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RESUMO

Reis, Suellen dos. Estudos in silico para o desenvolvimento de um novo inibidor da enzima
140-demetilase de Acanthamoeba spp. 102p. Universidade Federal de Santa Catarina,
Florianopolis, 2022.

O processo de desenvolvimento de farmacos permanece longo, caro e complexo. Com intuito
de otimizar o processo, diversas abordagens computacionais tém sido desempenhadas, como a
construcao de modelos de farmacoforos. A enzima 14a-demetilase (CYP51) demonstra ser um
potencial alvo para o tratamento da doenga ceratite por Acanthamoeba. Esta enzima tem seu
papel na via de biossintese do ergosterol, importante componente de membrana do protozoario.
A Acanthamoeba spp. pode ser capaz de gerar opacidade e intenso processo infeccioso na
cornea por meio da abrasao do epitélio. Atualmente, ndo ha um tratamento eficaz e especifico
para esta doenca 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 construgdo e validagao de modelos de farmacdforo e aplicagdao
de triagem virtual de compostos. Foram construidos e validados 13 farmacdforos baseados em
inibidores da enzima CYP51 de Acanthamoeba spp., Trypanosoma cruzi e Leishmania spp. e 4
farmacoéforos baseados na estrutura da enzima CYPS51 de Acanthamoeba castelanii. Na etapa
de triagem virtual, foi empregada a biblioteca SPECS partindo de mais de 1 milhdo de
compostos para a selegdo de 79 potenciais inibidores da enzima. Estes compostos foram
avaliados estruturalmente quanto as interagdes realizadas com aminoécidos e a posi¢ao adotada
no sitio ativo com sele¢do de 19 compostos para posteriores estudos de planejamento e sintese
e avaliacdo da atividade bioldgica.

Palavras-chave: Acanthamoeba spp.; enzima 14a-demetilase; CYP51; ceratite amebiana;
modelagem molecular; modelo de farmacoforo; triagem virtual; docking molecular.



ABSTRACT

Reis, Suellen dos. In silico studies for the development of a novel 14a-demethylase enzyme
inhibitor of Acanthamoeba spp. 102p. Universidade Federal de Santa Catarina, Florianopolis,
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 14a-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.; l4a-demethylase enzyme; CYPS51; amoebic keratitis;
molecular modeling; pharmacophore model; virtual screening; molecular docking.
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Introducao

A descoberta e o desenvolvimento de farmacos estao entre os campos da ciéncia que
mais contribuem para a saude e bem-estar da populagdo. E por meio dos diversos medicamentos
e estratégias terapéuticas disponiveis hoje, que temos a possibilidade de atingir melhora de
sintomas e até mesmo cura de enfermidades, impactando diretamente na expectativa de vida da
populagdo. Por outro lado, a entrega de um novo medicamento ao mercado permanece um
processo complexo, caro e de longa duragdo. O custo para a chegada de um medicamento ao
mercado ¢ estimado em 2,6 bilhdes de dolares e o tempo necessario pode chegar a 12 anos
(CHAN et al., 2019; DIMASI; GRABOWSKI; HANSEN, 2016).

Neste cenario, os estudos assistidos por computadores (CADD) tém sido empregados
em todas as etapas visando a otimizagdo deste processo, assim como o direcionamento racional
para selecdo de novos candidatos a farmacos (CHAN et al., 2019; MACALINO et al., 2015).
Além disso, as abordagens envolvem duas estratégias norteadoras, em que uma conta com a
investigacdo da atividade bioldgica de compostos de origem sintética ou natural, com posterior
estudo do mecanismo de acdo e utilizagcdo para tratamento de uma doenga. Quanto a outra,
envolve um direcionamento fisiolégico com enfoque em uma doenga e a sele¢do de alvo
molecular a ser explorado no planejamento de novos candidatos a fArmacos (AGAMAH et al.,
2020; SHING et al., 2020).

Sendo assim, a seguir ¢ apresentada uma revisao da literatura apontando aplicagdes dos
estudos computacionais na descoberta de candidatos a farmacos e das bases para o
aprofundamento na doenca e do alvo molecular proposto para o estudo. Ao longo desta
dissertagdo foram seguidas as bases fisiologicas para a investigagao de inibidores da enzima
140-demetilase com aplicacdo de estratégias de modelagem molecular como a construcao de
modelos de farmacoforo baseado nos ligantes descritos na literatura como inibidores ¢ na
estrutura da enzima, a execugdo de uma triagem virtual de novos compostos ¢ a avaliagdo dos
compostos com o estudo de docking molecular, com avaliagdo das interagdes entre o0s

compostos triados e o alvo molecular proposto.
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Revisao da Literatura

1.1 Os estudos computacionais na descoberta de candidatos a farmacos

Todos os anos, dezenas de novos medicamentos tém sido liberados para a populacao
pelas agéncias de regulamentag¢do. De uma forma positiva, estes novos medicamentos trazem
uma perspectiva de ampliagdo do arsenal terapéutico para doengas que carecem de opgdes
farmacologicas eficazes e especificas. A pesquisa e o desenvolvimento de novos medicamentos
devem ir de encontro com as necessidades terapéuticas da sociedade. (KIRIIRI; NJOGU;
MWANGI, 2020). Isso se reflete na aprovacdo, em 2021 pela agéncia de regulamentacio de
alimentos e medicamentos dos Estados Unidos, de 26 novos medicamentos para o tratamento
de doengas raras dentre os 50 aprovados (52%) o que tém trazido um novo cenario na promog¢ao
da saude destes pacientes (FDA, 2021). Entretanto, os esfor¢os para a pesquisa de novos
medicamentos para doencgas raras devem continuar, uma vez que estas atingem uma pequena
parcela da populacdao, com 50 casos a cada 100.000 individuos, e muitas sdo incapacitantes
como por exemplo a sindrome de Tourette, esclerose lateral amiotrépica (ELA), ceratite
amebiana, dentre outras (FDA, 2018).

Para que um novo farmaco esteja disponivel para a populagdo, atualmente, sdo
desenvolvidos estudos envolvendo as etapas de: (1) selecdo e validagdo de um alvo molecular
nas pesquisas de base; (2) triagem e otimizagdo de compostos para a descoberta de hits; (3)
estudos pré-clinicos; (4) ensaios clinicos de fase I, Il e III; (5) com o fechamento dos dados de
todo o processo por uma agéncia regulatoria (Figura 1) (HUGHES et al., 2011;
LOMBARDINO; LOWE, 2004). O processo para a descoberta e o desenvolvimento de um
farmaco ¢ norteado pela interdisciplinaridade dos profissionais envolvidos, bem como pelo
investimento de tempo e custos financeiros para sua execugdo. A investigacao tem inicio em
projetos com cerca de 10 mil a 5 mil compostos e a cada etapa dezenas de compostos sdo
eliminados do estudo, em sua grande maioria nas etapas pré-clinicas. Neste contexto, os estudos
auxiliados por computadores ou os estudos in silico vém 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 farmacos até sua chegada ao
mercado.

Fases I, Il elll
Descoberta Estudos Estudos RewsAao _por !\Iovo
de novos o e - . Agéncia Medicamento
Pre-Clinicos ClinIcos P
Compostos Regulatoria no Mercado
1 composto

~10-5 mil Numero de Compostos
compostos Anos | 12 a15 anos

O processo inicia com cerca de 10 a 5 mil compostos para que ao final seja entregue um farmaco, e conta com
aproximadamente 12 anos para seu desenvolvimento. Fonte: autoria propria. HUGHES et al., 2011;

LOMBARDINO; LOWE, 2004

Foi no inicio dos anos 1980, com o advento da utilizacdo da quimica combinatéria
(CombChem) e dos ensaios robotizados de triagem em larga escala (HTS, do inglés high
throughput screening) que a industria farmacéutica expandiu sua forma de geracao de farmacos,
com impacto direto na criagdo de bibliotecas de compostos. Pela abordagem de HTS foi
possivel realizar a triagem de compostos com a utilizagdo de ensaios fenotipicos em massa
associada a robdtica e aos potentes processadores de dados. E assim, uma ampliacdo do espago
quimico de uma forma inédita abriu portas para a construcdo das bibliotecas de compostos
disponiveis 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 bioldgica 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 comegaram a ser delineados para
sua aplicacdo na busca de compostos prototipos visando a descoberta de novos farmacos
(FERREIRA; ANDRICOPULO, 2019; WU et al., 2020; YANG et al., 2020).

Em paralelo a ampliagdo do espaco quimico, ocorreu uma revolucdo na biologia
molecular aliada as ferramentas computacionais. Estas abordagens permitiram a execu¢do de
grandes estudos como o genoma humano, além do avango de técnicas de obtengdo e
cristalizacdo de proteinas, como exemplos a ressonancia magnética nuclear, raio-X e
espectrometria de massas. Com a descoberta de novas proteinas foi possivel elucidar o papel
que estas desempenham no desencadeamento de determinadas doencas, e assim impactaram na
validagdo de novos alvos moleculares visando um estudo racional de farmacos (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 constru¢do de modelos computacionais para a geragao de
filtros permitiram conduzir a selecdo de compostos depositados em amplas bibliotecas. Assim
como também, a predi¢do das propriedades fisico-quimica destes compostos com potencial para
avaliagdo das farmacocinéticas com estudos de administragdo, distribuigdo, metabolismo,
excrecdo e toxicidade. Esta selecdo pode ocorrer ainda pela retirada de grupos ou compostos
conhecidos como interferentes em ensaios de atividade fenotipicos (filtro PAINS). E desta
forma, a triagem virtual (em inglés virtual screening), atualmente, apresenta vantagens
experimentais frente a técnica de HTS, como o desenvolvimento de uma busca racional de
candidatos a farmacos; maior capacidade de triagem de compostos #its e; ainda, economia de
recursos laboratoriais frente a abordagem de HTS, principalmente no contexto dos principios
da quimica verde e do uso responsavel 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 cristalografica do alvo molecular (em inglés structure-based - SBDD), a qual avalia
a conformacao espacial do alvo molecular e as regides de interagado estabelecidas entre o ligante
e a estrutura em contribuicao para a atividade; ou mesmo considerando os ligantes (em inglés
ligand-based - LBDD) pela busca de um padrido entre os compostos ativos conhecidos
(MACALINO et al., 2015; WANG et al., 2020). Utilizando das estruturas cristalograficas das
proteinas, para obtencdo de candidatos a farmacos mais seletivos podem ser delineados com o
emprego da abordagem de docking molecular, tendo como resultado a obtengdo das melhores
configuracdes adotadas pelos ligantes na regido do alvo molecular favoravel a atividade e a
interagdo. Ainda, a constru¢do de modelos de farmacdforo contando com um arranjo
tridimensional de propriedades fisico-quimicas estéricas e eletronicas essenciais para atividade
biologica 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 parametros fisico-
quimicos e farmacocinéticos para identificagdo de novos candidatos a farmacos, baseando-se
no conhecimento de compostos ativos em alvos moleculares. Essa abordagem € principalmente
adotada quando ndo se dispde da estrutura do alvo molecular e conta com a constru¢do de
modelos de farmacéforo baseado em ligantes e modelos quantitativos de estudo da relagao
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 constru¢do de modelos de farmacoforo e os
estudos de docking molecular serdo tratadas a seguir com mais detalhes devido a sua

importancia no presente trabalho.

1.1.1 A construcao de modelos de farmacoforo e o docking molecular no contexto da
descoberta de candidatos a farmacos

Atualmente, o modelo de farmacoforo ¢ uma das abordagens computacionais mais
empregadas com o objetivo de selegdo de compostos com potencial atividade em estudos in
silico. Mas, o conceito de farmaco6foro foi sendo delineado ao longo das décadas, com inicio no
século 19 com Paul Ehrlich até os dias atuais, com a defini¢do oficial reconhecida pela Unido
de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC) como sendo “um conjunto de caracteristicas estéricas e
eletrOnicas que necessariamente asseguram interacoes supramoleculares 6timas com um alvo
molecular especifico, contribuindo para a resposta bioldgica” (VUORINEN; SCHUSTER,
2015). Sendo assim, os farmaco6foros contam com um conjunto de caracteristicas quimicas
(features) associadas a presenca de grupos funcionais pertencentes ao composto bioativo
dispersos em um arranjo tridimensional e que contribuem para a atividade. Os farmacdforos
podem ser construidos com base nos ligantes (LBDD) e baseados na estrutura do alvo molecular
(SBDD). Dentre estas caracteristicas contidas nos farmacdéforos estdo as features de doador de
ligacdo de hidrogénio (HBD), aceptor de ligacdo de hidrogénio (HBA), aromaticidade (AR),
hidrofobicidade (H), ion positivo (IP) e ion negativo (IN), podendo variar em cada programa
utilizado para a construcdo dos modelos quanto a representagdo das caracteristicas
(GIORDANO et al., 2022; KASERER et al., 2015; LEACH et al., 2010; VUORINEN;
SCHUSTER, 2015). No software Pharmit, o qual foi empregado para a constru¢do dos

farmacdéforos no presente trabalho, as features estao representadas na figura 2.
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Figura 2. Representagdo das features presentes nos modelos de farmacoforo gerados pelo software Pharmit

(1) aceptor de ligagao de hidrogénio (HBA); (2) doador de ligagdo de hidrogénio (HBD); (3) hidrofobicidade
(H); (4) aromaticidade (AR); (5) ion positivo (IP); (6) ion negativo (IN). Fonte: adapatado d¢ GIORDANO
etal., 2022

A abordagem de docking molecular tem como principal objetivo explorar o modo de
interacao do ligante no alvo molecular, baseado no conhecimento do arranjo tridimensional da
estrutura. Durante a execu¢do das simulacdes sdo geradas centenas de poses, ou seja,
conformacdes adotadas pelo ligante para favorecer a realizagdo de interacdes intermoleculares
no alvo com os residuos de aminoacidos (Figura 3). O resultado das simula¢des ¢ mensurado
pela fungao de pontuagdo (score) desenvolvida para permitir a predi¢ao de atividade bioldgica
baseada nas interagdes entre os ligantes e a estrutura. Atualmente, sdo trés as classes de fungdes
de score aplicadas nos estudos de docking molecular: fungao baseada no campo de forga, a qual
¢ gerada pela somatoéria da energia de interacdo de van der Waals e eletrostaticas entre dois
pares de atomos pertencentes a estrutura-ligante; a funcao empirica, em que sao reproduzidos
dados experimentais baseados na afinidade de ligagdo do complexo pela soma de varidaveis
independentes como ligacao de hidrogénio, efeitos hidrofébicos, sobreposicdes estéricas e

demais parametros; e a fun¢do baseada no aprendizado (knowledge-based), a qual € construida
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pela frequéncia e interagdo que dois d&tomos comparando diferentes estruturas depositadas no
banco de dados (KITCHEN et al., 2004; LI; FU; ZHANG, 2019; SAIKIA; BORDOLOI, 2019).
Desta forma, partindo do céalculo dos algoritmos considerados nestas fungdes, cada programa
gera a sua versao de funcdo de pontuagdo considerando critérios relevantes para a execu¢ao do
docking molecular. Tomando como exemplo o programa GOLD, as funcdes de score sdo a
ChemPLP e a GoldScore baseadas no campo de forca; a fungdo ChemScore, empirica; e a ASP,

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

Figura 3. Aminoacidos com suas respectivas cadeias laterais e caracteristicas de polaridade
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Fonte: a autora

Os processos biologicos do organismo humano como conhecemos s3o impactados
diretamente pela realizagdo de diversas interacdes eletronicas e estéricas, em que muitas delas
contam com os residuos de aminoécidos (Figura 3). Desta forma, uma vez que as poses dos

ligantes sdo geradas, ¢ realizada a analise visual das interagdes de carater intermolecular e
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intramolecular com os residuos de aminoacidos que sdo imprescindiveis no contexto de
predicao de atividade dos compostos. Das interacdes eletronicas, as ligacdes de hidrogénio
(Figura 4A) convencionais sdo de grande importancia no contexto de estabilizagdo molecular
no interior do sitio ativo. Estas interagdes ocorrem entre espécies polares em que uma ¢ doadora
do atomo de hidrogénio com um momento de dipolo negativo e a outra possui um atomo com
riqueza eletronica suficiente para aceitar o &tomo de hidrogénio, possuindo momento de dipolo
positivo. Possuem fraca a média energia de interagdo (10-40 KJmol') com uma geometria
angular preferencial de 1,6-3,2A e angulacio de 90-130° para a interagdo (ARRAS et al., 2022;
DESIRAJU, 1996; PAIRAS; TSOUNGAS, 2016; PATRICK, 2013). Por outro lado, as
interacdes nao-classicas de hidrogénio tém ganhado atencao pela sua presenga difundida entre
as macromoléculas. Correspondem as interacdes entre doadores e aceptores de hidrogénio
fracos/fortes, como ocorrem nas interagdes de dihidrogénio (H:---H); do tipo hidrogénio com
sistemas aromaticos (H:---m); entre carbono e hidrogénio (C-H:-- 1) onde o carbono doador de
hidrogénio pode pertencer a um fragmento metilico, isopropilico, a uma cadeia longa alquilica
ou em sistemas aromaticos; ainda do tipo hidrogénio e enxofre (H----S) e em diversas outras
interacoes (ARRAS et al., 2022). Ainda, a presenga de sistemas © na estrutura dos ligantes e na
cadeia lateral dos aminoacidos proporciona interacdes intermoleculares do tipo hidrofobicas.
Sdo interacdes areno-areno (Figura 4B-F) do tipo empilhamento-n, empilhamento em formato
T, anion-m, cation-n e em paralelo (FOKOUE et al., 2020).

Quanto as interagdes estéricas, as forcas de van der Waals estdo relacionadas com as
espécies ndo-polares em que as interagdes ocorrem a uma curta distdncia atdbmica permitida
pela flutuagao da densidade eletronica local. Sao interagdes de carater fraco que impactam de
forma positiva no somatorio das interacdes entre o ligante e alvo molecular, sobretudo na
disposi¢do de aminoacidos de carater hidrofobico com a formagao de uma cavidade hidrofébica
no sitio ativo de determinadas enzimas que favorecem esta interacao. Estas forcas de dispersao
(Figura 4G) sdo comuns em alcanos e alcenos e ocorrem devido a flutuagdo local de densidade
eletronica entre grupos apolares contendo ligagdes entre carbono-hidrogénio ou carbono-

carbono (LIPTROT; POWER, 2017; PATRICK, 2013; WAGNER; SCHREINER, 2015).
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Figura 4. Representag@o estrutural das interacdes intermoleculares entre alvo molecular e ligantes
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Sendo assim, as mais diversas abordagens de modelagem molecular sdo propostas para
a selecdo de compostos na triagem virtual, pela constru¢do de modelos computacionais. Ainda,
a aplicacdo sinérgica dos estudos computacionais e a avaliacdo in vitro para confirmacao das
predicdes realizadas possibilitam um alto poder de selecdo e eliminagcdo de compostos em
estagios iniciais do desenvolvimento de farmacos (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 fArmaco com enfoque em um alvo molecular no contexto de investigagao
com carater fisiologico. Neste sentido, a enzima 14a-demetilase pode ser explorada como um

potencial alvo molecular.

1.2 Enzima 14a-demetilase: um potencial Alvo Molecular

Os alvos moleculares, em sua maioria, sdo macromoléculas como as proteinas (enzimas,
receptores ou proteinas de transporte) e acidos nucleicos (DNA e RNA). As proteinas sdo
estruturas constituidas por unidades fundamentais, os aminoacidos, que por sua vez realizam
ligagdes peptidicas entre os seus residuos para compor sua estrutura primdaria. A presenca dos
aminoacidos ocorre da mesma forma na regiao de sitio ativo, o que permite a acomodacao dos
farmacos pela geracdo de interagdes intermoleculares entre atomos e grupos funcionais por
parte da proteina e do composto. Essa interagao pode gerar uma mudanc¢a de conformacao desta

proteina propiciando sinalizagdo celular relacionada ao efeito farmacoldgico. As enzimas
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possuem papel fundamental na maior parte das vias bioquimicas envolvidas no
desenvolvimento de patologias, por isso sao amplamente empregadas como alvos moleculares
(BARREIRO; FRAGA, 2014; PATRICK, 2013; SANTOS et al., 2017).

Neste sentido, a enzima esterol 14a-demetilase ou CYP51 tem despertado a atengdo
como alvo molecular para diversas patologias pela sua presenca em espécies de patdgenos como
Mycobacterium tuberculosis, Aspergillus spp., Candida spp., Trypanosoma cruzi, Leishmania
spp., Naegleria fowleri e Acanthamoeba spp. Pertencente ao conjunto de enzimas da familia do
citocromo P450, a CYP51 participa da biossintese do ergosterol em fungos, protozodrios e
amebas por meio de uma série de trés etapas de catalise régio e estéreo especifica favorecidas
pela presenca do grupamento heme em seu sitio ativo (Figura 5). Nesta etapa fundamental a
CYP51 promove a remogao oxidativa do grupamento metilico situado no carbono 14 (A14) dos
seus substratos principais: lanosterol, 24,25-dihidrolanosterol, eburicol, obtusifoliol e C4-
norlanosterol. A presenca de oxigénio e NADPH ¢ fundamental para a reacdo redox, sobretudo
no estado de reduc¢do do ion ferro no grupamento heme. A reagdo tem inicio com a hidroxila¢ao
do grupo 14a-metil, seguida da oxidacao do produto 14-a-carboxialcool a 14a-carboxialdeido
e eliminag¢do do grupamento aldeido como 4cido formico do A14. Por fim, ocorre o rearranjo
eletronico e formagdo da dupla ligacdo entre Al4, 15, dando sequéncia a via de sintese do
ergosterol (LEPESHEVA; FRIGGERI; WATERMAN, 2018; LEPESHEVA; WATERMAN,
2011; NES, 2011).

Figura 5. Sequéncia reacional da série oxidativa promovida pela enzima esterol 14-a-demetilase para sequéncia

da via de sintese do ergosterol em fungos, protozodrios e amebas.

éHa NADPH + 0, éH OH
Enzima HO 2

H0 HO
14a-demetilase :

NADPH + O,

Fonte: adapatado de LEPESHEVA; FRIGGERI; WATERMAN, 2018; LEPESHEVA; WATERMAN, 2011
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O ergosterol ¢ um componente essencial da estrutura da membrana plasmadtica e
desempenha funcgdes de sustentacao, fluidez e permeabilidade. Atua, ainda, como precursor de
moléculas regulatorias que modulam processos de crescimento, divisao, diferenciacao e
desenvolvimento celular (LEPESHEVA; FRIGGERI; WATERMAN, 2018; LEPESHEVA;
WATERMAN, 2007; NES, 2011). A enzima CYP51 apresenta diferenga estrutural entre
humanos e fungos, o que possibilita acdo seletiva dos farmacos azolicos nas células fngicas
como inibidores enzimaticos, interrompendo a via de sintese do ergosterol. Ainda, o principal
constituinte de membrana plasmatica em humanos ¢ o colesterol, tendo sua sintese primordial
pela atuacdo da enzima B-hidroxi-B-metilglutaril-Coenzima A redutase (HMG-CoA), a qual
ndo ¢ afetada pelos antifungicos. Desta forma, a CYP51 pode ser explorada como um potencial
alvo na tentativa de desenvolvimento de fairmacos seletivos para o tratamento de infecgdes,
sobretudo por meio da aplicacdo de abordagens computacionais e da estrutura da enzima
disponiveis 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 explora¢dao do alvo molecular esta no estudo do cristal da estrutura
enzimatica depositada em bancos de dados e, a partir disso, planejar farmacos potentes e
seletivos. A enzima CYP51 de Acanthamoeba castelanii possui sua estrutura cocristalizada
com o farmaco isavuconazol (Figura 6A) (SHARMA et al., 2020). Para compor o sitio ativo, a
enzima conta com o grupo heme formado por um ion ferro na posicao central em coordenacao
com um anel de porfirina, constituindo um componente essencial para estabilizagdo de
compostos no sitio ativo e ¢ favorecido com a presenca do residuo de aminoacido Cys434
(Figura 6B). Dentre as propostas de estabilizagdo de compostos no sitio ativo estd o
favorecimento de uma ligagdo coordenada entre o ion ferro e, principalmente, heterociclos
triazdlicos e tetrazolicos pela disponibilidade de elétrons livres pelos heterodtomos para
desempenho do papel como bases de Lewis. A ligacdo coordenada ¢ estabelecida no caso do
farmaco isavuconazol, entre o nitrogénio pertencente ao anel triazolico e ferro. A formagao
deste sistema de coordenagdo também esta presente nas enzimas do metabolismo pertencentes
ao citocromo p450 e enzimas de transporte de oxigénio, como a mioglobina (ATKINS et al.,

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

(AcCYP51) e uma representacdo da estabilizagdo do farmaco isavuconazol mediada pela presenca do grupo heme

no sitio ativo.
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(A) Estrutura cristalografica PDB 6UX0 com o grupamento heme presente em amarelo; farmaco isavuconazol
em rosa; (B) Apresentagdo do sitio ativo enzimatico com enfoque na ligagdo coordenada entre o ligante
isavuconazol mais a esquerda, com grupo heme e o aminoacido cisteina 434 mais a direita; (C) Estrutura
bidimensional do fArmaco isavuconazol realizando intera¢cdes com residuos de aminoacido do sitio de ligacao.
Fonte: a autora. Criagdo com base em imagens retiradas do banco de dados PDB ¢ na publicagdio SHARMA et
al., 2020. Ilustragdo obtida por meio do programa Discovery Studio 2019 e pelo software PLIP (ADASME et al.,
2021).

Pensando nas demais formas de estabilizagdo de compostos no sitio de ligacdo da
CYP51 de Acanthamoeba (AcCYP51), podem ser citadas as interagdes intermoleculares com
os residuos de aminodcidos presentes na regido como a Tyrl14, Phell6, Serl17, Phel2l,
Vall26, Tyr127, Ala290, Phe293, Ala294, Leu363, Phe365, Val366, Met367 e Met471. Cabe
ressaltar que o farmaco isavuconazol apresenta interagdes do tipo hidrofobicas e polares com
estes residuos e sua acomodagdo ocorre, ainda, pelas forcas de van der Waals propiciadas pelo
bolsao hidrofébico presente no sitio ativo da CYP51 (SHARMA et al., 2020).

Tendo como base as informagdes apresentadas, inibidores da enzima CYP51 podem ser
planejados com o emprego de um conjunto de abordagens computacionais € com objetivo de

acao especifica contra o protozoario Acanthamoeba para o tratamento da ceratite amebiana.

1.3 Ceratite por Acanthamoeba spp.: aspectos bioldgicos, epidemiologia e
alternativas terapéuticas

O cenario atual reflete que cerca de 2,2 bilhdes de pessoas em todo o mundo possuem

algum dano em sua acuidade visual. Dentre os danos oculares estdo as doengas que promovem
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a opacidade da cornea, responsaveis por 4,2 milhdes de casos (WHO, 2019). A perda da
integridade da cérnea leva a um prejuizo na passagem da luz através do epitélio até a retina,
tornando-se esbranquicado e diminuindo gradativamente a acuidade visual até a perda completa
do sentido (BRASIL, 2021). A doenca ceratite causada por acdo microbiana estd entre as
doencas que geram opacidade na cornea devido a ulceracdo e intenso processo infecioso gerado
no decorrer da patologia. Dentre os agentes infecciosos mais comuns estad o protozoario do
género Acanthamoeba (MORIY AMA; HOFLING-LIMA, 2008; PENS et al., 2008).

A ceratite por Acanthamoeba ¢é considerada uma infec¢do de carater raro, atingindo de
1 a9 em cada 100.000 individuos, mas potencialmente devastadora por sua capacidade em
ocasionar danos permanentes a acuidade visual ou mesmo a cegueira. Porém, ainda esta atrelada
ao dificil diagnoéstico e tratamento (CDC, 2014; LACERDA; LIRA, 2021; LORENZO-
MORALES; KHAN; WALOCHNIK, 2015; PAGE; MATHERS, 2013). A maior incidéncia da
ceratite por Acanthamoeba esta em usuarios de lente de contato, populagdo em potencial risco
de desenvolvimento da doenga, representando 75-85% dos casos reportados (GOMES et al.,
2016; KHAN, 2006; PAGE; MATHERS, 2013).

Amebas do género Acanthamoeba sdao organismos unicelulares de vida livre que
possuem duas formas evolutivas: o trofozoito, forma ativa, moével e infectiva na doenga; ¢ o
cisto, forma considerada latente e resistente do protozoario. As formas de vida podem estar
presentes como trofozoito ou como cisto em predominancia dependendo das condig¢des
ambientais. Cabe salientar que 30% da parede do cisto € composta por celulose, o que favorece
a resisténcia desta forma de vida e previne o acesso que substancias nocivas para o protozoario.
Desta forma, a compreensdo das bases bioquimicas de formacao do protozoario ¢ fundamental
visando o planejamento de novos farmacos para o tratamento de doengas desencadeadas pela
Acanthamoeba spp. (LORENZO-MORALES et al., 2013). O protozoario Acanthamoeba ¢
considerado um organismo oportunista completando seu ciclo de vida no ambiente, porém pode
ocasionar doengas em contato com tecidos humanos lesionados. Exemplos dessas doengas estao
a infeccdo fatal no sistema nervoso central (SNC) conhecida como encefalite granulomatosa
amebiana (em inglés GAE), as infec¢des pulmonares e cutaneas e pele; e a ceratite (PINTO et
al., 2021; VISVESVARA; MOURA; SCHUSTER, 2007). Na ceratite causada pelo
protozodrio, a patogénese se desencadeia pela adesdo da Acanthamoeba spp. na célula corneal
do hospedeiro, seguida da secre¢do extracelular de proteases e culmina na fagocitose,
possibilitando a morte celular e dano tecidual. Ao contrario de outras infec¢des oculares, a
inflamacao e degradacao do tecido corneal promovida pela Acanthamoeba spp. fica restrita a

esta camada tecidual, uma vez que casos de ceratite intraocular sdo raros (CLARKE;
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NIEDERKORN, 2006; LORENZO-MORALES et al., 2013; VISVESVARA; MOURA;
SCHUSTER, 2007).

Como consequéncia da infec¢do promovida pela Acanthamoeba os sintomas
desencadeados sdao de dor ocular intensa, vermelhiddo, visdo embacada ou escurecida,
fotofobia, sensagdo 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 sao normalmente
descritos em associagdo a traumas no tecido corneal associado ao uso prolongado das lentes de
contato, diminui¢cdo progressiva da lubrificacdo lacrimal na regido e geragdo de biofilme,
facilitando o mecanismo de patogénese (CARNT; STAPLETON, 2016; KHAN, 2006;
LACERDA; LIRA, 2021; PAGE; MATHERS, 2013).

Até o presente momento nao hd tratamento para ceratite por Acanthamoeba que
apresente eficacia contra trofozoitos e cisto. A associacdo farmacologica entre agentes
antimicrobianos topicos ¢ uma alternativa adotada devido a sua atividade contra os trofozoitos,
como por exemplo as diamidinas aromadaticas como isotionato de propamidina (1),
polihexametileno de biguanida (PHMB) (3), clorexidina (4), dibromopropamidina e
hexamidina (Figura 7) (KHAN, 2006; LACERDA; LIRA, 2021; SZENTMARY et al., 2019).
Por outro lado, a literatura aponta que o uso prolongado dos agentes antimicrobianos implica:
(1) na toxicidade das células corneais e (ii) desenvolvimento de resisténcia do protozodrio com
o processo de formagdo do cisto, o que t€m tornado o tratamento cada vez mais desafiador

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

Figura 7. Estruturas dos farmacos utilizados para o tratamento da ceratite por Acanthamoeba.
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De acordo com este cenario, o reposicionamento de firmacos pertencentes a classe dos
antifingicos azoélicos tem sido estudado ao longo dos anos como proposta para o tratamento de
doencas provocadas pelo protozodrio do género Acanthamoeba. Tendo como exemplo o
posaconazol (5), itraconazol (6), cetoconazol (7), voriconazol (8), fluconazol (9), isavuconazol
(10) e clotrimazol (11) (Figura 8) tém demonstrado eficacia no tratamento da doenca, assim
como em associagdo com biguanidinas e diamidinas (Figura 8). O fdrmaco voriconazol
evidenciou resultados de eficicia contra ambas as formas de vida da Acanthamoeba spp. e
diminui¢do da prolifera¢do celular. Neste sentido, o isavuconazol e posaconazol demonstram
resultados de eficacia positivos com atividade contra trofozoitos em baixas concentragdes. O
isavuconazol, ainda, demonstrou prevencdo contra a formacdo de cistos. Além disso, o
voriconazol apresentou atividade inibitoria e efetiva frente aos trofozoitos. Tendo isso em vista,
o uso de farmacos antifingicos azolico 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 firmacos (HERNANDEZ-MARTINEZ et al.,
2019; LAMB et al., 2015; LEPESHEVA; FRIGGERI; WATERMAN, 2018; MARTIN-
NAVARRO et al., 2013; SHARMA et al., 2020; SHING et al., 2020; THOMSON et al., 2017;
VISVESVARA; MOURA; SCHUSTER, 2007).

Figura 8. Estruturas quimicas de derivados azolicos utilizados para o tratamento da ceratite por Acanthamoeba.
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género Acanthamoeba. N/C: ndo consta. Fonte: a autora. Valores de atividade contidos nas bibliografias
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HERNANDEZ-MARTINEZ et al., 2019; LAMB et al., 2015; LEPESHEVA; FRIGGERI; WATERMAN, 2018;
MARTIN-NAVARRO et al., 2013; SHING et al., 2020; THOMSON et al., 2017

E conhecido que os antifungicos azélicos possuem mecanismo de a¢do na enzima 14a-
demetilase, inibindo a sintese 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 doenga 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 doencas
parasitarias e o presente trabalho vem para acrescentar conhecimento a esta trajetéria (DA

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

Objetivo Geral

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

spp. utilizando estudos in silico.

1.5

Objetivos Especificos

Construir biblioteca de compostos com inibidores da enzima 14-a-demetilase
selecionados na literatura para os protozoarios Acanthamoeba spp., Trypanosoma cruzi e
Leishmania spp.;

Criar e validar modelos farmacoforicos 3D com base em inibidores da enzima 14a-
demetilase pelo emprego da biblioteca de compostos;

Elaborar e validar modelos farmacoféricos 3D baseados na estrutura cristalografica da
enzima l14a-demetilase de Acanthamoeba castelanii disponivel no banco de dados de
estruturas Protein Data Bank (PDB);

Realizar triagem virtual para identificacdo de compostos que tenham potencial atividade
inibitoria sobre a enzima 14a-demetilase;

Executar a abordagem de docking molecular para avaliagdo das interacdes dos compostos
selecionados na triagem virtual com aminoacidos no sitio ativo da enzima 14a-demetilase
pelo emprego da estrutura cristalografica;

Calcular as propriedades fisico-quimicas de peso molecular, logaritmo de parti¢ao (logP),
logaritmo de solubilidade (logS), nimero de aceptores e doadores de ligacdo de
hidrogénio, area de superficie polar e nimero de ligagdes rotaciondveis dos compostos

selecionados.
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Materiais e Métodos

Os estudos computacionais relacionados a modelagem molecular foram desempenhados
utilizando Hardware e especificacdes de software em processador Intel Pentium Core 17 com
memoria RAM de 8 GB e Windows 10. Os programas, softwares e as bases de dados utilizados

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

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

de modelagem molecular

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

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

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

1.6 Construcao da biblioteca de compostos ativos

Uma biblioteca de compostos ativos foi construida com base na busca de compostos
inibidores da enzima 14-o-demetilase descritos na literatura. Tal levantamento bibliografico
considerou artigos depositados nas bases de dados SciFinder, Web of Science, PubMed ¢
ScienceDirect, bem como nas quimiotecas ChEMBL (DAVIES et al., 2015; GAULTON et al.,
2017) e BINDING Database (GILSON et al., 2016). Nao houve delimitacdo temporal para a
selecao 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 o0s protozodrios “Acanthamoeba”, “Trypanosoma cruzi’ e “Leishmania”. Como critérios
de selecao dos compostos foram considerados aqueles que possuiam presenca de estudos in
vitro na enzima 14-o-demetilase Acanthamoeba spp. ou 14-a-demetilase de Trypanosoma cruzi
ou 14-a-demetilase Leishmania spp., assim como também valores de atividade biologica frente
as formas de vida dos protozoarios mensurados. Desta forma, foram considerados valores
intervalo de Kp 1,7 nM a 0,75 uM; ICs0 0,1 uM a 30 uM; ECso 1,6 nM a 4,4 nM; e 0,032 uM a
0,715 uM. Como critério de exclusdo 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 inibicdo da
enzima CYP51 para cada protozoario, resultando nos grupos subsequentes: (A) inibidores da
enzima 14-o-demetilase ativos para Acanthamoeba spp.; (B) inibidores da enzima 14-a-
demetilase ativos de Trypanosoma cruzi; (C) inibidores da enzima 14-a-demetilase ativos para
Leishmania spp. Os grupos estruturais foram desenhados separadamente em formato
bidimensional (2D) no programa ChemBio Draw® Ultra, com obtengao respectiva do codigo
SMILES. Em seguida, os compostos passaram por uma série de etapas de preparacao tendo
inicio na conversao em formato 3D por meio da ferramenta da CORINA (CORINA, 2019) e
geracdo do formato “*sybyl mol2” no programa DS Visualizer — Discover Studio 2019. Com a

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

1.7 Elaboracao dos modelos farmacoférico

Os modelos de farmacéforo foram criados por meio de duas abordagens: com base nos

inibidores da enzima CYPS51 para os protozoarios Acanthamoeba spp., Trypanosoma cruzi e
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Leishmania spp. (LBDD), e considerando a estrutura cristalografica da enzima CYP51 de
Acanthamoeba castelanii (SBDD).

Os modelos de farmacoforos baseados nos inibidores foram elaborados considerando a
biblioteca de compostos ativos previamente criada, totalizando cento e sete compostos, € com
o emprego do software PharmaGist (SCHNEIDMAN-DUHOVNY et al., 2008) - plataforma
online e de livre acesso. Visando facilitar a compreensao dos resultados, o envio dos inibidores
foi realizado conforme os seguintes grupos: (A) inibidores da 14-a-demetilase ativos para
Acanthamoeba spp.; (B) inibidores da 14-a-demetilase ativos de Trypanosoma cruzi; (C)
inibidores da 14-a-demetilase ativos para Leishmania spp.

O Pharmagist realiza a constru¢do dos modelos farmacoféricos com base na
sobreposi¢cdo da estrutura dos compostos inseridos e, ainda, considera compostos referéncia
para a elaboragdo do modelo. As configuragdes adotadas para o experimento consideraram o
farmaco voriconazol (a2) como molécula mais ativa dentre os inibidores de Acanthamoeba spp.,
o farmaco posaconazol (a8) dentre os inibidores de 7Trypanosoma cruzi, € o composto VNI
(a39) dentre os inibidores de Leishmania spp. (Figura 10) (DOYLE et al., 2010; HARGROVE
et al., 2013; HERNANDEZ-MARTINEZ et al., 2019; LAMB et al., 2015; LEPESHEVA;
FRIGGERI; WATERMAN, 2018).

Os critérios estabelecidos para sele¢do de modelos de farmacoforos gerados pelo
programa foram considerados de forma a representar a maior diversidade estrutural e
aproximacao com a realidade de ligacdo enzimadtica. Sendo assim, os critérios adotados
seguiram: o numero total de candidatos de farmacoforo gerados, o valor de score decorrente da
sobreposi¢do espacial de moléculas, a quantidade de moléculas sobrepostas por grupo e suas
features (caracteristicas quimicas) geradas para cada estrutura modelo (SCHNEIDMAN-
DUHOVNY et al.,, 2008; VUORINEN; SCHUSTER, 2015). Assim, os farmacoéforos
selecionados contemplaram: (1) modelo de farmacéforo com melhor valor de score dentre
farmacoforos modelos gerados; (2) farmacdéforo com o maior nimero de moléculas
sobrepostas; e (3) farmacoforo com o maior valor de score considerando os inibidores
voriconazol, posaconazol ou VNI.

A construgdo dos modelos de farmaco6foro baseados na estrutura foram desempenhados
a partir da estrutura cristalografica 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 periodo de margo a outubro de 2020 para selegao da estrutura
no PDB. Para o desenvolvimento da abordagem, foi selecionada a estrutura da enzima CYP51

de Acanthamoeba castellanii complexada com o farmaco isavuconazol [PDB ID: 6UXO0]
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(SHARMA et al., 2020) e informagdes a respeito da obtencdo da estrutura proteica estdo
contidos na Tabela A4, Anexo. Um grafico de Ramachandran foi gerado pelo servidor online
PROCHECK (LASKOWSKI, 1996) por meio do PDBsum como forma de avaliar a qualidade
do cristal proteico pela posicdo dos seus residuos de aminoacido. Os modelos de farmaco6foro

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

1.8 Validacao e Refinamento dos Modelos de Farmacdforo

Para avaliacao da qualidade dos farmacoforos gerados, os modelos entraram em contato
com a biblioteca de compostos ativos, a qual possui inibidores da enzima CYP5I1, e com
compostos inativos tedricos construidos para a etapa de validagdo. Para execucdo desta etapa
foi empregado o software Pharmit.

Os compostos inativos teodricos, ou também conhecidos como decoys, foram gerados
pelo emprego da base de dados DUD-E da Universidade da California (MYSINGER et al.,
2012) resultando na obtencao de conférmeros inativos a partir das moléculas ativas pertencentes
a base de compostos previamente selecionados. Desta forma, a etapa de validagdo reuniu cerca
de 7.400 compostos ativos e decoys para a enzima CYPS51, considerando os microrganismos
Acanthamoeba spp., Trypanosoma cruzi ¢ Leishmania spp., para a constru¢ao de bibliotecas
publicas no Pharmit.

O proximo passo se baseia no contato dos modelos de farmacdforo com a biblioteca de
compostos e avaliacdo da capacidade do farmacéforo em encontrar o maior nimero de
moléculas ativas (hits) para o alvo e descartar as inativas. Para a avaliagdo deste
reconhecimento, primeiramente foi calculado o fator de enriquecimento relacionado a
construgao do modelo farmacoforico (EF construcao) considerando os inibidores ativos da enzima
CYP51 e os decoys construidos em sua totalidade (Equagao 1). Em seguida, a cada contato dos
modelos com a biblioteca de compostos foi gerado um outro fator de enriquecimento, pelo
programa, que esta relacionado a validagdo do modelo (EFyalidacao). Dessa forma, foi possivel
estabelecer um paralelo entre os valores de fator de enriquecimento gerados, e assim obter um

parametro de qualidade para os modelo de farmacoforo (VUORINEN; SCHUSTER, 2015).

(VP)/(TPN)

Fator de Enriquecimento (EF) = (TP)/(TDB)

Equacio 1. Calculo do fator de enriquecimento EF. VP: nimero total de compostos ativos encontrados; TPN:
nimero total de ativos e inativos encontrados; TP: nimero total de ativos no banco de dados de ativos. TDB:

numero total de compostos nos bancos de dados.
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Ainda, para o refinamento, os modelos de farmacoforo tiveram suas caracteristicas
(features) excluidas e/ou adicionadas, seus tamanhos aumentados e/ou diminuidos, 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 Selecao 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
(versao 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 aplicagdo separadamente dos modelos de
farmacoforo baseado nos inibidores da enzima CYP51 e na estrutura da enzima, com obtengao
dos valores de RMSD para cada analise. O parametro de RMSD, ou desvio quadratico médio
do raio, permite uma relagdo entre as caracteristicas apresentadas por grupos funcionais
pertencentes ao composto selecionado e as caracteristicas do farmacoforo resultante da
sobreposi¢do entre eles, pela avaliagdo de suas semelhancgas. A ocorréncia de sobreposi¢do entre
os atomos é sugerida com RMSD inferior a 2A (RMSD < 2A) (VUORINEN; SCHUSTER,
2015). Por meio desta avaliagdo, compostos com potencial atividade inibitoria da enzima 14a-
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 elimina¢do de compostos duplicados selecionados anteriormente.
Em sequéncia foram avaliadas as propriedades drug-likeness dos compostos com énfase no alvo
molecular, tendo como referéncia as propriedades fisico-quimicas 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 € 5,5; log S entre -8,0 e -2,5; nimero de aceptores de ligagdo de
hidrogénio entre 2 e 12; numero de doadores de ligagdo de hidrogénio entre zero e 6; area de
superficie polar (TSA) entre 220 e 520; e nimero de ligagdes rotacionaveis entre 5 e 12. Sendo
assim, as propriedades fisico-quimicas e seus respectivos intervalos foram empregados nesta

ultima etapa da triagem virtual.
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Como resultado, foram selecionados compostos com potencial agdo inibitdria para a
enzima CYP51 de Acanthamoeba e, os mesmos seguiram para a etapa de docking molecular e

inspecao visual das interagdes e conformagdes destes no sitio de ligacao.

1.10 Estudos de Docking Molecular dos Compostos Triados

Os estudos de docking molecular foram conduzidos no programa GOLD (versdo
2020.2.0) (JONES et al., 1997). A estrutura da enzima 14-a-demetilase selecionada esté
complexada com o farmaco isavuconazol [PDB ID: 6UX0] e foi obtida por difragdo de raio-X
com resolucdo de 2,93A (SHARMA et al., 2020). A preparacdo da estrutura proteica foi
conduzida pela verificagdo da presencga dos residuos de aminodcidos essenciais para interagao
no sitio ativo e conservagao do grupamento heme, retirada das moléculas de agua e adi¢ao dos
hidrogénios na estrutura. O estudo de docking rigido foi realizado pela fixacdo de todas as
ligagdes rotacionaveis.

Com o proposito de validagdo do método, um estudo de redocking foi conduzido. Para
isso o farmaco isavuconazol foi desenhado em formato tridimensional (.mol2) e teve sua
geometria otimizada pelo método semiempirico PM7 (STEWART, 2013) no programa
MOPAC 2016. No programa GOLD foram inseridos a estrutura da enzima CYP51 e o farmaco
isavuconazol otimizados. Foram considerados para o redocking todas as fungdes de score
disponiveis no programa, sendo elas CHEMPLP, GOLDSCORE, CHEMSCORE e ASP. A
delimitagdo de espago no sitio ativo capaz de comportar as diferentes conformagdes dos ligantes
foi definida em tamanhos de GRID de 6, 9 e 12A, assim como o niimero de corridas para a
geracgdo 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 proteina.

Ap6s os estudos, o protocolo com os melhores resultados foi empregado para a execucao
docking molecular incluindo os compostos triados na regido do sitio ativo da cadeia [A] da
enzima. Ao final das simulagdes, a pose de melhor valor de score para cada composto foi
selecionada para avaliagdo visual quanto as interagdes realizas. O programa Discovery Studio
2019 (versao 2019.1.0.18287) foi empregado para a inspe¢ao visual dos resultados por meio da
avaliacdo das interacdes entre os compostos de melhor valor de score e os aminoacidos do sitio
de ligagdo e o grupamento heme da CYP51. Foram consideradas as interagdes apontadas pelo
programa, bem como foram estudadas possiveis interagdes com os residuos de aminoacido
reportados na literatura importantes para interagdo com o inibidor ativo isavuconazol: Tyr114,

Phel16, Ser117, Phel21, Val126, Tyr127, Ala290, Phe293, Ala294, Leu363, Phe365, Val366,
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Met367 e Met471. A avaliagdo das interagdes se deu pela determinagdo da distancia entre os
atomos do ligante e dos aminoacidos. Para cada interacao estabelecida, foram considerados
parametros de distancia descritos na literatura (Tabela 1) para interagdes de hidrogénio,
interagdo cation-m, interagdo alquil-arila e interagdo do tipo m estabelecidas em sistemas
aromaticos (empilhamento nr, forma em T, deslocamento em paralelo e polaridade invertida)
(ARRAS et al., 2022; FOKOUE et al., 2020; PATRICK, 2013). Ainda, foram consideradas
interacoes com os residuos de aminoacido que nao possuem distancia padrao descrita. A
possibilidade de ligacdo coordenada com o ion ferro no grupo heme foi avaliada considerado a
presenca um heterodtomo com distincia <2,64A do ion ferro para a formagio da ligagdo

(SHARMA et al., 2020).

Tabela 2. Relacao de distincia de interag@o entre ligante e residuos de aminoacido descritos pela literatura.

Tipo de Interacio Distancia (A)
Ligacdo de Hidrogénio 1,7-24

Interagdo cation-n 2-4
Interagdo Alquil-Arila 34-44

Interagdes do tipo 7w em -
sistemas aromaticos

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



42

Resultados e Discussao

As abordagens disponiveis para triagem virtual de compostos podem ser empregadas
nas etapas iniciais do processo de descoberta ¢ desenvolvimento de um novo farmaco. Assim,
os estudos computacionais contribuem para a identificacdo de compostos #its, bem como para
as etapas subsequentes de aprimoramento das estruturas selecionadas (MACALINO et al.,
2015; WANG et al., 2020). Com o objetivo de identificagdo de compostos hits com potencial
atividade inibitoria da enzima 14oa-demetilase para o protozoario Acanthamoeba spp. foram
construidos modelos de farmacoforo baseados em estratégias de SBDD e LBDD para auxiliar

a selecdo 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 geragéo e

aprimoramento de modelos de farmacéforo.

»

Selecdo de Criacdo de Modelos Validagao e Triagem Virtual (VS) Selecio de
Compostos e de Farmacé6foro Aprimoramento em biblioteca Compostos
Criacdo de uma dos Modelos de comercial )
i + SBDD; E v Docking
. : Farmacoforo SPECS
y- biblioteca . LEDD ( ) Molecular
b \ / J\ = Filtros ]
\ / N /
Inibidores da — b Possuem R EE— —_—
- - i ?
Enzima CYP51 Nio qualidade? Sim

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

Os atuais estudos sdo uma continuagdo do trabalho desempenhado para conclusdo de
curso em Farmdcia pela Universidade Federal de Santa Catarina no ano de 2019 (REIS;
ZIMMERMANN; BERNARDES, 2019). Durante os estudos foram construidos nove modelos
de farmacoéforo baseado nos inibidores da enzima 14a-demetilase dos protozoarios
Acanthamoeba spp. e Trypanosoma cruzi com a perspectiva de aplicagdo dos farmacoforos para
triagem virtual e predi¢do das propriedades fisico-quimicas dos compostos selecionados. A
partir disto, no presente estudo foram criados e aprimorados modelos de farmaco6foro baseados
nos inibidores da CYP51 para Acanthamoeba spp. € Trypanosoma cruzi; criados modelos de

farmaco6foro baseado nos inibidores de CYPS1 para Leishmania spp.; utilizada a estrutura
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cristalografica de CYP51 de Acanthamoeba castelanii para geracdo de modelos baseados na
abordagem SBDD e emprego destes modelos na triagem virtual para investigagdo compostos

hits.

1.11 Construcao e validacao dos modelos de farmacoforo gerados por abordagem
LBDD: inibidores da enzima CYP51 de Acanthamoeba spp., Trypanosoma cruzi
e Leishmania spp.

Os inibidores da enzima CYPS51 para o protozodrio Acanthamoeba spp. foram
selecionados para a construgdo de modelos de farmacoforo baseado em ligantes. No inicio do
presente estudo a estrutura da enzima CYP51 ndo havia sido depositada no banco de dados de
proteinas (PDB) em sua forma cristalizada. Entdo, com o objetivo de explorar a regiao de
ligacdo pertencente a enzima 14a-demetilase, modelos de farmacoforo baseado nos inibidores
da enzima de Acanthamoeba spp. foram construidos e, comparagdes entre estes modelos e os
farmacoforos construidos com base nos inibidores de CYP51 dos protozoarios Trypanosoma
cruzi e Leishmania spp. foram estabelecidas. A escolha destes protozoarios ocorreu com base
na similaridade apresentada entre os residuos de aminoéacido da enzima CYPS51 entre amebas e
tripanosomatideos de 33% (LEPESHEVA; FRIGGERI; WATERMAN, 2018; LEPESHEVA;
WATERMAN, 2007). A busca de inibidores da CYP51 em artigos cientificos e de bancos de
dados de compostos resultou na constru¢cdo de uma biblioteca de compostos de construgao que
reuniu 102 moléculas: 8 compostos para a protozodario Acanthamoeba spp., 78 compostos para
Trypanosoma cruzi € 19 compostos para Leishmania spp. Estes compostos estao representados
em anexo a este trabalho nas Figuras A1, A2 e A3, com a nomenclatura al —al05. Dentre os
compostos selecionados, cabe ressaltar, que os inibidores da enzima CYP51 com os codigos
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 farmacoéforo foram gerados
separadamente no software Pharmagist. E, sendo assim, a biblioteca de compostos reunida foi

aplicada para a construcdo dos modelos de farmacoforo baseados nos ligantes.

1.11.1Modelos de farmacoforo para Acanthamoeba spp.

A constru¢do dos modelos de farmacoéforo baseados nos ligantes contou com a
sobreposi¢do dos inibidores da 14-a-demetilase ativos para Acanthamoeba spp., gerando 10
modelos de farmacoforos. Dentre estes farmacoforos, foi selecionado um modelo que

contemplasse o farmaco voriconazol (a2) como referéncia para a sobreposi¢ao das demais
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estruturas e contasse com o maior valor de score (pontuagdo) gerado pelo Pharmagist. O
farmaco voriconazol foi considerado como destaque dentre os inibidores da CYP51 de
Acanthamoeba por seu desempenho em inibir as formas de vida de cisto e trofozoito do
protozoario (HERNANDEZ-MARTfNEZ et al., 2019; LEPESHEVA; FRIGGERI;
WATERMAN, 2018; VISVESVARA; MOURA; SCHUSTER, 2007).

Desta forma, o farmacéforo escolhido, o modelo 1AC, possui valor de score de 25.720
Jmol e cinco caracteristicas (features): duas propriedades de aromaticidade e trés aceptores de
ligagdo de hidrogénio (Figura 10). Além disso, o modelo considerou trés inibidores azolicos
(Tabela A1, compostos al; a2; e a5, Anexo) dentre os demais que compdem a biblioteca de

construcao.

Figura 10. Representacdo grafica e informagdes sobre o modelo de farmacoforo gerado no Pharmagist com base

nos inibidores da CYP51 para o protozoario Acanthamoeba spp.

Farmacoforo baseado nos inibidores da CYP51 de
Acanthamoeba spp.

Modelo 1AC
N° de moléculas sobrepostas 3
Score 25,72 Jmol
Features 5
Aromatico 2
Aceptor de ligagdo de
. e 3
hidrogénio

Esferas em amarelo do farmacdéforo sdo caracteristicas de aceptores de hidrogénio; esferas em roxo sdo

caracteristicas de aromaticidade. Fonte. autoria propria. [lustracdo obtida por meio do software Pharmit

A partir disso, o farmacoforo selecionado passou pela etapa de validacao para seu
aprimoramento. O fator de enriquecimento tedrico foi gerado nesta etapa de construgdo
considerando os inibidores de Acanthamoeba spp. e resultou em EFconstrucao de 69,75 (Equacao
2).

(8)/(8)

®/Gss) - "

EF de construcao para Acanthamoeba =

Equacio 2. Calculo do fator de enriquecimento (EF) de construgdo referente a biblioteca de composto inibidores da CYP51

do protozoario Acanthamoeba spp.

Em seguida, o modelo de farmacoforo 1AC foi testado utilizando o software Pharmit
com aplicagdo dos os inibidores conhecidos da CYP51 de Acanthamoeba da biblioteca de

constru¢do. Como resultado da validagdo, o valor de fator de enriquecimento de validagao
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(EFvatidacao) do farmacoforo foi de 22,7 (Tabela 2). Pela diferenga apresentada entre os valores
de fator de enriquecimento tedrico e teste, o farmacdéforo 1AC precisou ser aprimorado por
meio de estratégias de modificagao das caracteristicas do modelo original, compreendendo em:
diminui¢do e aumento do raio ao entorno de cada feature, adicdo e exclusdo de features,
substitui¢do de caracteristicas hidrofobicas posicionadas nas mesmas coordenadas, inser¢ao de
caracteristicas extras presentes no inibidor mais ativo para a série ¢ avaliagdo quanto a

significancia dos resultados (VUORINEN e SCHUSTER, 2015).

Tabela 3. Resultados da validagdo para os modelos de farmacoforo baseados nos inibidores da CYP51 para o

protozoario Acanthamoeba spp.

Modelo de Farmacoéforo validado baseado nos inibidores de CYPS1 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
EFyvalidacio 22,7 50,0 50,0 50,0
N° de compostos filtrados 89 5 6 3

Para validacdo dos modelos, features de aceptor de ligagdo de hidrogénio e
hidrofobicidade do farmaco voriconazol e uma feature de hidrofobicidade do farmaco
itraconazol foram adicionadas. Com a implementagao das estratégias propostas, o modelo 1AC
deu origem aos farmacoforos 2AC, 3AC e 4AC e, estes entraram em contato com a biblioteca
de compostos para a validagdo. Desta forma, o principal resultado da validagdo dos modelos foi
evidenciado pela melhora significativa dos valores de fator de enriquecimento, ou seja, pela
aproximacao dos valores de EF construcao € do EFvalidacao para os inibidores de Acanthamoeba spp.
Ainda, foi obtido uma diminui¢do do nimero total de compostos reconhecidos por cada
farmacoéforo. 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 validagdo desta série foram
obtidos trés farmacoforos (modelo 2AC, modelo 3AC e modelo 4AC) criados a partir do

modelo inicial.

1.11.2Modelos de farmacoforo para 7rypanosoma cruzi

Para a geragdo do modelo de farmacéforo baseado nos inibidores da 14-oa-demetilase

ativos para Trypanosoma cruzi foi considerado como molécula referéncia o posaconazol (a38),
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pela sua maior seletividade e interagdo com o alvo molecular, e o programa Pharmagist para a
geracao dos modelos, presente na Figura A2 - Anexo (DOYLE et al., 2010; HARGROVE et
al.,2013).

Trés modelos de farmaco6foros foram selecionados do total de modelos gerados pelo
programa. Os modelos correspondem ao farmacéforo com maior niimero de moléculas
sobrepostas (modelo 1TC), um modelo com maior valor de score gerado pelo programa
(modelo 2TC) e um modelo que considerando o farmaco posaconazol dentre os compostos
sobrepostos (modelo 3TC) (Tabela 3). Apesar do posaconazol ter sido indicado como molécula
referéncia para a sobreposicdo dos compostos, o programa Pharmagist considerou os
compostos a31 e a86 como moléculas referenciais para a geragdao dos modelos 1TC e 2TC

(Figura 11).

Tabela 4. Modelos de farmacdforo gerados pelo Pharmagist baseados nos inibidores da CYP51 para o protozoario

Trypanosoma cruzi.

Modelos de Farmacoéforo 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 Referéncia a3l a86 posaconazol (a38)

Features 5 12 5
Aromatico 2 4 2
Hidrofobicidade 0 1 1
Doador de ligag@o de hidrogénio 1 3 0
Aceptor de ligag@o de hidrogénio 1 3 2
Positivo 1 1 0

Figura 11. Representagdo estrutural dos inibidores da enzima 14a-demetilase para Trypanosoma cruzi

considerados como referéncia para geracdao dos modelos de farmacéforo.

Fonte: autoria propria. Desenho das estruturas no programa ChemBio Draw® Ultra
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E possivel confirmar a presenca de caracteristicas quimicas (features) de aromaticidade
e de aceptores de ligagao de hidrogénio nos modelos de farmacoforo a partir em inibidores da
CYP51 de Trypanosoma cruzi, com diferenca quanto a quantidade das mesmas. Com relagao
as features de hidrofobicidade, de doador de ligagao de hidrogénio e grupos ionizaveis positivos
foi observado variacdo quanto a sua presenca entre os modelos. Estas diferengas foram melhor
avaliadas e confirmadas na etapa de validagao.

Com estes resultados, os farmacoforos passaram pela etapa de validagdo. O Fator de
Enriquecimento tedrico ou de construgdo (EFconstrucao) foi calculado levando em consideragao

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

(78)/(78)

e/

EF de construgao para Trypanosoma cruzi =
Equacao 3. Calculo do fator de enriquecimento (EF) de construcao referente a biblioteca de composto inibidores
da CYP51 para o protozoario Trypanosoma cruzi

Tabela 5. Resultados da validagdo para os modelos de farmacoforo baseados nos inibidores da CYP51 para o

protozoario Trypanosoma cruzi.

Modelo de Farmacéforo 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
EFvaidagio 60,8 76,0 76,0 76.0
N° de compostos filtrados 7 8 33 1

Caracteristica dos ) ) ) )
Ativos e decoys Ativos Ativos e decoys Ativo
compostos

Com a etapa de validacdo, os farmacéforos mostraram melhora nos resultados acerca
dos valores de fator de enriquecimento validacdo (EFyalidacio). Os valores de EF obtidos ao
decorrer desta etapa demonstrou valores proximos ao EFesrico de 76,51 calculado anteriormente,
implicando assim em uma ampliacdo na qualidade dos farmacoforos pela maior probabilidade
de reconhecimento dos compostos ativos frente aos inativos. Além disso, houve uma redugio
na quantidade de features e no nimero apresentado por cada uma delas. Ao final da validagao,

foram obtidos 4 modelos de farmacdforo que seguirdo para as demais etapas de estudo in silico



48

(Tabela 4). Mais informacgdes a respeito destes modelos podem ser encontradas na Tabela A6

— Anexo.

1.11.3Modelos de farmacoforo para Leishmania spp.

Os modelos de farmacoforo baseados nos inibidores da 14-a-demetilase ativos para
Leishmania spp. foram construidos pela sobreposi¢do de 19 inibidores da biblioteca de
construgdo (Figura A3). O composto VNI (a90) foi sinalizado como molécula referéncia para
as sobreposicoes e dentre os farmacoforos gerados pelo programa Pharmagist, foram
selecionados quatro modelos de farmacoforos (Tabela 5): um modelo com maior numero de
moléculas sobrepostas (1LS), modelo com maior valor de score (2LS), um modelo contando
com maior fungdo de score e considerando o composto VNI (3LS) e um modelo com maior
numero de compostos contando com o composto VNI para sobreposi¢ao (4LS).

A molécula VNI ¢ descrita na literatura como um potente inibidor experimental de
CYP51 em protozoarios dos géneros Leishmania spp. € Trypanosoma spp. Por esse motivo foi
selecionada como referéncia para sobreposicao dos compostos que apresentaram inibicao da
enzima CYP51 em Leishmania spp. Sua efetividade esta em sua agdo para leishmaniose visceral
e na acdo in vivo na doenca de Chagas (FRIGGERI et al., 2018). Sendo assim, foram

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

Tabela 6. Modelos de farmacdforo gerados pelo Pharmagist baseados nos inibidores da CYP51 para o protozoario

Leishmania spp.

Farmacoéforo 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 Referéncia al02 alo4 a90 a90

Features 5 7 12

Aromatico 3 5 5

5
3
Doador de ligacao de hidrogénio 0 0 1 0
Aceptor de ligagdo de hidrogénio 1 | 5 2

0

Positivo 1 1 1
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Figura 12. Inibidores da enzima 14a-demetilase para protozoario Leishmania spp. considerados como referéncia

para geracdo do modelo de farmacoéforo.
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Fonte: autoria propria. Desenho das estruturas no programa ChemBio Draw® Ultra

Todos os farmacoforos gerados apresentam caracteristicas quimicas (feature) de
aromaticidade e de aceptor de ligagdo de hidrogénio, ao comparar os modelos de farmacoforo
gerados baseados em inibidores da CYP51 de Leishmania spp. (Tabela 5). Apesar da
sinalizagdo do composto VNI como referéncia para a sobreposi¢do, os compostos al02 e al04
também foram considerados como referenciais pelo programa para a geragdo dos modelos 1LS
e 2LS (Figura 12). Os farmacoforos 1LS e 2LS apresentaram features de aromaticidade, aceptor
de ligacdo de hidrogénio e grupo ionizavel positivo, variando na quantidade de moléculas
sobrepostas e no valor de score gerado pelo programa. Comparando os farmacoéforos 3LS e
4LS, podem ser evidenciadas diferengas significativas quanto as features e o numero de
moléculas sobrepostas. O modelo 4LS apresenta sete moléculas e uma caracteristica de aceptor
de ligacdo de hidrogénio e de aromaticidade; as quais sdo encontradas no modelo 3LS, além
das features de doador de ligacdo de hidrogénio e grupo ionizavel positivo e quatro moléculas
para formacao do farmacdéforo.

Para a etapa de validagao, 0 EFconstrucao para esta série de inibidores de CYP51 resultou

em 63,90, conforme equagao 4.

(19)/(19)

ay/azin - 7

EF de construgao para Leishmania spp. =

Equacio 4. Célculo do fator de enriquecimento (EF) construcdo referente a biblioteca de composto inibidores da

CYP51 para o protozoario Leishmania spp.
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Tabela 7. Resultados da validacdo para o modelo de farmacoforo referente aos inibidores da CYP51 para o

protozoario Leishmania spp.

Modelo de Farmacéforo Validado para CYPS1 de Leishmania spp.

Modelo 1LS 2LS1 2L.S2 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
N° de compostos
526 353 353 27 139
filtrados
Caracteristica dos Ativos e
Todos ativos ~ Todos ativos Ativos Ativos
compostos decoys

Com a realizacdo da etapa de validacdo os modelos de farmacéforo puderam ser
aprimorados por meio da avaliagdo do fator de enriquecimento ¢ do nimero de compostos
filtrados. Com exce¢dao do modelo 1LS, o EFyalidacio demonstrou valores proximos ao EF construcio
de 63,9 calculado anteriormente. Essa qualidade nos farmacéforos estd relacionada ao
reconhecimento maior de compostos ativos frente aos inativos. Houve diminui¢do no nimero
de features nos modelos ap0s a validagao. O nimero de estruturas filtradas pelos farmacoforos
também apresentou reducao, porém mais compostos ativos foram reconhecidos pelos modelos
e, assim, contribuindo para qualidade dos modelos. Ao final desta etapa foram gerados cinco
farmaco6foros demonstrados na Tabela 6 e com mais detalhes na Tabela A7 — Anexo.

Ao todo, foram construidos treze modelos de farmacoforo baseados nos inibidores da
enzima 14a-demetilase dos protozoarios Acanthamoeba spp., Trypanosoma cruzi € Leishmania
spp. Como features presentes de forma ampla entre os modelos construidos estdo as
caracteristicas de aceptor e doador de ligacao de hidrogénio e a caracteristica de aromaticidade,
como ¢ possivel evidenciar na figura 13, permitindo entdo a exploragcdo do sitio de ligacao da
enzima. Assim, compostos que possuam grupo funcionais com estas caracteristicas podem
interagir de forma completar com residuos de aminoacidos presentes no sitio de ligagao da

enzima, permitindo assim sua estabiliza¢do na enzima.
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Figura 13. Representagdo grafica de todos os farmacoforos construidos com base nos inibidores da enzima 14a-

demetilase dos protozoarios Acanthamoeba spp., Trypanosoma cruzi e Leishmania spp
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Os farmacoforos 1AC, 2AC, 3AC e 4AC sdo modelos baseados nos inibidores de CYP51 de Acanthamoeba
spp-; 1TCI, ITC2, 2TC e 3TC, modelos baseados nos inibidores de CYP51 de T. cruzi;1LS, 2LS1, 2L.S2, 3LS e
4LS modelos baseados nos inibidores de CYP51 de Leishmania spp. As esferas em amarelo do farmacéforo sdo
caracteristicas de aceptores de hidrogénio; esferas em branco sdo doadores de hidrogénio; e esferas em roxo sdo

de aromaticidade. Fonfe: autoria propria. [lustragdo obtida por meio do software Pharmit

1.12 Construcao e Validacao de modelos de farmacoforo construidos pela abordagem
SBDD: estrutura cristalografica da enzima CYP51

A estrutura molecular da enzima CYPS51 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 género Acanthamoeba (BERMAN et al., 2002; SHARMA
et al., 2020). Essa estrutura ¢ a Unica, at¢ o momento, pertencente ao parasito do género
Acanthamoeba depositada neste banco de dados. A estrutura da enzima foi cristalizada com a
presenca do farmaco isavuconazol no sitio ativo e, assim, essa regido pode ser explorada pela
investigacdo das interacdes do isavuconazol com os aminoécidos presentes na regido. As
demais informacdes sobre o cristal podem ser encontradas na Tabela A4 em Anexo.

Atualmente, a maior parte das estruturas geradas sao realizadas por difragdo de raio-X
ou ressonancia magnética nuclear (RMN). Avaliar o desenvolvimento destas abordagens para
a construcao da cristalografia pode ser um critério de selegdo de estruturas para a modelagem
molecular, como foi o caso do cristal da enzima CYP51 obtido pelo método de difragao de raio-
X. Da mesma forma, a resolucao 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 resolu¢do dos mapas de densidade eletronica com valores de resolucdo
cristalografica inferiores a 3,0 A considerando as posi¢des coordenadas dos atomos (GORE;
JAGTAP, 2018; VUORINEN; SCHUSTER, 2015). Desta forma a estrutura da enzima CYP51
selecionada para o estudo conta com grau de resoluc¢do estrutural de 2,93 A.

Na geracdo do modelo de farmacdforo baseado na estrutura, a enzima complexada com
o ligante isavuconazol [PDB ID: 6UXO0] foi inserida no Pharmit e o modelo de farmaco6foro foi
gerado de forma automatica pelo programa. O farmacoéforo possui seis caracteristicas
(features): uma propriedade de aromaticidade e cinco propriedades de hidrofobicidade (Tabela
7). E possivel observar que as caracteristicas que compdem o farmacoforo estdo relacionadas
com grupos funcionais presentes no fArmaco isavuconazol (Figura 14) e que sdo propriedades
estéricas e eletronicas pertinentes para a realizacdo de interagdes de compostos com o0s
aminoacidos presentes no sitio ativo da enzima CYP51. Por meio da construgao dos modelos
de farmacoforo baseados na estrutura da enzima CYPS1 de Acanthamoeba castelanii foi
possivel explorar o sitio ativo desta enzima, bem como o emprego das demais estudos de

modelagem neste alvo.
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Tabela 8. Modelo de farmacdforo gerado pelo software Pharmit pelo emprego da estrutura cristalografica da

CYP51 para o protozoario Acanthamoeba castelanii.

Farmacoéforo baseado na estrutura da CYPS1 de Acanthamoeba spp.

Modelo Resultado

Ligante Isavuconazol

Features 6
Aromatico 1
Hidrofoébico 5

Figura 14. Representagdo do modelo de farmacoforo gerado com base na estrutura cristalografica da enzima

CYP51 de Acanthamoeba castelanii.

NC

10 F
Isavuconazol C

(A) Representacdo do modelo de farmacoforo em contato com o fArmaco isavuconazol (em azul) na presenca do
complexo enzimatico da CYP51 de Acanthamoeba castelanii (em cinza). O modelo de farmacéforo é composto
pela feature de aromaticidade representada pela esfera roxa e pelas features de hidrofobicidade representada
pelas esferas verdes; (B) Representacdo do modelo de farmacoforo em contato com o fAirmaco isavuconazol em
configuracdo tridimensional (3D); (C) Farmaco isavuconazol representacdo bidimensional (2D). Fonfe: autoria

propria. Criagdo com base em imagens retiras do software Pharmit.

O modelo de farmacéforo (modelo A AC) foi validado e suas features foram
reavaliadas e configuradas para a obtencdo de um modelo capaz de triar compostos com
potencial atividade no alvo em estudo. O EFconstrucao utilizado para esta validag¢do corresponde
fator de enriquecimento anteriormente calculado, de 69,75. (Equacao 2),

Com o objetivo de obtengao de outros farmacoforos a partir do modelo inicial (modelo
A_AC) gerado pelo software, foram consideradas estratégias de modificag¢do das caracteristicas
do modelo original para melhora do fator de enriquecimento, as quais foram empregadas
anteriormente na valida¢do dos farmacoforos baseados nos ligantes (Tabela 9). Tais estratégias
compreenderam em: diminuicdo e aumento do raio ao entorno de cada feature, adicdo e

exclusdo de features, substituigdo de caracteristicas hidrofobicas posicionadas nas mesmas
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coordenadas, inser¢do de caracteristicas extras presentes no inibidor mais ativo para a série e
avaliacdo quanto a significancia dos resultados. A seguir constam os resultados obtidos desta

validacgao.

Tabela 9. Resultados da validagdo para o modelo de farmacoforo referente a estrutura de CYPS1 para o

protozoario Acanthamoeba spp.

Modelo de Farmacéforo baseado na estrutura Validado para CYPS1 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
EFvalida(;io 67,4 67,4 67,4 33,7
N° de compostos
2 2 3 4
filtrados
Caracteristica dos
todos ativos todos ativos todos ativos Ativos e inativos

compostos

Pela realizacdo desta etapa de validagcdo, os modelos de farmacoforo baseados na
estrutura cristalografica da enzima CYP51 de Acanthamoeba castelanii, foram melhorados a
partir do original gerado pelo programa. Os modelos B. AC ¢ C_AC obtiveram valores de
EFyalidacao que se equiparam ao EF construcio de 69,75. Isso demonstra uma melhora em termos de
qualidade dos modelos, critério imprescindivel para as etapas seguintes. Apesar do modelo
D AC demonstrar um valor de EFyalidacao inferior, o farmacédforo apresenta um alto
reconhecimento de compostos ativos e conta com features que podem auxiliar no
reconhecimento de novos compostos ativos para inibi¢cdo da enzima CYP51 (Tabela A8 —
Anexo).

Ao final da etapa de constru¢do dos modelos de farmacoforo, foram construidos treze
farmacoéforos baseados nos ligantes e quatro farmacoforos baseados na estrutura da enzima 14a.-
demetilase. Para os primeiros modelos, as caracteristicas de HBA, HBD e de aromaticidade
estiveram mais presentes, por outro lado os modelos baseados na estrutura evidenciaram as
caracteristicas de hidrofobicidade e aromaticidade. A presenga destas features apontam a
exploragdo deste sitio de ligacdo da enzima 14a-demetilase com a presenca de aminoacidos
com caracteristicas hidrofobicas e polares, permitindo a realizacio de interacdes

intermoleculares. Porém, a busca por caracteristicas que contribuiram para a selegdo de
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potenciais inibidores da CYP51 de Acanthamoeba spp. e quais sdo os residuos de aminoacido
que favoreceram as interacdes com os compostos selecionados em posi¢des mais estaveis foram

perguntas que motivaram as proximas etapas deste estudo.

1.13 Triagem virtual de inibidores da enzima CYP51

O estudo de triagem virtual (em inglés virtual screening) permite a busca e sele¢do de
novos compostos com potencial atividade no alvo molecular com base em simulacdes
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 investigagdo de compostos com
potencial atividade inibitéria da enzima CYPS51 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 utilizacdo do software Pharmit. Os modelos de farmacoforo baseados na enzima e nos
ligantes para o protozodrio Acanthamoeba spp. foram empregados nesta selecdo, com
perspectiva do desenvolvimento de posteriores estudos com os demais modelos de farmacoforo.
Desta forma, os farmacéforos entraram em contato com a biblioteca de compostos SPECS
separadamente para a selecdo de potenciais inibidores da enzima CYP51. O resultado desta
primeira selecdo resultou em: 7.189 compostos selecionados com a aplicagdo dos farmacoforos
baseados na estrutura (grupo estrutural) e 25.559 compostos filtrados pelos farmacdforos
baseados nos ligantes (grupo ligantes) (Figura 16).

Devido ao grande nimero de compostos selecionados e a proposta central do estudo,
uma proxima etapa de triagem foi executada como filtro PAINS. O emprego do filtro PAINS
tem como objetivo a de eliminagdo compostos com maior probabilidade de interferirem em
ensaios colorimétricos (NERON et al., 2009), contribuindo no direcionamento dos compostos
para os ensaios de atividade bioldgica. Esta etapa foi desempenhada no programa FAF-Drugs4
(LAGORCE et al., 2015) e contou também com a avaliagdo de fragmentos com possivel
toxicidade, sendo considerados estudos iniciais dos parametros ADMET (FERREIRA;
ANDRICOPULO, 2019; WU etal., 2020). Essa triagem resultou na obtencdo 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 eliminacao 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 farmacos € preciso retomar o objetivo central do estudo,

sobretudo com enfoque no publico para o qual o medicamento estd sendo desenvolvido.
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Considerando o desenvolvimento da ceratite por Acanthamoeba a proposta do desenvolvimento
de uma formulagao oftalmica parece ser a mais indicada tendo em vista a agdo local do farmaco
com possibilidade de diminuicao dos efeitos adversos e melhora no parametro de especificidade
de acdo do farmaco. Estudos quanto as propriedades druglikeness dos compostos para
formulagdo oftdlmica permanecem escassas na literatura. Sendo assim, a ultima 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 a¢do inibitoria
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

inspe¢do visual das interacdes e conformacgdes destes no sitio de ligacao.

Figura 15. Representagdo esquematica da série de etapas da triagem virtual para identificagdo de potenciais

inibidores da enzima CYP51 de Acanthamoeba spp.

1
K .5. ' 1.083.888
n&’ & '~7  compostos
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25.559 compostos (ligantes)
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Triagem Virtual 53 compostos
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Fonte: autoria propria.
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1.14 Estudos de Docking Molecular dos Compostos Triados

Os estudos de docking molecular foram executados para avaliagdo do comportamento
dos ligantes selecionados na triagem virtual ao interagirem com os residuos de aminoacido
presentes no sitio ativo da enzima CYP51. Bem como foi avaliada a melhor posi¢do em que os
compostos se acomodavam na enzima para sua estabilizagdo. Assim, os estudos de docking
foram conduzidos no programa GOLD (versdao 2020.2.0) (JONES et al., 1997), com a selecao
da estrutura da enzima 14-a-demetilase a qual possui o farmaco isavuconazol complexado a
estrutura [PDB ID: 6UXO0] (Tabela A4, Anexo). A estrutura proteica foi inspecionada,
principalmente quanto aos residuos de aminoacido presentes no sitio ativo e a conservacao do
grupamento heme e seu cofator, o ion ferro para a condug¢do das simulagdes. Como
complementariedade de inspecdo da estrutura cristalografica, um grafico de Ramachandran
(Figura Al, Anexo) foi gerado para avaliagdo indireta da estereoquimica e geometria dos
residuos de aminoacido pela obten¢do de um grafico baseado em seus angulos Phi e Psi
(RAMACHANDRAN; RAMAKRISHNAN; SASISEKHARAN, 1963). Resultados positivos
foram obtidos quanto a qualidade da estrutura, com aloca¢do dos residuos de aminoacido em
regides favoraveis em 98% dos casos e 0,8% em regides nao favoraveis.

Um estudo de redocking foi conduzido em um primeiro momento para validagdo do
método de docking no contexto da estrutura da enzima 14-o-demetilase e dos compostos
triados, garantindo a confiabilidade dos resultados gerados. Por meio deste estudo, os
parametros a serem adotados ao decorrer das simulagdes 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, reinsercao deste na estrutura proteica comparando com sua
pose original adotada. O ligante redesenhado foi o farmaco isavuconazol e essa comparacao da
distancia entre os atomos do ligante cocristalizado e o ligante redesenhado se deu pelo valor de
RMSD. Ap6s uma série de modificagdes nos parametros de fun¢do de score, nimero de poses
e valor de espaco no sitio ativo, foram obtidas as melhores sobreposi¢cdes do farmaco
isavuconazol no interior do sitio ativo da enzima (Figura 16). Os valores de RMSD obtidos para
as fun¢des de score CHEMPLP, GOLDSCORE, CHEMSCORE e ASP estdao dentro do valor
de inferioridade a 2A recomendado pela literatura (VUORINEN; SCHUSTER, 2015).

Os parametros associados ao melhor resultados de RMSD no redocking foram obtidos
pelo emprego da fungdo de score ASP com um valor de RMSD de 0,53 A obtido pela simulagdo
de 100 poses adotadas pelo ligante (GA runs) e espaco (grid) de 9A no sitio ativo (Tabela 10),

com sobreposi¢cao do farmaco isavuconazol evidenciado na figura 10. A funcao de score ASP
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pertence ao grupo de fungdes de pontuacdo construidas por meio da avaliagdo da distancia
intratdmica de contato mais favoravel entre ligantes e proteinas. Pelo emprego da fungao ASP
ha um resgate das estruturas proteicas depositadas em banco de dados que serviram como base
para a construcdo desta fungdo, por isso também conhecida como fungdes de pontuacio
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 parametros obtidos nas

fungdes de pontuagio CHEMPLP, GOLDSCORE, CHEMSCORE e ASP.

Parametros do estudo de redocking

Funcdes de pontuacio (score)

CHEMPLP GOLDSCORE CHEMSCORE ASP

Pontuacao 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 9A 124 9A 9A

Figura 16. Representacdo da sobreposi¢do das estruturas do farmaco isavuconazol no sitio ativo da enzima CYP51

de Acanthamoeba castelanii como resultado do estudo de redocking.

A

Sitio ativo da enzima CYP51 com representag@o de cadeias a-hélice e folhas-f. O grupamento heme presente em

azul; farmaco isavuconazol cocristalizado com a proteina em azul claro; e o firmaco isavuconazol em sua pose a
partir do redocking em cores elementares originais. Fonte. autoria propria. [lustracdo obtida por meio do

programa Discovery Studio 2019

Em seguida, uma anélise de inspec¢do visual foi realizada com o objetivo de avaliar as

interagdes realizadas entre aminoacidos do sitio ativo e o isavuconazol ao final do redocking
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(Tabela 11) (FISCHER et al., 2021). Desta forma, foi evidenciado que o firmaco isavuconazol
em sua pose de cocristalizacdo na enzima CYP51 e em sua pose apds o redocking apresentou
interacoes de ligacdo de hidrogénio com o residuo de aminodcido Ala294 e interagdes
intramoleculares com caracteristicas de ligacdo de hidrogénio e de interagdo com halogénio;
bem como interagdes hidrofobicas com uma por¢do do anel porfirinico do heme e com os
residuos Tyrl14, Tyr127, Ala290, Ala294 e Leu363. Interagdes do tipo m-enxofre foram
estabelecidas com o residuo de aminoacido Met367 na cocristalizagdo ¢ com o residuo de
Cys434 no redocking. A partir desta analise, foi possivel observar que os aminoacidos Phel16,
Ser117, Phel21, Val126, Phe293, Phe65, Val366, Met471 estdo presentes no sitio ativo, porém
ndo estabeleceram intera¢des com o isavuconazol. Uma hipotese para que isso ocorra € a adogao
da pose mais favoravel do isavuconazol no sitio ativo, a qual gera a aproximag¢do do farmaco
com certos residuos e o afastamento em relagdo a outros, mas sem comprometer sua
estabilidade no sitio ativo. Outra caracteristica observada, foi a distancia entre o heterociclo
triazélico e o ion ferro do grupo heme para estabelecimento de ligagdo coordenada e
contribuicdo para a estabilidade do composto no sitio ativo. Foi observado um aumento da
distancia de 2,095A na cristaliza¢io para 2,241A no redocking. Por outro lado, a ocorréncia da
ligacdo coordenada se torna favoravel uma vez que a faixa de angulagdo adotada na validagao
foi de 92-88° pelo anel triazélico em relagdo ao heme e o limite de distincia de <2,64 A foi
obedecido por esta conformagdo. Sendo assim, as interagdes estabelecidas pelo isavuconazol
tém o mesmo perfil de residuos de aminoacido do fArmaco cocristalizado, corroborando para a

validacdo dos parametros de redocking. (Figura 17).

Tabela 11. Resultados das interagdes intermoleculares entre fragmentos do farmaco isavuconazol cocristalizado

e apos o redocking com os respectivos aminodcidos presentes no sitio ativo e grupamento heme.

Aminoacido Isavuconazol cocristalizado (A)  Isavuconazol Redocking (A)
Tyr 114 3,5e4,3 (Hf) 4,2 ¢ 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) o
Leu363 3,7 (Hf) 5,0 e 4,6 (Hf)
Met367 5,3 (m-sulf.) 5,3 (Hf)
Cys434 o 5,5 (m-sulf.)
Heme 5,0 (Hf) 4,9 (Hf)

Distancia N-Fe 2,1 2,2
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Figura 17. Representagdo das interagdes entre o farmaco isavuconazol reinserido no sitio ativo da enzima CYP51

de Acanthamoeba castelanii e os residuos de aminoacidos como resultado do estudo de redocking.

MET367

s AE

Q

(A) Representagdo em formato 3D das interagdes; (B) Representagdo em formato 2D. Fonte: autoria

propria. Ilustragdo obtida por meio do programa Discovery Studio 2019

Com a validacao do método e o estabelecimento de parametros para o docking, os 79
compostos selecionados pela etapa de triagem virtual foram posicionados no sitio ativo da
enzima AcCYP51 com a obtencdo de valores de pontuagdo (score) na funcdo ASP conforme
transcorreu a simulacao das 100 poses. Ao longo da simulagao o valor de RMDS foi gerado
decorrente da comparagdo dos compostos triados € do isavuconazol. Entretanto seu valor nao
foi considerado como critério de sele¢do nas etapas seguintes, tendo em vista que o objetivo
principal da busca de novos inibidores da CYP51 neste trabalho estd fundamentado em
moléculas inovadoras e ndo similares aos farmacos azdlicos. Como resultado do docking, o
composto com melhor valor de score na fungdo de pontuagdo ASP foi o composto 37,
apresentando valor de score de 77,20 (Tabela 12). J4 o composto 32 finaliza a série dos dez
compostos com melhores poses no sitio ativo da CYP51, com valor de 64,21. Para fins
comparativos, esta abordagem de modelagem molecular também foi aplicada aos farmacos
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 comparagdo entre os resultados
obtidos, o valor de pontuagdo para a itraconazol foi superior ao composto 37, por outro lado a
proximidade dos valores norteia a selecao de compostos com potencial atividade frente a
enzima. O mesmo ocorreu para o voriconazol e itraconazol, em que seu valor de pontuacao se

aproximou aos compostos com as dez melhores poses.
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Em uma avaliacdo mais detalhada do posicionamento do conjunto dos compostos
triados com as melhores poses no sitio ativo da enzima CYP51 foi evidenciado uma
proximidade dos ligantes com os aminoacidos da folha-3 Tyr114, Leu 363, Leu364, Phe 365,
Val366, Met367e Arg368; assim como dos residuos de aminoacido da a-hélice Pro113, Phel16,
Ser117, Ala 290, Leu291, Phe293, Ala294 e Tyr298. Estes aminoacidos podem trazer alguma
relacdo de interagdo especifica 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 proximas ao grupo heme, o que possibilitaria o estabelecimento de ligagao
coordenada entre um grupamento destes ligantes com o ion ferro do grupo heme dependendo

da distancia entre os mesmos (Figura 18b).

Tabela 12. Resultado do estudo de docking com os dez compostos com melhor valor de fungdo de pontuagao em

ASP.

Parametros do estudo de docking

Composto Pontuacio 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

69,42 9 100
(redocking)
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Figura 18. Representacdo da sobreposicdo das estruturas com melhores valores de pontuagdo no estudo de docking

inseridos no sitio ativo da enzima CYP51 de Acanthamoeba castelanii.

(A) Os compostos na regido do sitio ativo; o grupamento heme presente em rosa; ligantes em suas poses a
partir do docking em cores elementares originais. (B) Visdo mais aproximada da sobreposi¢ao dos
compostos proximos ao grupo heme na enzima. Fonte: autoria propria. [lustragdo obtida por meio do

programa Discovery Studio 2019

A abordagem de docking molecular ¢ amplamente difundida como técnica
computacional baseada na estrutura para selecdo de compostos contidos em grandes bibliotecas.
Como fruto do emprego deste estudo estdo os valores de pontuacdo em detrimento das
diferentes conformacgdes adotadas pelo ligante. Porém, a avaliagdo unicamente do score pode
gerar uma limitagdo da técnica do ponto de vista da ocorréncia de erros célculo na predigdo da
energia livre de ligagdo durante as simulagdes que podem impactar na diferenca de
ranqueamento dos compostos. Ainda, a sele¢do de compostos pode ter maior impacto em se
tratando de docking rigido, considerado a variagdo preexistente das simulagdes computacionais
em relagdo aos parametros observados no organismo. Desta forma, a inspe¢do visual das
interacdes estrutura-ligante se torna fundamental apds o ancoramento dos ligantes (FISCHER
et al., 2021).

Como ponto de partida da inspegdo visual apds a simulacdo do docking, os trés
inibidores mais ativos - isavuconazol, voriconazol e itraconazol — foram avaliados quanto a sua
disposicao no sitio ativo da enzima CYP51 de Acanthamoeba castelanii. Este estudo evidenciou
que os inibidores possuem interacdes em comum com os residuos Tyr114, Ala290, Ala294 e
Leu363 aminoacidos que estao presentes no sitio ativo da CYP51 e que podem contribuir para
a atividade. Os residuos Vall126, Tyr127, Phe365, Val366 e Met367 realizam interagdes de

carater hidrofébico com os inibidores e a presenca destes residuos € descrita no sitio ativo
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(Tabela 13). Além destes, interagcdes também foram estabelecidas com os residuos Ilel41,
Leu291, Tyr298, Leu364 e Tyr468. A busca por estas interagcdes se tornou necessario ao passo
que compostos eram selecionados na triagem virtual, considerando o padrdo de inibicao da
enzima CYP51 e a confiabilidade depositada nestes compostos para compor uma das etapas de
selecdo. Da mesma forma, avaliar a disposi¢do destes inibidores no sitio ativo da enzima

permitiu um direcionamento quanto a inspeg¢ao visual dos compostos triados.

Tabela 13. Interagdes observadas na inspegao visual das interacdes entre residuos de aminoacido e os inibidores

isavuconazol, itraconazol e voriconazol da enzima CYP51 de Acanthamoeba castelanii.

Inspecéo visual

HEME (distancia da
Farmacos Residuos Hidrofébicos
ligacio coordenada)

Tyr114; Ala290; Ala294; Leu363;
Isavuconazol 2,24
Met367; Tyr127; Tyr298

Tyrl14; Ala290; Ala294; Leu363;
Itraconazol Phe365; Vall26; Tyrd68; Ile141; 2,27
Leu291; Leu364
Tyrl14; Ala290; Ala294; Leu363;

Voriconazol 2,39
Tyrl27; Vall26; Val366

Sendo assim, a inspec¢ao visual da melhor pose gerada para cada um dos compostos
triados foi realizada. As intera¢des realizadas com os residuos de aminoacido foram
comparadas com aquelas descritas pela literatura como presentes no sitio ativo, bem como as
que estabelecem interagdo com o inibidor isavuconazol. Além disso, os aminoacidos Tyr114;
Ala290; Ala294; Leu363 foram levados em consideragdo pelas interagdes estabelecidas com os
principais inibidores da CYP51 de Acanthamoeba spp. A seguir constam as descri¢des das

interagdes para cada um dos compostos (Tabela 14).
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Tabela 14. Intera¢des observadas na inspegdo visual dos dez compostos com melhor valor na fungdo de pontuacdo

ASP e suas interagdes com residuos de aminoacido presentes no sitio ativo da enzima CYP51 de Acanthamoeba

castelanii.
Interacoes intermoleculares dos compostos com melhores poses de docking
Ligacio de Outras HEME* (n° de
Composto Residuos Hidrofébicos
Hidrogénio interacoes interacoes)
Met367; Phel16; Ala290; Sem
Composto 37 Ser117 ) 3
Ala294; Leu291; Phe222 interagoes
Tyr114; Leu363; Ala294; Sem
Composto 88  Sem interagdes ) 5
Leu364 interagdes
Phel21; Phe222; Ala294;
Composto 36 Tyrl14 Met367 5
Vall26; Ala290; Val221; Met367
Phell6; Leu364; Val473; Sem
Composto 34 Tyrl14 ) 4
Ala294; Leu363 interagodes
Tyr114; Leu363; Leu364; Sem
Composto 90  Tyrl27; Tyr468 ) 7
Tyrl27; Tyr468; Ala294 interagdes
Tyr114; Ala290; Val126; Ilel41; Sem
Composto 55 Phe365 ) 5
Leu291; Leu363; Ala294 interagoes
Phell6; Ala294; Leu363; Sem
Composto 84 Tyrll4 3
Met367 interagdes
Tyr114; Phe365; Phell6;
Sem
Composto 86 Leu363; Leu364 Ala290; Vall26; Ala294; ] 6
interagoes
Val221; Met367
Tyr114; Ala290; Leu363; Sem
Composto 49  Sem interagdes ) 5
Vall26; Ile141; Ala294 interagoes
Sem
Composto 32 Sem interagdes Ala294; Met367; Leu363 ) 4
interagoes

*As interacdes com o heme consideradas sdo de carater eletronico com fragmentos moleculares

A avaliagdo das interacdes destes compostos no sitio ativo da enzima CYP51

demonstrou uma forte presenca de interacdes estéricas do tipo de Van der Waals ao longo de

toda a cadeia dos compostos. Visto que uma grande parte dos residuos de aminoéacido descritos

presentes no sitio ativo sdo de carater hidrofobico, a reunido espacial destes residuos permite a

formagdo de um bolsdao com propriedades hidrofobicas na enzima AcCYPS51. Embora seja uma

interacao fraca, a contribuicdo total resultante da somatoria das forgas de dispersdo entre

fragmentos ndo-polares contribuiu para o ajuste do encaixe entre os compostos com a enzima.

Os demais aminodcidos hidrofobicos presentes Tyrl114; Phell6; Phel21; Vall26; Tyrl27;
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Val221; Phe222; Ala290; Ala294; Leu291; Ile141; Leu363; Leu364; Phe365; Met367; Tyr468;
Val473 propiciaram as interacdes eletrostaticas do tipo m-alquil, empilhamento n, m-m em
formato de T, alquilicas com fragmentos presentes nos compostos.

Das interacdes polares, as ligacdes de hidrogénio convencionais do tipo aceptor e doador
de hidrogénio estiveram presente em grande parte dos compostos por meio da interagdo com os
residuos de Tyrll4; Tyr127; Phe365; Leu364 em suas por¢des polares. Além disso, as
distancias de interacio de ligagdo de hidrogénio estiveram 1,6-3,2A, o que sustenta a
possibilidade destas interagcdes no ambiente da enzima (ARRAS et al., 2022; DESIRAJU, 1996;
PAIRAS; TSOUNGAS, 2016). Interacdes de ligacdo de hidrogénio ndo-cldssica do tipo
carbono e hidrogénio também foram observadas, as quais ocorreram nos compostos 32, 34, 37,
55, 86 ¢ 90. Esta interagao possui carater polar devido ao momento dipolo do carbono doador
de hidrogénio, sofrendo influéncia dos grupos vizinhos a este carbono, € a presenga de um
atomo eletronegativo nas proximidades. Nos compostos que apresentaram esta ligacdo de
hidrogénio ndo-classica, o carbono doador de hidrogénio apresentou grupos de hidroxila, amina
ou éter influenciando a eletronegatividade deste carbono; e como aceptor deste hidrogénio
podem ser citados os anéis tetrazolico e triazolico e grupos funcionais éter, hidroxila, carboxila,
aldeido, amida e sulfonamida (ARRAS et al., 2022; DESIRAJU, 1996; PAIRAS; TSOUNGAS,
2016). Apesar do carater fraco, as ligagcdes ndo-classica também contribuiram para a somatdria
das interacdes entre os compostos com o sitio ativo da enzima, permitindo sua acomodagao.
Por fim, interagdes do tipo n-enxofre (ALBANESE et al., 2022) ocorreram entre o grupo tioéter
do residuo Met367 e fragmentos moleculares de carater aromatico, como anel benzénico e
heterociclo contendo nitrogénio, compondo as interagdes intermoleculares; bem como as
interagdes intramoleculares entre fragmentos do mesmo composto, como aconteceu com grupo
tioéter e um anel benzénico do composto 34.

Uma caracteristica particular das enzimas do citocromo P450 ¢ a presenga do grupo
heme em seu sitio ativo. As interagdes com o grupo heme demonstram ser um dos principais
fatores para a estabiliza¢do do composto no sitio ativo da enzima CYP51 e propiciar a inibi¢ao
da atividade catalitica da enzima. Essa interagdo com o grupo heme ocorre principalmente por
meio de ligacdo coordenada entre um atomo doador de elétrons e o ion ferro. Para tornar
favoravel esta ligacdo o 4tomo precisa estar a uma distincia de <2,64A do ion ferro e em um
angulo de ligagdo proximo de 90°, ou seja, em posicao perpendicular em relacdo ao grupo heme
(ATKINS et al., 2010; LEPESHEVA; FRIGGERI; WATERMAN, 2018a; SHARMA et al.,
2020). A formagao da ligagdo coordenada dos dez compostos com melhor valor de pontuagao

foi pesquisada, porém estes compostos somente apresentaram interagdes intermoleculares com
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o anel porfirinico. A hipdtese é que as caracteristicas e a distancia dos grupos funcionais mais
proximos do grupo heme nao apresentaram condi¢des favoraveis para a formagao de ligagao
coordenada com o ion ferro no sitio ativo da enzima. Das interagdes intermoleculares realizadas
entre fragmentos moleculares pertencentes aos compostos com as melhores poses no docking
molecular e o anel porfirinico possuem carater hidrofobico como as alquilicas, empilhamento
n, m-alquilicas, e também interagdes polares de ligacdo de hidrogénio ndo-cldssica entre
carbono-hidrogénio e outras interagdes como a m-enxofre.

Devido ao grau de importancia que a ligacao coordenada com o ion ferro possui quando
se trata da investigacdo de inibidores de enzimas pertencentes ao citocromo P450, devido ao
seu impacto na atividade enzimadtica pela reacao de oxidagdo (AKRAM et al., 2017; CAMPO;
BERNARDES; CARVALHO, 2009; LUIRINK et al., 2020; THOMSON et al., 2017), os
compostos com os demais valores de pontuacdo no docking foram avaliados. Com a avaliagdo
dos fragmentos moleculares mais proximos do grupo heme foi evidenciado a presenga dos anéis
triazol, tetrazol e o anel benzénico em posi¢des paralelas ao heme. A presenca de heterociclo
com nitrogénio favorece a formacao de ligagao coordenada com o ferro, como ¢ o caso do
inibidor isavuconazol, entretanto a disposicdo do 4tomo eletronegativo precisa estar
perpendicular, ou seja, proximo ao angulo de 90°. Pensando nisto, foi identificado uma
interagdo com o residuo de aminoécido cisteina 434 (Cys434) do tipo m-enxofre. Compostos
com esta interacao possuem heterociclos do tipo triazélico, tetrazolico e anel sulfadiazolico em
uma distancia <2,64A do ion ferro e, o mais importante, uma angulacio de ligagio proximo de
90°. Sendo assim, ¢ possivel propor a formacdo de ligagdo coordenada com o ferro e
estabilizacdo dos compostos 12, 26, 42, 43, 58 e 74 no sitio ativo da enzima. Apesar de ndo
apresentarem os melhores valores de score na fungdo de pontuacdo ASP, estes compostos se
tornaram promissores devido a formagao de interagdes com os aminoacidos presentes no sitio
ativo e possuem caracteristicas similares aos compostos melhores posicionados, sendo assim
selecionados para as etapas posteriores do estudo.

Contando com a possibilidade de formacdo de ligacdo 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 presenca de grupamento hidroxila, amina e
triazolpirimidina, respectivamente. Sendo assim, ao todo, dezenove compostos foram
selecionados para a avaliagdo da atividade bioldgica frente ao parasito do género Acanthamoeba
e avaliagcdo da inibicdo enzimdtica da CYP51 pertencente ao mesmo parasito, com posterior

possibilidade de planejamento e sintese dos compostos e seus derivados.
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Além disso, a predicdo das propriedades fisico-quimicas dos compostos pode ser

avaliada para incorporagdo dos compostos com potencial atividade em formas farmacéuticas

(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; nimero de aceptores de ligagao de

hidrogénio entre 5 e 12; numero de doadores de ligagdo de hidrogénio entre zero e 2; area de

superficie polar (TSA) entre 232 e 423; e nimero de ligagdes rotacionaveis entre 3 € 11, como

podem ser avaliadas na tabela 15.

Tabela 15. Propriedades fisico-quimicas dos compostos selecionados na etapa de docking molecular

Propriedades Fisico-Quimicas

PM Ligacoes
(¢/mol) logP logS HBA | HBD TPA Druglikness Rotaciondveis
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 -1,47 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

PM: peso molecular; HBA: aceptor de ligagdo de hidrogénio; HBD: doador de ligag¢ao de hidrogénio; TPA: area

de superficie polar
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Figura 19. Representacdes graficas de relagdo entre propriedades fisico-quimicas apresentadas pelos compostos

na etapa de docking molecular
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Ao estabelecer um comparativo entre as propriedades fisico-quimicas dos compostos
selecionados (Figura 19), € possivel observar que a relagao entre peso molecular (PM) e cLogP
pode ser dividida em dois grupos: os compostos com peso molecular <300 a 400 g/mol possuem
cLogP préoximo de 1, ou seja, com caracteristicas hidrofilicas; e o outro grupo seria de
compostos com peso molecular >400 g/mol possuem cLogP > 3,5 com indicativo de compostos
mais lipofilicos. Quanto a relacdo entre peso molecular e ligagdes rotaciondveis obedeceu a
uma relacao de crescimento positivo, ao qual quanto maior o peso molecular, mais ligagcdes
rotacionaveis sdo propostas. Para a rela¢do entre cLogP e cLogS, os compostos com maior
solubilidade em dgua (cLogS> -3) apresentaram caracteristicas de hidrofilicidade (cLogP < 1).
Por outro lado, os compostos com menor solubilidade (cLogS< -7) demonstraram
caracteristicas de lipofilicidade (cLogP > 4). E, por fim, a relagdo entre HBA ¢ HBD nao foi
estabelecida, com a formag¢do de um grafico disperso.

Estes dados de propriedades fisico-quimicas dos compostos selecionados podem ser
melhor exploradas em estudos posteriores de atividade bioldgica e para o planejamento e sintese

de compostos com propriedades farmacocinéticas e farmacodindmicas aprimoradas.
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Conclusoes

Ao longo do presente estudo, abordagens de modelagem molecular foram aplicadas de
forma conjunta para identificacdo de potenciais inibidores da enzima 14a-demetilase (CYP51)
de Acanthamoeba, empregando os conceitos de /igand based e structure based. Ao todo, foram
construidos quatro modelos de farmacoforo baseados nos inibidores de CYP51 de
Acanthamoeba spp.; quatro farmacédforos baseados nos inibidores da enzima para Trypanosoma
cruzi; e cinco modelos de farmacéforo baseados nos inibidores para Leishmania spp. E,
modelos de farmacoforo baseados na estrutura da enzima 14o-demetilase de Acanthamoeba
castelanii foram construidos, em um total de quatro modelos.

Os oito farmacoforos baseados na estrutura e nos inibidores da 14a-demetilase de
Acanthamoeba spp. foram empregados como critério de selecdo de compostos na triagem
virtual, partindo de mais de 1 milhdo 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 obtengdo da
melhor pose de acomodagdo dos compostos no sitio de ligacdo da enzima CYPS51 de
Acanthamoeba castelanii, bem como para avaliacdo das interacdes com residuos de
aminoacidos. O composto 37 obteve a melhor pontuagdo (score de 77,2011), demonstrando
um potencial de inibi¢do quando comparado com os farmacos 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 ¢ 90, com
melhores pontuagdes de score; E os compostos 12, 26, 33, 42, 43, 51, 58, 74 e 78 pela

variabilidade estrutural e potencial formagdo da ligagdo coordenada com o ferro.
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Perspectivas

Com a sele¢do de compostos com potencial atividade na enzima 14a-demetilase de
Acanthamoeba, o proximo passo consiste na realizagao de ensaios bioldgicos frente a enzima.
Como proposta para este ensaio estd a busca por alteracdes na producdo de intermediarios da
via de sintese do ergosterol no parasito. Como forma de complementariedade nos estudos de
atividade biologica destes compostos, ensaios frente as formas de vida de trofozoito e cisto do
protozoario Acanthamoeba poderdao ser desempenhados. E, em seguida, o planejamento e
sintese de compostos promissores com a pesquisa de rotas sintéticas e de seus derivados
buscando variabilidade estrutural. Estes estudos poderao ser delineados e aprimorados ao longo
do doutorado, tendo em vista a minha motiva¢cdo em continuar a busca por inibidores da enzima
14a-demetilase de Acanthamoeba.

Por fim, o presente estudo permite a continuidade da busca por inibidores da enzima
14a-demetilase na busca por alternativas terapéuticas no contexto de doengas negligenciadas,
como ¢ o caso da doenga de Chagas causada e a leishmaniose. Tendo isso em vista, posteriores
estudos poderdo ser delincados com o emprego dos modelos de farmacoforo construidos

baseados nos inibidores para estes protozoarios.
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Anexos

Tabela Al. Dados referente aos compostos ativos (inibidores) da enzima 14a-demetilase para protozoario

Acanthamoeba spp. e compostos considerados no modelo farmacoférico baseado nos ligantes

Inibidores Atividade Referéncias
(LAMB et al., 2015)
al ICs0 0.23 uM (HERNANDEZ-
Kd 10 nM MARTINEZ et al., 2019)
(LAMB et al., 2015)
20 ICs0 0.39uM (HERNANDEZ-
Kd 13 nM MARTINEZ et al., 2019)
1Cs08,61 + 1,63 uM (HERNANDEZ—
a3 (A. castellanii) MARTINEZ et al., 2019)
ICs0 30 uM
ad Kd 2,137 nM (LAMB et al., 2015)
ICs0 13,04 uM
(A. castellanii T4)
IC50 3,43 }J,M
as (A. castellanii) (THOMSON et al., 2017)
ICs0 5,38 uM
(A. polyphaga)
ICs0 24,43 uM
(A. castellanii T4)
IC50 11,48 },LM
a6 (A. castellanii) (THOMSON et al., 2017)
IC5015,09 HM
(4. polyphaga)
(SHING, SINGH, PODUST,
a7 ECso 0’0%14* 0,026 MCKERROW, &
K DEBNATH, 2020)
3 (SHING, SINGH, PODUST,
a8 ECs0 0,003 —0,065 MCKERROW, &

uM

DEBNATH, 2020)
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Figura A1. Estrutura dos compostos ativos (inibidores) da enzima 14a-demetilase para protozoario Acanthamoeba

spp. que compodem a biblioteca de construcio
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* Os inibidores da enzima CYP51 de Acanthamoeba spp, Trypanosoma cruzi e Leishmania spp.
com os respectivos codigos a8, a38 ¢ a98 tratam-se da molécula do posaconazol. Os compostos

a6l 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 14a-demetilase para protozoario

Trypanosoma cruzi e compostos considerados nos modelos farmacoforicos baseado nos ligantes

Maior score

Inibidores Atividade Referéncias
a9
(FRIGGERI et al.,
alo Ks 0,046 pM 2014)
(FRIGGERI et al.,
all Ks 0,056 uM 2014)
(FRIGGERI et al.,
al2 Ks 0,032 uM 2014)
(FRIGGERI et al.,
al3 Ks 0,083 uM 2014)
(FRIGGERI et al.,
al4 Ks 0,032 uM 2014)
(FRIGGERI et al.,
al5s Ks 0,715 uM 2014)
(FRIGGERI et al.,
al6 Ks 0,162 uM 2014)
(FRIGGERI et al.,
al7 Ks 0,064 uM 2014)
(FRIGGERI et al.,
al8 Ks 0,123 uM 2014)
19 ECso 1,9 = 0,9nM (VIEIRA et al.,
a Kp 190 + 40 nM 2014)
20 ECso 1,6 £ 1,3 nM (VIEIRA et al.,
a Kp < 10 nM 2014)
a21 ECs502,0 £1,3 nM (VIEIRA et al.,
Kp 240+ 110 nM 2014)
- ECso 4,4+2,7nM (VIEIRA et al.,
a Kp <10 nM 2014)
(KRAUS et al.,
a23 EC50 6nM 2009)
24 ECs0 0,6 nM (KRAUS et al.,
a 2009)
(KRAUS et al.,
a25 ECs0 0,7 nM 2010)
2% ECs 0,5 nM (KRAUS et al.,
a 2010)
(KRAUS et al.,
a27 ECs0 0,31 nM 2010)
(DOYLE et al.,
a28 Ko 4.8 iM 2010)
229 KD 0,44 uM (KONKLE et al.,

2009)
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Modelo Modelo Modelo  Maior score
Inibidores Atividade Maior n®  Maior n° Maior (Posaco- Referéncias
Mol 1 Mol 2 score nazol)
(KONKLE et al.,
a30 KD 0,75 ]J,M X 2009)
(KONKLE et al.,
a3l Kp 0,29 uM X X 2009)
(KONKLE et al.,
a32 Kp 0,54 uM 2009)
(KONKLE et al.,
a33 Kp 0,37 uM X X 2009)
(KONKLE et al.,
a34 Kp 0,56 uM 2009)
(KONKLE et al.,
a3s Kp 0,26 uM X X 2009)
(HARGROVE et
a36 Kp 0,019 uM al., 2013)
(HARGROVE et
a37 Kp 0,032 pM al., 2013)
(HARGROVE et
a38 Kp 0,018 uM X al., 2013)
(HARGROVE et
a39 Kp 0,015 uM al., 2013)
(LEPESHEVA et
a40 Kp 0,10 uM al., 2007)
(LEPESHEVA et
a4l Kp 0,07 uM al., 2007)
(LEPESHEVA et
a42 Kp 0,11 uM al., 2007)
(LEPESHEVA et
a43 Kp 0,06 uM al., 2007)
add ECso 17nM (CHOI; PODUST;
Kp <5 nM ROUSH, 2014)
(CHOI; PODUST;
ECso 760nM
a45 Kp 65 nM ROUSH, 2014)
(CHOI; PODUST;
EC50 26OHM
a46 Ko 53 1M ROUSH, 2014)
(CHOI; PODUST;
ECso 5801’1M
ad7 Kp <5 nM X ROUSH, 2014)
(CHOI; PODUST;
ECso 80nM
a48 Kp 76 nM ROUSH, 2014)
ECs0200nM (CHOI; PODUST;
a49 Kb <5 nM ROUSH, 2014)
(CHOI; PODUST;
as0 Kp 70 nM ROUSH, 2014)
(CHOI; PODUST;
as1 Kp 100 nM

ROUSH, 2014)
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Modelo Modelo Modelo Maior score

Inibidores Atividade Maior n®  Maior n° Maior (Posaco- Referéncias
Mol 1 Mol 2 score nazol)
as52 pICso 6,0 (SIIM et al., 2019)
53 1o 6.0 (SIIM et al., 2019)
a pllso 6,
54 1Ca 7.2 (SIJM et al., 2019)
a plCso 7,
(SACCOLITI et al.,
as5 IC50 0,035 |J.M 2019)
(SACCOLITI et al.,
(SACCOLITT et al.,
(SACCOLITT et al.,
(SACCOLITI et al.,
(SACCOLITT et al.,
(FRIGGERI et al.,
a6l Kp 6,8 £4 nM 2018)
(FRIGGERI et al.,
a62 Kp8,4+3 Nm 2018)
(FRIGGERI et al.,
a63 Kp4,2 +3 nM 2018)
(FERREIRA DE
a64 1Cs0 0,1 upM ALMEIDA FIUZA
et al., 2018)
(FERREIRA DE
a65 FG 2202001 ALMEIDA FIUZA
K etal., 2018)
(FERREIRA DE
a66 ECso 2'718[i 0.01 ALMEIDA FIUZA
K etal., 2018)
(HOEKSTRA et al.,
a67 Kp 24 nM 2016)
(SIERRA et al.,
a68 Kp 10 nM 2015)
(ANDRIANTI et al.,
a69 Kp 0,21 pM 2013)
(ANDRIANI et al.,
a70 Kp 0,067 uM 2013)
(ANDRIANTI et al.,
a7l Kp 0,18 uM 2013)
7 Kp <10 nM (VIEIRA et al.,
a ECs 0.82 £ 0.01 2014b)
aT3 Kp47 £ 19 nM (VIEIRA et al.,
ECs0 2,6 £0,5 2014b)




88

Modelo Modelo Modelo Maior score

Inibidores Atividade Maior n°®  Maior n° Maior (Posaco- Referéncias
Mol 1 Mol 2 score nazol)
Kp <5nM
a74 ECs 0.11uM (CHOI et al., 2013)
Kp <5nM
a75 ECso 0,26uM (CHOI et al., 2013)
Kp <5nM
a76 ECr 0.19uM (CHOI et al., 2013)
Kp <5nM
a77 ECx 0,014 uM (CHOI et al., 2013)
Kp <5nM
a78 ECs 0,057 M (CHOI et al., 2013)
Kp <5nM
a79 ECs 0,018 uM (CHOTI et al., 2013)
280 Kp 77 +24 nM (CALVET et al.,
ECs0 0.017 nM 2014)
a81 Kp 12+5nM (CALVET et al.,
ECso 21,4 nM 2014)
32 Kp <10 nM (CALVET et al.,
a ECso 170+10 nM 2014)
23 Kp 16+4 nM (CALVET et al.,
a ECso 7810 nM 2014)
a84 Kp <10 nM (CALVET et al.,
ECs 6,8+1,9 nM 2014)
a85 Kp 240+110 nM (CALVET et al.,
ECso 17+1 nM 2014)
36 Kp <10 nM (CALVET et al.,
a ECso 2948 nM 2014)
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Figura A2 . Estrutura dos compostos ativos (inibidores) da enzima 14a-demetilase para protozoario Trypanosoma

cruzi que compdem a biblioteca de construgao
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*Qs inibidores da enzima CYP51 de Acanthamoeba spp, Trypanosoma cruzi e Leishmania spp. com 0s respectivos
codigos 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 14a-demetilase para protozoario

Leishmania spp. e compostos considerados nos modelos farmacoféricos baseado nos ligantes

Modelo Modelo Maior Maior n°
Inibidores Atividade Maior n° Maior score Moléculas Referéncias
Moléculas score (VNI) (VNI)
(FRIGGERI et al.,
a83 Kp 8,4 +/-4 nM X X 2018)
(FRIGGERI et al.,
a84 Kp24 +/-2 nM X X 2018)
(FRIGGERI et al.,
a85 Kp 1,7 +/-1 nM X X 2018)
. (FRIGGERI et al.,
a86 Kp 2 +/- 0,2 nM X X 2018)
(SACCOLITI et al.,
ag7 ICs502,78 uM X 2019)
(SACCOLITI et al.,
a8 1Cs503,01 uM X 2019)
(SACCOLITTI et al.,
a&9 IC50 2,16 HM X 2019)
(SACCOLITI et al.,
a90 IC50 2,04 HM X 201 9)
(SACCOLITI et al.,
a9l 1Cs03,77 uM X 2019)
(HARGROVE et al.,
a92 Kp0.156 +/- 0.006 uM 2013)
(HARGROVE et al.,
a93 Kp0.419 +/- 0.019 uM 2013)
(HARGROVE et al.,
a% Kp0.018 +/- 0.001 uM 2013)
1Cs01,02 £ 0,02 uM (ROJAS VARGAS et
a93 K: 7,00 nM X X al., 2019)
1C5010,23 + 1,16 pM (ROJAS VARGAS et
a% Ki 13,31 nM X X al, 2019)
1C502,07 £ 0,21 uM (ROJAS VARGAS et
a97 K: 0,36 nM X X al., 2019)
ICso 8,20+ 0,81 uM (ROJAS VARGAS et
a98 K; 175,52 M X X X al, 2019)
1Cso 1,99 + 0,19 uM (ROJAS VARGAS et
a%9 K; 128,58 nM X X X al, 2019)
1ICso 4,11 +0,51 uM (ROJAS VARGAS et
al0o K: 20.800 nM X X X al., 2019)
al101 ICso 4,07 £0,42 uM % (ALBERTO et al.,

K; 61,34 nM

2019)
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Figura A3. Estrutura dos compostos ativos (inibidores) da enzima 140-demetilase para protozoario Leishmania

spp. que compodem a biblioteca de construcio
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Tabela A4. Informacdes pertinentes ao deposito da estrutura cristalografica da enzima CYP51 PDB 6UXO0 de

Acanthamoeba castelanii

Estrutura Cristalografica Enzima CYP51 PDB 6UX0

Classificacao Oxidoredutase
Organismo Acanthamoeba castelanii str. Neff
Sistema de Expressao Escherichia coli
Mutagado Nao
Proteina de Membrana Sim
Data de depdsito no PDB 06-11-2019
Autores Sharma, V., Podust, L.M.
Meétodo de Cristalizagdo Difragdo de Raio-X
Ligante Isavuconazol
Resolucdo 293 A
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 AS. Relagdo detalhada dos resultados para o modelo de farmacoforo validado referente aos inibidores da

CYP51 para o protozoario Acanthamoeba spp.

Modelo de Farmacoforo 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

N° de compostos

filtrados % > ¢ .
Compostos Ativos Ativos e inativos 4 2 2
Compostos Inativos - 1 4 1

Coordenadas

Aceptor de hidrogénio
(x -3.018; y 0.0067);
z -1.3506;r 0.1)

(x -5.078; y -0.3769;
7 -0.3946; r 0.5)

(x -0.4025; y -0.5847;
z-1.6996; 1 0.5)
Aromaticidade
(x -3.8406; y 0.1132;
z -0.306; r 1.10)

Aceptor de hidrogénio
(x -3.018; y 0.0067);
z -1.3506;r 0.1)

(x -5.078; y -0.3769;
7 -0.3946; 1 0.5)

(x -0.4025; y -0.5847;
7 -1.6996; 1 0.5)
Aromaticidade
(x -3.8406; y 0.1132;
z -0.306; r 1.10)
Aceptor de hidrogénio
Voriconazol
(x 0.9531;y -2.843;
z-0.6214;10.8)

Aceptor de hidrogénio
(x -3.018; y 0.0067);
z -1.3506;r 0.1)

(x -5.078; y -0.3769;
7 -0.3946; 1 0.5)

(x -0.4025; y -0.5847;
z-1.6996; 1 0.5)
Aromaticidade
(x -3.8406; y 0.1132;
z -0.306; r 1.10)
Hidrofébico
Voriconazol
(x 0.8663; y 1.2908;
z1.8619;r 1.0)

Aceptor de hidrogénio
(x -3.018; y 0.0067);
z -1.3506;r 0.1)

(x -5.078; y -0.3769;
7 -0.3946; 1 0.5)

(x -0.4025; y -0.5847;
7 -1.6996; r 0.5)
Aromaticidade
(x -3.8406; y 0.1132;
z -0.306; r 1.10)
Hidrofébico
Itraconazol
(x 0.6496; y 0.612316;
z-0.0564; 1 1.0)
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Tabela A6. Relagdo detalhada dos resultados para o modelo de farmacoforo validado referente aos inibidores da

CYP51 para o protozoario Trypanosoma cruzi.

Modelo de Farmacoforo 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
N° de compostos
filtrados 7 i > :
Compostos ativos 4 5 15 1
Doador de hidrogénio Doador de Doador de Aceptor de
(x -4.2811;y -1.1019; hidrogénio hidrogénio hidrogénio
z-1.3309; 1 0.5) (x -4.2811;y -1.1019; | (x2.811;y -4.2099; (x -8.2209; y 0.9676;
Aceptor de hidrogénio | z-1.3309; 1 0.5) z1457;105) z2-0.969;10.5)
(x -3.0705; y -0.5425; Aceptor de Aceptor de (x -4.026; y 1.8794;
2 0.4421;10.5) hidrogénio hidrogénio z-0.2342;10.5)

Coordenadas

Aromaticidade

(x 0.1804; y 0.1937;

z-0.025;r 1.10)

(x 0.2836; y 2.365);

z0.1095;r 1.10)

Aceptor de hidrogénio

do POSA

(x -8.2209; y 0.9676;

7 -0.969; r 0.5)

(x -3.0705; y -0.5425;

7 0.4421;10.5)
Aromaticidade
(x 0.1804; y 0.1937;
z-0.025; r 1.10)
(x 0.2836; y 2.365);
z0.1095;r 1.10)
Doador de
hidrogénio do
posaconazol
(x -4.026; y 1.8794;
z-0.2342;10.3)

(x2.5092; y 0.495;
7 -1.6824;10.5)
(x 8.4821;y 4.631;
z-0.3168;10.5)
Aromaticidade
(x-0.6661; y 0.9044;
7 0.0187;r 1.10)
(x 7.8157; y 3.4684);
z-0.2329; 1 1.10)

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
hidrogénio do
posaconazol
(x9.6961; y -1.8934;
z-0.6449; 1 0.5)
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Tabela A7. Relagdo detalhada dos resultados para o modelo de farmacéforo validado referente aos inibidores da

CYP51 para o protozoario Leishmania spp.

Inicio:
Modelo de Farmacoéforo Validado para CYP51 de Leishmania spp.
Modelo 1LS 2LS1 2L.S2
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
N° de compostos filtrados 526 353 353
12 7 7

Compostos ativos

Coordenadas

Aceptor de hidrogénio

(x -0.3594; y 1.7922;
z-0.0587; 1 0.5)

Aromatico

(x -0.6464; y 0.6732;
z0.0309;r 1.10)

(x-3.9758; y 2.9561);
z-0.1705; r 1.10)

(x -3.6825; y -1.9235);

2 0.2328; 1 1.10)

Aceptor de hidrogénio
(x -1.9626; y -1.9905;
z-0.0091;10.5)
Aromatico
(x -1.7194; y -0.8772;
7z 0.0126; r 1.10)
(x-5.7197; y -1.3108;

z-0.0388; 1 1.10)
(x -3.3145; y 2.8324;
z0.0625; 1 1,10)
(x 1.2966; y 1.6724;
z0.0895;r 1.10)

Aceptor de hidrogénio
(x -1.9626; y -1.9905;
z-0.0091; 1 0.5)
Aromatico
(x 1.6841;y -2.9915;
z-0.0045; r 1.10)
(x-1.7194; y -0.8772;

7 0.0126; 1 1.10)
(x -3.3145; y 2.8324;

2 0.0625;r 1.10)
(x 1.2966; y 1.6724;

2 0.0895;r 1.10)




Continuacio:

Modelo de Farmacoforo Validado para CYPS1 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

N° de compostos filtrados 27 139
Compostos ativos 4 7

Coordenadas

Aceptor de hidrogénio
(x 6.3932; y 0.8284;
7 1.0062; r 0.5)

(x 7.4189;y 0.0679;
2 0.8481;r0.5)
Doador de hidrogénio
(x-1.0301; y 1.5369;
2 0.0673;r0.5)
Aromatico
(x2.6512;y 1.2471;

z 0.5591;r 1.10)

(x 8.7413; y -3.2707;
z-0.38;r 1.10)

Aceptor de hidrogénio
(x -0.2423; y 3.3891;
z 1.0063; r 0.5)
(x6.3932; y 0.8284;
z 1.0062; 1 0.5)
Aromatico
(x2.6512;y 1.2471;
7 0.5591;r 1.10)
(x6.3771;y -0.1893);
z0.5612;r 1.10)
(x 8.7413;y -3.2707);
z-0.38;r 1.10)

100
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Tabela A8. Relagdo detalhada dos resultados para o modelo de farmacdforo validado referente a estrutura da

enzima CYP51 para o protozoario Acanthamoeba castelanii

Modelo de Farmacoéforo 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
N° de compostos 5 3 A
filtrados
Compostos ativos 2 3 4
Aromatico Doador de hidrogénio do | Aceptor de hidrogénio do

Coordenadas

(x -16.443; v 26.0204;
z-18.390; r 1.0)

(x -13.852; y 23.3186);
z-17.109; r 1.0)
Hidrofébico
(x -22.628; y 27.9025;
7 -17.545;r1.0)

(x -19.618; y 30.3564;
z -15.440; r 1.0)

(x -23.902; y 29.107;
7-19.597; 1 1.0)
(x-21.304; y 26.709;
z-15.529; 1 1.0)

Isavuconazol
(x -19.246; y 28.424;
z-18.872; 1 0.4)
Aromatico
(x -16.443; y 26.0204;
z-18.390; r 1.0)
Hidrofébico
(x -22.628; y 27.9025;
7 -17.545;10.7)
(x-19.618; y 30.3564;
7 -15.440; 1 0.7)
(x -19.686; y 25.963;
z-19.703; 1 1.0)

Isavuconazol
(x -19.344; y 29.56;
7 -14.585; 1 0.6)
Aromatico
(x -16.443; y 26.0204;
z-18.390; r 1.0)
Hidrofébico
(x -13.852; y 23.3186;
z-17.109; r 1.0)
(x -22.628; y 27.9025;
z-17.545;1 1.0)
(x -19.618; y 30.3564;
z -15.440; 1 1.0)
(x -19.686; y 25.963;
z-19.703; 1 1.0)
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Figura A4. Grafico de Ramachandran gerado com base na estrutura cristalografica da enzima CYP51 PDB 6UX0

de Acanthamoeba castelanii
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