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RESUMO 

 

 

Reis, Suellen dos. Estudos in silico para o desenvolvimento de um novo inibidor da enzima 

14α-demetilase de Acanthamoeba spp. 102p. Universidade Federal de Santa Catarina, 

Florianópolis, 2022. 

 

 

O processo de desenvolvimento de fármacos permanece longo, caro e complexo. Com intuito 

de otimizar o processo, diversas abordagens computacionais têm sido desempenhadas, como a 

construção de modelos de farmacóforos. A enzima 14α-demetilase (CYP51) demonstra ser um 

potencial alvo para o tratamento da doença ceratite por Acanthamoeba. Esta enzima tem seu 

papel na via de biossíntese do ergosterol, importante componente de membrana do protozoário. 

A Acanthamoeba spp. pode ser capaz de gerar opacidade e intenso processo infeccioso na 

córnea por meio da abrasão do epitélio. Atualmente, não há um tratamento eficaz e específico 

para esta doença ocular potencialmente devastadora. Com o objetivo de identificar potenciais 

inibidores da enzima CYP51 de Acanthamoeba foram desenvolvidos estudos in silico baseados 

em modelagem molecular pela construção e validação de modelos de farmacóforo e aplicação 

de triagem virtual de compostos. Foram construídos e validados 13 farmacóforos baseados em 

inibidores da enzima CYP51 de Acanthamoeba spp., Trypanosoma cruzi e Leishmania spp. e 4 

farmacóforos baseados na estrutura da enzima CYP51 de Acanthamoeba castelanii. Na etapa 

de triagem virtual, foi empregada a biblioteca SPECS partindo de mais de 1 milhão de 

compostos para a seleção de 79 potenciais inibidores da enzima. Estes compostos foram 

avaliados estruturalmente quanto as interações realizadas com aminoácidos e a posição adotada 

no sítio ativo com seleção de 19 compostos para posteriores estudos de planejamento e síntese 

e avaliação da atividade biológica.   

 

 

 

 

Palavras-chave: Acanthamoeba spp.; enzima 14α-demetilase; CYP51; ceratite amebiana; 

modelagem molecular; modelo de farmacóforo; triagem virtual; docking molecular. 
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ABSTRACT 

 

 

Reis, Suellen dos. In silico studies for the development of a novel 14α-demethylase enzyme 

inhibitor of Acanthamoeba spp. 102p. Universidade Federal de Santa Catarina, Florianópolis, 

2022.  
 

 

The drug discovery and development process remain a long, expensive, and complex. To 

optimize this process, several computational approaches have been performed, such as the 

construction of pharmacophore models. The enzyme 14α-demethylase (CYP51) shows to be a 

potential target for the treatment of Acanthamoeba keratitis disease. This enzyme has its role in 

the biosynthesis pathway of ergosterol, an important membrane component of Acanthamoeba. 

The Acanthamoeba may be able to generate opacity and intense infectious process in the cornea 

by abrasion of this epithelium. Currently, there is no effective and specific treatment for this 

potentially devastating eye disease. To identify potential inhibitors of the CYP51 enzyme 

from Acanthamoeba, in silico studies based on molecular modeling were developed by building 

and validating pharmacophore models and applying virtual screening of compounds. Thirteen 

pharmacophores based on CYP51 enzyme inhibitors from Acanthamoeba spp., Trypanosoma 

cruzi, and Leishmania spp. and four pharmacophores based on the CYP51 enzyme structure 

from Acanthamoeba castelanii were built and validated. In the virtual screening, the SPECS 

library started with more than 1 million compounds for the selection of 79 potential inhibitors 

of the enzyme. These compounds were structurally evaluated regarding the interactions with 

amino acids and the pose adopted in the active site with a selection of 19 compounds for further 

planning and synthesis studies and evaluation of the biological activity. 

 

 

 

 

Keywords: Acanthamoeba spp.; 14α-demethylase enzyme; CYP51; amoebic keratitis; 

molecular modeling; pharmacophore model; virtual screening; molecular docking. 
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A descoberta e o desenvolvimento de fármacos estão entre os campos da ciência que 

mais contribuem para a saúde e bem-estar da população. É por meio dos diversos medicamentos 

e estratégias terapêuticas disponíveis hoje, que temos a possibilidade de atingir melhora de 

sintomas e até mesmo cura de enfermidades, impactando diretamente na expectativa de vida da 

população. Por outro lado, a entrega de um novo medicamento ao mercado permanece um 

processo complexo, caro e de longa duração. O custo para a chegada de um medicamento ao 

mercado é estimado em 2,6 bilhões de dólares e o tempo necessário pode chegar a 12 anos 

(CHAN et al., 2019; DIMASI; GRABOWSKI; HANSEN, 2016).  

Neste cenário, os estudos assistidos por computadores (CADD) têm sido empregados 

em todas as etapas visando a otimização deste processo, assim como o direcionamento racional 

para seleção de novos candidatos a fármacos (CHAN et al., 2019; MACALINO et al., 2015). 

Além disso, as abordagens envolvem duas estratégias norteadoras, em que uma conta com a 

investigação da atividade biológica de compostos de origem sintética ou natural, com posterior 

estudo do mecanismo de ação e utilização para tratamento de uma doença. Quanto a outra, 

envolve um direcionamento fisiológico com enfoque em uma doença e a seleção de alvo 

molecular a ser explorado no planejamento de novos candidatos a fármacos (AGAMAH et al., 

2020; SHING et al., 2020).  

 Sendo assim, a seguir é apresentada uma revisão da literatura apontando aplicações dos 

estudos computacionais na descoberta de candidatos a fármacos e das bases para o 

aprofundamento na doença e do alvo molecular proposto para o estudo.  Ao longo desta 

dissertação foram seguidas as bases fisiológicas para a investigação de inibidores da enzima 

14α-demetilase com aplicação de estratégias de modelagem molecular como a construção de 

modelos de farmacóforo baseado nos ligantes descritos na literatura como inibidores e na 

estrutura da enzima, a execução de uma triagem virtual de novos compostos e a avaliação dos 

compostos com o estudo de docking molecular, com avaliação das interações entre os 

compostos triados e o alvo molecular proposto.  

 

 

Introdução 
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Revisão da Literatura 
 

 

 

1.1 Os estudos computacionais na descoberta de candidatos a fármacos 
 

Todos os anos, dezenas de novos medicamentos têm sido liberados para a população 

pelas agências de regulamentação. De uma forma positiva, estes novos medicamentos trazem 

uma perspectiva de ampliação do arsenal terapêutico para doenças que carecem de opções 

farmacológicas eficazes e específicas. A pesquisa e o desenvolvimento de novos medicamentos 

devem ir de encontro com as necessidades terapêuticas da sociedade. (KIRIIRI; NJOGU; 

MWANGI, 2020). Isso se reflete na aprovação, em 2021 pela agência de regulamentação de 

alimentos e medicamentos dos Estados Unidos, de 26 novos medicamentos para o tratamento 

de doenças raras dentre os 50 aprovados (52%) o que têm trazido um novo cenário na promoção 

da saúde destes pacientes (FDA, 2021). Entretanto, os esforços para a pesquisa de novos 

medicamentos para doenças raras devem continuar, uma vez que estas atingem uma pequena 

parcela da população, com 50 casos a cada 100.000 indivíduos, e muitas são incapacitantes 

como por exemplo a síndrome de Tourette, esclerose lateral amiotrópica (ELA), ceratite 

amebiana, dentre outras (FDA, 2018).   

Para que um novo fármaco esteja disponível para a população, atualmente, são 

desenvolvidos estudos envolvendo as etapas de: (1) seleção e validação de um alvo molecular 

nas pesquisas de base; (2) triagem e otimização de compostos para a descoberta de hits; (3) 

estudos pré-clínicos; (4) ensaios clínicos de fase I, II e III;  (5) com o fechamento dos dados de 

todo o processo por uma agência regulatória (Figura 1) (HUGHES et al., 2011; 

LOMBARDINO; LOWE, 2004). O processo para a descoberta e o desenvolvimento de um 

fármaco é norteado pela interdisciplinaridade dos profissionais envolvidos, bem como pelo 

investimento de tempo e custos financeiros para sua execução. A investigação tem início em 

projetos com cerca de 10 mil a 5 mil compostos e a cada etapa dezenas de compostos são 

eliminados do estudo, em sua grande maioria nas etapas pré-clínicas. Neste contexto, os estudos 

auxiliados por computadores ou os estudos in silico vêm sendo cada vez mais utilizados (CHAN 

et al., 2019; DIMASI; GRABOWSKI; HANSEN, 2016; MACALINO et al., 2015; USHA et 

al., 2018).   
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Figura 1. Etapas principais para o processo de pesquisa e desenvolvimento de fármacos até sua chegada ao 

mercado.  

 

O processo inicia com cerca de 10 a 5 mil compostos para que ao final seja entregue um fármaco, e conta com 

aproximadamente 12 anos para seu desenvolvimento. Fonte: autoria própria. HUGHES et al., 2011; 

LOMBARDINO; LOWE, 2004 

 

Foi no início dos anos 1980, com o advento da utilização da química combinatória 

(CombChem) e dos ensaios robotizados de triagem em larga escala (HTS, do inglês high 

throughput screening) que a indústria farmacêutica expandiu sua forma de geração de fármacos, 

com impacto direto na criação de bibliotecas de compostos. Pela abordagem de HTS foi 

possível realizar a triagem de compostos com a utilização de ensaios fenotípicos em massa 

associada à robótica e aos potentes processadores de dados. E assim, uma ampliação do espaço 

químico de uma forma inédita abriu portas para a construção das bibliotecas de compostos 

disponíveis atualmente (JHOTI; REES; SOLARI, 2013; MACALINO et al., 2015). Por outro 

lado, os resultados destas abordagens, sobretudo a técnica de HTS, geraram lacunas quanto a 

seletividade e especificidade de atividade biológica em um alvo molecular, nas propriedades 

farmacocinéticas dos compostos triados e no custo do emprego desta abordagem. Sendo assim, 

estudos de triagem de compostos assistidos por computadores começaram a ser delineados para 

sua aplicação  na busca de compostos protótipos visando a descoberta de novos fármacos 

(FERREIRA; ANDRICOPULO, 2019; WU et al., 2020; YANG et al., 2020).  

Em paralelo à ampliação do espaço químico, ocorreu uma revolução na biologia 

molecular aliada às ferramentas computacionais. Estas abordagens permitiram a execução de 

grandes estudos como o genoma humano, além do avanço de técnicas de obtenção e 

cristalização de proteínas, como exemplos a ressonância magnética nuclear, raio-X e 

espectrometria de massas. Com a descoberta de novas proteínas foi possível elucidar o papel 

que estas desempenham no desencadeamento de determinadas doenças, e assim impactaram na 

validação de novos alvos moleculares visando um estudo racional de fármacos (MACALINO 

et al., 2015; VUORINEN; SCHUSTER, 2015). 
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A partir deste conhecimento, estratégias para a descoberta de compostos por abordagens 

in silico foram desenvolvidas pela construção de modelos computacionais para a geração de 

filtros permitiram conduzir a seleção de compostos depositados em amplas bibliotecas. Assim 

como também, a predição das propriedades físico-química destes compostos com potencial para 

avaliação das farmacocinéticas com estudos de administração, distribuição, metabolismo, 

excreção e toxicidade. Esta seleção pode ocorrer ainda pela retirada de grupos ou compostos 

conhecidos como interferentes em ensaios de atividade fenotípicos (filtro PAINS). E desta 

forma, a triagem virtual (em inglês virtual screening), atualmente, apresenta vantagens 

experimentais frente a técnica de HTS, como o desenvolvimento de uma busca racional de 

candidatos à fármacos; maior capacidade de triagem de compostos hits e; ainda, economia de 

recursos laboratoriais frente a abordagem de HTS, principalmente no contexto dos princípios 

da química verde e do uso responsável de recursos (ANASTAS; EGHBALI, 2010; 

MACALINO et al., 2015; WANG et al., 2020; YAN et al., 2020; YANG et al., 2020a). 

As abordagens computacionais para os estudos in silico podem ser delineada com base 

na estrutura cristalográfica do alvo molecular (em inglês structure-based - SBDD), a qual avalia 

a conformação espacial do alvo molecular e as regiões de interação estabelecidas entre o ligante 

e a estrutura em contribuição para a atividade; ou  mesmo considerando os ligantes (em inglês 

ligand-based - LBDD) pela busca de um padrão entre os compostos ativos conhecidos 

(MACALINO et al., 2015; WANG et al., 2020). Utilizando das estruturas cristalográficas das 

proteínas, para obtenção de candidatos a fármacos mais seletivos podem ser delineados com o 

emprego da abordagem de docking molecular, tendo como resultado a obtenção das melhores 

configurações adotadas pelos ligantes na região do alvo molecular favorável a atividade e a 

interação. Ainda,  a construção de modelos de farmacóforo contando com um arranjo 

tridimensional de propriedades físico-químicas estéricas e eletrônicas essenciais para atividade 

biológica de um composto baseado na estrutura do ligante (LANGER; HOFFMANN, 2006; 

KALYAANAMOORTHY; CHEN, 2011; BUCKLE et al., 2013; VUORINEN; SCHUSTER, 

2015; VAN MONTFORT; WORKMAN, 2017; LIN; LI; LIN, 2020; WANG et al., 2020). Por 

outro lado, os modelos computacionais baseados em ligantes partem dos parâmetros físico-

químicos e farmacocinéticos para identificação de novos candidatos a fármacos, baseando-se 

no conhecimento de compostos ativos em alvos moleculares. Essa abordagem é principalmente 

adotada quando não se dispõe da estrutura do alvo molecular e conta com a construção de 

modelos de farmacóforo baseado em ligantes e modelos quantitativos de estudo da relação 

estrutura-atividade e propriedades estruturais (QSAR e QSPR, respectivamente) (LIN; LI; LIN, 

2020; MACALINO et al., 2015; WANG et al., 2020). 
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Dentre as abordagens computacionais, a construção de modelos de farmacóforo e os 

estudos de docking molecular serão tratadas a seguir com mais detalhes devido a sua 

importância no presente trabalho.  

 

1.1.1  A construção de modelos de farmacóforo e o docking molecular no contexto da 

descoberta de candidatos a fármacos 
 

Atualmente, o modelo de farmacóforo é uma das abordagens computacionais mais 

empregadas com o objetivo de seleção de compostos com potencial atividade em estudos in 

silico. Mas, o conceito de farmacóforo foi sendo delineado ao longo das décadas, com início no 

século 19 com Paul Ehrlich até os dias atuais, com a definição oficial reconhecida pela União 

de Química Pura e Aplicada (IUPAC) como sendo “um conjunto de características estéricas e 

eletrônicas que necessariamente asseguram interações supramoleculares ótimas com um alvo 

molecular específico, contribuindo para a resposta biológica” (VUORINEN; SCHUSTER, 

2015). Sendo assim, os farmacóforos contam com um conjunto de características químicas 

(features) associadas a presença de grupos funcionais pertencentes ao composto bioativo 

dispersos em um arranjo tridimensional e que contribuem para a atividade. Os farmacóforos 

podem ser construídos com base nos ligantes (LBDD) e baseados na estrutura do alvo molecular 

(SBDD). Dentre estas características contidas nos farmacóforos estão as features de doador de 

ligação de hidrogênio (HBD), aceptor de ligação de hidrogênio (HBA), aromaticidade (AR), 

hidrofobicidade (H), íon positivo (IP) e íon negativo (IN), podendo variar em cada programa 

utilizado para a construção dos modelos quanto a representação das características 

(GIORDANO et al., 2022; KASERER et al., 2015; LEACH et al., 2010; VUORINEN; 

SCHUSTER, 2015). No software Pharmit, o qual foi empregado para a construção dos 

farmacóforos no presente trabalho, as features estão representadas na figura 2.   
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Figura 2. Representação das features presentes nos modelos de farmacóforo gerados pelo software Pharmit 

 

(1) aceptor de ligação de hidrogênio (HBA); (2) doador de ligação de hidrogênio (HBD); (3) hidrofobicidade 

(H); (4) aromaticidade (AR); (5) íon positivo (IP); (6) íon negativo (IN). Fonte: adapatado de  GIORDANO 

et al., 2022 

 

A abordagem de docking molecular tem como principal objetivo explorar o modo de 

interação do ligante no alvo molecular, baseado no conhecimento do arranjo tridimensional da 

estrutura. Durante a execução das simulações são geradas centenas de poses, ou seja, 

conformações adotadas pelo ligante para favorecer a realização de interações intermoleculares 

no alvo com os resíduos de aminoácidos (Figura 3). O resultado das simulações é mensurado 

pela função de pontuação (score) desenvolvida para permitir a predição de atividade biológica 

baseada nas interações entre os ligantes e a estrutura. Atualmente, são três as classes de funções 

de score aplicadas nos estudos de docking molecular: função baseada no campo de força, a qual 

é gerada pela somatória da energia de interação de van der Waals e eletrostáticas entre dois 

pares de átomos pertencentes a estrutura-ligante; a função empírica, em que são reproduzidos 

dados experimentais baseados na afinidade de ligação do complexo pela soma de variáveis 

independentes como ligação de hidrogênio, efeitos hidrofóbicos, sobreposições estéricas e 

demais parâmetros; e a função baseada no aprendizado (knowledge-based), a qual é construída 
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pela frequência e interação que dois átomos comparando diferentes estruturas depositadas no 

banco de dados (KITCHEN et al., 2004; LI; FU; ZHANG, 2019; SAIKIA; BORDOLOI, 2019). 

Desta forma, partindo do cálculo dos algoritmos considerados nestas funções, cada programa 

gera a sua versão de função de pontuação considerando critérios relevantes para a execução do 

docking molecular. Tomando como exemplo o programa GOLD, as funções de score são a 

ChemPLP e a GoldScore baseadas no campo de força; a função ChemScore, empírica; e a ASP, 

baseada no aprendizado (LIEBESCHUETZ; COLE; KORB, 2012).     

 
Figura 3. Aminoácidos com suas respectivas cadeias laterais e características de polaridade  

Aminoácidos 
com cadeia 

lateral 
carregada 

 

Aminoácidos 
com cadeia 
lateral polar  

 

Aminoácidos 
com cadeia 

lateral 
hidrofóbica 

 

Fonte: a autora 

Os processos biológicos do organismo humano como conhecemos são impactados 

diretamente pela realização de diversas interações eletrônicas e estéricas, em que muitas delas 

contam com os resíduos de aminoácidos (Figura 3). Desta forma, uma vez que as poses dos 

ligantes são geradas, é realizada a análise visual das interações de caráter intermolecular e 
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intramolecular com os resíduos de aminoácidos que são imprescindíveis no contexto de 

predição de atividade dos compostos. Das interações eletrônicas, as ligações de hidrogênio 

(Figura 4A) convencionais são de grande importância no contexto de estabilização molecular 

no interior do sítio ativo. Estas interações ocorrem entre espécies polares em que uma é doadora 

do átomo de hidrogênio com um momento de dipolo negativo e a outra possui um átomo com 

riqueza eletrônica suficiente para aceitar o átomo de hidrogênio, possuindo momento de dipolo 

positivo. Possuem fraca a média energia de interação (10-40 KJmol-1) com uma geometria 

angular preferencial de 1,6-3,2Å e angulação de 90-130° para a interação (ARRAS et al., 2022; 

DESIRAJU, 1996; PAIRAS; TSOUNGAS, 2016; PATRICK, 2013). Por outro lado, as 

interações não-clássicas de hidrogênio têm ganhado atenção pela sua presença difundida entre 

as macromoléculas. Correspondem as interações entre doadores e aceptores de hidrogênio 

fracos/fortes, como ocorrem nas interações de dihidrogênio (H+····H); do tipo hidrogênio com 

sistemas aromáticos (H····π); entre carbono e hidrogênio (C-H····π) onde o carbono doador de 

hidrogênio pode pertencer a um fragmento metílico, isopropílico, a uma cadeia longa alquílica 

ou em sistemas aromáticos; ainda do tipo hidrogênio e enxofre (H····S) e em diversas outras 

interações (ARRAS et al., 2022). Ainda, a presença de sistemas π na estrutura dos ligantes e na 

cadeia lateral dos aminoácidos proporciona interações intermoleculares do tipo hidrofóbicas. 

São interações areno-areno (Figura 4B-F) do tipo empilhamento-π, empilhamento em formato 

T, ânion-π, cátion-π e em paralelo (FOKOUE et al., 2020).  

Quanto as interações estéricas, as forças de van der Waals estão relacionadas com as 

espécies não-polares em que as interações ocorrem a uma curta distância atômica permitida 

pela flutuação da densidade eletrônica local. São interações de caráter fraco que impactam de 

forma positiva no somatório das interações entre o ligante e alvo molecular, sobretudo na 

disposição de aminoácidos de caráter hidrofóbico com a formação de uma cavidade hidrofóbica 

no sítio ativo de determinadas enzimas que favorecem esta interação. Estas forças de dispersão 

(Figura 4G)  são comuns em alcanos e alcenos e ocorrem devido a flutuação local de densidade 

eletrônica entre grupos apolares contendo ligações entre carbono-hidrogênio ou carbono-

carbono (LIPTROT; POWER, 2017; PATRICK, 2013; WAGNER; SCHREINER, 2015).  

 

 

 

 

 

 



26 

 
Figura 4. Representação estrutural das interações intermoleculares entre alvo molecular e ligantes 

  

 

Sendo assim, as mais diversas abordagens de modelagem molecular são propostas para 

a seleção de compostos na triagem virtual, pela construção de modelos computacionais. Ainda, 

a aplicação sinérgica dos estudos computacionais e a avaliação in vitro para confirmação das 

predições realizadas possibilitam um alto poder de seleção e eliminação de compostos em 

estágios iniciais do desenvolvimento de fármacos (FERREIRA; ANDRICOPULO, 2019; LIN; 

LI; LIN, 2020; MACALINO et al., 2015; SOUZA; PREMA, 2020; WANG et al., 2020; YAN 

et al., 2020). As abordagens de moleculares podem ser aplicadas ao longo do processo de 

desenvolvimento de fármaco com enfoque em um alvo molecular no contexto de investigação 

com caráter fisiológico. Neste sentido, a enzima 14α-demetilase pode ser explorada como um 

potencial alvo molecular.  

 

1.2 Enzima 14α-demetilase: um potencial Alvo Molecular 
 

Os alvos moleculares, em sua maioria, são macromoléculas como as proteínas (enzimas, 

receptores ou proteínas de transporte) e ácidos nucleicos (DNA e RNA). As proteínas são 

estruturas constituídas por unidades fundamentais, os aminoácidos, que por sua vez realizam 

ligações peptídicas entre os seus resíduos para compor sua estrutura primária. A presença dos 

aminoácidos ocorre da mesma forma na região de sítio ativo, o que permite a acomodação dos 

fármacos pela geração de interações intermoleculares entre átomos e grupos funcionais por 

parte da proteína e do composto. Essa interação pode gerar uma mudança de conformação desta 

proteína propiciando sinalização celular relacionada ao efeito farmacológico. As enzimas 
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possuem papel fundamental na maior parte das vias bioquímicas envolvidas no 

desenvolvimento de patologias, por isso são amplamente empregadas como alvos moleculares 

(BARREIRO; FRAGA, 2014; PATRICK, 2013; SANTOS et al., 2017).  

Neste sentido, a enzima esterol 14α-demetilase ou CYP51 tem despertado a atenção 

como alvo molecular para diversas patologias pela sua presença em espécies de patógenos como 

Mycobacterium tuberculosis, Aspergillus spp., Candida spp., Trypanosoma cruzi, Leishmania 

spp., Naegleria fowleri e Acanthamoeba spp. Pertencente ao conjunto de enzimas da família do 

citocromo P450, a CYP51 participa da biossíntese do ergosterol em fungos, protozoários e 

amebas por meio de uma série de três etapas de catálise régio e estéreo específica favorecidas 

pela presença do grupamento heme em seu sítio ativo (Figura 5). Nesta etapa fundamental a 

CYP51 promove a remoção oxidativa do grupamento metílico situado no carbono 14 (Δ14) dos 

seus substratos principais:  lanosterol, 24,25-dihidrolanosterol, eburicol, obtusifoliol e C4-

norlanosterol. A presença de oxigênio e NADPH é fundamental para a reação redox, sobretudo 

no estado de redução do íon ferro no grupamento heme. A reação tem início com a hidroxilação 

do grupo 14α-metil, seguida da oxidação do produto 14-α-carboxiálcool a 14α-carboxialdeído 

e eliminação do grupamento aldeído como ácido fórmico do Δ14. Por fim, ocorre o rearranjo 

eletrônico e formação da dupla ligação entre Δ14, 15, dando sequência a via de síntese do 

ergosterol (LEPESHEVA; FRIGGERI; WATERMAN, 2018; LEPESHEVA; WATERMAN, 

2011; NES, 2011).  

Figura 5. Sequência reacional da série oxidativa promovida pela enzima esterol 14-α-demetilase para sequência 

da via de síntese do ergosterol em fungos, protozoários e amebas. 

 

Fonte: adapatado de LEPESHEVA; FRIGGERI; WATERMAN, 2018; LEPESHEVA; WATERMAN, 2011 



28 

 

O ergosterol é um componente essencial da estrutura da membrana plasmática e 

desempenha funções de sustentação, fluidez e permeabilidade. Atua, ainda, como precursor de 

moléculas regulatórias que modulam processos de crescimento, divisão, diferenciação e 

desenvolvimento celular (LEPESHEVA; FRIGGERI; WATERMAN, 2018; LEPESHEVA; 

WATERMAN, 2007; NES, 2011). A enzima CYP51 apresenta diferença estrutural entre 

humanos e fungos, o que possibilita ação seletiva dos fármacos azólicos nas células fúngicas 

como inibidores enzimáticos, interrompendo a via de síntese do ergosterol. Ainda, o principal 

constituinte de membrana plasmática em humanos é o colesterol, tendo sua síntese primordial 

pela atuação da enzima β-hidroxi-β-metilglutaril-Coenzima A redutase (HMG-CoA), a qual 

não é afetada pelos antifúngicos. Desta forma, a CYP51 pode ser explorada como um potencial 

alvo na tentativa de desenvolvimento de fármacos seletivos para o tratamento de infecções, 

sobretudo por meio da aplicação de abordagens computacionais e da estrutura da enzima 

disponíveis para os diversos agentes infecciosos (LAMB et al., 2015; LEPESHEVA; 

FRIGGERI; WATERMAN, 2018; NELSON, D. L. & COX, 2014; NES, 2011; PATRICK, 

2013; THOMSON et al., 2017). 

Uma das formas de exploração do alvo molecular está no estudo do cristal da estrutura 

enzimática depositada em bancos de dados e, a partir disso, planejar fármacos potentes e 

seletivos. A enzima CYP51 de Acanthamoeba castelanii possui sua estrutura cocristalizada 

com o fármaco isavuconazol (Figura 6A) (SHARMA et al., 2020). Para compor o sítio ativo, a 

enzima conta com o grupo heme formado por um íon ferro na posição central em coordenação 

com um anel de porfirina, constituindo um componente essencial para estabilização de 

compostos no sítio ativo e é favorecido com a presença do resíduo de aminoácido Cys434 

(Figura 6B). Dentre as propostas de estabilização de compostos no sítio ativo está o 

favorecimento de uma ligação coordenada entre o íon ferro e, principalmente, heterociclos 

triazólicos e tetrazólicos pela disponibilidade de elétrons livres pelos heteroátomos para 

desempenho do papel como bases de Lewis. A ligação coordenada é estabelecida no caso do 

fármaco isavuconazol, entre o nitrogênio pertencente ao anel triazólico e ferro. A formação 

deste sistema de coordenação também está presente nas enzimas do metabolismo pertencentes 

ao citocromo p450 e enzimas de transporte de oxigênio, como a mioglobina (ATKINS et al., 

2010; CAMPO; BERNARDES; CARVALHO, 2009; LUIRINK et al., 2020). 
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Figura 6. Apresentação de um monômero da estrutura cristalizada da enzima CYP51 de Acanthamoeba 

(AcCYP51) e uma representação da estabilização do fármaco isavuconazol mediada pela presença do grupo heme 

no sítio ativo. 

 

(A) Estrutura cristalográfica PDB 6UX0 com o grupamento heme presente em amarelo; fármaco isavuconazol 

em rosa; (B) Apresentação do sítio ativo enzimático com enfoque na ligação coordenada entre o ligante 

isavuconazol mais à esquerda, com grupo heme e o aminoácido cisteína 434 mais à direita; (C) Estrutura 

bidimensional do fármaco isavuconazol realizando interações com resíduos de aminoácido do sítio de ligação. 

Fonte: a autora. Criação com base em imagens retiradas do banco de dados PDB e na publicação SHARMA et 

al., 2020. Ilustração obtida por meio do programa Discovery Studio 2019 e pelo software PLIP (ADASME et al., 

2021). 

 

Pensando nas demais formas de estabilização de compostos no sítio de ligação da 

CYP51 de Acanthamoeba (AcCYP51), podem ser citadas as interações intermoleculares com 

os resíduos de aminoácidos presentes na região como a Tyr114, Phe116, Ser117, Phe121, 

Val126, Tyr127, Ala290, Phe293, Ala294, Leu363, Phe365, Val366, Met367 e Met471. Cabe 

ressaltar que o fármaco isavuconazol apresenta interações do tipo hidrofóbicas e polares com 

estes resíduos e sua acomodação ocorre, ainda, pelas forças de van der Waals propiciadas pelo 

bolsão hidrofóbico presente no sítio ativo da CYP51 (SHARMA et al., 2020).  

Tendo como base as informações apresentadas, inibidores da enzima CYP51 podem ser 

planejados com o emprego de um conjunto de abordagens computacionais e com objetivo de 

ação específica contra o protozoário Acanthamoeba para o tratamento da ceratite amebiana.  

 

1.3 Ceratite por Acanthamoeba spp.: aspectos biológicos, epidemiologia e 

alternativas terapêuticas  
 

O cenário atual reflete que cerca de 2,2 bilhões de pessoas em todo o mundo possuem 

algum dano em sua acuidade visual. Dentre os danos oculares estão as doenças que promovem 



30 

 

a opacidade da córnea, responsáveis por 4,2 milhões de casos (WHO, 2019). A perda da 

integridade da córnea leva a um prejuízo na passagem da luz através do epitélio até a retina, 

tornando-se esbranquiçado e diminuindo gradativamente a acuidade visual até a perda completa 

do sentido (BRASIL, 2021). A doença ceratite causada por ação microbiana está entre as 

doenças que geram opacidade na córnea devido a ulceração e intenso processo infecioso gerado 

no decorrer da patologia. Dentre os agentes infecciosos mais comuns está o protozoário do 

gênero Acanthamoeba (MORIYAMA; HOFLING-LIMA, 2008; PENS et al., 2008).  

A ceratite por Acanthamoeba é considerada uma infecção de caráter raro, atingindo de 

1 a 9 em cada 100.000 indivíduos, mas potencialmente devastadora por sua capacidade em 

ocasionar danos permanentes a acuidade visual ou mesmo a cegueira. Porém, ainda está atrelada 

ao difícil diagnóstico e tratamento (CDC, 2014; LACERDA; LIRA, 2021; LORENZO-

MORALES; KHAN; WALOCHNIK, 2015; PAGE; MATHERS, 2013). A maior incidência da 

ceratite por Acanthamoeba está em usuários de lente de contato, população em potencial risco 

de desenvolvimento da doença, representando 75-85% dos casos reportados (GOMES et al., 

2016; KHAN, 2006; PAGE; MATHERS, 2013).  

Amebas do gênero Acanthamoeba são organismos unicelulares de vida livre que 

possuem duas formas evolutivas: o trofozoíto, forma ativa, móvel e infectiva na doença; e o 

cisto, forma considerada latente e resistente do protozoário. As formas de vida podem estar 

presentes como trofozoíto ou como cisto em predominância dependendo das condições 

ambientais. Cabe salientar que 30% da parede do cisto é composta por celulose, o que favorece 

a resistência desta forma de vida e previne o acesso que substâncias nocivas para o protozoário. 

Desta forma, a compreensão das bases bioquímicas de formação do protozoário é fundamental 

visando o planejamento de novos fármacos para o tratamento de doenças desencadeadas pela 

Acanthamoeba spp. (LORENZO-MORALES et al., 2013).  O protozoário Acanthamoeba é 

considerado um organismo oportunista completando seu ciclo de vida no ambiente, porém pode 

ocasionar doenças em contato com tecidos humanos lesionados. Exemplos dessas doenças estão 

a infecção fatal no sistema nervoso central (SNC) conhecida como encefalite granulomatosa 

amebiana (em inglês GAE), as infecções pulmonares e cutâneas e pele; e a ceratite (PINTO et 

al., 2021; VISVESVARA; MOURA; SCHUSTER, 2007). Na ceratite causada pelo 

protozoário, a patogênese se desencadeia pela adesão da Acanthamoeba spp. na célula corneal 

do hospedeiro, seguida da secreção extracelular de proteases e culmina na fagocitose, 

possibilitando a morte celular e dano tecidual. Ao contrário de outras infecções oculares, a 

inflamação e degradação do tecido corneal promovida pela Acanthamoeba spp. fica restrita a 

esta camada tecidual, uma vez que casos de ceratite intraocular são raros (CLARKE; 
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NIEDERKORN, 2006; LORENZO-MORALES et al., 2013; VISVESVARA; MOURA; 

SCHUSTER, 2007). 

Como consequência da infecção promovida pela Acanthamoeba os sintomas 

desencadeados são de dor ocular intensa, vermelhidão, visão embaçada ou escurecida, 

fotofobia, sensação de corpo estranho nos olhos e lacrimejamento. Estes sintomas podem se 

estender por semanas ou até meses (CLARKE; NIEDERKORN, 2006; KHAN, 2006; 

LORENZO-MORALES et al., 2013). Os casos de ceratite por Acanthamoeba são normalmente 

descritos em associação a traumas no tecido corneal associado ao uso prolongado das lentes de 

contato, diminuição progressiva da lubrificação lacrimal na região e geração de biofilme, 

facilitando o mecanismo de patogênese (CARNT; STAPLETON, 2016; KHAN, 2006; 

LACERDA; LIRA, 2021; PAGE; MATHERS, 2013).  

Até o presente momento não há tratamento para ceratite por Acanthamoeba que 

apresente eficácia contra trofozoítos e cisto. A associação farmacológica entre agentes 

antimicrobianos tópicos é uma alternativa adotada devido a sua atividade contra os trofozoítos, 

como por exemplo as diamidinas aromáticas como isotionato de propamidina (1), 

polihexametileno de biguanida (PHMB) (3), clorexidina (4), dibromopropamidina e 

hexamidina (Figura 7) (KHAN, 2006; LACERDA; LIRA, 2021; SZENTMÁRY et al., 2019). 

Por outro lado, a literatura aponta que o uso prolongado dos agentes antimicrobianos implica: 

(i) na toxicidade das células corneais e (ii) desenvolvimento de resistência do protozoário com 

o processo de formação do cisto, o que têm tornado o tratamento cada vez mais desafiador 

(KHAN, 2006; LACERDA; LIRA, 2021; LEE et al., 2007).  

 
Figura 7. Estruturas dos fármacos utilizados para o tratamento da ceratite por Acanthamoeba.  
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De acordo com este cenário, o reposicionamento de fármacos pertencentes a classe dos 

antifúngicos azólicos tem sido estudado ao longo dos anos como proposta para o tratamento de 

doenças provocadas pelo protozoário do gênero Acanthamoeba. Tendo como exemplo o 

posaconazol (5), itraconazol (6), cetoconazol (7), voriconazol (8), fluconazol (9), isavuconazol 

(10) e clotrimazol (11) (Figura 8) têm demonstrado eficácia no tratamento da doença, assim 

como em associação com biguanidinas e diamidinas (Figura 8). O fármaco voriconazol 

evidenciou resultados de eficácia contra ambas as formas de vida da Acanthamoeba spp. e 

diminuição da proliferação celular. Neste sentido, o isavuconazol e posaconazol demonstram 

resultados de eficácia positivos com atividade contra trofozoítos em baixas concentrações. O 

isavuconazol, ainda, demonstrou prevenção contra a formação de cistos. Além disso, o 

voriconazol apresentou atividade inibitória e efetiva frente aos trofozoítos. Tendo isso em vista, 

o uso de fármacos antifúngicos azólico demonstram uma alternativa de tratamento para a 

ceratite amebiana e, por outro lado, estudos para a descoberta de novos compostos para 

tratamento pode ser estimulada a partir destes fármacos (HERNÁNDEZ-MARTÍNEZ et al., 

2019; LAMB et al., 2015; LEPESHEVA; FRIGGERI; WATERMAN, 2018; MARTÍN-

NAVARRO et al., 2013; SHARMA et al., 2020; SHING et al., 2020; THOMSON et al., 2017; 

VISVESVARA; MOURA; SCHUSTER, 2007). 

Figura 8.  Estruturas químicas de derivados azólicos utilizados para o tratamento da ceratite por Acanthamoeba.  
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HERNÁNDEZ-MARTÍNEZ et al., 2019; LAMB et al., 2015; LEPESHEVA; FRIGGERI; WATERMAN, 2018; 

MARTÍN-NAVARRO et al., 2013; SHING et al., 2020; THOMSON et al., 2017 

 

É conhecido que os antifúngicos azólicos possuem mecanismo de ação na enzima 14α-

demetilase, inibindo a síntese do ergosterol (LEPESHEVA; FRIGGERI; WATERMAN, 2018). 

Desta forma, o presente estudo permitiu a busca por compostos ativos contra o parasito 

Acanthamoeba com o objetivo de proporcionar alternativas de tratamento para a doença ceratite 

por Acanthamoeba, explorando a enzima CYP51 como alvo molecular. Cabe destacar ainda 

que nosso grupo de pesquisa vem realizando ao longo de anos estudos relacionados a doenças 

parasitárias e o presente trabalho vem para acrescentar conhecimento a esta trajetória (DA 

ROSA et al., 2017; ZIMMERMANN et al., 2018). 
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Objetivos 
 

 

1.4 Objetivo Geral  
 

Identificar potenciais inibidores da enzima 14α-demetilase (CYP51) de Acanthamoeba 

spp. utilizando estudos in silico.  

 

1.5 Objetivos Específicos 
 

• Construir biblioteca de compostos com inibidores da enzima 14-α-demetilase 

selecionados na literatura para os protozoários Acanthamoeba spp., Trypanosoma cruzi e 

Leishmania spp.; 

• Criar e validar modelos farmacofóricos 3D com base em inibidores da enzima 14α-

demetilase pelo emprego da biblioteca de compostos; 

• Elaborar e validar modelos farmacofóricos 3D baseados na estrutura cristalográfica da 

enzima 14α-demetilase de Acanthamoeba castelanii disponível no banco de dados de 

estruturas Protein Data Bank (PDB);  

• Realizar triagem virtual para identificação de compostos que tenham potencial atividade 

inibitória sobre a enzima 14α-demetilase; 

• Executar a abordagem de docking molecular para avaliação das interações dos compostos 

selecionados na triagem virtual com aminoácidos no sítio ativo da enzima 14α-demetilase 

pelo emprego da estrutura cristalográfica; 

• Calcular as propriedades físico-químicas de peso molecular, logaritmo de partição (logP), 

logaritmo de solubilidade (logS), número de aceptores e doadores de ligação de 

hidrogênio, área de superfície polar e número de ligações rotacionáveis dos compostos 

selecionados. 
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Materiais e Métodos 
  

 

 Os estudos computacionais relacionados a modelagem molecular foram desempenhados 

utilizando Hardware e especificações de software em processador Intel Pentium Core i7 com 

memória RAM de 8 GB e Windows 10. Os programas, softwares e as bases de dados utilizados 

para o desempenho das abordagens de modelagem molecular estão dispostos na tabela abaixo.  

 
Tabela 1. Relação de Programas, Softwares e Bases de Dados empregados para o desenvolvimento das abordagens 

de modelagem molecular 

 

*Bases de Dados com acesso através do Portal Periódicos CAPES pela Universidade Federal de Santa Catarina. 

Acesso em: http://www-periodicos-capes-gov-br.ez46.periodicos.capes.gov.br/ 

Programas Acesso em 

Discover Studio 2019 https://discover.3ds.com/discovery-studio-visualizer-download 

Osiris DataWarrior https://openmolecules.org/datawarrior/ 

GOLD https://www.ccdc.cam.ac.uk/solutions/csd-discovery/components/gold/ 

MOPAC 2016 http://OpenMOPAC.net 

Softwares Acesso em 

CORINA https://mn-am.biz/products/corina/ 

PharmaGist https://bioinfo3d.cs.tau.ac.il/PharmaGist/php.php 

Pharmit https://pharmit.csb.pitt.edu/ 

DUD-E http://dude.docking.org/ 

FAF-Drugs4 https://fafdrugs4.rpbs.univ-paris-diderot.fr/index.html 

PDB sum 
http://www.ebi.ac.uk/thornton-srv/databases/cgi-

bin/pdbsum/GetPage.pl?pdbcode=index.html 

Bases de Dados  Acesso em 

SciFinder* https://scifinder-n.cas.org/ 

Web of Science* https://www-webofscience.ez46.periodicos.capes.gov.br/wos/woscc/basic-search 

PubMed https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/ 

ScienceDirect https://www.sciencedirect.com/ 

ChEMBL https://www.ebi.ac.uk/chembl/ 

BINDING database https://www.bindingdb.org/rwd/bind/index.jsp 

Protein Data Bank https://www.rcsb.org/ 

SPECS https://www.specs.net/index.php 
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Modelagem Molecular 
 

1.6 Construção da biblioteca de compostos ativos 
 

 Uma biblioteca de compostos ativos foi construída com base na busca de compostos 

inibidores da enzima 14-α-demetilase descritos na literatura. Tal levantamento bibliográfico 

considerou artigos depositados nas bases de dados SciFinder, Web of Science, PubMed e 

ScienceDirect, bem como nas quimiotecas ChEMBL (DAVIES et al., 2015; GAULTON et al., 

2017) e BINDING Database (GILSON et al., 2016). Não houve delimitação temporal para a 

seleção dos artigos, apesar dos selecionados terem sido publicados entre os anos de 2007-2020. 

As palavras-chave utilizadas envolveram a enzima “14-alfa-demethylase” ou “CYP51”, bem 

como os protozoários “Acanthamoeba”, “Trypanosoma cruzi” e “Leishmania”. Como critérios 

de seleção dos compostos foram considerados aqueles que possuíam presença de estudos in 

vitro na enzima 14-α-demetilase Acanthamoeba spp. ou 14-α-demetilase de Trypanosoma cruzi 

ou 14-α-demetilase Leishmania spp., assim como também valores de atividade biológica frente 

as formas de vida dos protozoários mensurados. Desta forma, foram considerados valores 

intervalo de KD 1,7 nM a 0,75 µM; IC50 0,1 µM a 30 µM; EC50 1,6 nM a 4,4 nM; e 0,032 µM a 

0,715 µM. Como critério de exclusão do estudo foram considerados os compostos com valores 

de atividade com amplitude, a exemplo de um valor de atividade maior (>), menor (<), maior 

ou igual (≥) e menor ou igual (≤) a um valor. 

 Uma vez selecionados os compostos foram categorizados de acordo a inibição da 

enzima CYP51 para cada protozoário, resultando nos grupos subsequentes: (A) inibidores da 

enzima 14-α-demetilase ativos para Acanthamoeba spp.; (B) inibidores da enzima 14-α-

demetilase ativos de Trypanosoma cruzi; (C) inibidores da enzima 14-α-demetilase ativos para 

Leishmania spp. Os grupos estruturais foram desenhados separadamente em formato 

bidimensional (2D) no programa ChemBio Draw® Ultra, com obtenção respectiva do código 

SMILES. Em seguida, os compostos passaram por uma série de etapas de preparação tendo 

início na conversão em formato 3D por meio da ferramenta da CORINA (CORINA, 2019) e 

geração do formato “*sybyl mol2” no programa DS Visualizer – Discover Studio 2019. Com a 

obtenção do formato tridimensional, os compostos foram empregados nas etapas subsequentes.  

 

1.7 Elaboração dos modelos farmacofórico 
 
 Os modelos de farmacóforo foram criados por meio de duas abordagens: com base nos 

inibidores da enzima CYP51 para os protozoários Acanthamoeba spp., Trypanosoma cruzi e 
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Leishmania spp. (LBDD), e considerando a estrutura cristalográfica da enzima CYP51 de 

Acanthamoeba castelanii (SBDD). 

Os modelos de farmacóforos baseados nos inibidores foram elaborados considerando a 

biblioteca de compostos ativos previamente criada, totalizando cento e sete compostos, e com 

o emprego do software PharmaGist (SCHNEIDMAN-DUHOVNY et al., 2008) - plataforma 

online e de livre acesso. Visando facilitar a compreensão dos resultados, o envio dos inibidores 

foi realizado conforme os seguintes grupos: (A) inibidores da 14-α-demetilase ativos para 

Acanthamoeba spp.; (B) inibidores da 14-α-demetilase ativos de Trypanosoma cruzi; (C) 

inibidores da 14-α-demetilase ativos para Leishmania spp. 

O Pharmagist realiza a construção dos modelos farmacofóricos com base na 

sobreposição da estrutura dos compostos inseridos e, ainda, considera compostos referência 

para a elaboração do modelo. As configurações adotadas para o experimento consideraram o 

fármaco voriconazol (a2) como molécula mais ativa dentre os inibidores de Acanthamoeba spp., 

o fármaco posaconazol (a8) dentre os inibidores de Trypanosoma cruzi, e o composto VNI 

(a39) dentre os inibidores de Leishmania spp. (Figura 10) (DOYLE et al., 2010; HARGROVE 

et al., 2013; HERNÁNDEZ-MARTÍNEZ et al., 2019; LAMB et al., 2015; LEPESHEVA; 

FRIGGERI; WATERMAN, 2018).  

 Os critérios estabelecidos para seleção de modelos de farmacóforos gerados pelo 

programa foram considerados de forma a representar a maior diversidade estrutural e 

aproximação com a realidade de ligação enzimática. Sendo assim, os critérios adotados 

seguiram: o número total de candidatos de farmacóforo gerados, o valor de score decorrente da 

sobreposição espacial de moléculas, a quantidade de moléculas sobrepostas por grupo e suas 

features (características químicas) geradas para cada estrutura modelo (SCHNEIDMAN-

DUHOVNY et al., 2008; VUORINEN; SCHUSTER, 2015). Assim, os farmacóforos 

selecionados contemplaram: (1) modelo de farmacóforo com melhor valor de score dentre 

farmacóforos modelos gerados; (2) farmacóforo com o maior número de moléculas 

sobrepostas; e (3) farmacóforo com o maior valor de score considerando os inibidores 

voriconazol, posaconazol ou VNI. 

 A construção dos modelos de farmacóforo baseados na estrutura foram desempenhados 

a partir da estrutura cristalográfica depositada no banco de dados Protein Data Bank e do 

software Pharmit. Foram utilizadas como palavras-chave os termos “CYP51 Acanthamoeba” e 

“14-alpha-demethylase” durante o período de março a outubro de 2020 para seleção da estrutura 

no PDB. Para o desenvolvimento da abordagem, foi selecionada a estrutura da enzima CYP51 

de Acanthamoeba castellanii complexada com o fármaco isavuconazol [PDB ID: 6UX0] 
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(SHARMA et al., 2020) e informações a respeito da obtenção da estrutura proteica estão 

contidos na Tabela A4, Anexo. Um gráfico de Ramachandran foi gerado pelo servidor online 

PROCHECK (LASKOWSKI, 1996) por meio do PDBsum como forma de avaliar a qualidade 

do cristal proteico pela posição dos seus resíduos de aminoácido. Os modelos de farmacóforo 

foram gerados de forma automática pelo software Pharmit e posteriormente validados. 

 

1.8 Validação e Refinamento dos Modelos de Farmacóforo  
  

Para avaliação da qualidade dos farmacóforos gerados, os modelos entraram em contato 

com a biblioteca de compostos ativos, a qual possui inibidores da enzima CYP51, e com 

compostos inativos teóricos construídos para a etapa de validação. Para execução desta etapa 

foi empregado o software Pharmit.  

Os compostos inativos teóricos, ou também conhecidos como decoys, foram gerados 

pelo emprego da base de dados DUD-E da Universidade da Califórnia (MYSINGER et al., 

2012) resultando na obtenção de confôrmeros inativos a partir das moléculas ativas pertencentes 

a base de compostos previamente selecionados. Desta forma, a etapa de validação reuniu cerca 

de 7.400 compostos ativos e decoys para a enzima CYP51, considerando os microrganismos 

Acanthamoeba spp., Trypanosoma cruzi e Leishmania spp., para a construção de bibliotecas 

públicas no Pharmit. 

 O próximo passo se baseia no contato dos modelos de farmacóforo com a biblioteca de 

compostos e avaliação da capacidade do farmacóforo em encontrar o maior número de 

moléculas ativas (hits) para o alvo e descartar as inativas. Para a avaliação deste 

reconhecimento, primeiramente foi calculado o fator de enriquecimento relacionado a 

construção do modelo farmacofórico (EFconstrução) considerando os inibidores ativos da enzima 

CYP51 e os decoys construídos em sua totalidade (Equação 1). Em seguida, a cada contato dos 

modelos com a biblioteca de compostos foi gerado um outro fator de enriquecimento, pelo 

programa, que está relacionado a validação do modelo (EFvalidação). Dessa forma, foi possível 

estabelecer um paralelo entre os valores de fator de enriquecimento gerados, e assim obter um 

parâmetro de qualidade para os modelo de farmacóforo (VUORINEN; SCHUSTER, 2015). 

 

𝐹𝑎𝑡𝑜𝑟 𝑑𝑒 𝐸𝑛𝑟𝑖𝑞𝑢𝑒𝑐𝑖𝑚𝑒𝑛𝑡𝑜 (𝐸𝐹) =  
(𝑉𝑃)/(𝑇𝑃𝑁)

(𝑇𝑃)/(𝑇𝐷𝐵)
 

Equação 1. Cálculo do fator de enriquecimento EF. VP: número total de compostos ativos encontrados; TPN: 

número total de ativos e inativos encontrados; TP: número total de ativos no banco de dados de ativos. TDB: 

número total de compostos nos bancos de dados. 
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 Ainda, para o refinamento, os modelos de farmacóforo tiveram suas características 

(features) excluídas e/ou adicionadas, seus tamanhos aumentados e/ou diminuídos, e 

comparados com as features existentes nos compostos mais ativos de cada série com intuito de 

proporcionar qualidade aos modelos formados.  

 

1.9 Triagem Virtual e Seleção de Compostos 
  

 Para a triagem virtual de compostos, o banco de dados SPECS foi selecionado e obtido 

por meio de download no site de vendas www.specs.net, contendo 1.083.888 de estruturas 3-D 

(versão de 05/2021) com as mais diversas naturezas, podendo citar compostos de origem 

natural, sintética e fragmentos. Este banco de dados foi inserido no software Pharmit e uma 

triagem de moléculas transcorreu por meio da aplicação separadamente dos modelos de 

farmacóforo baseado nos inibidores da enzima CYP51 e na estrutura da enzima, com obtenção 

dos valores de RMSD para cada análise. O parâmetro de RMSD, ou desvio quadrático médio 

do raio, permite uma relação entre as características apresentadas por grupos funcionais 

pertencentes ao composto selecionado e as características do farmacóforo resultante da 

sobreposição entre eles, pela avaliação de suas semelhanças. A ocorrência de sobreposição entre 

os átomos é sugerida com RMSD inferior a 2Å (RMSD < 2Å) (VUORINEN; SCHUSTER, 

2015). Por meio desta avaliação, compostos com potencial atividade inibitória da enzima 14α-

demetilase foram filtrados. 

 A etapa de triagem virtual contou ainda com uma série de critérios de refinamento dos 

compostos, iniciando com o emprego do filtro PAINS por meio do software FAF-Drugs4 

(LAGORCE et al., 2015) e eliminação de compostos duplicados selecionados anteriormente. 

Em sequência foram avaliadas as propriedades drug-likeness dos compostos com ênfase no alvo 

molecular, tendo como referência as propriedades físico-químicas dos inibidores da enzima 

CYP51 de Acanthamoeba spp., calculadas pelo programa Osiris DataWarrior (SANDER et al., 

2015; YANG et al., 2020a). Os inibidores apresentaram peso molecular com intervalo entre 

306 a 706 Da; log P entre 1,5 e 5,5; log S entre -8,0 e -2,5; número de aceptores de ligação de 

hidrogênio entre 2 e 12; número de doadores de ligação de hidrogênio entre zero e 6; área de 

superfície polar (TSA) entre 220 e 520; e número de ligações rotacionáveis entre 5 e 12.  Sendo 

assim, as propriedades físico-químicas e seus respectivos intervalos foram empregados nesta 

última etapa da triagem virtual.  
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 Como resultado, foram selecionados compostos com potencial ação inibitória para a 

enzima CYP51 de Acanthamoeba e, os mesmos seguiram para a etapa de docking molecular e 

inspeção visual das interações e conformações destes no sítio de ligação. 

 

1.10 Estudos de Docking Molecular dos Compostos Triados 
 

 Os estudos de docking molecular foram conduzidos no programa GOLD (versão 

2020.2.0) (JONES et al., 1997). A estrutura da enzima 14-α-demetilase selecionada está 

complexada com o fármaco isavuconazol [PDB ID: 6UX0] e foi obtida por difração de raio-X 

com resolução de 2,93Å (SHARMA et al., 2020). A preparação da estrutura proteica foi 

conduzida pela verificação da presença dos resíduos de aminoácidos essenciais para interação 

no sítio ativo e conservação do grupamento heme, retirada das moléculas de água e adição dos 

hidrogênios na estrutura. O estudo de docking rígido foi realizado pela fixação de todas as 

ligações rotacionáveis.  

 Com o propósito de validação do método, um estudo de redocking foi conduzido. Para 

isso o fármaco isavuconazol foi desenhado em formato tridimensional (.mol2) e teve sua 

geometria otimizada pelo método semiempírico PM7 (STEWART, 2013) no programa 

MOPAC 2016. No programa GOLD foram inseridos a estrutura da enzima CYP51 e o fármaco 

isavuconazol otimizados. Foram considerados para o redocking todas as funções de score 

disponíveis no programa, sendo elas CHEMPLP, GOLDSCORE, CHEMSCORE e ASP. A 

delimitação de espaço no sítio ativo capaz de comportar as diferentes conformações dos ligantes 

foi definida em tamanhos de GRID de 6, 9 e 12Å, assim como o número de corridas para a 

geração de 10, 50, 100 e 500 poses dos ligantes. Assim, foi avaliado o valor de RMSD entre o 

isavuconazol desenhado previamente e o mesmo cocristalizado na proteína.  

 Após os estudos, o protocolo com os melhores resultados foi empregado para a execução 

docking molecular incluindo os compostos triados na região do sítio ativo da cadeia [A] da 

enzima. Ao final das simulações, a pose de melhor valor de score para cada composto foi 

selecionada para avaliação visual quanto as interações realizas. O programa Discovery Studio 

2019 (versão 2019.1.0.18287) foi empregado para a inspeção visual dos resultados por meio da 

avaliação das interações entre os compostos de melhor valor de score e os aminoácidos do sítio 

de ligação e o grupamento heme da CYP51. Foram consideradas as interações apontadas pelo 

programa, bem como foram estudadas possíveis interações com os resíduos de aminoácido 

reportados na literatura importantes para interação com o inibidor ativo isavuconazol: Tyr114, 

Phe116, Ser117, Phe121, Val126, Tyr127, Ala290, Phe293, Ala294, Leu363, Phe365, Val366, 
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Met367 e Met471. A avaliação das interações se deu pela determinação da distância entre os 

átomos do ligante e dos aminoácidos. Para cada interação estabelecida, foram considerados 

parâmetros de distância descritos na literatura (Tabela 1) para interações de hidrogênio, 

interação cátion-π, interação alquil-arila e interação do tipo π estabelecidas em sistemas 

aromáticos (empilhamento π, forma em T, deslocamento em paralelo e polaridade invertida) 

(ARRAS et al., 2022; FOKOUE et al., 2020; PATRICK, 2013). Ainda, foram consideradas 

interações com os resíduos de aminoácido que não possuem distância padrão descrita. A 

possibilidade de ligação coordenada com o íon ferro no grupo heme foi avaliada considerado a 

presença um heteroátomo com distância ≤2,64Å do íon ferro para a formação da ligação 

(SHARMA et al., 2020).  

 
Tabela 2. Relação de distância de interação entre ligante e resíduos de aminoácido descritos pela literatura.  

 

 

 

 

 

 

 

 Fonte: FOKOUE et al., 2020; PATRICK, 2013 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tipo de Interação Distância (Å) 

Ligação de Hidrogênio 1,7 – 2,4 

Interação cátion-π 2 - 4 

Interação Alquil-Arila 3,4 – 4,4 

Interações do tipo π em 

sistemas aromáticos 
3 - 4 
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Resultados e Discussão 
 

 

As abordagens disponíveis para triagem virtual de compostos podem ser empregadas 

nas etapas iniciais do processo de descoberta e desenvolvimento de um novo fármaco. Assim, 

os estudos computacionais contribuem para a identificação de compostos hits, bem como para 

as etapas subsequentes de aprimoramento das estruturas selecionadas (MACALINO et al., 

2015; WANG et al., 2020). Com o objetivo de identificação de compostos hits com potencial 

atividade inibitória da enzima 14α-demetilase para o protozoário Acanthamoeba spp. foram 

construídos modelos de farmacóforo baseados em estratégias de SBDD e LBDD para auxiliar 

a seleção de compostos pela abordagem de triagem virtual e docking molecular (Figura 9). 

 

Figura 9. Etapas consecutivas do delineamento de estudo para triagem virtual de compostos com a geração e 

aprimoramento de modelos de farmacóforo.  

 

Fonte: autoria própria. Esquema adaptado de KASERER e colaboradores, 2015. 

 

Os atuais estudos são uma continuação do trabalho desempenhado para conclusão de 

curso em Farmácia pela Universidade Federal de Santa Catarina no ano de 2019 (REIS; 

ZIMMERMANN; BERNARDES, 2019). Durante os estudos foram construídos nove modelos 

de farmacóforo baseado nos inibidores da enzima 14α-demetilase dos protozoários 

Acanthamoeba spp. e Trypanosoma cruzi com a perspectiva de aplicação dos farmacóforos para 

triagem virtual e predição das propriedades físico-químicas dos compostos selecionados. A 

partir disto, no presente estudo foram criados e aprimorados modelos de farmacóforo baseados 

nos inibidores da CYP51 para Acanthamoeba spp. e Trypanosoma cruzi; criados modelos de 

farmacóforo baseado nos inibidores de CYP51 para Leishmania spp.; utilizada a estrutura 
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cristalográfica de CYP51 de Acanthamoeba castelanii para geração de modelos baseados na 

abordagem SBDD e emprego destes modelos na triagem virtual para investigação compostos 

hits.  

 

1.11 Construção e validação dos modelos de farmacóforo gerados por abordagem 

LBDD: inibidores da enzima CYP51 de Acanthamoeba spp., Trypanosoma cruzi 
e Leishmania spp. 

 

Os inibidores da enzima CYP51 para o protozoário Acanthamoeba spp. foram 

selecionados para a construção de modelos de farmacóforo baseado em ligantes. No início do 

presente estudo a estrutura da enzima CYP51 não havia sido depositada no banco de dados de 

proteínas (PDB) em sua forma cristalizada. Então, com o objetivo de explorar a região de 

ligação pertencente a enzima 14α-demetilase, modelos de farmacóforo baseado nos inibidores 

da enzima de Acanthamoeba spp. foram construídos e, comparações entre estes modelos e os 

farmacóforos construídos com base nos inibidores de CYP51 dos protozoários Trypanosoma 

cruzi e Leishmania spp. foram estabelecidas. A escolha destes protozoários ocorreu com base 

na similaridade apresentada entre os resíduos de aminoácido da enzima CYP51 entre amebas e 

tripanosomatídeos de 33% (LEPESHEVA; FRIGGERI; WATERMAN, 2018; LEPESHEVA; 

WATERMAN, 2007). A busca de inibidores da CYP51 em artigos científicos e de bancos de 

dados de compostos resultou na construção de uma biblioteca de compostos de construção que 

reuniu 102 moléculas: 8 compostos para a protozoário Acanthamoeba spp., 78 compostos para 

Trypanosoma cruzi e 19 compostos para Leishmania spp. Estes compostos estão representados 

em anexo a este trabalho nas Figuras A1, A2 e A3, com a nomenclatura a1 – a105.  Dentre os 

compostos selecionados, cabe ressaltar, que os inibidores da enzima CYP51 com os códigos 

a8, a38 e a98 tratam-se da molécula do posaconazol; e compostos a61 e a87 tratam-se do VFV; 

e os compostos a39 e a90 trata-se do VNI. Os modelos de farmacóforo foram gerados 

separadamente no software Pharmagist. E, sendo assim, a biblioteca de compostos reunida foi 

aplicada para a construção dos modelos de farmacóforo baseados nos ligantes.  

 

1.11.1 Modelos de farmacóforo para Acanthamoeba spp. 
 

A construção dos modelos de farmacóforo baseados nos ligantes contou com a 

sobreposição dos inibidores da 14-α-demetilase ativos para Acanthamoeba spp., gerando 10 

modelos de farmacóforos. Dentre estes farmacóforos, foi selecionado um modelo que 

contemplasse o fármaco voriconazol (a2) como referência para a sobreposição das demais 
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estruturas e contasse com o maior valor de score (pontuação) gerado pelo Pharmagist. O 

fármaco voriconazol foi considerado como destaque dentre os inibidores da CYP51 de 

Acanthamoeba por seu desempenho em inibir as formas de vida de cisto e trofozoíto do 

protozoário (HERNÁNDEZ-MARTÍNEZ et al., 2019; LEPESHEVA; FRIGGERI; 

WATERMAN, 2018; VISVESVARA; MOURA; SCHUSTER, 2007). 

Desta forma, o farmacóforo escolhido, o modelo 1AC, possui valor de score de 25.720 

Jmol e cinco características (features): duas propriedades de aromaticidade e três aceptores de 

ligação de hidrogênio (Figura 10). Além disso, o modelo considerou três inibidores azólicos 

(Tabela A1, compostos a1; a2; e a5, Anexo) dentre os demais que compõem a biblioteca de 

construção.  

 
Figura 10. Representação gráfica e informações sobre o modelo de farmacóforo gerado no Pharmagist com base 

nos inibidores da CYP51 para o protozoário Acanthamoeba spp.  

 

Esferas em amarelo do farmacóforo são características de aceptores de hidrogênio; esferas em roxo são 

características de aromaticidade. Fonte: autoria própria. Ilustração obtida por meio do software Pharmit 

 

A partir disso, o farmacóforo selecionado passou pela etapa de validação para seu 

aprimoramento. O fator de enriquecimento teórico foi gerado nesta etapa de construção 

considerando os inibidores de Acanthamoeba spp. e resultou em EFconstrução de 69,75 (Equação 

2).  

EF de construção para 𝐴𝑐𝑎𝑛𝑡ℎ𝑎𝑚𝑜𝑒𝑏𝑎 =  
(8) (8)⁄

(8) (558)⁄
= 69,75 

 
Equação 2. Cálculo do fator de enriquecimento (EF) de construção referente à biblioteca de composto inibidores da CYP51 

do protozoário Acanthamoeba spp.  

Em seguida, o modelo de farmacóforo 1AC foi testado utilizando o software Pharmit 

com aplicação dos os inibidores conhecidos da CYP51 de Acanthamoeba da biblioteca de 

construção. Como resultado da validação, o valor de fator de enriquecimento de validação 

Farmacóforo baseado nos inibidores da CYP51 de 

Acanthamoeba spp. 

Modelo 1AC 

N° de moléculas sobrepostas 3 

Score 25,72 Jmol 

Features 5 

Aromático 2 

Aceptor de ligação de 

hidrogênio 
3 
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(EFvalidação) do farmacóforo foi de 22,7 (Tabela 2). Pela diferença apresentada entre os valores 

de fator de enriquecimento teórico e teste, o farmacóforo 1AC precisou ser aprimorado por 

meio de estratégias de modificação das características do modelo original, compreendendo em: 

diminuição e aumento do raio ao entorno de cada feature, adição e exclusão de features, 

substituição de características hidrofóbicas posicionadas nas mesmas coordenadas, inserção de 

características extras presentes no inibidor mais ativo para a série e avaliação quanto a 

significância dos resultados (VUORINEN e SCHUSTER, 2015). 

 
Tabela 3. Resultados da validação para os modelos de farmacóforo baseados nos inibidores da CYP51 para o 

protozoário Acanthamoeba spp.  

 

Para validação dos modelos, features de aceptor de ligação de hidrogênio e 

hidrofobicidade do fármaco voriconazol e uma feature de hidrofobicidade do fármaco 

itraconazol foram adicionadas. Com a implementação das estratégias propostas, o modelo 1AC 

deu origem aos farmacóforos 2AC, 3AC e 4AC e, estes entraram em contato com a biblioteca 

de compostos para a validação. Desta forma, o principal resultado da validação dos modelos foi 

evidenciado pela melhora significativa dos valores de fator de enriquecimento, ou seja, pela 

aproximação dos valores de EFconstrução e do EFvalidação para os inibidores de Acanthamoeba spp. 

Ainda, foi obtido uma diminuição do número total de compostos reconhecidos por cada 

farmacóforo. Por outro lado, os modelos contaram com maior reconhecimento de compostos 

ativos frente aos inativos, evidenciando alto grau de qualidade dos modelos, que podem ser 

evidenciados com mais detalhes na Tabela A5 – Anexo. Ao final da validação desta série foram 

obtidos três farmacóforos (modelo 2AC, modelo 3AC e modelo 4AC) criados a partir do 

modelo inicial.   

 

1.11.2 Modelos de farmacóforo para Trypanosoma cruzi 
 

Para a geração do modelo de farmacóforo baseado nos inibidores da 14-α-demetilase 

ativos para Trypanosoma cruzi foi considerado como molécula referência o posaconazol (a38), 

Modelo de Farmacóforo validado baseado nos inibidores de CYP51 de Acanthamoeba spp. 

Modelo Modelo 1AC Modelo 2AC Modelo 3AC Modelo 4AC 

Score 25,72 Jmol 25,72 Jmol 25,72 Jmol 25,72 Jmol 

Aceptores 3 4 3 3 

Aromaticidade 1 1 1 1 

Hidrofobicidade 0 0 1 1 

EFvalidação 22,7 50,0 50,0 50,0 

Nº de compostos filtrados 89 5 6 3 
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pela sua maior seletividade e interação com o alvo molecular, e o programa Pharmagist para a 

geração dos modelos, presente na Figura A2 - Anexo (DOYLE et al., 2010; HARGROVE et 

al., 2013).  

Três modelos de farmacóforos foram selecionados do total de modelos gerados pelo 

programa. Os modelos correspondem ao farmacóforo com maior número de moléculas 

sobrepostas (modelo 1TC), um modelo com maior valor de score gerado pelo programa 

(modelo 2TC) e um modelo que considerando o fármaco posaconazol dentre os compostos 

sobrepostos (modelo 3TC) (Tabela 3). Apesar do posaconazol ter sido indicado como molécula 

referência para a sobreposição dos compostos, o programa Pharmagist considerou os 

compostos a31 e a86 como moléculas referenciais para a geração dos modelos 1TC e 2TC 

(Figura 11). 

 
Tabela 4. Modelos de farmacóforo gerados pelo Pharmagist baseados nos inibidores da CYP51 para o protozoário 

Trypanosoma cruzi.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Representação estrutural dos inibidores da enzima 14α-demetilase para Trypanosoma cruzi 

considerados como referência para geração dos modelos de farmacóforo.  
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Fonte: autoria própria. Desenho das estruturas no programa ChemBio Draw® Ultra 

 

Modelos de Farmacóforo de Trypanosoma cruzi 

Modelo 1TC 2TC 3TC 

N° de moléculas sobrepostas 13 7 8 

Score 40,00 Jmol 67,75 Jmol 30,84 Jmol 

Molécula de Referência a31 a86 posaconazol (a38) 

Features 5 12 5 

Aromático 2 4 2 

Hidrofobicidade 0 1 1 

Doador de ligação de hidrogênio 1 3 0 

Aceptor de ligação de hidrogênio 1 3 2 

Positivo 1 1 0 
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É possível confirmar a presença de características químicas (features) de aromaticidade 

e de aceptores de ligação de hidrogênio nos modelos de farmacóforo a partir em inibidores da 

CYP51 de Trypanosoma cruzi, com diferença quanto a quantidade das mesmas. Com relação 

as features de hidrofobicidade, de doador de ligação de hidrogênio e grupos ionizáveis positivos 

foi observado variação quanto a sua presença entre os modelos. Estas diferenças foram melhor 

avaliadas e confirmadas na etapa de validação. 

 Com estes resultados, os farmacóforos passaram pela etapa de validação. O Fator de 

Enriquecimento teórico ou de construção (EFconstrução) foi calculado levando em consideração 

os inibidores de CYP51 para a espécie de Trypanosoma cruzi e resultou em 76,51 (Equação 3). 

 

EF de construção para 𝑇𝑟𝑦𝑝𝑎𝑛𝑜𝑠𝑜𝑚𝑎 𝑐𝑟𝑢𝑧𝑖 =  
(78) (78)⁄

(78) (7968)⁄
= 76,51 

 

Equação 3. Cálculo do fator de enriquecimento (EF) de construção referente à biblioteca de composto inibidores 

da CYP51 para o protozoário Trypanosoma cruzi  

Tabela 5. Resultados da validação para os modelos de farmacóforo baseados nos inibidores da CYP51 para o 

protozoário Trypanosoma cruzi.  

 

Com a etapa de validação, os farmacóforos mostraram melhora nos resultados acerca 

dos valores de fator de enriquecimento validação (EFvalidação). Os valores de EF obtidos ao 

decorrer desta etapa demonstrou valores próximos ao EFteórico de 76,51 calculado anteriormente, 

implicando assim em uma ampliação na qualidade dos farmacóforos pela maior probabilidade 

de reconhecimento dos compostos ativos frente aos inativos. Além disso, houve uma redução 

na quantidade de features e no número apresentado por cada uma delas. Ao final da validação, 

foram obtidos 4 modelos de farmacóforo que seguirão para as demais etapas de estudo in silico 

Modelo de Farmacóforo validado baseado nos inibidores de CYP51 de Trypanosoma cruzi 

Modelo 1TC1 1TC2 2TC 3TC 

Score 40,00 Jmol 40,00 Jmol 67,75Jmol 30,84 Jmol 

Doadores 1 2 1 0 

Aceptores 2 1 2 3 

Aromaticidade 2 2 2 2 

EFvalidação 60,8 76,0 76,0 76,0 

Nº de compostos filtrados 7 8 33 1 

Característica dos 

compostos 
Ativos e decoys Ativos   Ativos e decoys Ativo  
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(Tabela 4). Mais informações a respeito destes modelos podem ser encontradas na Tabela A6 

– Anexo. 

 

1.11.3 Modelos de farmacóforo para Leishmania spp. 
 

Os modelos de farmacóforo baseados nos inibidores da 14-α-demetilase ativos para 

Leishmania spp. foram construídos pela sobreposição de 19 inibidores da biblioteca de 

construção (Figura A3). O composto VNI (a90) foi sinalizado como molécula referência para 

as sobreposições e dentre os farmacóforos gerados pelo programa Pharmagist, foram 

selecionados quatro modelos de farmacóforos (Tabela 5): um modelo com maior número de 

moléculas sobrepostas (1LS), modelo com maior valor de score (2LS), um modelo contando 

com maior função de score e considerando o composto VNI (3LS) e um modelo com maior 

número de compostos contando com o composto VNI para sobreposição (4LS).   

A molécula VNI é descrita na literatura como um potente inibidor experimental de 

CYP51 em protozoários dos gêneros Leishmania spp. e Trypanosoma spp. Por esse motivo foi 

selecionada como referência para sobreposição dos compostos que apresentaram inibição da 

enzima CYP51 em Leishmania spp. Sua efetividade está em sua ação para leishmaniose visceral 

e na ação in vivo na doença de Chagas (FRIGGERI et al., 2018). Sendo assim, foram 

selecionados modelos que contavam com o composto VNI para sua construção.   

 
Tabela 6. Modelos de farmacóforo gerados pelo Pharmagist baseados nos inibidores da CYP51 para o protozoário 

Leishmania spp.  

 

 

 

Farmacóforo de Leishmania spp. 

Modelo 1LS 2LS 3LS 4LS 

N° de moléculas sobrepostas 12 6 4 7 

Score 38,14 Jmol 52,50 Jmol 66,14 Jmol 37,94 Jmol 

Molécula de Referência a102 a104 a90 a90 

Features 5 7 12 5 

Aromático 3 5 5 3 

Doador de ligação de hidrogênio 0 0 1 0 

Aceptor de ligação de hidrogênio 1 1 5 2 

Positivo 1 1 1 0 
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Figura 12. Inibidores da enzima 14α-demetilase para protozoário Leishmania spp. considerados como referência 

para geração do modelo de farmacóforo.  
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Fonte: autoria própria. Desenho das estruturas no programa ChemBio Draw® Ultra 

Todos os farmacóforos gerados apresentam características químicas (feature) de 

aromaticidade e de aceptor de ligação de hidrogênio, ao comparar os modelos de farmacóforo 

gerados baseados em inibidores da CYP51 de Leishmania spp. (Tabela 5). Apesar da 

sinalização do composto VNI como referência para a sobreposição, os compostos a102 e a104 

também foram considerados como referenciais pelo programa para a geração dos modelos 1LS 

e 2LS (Figura 12). Os farmacóforos 1LS e 2LS apresentaram features de aromaticidade, aceptor 

de ligação de hidrogênio e grupo ionizável positivo, variando na quantidade de moléculas 

sobrepostas e no valor de score gerado pelo programa. Comparando os farmacóforos 3LS e 

4LS, podem ser evidenciadas diferenças significativas quanto as features e o número de 

moléculas sobrepostas. O modelo 4LS apresenta sete moléculas e uma característica de aceptor 

de ligação de hidrogênio e de aromaticidade; as quais são encontradas no modelo 3LS, além 

das features de doador de ligação de hidrogênio e grupo ionizável positivo e quatro moléculas 

para formação do farmacóforo.  

 Para a etapa de validação, o EFconstrução para esta série de inibidores de CYP51 resultou 

em 63,90, conforme equação 4. 

EF de construção para 𝐿𝑒𝑖𝑠ℎ𝑚𝑎𝑛𝑖𝑎 spp. =  
(19) (19)⁄

(19) (1217)⁄
= 63,90 

 

Equação 4. Cálculo do fator de enriquecimento (EF) construção referente à biblioteca de composto inibidores da 

CYP51 para o protozoário Leishmania spp.  
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Tabela 7. Resultados da validação para o modelo de farmacóforo referente aos inibidores da CYP51 para o 

protozoário Leishmania spp.  

 

Com a realização da etapa de validação os modelos de farmacóforo puderam ser 

aprimorados por meio da avaliação do fator de enriquecimento e do número de compostos 

filtrados. Com exceção do modelo 1LS, o EFvalidação demonstrou valores próximos ao EFconstrução 

de 63,9 calculado anteriormente. Essa qualidade nos farmacóforos está relacionada ao 

reconhecimento maior de compostos ativos frente aos inativos. Houve diminuição no número 

de features nos modelos após a validação. O número de estruturas filtradas pelos farmacóforos 

também apresentou redução, porém mais compostos ativos foram reconhecidos pelos modelos 

e, assim, contribuindo para qualidade dos modelos. Ao final desta etapa foram gerados cinco 

farmacóforos demonstrados na Tabela 6 e com mais detalhes na Tabela A7 – Anexo. 

Ao todo, foram construídos treze modelos de farmacóforo baseados nos inibidores da 

enzima 14α-demetilase dos protozoários Acanthamoeba spp., Trypanosoma cruzi e Leishmania 

spp. Como features presentes de forma ampla entre os modelos construídos estão as 

características de aceptor e doador de ligação de hidrogênio e a característica de aromaticidade, 

como é possível evidenciar na figura 13, permitindo então a exploração do sítio de ligação da 

enzima. Assim, compostos que possuam grupo funcionais com estas características podem 

interagir de forma completar com resíduos de aminoácidos presentes no sítio de ligação da 

enzima, permitindo assim sua estabilização na enzima.   

 

 

 

 

Modelo de Farmacóforo Validado para CYP51 de Leishmania spp. 

Modelo 1LS 2LS1 2LS2 3LS 4LS 

Score 38,14Jmol 52,50 Jmol 52,50 Jmol 66,14 Jmol 37,94 Jmol 

Doadores 0 0 0 1 0 

Aceptores 1 1 1 2 2 

Aromaticidade 3 4 4 2 3 

EF 23,3 64,0 64,0 64,0 64,0 

Nº de compostos 

filtrados 
526 353 353 27 139 

Característica dos 

compostos 

Ativos e 

decoys 
Todos ativos Todos ativos Ativos  Ativos  
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Figura 13. Representação gráfica de todos os farmacóforos construídos com base nos inibidores da enzima 14α-

demetilase dos protozoários Acanthamoeba spp., Trypanosoma cruzi e Leishmania spp  

 

 

Os farmacóforos 1AC, 2AC, 3AC e 4AC são modelos baseados nos inibidores de CYP51 de Acanthamoeba 

spp.; 1TC1, 1TC2, 2TC e 3TC, modelos baseados nos inibidores de CYP51 de T. cruzi;1LS, 2LS1, 2LS2, 3LS e 

4LS modelos baseados nos inibidores de CYP51 de Leishmania spp. As esferas em amarelo do farmacóforo são 

características de aceptores de hidrogênio; esferas em branco são doadores de hidrogênio; e esferas em roxo são 

de aromaticidade. Fonte: autoria própria. Ilustração obtida por meio do software Pharmit 

 

1.12 Construção e Validação de modelos de farmacóforo construídos pela abordagem 

SBDD: estrutura cristalográfica da enzima CYP51  
 

 A estrutura molecular da enzima CYP51 pertencente ao parasito Acanthamoeba 

castelanii foi selecionada no banco de dados de estruturas do PDB para o desenvolvimento das 
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abordagens computacionais baseadas na estrutura com enfoque na busca por inibidores da 

enzima pertencente ao parasito do gênero Acanthamoeba (BERMAN et al., 2002; SHARMA 

et al., 2020). Essa estrutura é a única, até o momento, pertencente ao parasito do gênero 

Acanthamoeba depositada neste banco de dados. A estrutura da enzima foi cristalizada com a 

presença do fármaco isavuconazol no sítio ativo e, assim, essa região pode ser explorada pela 

investigação das interações do isavuconazol com os aminoácidos presentes na região. As 

demais informações sobre o cristal podem ser encontradas na Tabela A4 em Anexo.  

 Atualmente, a maior parte das estruturas geradas são realizadas por difração de raio-X 

ou ressonância magnética nuclear (RMN). Avaliar o desenvolvimento destas abordagens para 

a construção da cristalografia pode ser um critério de seleção de estruturas para a modelagem 

molecular, como foi o caso do cristal da enzima CYP51 obtido pelo método de difração de raio-

X. Da mesma forma, a resolução da estrutura depositada no banco de dados impacta diretamente 

no emprego desta em estudos baseados na estrutura de alvos moleculares, os quais requerem 

alto grau de resolução dos mapas de densidade eletrônica com valores de resolução 

cristalográfica inferiores a 3,0 Å considerando as posições coordenadas dos átomos (GORE; 

JAGTAP, 2018; VUORINEN; SCHUSTER, 2015). Desta forma a estrutura da enzima CYP51 

selecionada para o estudo conta com grau de resolução estrutural de 2,93 Å. 

 Na geração do modelo de farmacóforo baseado na estrutura, a enzima complexada com 

o ligante isavuconazol [PDB ID: 6UX0] foi inserida no Pharmit e o modelo de farmacóforo foi 

gerado de forma automática pelo programa. O farmacóforo possui seis características 

(features): uma propriedade de aromaticidade e cinco propriedades de hidrofobicidade (Tabela 

7). É possível observar que as características que compõem o farmacóforo estão relacionadas 

com grupos funcionais presentes no fármaco isavuconazol (Figura 14) e que são propriedades 

estéricas e eletrônicas pertinentes para a realização de interações de compostos com os 

aminoácidos presentes no sítio ativo da enzima CYP51. Por meio da construção dos modelos 

de farmacóforo baseados na estrutura da enzima CYP51 de Acanthamoeba castelanii foi 

possível explorar o sítio ativo desta enzima, bem como o emprego das demais estudos de 

modelagem neste alvo. 
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Tabela 8. Modelo de farmacóforo gerado pelo software Pharmit pelo emprego da estrutura cristalográfica da 

CYP51 para o protozoário Acanthamoeba castelanii.  

 

              
 

 

 

 

 
Figura 14. Representação do modelo de farmacóforo gerado com base na estrutura cristalográfica da enzima 

CYP51 de Acanthamoeba castelanii.   

   

(A) Representação do modelo de farmacóforo em contato com o fármaco isavuconazol (em azul) na presença do 

complexo enzimático da CYP51 de Acanthamoeba castelanii (em cinza). O modelo de farmacóforo é composto 

pela feature de aromaticidade representada pela esfera roxa e pelas features de hidrofobicidade representada 

pelas esferas verdes; (B) Representação do modelo de farmacóforo em contato com o fármaco isavuconazol em 

configuração tridimensional (3D); (C) Fármaco isavuconazol representação bidimensional (2D). Fonte: autoria 

própria. Criação com base em imagens retiras do software Pharmit. 

 

O modelo de farmacóforo (modelo A_AC) foi validado e suas features foram 

reavaliadas e configuradas para a obtenção de um modelo capaz de triar compostos com 

potencial atividade no alvo em estudo. O EFconstrução utilizado para esta validação corresponde 

fator de enriquecimento anteriormente calculado, de 69,75. (Equação 2), 

Com o objetivo de obtenção de outros farmacóforos a partir do modelo inicial (modelo 

A_AC) gerado pelo software, foram consideradas estratégias de modificação das características 

do modelo original para melhora do fator de enriquecimento, as quais foram empregadas 

anteriormente na validação dos farmacóforos baseados nos ligantes (Tabela 9). Tais estratégias 

compreenderam em: diminuição e aumento do raio ao entorno de cada feature, adição e 

exclusão de features, substituição de características hidrofóbicas posicionadas nas mesmas 

Farmacóforo baseado na estrutura da CYP51 de Acanthamoeba spp. 

Modelo Resultado 

Ligante Isavuconazol 

Features 6 

Aromático 1 

Hidrofóbico 5 
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coordenadas, inserção de características extras presentes no inibidor mais ativo para a série e 

avaliação quanto a significância dos resultados. A seguir constam os resultados obtidos desta 

validação. 

 
 Tabela 9. Resultados da validação para o modelo de farmacóforo referente a estrutura de CYP51 para o 

protozoário Acanthamoeba spp.  

 

Pela realização desta etapa de validação, os modelos de farmacóforo baseados na 

estrutura cristalográfica da enzima CYP51 de Acanthamoeba castelanii, foram melhorados a 

partir do original gerado pelo programa. Os modelos B_AC e C_AC obtiveram valores de 

EFvalidação que se equiparam ao EFconstrução de 69,75. Isso demonstra uma melhora em termos de 

qualidade dos modelos, critério imprescindível para as etapas seguintes. Apesar do modelo 

D_AC demonstrar um valor de EFvalidação inferior, o farmacóforo apresenta um alto 

reconhecimento de compostos ativos e conta com features que podem auxiliar no 

reconhecimento de novos compostos ativos para inibição da enzima CYP51 (Tabela A8 – 

Anexo).  

Ao final da etapa de construção dos modelos de farmacóforo, foram construídos treze 

farmacóforos baseados nos ligantes e quatro farmacóforos baseados na estrutura da enzima 14α-

demetilase. Para os primeiros modelos, as características de HBA, HBD e de aromaticidade 

estiveram mais presentes, por outro lado os modelos baseados na estrutura evidenciaram as 

características de hidrofobicidade e aromaticidade. A presença destas features apontam a 

exploração deste sítio de ligação da enzima 14α-demetilase com a presença de aminoácidos 

com características hidrofóbicas e polares, permitindo a realização de interações 

intermoleculares. Porém, a busca por características que contribuíram para a seleção de 

Modelo de Farmacóforo baseado na estrutura Validado para CYP51 de Acanthamoeba spp. 

Modelo A_AC B_AC C_AC D_AC 

Doadores 0 0 1 0 

Aceptores 0 0 0 1 

Aromaticidade 1 2 1 1 

Hidrofobicidade 5 4 3 4 

EFvalidação 67,4 67,4 67,4 33,7 

Nº de compostos 

filtrados 
2 2 3 4 

Característica dos 

compostos 
todos ativos todos ativos todos ativos Ativos e inativos 
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potenciais inibidores da CYP51 de Acanthamoeba spp. e quais são os resíduos de aminoácido 

que favoreceram as interações com os compostos selecionados em posições mais estáveis foram 

perguntas que motivaram as próximas etapas deste estudo.  

 

1.13 Triagem virtual de inibidores da enzima CYP51  
 

O estudo de triagem virtual (em inglês virtual screening) permite a busca e seleção de 

novos compostos com potencial atividade no alvo molecular com base em simulações 

computacionais (BUCKLE et al., 2013; LANGER; HOFFMANN, 2006; VUORINEN; 

SCHUSTER, 2015; YAN et al., 2020; YANG et al., 2020). Neste sentido, a triagem foi 

desenvolvida no presente trabalho como ferramenta na investigação de compostos com 

potencial atividade inibitória da enzima CYP51 de Acanthamoeba spp. A etapa foi conduzida 

com o emprego do banco de compostos SPECS (www.specs.net) contendo 1.083.888 estruturas 

3-D e utilização do software Pharmit. Os modelos de farmacóforo baseados na enzima e nos 

ligantes para o protozoário Acanthamoeba spp. foram empregados nesta seleção, com 

perspectiva do desenvolvimento de posteriores estudos com os demais modelos de farmacóforo. 

Desta forma, os farmacóforos entraram em contato com a biblioteca de compostos SPECS 

separadamente para a seleção de potenciais inibidores da enzima CYP51. O resultado desta 

primeira seleção resultou em: 7.189 compostos selecionados com a aplicação dos farmacóforos 

baseados na estrutura (grupo estrutural) e 25.559 compostos filtrados pelos farmacóforos 

baseados nos ligantes (grupo ligantes) (Figura 16).  

Devido ao grande número de compostos selecionados e a proposta central do estudo, 

uma próxima etapa de triagem foi executada como filtro PAINS. O emprego do filtro PAINS 

tem como objetivo a de eliminação compostos com maior probabilidade de interferirem em 

ensaios colorimétricos (NERON et al., 2009), contribuindo no direcionamento dos compostos 

para os ensaios de atividade biológica.  Esta etapa foi desempenhada no programa FAF-Drugs4 

(LAGORCE et al., 2015) e contou também com a avaliação de fragmentos com possível 

toxicidade, sendo considerados estudos iniciais dos parâmetros ADMET (FERREIRA; 

ANDRICOPULO, 2019; WU et al., 2020). Essa triagem resultou na obtenção de 876 compostos 

relacionados ao grupo estrutural e 2.021 para o grupo ligantes. A partir destas estruturas, um 

tratamento dos compostos foi realizado, com a eliminação de compostos duplicados resultando 

em 875 compostos para o grupo estrutura e 1.743 para o grupo ligantes inclusos no estudo.  

No desenvolvimento de novos fármacos é preciso retomar o objetivo central do estudo, 

sobretudo com enfoque no público para o qual o medicamento está sendo desenvolvido. 
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Considerando o desenvolvimento da ceratite por Acanthamoeba a proposta do desenvolvimento 

de uma formulação oftálmica parece ser a mais indicada tendo em vista a ação local do fármaco 

com possibilidade de diminuição dos efeitos adversos e melhora no parâmetro de especificidade 

de ação do fármaco. Estudos quanto às propriedades druglikeness dos compostos para 

formulação oftálmica permanecem escassas na literatura. Sendo assim, a última etapa de 

triagem considerou as propriedades druglikeness dos inibidores ativos da CYP51 para 

Acanthamoeba spp., calculadas pelo programa Osiris DataWarrior (SANDER et al., 2015; 

YANG et al., 2020a). Com isto foram selecionados 79 compostos com potencial ação inibitória 

para a enzima CYP51 de Acanthamoeba, sendo 26 compostos para o grupo estrutural e 53 no 

grupo ligantes (Figura 15). Estes compostos seguiram para a etapa de docking molecular e 

inspeção visual das interações e conformações destes no sítio de ligação. 

 
Figura 15. Representação esquemática da série de etapas da triagem virtual para identificação de potenciais 

inibidores da enzima CYP51 de Acanthamoeba spp. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: autoria própria. 
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1.14 Estudos de Docking Molecular dos Compostos Triados 
 

Os estudos de docking molecular foram executados para avaliação do comportamento 

dos ligantes selecionados na triagem virtual ao interagirem com os resíduos de aminoácido 

presentes no sítio ativo da enzima CYP51. Bem como foi avaliada a melhor posição em que os 

compostos se acomodavam na enzima para sua estabilização. Assim, os estudos de docking 

foram conduzidos no programa GOLD (versão 2020.2.0) (JONES et al., 1997), com a seleção 

da estrutura da enzima 14-α-demetilase a qual possui o  fármaco isavuconazol complexado a 

estrutura [PDB ID: 6UX0] (Tabela A4, Anexo). A estrutura proteica foi inspecionada, 

principalmente quanto aos resíduos de aminoácido presentes no sítio ativo e a conservação do 

grupamento heme e seu cofator, o íon ferro para a condução das simulações. Como 

complementariedade de inspeção da estrutura cristalográfica, um gráfico de Ramachandran 

(Figura A1, Anexo) foi gerado para avaliação indireta da estereoquímica e geometria dos 

resíduos de aminoácido pela obtenção de um gráfico baseado em seus ângulos Phi e Psi  

(RAMACHANDRAN; RAMAKRISHNAN; SASISEKHARAN, 1963). Resultados positivos 

foram obtidos quanto a qualidade da estrutura, com alocação dos resíduos de aminoácido em 

regiões favoráveis em 98% dos casos e 0,8% em regiões não favoráveis.   

Um estudo de redocking foi conduzido em um primeiro momento para validação do 

método de docking no contexto da estrutura da enzima 14-α-demetilase e dos compostos 

triados, garantindo a confiabilidade dos resultados gerados. Por meio deste estudo, os 

parâmetros a serem adotados ao decorrer das simulações de docking foram estabelecidos. O 

redocking conta com a retirada do ligante complexado com a estrutura do alvo, desenho do 

ligante separadamente, e, por fim, reinserção deste na estrutura proteica comparando com sua 

pose original adotada. O ligante redesenhado foi o fármaco isavuconazol e essa comparação da 

distância entre os átomos do ligante cocristalizado e o ligante redesenhado se deu pelo valor de 

RMSD. Após uma série de modificações nos parâmetros de função de score, número de poses 

e valor de espaço no sítio ativo, foram obtidas as melhores sobreposições do fármaco 

isavuconazol no interior do sítio ativo da enzima (Figura 16). Os valores de RMSD obtidos para 

as funções de score CHEMPLP, GOLDSCORE, CHEMSCORE e ASP estão dentro do valor 

de inferioridade a 2Å recomendado pela literatura (VUORINEN; SCHUSTER, 2015).  

Os parâmetros associados ao melhor resultados de RMSD no redocking foram obtidos 

pelo emprego da função de score ASP com um valor de RMSD de 0,53Å obtido pela simulação 

de 100 poses adotadas pelo ligante (GA runs) e espaço (grid) de 9Å no sítio ativo (Tabela 10), 

com sobreposição do fármaco isavuconazol evidenciado na figura 10. A função de score ASP 
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pertence ao grupo de funções de pontuação construídas por meio da avaliação da distância 

intratômica de contato mais favorável entre ligantes e proteínas. Pelo  emprego da função ASP 

há um resgate das estruturas proteicas depositadas em banco de dados que serviram como base 

para a construção desta função, por isso também conhecida como funções de pontuação 

knowledge-based (KITCHEN et al., 2004; MOOIJ; VERDONK, 2005; SCHULZ-GASCH; 

STAHL, 2004).  

 
Tabela 10. Resultados do estudo de redocking contendo os melhores valores de RMSD e parâmetros obtidos nas 

funções de pontuação CHEMPLP, GOLDSCORE, CHEMSCORE e ASP. 

 
 

 
 

 

 

 
 

  

 
Figura 16. Representação da sobreposição das estruturas do fármaco isavuconazol no sítio ativo da enzima CYP51 

de Acanthamoeba castelanii como resultado do estudo de redocking.  

 
 

Sítio ativo da enzima CYP51 com representação de cadeias α-hélice e folhas-β. O grupamento heme presente em 

azul; fármaco isavuconazol cocristalizado com a proteína em azul claro; e o fármaco isavuconazol em sua pose a 

partir do redocking em cores elementares originais. Fonte: autoria própria. Ilustração obtida por meio do 

programa Discovery Studio 2019 

Em seguida, uma análise de inspeção visual foi realizada com o objetivo de avaliar as 

interações realizadas entre aminoácidos do sítio ativo e o isavuconazol ao final do redocking 

 

Parâmetros do estudo de redocking 

Funções de pontuação (score) 

CHEMPLP GOLDSCORE CHEMSCORE ASP 

Pontuação 95,65 73,76 28,99 69,42 

RMSD 0,84 0,69 0,56 0,53 

Média do RMSD 0,86 0,73 0,63 0,65 

Poses 500 500 500 100 

Grid 9Å 12Å 9Å 9Å 
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(Tabela 11) (FISCHER et al., 2021). Desta forma, foi evidenciado que o fármaco isavuconazol 

em sua pose de cocristalização na enzima CYP51 e em sua pose após o redocking apresentou 

interações de ligação de hidrogênio com o resíduo de aminoácido Ala294 e interações 

intramoleculares com características de ligação de hidrogênio e de interação com halogênio; 

bem como interações hidrofóbicas com uma porção do anel porfirínico do heme e com os 

resíduos Tyr114, Tyr127, Ala290, Ala294 e Leu363. Interações do tipo π-enxofre foram 

estabelecidas com o resíduo de aminoácido Met367 na cocristalização e com o resíduo de 

Cys434 no redocking. A partir desta análise, foi possível observar que os aminoácidos Phe116, 

Ser117, Phe121, Val126, Phe293, Phe65, Val366, Met471 estão presentes no sítio ativo, porém 

não estabeleceram interações com o isavuconazol. Uma hipótese para que isso ocorra é a adoção 

da pose mais favorável do isavuconazol no sítio ativo, a qual gera a aproximação do fármaco 

com certos resíduos e o afastamento em relação a outros, mas sem comprometer sua 

estabilidade no sítio ativo. Outra característica observada, foi a distância entre o heterociclo 

triazólico e o íon ferro do grupo heme para estabelecimento de ligação coordenada e 

contribuição para a estabilidade do composto no sítio ativo. Foi observado um aumento da 

distância de 2,095Å na cristalização para 2,241Å no redocking. Por outro lado, a ocorrência da 

ligação coordenada se torna favorável uma vez que a faixa de angulação adotada na validação 

foi de 92-88º pelo anel triazólico em relação ao heme e o limite de distância de ≤2,64 Å foi 

obedecido por esta conformação. Sendo assim, as interações estabelecidas pelo isavuconazol 

têm o mesmo perfil de resíduos de aminoácido do fármaco cocristalizado, corroborando para a 

validação dos parâmetros de redocking. (Figura 17). 

 
Tabela 11. Resultados das interações intermoleculares entre fragmentos do fármaco isavuconazol cocristalizado 

e após o redocking com os respectivos aminoácidos presentes no sítio ativo e grupamento heme.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Aminoácido Isavuconazol cocristalizado (Å) Isavuconazol Redocking (Å) 

Tyr 114 3,5 e 4,3 (Hf) 4,2 e 3,6 (Hf) 

Tyr127 4,7 (Hf) 5,7 e 4,5 (Hf) 

Ala 290 5,3 (Hf) 5,4 (Hf) 

Ala294 3,4 (HBD); 4,3 (Hf) 3,0 (HBD); 3,7 e 4,7 (Hf) 

Thr298 3,7 (HBD) ___ 

Leu363 3,7 (Hf) 5,0 e 4,6 (Hf) 

Met367 5,3 (π-sulf.) 5,3 (Hf) 

Cys434 ___ 5,5 (π-sulf.) 

Heme 5,0 (Hf) 4,9 (Hf) 

Distância N-Fe 2,1 2,2 
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Figura 17. Representação das interações entre o fármaco isavuconazol reinserido no sítio ativo da enzima CYP51 

de Acanthamoeba castelanii e os resíduos de aminoácidos como resultado do estudo de redocking.    

 

(A) Representação em formato 3D das interações; (B) Representação em formato 2D. Fonte: autoria 

própria. Ilustração obtida por meio do programa Discovery Studio 2019 

 

Com a validação do método e o estabelecimento de parâmetros para o docking, os 79 

compostos selecionados pela etapa de triagem virtual foram posicionados no sítio ativo da 

enzima AcCYP51 com a obtenção de valores de pontuação (score) na função ASP conforme 

transcorreu a simulação das 100 poses. Ao longo da simulação o valor de RMDS foi gerado 

decorrente da comparação dos compostos triados e do isavuconazol. Entretanto seu valor não 

foi considerado como critério de seleção nas etapas seguintes, tendo em vista que o objetivo 

principal da busca de novos inibidores da CYP51 neste trabalho está fundamentado em 

moléculas inovadoras e não similares aos fármacos azólicos. Como resultado do docking, o 

composto com melhor valor de score na função de pontuação ASP foi o composto 37, 

apresentando valor de score de 77,20 (Tabela 12). Já o composto 32 finaliza a série dos dez 

compostos com melhores poses no sítio ativo da CYP51, com valor de 64,21. Para fins 

comparativos, esta abordagem de modelagem molecular também foi aplicada aos fármacos 

itraconazol e voriconazol, conhecidos inibidores da CYP51 de Acanthamoeba, e resultou nos 

valores de score de 88,21 e 64,27 respectivamente, bem como o valor de score obtido no 

redocking para o itraconazol de 69,42. Estabelecendo uma comparação entre os resultados 

obtidos, o valor de pontuação para a itraconazol foi superior ao composto 37, por outro lado a 

proximidade dos valores norteia a seleção de compostos com potencial atividade frente a 

enzima. O mesmo ocorreu para o voriconazol e itraconazol, em que seu valor de pontuação se 

aproximou aos compostos com as dez melhores poses.   
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Em uma avaliação mais detalhada do posicionamento do conjunto dos compostos 

triados com as melhores poses no sítio ativo da enzima CYP51 foi evidenciado uma 

proximidade dos ligantes com os aminoácidos da folha-β Tyr114, Leu 363, Leu364, Phe 365, 

Val366, Met367e Arg368; assim como dos resíduos de aminoácido da α-hélice Pro113, Phe116, 

Ser117, Ala 290, Leu291, Phe293, Ala294 e Tyr298. Estes aminoácidos podem trazer alguma 

relação de interação específica com os ligantes que melhor se posicionaram no estudo de 

docking (Figura 18a). Da mesma forma, foi evidenciado que determinados compostos tiveram 

suas melhores poses próximas ao grupo heme, o que possibilitaria o estabelecimento de ligação 

coordenada entre um grupamento destes ligantes com o íon ferro do grupo heme dependendo 

da distância entre os mesmos (Figura 18b).  

 
Tabela 12. Resultado do estudo de docking com os dez compostos com melhor valor de função de pontuação em 

ASP.   

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

Parâmetros do estudo de docking 

Composto Pontuação ASP GRID POSES 

Composto 37 77,20 9 100 

Composto 88 75,87 9 100 

Composto 36 75,80 9 100 

Composto 34 69,18 9 100 

Composto 90 68,11 9 100 

Composto 55 66,79 9 100 

Composto 84 66,22 9 100 

Composto 86 65,80 9 100 

Composto 49 65,60 9 100 

Composto 32 64,21 9 100 

Itraconazol 88,21 9 100 

Voriconazol 64,27 9 100 

Isavuconazol 

(redocking) 
69,42 9 100 
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Figura 18. Representação da sobreposição das estruturas com melhores valores de pontuação no estudo de docking 

inseridos no sítio ativo da enzima CYP51 de Acanthamoeba castelanii.  

  
 

(A) Os compostos na região do sítio ativo; o grupamento heme presente em rosa; ligantes em suas poses a 

partir do docking em cores elementares originais. (B) Visão mais aproximada da sobreposição dos 

compostos próximos ao grupo heme na enzima. Fonte: autoria própria. Ilustração obtida por meio do 

programa Discovery Studio 2019 

 

A abordagem de docking molecular é amplamente difundida como técnica 

computacional baseada na estrutura para seleção de compostos contidos em grandes bibliotecas. 

Como fruto do emprego deste estudo estão os valores de pontuação em detrimento das 

diferentes conformações adotadas pelo ligante. Porém, a avaliação unicamente do score pode 

gerar uma limitação da técnica do ponto de vista da ocorrência de erros cálculo na predição da 

energia livre de ligação durante as simulações que podem impactar na diferença de 

ranqueamento dos compostos. Ainda, a seleção de compostos pode ter maior impacto em se 

tratando de docking rígido, considerado a variação preexistente das simulações computacionais 

em relação aos parâmetros observados no organismo. Desta forma, a inspeção visual das 

interações estrutura-ligante se torna fundamental após o ancoramento dos ligantes (FISCHER 

et al., 2021).   

Como ponto de partida da inspeção visual após a simulação do docking, os três 

inibidores mais ativos - isavuconazol, voriconazol e itraconazol – foram avaliados quanto à sua 

disposição no sítio ativo da enzima CYP51 de Acanthamoeba castelanii. Este estudo evidenciou 

que os inibidores possuem interações em comum com os resíduos Tyr114, Ala290, Ala294 e 

Leu363 aminoácidos que estão presentes no sítio ativo da CYP51 e que podem contribuir para 

a atividade. Os resíduos Val126, Tyr127, Phe365, Val366 e Met367 realizam interações de 

caráter hidrofóbico com os inibidores e a presença destes resíduos é descrita no sítio ativo 
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(Tabela 13). Além destes, interações também foram estabelecidas com os resíduos Ile141, 

Leu291, Tyr298, Leu364 e Tyr468. A busca por estas interações se tornou necessário ao passo 

que compostos eram selecionados na triagem virtual, considerando o padrão de inibição da 

enzima CYP51 e a confiabilidade depositada nestes compostos para compor uma das etapas de 

seleção. Da mesma forma, avaliar a disposição destes inibidores no sítio ativo da enzima 

permitiu um direcionamento quanto a inspeção visual dos compostos triados.  

 

Tabela 13. Interações observadas na inspeção visual das interações entre resíduos de aminoácido e os inibidores 

isavuconazol, itraconazol e voriconazol da enzima CYP51 de Acanthamoeba castelanii. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sendo assim, a inspeção visual da melhor pose gerada para cada um dos compostos 

triados foi realizada. As interações realizadas com os resíduos de aminoácido foram 

comparadas com aquelas descritas pela literatura como presentes no sítio ativo, bem como as 

que estabelecem interação com o inibidor isavuconazol. Além disso, os aminoácidos Tyr114; 

Ala290; Ala294; Leu363 foram levados em consideração pelas interações estabelecidas com os 

principais inibidores da CYP51 de Acanthamoeba spp. A seguir constam as descrições das 

interações para cada um dos compostos (Tabela 14).  

 

 

 

 

 

 

 

Inspeção visual 

Fármacos Resíduos Hidrofóbicos 
HEME (distância da 

ligação coordenada) 

Isavuconazol 
Tyr114; Ala290; Ala294; Leu363; 

Met367; Tyr127; Tyr298 
2,24 

Itraconazol 

Tyr114; Ala290; Ala294; Leu363; 

Phe365; Val126; Tyr468; Ile141; 

Leu291; Leu364 

2,27 

Voriconazol 
Tyr114; Ala290; Ala294; Leu363; 

Tyr127; Val126; Val366 
2,39 
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Tabela 14. Interações observadas na inspeção visual dos dez compostos com melhor valor na função de pontuação 

ASP e suas interações com resíduos de aminoácido presentes no sítio ativo da enzima CYP51 de Acanthamoeba 

castelanii.  

 

*As interações com o heme consideradas são de caráter eletrônico com fragmentos moleculares 

 

A avaliação das interações destes compostos no sítio ativo da enzima CYP51 

demonstrou uma forte presença de interações estéricas do tipo de Van der Waals ao longo de 

toda a cadeia dos compostos. Visto que uma grande parte dos resíduos de aminoácido descritos 

presentes no sítio ativo são de caráter hidrofóbico, a reunião espacial destes resíduos permite a 

formação de um bolsão com propriedades hidrofóbicas na enzima AcCYP51. Embora seja uma 

interação fraca, a contribuição total resultante da somatória das forças de dispersão entre 

fragmentos não-polares contribuiu para o ajuste do encaixe entre os compostos com a enzima. 

Os demais aminoácidos hidrofóbicos presentes Tyr114; Phe116; Phe121; Val126; Tyr127; 

Interações intermoleculares dos compostos com melhores poses de docking 

Composto 
Ligação de  

Hidrogênio 
Resíduos Hidrofóbicos 

Outras 

interações 

HEME* (nº de 

interações) 

Composto 37 Ser117 
Met367; Phe116; Ala290; 

Ala294; Leu291; Phe222 

Sem 

interações 
3 

Composto 88 Sem interações 
Tyr114; Leu363; Ala294; 

Leu364 

Sem 

interações 
5 

Composto 36 Tyr114 
Phe121; Phe222; Ala294; 

Val126; Ala290; Val221; Met367 
Met367 5 

Composto 34 Tyr114 
Phe116; Leu364; Val473; 

Ala294; Leu363 

Sem 

interações 
4 

Composto 90 Tyr127; Tyr468 
Tyr114; Leu363; Leu364; 

Tyr127; Tyr468; Ala294 

Sem 

interações 
7 

Composto 55 Phe365 
Tyr114; Ala290; Val126; Ile141; 

Leu291; Leu363; Ala294 

Sem 

interações 
5 

Composto 84 Tyr114 
Phe116; Ala294; Leu363; 

Met367 

Sem 

interações 
3 

Composto 86 Leu363; Leu364 

Tyr114; Phe365; Phe116; 

Ala290; Val126; Ala294; 

Val221; Met367 

Sem 

interações 
6 

Composto 49 Sem interações 
Tyr114; Ala290; Leu363; 

Val126; Ile141; Ala294 

Sem 

interações 
5 

Composto 32 Sem interações Ala294; Met367; Leu363 
Sem 

interações 
4 
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Val221; Phe222; Ala290; Ala294; Leu291; Ile141; Leu363; Leu364; Phe365; Met367; Tyr468; 

Val473 propiciaram as interações eletrostáticas do tipo π-alquil, empilhamento π, π-π em 

formato de T, alquílicas com fragmentos presentes nos compostos. 

Das interações polares, as ligações de hidrogênio convencionais do tipo aceptor e doador 

de hidrogênio estiveram presente em grande parte dos compostos por meio da interação com os 

resíduos de Tyr114; Tyr127; Phe365; Leu364 em suas porções polares. Além disso, as 

distâncias de interação de ligação de hidrogênio estiveram 1,6-3,2Å, o que sustenta a 

possibilidade destas interações no ambiente da enzima (ARRAS et al., 2022; DESIRAJU, 1996; 

PAIRAS; TSOUNGAS, 2016). Interações de ligação de hidrogênio não-clássica do tipo 

carbono e hidrogênio também foram observadas, as quais ocorreram nos compostos 32, 34, 37, 

55, 86 e 90. Esta interação possui caráter polar devido ao momento dipolo do carbono doador 

de hidrogênio, sofrendo influência dos grupos vizinhos a este carbono, e a presença de um 

átomo eletronegativo nas proximidades. Nos compostos que apresentaram esta ligação de 

hidrogênio não-clássica, o carbono doador de hidrogênio apresentou grupos de hidroxila, amina 

ou éter influenciando a eletronegatividade deste carbono; e como aceptor deste hidrogênio 

podem ser citados os anéis tetrazólico e triazólico e grupos funcionais éter, hidroxila, carboxila, 

aldeído, amida e sulfonamida (ARRAS et al., 2022; DESIRAJU, 1996; PAIRAS; TSOUNGAS, 

2016). Apesar do caráter fraco, as ligações não-clássica também contribuíram para a somatória 

das interações entre os compostos com o sítio ativo da enzima, permitindo sua acomodação. 

Por fim, interações do tipo π-enxofre (ALBANESE et al., 2022) ocorreram entre o grupo tioéter 

do resíduo Met367 e fragmentos moleculares de caráter aromático, como anel benzênico e 

heterociclo contendo nitrogênio, compondo as interações intermoleculares; bem como as 

interações intramoleculares entre fragmentos do mesmo composto, como aconteceu com grupo 

tioéter e um anel benzênico do composto 34.  

Uma característica particular das enzimas do citocromo P450 é a presença do grupo 

heme em seu sítio ativo. As interações com o grupo heme demonstram ser um dos principais 

fatores para a estabilização do composto no sítio ativo da enzima CYP51 e propiciar a inibição 

da atividade catalítica da enzima. Essa interação com o grupo heme ocorre principalmente por 

meio de ligação coordenada entre um átomo doador de elétrons e o íon ferro. Para tornar 

favorável esta ligação o átomo precisa estar a uma distância de ≤2,64Å do íon ferro e em um 

ângulo de ligação próximo de 90º, ou seja, em posição perpendicular em relação ao grupo heme 

(ATKINS et al., 2010; LEPESHEVA; FRIGGERI; WATERMAN, 2018a; SHARMA et al., 

2020). A formação da ligação coordenada dos dez compostos com melhor valor de pontuação 

foi pesquisada, porém estes compostos somente apresentaram interações intermoleculares com 
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o anel porfirínico. A hipótese é que as características e a distância dos grupos funcionais mais 

próximos do grupo heme não apresentaram condições favoráveis para a formação de ligação 

coordenada com o íon ferro no sítio ativo da enzima. Das interações intermoleculares realizadas 

entre fragmentos moleculares pertencentes aos compostos com as melhores poses no docking 

molecular e o anel porfirínico possuem caráter hidrofóbico como as alquílicas, empilhamento 

π, π-alquílicas, e também interações polares de ligação de hidrogênio não-clássica entre 

carbono-hidrogênio e outras interações como a π-enxofre.  

Devido ao grau de importância que a ligação coordenada com o íon ferro possui quando 

se trata da investigação de inibidores de enzimas pertencentes ao citocromo P450, devido ao 

seu impacto na atividade enzimática pela reação de oxidação (AKRAM et al., 2017; CAMPO; 

BERNARDES; CARVALHO, 2009; LUIRINK et al., 2020; THOMSON et al., 2017), os 

compostos com os demais valores de pontuação no docking foram avaliados. Com a avaliação 

dos fragmentos moleculares mais próximos do grupo heme foi evidenciado a presença dos anéis 

triazol, tetrazol e o anel benzênico em posições paralelas ao heme. A presença de heterociclo 

com nitrogênio favorece a formação de ligação coordenada com o ferro, como é o caso do 

inibidor isavuconazol, entretanto a disposição do átomo eletronegativo precisa estar 

perpendicular, ou seja, próximo ao ângulo de 90º. Pensando nisto, foi identificado uma 

interação com o resíduo de aminoácido cisteína 434 (Cys434) do tipo π-enxofre. Compostos 

com esta interação possuem heterociclos do tipo triazólico, tetrazólico e anel sulfadiazólico em 

uma distância ≤2,64Å do íon ferro e, o mais importante, uma angulação de ligação próximo de 

90º. Sendo assim, é possível propor a formação de ligação coordenada com o ferro e 

estabilização dos compostos 12, 26, 42, 43, 58 e 74 no sítio ativo da enzima. Apesar de não 

apresentarem os melhores valores de score na função de pontuação ASP, estes compostos se 

tornaram promissores devido a formação de interações com os aminoácidos presentes no sítio 

ativo e possuem características similares aos compostos melhores posicionados, sendo assim 

selecionados para as etapas posteriores do estudo.  

Contando com a possibilidade de formação de ligação coordenada com o ferro, os 

compostos 33, 51 e 78 também foram selecionados pensando na variedade estrutural de grupos 

com proximidade ao grupo heme, com a presença de grupamento hidroxila, amina e 

triazolpirimidina, respectivamente. Sendo assim, ao todo, dezenove compostos foram 

selecionados para a avaliação da atividade biológica frente ao parasito do gênero Acanthamoeba 

e avaliação da inibição enzimática da CYP51 pertencente ao mesmo parasito, com posterior 

possibilidade de planejamento e síntese dos compostos e seus derivados.  
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Além disso, a predição das propriedades físico-químicas dos compostos pode ser 

avaliada para incorporação dos compostos com potencial atividade em formas farmacêuticas 

(VARMA et al., 2010; YANG et al., 2020). Com isso, essas propriedades foram calculadas e 

apresentaram peso molecular com intervalo entre 167 e 563 g/mol; log P calculado entre 0,3 e 

5,1; log S relacionando com a solubilidade entre -7,5 e -2,5; número de aceptores de ligação de 

hidrogênio entre 5 e 12; número de doadores de ligação de hidrogênio entre zero e 2; área de 

superfície polar (TSA) entre 232 e 423; e número de ligações rotacionáveis entre 3 e 11, como 

podem ser avaliadas na tabela 15.  

 
Tabela 15. Propriedades físico-químicas dos compostos selecionados na etapa de docking molecular 

 
PM: peso molecular; HBA: aceptor de ligação de hidrogênio; HBD: doador de ligação de hidrogênio; TPA: área 

de superfície polar 

 

 

 

Propriedades Físico-Químicas 

PM 

(g/mol) 
logP logS HBA HBD TPA Druglikness 

Ligações 

Rotacionáveis 

Composto 37 562,58 3,95 -4,93 12 0 423,00 -0,18 11 

Composto 88 491,57 4,08 -7,51 8 1 369,40 -0,30 7 

Composto 36 531,63 2,53 -5,37 10 2 400,23 0,49 11 

Composto 34 481,62 5,10 -6,86 6 1 378,87 0,20 10 

Composto 90 515,63 4,45 -7,47 8 2 403,23 -0,29 11 

Composto 55 369,42 0,90 -2,57 8 2 295,63 0,38 9 

Composto 84 490,57 0,88 -7,19 10 2 369,60 -1,66 9 

Composto 86 473,62 4,72 -7,54 5 2 360,14 0,71 8 

Composto 49 345,36 0,65 -2,75 9 1 268,33 0,52 4 

Composto 32 361,47 3,41 -5,17 5 1 283,09 0,56 7 

Composto 12 311,36 1,15 -2,59 7 0 232,62 0,96 6 

Composto 26 297,36 2,67 -4,53 6 1 240,36 0,08 6 

Composto 42 412,43 0,33 -4,02 11 1 299,30 3,43 5 

Composto 43 267,31 0,43 -2,11 7 1 196,82 0,002 3 

Composto 58 272,31 0,94 -2,66 8 2 194,93 4,32 4 

Composto 74 402,52 4,85 -7,43 5 0 310,90 0,09 5 

Composto 78 465,55 4,83 -7,48 7 2 362,39 6,01 6 

Composto 51 307,38 0,75 -3,41 9 1 232,41 0,86 4 

Composto 33 366,44 3,75 -5,34 5 1 275,02 -0,06 5 
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Figura 19. Representações gráficas de relação entre propriedades físico-químicas apresentadas pelos compostos 

na etapa de docking molecular 

 

 

Ao estabelecer um comparativo entre as propriedades físico-químicas dos compostos 

selecionados  (Figura 19), é possível observar que a relação entre peso molecular (PM) e cLogP 

pode ser dividida em dois grupos: os compostos com peso molecular <300 a 400 g/mol possuem 

cLogP próximo de 1, ou seja, com características hidrofílicas; e o outro grupo seria de 

compostos com peso molecular >400 g/mol possuem cLogP > 3,5 com indicativo de compostos 

mais lipofílicos. Quanto a relação entre peso molecular e ligações rotacionáveis obedeceu a 

uma relação de crescimento positivo, ao qual quanto maior o peso molecular, mais ligações 

rotacionáveis são propostas. Para a relação entre cLogP e cLogS, os compostos com maior 

solubilidade em água (cLogS> -3) apresentaram características de hidrofilicidade (cLogP ≤ 1). 

Por outro lado, os compostos com menor solubilidade (cLogS< -7) demonstraram 

características de lipofilicidade (cLogP > 4). E, por fim, a relação entre HBA e HBD não foi 

estabelecida, com a formação de um gráfico disperso.  

Estes dados de propriedades físico-químicas dos compostos selecionados podem ser 

melhor exploradas em estudos posteriores de atividade biológica e para o planejamento e síntese 

de compostos com propriedades farmacocinéticas e farmacodinâmicas aprimoradas.   
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Conclusões 
 

 

Ao longo do presente estudo, abordagens de modelagem molecular foram aplicadas de 

forma conjunta para identificação de potenciais inibidores da enzima 14α-demetilase (CYP51) 

de Acanthamoeba, empregando os conceitos de ligand based e structure based. Ao todo, foram 

construídos quatro modelos de farmacóforo baseados nos inibidores de CYP51 de 

Acanthamoeba spp.; quatro farmacóforos baseados nos inibidores da enzima para Trypanosoma 

cruzi; e cinco modelos de farmacóforo baseados nos inibidores para Leishmania spp. E, 

modelos de farmacóforo baseados na estrutura da enzima 14α-demetilase de Acanthamoeba 

castelanii foram construídos, em um total de quatro modelos.  

Os oito farmacóforos baseados na estrutura e nos inibidores da 14α-demetilase de 

Acanthamoeba spp. foram empregados como critério de seleção de compostos na triagem 

virtual, partindo de mais de 1 milhão de compostos provenientes da biblioteca comercial 

SPECS. Assim, com o emprego dos demais filtros, setenta e nove compostos foram 

selecionados por esta abordagem computacional. 

Os compostos triados passaram pela etapa de docking molecular para a obtenção da 

melhor pose de acomodação dos compostos no sítio de ligação da enzima CYP51 de 

Acanthamoeba castelanii, bem como para avaliação das interações com resíduos de 

aminoácidos. O composto 37 obteve a melhor pontuação (score de 77,2011), demonstrando 

um potencial de inibição quando comparado com os fármacos inibidores da CYP51 itraconazol 

(88,2147) e voriconazol (64,2719). Em todo o processo de triagem de compostos por meio de 

abordagem computacionais, foram selecionados dezenove compostos que demonstram 

potencial atividade, sendo estes os compostos 32, 34, 36, 37, 49, 55, 84, 86, 88 e 90, com 

melhores pontuações de score; E os compostos 12, 26, 33, 42, 43, 51, 58, 74 e 78 pela 

variabilidade estrutural e potencial formação da ligação coordenada com o ferro. 
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Perspectivas 
 

 

Com a seleção de compostos com potencial atividade na enzima 14α-demetilase de 

Acanthamoeba, o próximo passo consiste na realização de ensaios biológicos frente à enzima. 

Como proposta para este ensaio está a busca por alterações na produção de intermediários da 

via de síntese do ergosterol no parasito. Como forma de complementariedade nos estudos de 

atividade biológica destes compostos, ensaios frente as formas de vida de trofozoíto e cisto do 

protozoário Acanthamoeba poderão ser desempenhados. E, em seguida, o planejamento e 

síntese de compostos promissores com a pesquisa de rotas sintéticas e de seus derivados 

buscando variabilidade estrutural. Estes estudos poderão ser delineados e aprimorados ao longo 

do doutorado, tendo em vista a minha motivação em continuar a busca por inibidores da enzima 

14α-demetilase de Acanthamoeba.  

Por fim, o presente estudo permite a continuidade da busca por inibidores da enzima 

14α-demetilase na busca por alternativas terapêuticas no contexto de doenças negligenciadas, 

como é o caso da doença de Chagas causada e a leishmaniose. Tendo isso em vista, posteriores 

estudos poderão ser delineados com o emprego dos modelos de farmacóforo construídos 

baseados nos inibidores para estes protozoários.  
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Anexos 
 

Tabela A1. Dados referente aos compostos ativos (inibidores) da enzima 14α-demetilase para protozoário 

Acanthamoeba spp. e compostos considerados no modelo farmacofórico baseado nos ligantes 

 

Inibidores Atividade 
Compostos 

sobrepostos 
Referências 

a1 
IC50 0.23 µM 

Kd 10 nM 
X 

(LAMB et al., 2015) 

(HERNÁNDEZ-

MARTÍNEZ et al., 2019) 

 

a2 
IC50 0.39µM 

Kd 13 nM 
X 

(LAMB et al., 2015) 

(HERNÁNDEZ-

MARTÍNEZ et al., 2019) 

 

a3 

IC50 8,61 ± 1,63 µM 

(A. castellanii) 

 

 

(HERNÁNDEZ-

MARTÍNEZ et al., 2019) 

 

a4 

IC50 30 µM 

Kd 2,137 nM 

 

 
(LAMB et al., 2015) 

 

a5 

IC50 13,04 µM 

(A. castellanii T4) 

 

IC50 3,43 µM 

(A. castellanii) 

 

IC50 5,38 µM 

(A. polyphaga) 

 (THOMSON et al., 2017) 

a6 

IC50 24,43 µM 

(A. castellanii T4) 

 

IC50 11,48 µM 

(A. castellanii) 

 

IC5015,09 µM 

(A. polyphaga) 

 (THOMSON et al., 2017) 

a7 
EC50 0,001 – 0,026 

µM 
X 

(SHING, SINGH, PODUST, 

MCKERROW, & 

DEBNATH, 2020) 

a8 
EC50 0,003 – 0,065 

µM 
 

(SHING, SINGH, PODUST, 

MCKERROW, & 

DEBNATH, 2020) 
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Figura A1. Estrutura dos compostos ativos (inibidores) da enzima 14α-demetilase para protozoário Acanthamoeba 

spp. que compõem a biblioteca de construção 
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*  Os inibidores da enzima CYP51 de Acanthamoeba spp, Trypanosoma cruzi e Leishmania spp. 

com os respectivos códigos a8, a38 e a98 tratam -se da molécula do posaconazol. Os compostos 

a61 e a87 tratam-se dos compostos VFV. E os compostos a39 e a90 trata -se do VNI.  
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Tabela A2. Dados referente aos compostos ativos (inibidores) da enzima 14α-demetilase para protozoário 

Trypanosoma cruzi e compostos considerados nos modelos farmacofóricos baseado nos ligantes  

Inibidores Atividade 

Modelo 

Maior nº 

Mol 1 

Modelo 

Maior nº 

Mol 2 

Modelo 

Maior 

score 

Maior score 

(Posaco-

nazol) 

Referências 

a9       

a10 Ks 0,046 µM     
(FRIGGERI et al., 

2014) 

a11 Ks 0,056 µM     
(FRIGGERI et al., 

2014) 

a12 Ks 0,032 µM     
(FRIGGERI et al., 

2014) 

a13 Ks 0,083 µM     
(FRIGGERI et al., 

2014) 

a14 Ks 0,032 µM     
(FRIGGERI et al., 

2014) 

a15 Ks 0,715 µM X    
(FRIGGERI et al., 

2014) 

a16 Ks 0,162 µM     
(FRIGGERI et al., 

2014) 

a17 Ks 0,064 µM     
(FRIGGERI et al., 

2014) 

a18 Ks 0,123 µM     
(FRIGGERI et al., 

2014) 

a19 
EC50 1,9 ± 0,9nM 

KD 190 ± 40 nM 
X X   

(VIEIRA et al., 

2014) 

a20 
EC50 1,6 ± 1,3 nM 

KD ≤ 10 nM 
X    

(VIEIRA et al., 

2014) 

a21 
EC50 2,0 ±1,3 nM 

KD 240 ± 110 nM 
    

(VIEIRA et al., 

2014) 

a22 
EC50  4,4 ± 2,7 nM 

KD ≤ 10 nM 
X X   

(VIEIRA et al., 

2014) 

a23 EC50 6nM     
(KRAUS et al., 

2009) 

a24 
EC50 0,6 nM 

 
    

(KRAUS et al., 

2009) 

a25 EC50 0,7 nM     
(KRAUS et al., 

2010) 

a26 
EC50 0,5 nM 

 
    

(KRAUS et al., 

2010) 

a27 EC50 0,31 nM     
(KRAUS et al., 

2010) 

a28 
KD  4,8 nM 

 
    

(DOYLE et al., 

2010) 

 

a29 KD 0,44 µM     
(KONKLE et al., 

2009) 
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Inibidores Atividade 

Modelo 

Maior nº 

Mol 1 

Modelo 

Maior nº 

Mol 2 

Modelo 

Maior 

score 

Maior score 

(Posaco-

nazol) 

Referências 

a30 KD 0,75 µM X    
(KONKLE et al., 

2009) 

a31 KD 0,29 µM X X   
(KONKLE et al., 

2009) 

a32 KD 0,54 µM     
(KONKLE et al., 

2009) 

a33 KD 0,37 µM X X   
(KONKLE et al., 

2009) 

a34 KD 0,56 µM     
(KONKLE et al., 

2009) 

a35 KD 0,26 µM X X   
(KONKLE et al., 

2009) 

a36 KD 0,019 µM      
(HARGROVE et 

al., 2013) 

a37 KD 0,032 µM     
(HARGROVE et 

al., 2013) 

a38 KD 0,018 µM    X 
(HARGROVE et 

al., 2013) 

a39 KD 0,015 µM     
(HARGROVE et 

al., 2013) 

a40 KD 0,10 µM     
(LEPESHEVA et 

al., 2007) 

a41 KD 0,07 µM     
(LEPESHEVA et 

al., 2007) 

a42 KD 0,11 µM     
(LEPESHEVA et 

al., 2007) 

a43 KD 0,06 µM     
(LEPESHEVA et 

al., 2007) 

a44 
EC50 17nM 

KD <5 nM 
    

(CHOI; PODUST; 

ROUSH, 2014) 

a45 
EC50 760nM 

KD 65 nM 
    

(CHOI; PODUST; 

ROUSH, 2014) 

a46 
EC50 260nM 

KD 53 nM 
    

(CHOI; PODUST; 

ROUSH, 2014) 

a47 
EC50 580nM 

KD <5 nM 
X    

(CHOI; PODUST; 

ROUSH, 2014) 

a48 
EC50 80nM 

KD 76 nM 
    

(CHOI; PODUST; 

ROUSH, 2014) 

a49 
EC50 200nM 

KD <5 nM 
    

(CHOI; PODUST; 

ROUSH, 2014) 

a50 KD 70 nM     
(CHOI; PODUST; 

ROUSH, 2014) 

a51 KD 100 nM     
(CHOI; PODUST; 

ROUSH, 2014) 
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Inibidores Atividade 

Modelo 

Maior nº 

Mol 1 

Modelo 

Maior nº 

Mol 2 

Modelo 

Maior 

score 

Maior score 

(Posaco-

nazol) 

Referências 

a52 pIC50 6,0     (SIJM et al., 2019) 

a53 pIC50 6,0     
(SIJM et al., 2019) 

a54 pIC50 7,2     
(SIJM et al., 2019) 

a55 IC50 0,035 µM     
(SACCOLITI et al., 

2019) 

a56 IC50 0,018 µM     
(SACCOLITI et al., 

2019) 

a57 IC50 0,003 µM     
(SACCOLITI et al., 

2019) 

a58 IC50 0,003 µM     
(SACCOLITI et al., 

2019) 

a59 IC50 0,002 µM     
(SACCOLITI et al., 

2019) 

a60 IC50 0,005 µM     
(SACCOLITI et al., 

2019) 

a61 KD 6,8 ± 4 nM     
(FRIGGERI et al., 

2018) 

a62 KD 8,4 ± 3 Nm     
(FRIGGERI et al., 

2018) 

a63 KD 4,2 ± 3 nM     
(FRIGGERI et al., 

2018) 

a64 IC50 0,1 µM     

(FERREIRA DE 

ALMEIDA FIUZA 

et al., 2018) 

a65 
EC50 2.20 ± 0.01 

µM 
    

(FERREIRA DE 

ALMEIDA FIUZA 

et al., 2018) 

a66 
EC50 2.70 ± 0.01 

µM 
    

(FERREIRA DE 

ALMEIDA FIUZA 

et al., 2018) 

a67 KD 24 nM     
(HOEKSTRA et al., 

2016) 

a68 KD 10 nM X X   
(SIERRA et al., 

2015) 

a69 KD  0,21 µM     
(ANDRIANI et al., 

2013) 

a70 KD 0,067 µM     
(ANDRIANI et al., 

2013) 

a71 KD  0,18 µM     
(ANDRIANI et al., 

2013) 

a72 
KD ≤10 nM 

EC50 0.82 ± 0.01 
X X X X 

(VIEIRA et al., 

2014b) 

a73 
KD 47 ± 19 nM 

EC50 2,6 ± 0,5 
X X X X 

(VIEIRA et al., 

2014b) 
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Inibidores Atividade 

Modelo 

Maior nº 

Mol 1 

Modelo 

Maior nº 

Mol 2 

Modelo 

Maior 

score 

Maior score 

(Posaco-

nazol) 

Referências 

a74 
KD   <5 nM 

EC50 0,11µM 
X X X X (CHOI et al., 2013) 

a75 
KD   <5 nM 

EC50 0,26µM 
X X X X (CHOI et al., 2013) 

a76 
KD   <5 nM 

EC50 0,19µM 
X  X X (CHOI et al., 2013) 

a77 
KD   <5 nM 

EC50 0,014 µM 
    (CHOI et al., 2013) 

a78 
KD   <5 nM 

EC50 0,057 µM 
    (CHOI et al., 2013) 

a79 
KD   <5 nM 

EC50 0,018 µM 
    (CHOI et al., 2013) 

a80 
KD   77 ± 24 nM 

EC50 0.017 nM 
    

(CALVET et al., 

2014) 

a81 
KD   12 ±5 nM 

EC50 21,4 nM 
    

(CALVET et al., 

2014) 

a82 
KD   <10 nM 

EC50 170±10 nM 
X X X X 

(CALVET et al., 

2014) 

a83 
KD   16±4 nM 

EC50 78±10 nM 
    

(CALVET et al., 

2014) 

a84 
KD   <10 nM 

EC50 6,8±1,9 nM 
    

(CALVET et al., 

2014) 

a85 
KD   240±110 nM 

EC50 17±1 nM 
    

(CALVET et al., 

2014) 

a86 
KD   <10 nM 

EC50 29±8 nM 
 X X X 

(CALVET et al., 

2014) 
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Figura A2 .  Estrutura dos compostos ativos (inibidores) da enzima 14α-demetilase para protozoário Trypanosoma 

cruzi que compõem a biblioteca de construção 
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*Os inibidores da enzima CYP51 de Acanthamoeba spp, Trypanosoma cruzi e Leishmania spp. com os respectivos 

códigos a8, a38 e a98 tratam-se da molécula do posaconazol. Os compostos a61 e a87 tratam-se dos compostos 

VFV. E os compostos a39 e a90 trata-se do VNI.  
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Tabela A3. Dados referente aos compostos ativos (inibidores) da enzima 14α-demetilase para protozoário 

Leishmania spp. e compostos considerados nos modelos farmacofóricos baseado nos ligantes  

Inibidores Atividade 

Modelo 

Maior nº 

Moléculas 

Modelo 

Maior 

score 

Maior 

score 

(VNI) 

Maior nº 

Moléculas 

(VNI) 

Referências 

a83 KD 8,4 +/-4 nM   X X 
(FRIGGERI et al., 

2018) 

a84 KD 24 +/-2 nM   X X 
(FRIGGERI et al., 

2018) 

a85 KD  1,7 +/-1 nM   X X 
(FRIGGERI et al., 

2018) 

a86 KD  2 +/- 0,2 nM   X X 
(FRIGGERI et al., 

2018) 

a87 IC50 2,78 µM X    
(SACCOLITI et al., 

2019) 

a88 IC50 3,01 µM X    
(SACCOLITI et al., 

2019) 

a89 IC50 2,16 µM X    
(SACCOLITI et al., 

2019) 

a90 IC50 2,04 µM X    
(SACCOLITI et al., 

2019) 

a91 IC50 3,77 µM X    
(SACCOLITI et al., 

2019) 

a92 KD 0.156 +/- 0.006 µM     
(HARGROVE et al., 

2013) 

a93 KD 0.419 +/- 0.019 µM     
(HARGROVE et al., 

2013) 

a94 KD 0.018 +/- 0.001 µM     
(HARGROVE et al., 

2013) 

a95 
IC50 1,02 ± 0,02 µM 

Ki   7,00 nM 
X X   

(ROJAS VARGAS et 

al., 2019) 

a96 
IC50 10,23 ± 1,16 µM 

Ki 13,31 nM 
X X   

(ROJAS VARGAS et 

al., 2019) 

a97 
IC50 2,07 ± 0,21 µM 

Ki  0,36 nM 
X X   

(ROJAS VARGAS et 

al., 2019) 

a98 
IC50    8,20 ± 0,81 µM 

Ki  175,52 nM 
X X  X 

(ROJAS VARGAS et 

al., 2019) 

a99 
IC50    1,99 ± 0,19 µM 

Ki  128,58 nM 
X X  X 

(ROJAS VARGAS et 

al., 2019) 

a100 
IC50    4,11 ± 0,51 µM 

Ki  20.800 nM 
X X  X 

(ROJAS VARGAS et 

al., 2019) 

a101 
IC50    4,07 ± 0,42 µM 

Ki  61,34 nM 
X    

(ALBERTO et al., 

2019) 
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Figura A3. Estrutura dos compostos ativos (inibidores) da enzima 14α-demetilase para protozoário Leishmania 

spp. que compõem a biblioteca de construção 
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Tabela A4. Informações pertinentes ao depósito da estrutura cristalográfica da enzima CYP51 PDB 6UX0 de 

Acanthamoeba castelanii 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Estrutura Cristalográfica Enzima CYP51 PDB 6UX0 

Classificação Oxidoredutase 

Organismo Acanthamoeba castelanii str. Neff 

Sistema de Expressão Escherichia coli 

Mutação Não 

Proteína de Membrana  Sim 

Data de depósito no PDB 06-11-2019 

Autores  Sharma, V., Podust, L.M. 

Método de Cristalização Difração de Raio-X 

Ligante Isavuconazol 

Resolução 2.93 Å 

Valor-R livre 0.308 

Valor-R de trabalho 0.213 

Valor-R observado 0.218 

Outliers Ramachandran 2,5% 
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Tabela A5.  Relação detalhada dos resultados para o modelo de farmacóforo validado referente aos inibidores da 

CYP51 para o protozoário Acanthamoeba spp. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Modelo de Farmacóforo Validado para CYP51 de Acanthamoeba spp. 

Modelo 1AC 2AC 3AC 4AC 

Score 25.720 Jmol 25.720 Jmol 25.720 Jmol 25.720 Jmol 

Aceptores 3 4 3 3 

Aromaticidade 1 1 1 1 

Hidrofobicidade 0 0 1 1 

EF 22,7 50,0 50,0 50,0 

Nº de compostos 

filtrados 
89 5 6 3 

Compostos Ativos Ativos e inativos 4  2  2 

Compostos Inativos - 1 4 1 

Coordenadas 

Aceptor de hidrogênio 

(x -3.018; y 0.0067); 

z -1.3506; r 0.1) 

(x -5.078; y -0.3769; 

z -0.3946; r 0.5) 

(x -0.4025; y -0.5847; 

z -1.6996; r 0.5) 

Aromaticidade 

(x -3.8406; y 0.1132; 

z -0.306; r 1.10) 

Aceptor de hidrogênio 

(x -3.018; y 0.0067); 

z -1.3506; r 0.1) 

(x -5.078; y -0.3769; 

z -0.3946; r 0.5) 

(x -0.4025; y -0.5847; 

z -1.6996; r 0.5) 

Aromaticidade 

(x -3.8406; y 0.1132; 

z -0.306; r 1.10) 

Aceptor de hidrogênio 

Voriconazol 

(x 0.9531; y -2.843; 

z -0.6214; r 0.8) 

Aceptor de hidrogênio 

(x -3.018; y 0.0067); 

z -1.3506; r 0.1) 

(x -5.078; y -0.3769; 

z -0.3946; r 0.5) 

(x -0.4025; y -0.5847; 

z -1.6996; r 0.5) 

Aromaticidade 

(x -3.8406; y 0.1132; 

z -0.306; r 1.10) 

Hidrofóbico 

Voriconazol 

(x 0.8663; y 1.2908; 

z 1.8619; r 1.0) 

Aceptor de hidrogênio 

(x -3.018; y 0.0067); 

z -1.3506; r 0.1) 

(x -5.078; y -0.3769; 

z -0.3946; r 0.5) 

(x -0.4025; y -0.5847; 

z -1.6996; r 0.5) 

Aromaticidade 

(x -3.8406; y 0.1132; 

z -0.306; r 1.10) 

Hidrofóbico 

Itraconazol 

(x 0.6496; y 0.612316; 

z -0.0564; r 1.0) 
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Tabela A6.  Relação detalhada dos resultados para o modelo de farmacóforo validado referente aos inibidores da 

CYP51 para o protozoário Trypanosoma cruzi. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Modelo de Farmacóforo Validado para CYP51 de Trypanosoma cruzi 

Modelo 1TC1 1TC2 2TC 3TC 

Score 40.000 Jmol 40.000 Jmol 67.752Jmol 30.845 Jmol 

Doadores 1 2 1 0 

Aceptores 2 1 2 3 

Aromaticidade 2 2 2 2 

EF 60,8 76,0 76,0 76,0 

Nº de compostos 

filtrados 
7 8 33 1 

Compostos ativos 4 5 15 1 

Coordenadas 

Doador de hidrogênio 

(x -4.2811; y -1.1019; 

z -1.3309; r 0.5) 

Aceptor de hidrogênio 

(x -3.0705; y -0.5425; 

z 0.4421; r 0.5) 

Aromaticidade 

(x 0.1804; y 0.1937; 

z -0.025; r 1.10) 

(x 0.2836; y 2.365); 

z 0.1095; r 1.10) 

Aceptor de hidrogênio 

do POSA 

(x -8.2209; y 0.9676; 

z -0.969; r 0.5) 

Doador de 

hidrogênio 

(x -4.2811; y -1.1019; 

z -1.3309; r 0.5) 

Aceptor de 

hidrogênio 

(x -3.0705; y -0.5425; 

z 0.4421; r 0.5) 

Aromaticidade 

(x 0.1804; y 0.1937; 

z -0.025; r 1.10) 

(x 0.2836; y 2.365); 

z 0.1095; r 1.10) 

Doador de 

hidrogênio do 

posaconazol 

(x -4.026; y 1.8794; 

z -0.2342; r 0.3) 

Doador de 

hidrogênio 

(x 2.811; y -4.2099; 

z 1.457; r 0.5) 

Aceptor de 

hidrogênio 

(x 2.5092; y 0.495; 

z -1.6824; r 0.5) 

(x 8.4821; y 4.631; 

z -0.3168; r 0.5) 

Aromaticidade 

(x -0.6661; y 0.9044; 

z 0.0187; r 1.10) 

(x 7.8157; y 3.4684); 

z -0.2329; r 1.10) 

Aceptor de 

hidrogênio 

(x -8.2209; y 0.9676; 

z -0.969; r 0.5) 

(x -4.026; y 1.8794; 

z -0.2342; r 0.5) 

Aromaticidade 

(x -11.783; y 1.2015; 

z -0.0812; r 1.10) 

(x -1.3066; y 1.5304; 

z -0.3439; r 1.10) 

Aceptor de 

hidrogênio do 

posaconazol 

(x 9.6961; y -1.8934; 

z -0.6449; r 0.5) 
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Tabela A7. Relação detalhada dos resultados para o modelo de farmacóforo validado referente aos inibidores da 

CYP51 para o protozoário Leishmania spp. 

Início: 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Modelo de Farmacóforo Validado para CYP51 de Leishmania spp. 

Modelo 1LS 2LS1 2LS2 

Score 38.141Jmol 52.500 Jmol 52.500 Jmol 

Doadores 0 0 0 

Aceptores 1 1 1 

Aromaticidade 3 4 4 

EF 23,3 64,0 64,0 

Nº de compostos filtrados 526 353 353 

Compostos ativos 12 7 7 

Coordenadas 

Aceptor de hidrogênio 

(x -0.3594; y 1.7922; 

z -0.0587; r 0.5) 

Aromático 

(x -0.6464; y 0.6732; 

z 0.0309; r 1.10) 

(x -3.9758; y 2.9561); 

z -0.1705; r 1.10) 

(x -3.6825; y -1.9235); 

z 0.2328; r 1.10) 

Aceptor de hidrogênio 

(x -1.9626; y -1.9905; 

z -0.0091; r 0.5) 

Aromático 

(x -1.7194; y -0.8772; 

z 0.0126; r 1.10) 

(x -5.7197; y -1.3108; 

z -0.0388; r 1.10) 

(x -3.3145; y 2.8324; 

z 0.0625; r 1,10) 

(x 1.2966; y 1.6724; 

z 0.0895; r 1.10) 

Aceptor de hidrogênio 

(x -1.9626; y -1.9905; 

z -0.0091; r 0.5) 

Aromático 

(x 1.6841; y -2.9915; 

z -0.0045; r 1.10) 

(x -1.7194; y -0.8772; 

z 0.0126; r 1.10) 

(x -3.3145; y 2.8324; 

z 0.0625; r 1.10) 

(x 1.2966; y 1.6724; 

z 0.0895; r 1.10) 
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Continuação: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

Modelo de Farmacóforo Validado para CYP51 de Leishmania spp. 

Modelo 3LS 4LS 

Score 66.144 Jmol 37.947 Jmol 

Doadores 1 0 

Aceptores 2 2 

Aromaticidade 2 3 

EF 64,0 64,0 

Nº de compostos filtrados 27 139 

Compostos ativos 4 7  

Coordenadas 

Aceptor de hidrogênio 

(x 6.3932; y 0.8284; 

z 1.0062; r 0.5) 

(x 7.4189; y 0.0679; 

z 0.8481; r 0.5) 

Doador de hidrogênio 

(x -1.0301; y 1.5369; 

z 0.0673; r 0.5) 

Aromático 

(x 2.6512; y 1.2471; 

z 0.5591; r 1.10) 

(x 8.7413; y -3.2707; 

z -0.38; r 1.10) 

Aceptor de hidrogênio 

(x -0.2423; y 3.3891; 

z 1.0063; r 0.5) 

(x 6.3932; y 0.8284; 

z 1.0062; r 0.5) 

Aromático 

(x 2.6512; y 1.2471; 

z 0.5591; r 1.10) 

(x 6.3771; y -0.1893); 

z 0.5612; r 1.10) 

(x 8.7413; y -3.2707); 

z -0.38; r 1.10) 
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Tabela A8. Relação detalhada dos resultados para o modelo de farmacóforo validado referente a estrutura da 

enzima CYP51 para o protozoário Acanthamoeba castelanii 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

Modelo de Farmacóforo Validado para CYP51 de Acanthamoeba castelanii 

Modelo Modelo 1.1 Modelo 2.1 Modelo 3.1 

Doadores 0 1 0 

Aceptores 0 0 1 

Aromaticidade 2 1 1 

Hidrofobicidade 4 3 4 

EF 67,4 67,4 33,7 

Nº de compostos 

filtrados 
2 3 4 

Compostos ativos 2 3 4 

Coordenadas 

Aromático 

(x -16.443; y 26.0204; 

z -18.390; r 1.0) 

(x -13.852; y 23.3186); 

z -17.109; r 1.0) 

Hidrofóbico 

(x -22.628; y 27.9025; 

z -17.545; r 1.0) 

(x -19.618; y 30.3564; 

z -15.440; r 1.0) 

(x -23.902; y 29.107; 

z -19.597; r 1.0) 

(x -21.304; y 26.709; 

z -15.529; r 1.0) 

 

Doador de hidrogênio do 

Isavuconazol 

(x -19.246; y 28.424; 

z -18.872; r 0.4) 

Aromático 

(x -16.443; y 26.0204; 

z -18.390; r 1.0) 

Hidrofóbico 

(x -22.628; y 27.9025; 

z -17.545; r 0.7) 

(x -19.618; y 30.3564; 

z -15.440; r 0.7) 

(x -19.686; y 25.963; 

z -19.703; r 1.0) 

 

Aceptor de hidrogênio do 

Isavuconazol 

(x -19.344; y 29.56; 

z -14.585; r 0.6) 

Aromático 

(x -16.443; y 26.0204; 

z -18.390; r 1.0) 

Hidrofóbico 

(x -13.852; y 23.3186; 

z -17.109; r 1.0) 

(x -22.628; y 27.9025; 

z -17.545; r 1.0) 

(x -19.618; y 30.3564; 

z -15.440; r 1.0) 

(x -19.686; y 25.963; 

z -19.703; r 1.0) 
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Figura A4.  Gráfico de Ramachandran gerado com base na estrutura cristalográfica da enzima CYP51 PDB 6UX0 

de Acanthamoeba castelanii 
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