode atrapalhar
o reconhecimento molecular. Analisando o LMed38
ficam visiveis interagbes mais fracas do tipo
carbono-hidrogénio, e interagdes fortes que
possuem relevancia, como duas interagbes cation-
T (da Arg133 e Arg156), uma anion-1r (do Glu64) e
as trés ligagdes de hidrogénio visiveis, com o
Glu64, Arg156 e Val154, onde novamente as duas
ultimas s&o realizadas com atomos do substituinte
em Rz, que no LMed38 ¢ a hidroxila do 3-hidroxi-4-
metoxifenil presente nessa posi¢ao. Por ultimo, ha
o0 LMed33, onde inicialmente destaca-se uma Unica
ligacéo de hidrogénio, com o Glu64, nimero menor
quando em comparagdo aos dois ligantes
anteriores. Isso se da provavelmente pela auséncia
de grupos doadores ou aceptores desse tipo de
interagdo no substituinte Rz, visto que esse ligante
possui apenas uma fenila nessa posi¢cdo. Porém
restam ainda trés interagdes importantes, que sao
duas cation-r, com a Arg133 e Arg156, e uma
anion-1r, com o Glu64.

De modo geral, é possivel visualizar que o LMed38
apresenta um maior numero de interagdes, sendo
que grande parte sdo fortes e relacionadas com
residuos relevantes, estabelecendo-o como melhor
ligante. Os ligantes LMed 39 e 33 também
apresentam um bom numero de interacdes,
principalmente algumas de forga consideravel e
com grande relevancia, o que mantém esses dois
ligantes como possiveis inibidores. Por ultimo,
mesmo com suas boas posigdes, o LMed 32 e 0 31
(2° e 5° na classificacdo) ndo chamam muita
atencdo quanto as interagdes, o que diminui as
expectativas de ambos atuarem como inibidores.
Por fim, os trés derivados mais promissores LMed
33, 38 e 39 foram avaliados por cinco filiros de
farmaco-similaridade (Tabela 2).

Tabela 2. Avaliacdo da farmaco-similaridade dos ligantes
LMed 33, 38 e 39 através de cinco filtros.

Ligantes
Filtros LMed33 LMed38 LMed39
Lipinski Sim Sim Sim
Ghose Sim Sim Sim
Veber Sim Sim Sim
Egan Sim Sim Sim
Muegge Nao Sim Sim

Fonte: SwissADME (http://www.swissadme.ch/).

Ao avaliar os trés ligantes (LMed 33, 38 e 39)
quanto a farmaco-similaridade (Tabela 2), todos
foram aprovados nos filtros de Lipinski, Ghose,
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Veber e Egan. No filtro de Muegge, apenas o
LMed33 foi reprovado por possuir menos que 2
heteroatomos, entretanto essa unica violagédo nao
sera utilizada para excluir o ligante da triagem.
Essa avaliagdo nos permite inferir que as trés
substancias selecionadas podem apresentar bons
perfis de absorgéo e biodisponibilidade oral.

Conclusoes

O docking molecular realizado inicialmente foi
validado através da metodologia de escala,
estabelecendo um ranking entre as substancias,
onde as cinco melhores foram selecionadas para
avaliagbes posteriores. Apdés a analise de
farmacodinamica, os ligantes LMed 31 e 32
demonstraram um menor numero de interagdes
intermoleculares fortes e com residuos de pouca
relevancia, o que pode ser desfavoravel para a
inibicdo enzimatica, excluindo essas substancias
da triagem. Os ligantes LMed 33, 38 e 39
realizaram grande quantidade de interagdes fortes
e relevantes, consideradas favoraveis a inibigao do
alvo. A predicdo de druglikeness indicou que os
ligantes LMed 33, 38 e 39 possuem bom perfil para
serem farmacos de uso oral, visto que foram
aprovados nos filtros utilizados.

Ap0s a triagem virtual, as substancias selecionadas
foram o LMed 33, 38, e 39, sendo que a
continuidade do projeto visa a sintese desses
derivados inddlicos e sua avaliagdo experimental
através de ensaios in vitro de atividade antioxidante
e frente ao Mycobacterium tuberculosis.
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Introducdo

Apesar da maioria das bactérias serem essenciais
para a manutencdo da vida na Terra, algumas
delas demandam atengéo especial por possuirem
alto potencial patogénico. Por exemplo, a bactéria
Gram-negativa, espiralada e multiflagelada
Helicobacter pylori, € capaz de colonizar a mucosa
gastrica e, por isso, frequentemente esta
relacionada a infecgbes do trato gastrointestinal,
como Ulceras pépticas, gastrites cronicas e cancer
gastrico.'?

A urease é uma das principais enzimas que
contribuem para a patogenicidade do H. pylori.® A
principal fungdo dessa enzima € a conversao da
ureia em amobnia, processo que permite a
sobrevivéncia da bactéria em ambientes de alta
acidez, como o estdmago. Além disso, o hidréxido
de ambnio gerado pela agdo da urease provoca
lesdes das células epiteliais gastricas.

Devido aos diversos mecanismos fisiopatolégicos
relacionados a doenga causada pelo H. pylori, é
comum a prescricdo de medicamentos com
diversos mecanismos de agao. A primeira escolha
€ o0 esquema triplice com amoxicilina (inibidor da
sintese da parede celular bacteriana),
claritromicina  (inibidor da sintese proteica
bacteriana) e um inibidor de bomba de prétons
(IBP), como o omeprazol. Uma alternativa para o
tratamento é a terapia quadrupla, com tetraciclina,
metronidazol, um IBP e bismuto.#5

Apesar da eficacia dos tratamentos atuais, o H.
pylori pode sofrer mutagdes, levando a resisténcia
a esses medicamentos.® Desse modo, € necessaria
a descoberta de novos farmacos antibacterianos e,
nesse contexto, nota-se o potencial da urease
como alvo terapéutico, visto que sua inibicao
demonstra grande importancia clinica.®

Diversos estudos comprovam o potencial
antibacteriano do  carvacrol  (5-isopropil-2-
metilfenol, Figura 1), um monoterpeno fendlico
encontrado em Oleos essenciais de espécies
vegetais, como orégano (Origanum vulgare).” Por
exemplo, pode-se destacar o estudo de Korona-
Glowniak et al. (2020), que mostrou que O6leos
essenciais ricos em carvacrol apresentaram

importante atividade antiureolitica e anti-H. pylori in
vitro.®

Objetivos

Tendo em vista o potencial antimicrobiano
demonstrado pelo carvacrol, o presente trabalho
relata uma triagem virtual de 40 derivados desse
monoterpeno, realizada por docking molecular e
predicao in silico de propriedades fisico-quimicas,
farmacocinéticas  (absorgédo, distribuicdo e
toxicidade) e de druglikeness, visando a
identificacdo de derivados promissores no combate
a infecgao por H. pylori

Metodologia

O complexo utilizado foi obtido no banco de dados
Protein Data Bank (PDB ID: 6ZJA, resolucdo 2,0 A),
no qual se encontra depositada a estrutura da
enzima urease de H. pylori co-cristalizada com o
inibidor (2-[1-(3,5-dimetilfenil)imidazol-2-il]sulfanil-
N-hidroxiacetamida) em seu sitio ativo. No

programa Discovery Studio Visualizer
(v21.1.0.20298), as moléculas de agua do
complexo foram removidas e, apenas as

subunidades A, B, N, Q e R da macromolécula
foram mantidas, visto que essas subunidades
estdo na interface do sitio ativo, cujo centro se
encontra nas cadeias B e R. Os ligantes foram
preparados no programa Chem3D Ultra (v.
20.0.0.41), no qual as suas estruturas foram
desenhadas e minimizadas energeticamente pelo
campo de forca MM2 e, posteriormente, salvos em
formado “mol2”. No software MarvinSketch
(v.21.4.0), ainda, verificou-se o estado de
protonagcédo do derivado 40, em pH 7,4, além da
busca por tautdmeros, considerando o mesmo pH.
Para o docking molecular, foi utilizado o software
GOLD (v.2020.3.0). Apds a insercdo do complexo
modificado, as ligagdes rotacionaveis da
macromolécula foram configuradas fixas e os
hidrogénios polares adicionados, seguidos pela
retirada do inibidor previamente co-cristalizado. As
coordenadas para a docagem dos ligantes foram
definidas como o ponto médio entre os dois ions
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niquel presentes no sitio ativo (X = 225,145000; Y
= 246,013000; Z = 196,511000) e o raio de
interacdes foi definidko como 15 A. Os ligantes,
entdo, foram inseridos e tiveram suas ligagbes
rotacionaveis estabelecidas como flexiveis, sendo
a ancoragem molecular realizada com 50 poses
para cada composto. As demais configuragdes
foram mantidas no modo pré-definido do sistema.
Os ligantes de fitness score (FS) acima de 30
tiveram suas interacbes intermoleculares
analisadas pelo programa Discovery Studio
Visualizer. Aqueles com as melhores interagbes
foram submetidos a predicdo in silico de
propriedades farmacocinéticas (absorgao,
distribuicao e toxicidade) e fisico-quimicas (LogP),
além de quatro filtros de druglikeness (Lipinski,
Pfizer, GSK e Golden Triangle), pela plataforma
online ADMETIlab 2.0
(https://admetmesh.scbdd.com/).

Resultados e discussido

Em primeiro lugar, é necessaria a validagdo do
protocolo de docking molecular a ser utilizado, que
pode ser realizada por Redocking, uma vez que o
complexo apresenta um inibidor co-cristalizado.
Como critério de validagao, pode-se utilizar o valor
de RMSD (Root-Mean-Square Deviation) que,
sendo menor do que 2 A, valida o procedimento.®
O redocking foi realizado nas quatro fungbes de
pontuagdo do software GOLD (CHEMPLP,
ChemScore, ASP e GoldScore) e a fungao ASP foi
escolhida, que resultou em uma pontuagdo de
40,94 e RMSD igual a 1,4621 A.

Uma vez validado, o protocolo de docking
molecular foi aplicado para os 40 derivados do
carvacrol (Figura 1) frente a urease de H. pylori.
Dentre os 40 compostos, 12 ésteres derivados do
carvacrol (LMed01-08, LMed13-15 e LMed22) ja
haviam sido sintetizados pelo grupo de pesquisa.
Posteriormente, foi proposta a avaliacdo de ésteres
benzoilados monossubstituidos com  grupos
substituintes doadores de ligagées de hidrogénio
(LMed09-12) e os polissubstituidos (LMed16-21).
Além disso, foram planejados derivados por
hibridizagéo molecular com fragmentos
heterociclicos do tipo cumarina (LMed23), cromona
(LMed24) e indol (LMed25), que apresentam
atividade antiureolitica ja registradas na literatura
(Figura 1).''2 Em paralelo, foram propostos
derivados com o grupo carbamato como espagador
entre o fragmento do carvacrol e o anel benzénico
(LMed26-39), de modo a avaliar a contribuigdo
desse grupamento como doador e aceptor de
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ligacdo de hidrogénio na complementaridade
molecular. Por fim, o derivado nitrado (LMed40) foi
proposto visando verificar a influéncia de um grupo
retirador de elétrons no reconhecimento molecular.

OH O._R

r

Planejamento de analogos o

Carvacrol LMed01-40

LMed01 R = CH;
LMed02/LMed26 R = Ph/NH-Ph
LMed03/LMed27 R = 2-CIPh/NH-2-CIPh LMed18 R = 3-NO,-4-CIPh
LMed04/LMed28 R = 3-CIPh/NH-3-CIPh LMed19 R = 3-OMe-4-OHPh
LMed05/L Med29 R = 4-CIPh/NH-4-CIPh LMed20 R = 2-OH-3,5-NO,Ph
LMed06/LMed30 R = 2-OMePh/NH-2-OMePh  LMed21 R = 2-OH-5-SO;HPh
LMed07/LMed31 R = 3-OMePh/NH-3-CMePh  LMed22 R = CHCHPh
LMed08/LMed32 R = 4-OMePh/NH-4-OMePh  LMed23 R = 3-cumaril
LMed09/LMed33 R = 2-NH,Ph/NH-2-NH,Ph LMed24 R = 3-cromona
LMed10/LMed34 R = 4-NH;Ph/NH-4-NH,;Ph LMed25 R = 2-indol
LMed11/LMed35 R = 2-OHPh/NH-2-OHPh
LMed12/LMed36 R = 4-OHPh/NH-4-OHPh
LMed13/LMed37 R = 2-NO,Ph/NH-2-NO,Ph
LMed14/LMed38 R = 3-NO,Ph/NH-3-NO,Ph
LMed15/LMed39 R = 4-NO,Ph/NH-4-NO,Ph

Figura 1. Estruturas quimicas do carvacrol e dos
derivados propostos.

LMed16 R = 2,4-CIPh
LMed17 R = 3,5-NO,Ph

LMed40 = 4-nitrocarvacrol
LMed40a = 4-nitrocarvacrol ionizado

De modo geral, os derivados com grupos
substituintes mais volumosos demonstraram
melhor complementaridade molecular com a
enzima, visto que o derivado nitrado neutro (FS =
21,52) e ionizado (FS = 19,53), o éster acetilado
(FS = 21,10) e o proprio carvacrol (FS = 19,12)
obtiveram piores pontuagbes na ancoragem
molecular.  Ainda, ésteres e carbamatos
benzoilados com grupos substituintes retiradores
de elétrons geraram melhores valores de
pontuacao do que doadores.

Na analise das interacbes dos derivados com
valores de pontuacdo acima de 30, foram
priorizadas as interagbes com o0s residuos de
histidina presentes no sitio ativo (His221 e His248),
0 que poderia impedir o acesso do substrato da
enzima (ureia). O segundo critério de exclusdo
corresponde a interagdo concomitante com
residuos da regido de flap da enzima (Cys321 e
His322), o que poderia levar a uma mudanga
conformacional e, consequentemente, a inibi¢cdo
enzimatica.'314

O derivado LMed25 obteve a maior pontuacgao,
dentre todos os compostos (FS = 34,19), sendo o
unico éster hibrido a interagir com os quatro
residuos importantes concomitantemente.
Observa-se interagdes do tipo pi-alquil e ligacao de
hidrogénio com o residuo de Cys321, enquanto
realiza interagdes do tipo pi-alquil com His322,
His221 e His248. Além disso, as demais ligagdes
de hidrogénio e interagdes pi-sigma e pi-enxofre
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podem ter contribuido para a alta pontuagao obtida
pelo composto (Figura 2).

A) B)

— — — LigagBes de hidrogénio InteragBes pi-enxofre Interagdes pi-alquil

Figura 2. Interagbes intermoleculares entre LMed25 (FS
= 34,19) e urease de H. pylori: A) Visao tridimensional
(ligante em bastdes rosados e aminoacidos em bastdes

coloridos por elementos); B) Diagrama bidimensional.

Interagdes pi-sigma

Os sete compostos que cumpriram com ambos 0s
critérios utilizados tiveram suas propriedades
fisico-quimicas, farmacocinéticas e de druglikeness
preditas teoricamente, in silico, pela plataforma
ADMETIab 2.0.

Nao houve diferenga significativa entre os valores
de LogP obtidos para os derivados em questéo.
Além disso, todos os derivados submetidos a
predicdo  parecem  apresentar perfil de
druglikeness, absorgao e distribuigdo semelhantes
(Tabela 1).

Tabela 1. Propriedades fisico-quimicas,
farmacocinéticas e de druglikeness dos sete derivados
mais promissores, preditas in silico.
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LMed Violagoes LogP Absorcao BHE?
druglikeness intestinal
10 Pfizere GSK 4,294 Baixa Sim
(63,3%)
13 Pfizere GSK 4,463 Baixa Nao
(14,7%)
14 Pfizere GSK 4,694 Baixa Nao
(14,8%)
17 GSK 4,517 Baixa Nao
(24%)
25 Pfizere GSK 4,734 Baixa Nao
(1,7%)
33 Pfizer 3,923 Baixa Sim
(93,5%)
35 Pfizere GSK 4,451 Baixa Sim
(58,1%)
3Passagem pela barreira hematoencefalica (BHE).
Fonte: Autoria prépria, 2022;

<https://admetmesh.scbdd.com/>

Desse modo, o terceiro critério de selegao se deu
pelas predicbes de toxicidade fornecidas pela
plataforma. Assim, foram excluidos trés compostos
com maior probabilidade de causarem toxicidade
aguda oral em ratos, com excegao do LMed35, que
foi o carbamato de melhores resultados. Visto que
carbamatos sdo menos suscetiveis a hidrélise em
meio bioldgico, o derivado foi mantido, entao, para
posterior avaliagdo.'® Portanto, foram selecionados
os derivados LMed10, LMed13, LMed14 e
LMed35 (Figura 1) para sintese organica e
posterior avaliagao antiureolitica in vitro.

Conclusoes

E possivel concluir que a enzima urease de H.
pylori demanda moléculas mais volumosas para
melhor complementaridade em seu sitio ativo,
como visto pelo derivado nitrado (LMed40), éster
acetilado (LMed01) e o proprio carvacrol, que
obtiveram os piores valores de pontuagdo na
docagem molecular.

Os derivados LMed25, LMed17 e LMed33, apesar
de terem obtido os melhores valores de pontuacao
e interagdes intermoleculares, apresentaram
toxicidade pela predicdo teérica in silico e
acabaram sendo excluidos da analise.

Desse modo, foram selecionados para sintese e
avaliagdo antiureolitica in vitro os compostos
LMed10, LMed13, LMed14 e LMed35, que
demonstraram maior potencial de inibicado da
urease e melhores perfis de toxicidade, sendo trés
deles ésteres monossubstituidos e um carbamato
monossubstituido.
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Introducdo

A dengue é uma doenga viral transmitida por
mosquitos do género Aedes. Cerca de 3 milhdes de
pessoas vivem em areas de risco para infeccao
pelo virus da dengue (DENV)." Além disso, estima-
se que 390 milhdes de individuos sao infectados
todos os anos, e 96 milhdes manifestam algum
sintoma da doenca.? No Brasil, foram registrados
mais de 500 mil casos de dengue em 2021, sendo
que 341 individuos apresentaram a forma grave da
doenca e 220 vieram a 6bto.? Até o momento nao
existem antivirais especificos para o tratamento da
dengue, e a Unica vacina desenvolvida ndo possui
um amplo espectro de protegdo.* Portanto, é
evidente a importancia do desenvolvimento de
antivirais para o tratamento desta doenca.

O virus da dengue pertence a familia Flaviviridade,
género Flavivirus, e possui quatro sorotipos
diferentes (DENV 1-4). O genoma viral é formado
por uma fita simples de RNA que codifica trés
proteinas estruturais (capsideo, pré-membrana e
envelope) e sete proteinas ndo-estruturais (NS1,
NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5).'" A
proteina NS5 é a maior e mais conservada entre os
quatro sorotipos do DENV, apresentando um
dominio C-terminal com atividade de RNA-
polimerase dependente de RNA (RdRp), e um
dominio N-terminal com atividade de
metiltransferase (MTase), sendo responsaveis pela
sintese e metilago do genoma viral,
respectivamente. O dominio MTase apresenta uma
regiao central que contém os sitios de ligagao para
S-adenosil-L-metionina  (SAM), trifosfato de
guanosina (GTP) e RNA.JS Nela também esta
localizada a tétrade catalitica
Lyse1Asp14eLysis2Gluz1s, importante para a reagéo
de metilagdo promovida por esta enzima.®

Assim como o RNAm de muitas células
eucarioticas, a por¢cdo 5 do genoma do DENV
apresenta uma estrutura cap tipo 1 (m7GpppAm),
que consiste em uma porgdo N-7 metilguanosina

(m7G) ligada ao primeiro nucleotideo do RNAmM
através de uma ponte trifosfato invertida 5-5
(Figura 1a). A formacdo do cap do RNA viral
depende da acgido das proteinas NS3 e NS5.
Primeiramente, a proteina NS3 atua como uma
RTPase removendo um grupo fosfato da porgéo 5'-
RNA trifosfato. Apos, a NS5 MTase transfere uma
porcdo GMP do GTP para o RNA. Por fim, esta
mesma enzima catalisa duas reagdes de metilacao
sequenciais na porgado N-7 guanosina e 2'-Oribose,
utilizando SAM como doador do grupo metil (Figura
1b).”

GpppA-RNA

. <%F\‘Tlﬂase NS3
Pi

ppA-RNA
PPi Gp-GTase
GPPX GTase
NS5
GpppA-RNA

SAM
N-7 MTase NS5

SAH
m7GpppA-RNA

SAM
2'-O MTase NS5

SAH
m7GpppAm-RNA

Figura 1. (a) Estrutura do cap do RNA do virus da
dengue. (b) Formagao da estrutura do cap do RNA do
virus da dengue. Adaptado de Dong et al., 2014.

A adicao desta estrutura no genoma viral possui um
papel importante no aprimoramento da tradugéo do
RNA e na evasdo do virus da resposta imune do
hospedeiro. Estudos mostraram que defeitos na
metilacdo em N-7 podem prejudicar a replicagao
viral, enquanto defeitos na metilagdo em 2’-O
facilitam a eliminagao do virus pela resposta imune
inata.” Dessa forma, o desenvolvimento de
inibidores da NS5 MTase torna-se uma estratégia
interessante no contexto da descoberta de novos
antivirais.
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Objetivos

Diante da importancia da enzima NS5 MTase para
a replicagdo do virus da dengue, o presente
trabalho teve como objetivo planejar e avaliar in
silico as propriedades farmacodindmicas e
farmacocinéticas de oito analogos de um inibidor
desta enzima, previamente descrito na literatura,
visando identificar substancias-protétipo com
potencial antiviral frente ao DENV.

Metodologia

Inicialmente, realizou-se a busca da estrutura da
NS5 MTase do DENV complexada com um inibidor
no banco de dados do Protein Data Bank,?
utilizando como palavras-chave MTase e dengue.
Dentre as estruturas apresentadas nesta pesquisa,
escolheu-se a estrutura da enzima NS5 MTase sem
mutag¢des e com maior resolugéo (PDB ID: 5CUQ,
resolugdo: 1,70 A).

Para a analise das propriedades farmacodinamicas
do inibidor e dos analogos propostos, validou-se
um protocolo de docking molecular por redocking.
Para isso, utilizou-se o programa GOLD (versao
2020), definindo o sitio de ligagdo de acordo com
as coordenadas do ligante previamente obtidas.
Além disso, o tamanho do espaco de ligagao foi
ajustado para um raio de 25 A, e a fungdo de
pontuagéo escolhida foi a ASP. Apds a validagao
(RMSD = 0,7818 A), foi realizado o docking
molecular dos 8 analogos propostos com a enzima
NS5 MTase do DENV. Para a realizagdo do
docking molecular os ligantes foram preparados
levando em consideragdo o seu estado de
protonagcédo em pH 7 e pH 9, condigao 6tima para a
reagdo de metilagdo em N-7 e 2-0,
respectivamente.” A analise das interagdes dos
analogos com a enzima foi realizada no programa
Discovery Studio (versdo 2020) e PyMOL (versao
2.6.0). Por fim, as propriedades farmacocinéticas
(ADMET) dos andlogos que obtiveram maior valor
de fitness score (FS) foram analisadas em
plataformas online de predicdo in silico, como
SwissADME® e ADMETIab'0.

Resultados e discussido

Apdés uma busca no banco de dados do PBD,
optou-se por trabalhar com o complexo sob o
cédigo PDB 5CUQ, formado por uma cadeia
proteica de 267 aminoacidos, correspondente ao
dominio MTase da proteina NS5 do DENV-3, e pelo
inibidor  1,3-bis(4-amino-2-metilquinolin-6-il)ureia
(NSC) (Figura 2).
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NSC: — Andlogo 1: X NH

X=0 jsostérica Analogo 2:

Figura 2. Estrutura quimica do ligante NSC e dos
analogos 1 e 2.

NSC atua como um inibidor competitivo da NS5
MTase do DENV, ligando-se ao mesmo sitio ativo
do cofator SAM, bloqueando as reagdes de
metilagdo em N-7 e 2’-O do cap do RNA viral. A
interacdo de NSC com a enzima MTase se da
principalmente por contatos hidrofébicos, sendo
observada apenas uma ligagédo de hidrogénio com
o residuo de Val132."

Com o objetivo de melhorar a interagao do inibidor
NSC com a enzima NS5 MTase do DENV-3, foram
propostas algumas mudancas em sua estrutura
quimica. Primeiramente, foi realizada a troca
bioisostérica do grupo ureia pelos grupos tioureia e
guanidina, dando origem aos analogos 1 e 2,
respectivamente (Figura 2). O docking molecular
desses analogos com a enzima NS5 MTase do
DENV-3, mostrou que a primeira modificacdo
(analogo 1) aumentou as interagdes com a enzima,
conforme verificado pelos valores de FS obtidos
(Tabela 1). Com base neste resultado, a porgéo
tioureia foi mantida e foram propostos outros 6
analogos, realizando mudangas pontuais na
estrutura do analogo 1, de forma a melhorar ainda
mais a sua interagdo com a enzima, bem como a
sua farmacocinética (Figura 3). Assim, foi realizada
a troca de um dos grupos aminoquinolina pelos
grupos cromona e 2-metilcromona (analogos 3 e 4,
respectivamente), de forma a melhorar a
farmacocinética do analogo 1, reduzindo a sua
hidrossolubilidade. Para analisar o efeito da adigao
de grupos halogenados nas propriedades
farmacodindmicas do inibidor 1, foi realizada a
troca do grupo metil pelos grupos trifluorometil e
cloro (analogos 5 e 6, respectivamente). Por fim, foi
realizada a mudanga de posigdo entre os grupos
metil e amino (analogo 7), bem como a troca do
grupo metil pelo grupo amino (analogo 8), visando
promover uma interagdo com o residuo Asp146.

B JLK:Q/
@f “%9@; LA;@ﬁ

Analogo 5: Ry = CF3; Ry = NH;
Anilogo 6: Ry = Cl; Ry = NH,

Andlogo T: Ry = NHz; Ry = CHy
Andlogo 8: Ry = NH;; R; = NH,

Figura 3. Estrutura quimica dos anélogos propostos 3-8.

Andluqn 3 l‘\n.-lluqn 4
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Analisando os valores de fitness obtidos, verificou-
se que o analogo 1 apresentou melhor interagdo
com a enzima em pH 7, seguido pelos analogos 4
e 5. Ja em pH 9, o analogo 6 apresentou melhor
interagdo com o alvo, seguido dos analogos 5 e 1.

Tabela 1. Valores de fitness obtidos no docking
molecular dos analogos propostos.

Anélogos Fitness Fitness
(PH7) (PH9)

1 36.23 30.10

3 30.54 27.71

4 32.58 29.47

5 3217 32.79

6 30.23 35.29

7 30.79 28.89

8 29.99 29.98

NSC 26.46 -

Um estudo mostrou que os residuos da tétrade
catalitica Lyse1Asp14sLys1s2Gluzis da MTase séo
essenciais para a atividade de metilagdo em 2’-O,
enquanto Aspi4s € mais critico comparado aos
outros trés residuos para a metilagdo em N-7.°
Analisando de forma mais detalhada as interagbes
dos analogos 1, 4, 5 e 6 com a NS5 MTase do
DENV-3 em pH 7, observou-se que o analogo 6 foi
capaz de interagir através de ligagcdes de
hidrogénio com os residuos de Thr104, Asp131 e
Asp146, esta ultima considerada muito relevante
para o processo enzimatico (Figura 4). Apesar dos
altos valores de FS obtidos para os analogos 4 e 5,
nenhum deles foi capaz de interagir com residuos
importantes para o mecanismo de agao da MTase.
Além disso, o complexo do analogo 6 com a enzima
NS5 MTase em pH 9 apresenta interagdes do tipo
pi-enxofre entre o grupo tioureia e o residuo de
His110, interagdes do tipo alquil entre o cloro e o
residuo de Arg163 e Phe133, além de ligagdes de
hidrogénio com o residuo de Arg163 e interacdes
do tipo pi-alquil com o residuo de Leu147,
indicando que as mudangas estruturais realizadas
para a formac&o do andlogo 6 contribuiram para a
maior interagdo deste com a enzima.

Além disso, propriedades ADMET dos analogos 1,
4, 5 e 6 também foram calculadas utilizando
programas de predigdo in silico. Os resultados
mostraram que o analogo 4 foi o mais promissor,
apresentando melhorias na biodisponibilidade oral
e clearence renal (2,951) comparado ao inibidor
NSC e aos outros analogos. O analogo 6
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apresentou um maior volume de distribuigdo
(2,520), maior clearence renal (2,260) e maior
tempo de meia-vida (0,580), quando comparado ao
inibidor NSC, porém teve a sua biodisponibilidade
oral reduzida.

ILE-147 ) ASP-146
PHE-133

ASP-131

THR-104

LYS-108

Figura 4. Andlogo 6 complexado com a NS5 MTase em
pH 7. Legenda: ligagdo de hidrogénio (pontilhado em
amarelo), interagdo pi-pi (rosa) e interagao pi-alquil (lilas).

Conclusées

Dentre os analogos propostos no presente
trabalho, o analogo 6 apresentou melhores
propriedades farmacodindmicas, sendo capaz de
interagir com um residuo importante (Asp146) para
a fungdo da enzima NS5 MTase. Contudo, as
modificagdes realizadas ndo  contribuiram
significativamente para a melhoria das suas
propriedades farmacocinéticas. Ja o analogo 4

apresentou melhores propriedades
farmacocinéticas comparado ao inibidor NSC e aos
outros analogos. As propriedades

farmacodinamicas deste analogo também foram
aprimoradas comparado ao inibidor NSC, apesar
deste analogo nao realizar interagdes com residuos
criticos para a fungdo da enzima. Logo, neste
trabalho, identificou-se dois analogos considerados
promissores para a inibicado da enzima NS5 MTase.
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modelagem molecular

lara Garcia (GD)', Jodo Pedro Neves (GD)', Paula Alvarez Abreu (PQ)'*. iaragarciamiller@gmail.com
1 — Instituto de Biodiversidade e Sustentabilidade NUPEM, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Campus Macaé, RJ -

Brasil

Palavras-Chave: Antifangicos, Esporotricose, Triagem virtual, HMG-CoA Redutase, Docking molecular.

Introducdo

A esporotricose € a infecgao fungica subcutanea de
maior prevaléncia e distribuicdo mundial, causada
por fungos termodimorficos do género Sporothrix.
A sua transmissdao pode ser sapronodtica ou
zoondtica, esta ultima tem gatos como os principais
transmissores e esta relacionada com a epidemia
de esporotricose no Sul e Sudeste do Brasil.(X O
tratamento de escolha é o itraconazol e possui
desvantagens como o tempo de duragdo longo,
custo e possibilidade de transmissdo gato-
cuidado.® A enzima HMG-CoA redutase(HMGR)
tem um papel fundamental na via do mevalonato,
catalisando a conversdo da molécula HMG-CoA,
sendo uma etapa limitante da sintese do ergosterol
um dos principais constituintes de membranas
celulares fungicas, conferindo-lhes fluidez,
permeabilidade e integridade.® As estatinas sdo
hipolipemiantes empregados no controle de
dislipidemias e controle do colesterol através do
inibicdo da HMG-CoA Redutase. Esta classe
também apresenta ag¢éo antifungica in vitro contra
leveduras e fungos filamentosos.®

Objetivos

O objetivo deste trabalho é identificar potenciais
inibidores da HMG-CoA para de Sporothrix sp para
o desenvolvimento de novos antifingicos.

Metodologia

escolhido. O redocking com outras estatinas
também foi realizado. Por fim, sera realizado o
docking dessas estatinas no modelo construido.
Posteriormente, com base nas interagdes
importantes de inibidores conhecidos da HMGR,
sera construido um modelo de farmacdéforo no
servidor Pharmit e sera feita uma triagem virtual
nos bancos de dados do Nubbe, Sigma-Aldrich e
FDA, em busca de novos potenciais inibidores. As
substancias vindas da triagem serdo submetidas
ao docking molecular na HMG-redutase de
Sporothrix sp pelo programa Autodock Vina. A
andlise do docking sera realizada no programa
Pymol e Discovery Studio. As substancias que
obedeceram ao farmacoforo e interagirem de
maneira semelhante ao inibidor serdo avaliadas
quanto a farmacocinética e toxicidade usando os
servidores FAF-drug4, admetSAR 2 e pkCSM. Os
compostos mais promissores desse estudo in silico
serdo testados in vitro em cepas fungicas pelo teste
microdiluicdo em caldo (MIC). As moléculas que
apresentarem atividade antifungica serao testadas
in vivo em lagartas de Galleria mellonella para
avaliacdo da toxicidade aguda.

Resultados e discussdo

A sequéncia primaria de aminoacidos da HGM-CoA
redutase de Sporothrix sp foi submetida ao BLAST
no NCBI para a busca por molde com maior
percentual de identidade e cobertura. Em seguida,
foi construido o modelo da proteina no servidor
SWISS-MODEL. Para validagao do modelo foi feita
a analise da estereoquimica por meio do grafico de
Ramachandran, analise do ambiente quimico dos
residuos de aminodcidos por meio do Verify 3D, e
a analise da energia global por meio do ProSA.
Para validagao do método foi feito o redocking da
estatina, inibidor complexado no molde da HMGR

O cristal da porgao catalitica da proteina de HMG-
CoA redutase de Homo sapiens (PDB:2Q1L) foi o
que obteve o maior percentual de identidade e
cobertura com a enzima de Sporothrix Schenckii
com valores de 55,21% e , respectivamente. A
comparagao no Swiss Pdb Viewer entre a proteina
molde e modelo apresentou um valor de 0,26 A do
RMSD (Figura 1). Nas analises para validagao, o
grafico de Ramachandran do modelo apresentou
91,3% dos residuos de aminoacidos localizados
nas regides mais favoraveis. Na analise do Verify
3D, foi observado que 88,3% dos residuos
apresentaram uma pontuag¢ao maior ou igual a 0,2
no perfil 3D-1D, indicando boa relagdo entre a
sequéncia primaria e a estrutura tridimensional do
modelo. E a analise da energia global, avaliada por
meio do ProSA, mostrou que o modelo construido
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apresentou um valor de score Z de -9,13. O
redocking com a estatina complexada no proteina
molde (PDB: 2Q1L) apresentou um RMSD de 1.218
A e uma energia de ligagéo tedrica de -8.5 kcal/mol
(Figura 2).

O docking das estatinas sera realizado no modelo
de HMGR de S. schenckii com os mesmos
parametros validados nos redocking. Os
compostos vindos da triagem por farmacéforo que
apresentarem menor energia de ligagéo do docking
no modelo construido terdo suas poses e
interagdes avaliadas.

Figura 2 - Sobreposic¢&o do ligante co-cristalizado com a
protelna (verde) e apos o redocking (rosa) (RMSD 1,22

A). (/) docking apresentou uma energia de ligagao de -8.5
kcal/mol

Conclusoes

Neste estudo, espera-se identificar substancias
com potencial de serem inibidores da enzima
HMGR de Sporothrix sp para o desenvolvimento de
novos antifingicos, além de apresentarem bons
perfis farmacocinéticos e de toxicidade.

Agradecimentos

FAPERJ - Fundacdo de Amparo a Pesquisa do
Estado do Rio de Janeiro - FAPERJ.

CAPES -Coordenagao de Aperfeicoamento de
Pessoal de Nivel Superior

CNPq - Conselho Nacional de Desenvolvimento
Cientifico e Tecnoldgico.

Figura 1. Sobreposicdo entre a proteina molde 2Q1L
(verde) e o modelo de S. Schenkii construido (rosa). .
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Introducio

A doenga de Chagas (DC), também conhecida
como tripanossomiase americana, pode ser
encontrada principalmente em areas endémicas de
21 paises da América Latina." E uma doenca
potencialmente fatal causada pelo protozoario
parasito Trypanosoma cruzi, sendo transmitida
principalmente a humanos e outros mamiferos pelo
contato com fezes/urina de triatomineos
hematodfagos  infectados  conhecidos  como
barbeiros.22De acordo com a Organizagao Mundial
da Saude (OMS) cerca de 6 a 7 milhdes de pessoas
em todo o mundo, principalmente na América
Latina, encontram-se infectadas com T.
cruzi.! Apesar de representar um enorme impacto
na saude publica e apresentar alta incidéncia, o
tratamento para DC é baseado apenas no uso de
benzonidazol ou nifurtimox, os quais apresentam
baixa eficacia, em ambas as fases da doenca, além
de propiciarem uma gama de efeitos adversos.3*
Portanto, faz-se necesséria a descoberta de novos
farmacos para o tratamento da DC.

Nesse ambito, os derivados que apresentam o
nucleo 4-cromona vém apresentando relevancia
devido a sua versatilidade sintética e bioldgica,
incluindo potencial antitripanossoma.58Juntamente
a isso, uma forma de acelerar o processo de
desenvolvimento de novas terapias ¢€ utilizar
estratégias computacionais, incluindo a triagem
virtual baseada em docking molecular, uma vez
possibilita a identificacdo de novas substancias-
protétipos, levando em consideragdo a
possibilidade de predicdo tanto da afinidade com
alvos essenciais para a sobrevivéncia do parasito,
quanto dos parametros farmacocinéticos da
substancia-protétipo.”.2  Colocando-se, portanto,
como um diferencial que oportuniza a economia de
recursos e tempo.

No contexto da DC, o parasito T.cruzi apresenta
mecanismos moleculares que permitem a
capacidade infectiva e perpetuagéo no hospedeiro,
0S quais podem vir a ser possiveis alvos
moleculares para estudos in silico. Dentre estas
pode-se citar a enzima cruzaina, a qual pertence a

familia das cisteino proteases que corroboram para
a capacidade infectiva desse parasito.® E, portanto,
estda presente em todas as formas do ciclo
biolégico.® Constituindo-se assim um alvo
promissor para o estudo de novas substancias
protétipos que venham possibilitar um tratamento
efetivo para DC.

Objetivos

Esse trabalho tem como objetivo explorar o
potencial dos derivados contendo o nucleo 4-
cromona frente a enzima cruzaina do T.cruzi por
meio de metodologias in silico, como o docking
molecular e plataformas online para a predi¢ao de
parametros fisico-quimicos das substancias-
protétipo, para que posteriormente os resultados
possam guiar estudos de estrutura-atividade e
futuras modificagdes estruturais.

Metodologia

O complexo da cruzaina co-cristalizado com o
inibidor ndo-covalente Nequimed17 foi obtido no
banco de dados Protein Data Bank (PDB 1D:4KLB),
com uma resolucéo de 2,62 A. Os ligantes foram
preparados por meio do Chem3D (v.17.0), e
devidamente otimizados por meio do campo de
forca MMFF94, sendo os resultados salvos em
“.mol2”.

A validagao do protocolo foi realizada por redocking
utilizando-se o soffware GOLD (v. 2020.3.0), no
qual foi inserido o complexo enzimatico. Este teve
suas ligagbes rotacionaveis fixadas, seguido da
retirada das aguas e adigdo dos hidrogénios
polares. Ademais, o redocking foi centralizado no
atomo de enxofre (S) da cisteina 25 (Cys25) com
um raio de 15 A. Em seguida, o ligante 1RV,
previamente retirado da cadeia A da estrutura da
cruzaina, foi adicionado mantendo-se suas
ligagdes rotacionaveis. Os calculos de ancoragem
molecular foram realizados gerando 50 poses,
adotando-se as configuragbes padrao para os
demais parametros do software. Assim, foi
escolhida a fungdo de pontuagdao do GOLD que
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apresentou o root-mean-square distance (RMSD)
menor que 2,0 A0,

Em seguida, o docking molecular foi feito no
mesmo software utilizando-se dos mesmos
parametros escolhidos para a metodologia de
validagdo. Assim, foram analisadas as interagbes
dos complexos alvo-ligante que apresentaram os
fithess score (FS) acima de 24 no PyMOL.
Posteriormente, analisou-se os parametros das
propriedades  fisico-quimicas in  silico e
druglikeness na plataforma Swiss
ADME(http://www.swissadme.ch/index.php) e a
absorgao, distribuicdo, metabolismo e toxicidade
no ADMETLab 2.0
(https://admetmesh.scbdd.com/).

Resultados e discussido
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espagador amida (FCC: X=NH) por grupos tiouréia
(FCT-01: X= NHCSNH-), hidrazona (FCH-01:
X=NH-N=CH-) ou éster (FCE-01: X=0), mantendo
o0 anel benzénico sem substituintes. Assim, uma
nova rodada de docking foi realizada, utilizando-se
0 mesmo protocolo e os resultados estao dispostos
na Tabela 1.

Tabela 1. FS das substancias-protétipo docadas.

Substéncias FS
FCC-01: X=NH; 24,37
FCH-01: X= NHCSNH-; 27,94
FCT-01: X= NH-N=CH-; 25,36
FCE-01: X=0; 22,42

Para a metodologia de docking molecular utilizou-
se a fungéo de pontuagédo do GOLD que conseguiu
reproduzir de forma mais fidedigna a posigcéo
original do ligante no protocolo de validagao. Isto €,
escolheu-se a fungdo ChemScore, fungdo que
apresentou um RMSD menor que 2,0 A0 (RMSD =
1,94 A). A partir disso, as FCC-01 a FCC-13 (X =
NH) com diferentes substituintes (Figura 1) foram
submetidas ao docking molecular utilizando os
mesmos parametros da validagao.

o

FCC-01a13: X =NH

FCC-01: R=H

FCC-02 a 04: R = 2-Cl ou 3-Cl ou 4-C|
FCC-05a 07: R = 2-Br ou 3-Br ou 4-Br
FCC-08 a 10: R = 2-OMe ou 3-OMe ou 4-OMe
FCC-11 a 13: R = 2-NO, ou 3-NO, ou 4-NO,

Figura 1. Estrutura das fenilcromonacarboxamidas (FCCs)
inicialmente planejadas.

Em seguida, os resultados da docagem foram
ranqueados em ordem decrescente de valores de
FS, isto é, o maior valor de FS corresponde ao
melhor ajuste no sitio catalitico da enzima. Todos
os ligantes se encontraram acima do FS do ligante
co-cristalizado (11,04) apds o redocking. Portanto,
a FCC-01 com R = H foi escolhida por apresentar
um FS = 24,37, configurando-se como superior aos
demais derivados. A partir disso, visando aprimorar
as interagdes com o alvo, planejou-se a troca do

Dessa forma, por apresentar um FS inferior as
demais, o FCE-01 foi descartado. A partir disso,
analisou-se as interagdes polares das substancias
restantes com os residuos de aminoacidos no sitio
catalitico da enzima, pois estas sdo responsaveis
por conferir estabilidade ao complexo alvo-ligante.
Nesse contexto, todas as trés moléculas
apresentaram interagbes com dois residuos de
aminoacidos, assim a FCC-01 (Figura 2) interagiu
com a GIn21 e o Trp184, a FCT-01 (Figura 3)
interagiu com a GIn19 e a His162 e a FCH-01
(Figura 4) interagiu com a Gly20 e o Asp18. Dessa
forma, tais interagbes sdo formadas principalmente
com os atomos de oxigénio pertencente a carbonila
do nucleo 4-cromona e/ou na porgdo amida,
presentes nas substancias protétipos. Entretanto,
nenhuma molécula proposta realizou interagdes de
ligagbes de H diretamente com os residuos
cataliticos do complexo enzimatico (Cys25 e
His159).1

GLN-21 % 2.0
.

Gly-20 ﬁ/?‘e

— ~ ALA141
/ mpw

i
|
ASP18
THR 185 W

Sy
SER 183

Figura 2: Andlise das interagbes alvo-ligante
(Fenil)cromonacarboxamida (FCC-01)
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Figura 3: Andlise das interagdes alvo-ligante.
(Fenilcarbamotiol)cromonacarboxamida (FCT-01)

ASP-18

GLN-19 ! THR-185

cvs-22 GL-23  gemd{
N *T GLY-20

<7 \
/ o TRP-184
o 2 _—

CY5-83

TRP-188

MET 145

Figura 4: Andlise das interagbes alvo-ligante
(Fenil)cromonacarbohidrazina (FCH-01)

Ademais, com as analises das propriedades fisico-
quimicas, pode-se concluir que todas as moléculas
se configuram como pouco soluveis em agua (LogS
< -4,50), sendo que dentre eles a tiouréia apresenta
a pior solubilidade, apesar de possuir a maior area
de superficie polar. Além disso, todos compostos
adequam-se aos postulados de Lipinski e Veber,
além de apresentarem uma alta absorgao
intestinal.  Entretanto, todas apresentaram
porcentagem alta (>90%) de ligagéo a proteinas
plasmaticas, fator que pode influenciar diretamente
do indice terapéutico do farmaco. Enquanto o que
tange ao metabolismo, todas classificam-se como
inibidoras da CYP1A2 e CYP2C19, podendo
prejudicar o metabolismo de outros compostos que
se utilizam da mesma via e acarretar a elevagao de
suas concentragdes plasmaticas. Ademais, a FCC-
01 e a FCT-01, caracterizam-se como substrato
das enzimas CYP2C9 e CYP2D6, o que leva a uma
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maior indugdo da via, acelerando o metabolismo de
outros compostos, e, consequentemente, podendo
interferir nos seus efeitos terapéuticos, além disso,
também inibem a enzima CYP2C9. Enquanto, a
FCH-01 possui a vantagem de n&o ser inibidora e
nem substrato dessas enzimas. Por fim, as
moléculas nao possuem atividade indutora ou
inibidora no complexo enzimatico da CYP3A4, fator
de grande importancia considerando que este é
responsavel por grande parte dos metabolismos
dos farmacos.

Além disso, para parametros de toxicidade, a
tiouréia resultou em maiores valores para
toxicidade hepatica, e, consequentemente para
Lesao Hepatica Induzida por Drogas (Drug Induced
Liver Injury). Tendo em vista isso, juntamente com
sua menor solubilidade, a tiouréia foi descartada
resultando na selegdo final das substancias-
protétipo FCC-01 e FCH-01.

Conclusoes

A partir das metodologias computacionais pode-se
concluir que as substancias-protétipo com os
espacadores de amida (FCC-01) e hidrazona
(FCH-01) apresentam o melhor potencial dentre os
derivados de 4-cromona avaliados in silico, visto
que apresentaram altas pontuacdes de FS com a
enzima cruzaina. Ainda, também apresentaram os
melhores pardmetros de solubilidade e toxicidade
e, para a segunda molécula, de nao inibicdo e
inducdo de complexos enzimaticos relevantes da
CYP. Como perspectivas, pretende-se sintetizar
essas substancias e avaliar a sua atividade in vitro
frente a forma epimastigota do T. cruzi.
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Introducdo

Os primeiros casos da sindrome respiratéria aguda
grave do coronavirus 2 (SARS-CoV-2) foram
relatados em dezembro de 2019 na cidade de
Wuhan, na China'. Desde entdo, a populagdo
mundial vem sofrendo com altos custos e impacto
social consideravel relacionados a essa grave
infecgdo?. Ja foram confirmados mais 430 milhdes
de casos de Covid-19 e quase 6 milhdes de mortes
notificadas em todo o mundo?3,*.

Varias vacinas para Covid-19 foram desenvolvidas
e aprovadas por 6rgaos regulamentadores e todas
se mostraram eficazes na redugdo do numero de
hospitalizagcbes e mortes de pacientes com essa
doenga®. Apesar disso, algumas regides do mundo
ainda tém pouco acesso as doses da vacina.
Adicionalmente, alguns surtos de infecgbes estao
reaparecendo relacionados ao surgimento de
novas variantes que podem nao responder as
vacinas desenvolvidas até o momento®. Na mesma
diregdo, a aplicagao clinica do remdesivir, unico
inibidor sintético da proteina nao estrutura 12
(nsp12) usado no tratamento da Covid-19, tem sido
restrita pela necessidade de administragcado
intravenosa’. Portanto, medicamentos orais
eficazes e de baixo custo sdo a atual prioridade
para a prevengao e controle do Covid-19, pois
podem ser usados apds a exposicdo ao SARS-
CoV-2 ou ao primeiro sinal da doenga®.

Os métodos in silico tém sido uma importante
ferramenta para a analise das estruturas do virus
SARS-CoV-2, para a investigacdo de potenciais
componentes fitoterapicos e peptidicos com agéo
anti-Covid, no desenho de varias vacinas e no
reposicionamento de medicamentos que podem
oferecer melhora de casos graves desta infecgao®.

Objetivos

Metodologia

O desenho metodologico foi organizado da
seguinte forma: (1) Triagem virtual utilizando a
ferramenta de ancoragem DockThor®
(https://lwww.dockthor.Incc.br/v2/). Foi escolhido
um Dataset de medicamentos j& disponiveis no
mercado que mostravam algum tipo de agéo anti-
Covid e a proteina nsp12, a proteina de ligagdo do
remdesivir, Unico farmaco sintético aprovado para
tratar a Covid-19. Tanto o Dataset como a nsp12
estdo disponiveis na prépria plataforma de
ancoragem. (2) Analise das caracteristicas fisico-
quimicas dos compostos (Regra de Lipinski)
utilizando a plataforma Molinspiration®
(https://www.molinspiration.com/). (3) Avaliagdo
das caracteristicas de acessibilidade
farmacocinética e sintética dos compostos usando
o} servidor SwissADME®
(http://www.swissadme.ch/). (4) Previsdo de
toxicidade de compostos selecionados usando a
ferramenta OSIRIS Property Explorer®
(https://www.organic-chemistry.org/prog/peol/).

Resultados e discussido

Realizar triagem in silico de farmacos inibidores da
proteina nsp12 contra Covid-19 que possam ser
administrados por via oral e que apresentem custos
financeiros acessiveis.

A partir dos calculos de Docking molecular, foi
verificado que os 12 candidatos selecionados
apresentaram valores negativos de energia
vinculante, sendo todos favoraveis a interagdo com
o sitio ativo da nsp12. Os valores vinculantes mais
favoraveis foram do Elbasvir (-9.833 kcal/mol), do
Ledispavir (-9.161kcal/mol), e do Daclatasvir (-
9.134kcal/mol). O Sildenafil apresentou menor
energia vinculante (-7.789 kcal/mol), porém mostrou
ainda sim uma energia altamente favoravel.

QUADRO 1: Triagem virtual dos 12 farmacos inibidores
da proteina nsp12 baseado na afinidade (kcal/mol)
usando método de docking molecular via plataforma
DockThor.

Farmaco Afinidade* (kcal/mol)
Elbasvir -9.833
Ledispavir -9.161
Daclatasvir -9.134
lvermectina -8.619
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Digoxina -8.417
Cobicistat -8.311
Piperaquine -8.105
Tilorone -7.974
Dasatinib -7.902
Digitoxina -7.879
Darunavir -7.840
Sildenafil -7.789

*afinidade: A previsdo de afinidade (kcal/mol) é usada
para classificar diferentes ligantes em experimentos de
triagem virtual considerando a conformagdo de alta
energia (de acordo com a Energia Total) de cada
composto.

O QUADRO 2 mostra os parametros fisico-
quimicos dos candidatos a farmacos anti-Covid
selecionados. Foram apresentados dados de peso
molecular (PM), coeficiente de particdo (LogP),
numero de doadores de ligagdo de hidrogénio
(nON), numero de atomos aceptores de ligagédo de
hidrogénio (hnOHNH) e niumero de violagbes a regra
de Lipinski (regra dos 5, Vio.). Os valores aqui
descritos foram previstos usando a plataforma
Molinspiration®. Os farmacos que mostraram nao
violar a regra de Lipinski foram o Tilorone, Dasatinib
e o Sildenafil. A nao violagdo dessa regra indica a
possibilidade de administracdo oral do farmaco™°.

QUADRO 2: Propriedades fisico-quimicas de candidatos
a farmacos Anti-Covid-19 via interagdo com a proteina
estrutura 12 (NSP12) obtidos usando a plataforma
Molinspiration®.

Farmaco | PM "‘;9 nON | nOHNH | Vio.
Elbasvir 882.03 | 8.85 | 16 4 3
Ledispavir | 889.02 | 9.21 14 4 3
Daclatasvir | 738.89 | 7.77 14 3 3
Ivermectina | 875.11 | 4.58 14 6 2
Digoxina 780.95 |1 112 | 14 3 3
Cobicistat | 776.04 | 745 | 12 0 3
Piperaquine | 535.52 | 5.60 6 0 2
Tilorone 410.56 | 4.85 5 3 0
Dasatinib | 488.02 | 3.13 9 5 0
Digitoxina | 764.95 | 2.03 | 13 4 2
Darunavir | 547.67 | 4.32 10 1 1
Sildenafil 474.59 | 2.51 10 1 0

O QUADRO 3 detalha os resultados relacionados
parametros farmacocinéticos: absorgao
gastrointestinal (AGi), permeabilidade a barreira
hematoencefalica (BHE), inibicdo da principal
enzima do citocromo P450 (CYP3A4). O software
SwissADME  permite  também  avaliar a
acessibilidade sintética (AS). A AS varia em uma

IT Simposio de Quimica
FAM Farmaceutica & Medicinal

22 a 26 de agosto de 2022

escala de 1-10 em que o valor 1 é atribuido para
moléculas mais facilmente sintetizadas e 10 para
aquelas com maior dificuldade de sintese.

QUADRO 3: Previséo das propriedades
farmacocinéticas dos farmacos selecionados
considerando dados obtidos na plataforma SwissADME®.

. . Inibigao

Farmaco AGi BHE CYP3A4 AS
Elbasvir BAIXA | NAO SIM 7.52
Ledispavir | BAIXA | NAO SIM 8.66
Daclatasvir | BAIXA | NAO SIM 6.33
Ivermectina | BAIXA | NAO NAO 10.00
Digoxina BAIXA | NAO NAO 8.81
Cobicistat BAIXA | NAO SIM 6.70
Piperaquine | ALTA SIM NAO 3.29
Tilorone ALTA SIM SIM 3.49
Dasatinib ALTA NAO SIM 3.83
Digitoxina BAIXA | NAO NAO 8.74
Darunavir BAIXA | NAO SIM 5.67
Sildenafil ALTA NAO SIM 3.95

Foi verificado que os compostos Piperaquina,
Tilorone, Dasatinib e Sildenafil apresentaram alta
absorgao por via oral. A administrados por via oral
¢ um ponto chave para melhor aceitagéao
posolégica esquemas terapéuticos favorecendo a
maior adesdo de pacientes quando comparado
com outras vias de administragdo’!. Além disso, foi
verificado pelos dados de acessibilidade sintética
que o farmaco Sildenafil € entre as moléculas
selecionadas aquela mais faciimente sintetizada.
As moléculas que possuem uma rota de sintese
mais simples possuem geralmente um menor custo
do processo sintético2.

O QUADRO 4 mostra a previsao de resultados
toxicolégicos para os possiveis candidatos a
farmacos anti-Covid. A previsao avalia a
capacidade de mutagénese (M), tumorogénese (T),
efeitos irritantes (El) e efeitos reprodutivos (ER).
Os dados foram obtidos fazendo uso da plataforma
OSIRIS Property Explorer®.

Os compostos Ledispavir, Daclatavir, Ivermectina,
Digoxina, Digitoxina, Darunavir e Sildenafil
apresentam baixo risco para todos os 4 parametros
analisados.

QUADRO 4: Previsdo das propriedades toxicoldgicas
dos farmacos selecionados obtido usando a plataforma
OSIRIS Property Explorer®.

Farmaco M T ER El
. Alto Alto Baixo Baixo
Elbasvir . f . .
risco risco risco risco
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. . Baixo Baixo Baixo Baixo
Ledispavir . . . :

risco risco risco risco

. Baixo Baixo Baixo Baixo
Daclatasvir . . . .

risco risco risco risco

. Baixo Baixo Baixo Baixo
lvermectina . . . .

risco risco risco risco

. . Baixo Baixo Baixo Baixo
Digoxina . . . :

risco risco risco risco

. Alto Baixo Baixo Baixo
Cobicistat . . . .

risco risco risco risco

. . Alto Alto Baixo Alto
Piperaquine . f . .

risco risco risco risco

. Alto Alto Baixo Baixo
Tilorone . f . .

risco risco risco risco

- Baixo Baixo Alto Alto
Dasatinib . . . .

risco risco risco risco

L Baixo Baixo Baixo Baixo
Digitoxina . . . :

risco risco risco risco

. Baixo Baixo Baixo Baixo
Darunavir . . . .

risco risco risco risco

. ) Baixo Baixo Baixo Baixo
Sildenafil . . . .

risco risco risco risco

Considerando que esse trabalho esta focado na
obtencao de moléculas anti-Covid que possam ser
administrados por via oral e que possuam baixo
custo a molécula do Sildenafil € aquela que se
candidata como potencial inibidor da proteina néo
estrutural 12 (nsp12).

Essa triagem inicial ndo descarta que outras
moléculas aqui selecionadas pelos dados de
docking molecular sejam testadas em células e
animais para avaliagdo de caracteristicas
farmacocinéticas, farmacodinamicas e
toxicolégicas. E  necessario considerar a
complexidade do processo de descoberta de
farmacos e que os métodos computacionais sdo
ferramentas de auxilio na previsdo de
caracteristicas ideais para possiveis candidatos a
farmacos.
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Conclusées

Através de filtros de energia de ligagdo usando a
técnica de Docking molecular e avaliagdo de
parametros fisico-quimicos, farmacocinéticos e
toxicolégicos in silico, a molécula do Sildenafil
apresentou caracteristicas que permitem indica-lo
como candidato a farmaco inibidor da proteina
nsp12. No estudo, pode-se considerar que essa
molécula apresentara efeito farmacolégico a partir
da inibicdo da proteina nsp12 contra Covid-19,
caracteristicas farmacocinéticas adequadas, baixo
custo e baixo risco toxicoldgico.
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Introducio

A doenga de chagas (DC) ou tripanossomiase
americana é uma doenga infecciosa causada pelo
parasita Trypanosoma cruzi e transmitida por
insetos triatomineos. Pode infectar uma grande
variabilidade de hospedeiros invertebrados como
as aves, répteis, anfibios e mamiferos, como o
homem'. Segundo a Organizagdo Mundial da
Saude, esta doenga afeta cerca de 6 a 7 milhdes
de pessoas (2020), principalmente em paises da
América Latina2. A DC é uma doenga
negligenciada, por ser endémica em paises
emergentes, além disso, conta apenas com dois
farmacos para seu tratamento: Nifurtimox e
Benznidazol, que séo parcialmente efetivos na fase
aguda da doenga e apresentam muitos efeitos
adversos'. Portanto, o estudo e desenvolvimento
de novas alternativas terapéuticas € de grande
valia. Nesse contexto, alvos moleculares
importantes para a sobrevivéncia de protozoarios
como T. cruzi, estdo sendo amplamente
estudados®. Dentre esses, a 14a-desmetilase
(CYP51), ¢ um alvo em destaque por realizar
processos oxidativos essenciais nas vias
metabdlicas do parasito, se tornando objeto de
estudo para a investigagao do mecanismo de agao
de potenciais substancias bioativas?.

Objetivos

As simulagbes foram realizadas no programa
GOLD versdao 2020.3.0 utilizando a funcédo de
pontuagdo ASP, e as rotagbes do ligante e da
proteina foram consideradas rigidas. O protocolo
foi validado por redocking cuja pose que resultou
no menor valor de RMSD (Root Mean Square
Deviation) foi escolhida. Para os compostos LMed,
o maior fithness score (FS) foi utilizado para
selecionar as melhores poses para analise das
interagdes. Figuras foram geradas e analisadas no
programa Discovery Studio versdo 2021.1.

Resultados e discussido

O presente trabalho tem como objetivo realizar uma
triagem virtual baseada em docking molecular na
enzima CYP51 de 34 compostos inddlicos
presentes na quimioteca do Laboratério de Sintese
de Moléculas Medicinais (LaSMMed).

Metodologia

Os estudos de triagem virtual por docking molecular
dos compostos inddlicos foram realizados com a
enzima 14a-desmetilase (CYP51) de T. cruzi
extraida do PDB sob cédigo 4C27 (resolucdo de
1.95 A), conforme descrito por Pereira et al., 20214.

Primeiramente, foi realizada a validacdo do
protocolo de docking molecular na CYP51 de T.
cruzi por redocking, que mostrou que o ligante co-
cristalizado N26 apresentou um valor de RMSD
menor que 2 A (0,95 A) e um fitness score de 46.96
(Figura 1).

Figura 1. Sobreposi¢éo das estruturas dos ligantes no
sitio ativo da enzima, resultado do processo de redocking
(verde) (RMSD = 0,95 A, ASP), com o grupo HEME
(vermelho) e o ligante co-cristalizado N26 (Cinza).

As estruturas dos compostos inddlicos
pertencentes a quimioteca do LaSMMed estédo
representados na Figura 2. Substituintes com
caracteristicas  quimicas  diferentes  foram
introduzidos nas posi¢coes R', R? e R® do anel
inddlico, a fim de se investigar uma possivel relagéo
estrutura-atividade. Para a selecdo dos compostos
a serem avaliados por suas interagdes com a
CYP51, foi estipulado uma faixa de FS de + 10
baseado no valor de FS do ligante N26, de forma a
ranquear os compostos. Com este critério, foram
selecionados quatro inddéis sendo eles o LMed26
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Figura 2. Estruturas quimicas dos inddis LMed24 a LMed37 presentes na quimioteca do LaSMMed.

(40,54), LMed31 (38,13), LMed32 (40,69), LMed33
(41,14) e 0o LMed33F (41,73).

As estruturas moleculares dos inddis avaliados
nesse trabalho, sdo majoritariamente hidrofébicas
e com grupos substituintes com baixa caracteristica
de atuarem como aceptores ou doadores de
ligacdo de hidrogénio. Apesar de nao serem
observadas interagdes deste tipo, as interagdes
hidrofébicas notadas se mostraram importantes
para reconhecimento molecular destas moléculas
no sitio ativo avaliado (Tabela 1).

Tabela 1. Interacao das substancias LMed selecionadas
8om r1esiduos importantes presentes no sitio ativo da
YP51.

26 31 32 33 33F

HEME

Tyr103

Residuos

Met106

Phe110 - -

Ala115

Tyr116

Met123

Leu127

Ala287

Ala291

-

Leu356

I

Ce endas interacoes: g Empilnamento PI-Pi; g Pi-sigma;
alogénio; -Alqm Celulas sem cor rep%sentam a
R0 observacao de interacoes.

Val359

Em suma, para todos os compostos as interagdes
observadas foram entre os residuos de
aminoacidos Tyr103, Met106, Phe110, Ala115,
Tyr116, Met123, Leu127, Ala287, Ala291, Leu356
e Val359 com o anel pirrélico do nucleo inddlico,
além disso foi possivel observar interagdes do tipo
Pi-Sigma entre os substituintes fenila com o anel de
porfirina do grupo prostético HEME.

E interessante ressaltar que estudos com
derivados inddlicos, relatam que esses compostos
sd0 mesmo capazes de interagir com os
aminoacidos Tyr116 e 103, residuos estes que séo
ricos em elétrons e que envolvem o grupo HEME
de maneira favoravel para que ele adote sua
conformagéo catalitica®. A interagdo com esses
residuos, prejudica o processo catalitico normal e
pode ser um fator favoravel para inibigdo
enzimatica.

Dentre os compostos avaliados, o derivado que
apresentou maior potencial de interagao foi o indol
LMed33, visto que se comparado aos outros indois
foi 0 que apresentou o maior nimero de interagdes,
inclusive com o HEME e com os aminoacidos
presentes no sitio catalitico da enzima. A adi¢do do
cloro na posigédo R' e a adigao do grupo fenil em R?2
apresentou melhoras significativas nas interagbes
do composto com os residuos de aminoacidos e
com o grupo HEME (Figura 3A).

Sabendo que o indol LMed33 foi o que apresentou
melhores valores de FS (41,14) devido ao cloro na
posicdo R', foi realizado uma substituicdo nesta
posicéo, trocando o atomo de cloro do indol por um
atomo de flior (LMed33F, Figura 3B) com a
finalidade de obter melhores interacbes com a
enzima e analisar a importancia desse grupamento
para a inibicdo enzimatica.
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Figura 3. (A) Interagdes do indol LMed33 e (B) LMed33F (bastdes cinza) no sitio ativo da CYP51 (4C27). Grupo HEME
esta representado por bastdes verde, e os aminoacidos em linhas cinzas.

Foi possivel observar a partir dos dados
provenientes do estudo de docking molecular que
houve um aumento pouco significativo nos valores
de FS com a mudancga do atomo de cloro por fltor,
onde LMed33 apresentou um FS de 41,14 e
LMed33F apresentando um valor de 41,73.

A substituicdo com o fluor apresentou interagcbes
interessantes do ponto de vista de interacao
enzimatica. O flior devido ao seu baixo raio
atbmico causa minimas perturbagdes estéricas,
essa caracteristica influencia na habilidade do flior
realizar interagbes ndo covalentes interessantesb,
como observado para LMed33F com o grupo
HEME(Figura 3B), além disso o fluor foi capaz de
fazer interagdes com o Ala291, aminoacido do sitio
catalitico enzimatico.

Para o composto LMed33, com o substituinte cloro
em R', ndo foram observadas essas interagdes
diretas do halogénio com o HEME, ou com os
aminoacidos, sendo que as interagbes foram
realizadas pelo nucleo inddlico e o anel fenila da
estrutura. Outras interagcdes hidrofébicas também
foram observadas, como as interagbes que se
assemelham ao tipo empilhamento-Pi. Quanto as
interagbes com os aminoacidos, o indol interagiu
com a Leu127, Ala115, Ala287 e a Leu356, nao
havendo interagdo com o os aminoacidos (Tyr103,
Tyr116, Met106 e Phe110) relatados na literatura
pela formagéo de um cluster rico em elétrons que

auxilia na conformacgéo do grupo HEMES.

Conclusées

Em sintese é possivel ressaltar que nossos estudos
com os derivados inddlicos aqui avaliados por suas
interagdes com o alvo molecular foram capazes de
interagir com residuos de aminoacidos importantes
para o processo catalitico normal da enzima, assim
podendo ser um fator favoravel para inibicdo
enzimatica. Dentre os compostos inddlicos os que
apresentaram interagcbes mais importantes, o0s
compostos LMed33 e LMed33F, trouxeram
melhoras significativas nas interagées, sendo os
mais promissores para nossos futuros estudos de
testes fenotipicos contra T. cruzi.
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Introducio

O processo inflamatério articular crénico pode
acarretar em alteragdes morfologicas que levam a
destruicao da superficie articular e de suporte, de
modo que individuos acometidos por esse
processo necessitam da substituicdo parcial ou
total da articulagdo." Esse procedimento de
substituicio € denominado artroplastia. A
artroplastia total articular do quadril e do joelho é
um procedimento ortopédico comum e eficaz para
o tratamento de pacientes com artrite.2 No entanto,
em cerca de 10-15% dos casos, nano-particulas
metélicas, incluindo o diéxido de titanio (TiOz2), sdo
liberadas gerando um microambiente pro-
inflamatério que pode resultar na rejeicdo da
protese.! As terapias atuais para estes pacientes
incluem o uso de drogas de eficacia limitada e com
efeitos adversos severos.>* A Maresina 1 (MaR1) é
um Mediador Lipidico Pré-resolugdo (MLPR)
derivado do &cido docosahexaenoico, um
metabdlito do dmega 3. Os MLPR vem sendo
amplamente estudados devido ao seu papel
excepcional na resolugéo da dor e inflamagao.5 Os
MLPR n&o possuem atividade imunossupressora,
atuam em baixissima concentragdo, na faixa de
nanogramas, € seu efeito biolégico pode durar por
dias.> Portanto, a MaR1, um MLPR, é uma
excelente candidata para o tratamento de doencas
inflamatérias e digna de investigagao.

Objetivos

a cada 72 horas com MaR1 nas doses de 1, 3, 10
ng (para a determinagdo da melhor dose) ou
veiculo de etanol 3,2% em salina via intraperitoneal
(i.p.). As analises foram realizadas em um periodo
de 30 dias.

Resultados e discussdo

Avaliar o efeito analgésico e anti-inflamatério da
MaR1 no modelo de dor e inflamagao induzido por
diéxido de titdnio em camundongos.

Metodologia

Para este objetivo, em camundongos Swiss
machos, foi administrado o estimulo de TiO2 na
dose 3 mg via intra-articular. 24 horas apds o
estimulo de TiO2, os camundongos foram tratados

A MaR1 na dose de 10 ng foi capaz de reduzir a
hiperalgesia mecanica (Fig 1), hiperalgesia térmica
(Fig 2) e proporgao de peso relativo das patas (Fig
3) de forma significativa.

Tratamento com

Maresina 1 .
141 Maresina 1

Hiperalgesia mecanica (g)

A e A LU i e B B S B B e B R
-24 0135724 2 4 6 8 101214 16 18 20 22 24 26 28 30

Horas Dias

Tempo depois do estimulo

@ salina O Tio, M TiO,+1ng MaR1 {} Ti0,+1ng MaR1 3ng W TiO,+1ng MaR1 10ng

Figura 1. Hiperalgesia mecanica. A analise foi realizada
1, 3, 5, 7 e 24 horas apés o tratamento com MaR1 no
primeiro dia e em dias alternados do 2° dia ao 30° dia. Os
resultados foram apresentados como média + erro
padrao da média (SEM) de 6 camundongos por grupo
experimental. Os dados foram submetidos ao ANOVA
Two-way seguido pelo pos-teste de Tukey. Resultados
com p<0,05 foram considerados significativos.
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Figura 2. Hiperalgesia térmica. A analise foi realizada 0
e 24 horas do 1° dia apos o estimulo com TiO2 e a cada
4 dias apos o tratamento com 10 ng de MaR1 até o 28°
dia. Os resultados foram apresentados como média +
erro padréao da média (SEM) de 6 camundongos por
grupo experimental. Os dados foram submetidos ao
ANOVA Two-way seguido pelo pds-teste de Tukey.

Resultados com p<0,05 foram considerados
significativos.
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Figura 3. Proporcao de peso relativo das patas. A analise
foi realizada 0 e 24 horas do 1° dia ap6s o estimulo com
TiO2 e a cada 4 dias apés o tratamento com 10 ng de
MaR1 até o 28° dia. Os resultados foram apresentados
como média + erro padrdo da média (SEM) de 6
camundongos por grupo experimental. Os dados foram
submetidos ao ANOVA Two-way seguido pelo pos-teste
de Tukey. Resultados com p<0,05 foram considerados
significativos.

De modo semelhante, a MaR1 na dose de 10 ng foi
capaz de promover a reducédo do edema articular
(Fig 4) e reduzir o recrutamento de leucdcitos para
a cavidade articular (Fig 5). A MaR1 foi capaz de
reduzir tanto células polimorfonucleares quanto
mononucleares, além de promover redugao dos
leucécitos totais de uma forma geral. A redugéo do
recrutamento dessas células imunes certamente
contribuiu para a redugdo da hiperalgesia
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mecanica, térmica e distribuicdo do peso relativo
das patas nesses camundongos, visto que a
producdo de mediadores pro-inflamatérios e
espécies reativavas de oxigénio pelos neutrofilos e
macréfagos contribui para a sensibilizagdo de

nociceptores e, portanto, contribui para o
mecanismo da dor.?
Tratamento com
Maresina 1
Maresina 1

0.0/ : :
240135724 2 4 6 8 10121416 18202224 26 28 30

Horas Dias
Tempo depois do estimulo
- Salina .o TiO, # TiO;+1ng MaR1 {3 TiO;+3ng MaR1 ¥ TiO,+10ng MaR1

Figura 4. Edema. A analise foi realizada 1, 3,5, 7 e 24
horas apés o tratamento com MaR1 no primeiro dia e em
dias alternados do 2° dia ao 30° dia. Os resultados foram
apresentados como média + erro padrdao da média (SEM)
de 6 camundongos por grupo experimental. Os dados
foram submetidos ao ANOVA Two-way seguido pelo pos-
teste de Tukey. Resultados com p<0,05 foram
considerados significativos.

o

Mononuclear
(Células x 103/ cavidade sinovial)
>
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(Células x 103/ cavidade sinovial)

10 Tio, 8 Tio, 3 Tio,

Leucdcitos totais
(Células x 10% cavidade sinovial)
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i e o

Figura 5. Migragdo de leucdcitos totais e perfil
leucocitario. A analise do recrutamento de leucocitos
totais (A), mononucleares (B) e polimorfonucleares (C)
foi realizada op6s a coleta do lavado articular no 30° dia
apos o estimulo de TiO2. Os resultados foram
apresentados como média * erro padrdo da média (SEM)
de 6 camundongos por grupo experimental. Os dados
foram submetidos ao ANOVA one-way seguido pelo pos-
teste de Tukey. Resultados com p<0,05 foram
considerados significativos.

Além de possuir efeitos analgésico e anti-
inflamatério significativos, a MaR1 n&o promove
dano gastrico (Fig 6), hepatico (Fig 7), renal (Fig
8).
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Figura 6. Atividade da MPO no estdbmago. A analise foi
realizada no 30° dia e os camundongos foram tratados a
cada 3 dias até o0 30° dia. A indometacina na dose de 2,5
mg/kg via i.p. diluida em tampao tris/HCI foi administrada
durante 7 dias e utilizada como controle positivo para
dano tecidual. Os resultados foram apresentados como
média + erro padrao da média (SEM) de 6 camundongos
por grupo experimental. Os dados foram submetidos ao
ANOVA one-way seguido pelo pés-teste de Tukey.

Resultados com p<0,05 foram considerados
significativos.
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Figura 7. Niveis plasmaticos de AST e ALT. A analise foi
realizada no 30° dia e os camundongos foram tratados a
cada 3 dias até o 30° dia. O monitoramento dos niveis
plasmaticos de AST (A) e ALT (B) foram utilizados como
indicativo de dano hepatico. A indometacina na dose de
2,5 mg/kg via i.p. diluida em tamp&o tris/HCI foi
administrada durante 7 dias e utilizada como controle
positivo para dano tecidual. Os resultados foram
apresentados como média + erro padrdo da média (SEM)
de 6 camundongos por grupo experimental. Os dados
foram submetidos ao ANOVA one-way seguido pelo pos-
teste de Tukey. Resultados com p<0,05 foram
considerados significativos.
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Figura 8. Niveis plasmaticos de ureia e creatinina. A
analise foi realizada no 30° dia e os camundongos foram
tratados a cada 3 dias até o 30° dia. O monitoramento
dos niveis plasmaticos de ureia (A) e creatinina (B) foram
utilizados como indicativo de dano renal. A indometacina
na dose de 2,5 mg/kg via i.p. diluida em tampé&o tris/HCI
foi administrada durante 7 dias e utilizada como controle
positivo para dano tecidual. Os resultados foram
apresentados como média * erro padrdo da média (SEM)
de 6 camundongos por grupo experimental. Os dados
foram submetidos ao ANOVA one-way seguido pelo pos-
teste de Tukey. Resultados com p<0,05 foram
considerados significativos.

Conclusoes

Portanto, demonstramos que a MaR1 possui efeito
analgésico e anti-inflamatério de maneira dose
dependente e que a dose de 10 ng foi a dose mais
eficiente na reducdo da dor e inflamagdo. Também
demonstramos que, ao contrario dos tratamentos
convencionais, a MaR1 nado demonstra causar
danos gastricos, hepatotoxicidade e
nefrotoxicidade. Considerando a necessidade do
uso continuo de analgésicos/anti-inflamatérios por
individuos acometidos por doengas inflamatdrias
cronicas, este € um marco de extrema relevancia.
Dito isso, a MaR1 é uma excelente candidata ao
tratamento de artrites e artrite induzida por proétese.
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Introducdo

Desde os tempos pré-histéricos ha conhecimento
de protozoarios semelhantes aos do género
Leishmania. Entre 1885, data dos primeiros relatos
do parasito, e os dias atuais, a descoberta de novas
espécies ainda ocorre. Aliado a isso, o fato das
leishmanioses acometerem principalmente
populagdes residentes em paises pobres ou
emergentes dificulta a descoberta de novos
tratamentos medicamentosos.’

Essa parasitose é transmitida através da picada de
mosquitos hematdéfagos da sub-familia
Phlebotominae e apresenta um ciclo heteroxénico
com a presenca de duas formas do parasito: as
aflageladas (amastigotas) e as flageladas
(promastigotas).?

As leishmanioses foram consideradas endémicas
no ano de 2020 em 90 paises, sendo que 21 deles
pertencem ao continente americano.® Dentre as
formas em que se manifesta, a leishmaniose
tegumentar, caracteristica por afetar pele e
mucosas, foi responsavel por 94% dos casos
registrados nas Ameéricas entre 2001 e 2020. A
leishmaniose visceral, no entanto, apesar da baixa
taxa de contagio, € letal em 90% dos casos nao
tratados, pois afeta 6érgdos como medula éssea,
figado e bago.3

Os tratamentos disponiveis atualmente sao
conhecidos pelos extensos efeitos adversos,
dificultando a adesao ao tratamento, essencial para
regressdo da doenga. A classe dos antimoniais
pentavalentes é a primeira opgao para combate ao
parasito, mas apresenta alta toxicidade. Portanto,
faz-se necessaria a descoberta de novas
alternativas terapéuticas eficazes e seguras para
combater essa enfermidade.*

Nesse contexto, dentre os principais alvos
moleculares do parasito, estd a enzima arginase,
que é responsavel pela hidrélise de L-arginina em
ureia e L-ornitina. Essa Ultima é usada para
sintetizar poliaminas que sdo essenciais para a
produgado de tripanotiona, um importante agente
antioxidante no controle de espécies reativas de

oxigénio (ROS). O centro de manganés binuclear
dessa metaloenzima coordena-se a partir de uma
geometria octaédrica. Tal coordenagéo é realizada
utilizando-se residuos de aminoacidos como
histidina e aspartato, além do uso de dois ligantes
néo proteicos. 5

Desse modo, a arginase é essencial para o
crescimento e para a infeccdo celular no
hospedeiro vertebrado. Além disso, a L-Arginina
também é substrato da enzima éxido nitrico sintase
induzivel nos macréfagos do vertebrado
parasitado, produzindo o&xido nitrico mediante
liberacdo de citocinas inflamatérias. Assim a
inibicdo da arginase facilita a resposta imune do
organismo apos a infecgdo.®

Tendo em vista o seu papel fundamental para o
parasito, a arginase pode ser considerada um
atraente alvo molecular para a descoberta de novas
substancias-prototipo com potencial atividade anti-
leishmania.

Objetivos

Analisar in silico as propriedades farmacocinéticas
e dinamicas do inibidor de arginase NOR-NOHA,
visando propor analogos estruturais que
apresentem tais propriedades otimizadas, usando
para isso simulagdes de docking molecular e
predicdes em plataformas online de propriedades
fisico-quimicas relacionadas a farmaco-
similaridade e paradmetros associados a absorgao,
distribuicao, metabolismo e toxicidade.

Metodologia

O complexo utilizado para a docagem molecular
conta com a estrutura da enzima arginase, da
espécie Leishmania mexicana, co-cristalizada com
o inibidor Nor-N-6mega-hidroxi-L-arginina (NOR-
NOHA) em seu sitio ativo, sendo obtido no banco
de dados Protein Data Bank (PDB ID: 41U1), de
resolugdo igual a 1,95 A. Os ligantes foram
desenhados e minimizados energeticamente pelo
campo de forga MM2, no programa Chem3D Ultra
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(v. 20.0.0.41) para, entdo, serem salvos em
formado “.mol2”.

O docking molecular foi realizado no software
GOLD (v.2020.3.0), no qual foi inserido o complexo
modificado. As ligagbes rotacionaveis da
macromolécula foram configuradas fixas e os
hidrogénios polares adicionados, seguidos pela
retirada do inibidor NOR-NOHA, que estava co-
cristalizado. As coordenadas para a docagem dos
ligantes foram configuradas (X = 14,005917; Y = -
20,213500; Z = 29,679750) e o raio de interagbes
foi definido como 12 A. Os ligantes, entdo, foram
inseridos no programa com suas ligagdes
rotacionaveis flexiveis e a ancoragem molecular foi
realizada com 25 poses para cada composto. As
interagbes intermoleculares dos complexos
gerados foram analisadas pelo programa Discovery
Studio  Visualizer (v21.1.0.20298) e foram
submetidos a predigao in silico de propriedades
farmacocinéticas (absorcéo, distribuicao,
metabolismo e toxicidade) e fisico-quimicas
(LogP), além de cinco parametros de druglikeness
(Lipinski, Ghose, Veber, Egan e Muegge), pela
plataforma online SwissADME
(http://www.swissadme.ch/).

Resultados e discussdo

A validacdo do protocolo de docking foi realizada
pela técnica de redocking, para verificar se os
parametros utilizados sédo capazes de reproduzir a
pose experimental. O protocolo é considerado
validado quando o valor de RMSD (Root-Mean-
Square Deviation) é menor do que 2 A6 Assim, o
redocking foi realizado a partir do complexo PDB
ID: 41U1, com as quatro fungdes de pontuacao do
software GOLD. Visto que todas as fungdes de
pontuagéo forneceram valores de RMSD menor do
que 2 A, a escolhida foi a GoldScore (RMSD =
1,6072 A; Fitness Score = 65,92).

Em seguida, realizou-se um estudo in silico das
propriedades farmacocinéticas e dinamicas do
inibidor NOR-NOHA, que evidenciou a baixa
lipofilicidade da molécula, impedindo sua absorgao
passiva pelo trato gastrintestinal. Portanto, foram
planejados analogos estruturais visando o aumento
da lipofilicidade do inibidor, entretanto, mantendo
ou até mesmo aumentando as interagdes
intermoleculares ja existentes entre ele e a enzima.
Desse modo, os analogos 1 e 2 foram elaborados
por meio da inser¢gado do anel 1,2,4-triazol, com o
grupo hidroxila nas posicbes 3 e 5,
respectivamente. Para os analogos 3 e 4, por sua
vez, foi inserido o anel 1,2,3-triazol, com o grupo
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hidroxila nas posi¢des 4 e 5, respectivamente. Ja o
analogo 5 teve um anel benzénico como espagador
aromatico inserido entre as principais porgdes da
molécula do inibidor NOR-NOHA que interagem
com a enzima. Os 3 Ultimos analogos (6-8) foram
elaborados pela estratégia de latenciacdo
(analogos 6-8), ou seja, para formar pro-farmacos.
Os analogos 6 e 8 se tratam de ésteres do inibidor
NOR-NOHA, com 16 e 12 atomos de carbono,
respectivamente. O analogo 7, em contrapartida, é
um éster do analogo 5, visto que este foi 0 analogo
de melhores resultados no docking (Tabela 1).

Tabela 1. Estruturas do inibidor NOR-NOHA e dos
analogos propostos.
0 H H NH,

H -
RIWN\/\.)I\O'R: HGJNII/N 0~R2
H NH; H Q

Inibidar NOR-NOHA

e andlogos 1-4, 6 e B Andlogos 5e 7

Estruturas R Rz R
NOR-NOHA -MNH-OH H -

1 1,2 4-riazol, -OH em C3 H

2 1,2 4-riazol, -OH em C5 H

3 1,2,3-triazol, -OH em C4 H

4 1,2,3-triazol, -OH em C5 H .

5 - - H

[ -NH-0H (-CHzhsCHy

7 - (-CHz}11CHa

8 -NH-OH (-CHzh1CHy

Fonte: Autoria prépria, 2022.

Uma vez validado, o protocolo foi utilizado para o
docking molecular de 5 analogos do inibidor NOR-
NOHA no sitio ativo da enzima arginase de L.
mexicana (Tabela 2).

Tabela 2. Valores de fitness obtidos no docking
molecular dos analogos propostos e do NOR-NOHA.

Analogos Fitness Score?
NOR-NOHA 65,92
1 65,03
2 65,33
3 65,65
4 58,87
5 68,31

aGoldScore. Fonte: Autoria prépria, 2022.

O analogo de melhores resultados no docking
molecular foi o analogo 5, com um valor de
pontuagdo de 68,31. Nota-se que esse analogo
realiza 8 ligagdes de hidrogénio, um numero maior
do que os demais analogos, o que pode ter
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contribuido para sua maior pontuagao. Além disso,
0 analogo 5 interage com um ion manganés. Visto
que a arginase € uma metaloenzima que necessita
da coordenagao de geometria octaédrica dos ions
manganés para exercer sua atividade, a interagao
com um dos ions pode ser essencial para a inibigao
enzimatica (Figura 1).5

Serl30ial g

omm:% B
5

AsplHAD

Asp4S(AY

Ths! 14(AY

1isL39A) Aspl3T(A
Aspl3T(

Figura 1. Interagdes intermoleculares entre o analogo 5 e a
enzima arginase de L. mexicana: A) Visao tridimensional; B)
Visao bidimensional. Fonte: Autoria propria, 2022.

Os andlogos 1-4  demonstraram  perfis
farmacocinéticos  semelhantes. Dentre  os
pardmetros de druglikeness da plataforma

SwissADME, esses compostos foram aceitos
apenas por Lipinski. Ainda, nao sao inibidores de
nenhuma das enzimas do citocromo P450 (CYP),
nao sao permeaveis a barreira hematoencefalica e
nao sao substrato da glicoproteina P, no entanto,
apresentam baixa absorgdo passiva pelo trato
gastrointestinal (TGI).

Por outro lado, todos os pré-farmacos do estudo
(andlogos 6-8), apesar de apresentarem alta
absorgcdo passiva pelo TGI, demonstraram ser
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substrato da glicoproteina P, inibidores de pelo
menos 2 enzimas CYP da plataforma SwissADME
e foram rejeitados por pelo menos 2 dos
parametros de druglikeness da plataforma.

Sendo assim, com exceg¢do dos andlogos pro-
farmacos, o analogo 5 foi o Unico de boa absor¢ao
pelo trato gastrointestinal, com um valor de LogP
de -1,33. Esse andlogo também apresenta mais
vantagens do que os pré-farmacos, uma vez que
nao é substrato da glicoproteina P e n&o ¢ inibidor
de nenhuma das enzimas do citocromo P450
registradas na plataforma SwissADME. Essas sao
caracteristicas vantajosas, pois a glicoproteina P
promove efluxo em dire¢do ao lumen intestinal,
atrapalhando a absorg¢ao do composto, caso fosse
um farmaco de uso oral.” Ademais, por ndo ser
inibidor de nenhuma das enzimas CYP da
plataforma, ha menores chances de interagdes
medicamentosas com outros farmacos
metabolizados por essas enzimas.

Conclusoes

Pode-se concluir que o analogo 5 melhores é o
mais promissor dentre todos os analogos
propostos, uma vez que obteve a maior pontuagao
no docking molecular e interagdes intermoleculares
mais relevantes com o alvo molecular,
demonstrando ser o composto de melhor
complementaridade com a arginase.

Além disso, o analogo 5 obteve os melhores
resultados na predicdo tedrica de propriedades
ADME, ja que nao é substrato da glicoproteina P,
ndo é inibidor de nenhuma das enzimas do
citocromo P450 e apresenta alta absorgao de forma
passiva pelo trato gastrointestinal.
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Augusto S L Gongalves' (IC), Adolfo Moraes'*(PQ). adolfohmoraes@ufmg.br
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Introducdo

O sars-cov-2 é um betacoronavirus com genomas
de RNA de fita Simples com quatro proteinas
estruturais essenciais, incluindo glicoproteina spike
(S), proteina de envelope (E), proteina de matriz
(M) e proteina de nucleocapsideo (N)."23 Os
medicamentos antivirais atuais desenvolvidos para
tratar  infecgcbes  por  coronavirus  visam
principalmente a proteina S,* porem tal proteina e
propensa a escapar das interagbes com o0s
antivirais devido as diferentes padrées de ligagao
ao receptor da célula hospedeira* portanto a
importdncia de novos estudos direcionado a
diferentes proteina alvos sdo necessarias para
combater o virus. A Proteina Nucleocapsideo
(proteina N) do SARS-CoV-2, o virus que causa o
COVID-19, é um potencial alvo de medicamentos
antiviral. A principal funcdo desta proteina é
interagir com o0 genoma viral e embala-lo no
complexo ribonucleoproteico,’ sendo essencial nos
ciclos de vida viral.

Objetivos

O objetivo foi determinar possiveis candidatos a
farmacos por meio de interagées de compostos da
Brazilian Compound Library (BraColLi) com a
proteina N

Metodologia

Um estudo descritivo baseado em ferramentas de
biologia computacional e triagem virtual foi
realizado para explorar dados sobre a proteina
SARS-CoV-2 N. Duas estruturas cristalinas da
proteina SARS-CoV-2 N foram selecionadas, uma
conformagéo aberta ligada ao RNA viral (PDB ID
7ACS) e uma conformagédo fechada (PDB ID
6VYO) (Fig. 1), Ambas as estruturas foram
preparadas para os calculos de ancoragem no
AutoDock v. 3, retirando as moléculas de agua,
adicionando hidrogénio polares e campo de forgas
Cargas de Kollman. As estruturas foram
convertidas para o formato PDBQT. O docking
molecular foi realizado usando o software

AutoDock v. 3 com 1.176 compostos da Brazilian
Compound Library (BraCoLi) uma biblioteca virtual
de compostos com curadoria manual desenvolvida
por grupos de pesquisa brasileiros, para apoiar
trabalhos no design de farmacos auxiliados por
computador®. Dois servidores foram utilizados para
a predigao do sitio de ligagao das proteinas alvos
sendo o FTmap e FTsite ambos servidores
identificam regides da superficie que contribui com
a energia de ligacdo. Os docking foram realizados
com um caixa de grade virtual em torno da proteina,
mantendo a estrutura alvo como rigida e permitindo
flexibilidade ao ligante, para cada complexo
proteina-ligante o AutoDock  gerou 10
conformagdes com base em energia de ligagdo
livre para cada complexo proteina-ligante. Para a
analise foram considerados complexo de ligagdo
energeticamente favoravel (menor energia). Os
calculos foram realizados na maquina Vvirtual
NMRbox.

" \t‘ ,.%;‘
=y -
o f,('; = N
QYA | s QN
é:l.‘ et _ ) ;?
N @ .
Figura 1. Estruturas cristalinas da proteina

nucleocapsideo Sars-cov-2 na esquerda (PDB ID: 7ACS)
E na direita (PDB ID 6VYO).

Resultados esperados

Os resultados de docking foram analisados
utilizando os softwares BIOVIA Discovery Studio,
pymol e o servidor plip para analises
de interagao proteina-ligante. Conseguimos
selecionar as dez moléculas que melhor
interagiram com a conformagdo fechada da
proteina. (Tabela 1) e dez compostos para a
conformagéo aberta (Tabela 2), nove em cada dez
compostos selecionados para a conformacgao

Il Simpdsio de Quimica Farmacéutica e Medicinal (Il SIMQFAM) | 22 a 26 de agosto de 2022
Universidade Estadual de Londrina - UEL | Londrina | Parana 31

Universidade
Estadual de Londrina



@
S

aberta interagiram frequentemente com o sitio de
ligacao identificado pelo FTmap e FTsite (Figura 2
e 3). Parte desses residuos estdo diretamente no
sitio de ligagdo onde o RNA viral se liga que é
essencial para a replicagao do virus.

Tabela 1. Lista dos dez compostos que interagiram com
a estrutura conformacao fechada 6VYO
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6 1089 BraColi_v1_liga | -9.1
nd_1089

7 229 BraColi_v1_liga | -9.1
nd_0229

8 1088 BraColi_v1_liga | -9.1
nd_1088

9 203 BraColLi_v1_liga | -9.0
nd_0203

10 215 BraColi_v1_liga | -8.9
nd_0215

Dock | Cédigo Cddigo Energia
(BraColi)

1 216 BraColi_v1 liga | -8.9
nd_0216

2 1089 BraColi_v1 liga | -8.9
nd_1089

3 1091 BraColi_v1_liga | -8.9
nd_1091

4 213 BraColi_v1_liga | -8.7
nd_0213

5 1103 BraColi_v1_liga | -8.5
nd_1103

6 210 BraColi_v1_liga | -8.4
nd_0210

7 211 BraColi_v1_liga | -8.4
nd_0211

8 215 BraColi_v1_liga | -8.4
nd_0215

9 230 BraColi_v1_liga | -8.4
nd_0230

10 214 BraColi_v1 liga | -8.3
nd_0214

Tabela 2. Lista dos dez compostos que interagiram com
a estrutura conformacgao aberta 7ACS

Dock | Cdédigo Cédigo Energia
(BraColi)

1 213 BraColLi_v1_liga | -9.9
nd_0213

2 208 BraCoLi_v1_liga | -9.7
nd_0208

3 230 BraCoLi_v1_liga | -9.5
nd_0230

4 216 BraCoLi_v1_liga | -9.4
nd_0216

5 1090 BraColLi_v1_liga | -9.2
nd_1090

Figura 2. Complexo proteina-ligante representagéo
cartoon da estrutura da proteina do nucleocapsideo
Sars-cov-2conformacgéo aberta e ligante
BraColLi_v1_ligand_0213

Figura 3. Residuos de aminoacidos da proteina 7ACS
interagindo com o ligante BraCoLi_v1_ligand_0213

Consideragées finais

Neste estudo, investigamos as interacbes de
compostos antivirais contra a proteina N do SARS-
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CoV-2 usando métodos computacionais baseados
em estrutura alvo. Os ligantes selecionados nas
tabelas acima irdo passar por um estudo fisico-
quimico analisando a lipoficilidade e
hidrossolubilidade para identificar os compostos
com potencial de serem viaveis para estudos
posteriores, os compostos seréo selecionados para
analise experimental e dindmica molecular. Essas
técnicas tém se mostrado uma alternativa
avangada para a descoberta de novos farmacos
devido a dificuldade e custo de examinar a
interacdo de muitos compostos com proteinas em
nivel molecular em condi¢des experimentais.
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Introducdo

Crizotinibe € um inibidor de cinases cujo alvos
iniciais eram as cinases c¢-MET (do inglés
Mesenchymal-Epithelial Transition Factor) e ALK
(do inglés Anaplastic Lymphoma Kinase.
Posteriormente, sua agao foi estendida a um novo
alvo no tratamento de cancer de pulmao de células
ndo pequenas, ROS1 (do inglés c-ros
oncogene1)."2 Apesar de seu sucesso inicial para
a inibicdo dos alvos mencionados, o aparecimento
de mutagdes em todos os alvos levou a um quadro
de resisténcia ao farmaco.® Atualmente, estudos
para elucidar o mecanismo de resisténcia de um
farmaco sdo considerados vitais para o
desenvolvimento de novas entidades moleculares.
Porém, tais estudos, especialmente no campo
experimental, ndo sao triviais.

Nesse ambito, o uso de técnicas de modelagem
molecular se tornou um grande aliado para superar
limitagdes no campo experimental ou mesmo para
oferecer suporte aos dados experimentais
envolvendo interagdo farmaco-receptor.* Contudo,
técnicas in silico sofrem da limitada capacidade
computacional disponivel.

O desenvolvimento de campos de forga (CF)
“coarse-grained” (CG) possibilita a simulagdo de
larga escala e requer apenas moderado poder
computacional.? Dentre os diversos campos de
forca, atengdo especial € dada ao CF Martini.
Desenvolvimentos recentes em sua
parametrizagdo possibilitaram os estudos de
processos de interacdo de pequenas moléculas e
seus alvos em escalas de microssegundos.® Como
outros CFs “coarse grained”, a ideologia por tras do
Martini € o agrupamento de atomos pesados (dois
Oou mais) em uma uUnica unidade descritiva, uma
“bead”.”

Apesar do CF MARTINI 3 estar totalmente
integrado ao pacote GROMACS, facilitando seu
uso, e contar com inumeros algoritmos para sua
implementagdo em sistemas de membrana, temos
poucas topologias de pequenas moléculas
disponiveis para seu pronto uso.® Sendo assim se
faz necessaria a parametrizagdo de novas
moléculas a fim de ndo somente simular os eventos
de ligagdo desta com seus alvos, mas seu uso

posterior em estudos de reposicionamento de
farmaco usando o CF Martini

Objetivos

Esse trabalho tem como objetivo principal
parametrizar o farmaco crizotinibe para o seu uso
em estudos envolvendo o campo de forga Martini 3.
Seu objetivo secundario é iniciar uma avaliagdo da
capacidade do CF MARTINI em reproduzir
simulagdes de compostos quirais, como € o0 caso
do crizotinibe.

Metodologia

O processo de parametrizagdo de uma entidade
molecular demanda uma simulagdo de todos os
atomos (AA, do inglés All Atoms) que servira como
base para determinar os &ngulos e comprimentos
de ligagdo a serem reproduzidos no modelo CG.
Para o estereocisomero (R), simulagdes AA de uma
Unica molécula foram realizadas usando o pacote
GROMACS 2019.5 e o CF OPLS. A molécula foi
simulada em uma caixa cubica (54.872 nm?) e
solvatada com moléculas de agua SPC.
Inicialmente todas as simulagdes AA tiveram suas
energias minimizadas durante 5000 ciclos ou até
convergéncia da forgca maxima (100 kJ mol-' nm1).
Consecutivamente, esses  sistemas  foram
equilibrados durante 250ps sob pressao constante
usando um barostato Berendsen. O sistema
equilibrado foi entdo submetido a uma simulagao
de dindmica molecular classica durante 500ns.
Para as simulagdes CG, um modelo inicial foi
desenvolvido usando a “Martini Bible”.” Para cada
otimizagao proposta, uma minimizagao de energia
(5000 ciclos) e subsequente equilibrio sobre
pressao constante durante 250ps foram realizadas.
Se o0s processos de minimizagdo de energia e
equilibrio forem bem-sucedidos, o sistema é
submetido a uma corrida usando o CF MARTINI 3
por 3us. Andlise dos resultados e figuras foram
obtidas com ferramentas do pacote GROMACS
(verséo 2019.5), VMD e GNUplot.

Resultados e discussdo
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I)Mapeamento proposto para o farmaco
crizotinibe baseado no campo de for¢a Martini 3

A Ny, NH2

Crizotinib

TNea(s)  SMEd(5)

[
- F
O
SN3a (4)
SX4(2)
N
TNG (11) cl
$X3 (3)
(16)
® SC3(14)
HN

sQi (15)

Figura 1. Representacdo do enantiomero R-crizotinibe.
em seu modelo (A) todos-os-atomos, usado nas
simulagdes AA, e seu modelo (B) proposto usando beads
do campo de for¢ca Martini 3. Termos de ligagdo, assim
como angulos e diedros entre as “beads”, sao indicados
na tabelal. Sitios virtuais foram utilizados para a
estabilizacdo da ligagcdo entre “beads” e sé&o
representados por circulos de preenchimento sélido na
cor verde. “Beads” do tipo T sdo representadas em
vermelho e do tipo S em azul. O tipo e numeragéo de
todas as “beads” e sitios virtuais é representado em
parénteses.

O modelo aqui proposto é sugerido baseado no CF
Martini 3 mais recente. Para tal modelo focamos na
utilizacdo de “T beads” para representar anéis
aromaticos, quando possivel. Essa escolha se
basea em dados da literatura mostrando uma
melhor correlagdo com dados experimentais e com
simulagbes usando campos de forga AA.7:8

Il) Optimizagcdo dos angulos entre as beads
usando R-crizotinibe e simulagées AA

A parametrizagdo de pequenas moléculas usando
o CF MARTINI 3 requer que todos os termos de
interagdo  intramolecular sejam  otimizados.
Infelizmente, até o presente momento, esse
processo nao foi automatizando. Por
consequéncia, se faz necessario o estudo de todos
os termos um por um. Em nosso estudo, 50 ciclos
de otimizacao foram realizados, porém, por razdes
de espaco, limitaremos a mostrar apenas ciclos
selecionados para demonstragéo do processo.

Tabela 1 Ciclos de optimizacdo dos &ngulos e diedros do
modelo CG proposto para o crizotinibe. Envolvendo
‘beads” (B) e sitios virtuais (VS,do inglés virtual sites).
Para visualizagdo, somente casos relevantes séao
descritos
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(B1-B5-B6)
Ko (kJ mol) 50 50 50
Angulo2 0 (deg) 135 139 139
(B2-B1-B5)
Ko (kJ mol) 50 50 50
Angulo3 0 (deg) 78 78 78
(B3-B1-B5)
Ko (kJ mol') 50 50 60
Angulo4 0 (deg) 85 85 85
(B7-B8-B10)
Ko (kJ mol"") 50 50 50
Angulo5 0 (deg) 78 78 78
(B12-B14-B15)
Ko (kJ mol"") 50 50 50
Diedro1 Dg(deg) -66 -66 -66
(VS4-B1-B6-VS9)
Ko (kJ mol ™) 4 2,75 2.75
Duragao 35ns 3us 1.5us

Inicial Ciclo112 Ciclo17

Angulo1 101 101 101

0 (deg)

aValores escolhidos para prosseguir com as optimizagdes

“I‘,{" “W‘M""A“.\L_ -
Figura 2. Graficos de distribuicdo dos angulos
representados na tabela 1. Distribuicdes obtidas das
simulagcdes AA sdo representadas em azul, enquanto
valores obtidos de simulagées CG s&o representadas
nas cores preta (Inicial), vermelha (ciclo 11) e verde
(Ciclo 17).

IIl) Optimizagdo dos termos de ligagdes entre as
beads usando R-crizotinibe

Um dos objetivos principais da parametrizagéo de
pequenas moléculas é mimetizar o seu volume em
simulagées AA. Logo, se faz necessaria a corregao
da distancias entre as “beads” a fim de
representarcorretamente a distancia entre as
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SASA distribution (nm2)

mesmas e, assim, conservar o volume final o mais A
préoximo possivel do modelo AA.

Tabela 2. Ciclos de optimizagao dos termos ligados do
modelo CG proposto para o crizotinibe. Para
visualizagdo, somente casos relevantes sao descritos

Try11 Try30 | Try33 | Try36® | Tryas
Bond1 | Length (nm) 0.282 0282 | 0282 | 0282 | 0282
ggs)“' Ko (kJ mol” nn 3500 4000 3500 3500 3500
)
Bondz |_Length (nm) 0.390 0390 | 039 | 039 [ 0390
(B5-B6) | o (kJmol” 3500 3500 4000 3500 4000
nm?)
Bond3 | Length (nm) 0.260 0260 | 0260 | 0260 | 0.260
(B8- o . ~ e
1oy | & <mem 3500 3500 | 3500 | 4000 | 4000 Figura 4 Representagdo de (A) crizotinbe e a
Bonga | Length (om) 0.301 0301 0301 0301 0301 distribuicdo de sua area de Nsuperflme exposta ao
(B12- - 500 w00 | 3000 | 3500 | 2000 solvente durante (A) as simulagbes AA e CG dos ciclos
B14) ﬁ;’n,(z';”w' 11 e 36. A superficie de Conolly é demonstrada
Duragao ™ Pr Zoms ™" oo comparando a S|mulagaq AA a simulagdo CG do (C) ciclo
11 (vermelho) e do (D) ciclo 36 (azul)

aValores escolhidos para prosseguir com as optimizagdes ~
Conclusées

Neste trabalho, propomos um modelo CG para uma
droga com atividade inibitéria em trés receptores
cinase distintos: cMET, ALK e ROS1. O maior
desafio encontrado neste processo €& a
parametrizagdo dos termos de ligagado entre as
“beads” como por exemplo distacia entre as
ligacbes e angulos entre elas. Nosso trabalho
propdem um modelo parametrizado utilizando
simulagdes AA do R-crizotinibe, o enantiomero
utilizado no tratamento de pacientes de cancer com
alteragdes nas cinases mencionadas. Apesar do
processo racional de otimizagcido, observamos um
modelo final cuja sobreposigdo com o modelo AA
mostra um perfil disperso. Nossa hipotese é que,
dado o uso de uma “S bead” para descrever o

Boadl (V§4-B5)

Bond3 (BS-B10)

Bond? (BS-B6)

Bondd (B12-B14)

e ————————]

Figura 3. Graficos de distribuicdo das ligagdes entre as

“beads” representados na tabela 2. Distribuigbes obtidas
das simulagdes AA sao representadas em azul, enquanto
valores obtidos de simulagbes CG sio representadas
nas cores ciano (ciclo11), vermelha (ciclo 30), verde
(Ciclo 33), azul (Ciclo 36) e amarelo (ciclo 40).

IV) Comparacio da area da superficie acessivel
ao solvente (SASA) e volume

Ao comparar o valor médio da area da superficie
acessivel ao solvente (SASA) da simulagdo AA
(7.49 nm?, st.dev: 1.27e-01) com as simulagdes CG
do ciclo 11 (7.508 nm?, st.dev: 5.02e-01) e do ciclo
36 (7.512 nm?, st.dev: 5.01e-01) observamos uma
discrepancia minima no valor médio (Figura 4).
Contudo, nossa simulagao AA demonstra um perfil
com volume defino enquanto as simulagdes CG
demonstram um perfil de volume com valores
variaveis.

centro quiral, nosso modelo representa a mistura
racémica e nao um unico enantiomero.
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Introducio

Apesar de as vacinas serem projetadas para a fase
de pré-fusdo do virus,! contudo, a descoberta de
novos agentes terapéuticos para o tratamento da
COVID-19 deve se concentrar na fase intracelular
da infecgdo, seja inibindo a clivagem da proteina
Spike e, por conseguinte, a automontagem do
genoma do virus, seja inibindo a sintese do RNA
viral.2 E ja se sabe que a protease semelhante a 3-
quimiotripina (3CLpro) é alvo para inibir a
automontagem do genoma do SARS-CoV-2,
reduzindo a produgdo de moldes do virus para a
fase de sintese de novas copias, o que é feito pela
acao do RNA polimerase dependente de RNA
(RdRp).3

Drogas com potencial de inibicdo das proteases
3CLpro e RdRp podem ser extremamente
relevantes para o tratamento da doenga,
principalmente, por reduzir o niumero de células
infectadas e favorecer com mais eficacia o
tratamento.*

Embora o Remdesivir tenha sido considerado um
antiviral promissor para o tratamento da COVID-19,
entretanto, testes clinicos apontaram apenas um
pequeno efeito terapéutico sobre a doenga.* Por
outro lado, em estudos in silico, o Casopitant tem
mostrado boa atividade de inibigdo do RdRp.5

Objetivos

Com o objetivo de propor novos inibidores das
variantes do SARS-CoV-2, fizemos um estudo de
modelagem de drogas baseada no ligante (LBDD)
com docking molecular de 32 analogos do
Remdesivir e 32 analogos do Casopitant, que foram
rastreados através de indices de similaridade. O
protocolo de selegdo inicial dos candidatos mais
promissores se deu pelo potencial de bioatividade
aumentada contra as proteinas S das variantes Alfa
(B.1.1.7), Beta (B.1.351), Kappa (B.1.617.1), Delta
(B.1.617.2) e Omicron (B.1.1.529), e das proteases
3CLpro (PDB ID: 6LU7) e RdRp (PDB ID: 6M71). E,
finalmente, pelo maior potencial de bioatividade

aumentada contra a proteinas S da variante Delta,
que é a mais critica.

Os resultados mostraram cinco farmacéforos com
bioatividade aumentada, variando entre 23% e 53%,
que representam bem a interagéo no sitio ativo das
proteinas virais, com boa reprodug¢do dos residuos
de aminoacidos experimentalmente observados.

Metodologia

As estruturas 3D e SMILES
do Casopitant (DB06634) e do Remdesivir
(DB14761) foram baixadas do servidor DrugBank.
A seguir, as estruturas SMILES foram submetidas
ao servidor SwissTargetPrediction para a
previsao de alvos proteicos de moléculas
pequenas,® escolhendo-se a espécie Homo
sapiens.

Para o Casopitant, os homadlogos foram escolhidos
da proteina-alvo Neurokinin 1 receptor (UniProt ID:
P25103, ChEMBL ID: CHEMBL249).”

Do mesmo modo, o Remdesivir foi carregado no
servidor SwissTargetPrediction.® Entretanto, os
seus homdlogos foram escolhidos da proteina-alvo
Serine/threonine-protein kinase mTOR (UniProt ID:
P42345, ChEMBL ID: CHEMBL2842).2

Foram obtidas 64 estruturas analogas, em sendo
32 do Casopitant e 32 do Remdesivir.

Todos os 32 homdlogos do Casopitant (D1-D32) e
do Remdesivir (D33-D64) foram submetidos ao
docking molecular. Além disso, foram calculados os
potenciais de bioatividade aumentada (IBP) para
cada um dos 64 homodlogos, de acordo com a
seguinte equagao:

IBP =-100 x [(Eantiviral - EHomologo) / Eantiviral] > 0 (1)

onde Eantvira € a energia do Casopitant ou do
Remdesivir e Eromsiogo € @ energia do respectivo
homélogo, produzida pelo docking molecular.

A selecao final se deu baseada em dois critérios:
(a) No maior valor de IBP para a variante Delta e
(b) na analise da ADME (para absorgao,
distribuicdo, metabolismo e excrecdo) e filtros
PAINS, LogP, VEBER e EGAN.®
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violagdo. A Tabela 1 mostra os resultados e a
Figura 1 mostra suas estruturas 3D.

Vale ressaltar que, previamente ao docking
molecular, a geometria de todos os ligantes foi
otimizada através de mecanica molecular com o
método MMFF94 utilizando-se o programa
Avogadro'.

Tabela 1. Propriedades ADME preditas, filtros PAINS, VEBER, EGAN, LogP, IBP e Energias de ligagao (E) para a variante
Delta dos homoélogos D35, D48, D51, D53 e D57. Todas as propriedades e filtros foram calculados no servidor SwissADME
(http://lwww.swissadme.ch/).

Resultados e discussdo

Os homologos D35, D48, D51, D53 e D57 do
Remdesivir foram selecionados para a analise dos
resultados do docking, pois todos atenderam aos
requisitos da ADME e demais filtros sem nenhuma

Ligante MwW Log P E IBPd LV  VEBER PAINS EGAN
D35 463.53 3.83 -29.79  53.95 0 sim sim sim
D48 44955 475 -27.50 4212 0 sim sim sim
D51 462.54  3.77 -27.85 43.93 0 sim sim sim
D53 42047 218 -24.56  26.93 0 sim sim sim
D57 47456  3.45 -26.59 3742 0 sim sim sim

Abreviagoes: MW, peso molecular; LogP, coeficiente de partigdo octanol/agua; E, energia de ligagao obtida no docking
para a variante Delta; IBPd, potencial de bioatividade aumentada contra a variante Delta; LV, Violagéo de Lipinski; VEBER,

biodisponibilidade oral; PAINS, compostos de interferéncia de pan-ensaios; EGAN, predigdo de absorgao.

L) o3 )
5
pis L L st (.
- o 1 ks
e *\r_,]/ l}\ \V,T P
CHEMBL1774358 Y ! o
Smilanty: 0.81 CHEMBL 3683497 "
: 4 CHEMBL2336323
Similerity- 0.859 Simlarity 0794 2
Name: VISTUSERTIB
Ds3 ’[ . D57
¢ Lﬁ
| ) -
i W 0L
CHEMBL3386387 CHEMBL2181522
Similarity o788 Similarity: 0.774

Figura 1. Estruturas 3D dos homologos D35, D48, D51,
D53 e D57. Sao apresentados os ChEMBL IDs e indices
desimilaridade. O homodlogo D51, também identificado
com oChEMBL ID AZD2014, € um inibidor potente de
ambos o0smTORCs, que esta sendo avaliado em varios
ensaios clinicos.

Os resultados da Tabela 1 mostram que o
homologo D35 foi o que apresentou o maior
potencial de bioatividade aumentada contra a
variante Delta (cerca de 53,95%), que ainda é
aquela considerada a espécie mais critica da
infecgdo por COVID-19.

Além disso, o valor do coeficiente de particao
octanol/agua (logP) foi de 3.83 para esse
composto, indicando o seu carater altamente

hidrofébico e, por conseguinte, a sua tendéncia
dentro do organismohumano é distribuir-se entre as
substancias apolares das células (membranas e
fluidos intracelulares).

Alias, de um modo geral, todos os demais
compostos (D48, D51, D53 e D57) apresentaram
essa mesma tendéncia.

A estimativa inicial ADME pode reduzir bastante o
erro de previsdo da farmacocinética nas fases
clinicas e, nesse caso, o uso de modelos
computacionais tém se mostrado extremamente
validos para tais predicdes. Nesse aspecto, a
Tabela 1 mostra que todos os compostos
selecionados ndo violam nenhumdos requisitos da
regra de Lipinski (0 violagdes), apresentam boa
biodisponibilidade oral, boa absor¢doe excregéo.
Portanto, em sendo bons candidatos adrogas. Com
efeito, os valores positivos (sim ou 0) dos filtros LV,
VEBER, PAINS e EGAN obtidos na simulagéo do
servidor SwissADME ratificam exatamente essa
condicao.

O SARS-CoV-2 usa uma colegdo relativamente
grande de enzimas de sintese e de processamento
de RNA para expressar e replicar o seu genoma.
E aenzima que é a pecga-chave nesse processo é
o0 RNA polimerase dependente de RNA (RdRp),
que sintetiza todo o RNA viral, em sendo um alvo
comprovado para o desenvolvimento de novos
medicamentos.
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O homodlogo D35 apresentou um aumento de
estabilizagdo do complexo com o RdRp de 28.08%
em relagao ao antiviral Remdesivir. Para o D48, foi
de 18,14%,; para o D51, 21,96%; para o D53, foi de
2,53% e para o homologo D57, foi de 28,78%.
Observa-se que os homologos D35, D51 e D57 tém
maior poder de impedir a transcrigdo e replicagao
do RNA viral, inviabilizando a sintese de RNA e
todo o processo de capeamento de mRNA do virus
para a tradugéao ulterior nos ribossomos da célula,
paralisando todo o ciclo da infecgdo ou reduzindo
esse processo substancialmente. No toante ao IBP
contra a proteina S da variante Delta, conforme a
Tabela 1, o poder de impedir o inicio da infecgdo da
célula, apenas o homélogo D53 foi relativamente
baixo, os demais mostraram potencial aumentado
que variou entre 37% e 53%.

A protease 3CLpro € uma enzima que medeia a
replicagcdo e transcricdo viral. Ela promove a
clivagem proteolitica do RNA do virus em 11 sitios
diferentes e é a partir de tais clivagens que séo
formadas proteinas virais funcionais, incluindo
RNA- polimerase dependente de RNA, helicase,
exoribonuclease, endoribonuclease e 2'-O-tribose-
metiltransferase. Todas consideradas essenciais
nos processos de replicagcdo e infecgdo viral.
Portanto, a inibicdo da 3CLpro é boa estratégia
para interromper o ciclo da infecgao viral.

O homodlogo D35 apresentou um aumento de
estabilizagdo do complexo com o 3CLpro de 9,14%
em relagao ao antiviral Remdesivir. Para o D48, foi
de 26,13%,; para o D51, 19,74%; para o D53, foi de
20,17% e para o homologo D57, foi de 18,80%.
Observa-se que os homologos D48, D53 e D57 tém
maior poder de impedir a clivagem da proteina viral
e, consequentemente, a producdo de proteinas
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estruturais que seriam usadas na sintese de novas
copias.

Conclusoes

A interacdo entre as proteinas virais S, 3CLpro e
RdRp foi estudada contra 64 anéalogos do
Remdesivir e Casopitant. Os resultados in silico
sugerem que 05 analogos do Remdesivir, com
bioatividade aumentada variando de 23% a 53%
inibem ou reduzem processos intracelulares da
infecgdo viral do SARS-CoV-2, especialmente a
clivagem, tradugao do RNA viral e sintese de novas
copias. O estudo atual pode estabelecer as bases
para que as 05 drogas apontadas sejam usadas
como inibidoras do SARS- CoV-2, precedido de
testes in vitro e in vivo.
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Introducdo

Embora vital para a prote¢dao e manutencédo da
homeostase do organismo, a resposta inflamatéria
pode se tornar exacerbada e provocar efeitos
deletérios ao organismo, promovendo o
desenvolvimento de diversas doencas.
Fisiologicamente, as espécies reativas de oxigénio
(EROs) possuem papel fundamental em diversos
processos biologicos, sendo seus indices
controlados por sistemas antioxidantes, como
através das enzimas superoéxido dismutase (SOD),
catalase e glutationa reduzida (GSH) (1,2),
permitindo um equilibrio do sistema oxidante-
antioxidante do organismo. Entretanto, ao serem
geradas em excesso, como ocorre durante o
processo inflamatério, ha o surgimento do
“Estresse Oxidativo”, o qual é responsavel por
proporcionar diversos danos teciduais (3), levar a
ativacdo de cascatas intracelulares que culminam
na producado de mediadores pro-inflamatérios (4,5),
além de atuar na promocéo da hiperalgesia, uma
vez que tanto os mediadores pro-inflamatérios,
como TNF-a e IL-1B, quanto as EROs, sao
capazes de ativar canais e receptores presentes na
membrana dos nociceptores, como os Canais
I6nicos de Potencial Receptor Transiente (TRP),
permitindo sua ativagdo e posterior sensibilizagdo
(6,7,8).

O superdxido de potassio (KO2) € um doador de
anion superoxido, e sua administragao é eficiente
na indugdo de respostas inflamatérias e
hiperalgésicas (9), uma vez que é capaz de ativar
vias transcricionais que levam a sintese de
mediadores pro-inflamatérios e também
proporcionar o aumento da producdo de EROs (8,
9, 10).

A resolucgéo da inflamagao é um processo ativo, em
que interagbes célula-célula em conjunto com a
biossintese celulares de mediadores lipidicos
bioativos sdo capazes de gerar sinais que cessem
a liberagdo de mediadores proé-inflamatorios e a
migragdo leucocitaria, permitindo o retorno do
organismo a homeostase (11). Desta forma,

enquanto na fase inicial aguda da resposta
inflamatéria ha sintese de prostaglandinas e
leucotrienos (iniciadores classicos), a partir do
acido araquidénico (AA), na fase resolutiva, hd uma
modificagao no tipo de mediador sintetizado, sendo
que a classe a ser produzida se trata dos
Mediadores Lipidicos Pré-Resolugédo (MLPRs), que
podem ser biossintetizados a partir do acido
araquidénico (6bmega-6), como é o caso das
lipoxinas, e através do acido graxo 6mega-3, como
€ caso das resolvinas da série E (RvE), sintetizadas
a partir do acido -eicosapentaendico (EPA),
resolvinas da série D (RvD), maresinas (MaRs) e
protectinas (PDs) sintetizadas a partir do acido
docosahexaenoico (DHA) (11,12).

A protectina DX é um MLPR pertencente a familia
das protectinas, e é sintetizada via 15-lipoxigenase
humana (15-LOX) (13). Este lipideo pré-resolugéo
demonstras  caracteristicas  anti-inflamatérias,
como a inibicdo da atividade das ciclooxigenase 1
e 2 (14) e redugdo do recrutamento leucocitario
(15,16), e antioxidantes, levando a uma menor
geragdo de EROs e maior expressao de enzimas
antioxidantes como a catalase (17), demonstrando
que este MLPR pode ser uma nova alternativa para
o tratamento da dor e inflamagao. Entretanto, frente
a auséncia de trabalhos presentes na literatura que
contemplem e elucidem o potencial terapéutico da
PDX na dor e inflamagao desencadeadas por uma
ERO, faz-se necessario mais estudos acerca de
seu potencial anti-inflamatério, analgésico e
antioxidante.

Objetivos

Avaliar o efeito analgésico e anti-inflamatério da
Protectina DX (PDX) em modelo de dor e
inflamagdo aguda induzido por Anion Superéxido
(KO2) em camundongos.
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Metodologia

- Animais: foram utilizados camundongos Swiss
machos provenientes do Biotério Central da
Universidade Estadual de Londrina (CEUA-UEL: N°
003.2021, os quais foram tratados uma Unica vez
com as doses de 1, 3 e 10 ng de PDX ou veiculo
(salina isotbnica), por via intraperitoneal, 1 hora
antes da injecao intraplantar de KO: (30 ug/pata).

- Hiperalgesia mecéanica: avaliada através da
versdo eletronica do método de von Frey. Os
limiares basais foram determinados antes do
tratamento com a PDX (i.p.) ou veiculo (i.p.), e do
estimulo inflamatério com KO2 (i.pl.). Apdés o
estimulo, as medidas foram feitas nos tempos: 30
minutos, 1 hora, 3 horas, 5 horas e 7 horas.

- Hiperalgesia térmica: foi avaliada utilizando o
Teste de Hargreaves e o Teste de placa quente (£
52°C) sendo os limiares basais determinados antes
do tratamento com PDX (i.p.) ou veiculo (i.p.) e do
estimulo com KOz (i.pl.). Apdés o estimulo, as
medidas foram feitas nos tempos: 30 minutos, 1
hora, 3 horas, 5 horas e 7 horas. O tempo maximo
de permanéncia € de 20 segundos, para evitar
dano tecidual plantar nos animais.

- Comportamento de dor manifesta (contorgédo
abdominal, sacudidas e tempo gasto lambendo a
pata): para o comportamento de contorgédo
abdominal, o estimulo de KOz (1 mg/animal, i.p.) foi
administrado 1 hora apés o tratamento com PDX
(10 ng/animal, i.p.) ou veiculo (salina isotbnica, i.p.),
sendo 0s comportamentos nociceptivos
quantificados através da contagem do numero total
de contor¢des que ocorreram ao longo de 20
minutos apds o estimulo. Para os outros
comportamentos avaliados (sacudidas e lambidas
de pata), os animais foram estimulados com KO:
(30 ug, i-pl.), 1 hora apés o tratamento com PDX
(10 ng/animal, i.p.) ou veiculo (salina isotbnica, i.p.),
sendo os comportamentos avaliados ao longo de
30 minutos apés o estimulo.

- Static Weight Bearing (SWB): as alteragdes na
distribuicao de peso da pata foram feitas através do
aparelho Static Weight Bearing. Os limiares basais
foram determinados antes do tratamento com a
PDX (10 ng, i.p.) ou veiculo (salina isoténica, i.p.),
e do estimulo inflamatério com KO2 (30 pg, i.pl.).
Apds o estimulo, as medidas foram feitas nos
tempos: 1 hora, 3 horas, 5 horas e 7 horas.
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- Analise Histoldgica: o tecido plantar foi coletado 7
horas apdés o estimulo com KOz, coradas em
hematoxilina-eosina (HE) e levadas ao microscépio
optico para analise quantitativa e qualitativa, sendo
analisadas através do software Image J.

- Andlise estatistica: foi feita através do software
Prisma 8.0. A normalidade dos dados foi verificada
por Teste Shapiro-Wilk. Para dados normais, foram
realizados testes ANOVA de uma ou duas vias
seguidas de pos teste Tukey. Para distribuicdo ndo
normal, foi realizado o teste nao paramétrico
Kruskal-Wallis seguido do teste Dunn’s. Para todas
as analises, as diferencas consideradas
significativas apresentam P < 0,05.

Resultados e discussiao

Tabela 1. A PDX apresenta efeitos analgésicos e anti-
inflamatérios em modelo de dor e inflamagao induzido
por KO2.

Parametros Efeito da Protectina DX
Analisados
Hiperalgesia Reduz a hiperalgesia mecanica
Mecanica
Hiperalgesia Reduz a hiperalgesia térmica
Térmica
Comportamentos Reduz os comportamentos de dor
de Dor Manifesta  manifesta
Distribuicido de Reduz o desbalanco na

peso corporal distribuicdo de peso corporal

Reduz o infiltrado leucocitario na
derme do tecido plantar

Infiltrado
Leucocitario

Primeiramente, a eficacia do tratamento com PDX
(i.p.), em diferentes doses (1, 3 e 10 ng), foi
avaliado em modelo agudo de dor induzido por KO2
(30 upg/pata). Para a determinagdo da curva de
dose-resposta da PDX, foram realizados os
experimentos de hiperalgesia mecanica
determinada por von Frey e de hiperalgesia térmica
determinada por placa quente. Os resultados
obtidos destes experimentos indicaram a dose de
10 ng como a mais eficiente, desta forma, esta foi
a dose empregada nos demais experimentos.

Corroborando com o perfil analgésico indicado nos
experimentos de hiperalgesia mecanica e térmica,
a dose de 10 ng de PDX (i.p.) também reduziu o
numero de contorgdes abdominais, o numero de
sacudidas de pata e o tempo gasto do animal
lambendo a pata (comportamentos de dor
manifesta) induzidos por KOz (i.pl.). Avaliou-se
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também a distribuicdo de peso corporal nas patas
traseiras dos roedores, de forma que, o animal que
apresenta algesia tende a distribuir o peso em
direcdo a pata nao lesionada (esquerda). Assim, os
resultados obtidos demonstram que a PDX (10 ng,
i.p.) reduz o desbalango na distribuigcdo de peso dos
animais, demonstrando potencial analgésico.
Neste estudo, a PDX também promoveu a redugéo
do infiltrado inflamatério na derme do tecido plantar
dos animais induzidos com KOz, além de
parametros inflamatérios menos acentuados
(menor neovascularizagdo, maior integridade
tecidual e menor infiltrado leucocitario),
demonstrando um potencial anti-inflamatério.
Dados presentes na literatura, que empregam
testes comportamentais de nocicepgao,
evidenciam a agao antinociceptiva dos MLPRs,
como Maresina 1 (MaR1), Resolvina D1 (RvD1) e
Protectina D1 (PD1), que séo capazes de mediar a
atividade dos canais TRP, reduzir a geragao de
citocinas proé-hiperalgésicas e EROs, inibindo
comportamentos de dor evocada e nao-evocada
(18,19,20). Dados semelhantes aos que foram
encontrados em nossos resultados, uma vez que a
PDX foi capaz de inibir os comportamentos de
hiperalgesia mecénica e térmica, e de dor
manifesta, além de também reduzir a distribuigdo
assimétrica do peso das patas traseiras dos
animais avaliada através do SWB. Possiveis
explicacbes para tal efeito analgésico da PDX
podem ser encontradas em dados ja expostos da
literatura, os quais evidenciam seu perfil
antioxidante e anti-inflamatoério, visto que a PDX é
capaz de inibir da ativacdo da NADPH oxidase
(NOX), regular positivamente da expressao de
enzimas antioxidantes (14) e reduzir a expressao
de mediadores proé-inflamatérios (21), inibindo a
ativacdo de receptores e canais presentes na
membrana dos nociceptores, impedindo a ativagao
e sensibilizacédo destes.

Nossos resultados demonstraram que a PDX
reduziu o infiltrado leucocitario na derme do tecido
de pata, além de promover a manutengdo da
integridade tecidual, efeito observado em outros
achados que empregam a PDX (22,23). Um
possivel mecanismo envolvido neste efeito é a
reducdo da expresséo de citocinas (IL-13, TNF-a e
IFN-y) e quimiocinas (CCL2 e CCL5) (23).

Deste modo, este trabalho demonstrou, pela
primeira vez, a capacidade da uma protectina, a
PDX, em reduzir a dor e inflamagao desencadeada
por uma ERO, o anion superéxido, doado pelo
superoxido de potassio (KO2).
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Conclusées

A PDX foi eficiente em promover a redugéo da dor
evocada por estimulos mecanico e térmico, nos
testes de dor ndo evocada como de dor manifesta
(contorgbes abdominais, sacudidas e lambidas de
pata) e assimetria na distribuicdo de peso, e no
recrutamento leucocitario, demonstrando eficacia
no controle da geragdo excessiva de ERO e seus
subsequentes efeitos deletérios, como o estresse
oxidativo, a inflamacdo e a dor. Desta forma, os
resultados obtidos neste trabalho demonstram o
potencial analgésico e anti-inflamatério da PDX em
modelo agudo de inflamagao iniciada pelo &nion
superoxido através da administracdo de seu
doador, o superdoxido de potassio (KO2), a
apresentando como uma alternativa promissora na
terapéutica da dor e inflamagéo de origem aguda
associada a um estimulo oxidante.
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Introducdo

A depressdo é uma patologia grave e debilitante
que pode, em Uultima caso, levar ao suicidio. O
tratamento farmacoldgico para depresséo grave é
baseado em farmacos com agao voltada para o
sistema  monoaminérgico.! Adentrando os
mecanismos da depressdo, as monoaminas
(MAOs) sao um grupo de neurotransmissores e que
sao a serotonina, dopamina, noradrenalina e
adrenalina.Os MAOs catalisam a desaminagao
oxidativa das monoaminas biogénicas. MAO-A e
MAO-B que sdo duas isoformas de MAOs em
humanos. Os inibidores da MAO executam seu
mecanismo terapéutico pelo bloqueio do MAO-A/B,
aumentando a disponibilidade de monoaminas na
fenda sinaptica.? O azul de metileno (MB), uma
molécula centenaria, utilizada para o tratamento da
malaria, tem se provado com efeito neuroprotetor
contra varios processos patolégicos. Provas
crescentes mostraram que a MB efetua atividades
neuroprotetoras em varios disturbios cerebrais,
como diminuir o comportamento agudo depressivo,
melhorando sintomas residuais de depressdo.® A
fim de explicar brevemente esse método, a
modelagem molecular € um método geral que
descreve o sistema de reagdo das moléculas e
prevé as propriedades fisicas macroscopicas.
Atualmente, a tecnologia de simulagdo molecular
inclui acoplamento molecular, simulagdo de
dindmica molecular e combina calculo de energia
livre. Entre esses métodos, o acoplamento
molecular é o mais utilizado nas pesquisas de
modelagem molecular, inclusive nesse trabalho.*

Objetivos

para a obtengao da estrutura do ligante. As MAOs
em suas duas isoformas foram baixadas do PDB,
sendo PDB ID: 2BXS para MAO-A e PDB ID: 1GOS
para a MAO-B. sendo posteriormente submetidas
ao programa Biovia Discovery Studio (BDS) para a
preparagdo, onde foram removidos ligantes e
aguas. O sitio ativo de ambas, foi determinado
segundo as coordenadas presentes nos arquivos
de cada proteina.5¢ Tais coordenadas foram
utilizadas como regido para o docking. O ligante e
as proteinas foram submetidas a preparacéo final
com o programa AutoDock Tools (v. 4.6), e o
docking em si foi realizado com o AutoDock Vina,
sendo selecionadas para Vvisualizacdo as
conformagdes de menor energia (kcal/mol). A
analise das interagdes obtidas foi realizada por
meio do BDS. As visualizagdes tridimensionais de
proteinas e ligantes foi feita no programa
ChimeraX. O ligante em estudo foi ainda submetido
as analises farmacocinéticas, realizadas na
plataforma SwissADME, e toxicologicas, na
plataforma pkCSM. Realizou-se ainda a
comparagao de seus parametros frente a regra de
Lipinski.

Resultados e discussiao

Analisar o potencial antidepressivo do azul de
metileno por meio de suas interagdes com as duas
isoformas da MAO.

Metodologia

A seguir, observa-se a estrutura tridimensional e
bidimensional do composto azul de metileno.

CHj CHj

N s N % X y .
HaC CH, 4 ‘ - ?
N !

s Pu
Figura 1. Azul de metileno.

Tabela 1. Regra de Lipinski aplicada ao ligante.

Isoforma Afinidade (kcal/mol)
MAO-A -8.3
MAO-B -7.4

O presente estudo foi desenvolvido com uma
metodologia do tipo quantitativa-descritiva. Foram
utilizadas as bases de dados Protein Data Bank
(PDB) para selecao das proteinas, e PubChem

Nota-se que em ambas as isoformas da MAO, o
ligante foi capaz de realizar interagbes com
energias favoraveis. As interagdes do ligante com a
MAO-A podem ser visualizadas na figura abaixo.
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Figura 2. Interagdes do azul de metileno com a MAO-A.

Frente aos resultados, observa-se a presencga de
uma interagao do tipo convencional de hidrogénio,
sendo forgas intermoleculares mais fortes, o que
contribuiu para a afinidade com a MAO-A ser maior
que na MAO-B. As interagdes do ligante com a
MAO-B podem ser visualizadas na figura abaixo.
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Figura 3. InteragGes do azul de metileno com a MAO-A.
Na MAO-B, as interagbes séo principalmente do tipo Van
der Waals

Tabela 2. Regra de Lipinski aplicada ao ligante.
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1.86 284.40 0 1

Com relacao a regra dos cinco da Pfizer, ou regra
de Lipinski, o ligante ndo apresentou violagdes na
regra, sendo entdo considerado um composto
potencial para uso, principalmente por via oral.

Tabela 3. Analise farmacocinética do ligante.

Parametro Resultado

Absorgao gastrintestinal Alta

Permeabilidade na barreira Sim
hematoencefalica

Substrato da glicoproteina- Sim

P

Inibidor CYP1A2 Nao

Inibidor CYP2C19 Nao

Inibidor CYP2C9 Nao

Inibidor CYP2D6 Nao

Inibidor CYP3A4 Nao

Log Kp (permeabilidade -6.4

LogP Massa Doadores Aceptores
Molecular de de

(g/mol) Hidrogénio  Hidrogénio

cutanea)

Em relacdo a sua farmacocinética, o azul de
metileno apresenta bons parametros,
principalmente de absor¢cdo intestinal e
permeabilidade de barreira hematoencefalica.
Também mostra-se como nao sendo inibidor de
enzimas da superfamilia do CYP450. Um ponto
desfavoravel, é ser substrato para a glicoproteina
P.

Tabela 4. Andlise toxicoldgica do ligante.
Parametro Resultado

0.082 (log mg/kg/dia)

Dose maxima tolerada em

humanos

Inibicao de receptores Nao
hERG |
Inibicdo de receptores Nao
hERG Il
Dose letal 50 (LD50) em

ratos

2.531 (mol/kg)

Toxicidade crdnica oral 0.659 (log
em ratos (LOAEL) mg/kg_bw/day)
Hepatotoxicidade Nao

Sensibilizagéo da pele Nao
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Toxicidade em T. 1.089 (log ug/L)

pyriformis

Toxicidade em peixes -0.248 (log mM)

Toxicidade AMES Sim

Em relagédo a sua toxicidade, o azul de metileno
mostra-se como um composto seguro, com baixa
ou nenhuma toxicidade, a depender do parametro
analisado.

Conclusoes

Consoante aos estudos realizados, o azul de
metileno mostra-se como um composto com
notavel capacidade de inibicdo das duas isoformas
da MAO, sendo sua afinidade maior para a MAO-A.
Destaca-se ainda que sua farmacocinética e

II Simposio de Quimica
FAM Farmaceutica & Medicinal

22 a 26 de agosto de 2022

toxicidade, nos estudos in silico, sdo favoraveis,
indicando ser seguro. Maiores estudos in vitro e in
vivo ainda sdo necessarios para comprovagao de
seu potencial antidepressivo.
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Introducdo

A Doenca de Chagas (DC) é uma doenca
parasitaria que infecta milhdes de pessoas,
principalmente na América Latina onde ¢é
endémica, com a morte de 10.000 individuos/ano
pelo mundo. Ainda hoje € uma das principais
doengas tropicais, sendo considerada
negligenciada pela OMS.' O tratamento da DC
utiliza farmacos pouco eficientes na redugao da
morbidade e mortalidade na fase crénica, indicando
a urgéncia por novos farmacos disponiveis.?
Contudo, a busca por novas moléculas é um
processo de alto risco, com grande investimento
financeiro e baixa taxa de sucesso. Assim, o
desenho de farmacos assistido pelo computador
(CADD) torna-se uma importante ferramenta para
diminuir os custos e aumentar a chance de
desenvolver um novo farmaco. A CYP51 é um
atraente alvo para busca de novas entidades
quimicas, visto a quantidade de compostos
avaliados experimentalmente. Neste trabalho, a
técnica de docking molecular foi utilizada para
compreender os modos de ligagao e as interagdes
estereoeletronicas entre enzima-ligante, importante
no planejamento de novos compostos com
potencial para um melhor perfil farmacoldgico,
reduzindo o tempo e o investimento despendido
nessa busca.

Resultados e discussdo

interagdo com Ala291. Interessante observar que
Tyr116 é descrito como importante na literatura,
sendo observada apenas para o ligante 4CA.*
Devido a similaridade estrutural e a diversidade das
interagdes por ligagdo de hidrogénio, estudos de
dindmica molecular serdo realizados para
avaliacdo da importancia da influéncia da agua e da
movimentacdo da proteina na interacdo enzima-
ligante.

Tabelal. Relagdo dos melhores inibidores e seus valores
de pECso e dos residuos que realizam interagdo com
estes.

Universidade
Estadual de Londrina

Inibidor Residuos pECso
7ViB Ala291, Met460 8,66
27k Ala291 6,64
4CA Tyr116, Ala291, Thr459 6,55
15GU Glu205, Ala291, GIn293 5,71
6VIA Ala291, Met460 5,55

Conclusées

Apds uma pesquisa bibliografica, cinco compostos
com o inverso do logaritmo na base 10 de ECso
(PECso), foram selecionados devido a diversidade
quimica. A seguir, esses compostos foram usados
para o estudo de docking seguindo protocolo
descrito na literatura utilizando o programa GOLD.2
Os ligantes 7VIB, 27k, 4CA e 6VIA s&o volumosos,
diferenciando na porgao terminal que fica longe do
grupamento Heme.® Avaliando a interagdo por
ligacdo de hidrogénio, observamos a importancia
dos residuos Ala291 e Met460. Ja o ligante 15GU
interage longe do grupo Heme, mantendo a

Assim, a partir do estudo de docagem foi possivel
observar que os residuos Ala291 e Met460 sao
importantes para a  atividade bioldgica.
Considerando que as estruturas 7VIB, 27k, 4CA e
6VIA sao parecidas, outros estudos de modelagem
como dindmica molecular sao necessarios para
observas as peculiaridades estruturais de cada
composto que possam auxiliar na diferenciagdo de
cada um.
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Introducdo

A Leucemia Mieloide Crbnica (LMC) é uma
neoplasia decorrente do gene de fusdo quimérico
BCR-ABL, responsavel pela produgcao de uma
oncoproteina com atividade ndo controlada de
tirosina quinase." O principal farmaco utilizado em
seu tratamento é o Imatinibe (Figura 1). Seu alvo
molecular é a tirosina quinase LCK, expressa em
linfécitos T, caracterizada como essencial para o
desenvolvimento e ativagao dessas células. Apesar
de sua relativa segurancga e eficacia, ainda sao
relatados problemas relacionados a sua dosagem
otima e a resisténcia.? Assim, faz-se necessaria a
descoberta de novas alternativas terapéuticas para
o tratamento da LMC. Nesse contexto, o propédsito
desse estudo €& avaliar as propriedades
farmacocinéticas e dindmicas do Imatinibe usando
ferramentas in silico e, a partir de entdo, propor
analogos desse farmaco, visando otimizar tais
propriedades, o que sera verificado por meio de
analises de docking molecular e por predi¢des in
silico de propriedades farmacocinéticas.

Resultados e discussido

Para analise das propriedades farmacodinamicas
do Imatinibe foi analisado o complexo 2PL0O no
Protein Data Bank (PDB), no qual o farmaco esta
co-cristalizado no sitio ativo da tirosina quinase
LCK. As propriedades fisico-quimicas relacionadas
a druglikeness e ADMET foram preditas nas
plataformas online SwissADME e ADMETIab.
Entdo, o farmaco em questdo foi analisado em
termos farmacodindmicos e farmacocinéticos,
obtendo-se informagdes que indicaram a
possibilidade de aprimoramento das propriedades
relacionadas com a interacdo e/ou afinidade do
farmaco com a LCK, uma vez que em termos
farmacocinéticos, o farmaco apresenta carater
lipofilico adequado e relativa solubilidade em agua.
Com objetivo de aumentar a poténcia do farmaco,
otimizacgdes utilizando estratégias como adigcéo de
grupamentos polares (em vermelho e azul -
Analogos 1 e 2) e restricdes conformacionais (em

rosa — Analogos 3 e 4) foram empregadas (Figura

1).
(0] N
. AL
N N NNTR,
XN H H
Imatinibe: R, _~ R,
g
. - _ , = = COOH
Analogo 1: R, *C’lg R, =H  Analogo 2: R, @ R,
Analogo 3: Analogo 4:

VR

Figura 1. Imatinibe e analogos 1-4 propostos.

Para verificar se haveria uma melhora entre as
interagdes dos analogos propostos com o alvo,
foram realizadas simulagdes de docking molecular,
utilizando o programa GOLD (v. 2020). O protocolo
de docking foi previamente validado por redocking,
obtendo-se um RMSD igual a 0.3164 A (ASP).
Infelizmente, os resultados de docking revelaram
que nenhum dos analogos planejados apresentou
valores de fitness maiores (27.8584-38.2864) que
do Imatinibe (54.3467), assim, nenhum deles pode
ser caracterizado como melhor que o farmaco com
relacado as propriedades farmacodindmicas.

Conclusées

Concluiu-se que as alteragbes propostas nos
andlogos ndo alteraram significativamente as
propriedades farmacocinéticas. Ja os resultados de
docking mostraram que os valores de fitness
encontrados foram menores do que o maior valor
apresentado pelo Imatinibe. Dessa forma, nenhum
dos analogos apresentou aprimoramento em algum
aspecto que pudesse melhorar a administragao,
acgao e eficacia do Imatinibe.
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Introducio

A inflamagao é uma resposta imediata causada por
um agente agressor ou injuria tecidual.! Os
mediadores quimicos formados no local de
inflamagdo agem em receptores de neurdnios
sensoriais especializados, nociceptores, provendo
sua sensibilizacdo e ativagdo.? A Resolvina D5
(RvD5) é um mediador lipidico pré-resolugéo
(MLPR) derivado do acido docosahexaenoico, um
metabdlito do Omega-32 Os MLPR séao
amplamente estudados devido a suas capacidades
anti-inflamatdria e analgésica, no entanto, no que
se refere a RvD5, esses efeitos sdo pouco
caracterizados.2 Para avaliagdo dos mesmos, a
carragenina, um polissacarideo sulfatado presente
em algas marinhas vermelhas, foi utilizada. Esse
polissacarideo é capaz de promover a produgao de
diversos mediadores pro-inflamatérios e espécies
reativas de oxigénio, sendo, portanto, um modelo
de dor e inflamagdo agudo perfeitamente
adequado.* Um melhor entendimento das
propriedades analgésica e anti-inflamatéria da
RvD5 pode torna-la um tratamento promissor para
o tratamento de doengas de cunho inflamatério, tais
como artrites.

Resultados e discussdo

O salina

# Carragenina
4 RvD53ng
¥ RvD5 10ng
< RvD530ng

[ N A N )

R0
(091200 L1 1p)

Figura 1. Hiperalgesia mecanica pelo método de von
Frey (A), hiperalgesia térmica pelo método de placa
quente (B) e hargreaves (C), edema (D) e atividade da
MPO (E). Avaliagoes de A, B, C e D foram feitas 1,3 e 5
horas apds o estimulo com a carragenina. Tecido
subplantar em E foi coletado 5 horas apds o estimulo.
Resultados s&o representados em limite de retirada da
pata em gramas (A) e limite de retirada da pata em
segundos (B e C), espessura da pata em mm (D) e
atividade da MPO (E). Analise realizada pelo ANOVA
Two-way e one-way seguida de teste post hoc de Tukey.
p<0,05 foram considerados significativos.

Conclusoes

Camundongos Swiss machos foram tratados com
RvD5 nas doses de 3, 10 e 30 ng ou veiculo de
etanol 3,2% em salina, via intraperitoneal, uma hora
antes do estimulo com a carragenina em 300 ug/
20 L, via intra-plantar. Demonstramos que a RvD5
apresenta efeito analgésico e anti-inflamatério de
maneira dose-dependente. A dose de 10 ng por
animal foi a dose mais eficaz, sendo capaz de
reduzir a hiperalgesia mecanica e térmica em todos
os tempos avaliados (Fig 1A, 1B e 1C). De modo
semelhante, a RvD5 na dose de 10 ng foi capaz de
reduzir edema e atividade da enzima
mieloperoxidase (MPO) (Fig 1D e 1E).

Portanto, a RvD5 possui efeito analgésico e anti-
inflamatério  significativos, no entanto, mais
andlises sdo necessarias para confirmar sua
eficacia e efetividade.
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Introducdo

As 1,3-tiazolin-4-onas sao classificadas como
compostos heterociclicos de cinco membros,
contendo um atomo de enxofre, um de nitrogénio e
trés de carbono, incluindo um grupo carbonila, que
se encontra na posicdo 4 do anel. Essas
substancias apresentam diversas atividades
bioldgicas relacionadas, tais como antimicrobiana,
anticancer, anticonvulsivante e antidiabética,
dentre outras.” Portanto, nosso grupo de pesquisa
tem investigado a sintese e aplicagao biolégica de
derivados contendo esse nucleo heterociclico,
sobretudo frente ao M. tuberculosis e a Leishmania
amazonensis.

Nesse sentido, o objetivo desse trabalho consiste
em sintetizar uma tiazolidin-4-ona (1) através de
uma metodologia one-pot e um liquido idbnico como
solvente e catalisador.?

Resultados e discussido

Primeiramente, obteve-se o liquido ibnico que é
formado por um céation e um anion. Nesse caso, o
cédtion é o 1,8-Diazabiciclo [5.4.0] undec-7-eno
(DBU) protonado pelo acido sulfurico, logo o anion
€ o hidrogenossulfato (HSO4+). A reagao foi mantida
sob agitacdo magnética a 60° C por 1h e,
posteriormente, o bruto reacional foi evaporado a
pressao reduzida, obtendo-se um 6leo viscoso em
rendimento quantitativo (Esquema 1).

H
AN thso, 80°C N
Q/N T T E/N
®

DBU HSO,

[HDBU][HSO4]
(100%)

Esquema 1. Obtencédo do liquido iénico [HDBU][HSO4].

Em seguida, o [HDBU][HSO4] foi utilizado como
solvente na reagao de obtengao da tiazolidinona
gesejada (1), conforme representado no esquema

o H NHNH,

0=$-0
o
+ ? + SH\A [HDBUJIHSO4] _ ﬂ /©/
OH
80 °C- 2h
NO Ha

W]

N
N

Esquema 2. Obtengao da tiazolidinona.

A reacdo teve inicio com o [HDBU][HSO4] (20
mol%) sendo adicionado no centro do baléo, o que
traz um pouco de dificuldade por conta de sua
viscosidade. Logo apds, foi adicionado
HSCH2COOH (1,0 eq), a hidrazina (1,0 eq) e o
aldeido (1,0 eq), e o meio reacional foi mantido a
80 °C sob agitacdo por 2h. Apds consumo da
hidrazina ser confirmado por CCD, adicionou-se
H20 com gelo ao baldo, extraiu-se com acetato de
etila (3 x 10 mL). Apds evaporagdo das fases
organicas, obteve-se um sélido alaranjado, que foi
entdo recristalizado com etanol e agua. O
rendimento final foi de 6%. Esse baixo rendimento
pode ser atribuido a dificuldade de manipulagao e
agitacdo magnética do meio reacional devido a alta
viscosidade do liquido ibnico. Para tentar contornar
esse problema foi adicionado mais 1,0 equivalente
de acido tioglicolico, mas ainda sim a agitagao néao
foi uniforme. Ainda sim, o produto obtido foi um
solido branco, sendo caracterizado por RMN de H.
O espectro mostrou a presenga dos sinais
caracteristicos do nucleo tiazolidinbnico como
dupletos (J = 16,2 Hz) em 3,46 e 3,60 ppm.

—

Conclusoes

Apesar do baixo rendimento, a tiazolidinona (1) foi
devidamente sintetizada por meio e caracterizada
com pureza adequada para ser avaliada em
ensaios biolégicos.
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Introduction

Soybean asolectin (ASO) liposomes provide
important physico-chemical parameters to be used
for drugs and drug-delivery systems design and
development'2. Desferrioxamine (DFO) is an iron
chelator used in iron overload diseases, such as
thalassemia, while its caffeine derivative (DFCAF)
has shown efficient activity against cancer stem
cells and improved the permeability of a Hela cell
model®4. DFO and DFCAF metallic complexes
showed a Trojan horse effect in some
microrganisms®. However, DFCAF molecular
mechanism of action is still unknown. In this work, it
was evaluated the effects DFO and DFCAF in ASO
physico-chemical parameters.

Results and discussion

The effects of DFO and DFCAF in ASO liposomes
hydration degree, trans-gauche isomerization, and
molecular mobility were monitored by Fourier
transform infrared spectroscopy (FTIR). In parallel,
their influence on the lipid thermodynamic
parameters such as phase transition temperature
(Tm) and enthalpy variation (AH) was studied by
differential scanning calorimetry (DSC). No shifts in
the wavenumber of the lipids FTIR peaks (Figure 1)
were observed after interaction with DFO and
DFCAF. However, FTIR bandwidths results
suggested that DFO perturbed dipolar interactions
between the ASO’s choline group and the
neighboring phosphate one. Furthermore, DFO
increased the mobility of ASO’s phosphate. DFCAF
did not interact with the lipid polar region. Both DFO
and DFCAF affected lipid interfacial region, but in
opposite ways. DFO increased the mobility of the
ASO’s carbonyl group and DFCAF promoted a
stronger effect on it, ordering this region. Opposite
changes were also observed in the hydrophobic
regions of the ASO, induced by DFO and DFCAF.
DFO ordered the ASO’s methylene groups and
DFCAF increase their motion rate. DSC data

indicates that rotational frans-gauche isomerization
played a significant role in the ASO methylene
disorder induced by DFCAF. The DFO-promoted
ordering effect of DFO was reflected by the increase
of lipid enthalpy variation by 2.5 times compared to
the ASO control value.

ASO2 + DFCAF A
ASO2 A

ASO1 + DFO

e o~

Absorbance (%)

ASO1

T T T T T
3000 2500 2000 1500 1000
Wavenumber (cm™)

Figure 1. HATR-FTIR spectra of ASO (control prepared
without DMSO), ASO prepared in DMSO (ASO2, control),
ASO in the presence of DFO (ASO+DFO) and in the
presence of DFCAF (previously solubilized in DMSO,
ASO2+DFCAF).

Conclusions

DFO interacts to ASO polar regions and DFCAF is
preferentially located in ASO’s interface. DFO
disordered ASO interfacial region, while DFCAF
ordered it. Opposite effects were observed for ASO
hydrophobic regions, where DFO ordered them and
DFCAF induced higher mobility than control. This
may reflect in release drug parameters, as well as
protection extent against oxidation by reactive
species.
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Introducdo

As Leishmanioses s&do um grupo de doencgas
negligenciadas causadas por diversas espécies de
parasitas do género Leishmania. Estas doencgas
estdo relacionadas principalmente a situagbes de
vunerabilidade.  Atualmente, o tratamento
farmacoldgico disponivel para as Leishmanioses é
limitado e possui diversos problemas.? Uma das
maiores inspiragbes para a sintese de novos
farmacos sao as fontes naturais, que produzem
uma diversidade quimica que possuem a
capacidade de interagir com nossos sistemas
biolégicos. Dentre as plantas nativas brasileiras
que ja apresentaram metabdlitos ativos
(cromanonas) contra Leishmania, esta a Calea
uniflora Less..® Considerando a necessidade de
novos tratamentos especificos e o potencial das
cromanonas de C. uniflora, o objetivo desta
pesquisa foi sintetizar e avaliar a citotoxicidade de
analogos de cromanonas do tipo Calea. Para
alcancgar os objetivos propostos, desenhou-se uma
rota sintética composta cinco etapas e para avaliar
a citotoxicidade, utilizou-se células NIH3T3 e HelLa.

Resultados e discussiao

A etapa |, trata-se de uma reagédo de acetilagao.
Nas condigdes testadas, obteve-se um rendimento
de 99% para a molécula (2). A etapa ll, trata-se do
Rearranjo de Fries. O melhor rendimentos nessas
condigdes para o produto (3) foi de 77%. Na etapa
de ciclizagdo de Kabbe (lll), obteve-se rendimento
de 67% para (4). Na etapa de reducéo (IV) obteve-
se um rendimento de 38% para (5). A ultima etapa
da rota sintética, trata-se da esterificacdo de
Steglich, e foi responsavel por introduzir
diversidade quimica. Com a utilizagdo do acido 4-
fenilbut-3-ndico, obteve-se a molécula 6 com
rendimento de 45%. Com o acido trans-2,3-dimetil
acrilico, obteve-se o produto 7 com rendimento de
51%. A rota sintética proposta para a sintese dos
analogos de Uniflorol, a partir da molécula 4-
hidroxiacetofenona (1), esta representada na figura
1.

-y

= or o
= [SF %

Reagentes e condigdes= (1): (CH3CO)kO; EtsN;, DCM, t.a., 3h.
(1) AICIy; 140°C, 2h. (Il): Acetona, [bmim]Br, Morfolina; 100“(3 8h;
(1V): NaBHy, MeOH, ta., 30 min; (V): DCC, DMAF, DCM, refluxo

Y@Y@f

Figura 1. Rota sintética proposta.

Em relagédo a analise de citotoxicidade, a molécula
6 mostrou ser citotdxica para fibroblastos (NIH3T3)
em concentragbes =137,2 uM (p<0,05). Ja a
molécula 7 apresentou citotoxicidade (p <0,05) em
concentragbes 233,07 yM, mostrado ter potencial
toxicidade para fibroblastos. Em HelLa, o composto
6 apresentou citotoxicidade em concentracdes
282,3 uM (p<0,05) e o composto 7 apresentou
citotoxidade em concentragdes 266,14 pM (p
<0,05).

Conclusées

A rota sintética proposta para a sintese dos
analogos de Uniflorol foi eficiente e com bons
rendimentos. Também proporcionou o]
desenvolvimento de uma molécula promissora, que
apresentou menor toxicidade em células saudaveis
(NIH3T3), mostrando-se um potencial candidato
como molécula antileishmania.
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Introducio

A Doenga de Alzheimer (DA) é uma doenga
neurodegenerativa que acomete principalmente os
idosos. Os sintomas mais comuns sao: perda de
memoria, disturbios na fala e disfuncdo cognitiva
que, com o passar do tempo, se tornam cada vez
mais graves.! A hipotese colinérgica, atrelada a
enzima acetilcolinesterase (AChE), se baseia no
comprometimento dos neurdnios colinérgicos e na
diminuicao drastica da sintese do neurotransmissor
acetilcolina (ACh), comprometendo a fungéo
colinérgica, levando a disfungao cognitiva.23 Assim,
uma estratégia terapéutica adotada para esta
hipétese, € o uso de farmacos que atuem na
inibicdo da AChE, para que seja possivel o
aumento de ACh na fenda sinaptica.* Entre os
produtos naturais, os alcaloides sdo considerados
compostos promissores para o tratamento da DA.
Ja os alcaloides B-carbolinicos possuem acgao
anticolinesterasica.? Dessa forma, o presente
trabalho tem como objetivo realizar um estudo de
docking molecular de alcaloides B-carbolinicos
como potenciais inibidores da acetilcolinesterase.

Metodologia

com o Discovery Studio Visualizer. A figura 1
mostra, de forma simplificada, como sera o
protocolo de docking molecular.

4EYT Alcaloides B-carbolinicos

N
Validacéo por
redocking +——————— "‘? \ /

(RMSD s 24) pR 3 # ?
NH

- Defmi:;énm Wzapénda geometria
« Adigéo dos Hidrogénios| (MMFF24)

Docking moiecular com

GOLD v2022.1 Andlise das interacdes

— 55
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Figura 1. Fluxograma demostrado o protocolo de
docking molecular.

Resultados esperados

A estrutura cristalografica da enzima
acetilcolinesterase sera obtida pelo banco de
dados Protein Data Bank (PDB: 4EY7, R = 2,35A).
As estruturas dos alcaloides (-carbolinicos serao
retirados a partir do estudo feito por Santos (2016)
e passarao por uma otimizagao de geometria pelo
método MMFF94 no programa Avogrado v1.2.0. O
estudo de docking sera feito no programa GOLD
v2022.1. A enzima sera preparada adicionando os
atomos de hidrogénio. As coordenadas do sitio
ativo serdo adquiridas de acordo com a posigéo do
ligante co-cristalizado (E20), com o raio de 10A.
Serao geradas 100 poses para os ligantes, com a
fungdo score GoldScore e para rescore sera
empregada a fungao ASP. A validagéo do protocolo
sera feita por redocking, com RMSD < 2A. As
interagdes das poses geradas serdo analisadas

Com a realizacdo desse trabalho, espera-se
contribuir para a descoberta de novas moléculas,
através de estudos de docking molecular, que
possam atuar na inibigho da enzima
acetilcolinesterase. Assim, a partir dessas analises,
espera-se compreender os possiveis modos de
interagdo dessas moléculas com o sitio ativo do
alvo, classificando as melhores poses de acordo
com sua pontuagao score, assim, utilizar esses
dados para analises futuras.
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Introducio

Muitas medidas terapéuticas tém sido utilizadas no
tratamento do Diabetes mellitus (DM) antes da
descoberta da insulina e centenas de plantas
mostraram atividade antidiabética. No entanto,
existem diferentes tipos de agentes
hipoglicemiantes orais disponiveis junto com a
insulina para tratar o diabetes.

Derivados com propriedades hipoglicémicas foram
usados na medicina popular em todo o mundo
desde os tempos antigos. O tratamento do
Diabetes mellitus com agentes de origem natural
tem a vantagem de n&o causar efeitos colaterais
porque tém sido usados ha séculos.

A prevaléncia global de diabetes mellitus em 2010
era de 6,4%, afetando 285 milhdes de adultos com
idade entre 20 e 79 anos e este numero devera
aumentar para uma prevaléncia de 7,7% com 439
milhdes de adultos diabéticos até o ano de 2030. O
Brasil é caracterizado pela biodiversidade rica flora,
0 que atrai o interesse dos meios cientificos
internacionais no estudo, protecdo e uso racional
desses recursos.! Existem varias plantas tropicais
que fornecem a matéria-prima para a produgéo de
analgésicos, sedativos, diuréticos, laxantes,
hipoglicemiantes, antibidticos e semelhantes.

Metodologia

realidade dos fatos. Deste modo, esta proporciona
ao pesquisador uma maior compreensao e
percepgdo da area estudada. As informagbes do
levantamento bibliografico serdo adquiridas por
meio do banco de dados da Web of Science e
Science Direct.

Resultados esperados

Tanto 6leos essenciais como componentes nao
volateis (extratos), extraidos de plantas tém sido
estudados quanto a avaliagdo do seu potencial
antioxidante, demonstrando alta eficiéncia. O uso
das plantas medicinais como agentes terapéuticos
remonta os primordios da espécie humana, cujo
conhecimento foi passado de geragdo em geragao
no decorrer da histéria.?

As plantas possuem moléculas chamadas
metabdlitos secundarios, consideradas néao
essenciais para a sua sobrevivéncia, mas que sao
importantes para sua plena adaptacdo ao habitat,
podendo atribuir protegao contra patégenos. Os
metabdlitos secundarios esperados nesse estudo
podem ser divididos em trés grandes grupos que
variam com relagdo as suas rotas biossintéticas:
Terpendides, alcaldides e polifendis.

Consideragées Finais

Para a realizagao deste trabalho sera realizada
uma pesquisa de carater descritivo e exploratério.
A pesquisa descritiva permite o pesquisador anotar
e relatar acontecimentos verificados sem altera-los.
Sendo assim, este tipo de pesquisa empenha-se
em investigar fendmenos.

A abordagem exploratdria busca compreender os
mais diferentes estudos na sua esséncia como que
diz respeito a sua fundamentagdo, definicdo e
ambito na que faz parte, ou seja, demonstra a

Diante do exposto, espera-se analisar os principios
ativos no conjunto de fatores que favorecam o
tratamento da doenga Diabetes mellitus.
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Introducio

A herpes faz parte das doengas virais que mais
afetam os seres humanos. Por ndo existir
medicamento  antiviral que possa curar
permanentemente a doenga, apresenta alta
prevaléncia em todo o mundo.! Os virus herpes
simples (HSV) causam infecgbes orais e genitais,
que podem evoluir para infecgbes severas. O
medicamento mais utilizado para o tratamento € o
aciclovir, porém o0 uso constante deste tem
aumentado significativamente o surgimento de
cepas de virus resistentes.2

Considerando a crescente resisténcia do HSV,
torna-se necessario o estudo de novas estratégias
de inibigdo viral para a descoberta de farmacos
antivirais inovadores. Nesse contexto, a timidina
quinase (TK) que tem papel fundamental na sintese
do DNA viral, € um alvo importante, assim sua
inibicdo poderia melhorar o progndstico de
pacientes.® O Laboratério de Sintese de Moléculas
Medicinais (LaSMMed-UEL), tem trabalhado nos
Ultimos anos na construgdo de uma vasta
quimioteca, com diferentes classes quimicas que
apresentam uma ampla versatilidade bioldgica.
Portanto, nesse projeto pretende-se identificar
dentre as substincias da nossa quimioteca
possiveis inibidores da TK do HSV .45

Metodologia

ainfeccdo do HSV in vitro. O candidato com a maior
poténcia contra o HSV nestes testes servira como
referéncia para o desenho de novos candidatos,
que serao sintetizados e submetidos a avaliagao
anti-herpética in vitro. Por fim, sera realizado um

estudo de relacdo estrutura-atividade anti-
herpética.

Resultados esperados

Com este trabalho, espera-se descobrir

substancias que sejam capazes de inibir a TK do
HSV e, consequentemente, inibir a infecgao por
este virus in vitro. Consequentemente, a
quimioteca do LaSMMed sera expandida com
novas substancias inibidoras do HSV. Esses
resultados poderao ser utilizados como referéncia
para futuros trabalhos no grupo de pesquisa e para
a comunidade em geral.

Consideragées finais

Assim, pretende-se descobrir uma substancia-lider
promissora que proporcione a diminuicdo no
numero de infeccbes decorrentes do virus da
herpes.

Agradecimentos

Inicialmente, sera realizada uma triagem virtual
baseada em docking molecular da quimioteca do
LaSMMed, utilizando o programa GOLD
(2020.3.0). O complexo ligante-TK sera obtido pelo
Banco de Dados de Proteinas (PDB) e o protocolo
de docking sera validado por redocking. A analise
das interacbes intermoleculares sera feita pelo

programa Discovery Studio Visualizer
(v21.1.0.20298). Os candidatos que resultarem no
melhor desempenho nas simulagbes

computacionais serdo selecionados para a etapa
posterior de avaliagdo de atividade antiviral contra
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Introducio

Helicobacter Pilory (H. Pilory ou HP) é uma bactéria
microaerébica, gram-negativa, de morfologia
espiralada, superficie lisa, polos arredondados e
detentora de flagelos unipolares. Esta pode viver no
estbmago humano, pois possui capacidade
adaptativa para viver em meio ao suco gastrico’. A
HP, correlacionada no meio clinico a doencgas
gastrointestinais  (dispepsia funcional, Ulceras
duodenais, cancer gastrico), € um grande problema
a nivel mundial. De fato, estimou-se a prevaléncia
global da infecgao por H. Pylori para 2015, obtendo-
se um total de 4.4 bilhdes de
pessoas infectadas mundialmente - representando
mais da metade da populacdo mundial prevista
para aquele ano. E o principal fator na prevaléncia
da infecgao, ainda em estudo, é o socioeconémico
na infancia, e o modo de transmissao, especulado,
a via oral-oral, gastro-oral ou oral-fecal®3. Uma das
proteinas importantes na determinacdo da forma
helicoidal e, provavelmente, no controle de
glicosilagéo do flagelo é a biomacromolécula Csd6,
a inibicdo desta proteina, possivelmente, inibira
uma ou mais caracteristicas basicas para a
colonizagdo, assim reduzindo ou eliminando a
viruléncia da bactéria*. Deste modo, o objetivo sera
aplicar técnicas de simulagdo computacional via
Ancoragem molecular e Dinamica Molecular (DM)
em compostos com similaridade ao meso-
diaminopimelato (MDAP), este desempenha papel
importante na sintese do peptidoglicano, para
identificacdo de potenciais inibidores da Csd6,
além da busca na compreensdo do mecanismo
catalitico da enzima Csd6 da HP.

Metodologia

Os compostos selecionados, obtidos pelo
ChemSpider (http://www.chemspider.com/), serédo
filtrados segundo os critérios: equagédo de
Tanimoto?® (similaridade com mDAP em 80%), regra
dos 5 de Lipinski®, seguida pela regra
Veber?, sobreposicdo molecular? (similaridade com
mDAP em 80%), analise ADMET

pelo ADMETIab (https://admetmesh.scbdd.com/) e
geragdo de conférmeros de menor energia pelo
Avogadro 1.1.0°. A ancoragem molecular sera
realizada pelo AutoDock 4.2 na estrutura
cristalografica Csd6 da H. Pylori depositada no
Protein Data Bank (https://www.rcsb.org/) sob
cédigo 4Y4V. Para fins de validagdo, a auto-
ancoragem do produto reacional D-alanina
(provavel, fragmento da mDAP) sera realizada e
avaliada em termo de interagbes junto a triade
catalitica (His-160, Gly-161 e Cys-176) e outros
aminoacidos-chave, de acordo com Kim et. al.
(2015)*. Em seguida, os compostos melhores
pontuados serdo submetidos aos ensaios via DM
no programa Gromacs''. Por fim, o mecanismo
reacional da Csd6 sera realizado aplicando-se o
método de Mecanica Quéntica/Mecéanica Molecular
(MQ/MM) no programa AMBER2012.

Resultados esperados

Espera-se que sejam identificados novos pontos de
partida para potenciais inibidores contra a bactéria
HP, pois a preocupacdo com a multirresisténcia
bacteriana a 12 linha de tratamento tornou-se
emergente.
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Introducdo

As leishmanioses sao doengas tropicais
negligenciadas causadas por um parasito do
género Leishmania, que sao transmitidos por
fémeas de insetos flebotomineos infectados. As
formas cutaneas e visceral da doenga acometem
milhdes de pessoas em todo o mundo, sobretudo
em regioes menos desenvolvidas
economicamente.’

Um dos grandes problemas enfrentados no
combate a leishmaniose é a escassez de
medicamentos, bem como a dificuldade de
administragdo, as suas toxicidades elevadas e
seus efeitos adversos graves. Devido esses
problemas, faz-se necessaria a descoberta de
novas substincias bioativas com potencial
antileishmania.?

Nesse contexto, a enzima arginase € considerada
um alvo molecular promissor. Essa metaloenzima
dependente de manganés catalisa a reagédo de
hidrélise do aminoacido L-arginina em L-ornitina e
ureia, exercendo um papel fundamental para o
mecanismo defesa redox de diversos parasitos,
sendo também importante para o seu crescimento
e infectividade.?® Assim, pretende-se nesse projeto
planejar novas substancias a fim de realizar a
docagem dessas em um modelo de arginase de
Leishmaniosis amazonensis (LaARG) construido
por homologia.

Metodologia

software como Chema3D (v. 2020). O Marvin Sketch
(v. 21.20) sera usado para prever tautdmeros e
estados de protonagéo (pH = 7,4). O preparo do
alvo molecular sera feito no Discovery Studo
Visualizer (v. 2021), retirando as aguas e
identificando as coordenadas do bolsao catalitico
como o centro dos ions Mn*2. A docagem molecular
sera realizada no programa GOLD (v. 2020), sendo
o protocolo devidamente validado pela metodologia
de escala, que contempla as quatro funcbes de
pontuagdo do programa e as relacionam.* Por fim,
0s cinco primeiros ligantes ranqueados teréo suas
interagdes com a LaARG analisadas no Discovery
Studo Visualizer.

Resultados esperados

Espera-se que a partir dos estudos de docking
molecular seja possivel a identificagdo de novos
possiveis inibidores da enzima arginase de L.
amazonensis passiveis de serem submetidos a
ensaios de triagem mais avangados, incluindo a
comprovagao de suas atividades in vitro e in vivo,
no contexto do desenvolvimento de novos
farmacos.

Consideragées finais

Em projetos anteriores, foram identificados na
quimioteca do LaSMMed possiveis inibidores de
arginase de L. amazonensis, através de uma
triagem virtual baseada em docking molecular. Tais
substancias contém inddis ou tiazolidinonas em
suas estruturas. Assim, por meio de estratégias
classicas de planejamento estrutural, como
hibridizagdo molecular e bioisosterismo, foram
propostos 104 novos possiveis inibidores, destes
66 ineditos na literatura. Entdo, essas moléculas
serdo submetidas a uma nova triagem via docking
molecular em LaARG. As estruturas dos ligantes
serao desenhados e terdo suas energias
minimizadas (campo de forca MM2) através de

A arginase €& um alvo interessante para a
descoberta de novos farmacos para o controle das
Leishmanioses. Entretanto, a identificacdo de
possiveis inibidores por meio de triagem virtual
devera ser posteriormente validada por meio de
ensaios fenotipicos e/ou enzimaticos in vitro.
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Introducdo

A quimica farmacéutica e medicinal consiste numa
area de estudos multidisciplinar, que atua na
descoberta e no desenvolvimento de novos
candidatos a farmacos. O desenvolvimento de
moléculas, geralmente, se da através do
planejamento racional, modelagem molecular e
sintese, o0 que gera a transformacao de substancias
ja conhecidas, dando origem a novas estruturas

organicas.’
Todavia, quando trata-se da descoberta de
compostos quimicos com propriedades

terapéuticas, é de grande valia recorrer ao estudo
de compostos oriundos de vegetais, animais,
microrganismos e matrizes minerais. Desses, um
dos principais objetos de pesquisa visando a
evidenciagdo de novos farmacos sdo os
organismos vegetais.?3

Como caracteristica evolutiva, objetivando a
conservagdo da especie, diversas plantas
desenvolveram a capacidade de biossintetizar
moléculas. Essas compbe o0 seu metabolismo
secundario, e apresentam diversas propriedades
com potencial terapéutico.*

Tendo em vista a tamanha biodiversidade nacional,
€ notdrio o potencial brasileiro na descoberta de
novos farmacos. Outrossim, salienta-se, que o
patriménio de conhecimento biossocial relacionado
a agao terapéutica de espécies vegetais € enorme,
e compode a cultura de diversos povos em todo o
pais. 23

O estudo da etnoboténica, e a consolidagdo do
conhecimento popular, € de suma importancia
nesse processo, tornando viavel a descoberta do
potencial terapéutico em metabdlitos secundarios
vegetais. 56

Objetivos

A presente obra configura um trabalho descritivo,
de natureza qualitativa. Para a sua consolidagao,
utilizou-se obras completas publicadas em bases
de dados de alta relevancia, como o SciELO e
PubMed, mediante aos descritores
"Farmacobotanica"; "Biodiversidade Brasileira";
"Quimica Medicinal".

No total encontrou-se 48 artigos, desses, 11
possuiam maior relevancia para a elaboragao do
estudo. Como critério de inclusdo admitiu-se
trabalhos completos, revisado por pares, derivadas
de estudos nacionais. Todavia, foram excluidos
obras anteriores ao ano de 2000, com idiomas
diferentes do portugués.

Resultados e discussido

O objetivo deste trabalho é discorrer sobre a
relagdo entre a biodiversidade brasileira e o
conhecimento etnobotanico, sendo esses fatores
primordiais na descoberta de novos farmacos.

Metodologia

O Brasil é detentor de seis grandes biomas:
Amazobnia, Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica,
Pantanal e Pampas. O termo bioma é conceituado
como um conjunto de vida (vegetais,
microrganismos e animais) constituido pelo
agrupamento de tipos de vegetagdo contiguos e
identificaveis em escala regional, com condi¢des
geoclimaticas similares e histéria compartilhada de
mudangas, o que resulta em uma diversidade
biolégica propria. 7

As pesquisas dos distintos biomas brasileiros sédo
realizadas em parceria com outras instituicdes de
pesquisa e ensino, como as universidades, e tém
como objetivo conhecer e caracterizar a
metabolédmica e a gendmica dessas plantas, de
forma a comprovar o seu potencial para o uso
medicinal. 78

Esses biomas sao utilizados ha milénios por
diversos povos, a exemplo dos indigenas, hoje
localizados em regibes como a amazbnia, e
Aracruz, municipio do Espirito Santo, tendo esses
contato direto com a floresta amazodnica e mata
atlantica, respectivamente. Encontrar fontes de
cura na natureza por meio da observagdo do
funcionamento dos ecossistemas possibilitou o
controle de doengas e agravos em saude, e
garantiu a sobrevivéncia de muitos individuos.
Pode-se dizer que vislumbrar o ambiente, entende-
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lo e buscar formas de usar a natureza a seu favor,
foi uma das principais caracteristicas evolutivas do
ser humano, o que garantiu a espécie chegar na
contemporaneidade com tamanho arcabougo
cientifico. 36

Porém, infelizmente ha um desprezo por esses
conhecimentos etnobotanicos ancestrais, por parte
de muitos na atualidade. Consequentemente
diversas aplicagbes farmacoboténicas tém se
perdido ao longo das décadas. Isso representa um
grande retrocesso no campo de quimica
farmacéutica e medicinal, retardando diversos
possiveis estudos. 23

Vale ressaltar os inUmeros incentivos da OMS para
a estudos do tipo, e a aplicagdo desses tanto na
descoberta de novas moléculas, para a produgao
de farmacos industriais, quanto para o
desenvolvimento e aplicagdo dos fitoterapicos. 59

Nesse sentido, o conhecimento tradicional € de
extrema importancia, sendo a base para o
desenvolvimento das pesquisas, uma associagao
entre o conhecimento antigo e as inovagbes
tecnoldgicas. Especialmente no que diz respeito as
plantas medicinais, preservar esse conhecimento
popular é essencial, pois, as informagdes sobre a
aplicagdo das plantas sao passadas pelos povos
tradicionais de geracgdo para geragdo. °

Unindo esses saberes a modernas ferramentas
biotecnolégicas, como transgenia, gendmica,
cultura de células e nanotecnologia, varios grupos
de cientistas pelo Brasil buscam na riqueza
genética da biodiversidade brasileira a base para o
desenvolvimento de tecnologias e produtos que
possam melhorar a qualidade de vida da
populagao, como a descoberta de novas moléculas
e criacdo a de novos farmacos. 8

Na contramao disso, ha baixos incentivos
governamentais para tal associagdo de
conhecimentos. Essa tragica realidade acaba
interferindo na evolugao do cenario de descoberta
de novos farmacos nacionais, e as descobertas
realizadas encontram uma vasta barreira
burocratica para testes, validagdes e aprovagoes.
10

Em decorréncia desse fator, muitos pesquisadores
acabam realizando parcerias internacionais, para
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estudos mais elaborados e testes clinicos.’
Consequentemente, as patentes de farmacos
oriundos da biodiversidade vegetal brasileira estao
nas maos de estrangeiro. 23

Atualmente, tornou-se algo normal a natureza
nacional ser estudada por grupos de pesquisas
internacionais, o que ressalta o potencial
apresentado nesse trabalho. Esse fator contribui
para a reflexdo sobre os caminhos da pesquisa
farmacéutica no pais, e indica a necessidade de
investimentos, ndo apenas no campo monetario,
entretanto, sobretudo, nos setores de ensino. 3

E necessario difundir a cultura dos povos
brasileiros nas universidades, além de estimular a
busca por esses conhecimentos ancestrais locais.
Ademais, entender a biodiversidade brasileira é
fundamental, conhecendo as oportunidades que a
natureza pode proporcionar dentro do campo de
quimica farmacéutica e medicinal. 56

Conclusoes

Portanto, é notério que a imensiddo do
conhecimento popular nacional, unida da vasta
biodiversidade vegetal torna o Brasil um celeiro
potencial para o desenvolvimento tecnolégico e
cientifico em quimica farmacéutica e medicinal.
Todavia sao necessarios investimentos que
viabilizem a compreensao universitaria sobre a
riqueza do patrimdnio natural presente na nagao.
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Introdugio

As plantas possuem compostos fitoquimicos que
provém de metabdlitos secundarios e podem
beneficiar o organismo por feitio medicinal ou
prejudicar por ser toxicos. ' E comum o uso popular
desses metabdlitos através de chas para tratar
diversos maleficios. Porém, para que uma planta
medicinal possa ser considerada um fitofarmaco,
ela necessita passar por etapas como: selecao
vegetal, estudos botanicos e fitoquimicos e
diversos ensaios pré-clinicos e clinicos. Essas
etapas séo obrigatérias para obter aprovacao de
orgao regulamentador, como a Agéncia Nacional
de Vigilancias Sanitaria (ANVISA) para sua
comercializacdo.? Portanto, este trabalho teve o
objetivo de expor os grupos de metabdlitos
secundarios encontrados nas plantas medicinais e
descrever suas principais fungbes para o
organismo, além de explanar o desenvolvimento de
um fitofarmaco.

Resultados e discussdo

A partir de revisdes literarias em bases de dados
como PUBMED E SCIELO foi observado que os
grupos de metabdlitos secundarios encontradas
em plantas medicinais sao: terpenos, compostos
fendlicos e compostos nitrogenados.!” Esses
biocompostos podem ser isolados e designados a
bioensaios para testar suas diversas fungdes para
0 organismo, que geralmente possuem atividades:
anti-inflamatérias, antipiréticas, antinociceptiva,
antimicrobiana, antioxidante, anticancerigena,
gastro ou hepatoprotetora, entre outras.® No
entanto, para que fitofarmacos possam ser
aprovados para comercializagao, é necessario que
ocorra estudos de validagdo nas quais as etapas
sdo: Selecdo da planta por abordagem
etnofarmacolégica; Coleta, exsicata e estudo
botanico (morfolégico e anatémico) do espécime
vegetal; Coleta e secagem do o6rgdo para
estabilizagdo e conservagdo dos biocompostos;
Processos farmacotécnicos de transformacao

(rasura ou pulverizagao); Processos extrativos
(aquosos: infusdo ou decocgdo; alcdolico:
maceragdo ou percolagéo); Rotaevaporagdo ou
liofinilizagdo;  Prospeccdo  fitoquimica  e/ou
caracterizagao por cromatografia ou
espectroscopia; Ensaios toxicoldgicos, biolégicos e
farmacoldgicos em fase pré-clinica (uso de
animais) e clinica (de voluntarios a
comercializagdo)."3

A partir dos bioensaios & possivel comprovar a
seguranga e atividade farmacéutica da planta
medicinal e assim identificar as concentragdes
(dose minima terapéutica, dose minima
toxicolégica e potencias substancias ativas) para
desenvolver formas estaveis, conservadas e prazo
de validade viavel para sua apresentagao, podendo
ser: sachés ou envelopes farmacéuticos, capsula
de gelatina, droga vegetal em p6 com excipientes
diluentes, comprimidos, diluigdo de gotas de
extrato fluido em &gua; veiculo em xarope;
semisolidas (pomadas, creme, gel), entre outros.
Para aprovagao e comercializagao é necessario, no
entanto, o registro com relatério de peticao
seguindo o RDC n. 26/2014."23

Conclusées

A fitoquimica estuda da estrutura quimica
molecular até as propriedades biologicas das
plantas que muitas vezes sao utilizados na
medicina popular com o objetivo de tratar algum
maleficio. Entretanto, bioensaios sdo necessarios
que a planta medicinal seja aprovada e
comercializada como um fitofarmaco.
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Introducio

Mediadores lipidicos pro-resolugao especializados
(SPMs - Specialized Lipid Mediators) sdo uma nova
classe de mediadores lipidicos que ativamente
induzem a resolugdo do processo inflamatério,
regulado por moléculas derivadas do acido graxo
Omega 3 como o acido eicosapentaendico (EPA) e
acido docosahexaendico (DHA) e, dmega 6 como o
acido araquidénico (AA), sendo subdivididos nas
familias das lipoxinas, resolvinas, protectinas e
maresinas. Embora tenham sido primeiramente
identificados na resolugdo do  processo
inflamatorio, os mediadores lipidicos pro-resolucéo
desempenham papel na defesa do hospedeiro,
manutencgdo da dor e remodelamento tecidual.’
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Fonte: Adaptado de Yasukawa et al., 2020.2

Resultados e discussido

induzem atividade fagocitica de macréfagos e
apresentam agdes antimicrobianas aprimoradas na
defesa do hospedeiro que culminam para o retorno
da homeostase.*

Tabela 1. Evidéncias analgésicas pre-clinicas dos
mediadores lipidicos pro-resolugéo especializados

Mediador lipidico Acoes analgésicas e anti-

inflamatorias

LXA4, RvD1, RvD2, Reduz a hiperalgesia mecéanica e

RvD5, RvE1, MaR1 térmica

LXA4, RvD1, RvD2, Reduz a liberagéo de citocinas
RvD5, MaR1 pré-inflamatérias
LXA4, RvE1 Reduz o edema

RvD1, RvD2, RvD5, Reduz o tempo de lamber /
RvE1, MaR1 sacudir a pata estimulada

LXA4, RvD1, MaR1 Diminui ativagdo do NF«kB

Fonte: Adaptado de Fattori et al., 2020.5

Conclusoes

Quando administrado in vivo na inflamagao
experimental, os SPMs exercem suas acgbes
protetivas via inibidores, bloqueadores ou
antagonistas das vias pro-inflamatérias.® Estes
mediadores orquestram a resolugao da inflamagao
com eventos celulares especificos, como a
mudanga da liberagdo de citocinas para os
fendtipos anti-inflamatérios M2, detém capacidade
de parar a infiltragdo e ativagdo de neutrdfilos,

As terapias contemporaneas ainda sao restritas a
medicamentos que apresentam diversos efeitos
colaterais, eficacia limitada, alto custo e, em alguns
casos, toxicidade. Assim, se faz necessario o
desenvolvimento de novas terapias capazes de
reduzir a inflamacao e a dor. Nesse contexto, o uso
dos mediadores lipidicos pro-resolugéao,
representam potencial abordagem terapéutica.
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Introducio

A inflamacao é caracterizada como uma resposta
adaptativa desencadeada por uma série de
estimulos ou condigdes nocivas, como em
processos infecciosos ou lesdo tecidual. Embora a
inflamagdo resulte na resolugdo, processos
inflamatérios agudos descontrolados podem
causar danos aos tecidos e levar a inflamacgao
cronica.! Estudos recentes demonstram que
mediadores pré-resolutivos especializados (SPMs),
como resolvinas, lipoxinas, protectinas e maresinas
apresentam capacidades de modular mecanismos
inflamatérios e anti-inflamatérios.?2  Portanto,
entender 0s mecanismos por quais essas
modulagdes acontecem €& importante para o
desenvolvimento de pesquisas e novas terapias em
doencas inflamatdrias. Aqui, iremos discutir sobre
0s principais papeis atribuidos a Maresina-2
(MaR2) em modelos experimentais e seu potencial
como um mediador pro-resolutivo especializado.

Resultados e discussido

e producgéo subjacente de IL-1f3 e IL-18 e diminui a
expressdo de ICAM-1 no tecido pulmonar de
camundongos asmaticos e, ainda, atenuou o
desequilibrio de espécies reativas de oxigénio
diminuindo os niveis de malondialdeido e
mieloperoxidase e aumentando superdxido
dismutase e glutationa do tecido pulmonar
asmatico.® Fattori V (2022) mostrou que a MaR2
reduziu a dor inflamatéria, o recrutamento de
neutréfilos e mondcitos e os niveis de TNF-q, IL-183,
IL-6, VEGF, CCL2, CCL3 e CCL17 no tecido plantar
de camundongos estimulados via intraplantar com
LPS. Ainda, demonstrou que a MaR2 exibe efeitos
analgésicos por inibir a ativagdo do nociceptor
TRPV1 e TRPA1 in vitro e in vivo. Reduziu a
liberacdo de CGRP por neurbnios TRPV1* e
TRPA1* DRG e por CD11b* proximas a
nociceptores peptidérgicos.® Visto entdo, a MaR2
atua em diferentes contextos inflamatdrios, se
mostrando um importante SPM.

Conclusées

A MaR2, identificada mais recentemente como
membro da familia das maresinas (mediadores de
macréfagos na resolugdo da inflamagao), sao
sintetizadas principalmente por macroéfagos a partir
do 4&cido docosahexaendico (DHA) via 12-
lipoxigenase humana (12-LOX).> Deng B (2014) e
colaboradores através de experimentos utilizando
camundongos e macrofagos humanos,
demonstraram que a MaR2 em modelo de
peritonite reduziu a infiltracdo de neutréfilos na
cavidade peritoneal e aumentou a fagocitose de
macrofagos humanos.* YU Cheng-xiu (2022)
investigou o efeito terapéutico e 0 mecanismo de
MaR2 em camundongos asmaticos. MaR2 reduziu
a proliferagéo de células pulmonares caliciformes e
a formacdao de tampdes bronquicos de muco,
reduziu o numero de células inflamatérias
circundantes aos alvéolos, diminuiu o niumero de
eosinofilos e macréfagos no lavado broncoalveolar
e os niveis de interleucina (IL) -4, IL-5, IL-13, IgE
sérica total e IgE especifica de ovalbumina.
Também inibiu a atividade do inflamasoma NLRP3

A Maresina-2 foi recentemente identificada como
um mediador anti-inflamatério e pré-resolutivo de
macrofagos humanos, no entanto, ainda pouco se
sabe sobre seus mecanismos e possiveis papeis
na resolugdo de doengas inflamatorias,
necessitando de maiores estudos.
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