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INTRODUCAO

A Leishmaniose Cutdnea (LC) € uma doenca tropical negligenciada
caracterizada como uma alteracdo polimorfica que acomete tegumentos e mucosas, a qual
se ndo tratada pode causar deformidades e desfiguracdo (Cruz, 2021). Nos tltimos cinco
anos, foram notificadosanualmente cercade42.166 casos de LC (OPAS, 2023). A doenga
é causada por protozoarios do género Leishmania, sendo a Leishmania major, a espécie
de maior impacto epidemiolégico no mundo, apesar de ser uma espécie ndo endémica no
Brasil, foi identificada em individuos nativos, o que levanta questionamentos sobre a
possivel transmissdo autoctone (Tiemi, 2023).

Atualmente, miltefosina é o Unico tratamento oral disponivel para os paciente
com LC, mas apresenta efeitos adversos significativos, como teratogenicidade (Santigo
etal., 2021). Os antimoniais pentavalentes também s&o utilizados, mas efeitos de elevada
toxicidade cardiaca, hepatica, renal e do sistema musculoesquelético (Ramalho, 2017).
Isso evidencia a necessidade de tratamentos eficazes e seguros para tratar paciente com
leishmaniose cutdnea. Uma forma de alcancar esse objetivo é identificar alvos
terapéuticos exclusivos do parasito, como aenzima Pteridina Redutase 1 (PTR1), ausente
em mamiferos e que age como desvio catalitico frente a Diidrofolato Redutase-Timidilato
Sintase (DHFR-TS). Este estudo teve como objetivo identificar potenciais inibidores que
atuem tanto na PTR1 quanto na (DHFR-TS) de Leishmania major, com o auxilio da
triagem virtual por modelo farmacoforico dual, acoplamento molecular e dindmica
molecular. Além de serem analisadas as interacdes intermoleculares e as caracteristicas
estéreo-eletronicas que favorecem essa inibicdo dual, visando contribuir para o
desenvolvimento de novos candidatos a farmacos antileishmania.

MATERIAL E METODOS OU METODOLOGIA
Triagem virtual em modelo farmacoférico de inibicéo dual

Foirealizada uma triagem virtual em modelo farmacoférico para inibidores duais
frente a PTR1 e DHFR-TS de L. major (previamente construido por Quézia Sampaio;
IC/UEFS 01/2021) através do software SYBYL-X 2.1.1 (TRIPOS INC.,2012). O banco
de avaliacdo sera o catadlogo ZINC?1® (https://zinc15.docking.org) com disponibilidade de
compra imediata para testes bioldgicos futuros.

Priorizacdo de compostos e estudos de acoplamento molecular

As moléculas remanescentes foram submetidas a estudos de acoplamento

molecular através do software GOLD, de modo a predizer a melhor pose dos compostos
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nos sitios ativos das enzimas, o qual foi previamente validado. Os valores da energia de
afinidade serdo utilizados para ranquear as moléculas. Para a avaliagdo de inibicdo dual
de PTR1 e DHFR-TS, foram priorizados compostos que apresentem perfil de modulacéo
em ambos o0s sitios das enzimas. Através do servidor pkCSM
(http://biosig.unimelb.edu.au/pkesm/), foram avaliadas propriedades farmacocinéticas e
toxicologicas dos compostos, de modo a eliminar compostos com alto perfil de
toxicidade, carcinogénese e mutagénese.

Estudos de dinamica molecular e analise de interacdes

O composto com melhor perfil estéreo-eletrdnico frente a ambos os alvos (PTR1
e DHFR-TS) foi submetido a rotinas de dindmica molecular (DM) com o auxilio do
programa GROMACS 5.1.2 (Abraham et al., 2015). Os sistemas ligante-macromoléculas
serdo solvatados com agua TIP3P, terdo contra-ions adicionados e passardo por rotinas
de 1ns para minimizacao/equilibracdo dos sistemas, com 1000 ciclos de steepest descent
e gradiente conjugado, critério de convergéncia de forga de 1 Kcal/mol/A; e por fim, de
1000ns para producdo. As interacfes ligante-macromolécula em PTR1 e DHFR-TS serdo
descritas e analisadas com base na quantidade e permanéncia das interacdes de hidrogénio
observadas durante as trajetorias.

RESULTADOS E/OU DISCUSSAO

O modelo farmacoférico dual filtrou 10.555 compostos a partir do catalogo do
banco de dados ZINC?®® (https://zincl5.docking.org). Dentre esse conjunto, 137
moléculas com valor de QFIT > 77.16 (valor correspondente ao primeiro falso negativo
datriagem virtual) foram submetidas a acoplamento molecular no software GOLD frente
as estruturas 3D da Pteridina redutase 1 (PTR1) (PDB ID 5L42) e Diidrofolato redutase-
Timidilato sintase (DHFR-TS) de Leishmania major modelada e validada por Vadloori
(2018) o que possibilitou o ranqueamento das estruturas conforme os valores de
aproximacdo de energia de afinidade (score) (Ferreira et al, 2023). A escolha do melhor
candidato baseou-se na analise fisico-quimica, toxicoldgica e na eficiéncia de ligacao
aparente (ELapp).

ZINC06694453 atendeu aos parametros de biodisponibilidade oral presente na
regra de Lipinski e Veber e ndo apresentou potencial de mutagenicidade. Além disso, esse
composto demonstrou maior ELapp (PTR1 = 2,29 e DHFR-TS = 3,73). O composto foi
entdo submetido a rotinas de DM no GROMACS5.1.2 (Abraham et al., 2015). O objetivo
dessa etapa consiste na analise do comportamento molecular entre o complexo ligante-
macromolécula simulando as intera¢des entre atomos e moléculas em nivel atémico.
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Figura 1: RMSD e RMSF (backbone) do complexo PTR1-NADP+-ZINC06694453 em comparacio
com APO-PTR1.

A andlise da estabilidade do complexo PTR1-NADP+-ZINC06694453 em
comparacdo com a forma APO da proteina (Figura 1) foi realizada através do calculo do
RMSD durante a trajet6ria de simulacdo de 80ns, a qual demonstrou que o0 complexo
atingiu estabilidade apds 20ns tendo uma variagdo de RMSD de 3,3+ 0,1 A. Enquanto, a
forma apo atinge a estabilidade no intervalo de 30-60ns, com RMSD de 3,5+ 0,1 A. Os
valores de RMSD s#o considerados adequando em torno de 3 A (Verli, 2014). Sendo
assim, a presenca do ZINC06694453 foi entdo favoravel para alcangar um sistema de



maior estabilidade, ou seja, com menores variagcOes estruturais durante o tempo de
simulag&o.

Objetivando uma analise que descrevesse a variacdo dos residuos e a analise de
determinadas regides de maior e menor flexibilidade do sistema ao longo da simulagao
foi entdo calculado o RMSF durante a fase produtiva da DM (Figura 2). Com os dados
obtidos atraves da comparacao entre a forma APO e complexo, denota-se que nas regides
Al e A2 podem ser identificados residuos cataliticos presentes no sitio ativo como Arg-
17, Asp-181, Tyrl94 e Serlll (Boakye, 2023) e que estdo envolvidos na catalise
enzimatica. Além de serem observados também o comportamento do ligante em relacao
a regides de alta flexibilidade (algas), como demonstrado na regido B, em ambas as areas
destacadas, as interacbes da proteina e substrato fizeram com que o complexo
apresentasse maior estabilidade, com menores flutuacdes quando comparadas com a
forma APO de PTR1.

A avaliagdo da ocorréncia e do tempo de permanéncia das interacdes
intermoleculares durante simulacdo da DM é essencial para compreender a estabilidade
do sistema. Dentre essas interacdes, destaca-se as ligagdes de Hidrogénio — essenciais
para o reconhecimento biolégico — devidamente calculadas através do modulo hbond
disponivel no pacote GROMACS 5.1.1 (Abraham et al., 2015) e pelo programa
Hbmap2Grace (http:/Imdm.biof.ufrj.br/software/hbmap2grace). Os resultados obtidos
foram demonstrados no Grafico 1, vale ressaltar que a analise foi estabelecida para as
interacOes que permaneceram por tempo superior a 10%.
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Figura 2. (A) Frequéncia das intera¢des de Hidrogénio do ZINC06694453 no sitio de ligacdo de PTR1.
(B) Estrutura representativa dessas intera¢@es do obtida a partir da simulagdo de DM.
Observa-se o comportamento dealguns residuos (Figura 2-A), como por exemplo,
Tyr-191 que estabelece uma multiplicidade de ligacdes de H com ZINC06694453 atraves
do grupamento amino e com oxigénios presentes nas cadeias laterais, com frequéncias de
26,17% e 40,26%, respectivamente. O elevado tempo de permanéncia dessas ligacOes é
necessario para garantir a inibicdo do alvo molecular, como forma de possibilitar o
reconhecimento e a afinidade para com residuos cataliticos. Além dessas, foram
analisadas interacdes de distintas natureza, através de um agrupamento de caracteristicas
de uma diversidade conformacional (clusters) obtido especificamente da fase produtiva
da DM (Figura 3).

A estrutura representativa (Figura 2-B) demonstrou outras interagcdes do ligante e
os residuos Tyr-194 e Tyr-191 no sitio catalitico da Pteridina redutase 1. S&o observadas
interaces hidrofdbicas que pode ser um fator chave para a estabilizacdo do complexo,
resultando em uma maior afinidade do substrato, o que é crucial para a eficacia dainibicéo
enzimatica no contexto do tratamento da leishmaniose cutanea.

Além das analises para PTR1, com a finalidade de estudar o comportamento e a
capacidade do ZINC06694453 de exercer inibicdo dual, o composto também foi
submetido a DM frentea DHFR-TS. A trajetoria de simulacdo para a forma APO foi de
100ns o que permitiu que a observacdo da estabilidade da proteina. Ja para o complexo
DHFR-TS-NADPH-ZINC06694453 o tempo de simulacdo foi de 16ns (em andamento),
sendo a analise realizada de forma preliminar através do calculo do RMSD. (Figura 3).
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Figura 3: RMSD do complexo DHFR-TS-NADPH-ZINC06694453 e APO-DHFR-TS.

No tempo calculado (16 ns) (Figura 3) o complexo apresentou alteracdes dos
niveis estabilidade com o RMSD de 3,4 + 0,1 A, enquanto a forma APO iniciou niveis
de estabilizacdo apds 30ns e com RMSD superior a 4,5 + 0,1 A. Cabe destacar que 0s
resultados observados até o0 momento gerado condizem com estudos anteriores e com
dados experimentais disponivel na literatura (Vadloori et al, 2018). Entretanto, devido
ao tempo curto de simulacdo, algumas limitacdes sdo inerentes, logo promover uma
extensdo da trajetdria auxiliard na obtencdo de dados mais conclusivos em relacdo a
estabilidade do complexo ligante-alvo e a interacdo com residuos cataliticos para
inibicdo enzimatica.

CONSIDERACOES FINAIS

Entre os compostos avaliados, ZINC06694453 através da triagem virtual
hierarquica destacou-se como um potencial inibidor dual frente a Pteridina redutase 1 e
a Diidrofolato redutase Timidilato sintase de Leishmania major. Conforme dadosobtidos
nos estudos de acoplamento molecular e dinamica molecular, demonstrou-se estavel nas
cavidades cataliticas da PTR1, mantendo interacdes importante como ligacdes de
hidrogénio e interacBes hidrofobicas com os principais residuos dos sitios cataliticos.
Entretanto, para que seja considerado um candidato a inibicdo dual, para a DHFR-TS
como os dados sdo tempo-dependente se faz necessario dar segmento as trajetérias de
simulag&o.
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