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RESUMO

As Doencas Tropicais Negligenciadas (DTNs) englobam cerca de 20 enfermidades prevalentes
em regiOes de baixa renda, conforme definido pela Organizacdo Mundial da Satide (OMS).
Dentre elas, a Leishmaniose Tegumentar (LT) se destaca como uma doenga cronica que afeta a
pele e as cartilagens, sendo endémica em 88 paises, com 90% dos casos concentrados em seis
nac¢des, incluindo o Brasil. Nos tdltimos 21 anos, a Organiza¢do Pan-Americana da Saide (OPAS)
registrou mais de um milhao de casos de LT, com uma média anual de 52.645 notificagdes,
posicionando o Brasil como o pais com maior incidéncia. O objetivo central deste estudo
foi identificar moléculas com potencial acdo bloqueadora da enzima Diidrofolato Redutase-
Timidilato Sintase (DHFR-TS) de Leishmania amazonensis, utilizando técnicas computacionais
de Virtual Screening, Docking Molecular e Dinamica Molecular. A DHFR-TS € uma enzima
essencial para a biossintese de pirimidinas, e sua inibicdo pode levar a incorporacio excessiva de
uracila no DNA, resultando em morte celular do parasita. No entanto, ainda nao hd um modelo
estrutural experimentalmente resolvido para a DHFR-TS. Para preencher essa lacuna, este estudo
propds um modelo estrutural da DHFR-TS por homologia, utilizando o servidor Swiss-Model e a
DHFR-TS de Trypanosoma cruzi como referéncia, devido a similaridade de 69,22%. O modelo
foi refinado por meio de simula¢gdes de Dindmica Molecular (DM) realizadas no AMBER?22,
com o campo de forcas FF19SB, durante 100 ns. Em seguida, foi realizada uma triagem virtual
utilizando a base de dados DrugBank, que contém 9.213 compostos. Esses compostos foram
analisados por meio de ancoragem molecular no AutoDock Vina, com base no modelo refinado.
Os melhores compostos foram selecionados com base na fung¢do de pontuacdo do AutoDock
Vina e avaliados detalhadamente no Pymol e no Discovery Studio para identificar interacdes
proteina-ligante. Dessa triagem, dez moléculas com energias de ligacao variando entre -10,5 e
-8,1 kcal/mol foram identificadas como potenciais inibidoras da DHFR-TS. Esses compostos
apresentaram interacoes significativas com aminoacidos-chave no sitio ativo da enzima e com
outros residuo importantes, destacando-se como candidatos promissores para o desenvolvimento
de farmacos. Os resultados obtidos fornecem uma base sdlida para futuras investigacdes, como
a realizacdo de simulacdes de DM dos complexos proteina-ligantes. Além disso, este estudo
demonstra a viabilidade de integrar técnicas computacionais, como modelagem molecular,
simulagdes de DM e triagem virtual, para acelerar a descoberta de novos agentes terapéuticos
contra doencas negligenciadas, como a LT.

Palavras-chave: Doencas Tropicais Negligenciadas; Leishmaniose Tegumentar; Diidrofolato
Redutase-Timidilato Sintase; Inibi¢cdo Enzimética; Dinamica Molecular.



ABSTRACT

Neglected Tropical Diseases (NTDs) encompass approximately 20 prevalent illnesses in low-
income regions, as defined by the World Health Organization (WHO). Among these, Cutaneous
Leishmaniasis (CL) stands out as a chronic disease affecting the skin and cartilage, endemic
in 88 countries, with 90% of cases concentrated in six nations, including Brazil. Over the
past 21 years, the Pan American Health Organization (PAHO) has reported over one million
cases of CL, with an annual average of 52,645 notifications, positioning Brazil as the country
with the highest incidence. The central objective of this study was to identify molecules with
potential blocking action against the Dihydrofolate Reductase-Thymidylate Synthase (DHFR-TS)
enzyme of Leishmania amazonensis, using computational techniques such as Virtual Screening,
Molecular Docking, and Molecular Dynamics. DHFR-TS is an essential enzyme for pyrimidine
biosynthesis, and its inhibition can lead to excessive uracil incorporation into DNA, resulting in
parasite cell death. However, there is still no experimentally resolved structural model for DHFR-
TS. To address this gap, this study proposed a structural model of DHFR-TS through homology
modeling, using the Swiss-Model server and the DHFR-TS of Trypanosoma cruzi as a reference,
due to their 69.22% similarity. The model was refined through Molecular Dynamics (MD)
simulations performed in AMBER22 with the FF19SB force field, over 100 ns. Subsequently, a
virtual screening was conducted using the DrugBank database, which contains 9,213 compounds.
These compounds were analyzed through molecular docking in AutoDock Vina, based on the
refined model. The top compounds were selected based on the scoring function of AutoDock
Vina and evaluated in detail using PyMOL and Discovery Studio to identify protein-ligand
interactions. From this screening, ten molecules with binding energies ranging from -10.5 to -8.1
kcal/mol were identified as potential DHFR-TS inhibitors. These compounds showed significant
interactions with key amino acids in the enzyme’s active site and other important residues,
emerging as promising candidates for drug development. The results provide a solid foundation
for future investigations, such as MD simulations of protein-ligand complexes. Furthermore, this
study demonstrates the feasibility of integrating computational techniques, such as molecular
modeling, MD simulations, and virtual screening, to accelerate the discovery of new therapeutic
agents against neglected diseases like CL.

Keywords: Neglected Tropical Diseases; Cutaneous Leishmaniasis; Dihydrofolate Reductase-
Thymidylate Synthase; Enzyme Inhibition; Molecular Dynamics.
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1 INTRODUCAO

As Doencas Tropicais Negligenciadas (DTNs) constituem um grupo de cerca de 20
enfermidades infecciosas e parasitdrias reconhecidas pela Organizagdo Mundial da Saide (OMS).
Essas doengas afetam desproporcionalmente populacdes que vivem em regides tropicais e
subtropicais, predominantemente em situacao de pobreza extrema. A vulnerabilidade social € um
tragco marcante nos territorios endémicos, onde hé sérias deficiéncias no acesso a dgua potavel,
ao saneamento bdsico, a moradias seguras e a servigos de satde de qualidade (Yamey; Torreele,
2002; Organization, 2023).

De acordo com estimativas da OMS, cerca de 1,5 bilhao de pessoas em mais de 149
paises sdo atingidas por uma ou mais dessas enfermidades, resultando em aproximadamente 200
mil mortes por ano (Organization, 2023). No entanto, o impacto das DTNs vai além da letalidade:
elas provocam incapacidades fisicas e mentais, sofrimento cronico, estigmatizacao social e sérias
perdas econdmicas, tanto individuais quanto coletivas. Esses efeitos criam um ciclo vicioso, no
qual a pobreza facilita a propagagdo das doengas, e estas, por sua vez, perpetuam a exclusao
social e econdmica das comunidades afetadas.

Embora concentradas em dreas com clima quente e baixa renda — como América
do Sul, Africa Subsaariana, Sudeste Asiatico e partes do Oriente Médio —, as DTNs nao sao
exclusivas do Sul Global. Casos também té€m sido registrados em regides de paises desenvolvidos,
especialmente em dreas marginalizadas, com condi¢des precdrias de habitacdo e saneamento,
ou em comunidades de imigrantes vindos de zonas endémicas (Organization, 2023; Hotez
et al., 2007). No Brasil, doengas como Dengue, Maldria, Leishmaniose e Doenca de Chagas
representam sérios desafios para o sistema publico de saide (Martins-Melo et al., 2018; Lindoso;
Lindoso, 2009).

As DTN s apresentam caracteristicas que contribuem para sua perpetuagdo. Uma delas
€ a sua estreita correlacdo com ambientes marcados pela caréncia de infraestrutura basica —
como auséncia de redes de esgoto, coleta regular de lixo, drenagem pluvial e fornecimento
de agua tratada —, que favorecem a proliferacdo de vetores e microrganismos patogénicos
(Yamey; Torreele, 2002; Organization, 2010). Apesar da gravidade do problema, muitas dessas
enfermidades poderiam ser controladas ou eliminadas por meio de intervencdes relativamente

simples e de baixo custo, como campanhas de vacinag¢do, melhorias nas habitacdes, agcdes
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educativas e programas de controle vetorial.

Entretanto, a persisténcia das doecas negligenciadas se deve nao apenas a fatores estrutu-
rais, mas também a uma conjuntura de negligéncia politica, falta de investimentos e desinteresse
da industria farmacéutica, que tende a priorizar doengas com maior retorno financeiro (Feasey;
Wansbrough-Jones; Mabey; Solomon, 2010; Hotez et al., 2007). Essa falta de incentivo ao de-
senvolvimento de medicamentos e estratégias terapéuticas inovadoras € um dos maiores entraves
enfrentados pelas politicas de enfrentamento as DTNS.

As causas dessas doengas sdo diversas e envolvem diferentes grupos de patdgenos — hel-
mintos, bactérias, virus e protozodrios. No cendrio brasileiro, destacam-se os virus responsaveis
por Dengue, Zika e Chikungunya, e os protozodrios causadores da Leishmaniose e da Doenca de
Chagas. Apesar de apresentarem estruturas bioldgicas variadas, muitos desses microrganismos
compartilham alvos bioquimicos semelhantes, como enzimas essenciais a sua sobrevivéncia e
reproducgdo. A identificacdo e inibi¢ao desses alvos t€m sido uma das principais estratégias na
busca por terapias mais eficazes, especialmente para a Leishmaniose (Andrade ef al., 2019; Islan
et al., 2017; Weng; Chen; Wang, 2018; Ong; Roy; Andrews; Gasser, 2019).

Nesse sentido, frente aos altos custos e a complexidade do desenvolvimento de novos
medicamentos, estratégias alternativas como o reposicionamento de farmacos tém ganhado
destaque. Essa abordagem consiste em redirecionar medicamentos ji aprovados ou em fases
avancadas de desenvolvimento para o tratamento de outras doengas, aproveitando seu perfil
de seguranca previamente estabelecido (Pushpakom et al., 2019). Tal estratégia se mostra
promissora especialmente em contextos de doengas negligenciadas, pois permite acelerar a
chegada de novos tratamentos a populacdo e reduzir os investimentos financeiros envolvidos.
Trabalhos recentes demonstram importantes avancos nessa area, com foco em doencas como a
Leishmaniose (Andrade et al., 2019; Winkler, 2021).

Além disso, o uso de tecnologias computacionais tem revolucionado a pesquisa biomédica.
Técnicas como Virtual Screening permitem realizar triagens virtuais de milhares de compostos
para identificar candidatos com maior potencial de se ligarem a alvos terapéuticos especificos.
Um exemplo de alvo promissor € a enzima bifuncional diidrofolato redutase-timidilato sintase
(DHFR-TS), essencial para a replicacdo do DNA em parasitas tripanossomatideos. Essa enzima
catalisa reacoes criticas para a biossintese de nucleotideos, e sua inibicdo compromete a divisao
celular dos parasitas (Vickers; Beverley, 2011; Gilbert, 2002).

Diferente dos seres humanos, em que as fungdes de DHFR e TS sdo executadas por
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proteinas distintas, os tripanossomatideos expressam essas duas fun¢des em uma tnica enzima,
codificada por um gene unico (Ivanetich; Santi, 1990). Essa peculiaridade estrutural oferece
uma oportunidade para o desenvolvimento de inibidores seletivos que afetem exclusivamente
o parasita, minimizando os efeitos colaterais nos hospedeiros humanos (Vickers; Beverley,
2011; Shamshad; Bakri; Mirza, 2022). Compostos antifolatos como metotrexato, pirimetamina e
trimetoprima ilustram o potencial dessa abordagem (Vickers; Beverley, 2011; Shamshad; Bakri;
Mirza, 2022).

Por fim, ferramentas como modelagem molecular, simula¢gdes de dindmica molecular,
docking e anélise de propriedades farmacocinéticas contribuem para reduzir o tempo e 0s custos
no processo de descoberta de novos farmacos (Andrade et al., 2019; Winkler, 2021). Tais métodos
representam uma convergéncia entre biologia molecular, quimica computacional e inteligéncia
artificial, abrindo novas possibilidades para o combate as DTNs, especialmente em contextos
onde 0s recursos sao escassos € as solugdes precisam ser vidveis e acessiveis.

Este trabalho estd organizado da seguinte forma:

O capitulo 1, apresenta a introdugdo do estudo, destacando a relevancia da pesquisa
no contexto das Doencas Tropicais Negligenciadas, com énfase especial na Leishmaniose
Tegumentar. Também sdo apresentados a justificativa e os objetivos do trabalho, situando a
enzima DHFR-TS como alvo terapé€utico estratégico.

O capitulo 2 desenvolve o referencial teérico, abordando os principais conceitos sobre a
Leishmaniose, incluindo sua etiologia, epidemiologia e terapias disponiveis. Sdo discutidos os
fundamentos bioquimicos da enzima DHFR-TS e os principios das ferramentas computacionais
aplicadas a triagem de farmacos.

No capitulo 3, descreve-se a metodologia empregada, detalhando as técnicas compu-
tacionais utilizadas, como a modelagem por homologia para gerar a estrutura da DHFR-TS,
simula¢des de dindmica molecular para avaliar sua estabilidade, e técnicas de docking molecu-
lar e triagem virtual para identificar potenciais inibidores. Ferramentas como AutoDock Vina,
Amber22, CPPTRAJ, PyYMOL e Discovery Studio foram utilizadas para andlise das interacOes e
dindmica conformacional.

O capitulo 4 apresenta e analisa os resultados obtidos, desde a modelagem da enzima até
a identificacdo dos compostos com maior afinidade. Sdo exploradas suas propriedades quimicas e
interacoes com a DHFR-TS, com base em dados de docking e simulacdes de dindmica molecular.

Por fim, o capitulo 5 redne as consideracdes finais, discutindo os principais achados,



15

suas implicagdes terapéuticas e perspectivas para pesquisas futuras. Também siao abordadas as

limitagdes da metodologia empregada.

1.1 JUSTIFICATIVA

A Leishmaniose Tegumentar, particularmente em sua forma cutinea, representa um sério
desafio de saude publica em diversas regides do mundo, especialmente na América do Sul,
Africa, Asia e Oriente Médio. No Brasil, a situacio é agravada pela circulacdo de diferentes
espécies do parasita, como a Leishmania amazonensis, que contribuem para a persisténcia e
complexidade epidemioldgica da doenca em dreas endémicas. Os impactos da Leishmaniose
vao muito além da esfera clinica: a enfermidade provoca deformidades fisicas, estigmatizacio
social e prejuizos emocionais e econdomicos, afetando de forma desproporcional populacdes em
situacdo de vulnerabilidade.

A auséncia de vacinas profiléticas eficazes, a toxicidade dos medicamentos disponiveis,
a crescente resisténcia parasitdria aos tratamentos convencionais — como 0s antimoniais pen-
tavalentes — e a limitada inovacao farmacolédgica nas ultimas décadas evidenciam um cenério
preocupante. Muitos dos farmacos utilizados apresentam efeitos adversos graves, baixa espe-
cificidade e custo elevado, tornando o tratamento longo, oneroso e, por vezes, ineficaz. Nesse
contexto, a busca por terapias mais seguras, acessiveis e eficazes torna-se uma prioridade urgente,
especialmente em paises endémicos como o Brasil, onde a carga da doenca € alta e os sistemas
de saide enfrentam limitagdes estruturais.

A identificacdo de novos alvos moleculares tem se mostrado uma estratégia promissora
para superar esses entraves. A enzima bifuncional diidrofolato redutase-timidilato sintase (DHFR-
TS) destaca-se como um desses alvos relevantes por sua fungdo essencial na sintese de timidina
e na replicacdo do DNA do parasita. A inibicdo dessa enzima pode comprometer de forma
seletiva o metabolismo dos tripanossomatideos, interrompendo seu ciclo de vida e levando a
morte celular, com reduzido impacto sobre as células humanas.

Aliada a isso, a incorporagdo de ferramentas computacionais ao processo de descoberta
de farmacos tem revolucionado a pesquisa biomédica. Abordagens como a triagem virtual
(Virtual Screening) e a modelagem molecular permitem avaliar, de forma 4gil e precisa, a
interacao entre compostos candidatos e seus alvos terapéuticos, otimizando recursos e acelerando
o desenvolvimento de novos medicamentos. Dentro dessa perspectiva, o reposicionamento de

farmacos — isto €, a redestinacdo de medicamentos ja aprovados ou em fases avancadas de estudo
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para novas indicagdes — emerge como uma alternativa estratégica e vidvel, especialmente em
se tratando de doengas negligenciadas, para as quais o investimento industrial € historicamente
limitado.

Essa abordagem € particularmente relevante para contextos com poucos recursos, onde a
rapidez na implementagdo de solugdes terapéuticas pode representar a diferenca entre o controle
e a expansao da doencga. Considerando ainda o cendrio de mudangas climdticas e o aumento
da mobilidade global, a Leishmaniose tende a ultrapassar suas fronteiras histdricas, com riscos
potenciais de expansdo para regides até entdo nao endémicas, como paises da Europa e da
América do Norte.

Dessa forma, este estudo justifica-se pela urgéncia em desenvolver novas alternativas
terapéuticas para a Leishmaniose Tegumentar, utilizando tecnologias de triagem computacional
e reposicionamento de firmacos como ferramentas centrais. Trata-se de uma proposta alinhada
aos esforcos globais por inovacdo em saude publica, com potencial para oferecer solu¢des mais
eficazes, seguras e acessiveis a populacdo, mitigando os impactos sanitdrios, sociais e econdmicos
da doenca e contribuindo para o enfrentamento das Doencas Tropicais Negligenciadas como um

todo.

1.2 OBJETIVO

Identificar moléculas com potencial acdo bloqueadora da enzima Diidrofolato Redutase
Timidilato Sintase (DHFR-TS) da Leishmania amazonensis utilizando técnicas computacionais

de Virtual Screening, Docking Molecular e Dinamica molecular.
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2 REFERENCIAL TEORICO

O referencial tedrico constitui a conceitual and cientfica base that sustents the investiga-
tion proposed, fornecendo a panorama abrangente sobre os conhecimentos ja estabelecidos. Neste
capitulo, serd abordados os principais conceitos, teorias e evidéncias cientificas relacionadas a
Leishmaniose Tegumentar, com énfase em sua etiologia, epidemiologia e os desafios associados
ao seu tratamento. Além disso, serd tratado sobre os aminodcidos e os quatro niveis de estrutura
das proteinas, com foco na enzima DHFR-TS, que tem se destacado como um alvo promissor no
desenvolvimento de farmacos contra a leishmaniose.

Explora também os mecanismos e ferramentas computacionais utilizadas para avancar
no desenvolvimento de novos medicamentos, com destaque para os softwares empregados
em pesquisas baseadas em simulagdes computacionais, in silico, como modelagem molecular,
dindmica molecular, triagem virtual e docking molecular. Essas abordagens permitem prever
interagOes entre proteinas e ligantes, otimizando a identificagcdo de compostos com potencial
terapéutico. A revisdo desse arcabougo tedrico € fundamental para contextualizar a pesquisa,

justificar sua relevancia e orientar a busca por solu¢des mais eficazes no combate a doenca.

2.1 LEISHMANIOSE

As leishmanioses constituem um grupo de doengas cronicas causadas por protozodrios do
género Leishmania, pertencentes a familia Trypanosomatidae. Esses parasitas sao transmitidos
aos hospedeiros vertebrados, incluindo seres humanos, por meio da picada de fémeas de insetos
flebotomineos (Dostdlovd; Volf, 2012). Essas enfermidades representam um grave problema
de sadde publica global, devido ao alto indice de negligéncia, elevadas taxas de morbidade e
mortalidade, e a complexidade de seu controle (Alvar et al., 2012; Salam; Al-Shagha; Azzi,
2014).

A ocorréncia de surtos epidemioldgicos estd associada a diversos fatores, como migracoes
populacionais, urbanizagao riapida e desordenada, e condi¢des individuais de risco, incluindo
a coinfec¢do com o HIV (Lindoso; Moreira; Cunha; Queiroz, 2018). Além disso, condi¢des
socioecondmicas precdrias e a falta de acesso a servigos basicos de saide aumentam o risco de
contrair a doenga (Okwor; Uzonna, 2016).

As leishmanioses apresentam um amplo espectro de manifestacdes clinicas, que variam
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conforme a espécie de Leishmania infectante e as condi¢des imunoldgicas do hospedeiro (Silva
et al., 2022). Clinicamente, podem ser classificadas em duas formas principais:

Leishmaniose Tegumentar (LT): Causada por espécies como L. major, L. tropica, L. aethi-
opica e L. infantum; L. amazonensis, L. mexicana, L. braziliensis, L. panamensis, L. peruviana e
L. guyanensis.

Leishmaniose Visceral (LV): Também conhecida como Kalazar, € causada principalmente
por espécies do complexo L. donovani, incluindo L. infantum e L. chagasi (Elmahallawy et al.,
2014).

Estima-se que aproximadamente 1 bilhdo de pessoas vivam em dreas de risco para a
transmissao das leishmanioses, com 12 milhdes de individuos diretamente afetados em todo
o mundo (Organization, 2020). A leishmaniose é considerada uma das principais doencas
tropicais negligenciadas (DTNs), sendo a segunda maior causa de mortes por doencas parasitarias,
superada apenas pela maldria, e uma das principais causas de morbidade em regides endémicas
(Alvar et al., 2012). Anualmente, ocorrem entre 50 mil e 90 mil casos de leishmaniose visceral,
com mais de 90% dos casos registrados em pafses como India, Bangladesh, Sudio, Eti6pia e
Brasil (Burza; Croft; Boelaert, 2018). A mortalidade associada a leishmaniose visceral pode
variar entre 5% e 20%, dependendo do acesso a diagndstico e tratamento, especialmente em
regides mais vulnerdveis (Organization, 2020).

A leishmaniose tegumentar, classificada pela Organizacdo Mundial da Saide (OMS),
dentre as trés categorias, de acordo com seu impacto na saude publica e potencial de dissemi-
nacdo, como uma doenca emergente de categoria 1, que € a categoria que representa um risco
significativo a satde global, concentra a maioria dos casos em regides tropicais e subtropicais,
com destaque para o Brasil, Siria, Afeganistdo e paises do Mediterraneo (Organization, 2020). A
forma mucocutanea da doenca, que pode causar lesdes graves e desfigurantes, registra cerca de
20 mil a 30 mil casos anuais, principalmente no Brasil, Peru e Bolivia (Reithinger et al., 2007).

A transmissdo das leishmanioses ocorre predominantemente por meio de insetos fle-
botomineos hemat6fagos da ordem Diptera, familia Psychodidae e subfamilia Phlebotominae.
Cerca de trinta espécies dos géneros Phlebotomus e Lutzomyia sdo vetores da doenca, sendo
encontradas em regides de clima tropical, subtropical e temperado (Guimaraes et al., 2012;
Santos et al., 1998; Singh; Sacks; Sundar, 2014). No Brasil, esses insetos sdo popularmente
conhecidos como mosquito-palha, tatuquira ou birigui (Goto; Lindoso, 2010).

Caes e mamiferos silvestres, como roedores, marsupiais, edentados e primatas, atuam
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como reservatorios dos parasitas. Embora a transmissao vetorial seja a mais comum, outras
formas menos frequentes incluem transfusio de sangue, acidentes ocupacionais !, infeccoes
venéreas e transmissio congénita (Elmahallawy et al., 2014; Owens et al., 2001).

A Leishmania amazonensis (La) € uma das espécies causadora da leishmaniose tegumen-
tar (LT), que afeta principalmente a pele e as mucosas do individuo, levando a tlceras e lesdes
que podem ser desfigurantes. Esta doenca € endémica em vdrias regides tropicais e subtropicais,
com destaque para dreas da América Latina, incluindo o Brasil, onde a Leishmania amazonensis
¢ uma das principais causadoras da forma tegumentar da doenca (Brasil, 2017; Grimaldi; Tesh,
1993).

A leishmaniose tegumentar causada por Leishmania amazonensis ¢ uma doenca que
apresenta diferentes manifestacdes clinicas, variando de lesdes cutaneas simples a formas mais
graves e desfigurantes. A forma mais comum € caracterizada por ulceras de bordas elevadas e
fundo necrosado, frequentemente cronicas na auséncia de tratamento. Essas lesoes, predominan-
tes em dreas expostas como rosto, bracos e pernas, podem causar prurido, dor e, em casos mais
graves, sintomas sist€émicos como febre prolongada, perda de peso e linfadenopatia (Gontijo;
Carvalho, 2003).

Embora mais raras, formas mucocutaneas podem surgir, resultando na destrui¢do das
mucosas das vias respiratdrias superiores, como nariz, boca e faringe, com potencial para causar
deformidades significativas. Casos mais severos podem levar a disseminacgao das lesdes para
outras partes do corpo ou 6rgdos internos, embora isso seja incomum com L. amazonensis
(Silveira; Lainson; Corbett, 2004; Barral et al., 1991).

O diagnéstico € feito por meio de exame clinico e confirmado por técnicas laboratoriais,
como a identificacdo do parasita em bidpsias por microscopia direta, cultura ou Reagdo em
Cadeia da Polimerase (PCR). Testes soroldgicos também podem ser tteis para detectar anticorpos
ou antigenos especificos (Organization, 2020; Brasil, 2017).

O tratamento geralmente envolve o uso de medicamentos antimoniais, cOmo 0 antimoni-
ato de meglumina, administrados por via intramuscular ou intravenosa. Outras op¢des incluem
anfotericina B, miltefosina e terapia combinada, dependendo da gravidade e localizacdo das
lesdes. Em casos selecionados?, terapias tépicas ou fototerapia podem ser eficazes (Sundar;

Chakravarty, 2013; Koff; Rosen, 1994; Amato et al., 2007).

1

Acidentes ocupacionais refere-se a acidentes de trabalho seja por profissionais de laboratério, proficionais da
saude, trabalhadores em 4reas endémicas e manipulagdes de animais

Lesdes leves e localizadas, Pacientes com Contraindicagdes a Tratamentos Sist€émicos, Resisténcia ou Falha ao
Tratamento Convencional e em casos de preferéncia do paciente
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A prevencao da leishmaniose tegumentar baseia-se no controle dos mosquitos flebotomi-
neos, com o uso de repelentes, inseticidas e medidas de protecao individual em dreas endémicas
(Organization, 2020; Brasil, 2017).

Além do impacto fisico, a doenca afeta significativamente a qualidade de vida dos
pacientes. Lesdes visiveis, como as no rosto, frequentemente levam a estigmatizacao, problemas
psicossociais e isolamento social. Cicatrizes e deformidades resultantes também podem gerar
ansiedade, depressdo e incapacidade laboral, contribuindo para um impacto econdmico e social
consideravel (David; Craft, 2009).

No Brasil, a leishmaniose tegumentar causada pela Leishmania amazonensis (La) re-
presenta um desafio de saide publica. A falta de acesso a medidas preventivas, a expansao
das areas endémicas e as dificuldades no diagndstico e tratamento continuam sendo obstaculos
significativos. O tratamento atual da leishmaniose tegumentar baseia-se principalmente no uso
de antimoniais pentavalentes, como o antimoniato de meglumina, e em alternativas como a
anfotericina B e a miltefosina. No entanto, essas terapias apresentam uma série de problemas
que comprometem sua eficicia e acessibilidade. (Brasil, 2017; Koff; Rosen, 1994).

Um dos principais desafios do tratamento da leishmaniose tegumentar € a toxicidade e
os efeitos colaterais associados aos medicamentos. Os antimoniais pentavalentes, por exemplo,
podem causar cardiotoxicidade, hepatotoxicidade e pancreatite, limitando seu uso em pacientes
com comorbidades (Koff; Rosen, 1994; Amato et al., 2007), enquanto a anfotericina B, apesar
de eficaz, pode levar a nefrotoxicidade e reacdes infusionais, exigindo monitoramento rigoroso
(Sundar; Chakravarty, 2013). Além disso, ha relatos de resisténcia do parasita aos antimoniais,
especialmente em regidoes endémicas, comprometendo a eficdcia do tratamento (Croft; Coombs,
2003). A longa duragdo do tratamento (20 a 30 dias) dificulta a adesdo do paciente e aumenta o
risco de abandono (Brasil, 2017), enquanto o acesso limitado a medicamentos e infraestrutura
em dreas remotas agrava o controle da doenca .

Pacientes com formas graves, como as mucocutaneas ou disseminadas, enfrentam desafios
adicionais, pois requerem tratamentos mais agressivos e caros, como a anfotericina B lipossomal,
nem sempre disponivel no sistema publico de saide (Amato et al., 2007). Diante desses desafios,
investir em pesquisas para o desenvolvimento de novas terapias, métodos de diagndstico mais
rapidos e estratégias eficazes de controle vetorial € essencial para reduzir a carga dessa doenca.
A busca por medicamentos menos toxicos, de administracdo mais simples € com menor risco de

resisténcia € uma prioridade para melhorar o manejo da leishmaniose tegumentar no Brasil e em
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outras regides endémicas (Brasil, 2017; Koff; Rosen, 1994).

2.2 AMINOACIDOS E PROTEINAS

As proteinas sdo as moléculas organicas mais abundantes nas células, representando
aproximadamente 50% ou mais de seu peso seco. Estdo presentes em todas as partes de todas as
células, desempenhando fun¢des fundamentais para a l6gica celular. Devido a sua relevancia
tanto qualitativa quanto quantitativa, as proteinas t€ém sido amplamente investigadas, permitindo
avancgos significativos no entendimento de sua sintese e aproveitamento metabdlico (Nelson;
Cox, 2014).

Os o-aminodcidos, que sdo os blocos constituintes de peptideos e proteinas, possuem
uma estrutura comum: um grupo funcional carboxila (-COOH), um grupo amino (-NH») e
um atomo de hidrogénio (-H), todos ligados ao carbono-a conforme ilustrado na figura 1.
Além disso, cada aminodcido possui um grupo-R (cadeia lateral) especifico, também ligado ao
carbono-a, o que confere a esse carbono uma geometria tetraédrica e, na maioria dos casos,
uma configuragio assimétrica® (quiral). A excegdo é a glicina, cujo grupo-R é simplesmente
um atomo de hidrogénio, tornando o carbono-o simétrico. A diversidade dos aminoacidos é
determinada pela natureza quimica do grupo-R, que varia em tamanho, forma, carga e reatividade

(Nelson; Cox, 2014; Berg; Tymoczko; Stryer., 2008).

3

A assimetria (ou quiralidade) na configuracdo dos aminoacidos é conferida pela presenca de quatro grupos
quimicos diferentes ligados ao carbono-a (carbono central).
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Figura 1 — Estrutura geral de um aminodcido: o grupo carboxila (COOH) estd em vermelho, o grupo
amino (NH3) estd em azul, o carbono () estd em cinza, o grupo R estd em roxo e o 4tomo de
hidrogénio (H) em branco.
Fonte:(Nelson; Cox, 2014).

A unido de dois aminodcidos resulta na formagdo de um dipeptideo, enquanto a com-
binagdo de trés aminoécidos origina um tripeptideo, e assim por diante. A medida que varios
aminodcidos se unem, forma-se uma cadeia polipeptidica. Existem 20 aminoécidos conhecidos
(Alanina, Arginina, Aspartato, Asparagina, Cisteina, Fenilalanina, Glicina, Glutamato, Gluta-
mina, Histidina, Isoleucina, Leucina, Lisina, Metionina, Prolina, Serina, Tirosina, Treonina,
Triptofano e Valina), que sdo componentes das moléculas de proteinas, com sua sintese regulada
por processos genéticos que envolvem a replicacdo do DNA e a transcri¢do do RNA (Nelson;
Cox, 2014; Marques, 2014).

Metade dos aminodcidos sao sintetizada pelo organismo para suprir as necessidades
celulares. Aqueles que ndo sdo sintetizados devem ser obtidos por meio da dieta e sdo denomina-
dos aminodcidos essenciais, enquanto os aminodcidos que sao sintetizados pelo organismo sao
classificados como nao essenciais. Em um sistema de ligacao peptidica o primeiro aminoacido
da cadeia peptidica € aquele que possui o grupamento amino-terminal e o ultimo, o que possui
o livre o grupamento carboxila-terminal. O grupamento R sempre ocupa posi¢do oposta ao
préoximo aminodcido na cadeia, devido ao Cabono-o (Ca) ser assimétrico, o que vai contribuir

para a forma tridimensional da proteina como pode ser observado na figura 2.
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Water
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Figura 2 — Ligacdo peptidica ocorre entre o grupamento -COOH de um aminoacido com o grupamento

-NH, de outro.
Fonte:(Nelson; Cox, 2014).

O estudo da composi¢do e da polaridade do grupamento R permite classificar os aminod-
cidos em quatro categorias distintas (ver figura 3):
a) Aminoacidos com grupamento R apolar ou hidrofébico: sio os menos soltveis,

devido a auséncia de grupamentos hidrofilicos no grupamento R. Esses aminoécidos incluem:

Cadeia alifética hidrocarbonada: alanina, leucina, isoleucina, valina e prolina;

Anel aromaético: fenilalanina e triptofano;

¢ Tioéter: metionina;

Hidrogénio: glicina.

A alanina € o aminoacido mais solivel deste grupo, enquanto a prolina, na realidade, é
um iminoécido, cujo grupamento R € um substituinte do amino grupo. A glicina é o aminodcido

mais simples, pois seu grupamento R consiste apenas em um atomo de hidrogénio (apolar), sendo
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também o tinico aminodcido que ndo possui carbono assimétrico. Embora seja geralmente classi-
ficada como apolar, em algumas situacdes € considerada polar, devido a sua certa solubilidade
conferida pelo grupamento funcional.

b) Aminoacidos com grupamento R polar nao-carregado: possuem grupamentos
hidrofilicos na cadeia carbonada que ndo se ionizam, mas conferem maior solubilidade ao

aminodacido. Esses incluem:
e Hidroxila: serina, treonina e tirosina;
* Grupo amida: asparagina e glutamina;
¢ Sulfidrila ou tiol: cisteina.

A cistefna e a tirosina possuem os grupamentos R mais polares, sendo, portanto, os mais
soluveis desta classe. A cisteina frequentemente ocorre nas proteinas na sua forma oxidada, a
cistina, na qual os grupamentos sulfidrila (-SH) estao unidos, formando pontes dissulfeto (S-S),
que sdo ligagdes covalentes importantes para a estabilizacdo da estrutura proteica. A asparagina
e a glutamina sdo amidas do 4cido aspartico e do acido glutamico, respectivamente.

¢) Aminoacidos com grupamento R polar carregado positivamente (basicos): incluem
lisina, arginina e histidina. Todos possuem um grupamento R com seis carbonos, e a carga positiva
estd localizada em um dtomo de nitrogénio no grupamento R.

d) Aminoacidos com grupamento R polar carregado negativamente (acidos): incluem
o0 4cido aspdrtico e o 4cido glutamico, que sdo frequentemente denominados aspartato e glutamato,
respectivamente, devido a sua ionizagdo em pH fisiolégico. Nesse processo, os aminoacidos

adquirem carga negativa no grupamento carboxila (-COQO-).
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Figura 3 — Apresentac@o dos 20 aminoécidos naturais que compde as proteinas e classificagdes conforme

suas propriedades quimicas.
Fonte: Adptado de (InfoEscola, 2020)

2.2.1 Estrutura das Proteinas

A flexibilidade das proteinas é proporcionada pela caracteristica anfétera dos aminoécidos
e pela modificacdo da carga do grupamento R, o que resulta em uma conformacdo estrutural
diversificada e variada interacdo entre os aminodcidos. O (Ca), por ser assimétrico e ligado a
quatro grupos diferentes, permite rotacdo livre em seu eixo, conferindo versatilidade a proteina e
tornando sua estrutura tridimensional essencial para sua fun¢do. No entanto, essa flexibilidade é
limitada por intera¢des quimicas entre as cadeias peptidicas e os grupamentos R.

A complexidade da estrutura molecular das proteinas € geralmente dividida em niveis
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organizacionais:

1. Estrutura Primaria: Refere-se a sequéncia linear de aminoacidos determinada pela
sequéncia de nucleotideos do DNA. A ordem dos aminoécidos, do N-terminal* ao C-terminal 5, é
crucial para a funcdo da proteina, como exemplificado pela substitui¢do de valina por glutamato
na hemoglobina, que causa anemia falciforme.

2. Estrutura Secundaria: Descreve a conformacio da cadeia polipeptidica, podendo
assumir formas como a a-hélice ou a folha-f3 pregueada, estabilizadas por pontes de hidrogénio
entre os dtomos de oxigénio e hidrogénio dos aminodcidos. Proteinas podem conter ambos os
tipos de organizacdo secundadria.

3. Estrutura Terciaria: Relaciona-se a conformacao tridimensional estavel da proteina,
determinada por intera¢des quimicas, como ligacdes covalentes, pontes de hidrogénio, interacdes
eletrostaticas e forcas de van der Waals. Essas interagdes estabilizam a estrutura enovelada da
proteina.

4. Estrutura Quaternaria: Aplica-se a proteinas oligoméricas, compostas por varias
cadeias polipeptidicas, cujas interacdes ndo covalentes entre as cadeias sdo essenciais para a
func¢ao bioldgica. A hemoglobina € um exemplo de proteina com estrutura quaternaria.

Esses niveis de organizacao podem ser visualizados de forma esquematica na figura 4,
que ilustra como cada nivel contribui para a formac¢ado da estrutura final da proteina.

Primary
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Pro structure
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Figura 4 — Exemplo das estruturas que compde uma proteina
Fonte:(Nelson; Cox, 2014).

E a extremidade da cadeia peptidica que possui o grupo amino livre (-NH»).

5> E aextremidade da cadeia peptidica que possui o grupo carboxila livre (-COOH)
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2.2.2 Algumas fungoes Bioldgias das Proteinas

As proteinas desempenham uma variedade de fungdes bioldgicas essenciais nos organis-
mos vivos. Atuam como catalisadores bioldgicos, enzimas que aceleram rea¢des quimicas, como
€ o caso da ribonuclease, que quebra moléculas de RNA, e da tripsina, que digere proteinas. No
transporte de moléculas, destacam-se a hemoglobina, que transporta oxigénio dos pulmdes para
os tecidos, e a mioglobina, que armazena oxigénio nos musculos e o libera para as mitocon-
drias conforme necessdrio. Além disso, as proteinas também possuem um papel nutritivo e de
reserva energética, como a gliadina, presente nas sementes de trigo, que auxilia na germinacdo; a
zeina, encontrada no milho; e a ovoalbumina, proteina da clara do ovo que serve como fonte de
nutrientes para o embrido.

As proteinas contrateis, como a actina e a miosina, desempenham fun¢des de movimento,
sendo fundamentais para a contracdo muscular, enquanto as dineinas atuam em movimentagdes
intracelulares. Estruturalmente, conferem forma e sustentacdo aos tecidos, como € o caso do
coldgeno e da elastina nos tecidos conjuntivos e das o e B-queratinas em cabelos, unhas e penas.
Além disso, transportam elétrons no metabolismo celular, como os citocromos, que transferem
elétrons das coenzimas NADH (nicotinamida adenina dinucleotideo reduzido) e FADH?2 (flavina
adenina dinucleotideo reduzido) para o oxigénio na cadeia respiratoria.

Na defesa dos organismos, as proteinas atuam contra patégenos e predadores. Por exem-
plo, as toxinas de serpentes imobilizam ou matam presas e predadores, enquanto a ricina, presente
nas sementes de mamona, protege a planta contra herbivoros. Ja os anticorpos, produzidos pelos
linfécitos B, defendem o organismo contra antigenos como bactérias e virus.

Por fim, as proteinas reguladoras sdo fundamentais no controle metabdlico. A insulina,
por exemplo, € um hormonio proteico que regula os niveis de glicose no sangue. Quando esses
niveis estdo elevados, a insulina é secretada pelas células B do pancreas, facilitando a entrada da
glicose nas células e seu armazenamento como glicogénio. Assim, as proteinas desempenham

papéis indispensdveis para a manuten¢ao e o funcionamento dos organismos vivos.

2.3 DIHIDROFOLATO REDUTASE - TIMIDILATO SINTASE

As enzimas dihidrofolato redutase (DHFR) e timidilato sintase (TS) desempenham
papéis criticos no metabolismo intermedidrio, sendo essenciais para a sintese de nucleotideos
e, consequentemente, para a replicagcdo do DNA. Devido a esta funcionalidade, essas enzimas

sdo alvos importantes para a quimioterapia. Firmacos como o metotrexato, que inibe a DHFR,



28

e os metabolitos do 5-fluorouracil, que inibem a TS, s@o amplamente utilizados no tratamento
de tumores humanos (Chabner; Roberts, 2005; Blakley, 1995). Além disso, antifolatos como o
trimetoprim e a pirimetamina sdo empregados no tratamento de infec¢des causadas por patégenos,
como bactérias e parasitas (Schweitzer; Dicker; Bertino, 1990; Field; Stover, 2018).

Na maioria dos organismos, a DHFR e a TS existem como entidades moleculares separa-
das. A DHFR € geralmente um mondmero de aproximadamente 20 kDa, enquanto a TS € um
dimero composto por subunidades de 35 kDa (Carreras; Santi, 1995). No entanto, na Leishmania
€ outros protistas, essas enzimas sio fundidas em um complexo bifuncional DHFR-TS, formado
por um homodimero de uma cadeia polipeptidica que varia entre 54 e 100 kDa (Nare; Luba;
Hardy; Beverley, 1997; Knighton et al., 1994). Essa organizac¢do unica confere ao complexo
propriedades bioquimicas distintas, como a canalizacdo metabdlica, que aumenta a eficiéncia da
reacdo ao direcionar o substrato diretamente de uma atividade enzimaética para outra (Stroud;
Finer-Moore, 2003). Além disso, o complexo DHFR-TS exibe ligacdo dispar a inibidores como
o metotrexato e 0 2’-desoxi-5-fluorouridina monofosfato (5-FAUMP) (Knighton et al., 1994;
Stroud; Finer-Moore, 2003).

Estudos moleculares e bioquimicos detalhados tém revelado caracteristicas tunicas do
complexo DHFR-TS em Leishmania, que podem ser exploradas para o desenvolvimento de
agentes terapéuticos seletivos. Por exemplo, a pirimetamina, um inibidor da DHFR do Plas-
modium, demonstra a viabilidade de inibir seletivamente enzimas de patégenos sem afetar as
enzimas humanas (Field; Stover, 2018). Portanto, a compreensao das propriedades estruturais
e funcionais do complexo DHFR-TS em Leishmania pode levar ao desenvolvimento de novos

farmacos antileishmania mais eficazes e especificos.

2.3.1 Papel da DHFR no Metabolismo do Folato e Sintese de Timidina

A dihidrofolato redutase (DHFR) é uma enzima chave no metabolismo do folato, essencial
para a producdo de timidina, um dos componentes do DNA (Blakley, 1995; Carreras; Santi,
1995). Sua funcao principal € reduzir o diidrofolato (DHF) a tetraidrofolato (THF), utilizando
o cofator NADPH como doador de elétrons (figura 5). Apds essa redugdo, o THF € convertido
em metileno-THF, que atua como doador de grupos metil na reacdo catalisada pela timidilato
sintase (TS). Nessa reacdo, o monofosfato de desoxiuridina (dUMP) é metilado para formar
monofosfato de timidina (TMP), um precursor essencial para a sintese de DNA. Durante esse

processo, o metileno-THF é oxidado de volta a DHF, reiniciando o ciclo (Figura 5).
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Figura 5 — Reacdes realizadas pela DHFR-TS.

A inibicdo da DHFR interrompe a sintese de timidina, impedindo a replicacdo do DNA e
levando a morte celular. Além disso, a inibicdo da DHFR resulta no acimulo de dUMP, que é
convertido em trifosfato de desoxiuridina (dUTP). Altos niveis de dUTP levam a incorporagao
incorreta de uracila no DNA, sobrecarregando os mecanismos de reparo celular, como a enzima
uracila-DNA-glicosilase. Esse acimulo de uracila no DNA causa danos gendmicos irreparaveis,

culminando em morte celular (Field; Stover, 2018).

2.4 MODELAGEM E INTERACOES BIOMOLECULARES

Recursos computacionais que descrevem as propriedades de um processo natural sdo
denominados métodos in silico. Esses métodos utilizam simulagdes como suporte, empregando
técnicas computacionais para modelar sistemas bioldgicos. Tal abordagem favorece o estudo de

moléculas e contribui para o aumento de candidatos potenciais a novos farmacos.



30

2.4.1 Modelagem por Homologia

A modelagem por homologia ¢ um método amplamente utilizado para construir modelos
estruturais tridimensionais (3D) de uma proteina-alvo a partir de uma estrutura previamente
determinada e semelhante. Esse procedimento é bem documentado na literatura e baseia-se no
principio de que a conformacao estrutural de proteinas € conservada dentro de uma mesma familia
ao longo do processo evolutivo. Pequenas variacdes na sequéncia de aminodcidos geralmente
resultam em alteracdes sutis na estrutura tridimensional, o que permite a aplicacdo desse método
com confianga (Bareiro, 2013).

Na pratica, a modelagem por homologia envolve a constru¢do de um modelo 3D de
uma sequéncia-alvo com base em uma proteina homoéloga cuja estrutura tenha sido determinada
experimentalmente. O método se fundamenta na probabilidade de que proteinas com sequéncias
similares possuam estruturas tridimensionais semelhantes (Rocha, 2011). Quando uma sequéncia
homodloga com estrutura resolvida estd disponivel, a modelagem comparativa ou por homologia
torna-se o método preferencial para a predi¢do da estrutura da proteina-alvo (Rocha, 2011).

O processo de modelagem por homologia pode ser resumido nas seguintes etapas:

1. Identificar proteinas homdélogas com estruturas conhecidas;
2. Selecionar o melhor modelo ou um conjunto de modelos candidatos;
3. Melhorar o alinhamento de sequéncias multiplas (ASM) entre as proteinas envolvidas;

4. Construir o modelo de homologia, ajustando inser¢des e delecdes de residuos de amino4ci-

dos;

5. Validar® o modelo gerado para garantir sua qualidade e precisdo (Rakesh; Joseph; Bhaskara;

Srinivasan, 2016).

Na modelagem por homologia, dois conceitos sdo fundamentais: a identidade sequencial
e o recobrimento. A identidade sequencial refere-se a porcentagem de residuos de aminodcidos
idénticos entre a proteina-alvo e a proteina de referéncia, enquanto o recobrimento descreve a
extensdo em que a proteina-alvo se sobrepde 2 estrutura da proteina de referéncia. E importante
destacar que baixos valores de identidade e recobrimento podem resultar em modelos de baixa

qualidade, distantes da conformacdo natural da proteina. Para garantir a confiabilidade do modelo,

6 Valida por meio de: Anélise de Qualidade Global, verificagio de estereoquimica, comparacio com o modelo de

referéncia, andlise de interagdes Moleculares entre outros (Rakesh; Joseph; Bhaskara; Srinivasan, 2016).
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recomenda-se que a identidade sequencial entre a proteina-alvo e a proteina-molde seja de, no

minimo, 30% (Nayeem; Sitkoff; Krystek, 2006).

2.4.2 Dinamica Molecular - DM

A dinamica molecular (DM) é uma técnica de simula¢do computacional utilizada para
estudar o movimento de particulas em sistemas complexos. Baseada nas leis de Newton, a DM
modela sistemas em nivel atdmico ou molecular, permitindo a representacdo de sélidos, liquidos
e gases (Costa, 2015; Silva, 2012). Essa abordagem tem se destacado como uma ferramenta eficaz
para investigar a estrutura de proteinas, sua flexibilidade conformacional, interagdes moleculares,
padrdes de solvatacdo e propriedades de superficie, aspectos que nao podem ser observados
diretamente em estruturas cristalinas (Silva, 2012).

Em esséncia, a DM descreve a variagdo do comportamento molecular ao longo do tempo,
gerando uma trajetdria continua. Essa trajetdria reflete propriedades especificas da molécula
em estudo, como a formagdo de estruturas secunddrias, a orientacdo de cadeias laterais, a
conformacdo de alcas e a energia de interagdo entre moléculas. A ideia central € que essas
propriedades ndo sdo estdticas, mas dindmicas, podendo variar em solucdes bioldgicas (Verli,
2014).

A visdo de uma proteina em seu estado nativo como uma molécula completamente rigida
€ equivocada. Nesse estado, as proteinas apresentam movimentos internos que podem estar
diretamente relacionados a sua fun¢do bioldgica (Costa, 2015). A DM permite capturar essa
flexibilidade molecular, fornecendo modelos mais préximos da realidade biolégica.

A dinamica molecular (DM) € uma das principais ferramentas para o estudo tedrico de
moléculas bioldgicas, fornecendo informagdes detalhadas sobre como as proteinas se movem
e mudam de forma em condic¢des fisioldgicas. Por meio de simulacdes computacionais, a DM
permite observar as flutuacdes conformacionais da proteina, ou seja, como sua estrutura tridimen-
sional varia ao longo do tempo. Além disso, ela ajuda a identificar as diferentes configuragdes
energéticas que a proteina pode adotar. Essas configuracdes incluem desde estados de menor
energia (mais estaveis) até conformacdes de maior energia (menos estaveis), que a proteina pode
assumir temporariamente durante sua dinamica. A DM também mostra como a proteina flutua
em torno dos estados de menor energia, revelando sua flexibilidade e adaptabilidade em um
ambiente bioldgico realista (Costa, 2015).

Uma das grandes vantagens da DM € sua capacidade de modelar diversos sistemas
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biomoleculares, como proteinas, membranas e seus complexos, descrevendo o ambiente solvente
de forma explicita ou implicita (incluindo dgua e ions). Isso é possivel gracas a métodos
integradores estdveis que resolvem equacdes de movimento, fornecendo ferramentas para analisar
trajetdrias e exportar resultados em formatos compativeis com softwares de visualizagdo e andlise
de dados.

Neste estudo, a dinAmica molecular foi aplicada com base nos principios da mecanica
classica, conforme descrito pela equacdo F = ‘fi—f, onde F' € a forca atuando sobre cada particula
do sistema, p = m-v € o momento linear (quantidade de movimento), m é a massa da particula,
v € sua velocidade e t € o tempo. A partir do campo de forca definido, as forcas que atuam sobre

cada dtomo sdo calculadas como o gradiente negativo da energia potencial (U) em relacdo as

suas posicoes (r;):

F,=—-V,U(r,r,...,rn), (1)

onde F; € a for¢a sobre o atomo i, Vy, € o operador gradiente em relacdo a posi¢dor;, e U € a
energia potencial do sistema, que depende das posicoes de todos os N dtomos. A equagdo que
determina a acelera¢do de uma particula é:

dzl‘i . Fi (2)
dr? B m,"

onde r; é a posicdo da particula i, m; é sua massa e F; é a forca resultante sobre ela.

Integrando as equacdes de movimento, obt€ém-se as velocidades (v;), cuja integracao
subsequente fornece as novas posicdes dos dtomos. Com essas novas posicoes e velocidades,
calcula-se a energia potencial (U) e a energia cinética(K) do sistema. A repeticdo desse procedi-
mento ao longo do tempo gera a trajetoria, definida como o conjunto de posicoes e velocidades
de cada particula em diferentes instantes.

O processo de simulagdo por DM pode ser dividido nas seguintes etapas:

1. Preparacgao do sistema: Envolve a selecao da amostra e a geragao da configuracao inicial
das moléculas, garantindo que a estrutura esteja adequadamente ajustada para o inicio da

simulacao.

2. Minimizacao de energia: Nesta etapa, sdo calculadas as forgas exercidas sobre cada
particula com base nas interacdes intermoleculares. O objetivo € relaxar a estrutura,

conduzindo-a a uma conformacdo de menor energia e maior estabilidade.
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3. Aquecimento e equilibrag¢do: Inclui o aquecimento isovolumétrico da amostra, o transporte
de particulas e o estabelecimento do equilibrio termodinamico. Essa etapa garante que o

sistema atinja condi¢des adequadas antes da simulacdo principal.

4. Simulacdo: Realiza-se a simulacao sob condi¢des especificas de ensembles (conjuntos de
parametros termodinamicos), com controle das propriedades do sistema e armazenamento

das configuragdes obtidas durante as trajetorias moleculares.

5. Andlise dos resultados: Consiste na interpretacdo detalhada dos dados gerados pelas
trajetérias atdmicas, permitindo a obtengdo de informagdes sobre as propriedades do

sistema e seus comportamentos dinamicos.

A andlise e interpretacdo dos resultados obtidos por meio da dindmica molecular (DM)
representam um dos maiores desafios nesse campo de estudo. Para garantir a eficicia do processo,
€ essencial dispor de informacdes prévias sobre o sistema em andlise, as quais orientam o
planejamento, a execucdo e a validacao da simulagdo. O tipo de andlise aplicado estd diretamente
relacionado a natureza do problema investigado, exigendo a selecao de métodos adequados para
extrair insights relevantes.

Dentre as diversas ferramentas de andlise possiveis, destacam-se as seguintes:

* Root Mean Square Deviation (RMSD): Mede o desvio médio quadrético entre a estrutura
da proteina ao longo da simulac@o e uma estrutura de referéncia. Essa métrica quantifica o
quanto a conformagdo da proteina se desvia da referéncia ao longo do tempo, fornecendo

uma visdo geral da estabilidade estrutural.

* Root Mean Square Fluctuation (RMSF): Descreve as flutuagdes médias na posi¢ao
de dtomos ou residuos ao longo da simulacdo. Essa andlise € particularmente ttil para
identificar regides da proteina com maior flexibilidade, como alcas ou terminais, que

podem estar envolvidas em processos funcionais.

* Raio de Giro (RG): Avalia a compactacdo da estrutura proteica durante a simulagdo. Um
aumento ou diminui¢@o no raio de giro pode indicar expansdo ou contragdo da molécula,

respectivamente, fornecendo insights sobre mudancas conformacionais significativas.

« Area de Superficie Acessivel ao Solvente (SASA): Mede a drea da superficie da proteina

exposta ao solvente. Essa métrica € crucial para entender a acessibilidade de regides
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especificas da molécula ao meio externo, o que pode influenciar interacdes moleculares e

processos de ligagao.

* Cluster: Agrupa conformacdes semelhantes utilizando algoritmos de classificagdo baseados
em critérios de similaridade. Essa abordagem permite identificar padrdes conformacionais
recorrentes ao longo da simulagdo, facilitando a andlise de estados intermedidrios ou

transicoes entre conformacoes.

Essas andlises, quando combinadas, fornecem uma visdo abrangente do comportamento
dinamico da proteina, permitindo a identificacao de caracteristicas estruturais e funcionais que
ndo seriam acessiveis por meio de técnicas estaticas, como a cristalografia de raios-X. A escolha
das métricas adequadas depende dos objetivos do estudo, mas todas contribuem para uma

interpretacdo mais robusta e detalhada dos resultados da DM.

2.4.3 Docking Molecular

O Docking Molecular é uma simulacdo computacional amplamente utilizada para prever
as diferentes forcas intermoleculares e as afinidades de pequenas moléculas em relagdo ao sitio
de ligacdo de um complexo receptor/ligante. Essa técnica, classificada como uma simulagdo de
acoplamento molecular, tem como objetivo prever a orientacdo e a conformac¢ao mais estavel de
um ligante ao se ligar a um receptor. O receptor, geralmente, € uma proteina ou uma molécula de
acido nucleico, enquanto o ligante pode ser uma pequena molécula ou outra proteina.

Durante o processo de docking, sdo realizados célculos que envolvem a avaliacdo da ener-
gia de interagdo entre o ligante e o receptor. Essa energia € calculada considerando forcas como
ligacGes de hidrogénio, interagdes eletrostaticas, for¢as de van der Waals e efeitos hidrofébicos.

A energia total de interacao (Ey,1) pode ser expressa pela equacgao:

Eotal = Evaw + Eeletrostatica + Ehidrofébica + Eligagf)es de H» (3)

onde E,gw representa a energia das interacdes de van der Waals, Eeletrostatica € @ €ner-
gia das interagdes eletrostaticas, Enigrofsbica © @ €nergia associada as interacdes hidrofébicas e
Eligacses de H € a energia das ligagdes de hidrogénio.

Além disso, o docking realiza uma exploracdo conformacional, na qual diferentes ori-
entacdes e conformagdes do ligante no sitio de ligacdo do receptor sdo testadas, buscando a

configuracdo que minimize a energia de interacio. Essa exploracdo € feita por meio de métodos
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como a usca estocdstica (por exemplo, algoritmos genéticos) ou métodos baseados em gradiente,

que minimizam a energia usando derivadas da energia total em relagao as coordenadas do ligante:

aEtotall
or ’

onde r representa as coordenadas do ligante.

VEtotal =

4)

Outro aspecto crucial do docking é a predi¢ao da afinidade de ligacdo, que € expressa em
termos de energia livre de ligagdo (AG). Essa energia livre indica quao fortemente o ligante se

liga ao receptor e € calculada usando funcdes de pontuacao (scoring functions), como:

AG = AGyaw + AGeleyostitica + AGhidrofsbica AGf:ntrc’)pica (@)

onde AGepgopica T€Presenta a contribuigio entrépica para a ligagao.

Esse processo detalha o reconhecimento molecular envolvido nas interagdes entre as
moléculas, fornecendo insights valiosos para o desenvolvimento de farmacos, a compreensao de
mecanismos biologicos e a identificagcdo de alvos terapéuticos (Verli, 2014).

A técnica de ancoragem molecular tem sido amplamente empregada devido a sua ca-
pacidade de identificar os ligantes de maior afinidade para o sitio de ligacao. Ela avalia todas
as possiveis combinagdes utilizando algoritmos de busca baseados na estrutura tridimensional
do alvo, em conjunto com bancos de dados de compostos promissores disponiveis. Além disso,
essa abordagem oferece uma alternativa eficaz para a reducao de custos em procedimentos de

estimativa da atividade bioldgica (Domingues, ).

2.4.4 Virtual Screening - VS

A Triagem Virtual (VS, do inglés Virtual Screening) é uma das principais abordagens in
silico para a identificacdo de novos compostos com atividade bioldgica. Trata-se de uma técnica
computacional utilizada para identificar estruturas com maior probabilidade de se ligarem a um
alvo, normalmente um receptor de proteina ou enzima. Neste processo, sdo empregados grandes
bancos de compostos quimicos virtuais, derivados de fontes naturais ou compostos organicos
disponiveis por meio de portais online, como o ZINC database, DrugBank, PubChem (Verli,
2014).

O método de Triagem Virtual, voltado para a previsdo de atividades bioldgicas, baseia-se

em duas abordagens principais:
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1. Estrutura do receptor biolégico 3D (SBVS, do inglés Structure-Based Virtual Screening):
Nessa abordagem, o receptor € o alvo, e busca-se identificar ligantes compativeis com o

local de ligagdo (complexo).

2. Estrutura de ligantes bioativos (LBVS, do inglés Ligand-Based Virtual Screening): Aqui,

o ligante € o alvo, e busca-se identificar os melhores receptores para a interagao.

Na abordagem SBVS, o foco € a identificagdo de ligantes que se ajustem adequadamente
ao sitio ativo do receptor, enquanto na LBVS, o ligante € a chave para encontrar os receptores com
melhor interacdo (Domingues, ). O método utilizado neste estudo € baseado na técnica receptor-
ligante, que se fundamenta nas caracteristicas fisico-quimicas (quimicas, eletronicas e estruturais)
entre o ligante e o sitio ativo da proteina. Esta técnica utiliza dados tridimensionais de alvos
terapéuticos. A LBVS possibilita a descoberta de novos ligantes com maior variedade estrutural,
que podem ser validados experimentalmente ou representados por um modelo construido a partir

de proteinas homdlogas com alta identidade (Ferreira; Glaucius; Andricopulo, 2011).

2.4.5 Interacdo Proteina-ligante

Em 1894, Emil Fischer realizou estudos sobre a especificidade de enzimas e prop0os a
ideia de que enzimas eram estruturalmente complementares a seus substratos, encaixando-se de
forma especifica como uma chave em uma fechadura (Fischer, 1894). Essa analogia, conhecida
como modelo chave-fechadura, também € aplicada para descrever interagdes entre farmacos
e seus receptores. No entanto, o modelo chave-fechadura sugere que proteinas e ligantes sao
entidades rigidas, o que ndo reflete a realidade da flexibilidade molecular. Tanto proteinas quanto
ligantes podem adotar diversas conformacdes durante a interacdo, um fendmeno que o modelo
cldssico ndo considera.

Uma das teorias que explica essa flexibilidade € a teoria do encaixe induzido, proposta
por Koshland em 1958. Essa teoria sugere que, durante a interacdo, o receptor bioldgico pode se
ajustar para reconhecer diversas conformacdes do ligante dentro do sitio de ligacdo, resultando em
um ajuste mutuo entre as moléculas (Koshland, 1958). Essa ideia foi posteriormente corroborada
por estudos que demonstraram a importancia da flexibilidade molecular no reconhecimento e na
ligacdo de ligantes a proteinas.

As estruturas tridimensionais das proteinas geralmente requerem uma avaliagdo e pre-

paracdo adequadas antes de serem utilizadas em estudos de interacdo. Esse processo inclui a
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andlise da qualidade estrutural, a adi¢do de 4tomos de hidrogénio, a inclusd@ao ou remoc¢ao de
moléculas de dgua, bem como a adicao de cofatores e moléculas de acucares (Berman et al.,
2000). Apos essa etapa, € possivel realizar a ancoragem molecular de todos os ligantes presentes
no banco de dados a serem testados, ao invés de se limitar a uma Unica molécula. Ao considerar
a flexibilidade do receptor, € possivel incluir outras conformagdes relevantes, levando em conta
diferentes modos da proteina e resultando em diversas cavidades (pontos de interacao). Isso
implica em um ndmero significativamente maior de testes com os compostos do banco de ligantes
a serem avaliados durante a triagem (Gordon et al., 2005).

Ligantes e proteinas que apresentam alta afinidade entre si geralmente exibem as seguintes

caracteristicas (Verli, 2014):

1. Alto nivel de complementaridade estérica: A proteina e o ligante possuem uma alta
porcentagem de suas superficies de contato molecular, definidas pelos raios de Van der

Waals atdmicos, em contato proximo;

2. Alta compatibilidade entre o ligante e a proteina € crucial para uma interacao eficiente.
Essa compatibilidade pode ser eletrostatica, quando grupos polares ou carregados do
ligante interagem com &reas de carga oposta na proteina, ou hidrofébica, onde regides
apolares do ligante se ligam a dreas hidrofébicas da proteina, evitando a dgua. Juntas, essas

interacdes garantem um encaixe preciso e estavel no sitio de ligacdo.;

3. Conformagdo energeticamente favoravel do ligante: O ligante geralmente se liga em uma

conformac¢do que minimiza a energia do sistema;

4. Minimizacdo de interacdes repulsivas: As interagcdes repulsivas entre ligante e proteina sao

minimizadas, favorecendo a estabilidade do complexo.

Os principais tipos de interacdes intermoleculares envolvidas no reconhecimento molecu-

lar proteina-ligante incluem (Verli, 2014):
1. Ligacdes de hidrogénio;
2. Interagdes de Van der Waals;
3. Interacdes i0Onicas;

4. InteracOes hidrofébicas;
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5. Interagdes do tipo cations-T;
6. Interacdes envolvendo anéis aromaticos do tipo T — Tt e empilhamento T7;

7. Coordenacdo com fons metélicos.

2.4.6 Ferramentas computacionais utilizadas

Exitem sistemas integrados de diversas ferramentas computacionais voltadas para a
andlise de bancos de dados, como o DrugBank e o Zinc Database, que armazenam informacoes
detalhadas sobre as intera¢des funcionais de macromoléculas. A utilizacdo dessas ferramentas
aumenta significativamente a eficiéncia no processo de descoberta, podendo reduzir em até 50%
os custos e o tempo de pesquisa (Souza, 2012). Entre os softwares empregados neste trabalho,
destacam-se:

UniProt (Universal Protein): Um banco de dados gratuito, de alta qualidade e abrangente,
que fornece informagdes sobre sequéncias de proteinas e suas fun¢des. Muitas das entradas
sdo derivadas de projetos de sequenciamento de genomas e incluem dados sobre as fungdes
bioldgicas das proteinas, obtidos da literatura cientifica (Strandmark ez al., 2017).

Swiss-Model: Um servidor web dedicado a modelagem por homologia de estruturas e
complexos de proteinas 3D (Waterhouse et al., 2018).

AMBER: Um pacote de programas utilizado para aplicacdes de mecéanica molecular,
andlise de modos normais, dindmica molecular e célculos de energia livre, permitindo a simulagao
de propriedades estruturais e energéticas de moléculas. Neste estudo, foi utilizada a versao 22
deste software (Pearlman et al., 1995).

PyMOL: Um software que oferece ferramentas para a geracdo de imagens 3D de alta
qualidade de moléculas e macromoléculas bioldgicas, como proteinas, além de possibilitar
a visualizagdo e o alinhamento molecular. Até 2009, aproximadamente 25% das imagens de
estruturas de proteinas 3D publicadas na literatura cientifica foram produzidas com o PyMOL
(Delano, 2002).

AutoDockTools: E um programa especializado em modelagem de docking, focado na

interagdo de ligantes com sitios receptores de macromoléculas, como proteinas. Ele explora

7 E uma interacdo T — Tt em que anéis aromdticos se posicionam perpendicularmente ou em 4ngulo, formando

um "T". Acontece quando um 4tomo ou borda de um anel se aproxima do centro do outro, onde a densidade
eletronica 7 é maior. Embora mais fraco que o empilhamento 7 — 7 paralelo, ele estabiliza complexos, como as
bases nitrogenadas do DNA.
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o espaco conformacional dos ligantes ao redor da proteina, prevendo as conformacdes mais
provéaveis e calculando rapidamente as energias de interacdo. Essa ferramenta é amplamente
utilizada em dreas como descoberta de medicamentos, verificacdo de encaixe molecular e triagem
virtual (Cosconati et al., 2010; Morris et al., 2009).

AutoDockVina: Software que investiga os modos de interacdo de ligantes, otimizando a
energia dentro do sitio ativo da enzima. Diferente do AutoDockTools, o AutoDockVina emprega
uma funcdo de pontuagdo que considera contribui¢cdes de energia intra e intermolecular dos
compostos, utilizando arquivos no formato PDBQT (Trott; Olson, 2010). Além disso, ele aplica o
algoritmo de Broyden-Fletcher-Goldfarb-Shanno (BFGS), um método de otimizacao que utiliza
tanto a fungdo de pontuagdo quanto suas derivadas em relagdo a pardmetros como posi¢ao,
orientacdo do ligante e valores das tor¢des das ligacoes (Trott; Olson, 2010). Essa abordagem
torna o AutoDockVina mais eficiente e preciso na previsao de intera¢des moleculares.

Discover Studio: E um pacote abrangente para andlise ¢ modelagem de estruturas mole-
culares, sequéncias e outros dados relevantes para pesquisadores. Desenvolvido pela Dassault
Systemes BIOVIA (anteriormente Accelrys), ¢ amplamente utilizado em pesquisa cientifica e
oferece diversas ferramentas para visualizacdo, edi¢ao e andlise de dados (Discovery, 2021).

DrugBank (DB): E um banco de dados in silico que fornece uma plataforma de pesquisa
detalhada sobre farmacos, integrando informacdes sobre sequéncias, estruturas € mecanismos
de ac@o das moléculas, incluindo farmacos biotecnoldgicos. Desde seu langamento em 2006,
tem sido amplamente utilizado em aplicacdes como a descoberta de medicamentos in silico
(Wishart et al., 2008). O DrugBank oferece ferramentas para visualizacdo, classifica¢do, pesquisa
e extracdo de dados, além de uma lista especifica de alvos de farmacos. Os compostos sao
classificados em grupos, e cada um recebe um nimero de acesso no formato DBXXXX, onde
"DB"representa DrugBank e "XXXX"corresponde a numeracao atribuida conforme a ordem de

entrada do composto.
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3 METODOLOGIA

Este capitulo descreve as metodologias computacionais utilizadas para modelar, simular
e analisar a proteina DHFR-TS da La. A estrutura foi gerada por modelagem por homologia,
utilizando a sequéncia do UniProt e um molde homdlogo, seguida de validagcdo e simulagdes
de dindmica molecular para avaliar a estabilidade. Em seguida, realizou-se docking molecular
e triagem virtual com o AutoDock Vina e compostos do DrugBank para identificar potenciais
inibidores. Por fim, as interagdes e dindmica conformacional foram analisadas com ferramentas

como Amber22, CPPTRAIJ, PyMOL e Discovery Studio.

3.1 MODELAGEM POR HOMOLOGIA

A estrutura tridimensional da proteina La-DHFR-TS foi gerada por modelagem por
homologia, uma vez que sua estrutura experimental nao esta disponivel no banco de dados PDB.
Para isso, a sequéncia priméria da proteina foi obtida na base de dados UniProt (ID: P16126) e
utilizada como entrada no servidor Swiss-Model.

Como molde para a modelagem, foi selecionada a estrutura cristalografica da DHFR-TS
de Trypanosoma cruzi (PDB ID: 3IMR), devido a alta identidade de sequéncia (69,22%). O
processo de modelagem seguiu os parametros padrao do Swiss-Model, garantindo a geragdo de
um modelo estrutural baseado no alinhamento da sequéncia-alvo com a sequéncia do molde.

A qualidade do modelo foi avaliada inicialmente por métricas fornecidas pelo servidor,
além da inspecdo visual do alinhamento estrutural e da verificacdo da estereoquimica dos residuos.
Para uma validagdao mais robusta, o modelo foi submetido a simula¢des de dindmica molecular,
permitindo a anélise da estabilidade conformacional e do comportamento estrutural ao longo do

tempo.

3.2 DOCKING MOLECULAR E VIRTUAL SCREENING

A docagem molecular foi empregada para prever a posi¢cdo e orienta¢ao mais favoraveis de
compostos no sitio ativo da proteina DHFR-TS, permitindo a avaliacdo das interagdes moleculares
e da afinidade de ligacdo. Essa abordagem é amplamente utilizada na triagem virtual de grandes
bibliotecas de compostos, auxiliando na identificacao de potenciais inibidores e na sele¢do de

candidatos promissores para ensaios experimentais, conforme j4 descrito anteriormente.
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Para a realizacdo da triagem virtual, foi utilizado o software AutoDock Vina, que permite
a busca otimizada de conformacdes com base na energia de ligacao. A biblioteca de ligantes
utilizada consistiu em 9.213 compostos provenientes do DrugBank. Durante as simulagdes, a
proteina foi tratada como rigida, enquanto os compostos permaneceram flexiveis, possibilitando
a exploracdo de diferentes orienta¢des no sitio catalitico. Para cada composto, foram geradas até
nove poses, sendo a melhor configuracio selecionada com base na menor energia de ligacao. A
funcdo utilizada é dada pela seguinte equagdo:

Cinter

C _ _ —inter 6
g( mter) 1+ whN,y (6)

Sendo N, representa o numero de ligacOes rotaciondveis no ligante, com um peso
associado w. A componente Cjy.r € a funcdo que incorpora as contribui¢des da energia livre
de ligacdo. Para a classificacdo dos ligantes, utiliza-se a fun¢do g do software, denominada
afinidade, que reflete a capacidade de cada ligante de atingir a menor energia de interagdo e,

consequentemente, a conformagdo de minima energia.

9.213 Compostos
VS baseado na forma de sitio catalitico
Selecio por afinidade
AutoDock vina

50 Compostos
100 réplicas

10 Compostos
10 melhores

Figura 6 — Representagdo esquemdtica do Virtual Screening.

Na etapa inicial, 50 moléculas foram selecionadas com base na menor energia de in-

teracdo calculada pelo AutoDock Vina. Essas moléculas foram submetidas a 100 simulacdes
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individuais para avaliar a consisténcia das conformacdes obtidas. Os compostos foram ranque-
ados considerando a afinidade de ligacao e a taxa de sucesso, refletida pela porcentagem de
simulagdes que resultaram na conformacdo de menor energia e sua repeticdo em diferentes
simulagdes.

A triagem virtual, baseada na estrutura do receptor, focou no sitio ativo da proteina,
onde a proteina foi tratada como rigida (ou seja, sua estrutura ndo mudou durante a simulacao),
enquanto os compostos (ligantes) foram considerados flexiveis, permitindo que se ajustassem
livremente ao sitio de ligacdo. Para definir a regido de interesse, foi utilizada uma caixa de
docking com coordenadas tridimensionais centradas em x = 18,526,y =-7,449,z=-3,713 ¢
dimensdes! de 16 (eixo x), 20 (eixo y)e 16 A (eixo z). Essa caixa delimitou o espago onde os
compostos foram testados, garantindo que a busca fosse focada no sitio ativo.

Além disso, interagdes com possiveis cofatores fora do sitio ativo foram desconsideradas,
pois sua inclusdo poderia interferir no calculo da energia total de ligacdo, afetando a precisao
dos resultados. Essa abordagem garantiu que a andlise se concentrasse apenas nas interagoes
mais relevantes entre a proteina e os compostos testados.

A Figura 6 ilustra as etapas do processo de triagem virtual, no qual todas as estruturas

tridimensionais da biblioteca foram testadas sem alteragdes.

3.3 SIMULACAO POR DINAMICA MOLECULAR (MD)

Para obter uma representagdo estabilizada da estrutura a DHFR-TS, foi realizada duas
dindmica molecular utilizando o pacote computacional Amber22, com simulacdo em pH 7.4.
A proteina foi centralizada e solvatada em uma caixa d’4gua octaédrica, com uma distancia de
15 A entre a superficie da caixa e qualquer &tomo da proteina, preenchida com moléculas de
agua modeladas pelo TIP3P. Durante o processo de preparagao da DHFR-Ts, foi verificado que
ndo era necessdrio adicionar fons, e o campo de for¢a ff19SB foi empregado para representar os
potenciais interatomicos, gerando os arquivos de topologia e coordenadas. O sistema totalizou
26.357 atomos, sendo 4.055 da enzima e 22.302 da dgua.

Para a etapa de simulag¢do, inicialmente realizou-se a minimizagdo 1 (minl) na qual
a proteina foi minimizada sob restricdo com uma constante de forca wt = 5,0 kcal/mol, na

minimizac¢ao 2 (min2), nesta etapa € reiniciada a primeira minimizag¢ao, mas sem restri¢oes €

' As dimensdes seguem as unidades do sistemas no qual foi realizada a triagem virtual, por esta razio o texto nio

cita unidades de medidas.
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sem constante de forca, permitindo a livre movimentacdo do sistema. Na etapa de aquecimento
e equilibrio, os residuos da proteina foram inicialmente simulados sob restri¢cao, seguidos por
uma segunda etapa de equilibrio com nimero de particulas, pressdo e temperatura constantes
(NpT), sem aplicacdo de forgas ou restricdes. A temperatura foi ajustada pelo termostato de
Langevin para 298 K, com o objetivo de alcancar um equilibrio termodinamico. E por dltimo a
etapa de producdo foi conduzida em duas fases sequenciais de 100 ns cada, com temperatura de
298 K, pressdo de 1 atm, intervalo de tempo de 2 fs e sem restricdes sobre a conformacao da
proteina. Para avaliar estatisticamente a estabilidade da proteina, foram realizadas duas réplicas
da dinamica molecular, com coleta de dados das trajetérias a cada 10 ps durante o periodo total

da simulagdo.

3.4 ANALISE

Para uma caracterizacdo estrutural completa da proteina DHFR-TS, nosso estudo iniciou
com uma validacao rigorosa do modelo tridimensional utilizando o servidor Swiss-Model, que
forneceu avaliacdes quantitativas detalhadas sobre a qualidade e a plausibilidade estrutural do
modelo. Complementando esta etapa inicial, realizamos simulacdes por dinamica molecular
empregando o pacote Amber22, que nos permitiu investigar minuciosamente 0 comportamento
dindmico do sistema em condicdes fisiolgicas simuladas, capturando as flutua¢des conformaci-
onais essenciais para compreender a estrutura da proteina.

As andlises das trajetdrias de dindmica molecular foram conduzidas utilizando o al-
goritmo CPPTRAJ do AmberTools, uma ferramenta robusta e amplamente reconhecida para
processamento de grandes volumes de dados de simulagdes. Através de uma abordagem analitica
multidimensional, avaliamos a estabilidade global do sistema calculando o RMSD (Root Mean
Square Deviation), que nos permitiu monitorar a convergéncia do sistema e avaliar a estabilidade
temporal da estrutura proteica em rela¢do a sua conformagao inicial. Paralelamente, o estudo do
raio de giro forneceu informacdes valiosas sobre a compactacao global da proteina ao longo da
simulacao, revelando eventuais mudangas na organizacao espacial da estrutura.

A dindmica local foi minuciosamente caracterizada através do calculo do RMSF (Root
Mean Square Fluctuation), que nos permitiu mapear com precisao a flexibilidade residual
especifica, identificando dominios estruturais criticos e regides com maior mobilidade. Esta
andlise foi cuidadosamente correlacionada com parametros estruturais complementares como

a drea superficial acessivel ao solvente (SASA), revelando padrdes dindmicos de exposi¢ao de
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residuos hidrofébicos e hidrofilicos durante o processo de simulacdo, o que foi fundamental para
compreender os mecanismos de interacdo molecular.

Para uma compreensio mais profunda da diversidade conformacional, implementamos
uma andlise de agrupamento utilizando o método K-means, que nos permitiu identificar e
classificar sistematicamente os estados conformacionais mais representativos adotados pela
proteina durante a simulagdo. Esta andlise sofisticada foi baseada em matrizes de distancia
atomica e critérios de otimizagdo rigorosos, garantindo a identifica¢do precisa das conformacdes
mais relevantes do ponto de vista termodinamico e funcional.

Os modelos representativos obtidos desta andlise conformacional foram subsequente-
mente submetidos a estudos detalhados de docking molecular, empregando protocolos com-
putacionais de alta precisdo. As interacdes proteina-ligante foram caracterizadas através de
uma combinagdo de andlises energéticas, incluindo o célculo preciso das energias de ligacdo, e
andlises geométricas que avaliaram padroes de ligacao de hidrogénio, interacdes hidrofébicas
e os efeitos do ambiente solvente, proporcionando uma visao abrangente dos mecanismos de
reconhecimento molecular.

Para a visualizacdo integrada e interpreta¢ao dos resultados, adotamos uma estratégia
multifacetada utilizando os softwares PyMOL para analises estruturais qualitativas de alta
resolucdo e o Discovery Studio para caracterizacdo detalhada das interacdes moleculares em
nivel atdmico. Adicionalmente, realizamos andlises comparativas abrangentes com estruturas
homologas disponiveis no Protein Data Bank (PDB), o que nos permitiu contextualizar nossos
achados dentro do panorama estrutural conhecido para esta familia de proteinas, identificando
tanto caracteristicas conservadas quanto particularidades estruturais da DHFR-TS em estudo.

Esta abordagem metodoldgica abrangente e multidisciplinar nos proporcionou niao apenas
uma validacdo robusta do modelo estrutural da DHFR-TS, mas também insights profundos sobre
sua dinamica conformacional intrinseca e padrdes de interacao molecular. Os resultados obtidos
estabelecem uma base para estudos subsequentes de desenho racional de ligantes e modificacdao
estrutural direcionada, abrindo novas perspectivas para a investigacao desta importante proteina.
A integracdo das diversas técnicas computacionais empregadas neste trabalho demonstrou ser
uma estratégia poderosa para o estudo de sistemas biomoleculares complexos, combinando

precisdo estrutural com compreensdo dindmica do comportamento molecular.
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4 RESULTADOS

Neste capitulo sao apresentados os resultados obtidos a partir da constru¢do por homolo-
gia do modelo inicial, triagem virtual realizada para identificar compostos candidatos a inibi¢dao
da enzima DHFR-TS de Leishmania amazonensis. Utilizando técnicas de Virtual Screening e
Docking Molecular, os compostos foram avaliados com base na afinidade de ligacdo aos modelos
estruturais da enzima, obtidos por meio das simulacdes por dindmica molecular. Com o intuito
de apresentar os principais compostos obtidos durante a fase de teste da triagem virtual com base

em parametros como energia de interagcdo e taxa de sucesso nas simulacoes.

41 MODELAGEM POR HOMOLOGIA E DINAMICA MOLECULAR

Inicialmente, a modelagem por homologia foi utilizada para prever a estrutura tridimen-
sional das proteinas, com base em sequéncias conhecidas. Modelos foram gerados a partir de
proteinas de referéncia com alta similaridade, e refinados para refletir variagdes nas sequéncias
alvo.

Em diversos pontos do alinhamento (ver figura 7) ha regides de alta identidade, nas
quais os aminodcidos sdo idénticos (indicados pela presenca de letras iguais nas duas linhas), e
outras regides nas quais ocorrem substitui¢des (aminodcidos diferentes) ou inser¢des/delecdes,

indicadas pelos hifens (gaps) na sequéncia.

Alve MSRAAAKFKEU PMPVTkADFAFPSeu RAFSEU VVAeu DkQHGEU GDGESEU PCRVPEDMAFFkDQT Teueu RNkk-PP &9
irm. oA FREU [DMPETVAEGT) eu RA[FS=u VVAUD™ - ([§EU GDG A SEU PCHUVPEDMEFF A D=L TT)eu RGk P 66
alvo TOKKRMAVVMGRKTCESVPVKFRPeu kGReu NVVeu SSkATVEEeueu APeu P- EEKRAAAAQDEU VVVNGGeu AAAV 138
sirm.2.a0" KRNAVVIGRETCOs=0 PEKFRPeu » GReu NVVED 55 7= T 0 eueu Jreu POEEKRIE) HAD U VEUN GG EOA 136
Reueu ARPPYCSSEU ETAYCVGGAQVYADAMeU SPCVEkeu QEVYeu TREU HTTAPACTRFFPFPPEN AATAC 204
Alvo S - —
Reued ASPHUYTPSEU ETUYCH GEESVYAER PEVE) fu QFED YRTIED csvprRvP acU Ec_ 206
3irm.2.A = — =
Deu ASSQGRRKSAVDGeu E- - FEEU CkYVPRNHEERQYeu EeuEL DREU MkTGEU AKEDRTGVGTew Seu FGAQMRFSeu R 272
AlvoTee=y c e cfibsa-nGHE [V Ele FU PRNEEEEQVeu Seu VDRED Je[ UEDDRTGV[ETeu 55 FGAOMRESRUR _ 275
3irm.2.A
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3rm- 2.8 CRHFGAEYRGeu EANYDGEGVDGEU kFEU VETEU KANPNDRReueu FTACNPCAsy HkMAey PPCHeueu AQFYVNTEK 412
Alvo QCRHPGA Y ANYDGOGYDQEV k EU VET=0 k INPODRREu EPACNP S Afu F MAcu PPCHeu ey AQEYV Y 413
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Figura 7 — Alinhamento das sequéncias primdrias da DHFR-TS com o modelo 3IRM. Fonte: Servidor
web Swiss-Model.

A i1dentidade entre sequéncias quantifica o nimero de residuos de aminodcidos idénticos
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entre elas, enquanto o recobrimento refere-se a propor¢do da proteina modelada que se sobrepde
a proteina de referéncia. O modelo tridimensional da DHFR-TS foi desenvolvido com base na
estrutura da Diidrofolato Redutase Timidilato Sintase de Trypanosoma cruzi (PDB ID: 3IMR),
selecionada como molde pelo servidor Swiss-Model(<https://swissmodel.expasy.org/>) devido
a alta identidade de 69,22%. Com isso, o modelo final da homologia foi construido, conforme

ilustrado na figura 8.

Figura 8 — Estrutura gerada por homologia para a enzima bifuncional DHFR-TS da Leishmania
amazonensis, as cores azul e verde representam os dominios da DHFR e TS respectivamente.

Embora a proteina molde e a enzima em estudo apresentem alta similaridade, optou-se
por refinar o modelo obtido por meio de simulacdes de Dinamica Molecular. Foram realizadas
duas simulagdes, cada uma com duragdo de 100 ns, com o objetivo de avaliar a estabilidade do
modelo e permitir o relaxamento da estrutura apresentada. Apds a modificagdo da temperatura,
nao foram observadas alteracdes conformacionais significativas.

Inicialmente, as alteracdes conformacionais ao longo das simulagdes foram analisadas
por meio do desvio quadritico médio, calculado a partir das posi¢des dos &tomos em cada etapa
das simulacgdes, permitindo uma comparacao entre as estruturas ao longo do tempo e destacando
possiveis mudangas conformacionais. A figura 9 ilustra o comportamento do RMSD durante as

simulac¢des, fornecendo uma visao clara da evolugao da estrutura do modelo e possibilitando a


https://swissmodel.expasy.org/
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avaliacdo de sua estabilidade temporal.
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Figura 9 — Root Mean Square Deviation (RMSD). Na cor laranja estd o resultado da DM1 e na cor
magenta estd o resultado da DM2.

O RMSD, que mede o desvio estrutural da proteina em relacio a sua conformacao inicial
ao longo do tempo, € uma janela para entender como a proteina se adapta e se estabiliza no
ambiente simulado. No gréfico ilustrado na figura 9, o eixo x representa o tempo da simulagao,
variando de 0 a 100 nanosegundos (ns), enquanto o eixo y mostra o valor do RMSD em angstroms
(A).

Nos primeiros 5 ns, observa-se um aumento rapido no RMSD, de aproximadamente 1 A
para cerca de 3 A, um comportamento tipico do relaxamento inicial da proteina no ambiente
simulado. Apds essa fase inicial, 0o RMSD se estabiliza em valores entre 3 e 4,5 10%, indicando
que a proteina atingiu um estado de equilibrio. Pequenas flutuagdes nessa faixa sdo naturais
e refletem a mobilidade intrinseca da proteina. Curiosamente, a curva magenta apresenta uma
variagdo um pouco mais acentuada em comparacao a curva laranja, sugerindo que uma das
simulacdes por DM ou partes da estrutura pode ser ligeiramente mais flexivel.

A estabilizacdo torno de 3-4,5 A é um sinal encorajador, indicando que a proteina
mantém sua estrutura global ao longo do tempo, sem grandes alteracdes conformacionais que

comprometam sua integridade. Se a estrutura estivesse instavel, esperariamos um crescimento
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continuo do RMSD ou flutuacdes irregulares significativas, o que ndo € observado aqui. Essa
diferenca entre as curvas abre caminho para uma anélise mais detalhada, como a flutuagao por
residuo (RMSF), de acordo com a figura 10 que pode ajudar a identificar regides especificas da

proteina que contribuem para essa flexibilidade adicional.
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Figura 10 — Flutuacdo quadritica Media das raizes (RMSD e Estrutura secundaria (DSSP).

Nas anélises de RMSF e DSSP, os perfis de flutuacdo das dinamicas moleculares foram
semelhantes, com picos pronunciados nos residuos 200, 300 e 400, que correspondem a regides
de lacos na estrutura da enzima, justificando a maior flutuacio nesses trechos. O grafico de RMSF
(Root Mean Square Fluctuation) complementa a analise do RMSD ao fornecer uma visao mais
detalhada da flexibilidade estrutural do modelo de DHFR-TS para a Leishmania amazonensis ao
longo das dinamicas moleculares. Enquanto o RMSD oferece uma visao geral da estabilidade da
proteina, o RMSF mede a flutuacdo média de cada residuo em relag@o a sua posi¢ao de referéncia,
revelando a mobilidade local da proteina. A maioria dos residuos apresentou valores de RMSF
entre 1 A e 2 A, confirmando a estabilidade global observada no RMSD, mas regides especificas,
como os residuos 200, 300 e 400, exibiram flutuacdes maiores, atingindo cerca de 5 A. Picos
superiores a 4 A indicam regides de maior flexibilidade, associadas a lagos, dreas conhecidas por

sua dindmica intrinseca.
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Vale destacar que a regido dos residuos 390-395, apesar de ser um lago, manteve uma
certa estabilidade, o que é favoravel, pois corresponde ao sitio ativo da enzima, como indicado
na figura 10 em verde. O grafico inferior, que apresenta a andlise da estrutura secunddria ao
longo da simulagdo, reforca essa interpretacdo. A alternincia entre diferentes conformagdes,
como a-hélices e folhas [, sugere que certas regides podem ser propensas a mudancgas estru-
turais, possivelmente relacionadas a sua fungdo bioldgica. A imagem sobreposta da estrutura
tridimensional da proteina, com destaque em rosa, permite visualizar essas regides moveis no
contexto da arquitetura global da DHFR-TS.

Com o intuito de analisar a estabilidade estrutural da DHFR-TS ao longo de duas
simulagdes de dinamica molecular foi realizada uma andlise do raio de giro (RG). O qual mede a
compactagdo da estrutura proteica ao longo do tempo, sendo um parametro essencial para avaliar
a estabilidade conformacional e possiveis mudancgas no estado estrutural da proteina. Na figura
11, o eixo x representa o tempo da simulagdo em nanosegundos (ns), variando de 0 a 100 ns,
enquanto o eixo y indica o valor do raio de giro em angstréms (A). Duas curvas sdo apresentadas,

assim como nas figuras anteriores, esta apresenta os resultados de duas DM.

| |
0 20 40 60 80 100
Tempo (ns)

Figura 11 — Raio de Giro (RG) para estudo da compactagdo das estruturas proteicas durante a simulagio
da dindmica molecular.

Observa-se que o RG permanece relativamente estavel ao longo da simulacdo, variando
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dentro de um intervalo pequeno, aproximadamente entre 26,0 e 26,6 A. Esse comportamento
indica que a proteina mantém sua compactacao estrutural sem apresentar grandes expansoes ou
colapsos. Pequenas flutuacdes no RG sdo normais e refletem a dinamica natural da proteina no
ambiente simulado. A auséncia de uma tendéncia ascendente ou descendente ao longo do tempo
sugere que a estrutura global da DHFR-TS nao sofreu grandes modificacdes conformacionais
durante a simulacao.

A estabilizacdo do raio de giro em torno de 26,2-26,4 A indica que a proteina ndo
sofreu desdobramento nem colapso significativo, o que € um indicativo positivo de estabilidade
estrutural. Caso houvesse um aumento progressivo do RG, isso poderia sugerir um processo
de desnaturacdo ou expansdo da proteina, enquanto uma redugdo continua poderia indicar um
colapso conformacional. A similaridade entre as curvas magenta e laranja refor¢a a robustez
dos resultados, sugerindo que ambas as simulagdes ou componentes estruturais analisados
apresentam comportamento semelhante.

Esses resultados, combinados com os dados de RMSD e RMSF previamente analisados,
indicam que o modelo da DHFR-TS para a Leishmania amazonensis mantém uma estrutura
estavel ao longo da simulagdo, com algumas regides especificas apresentando maior flexibili-
dade. Essa estabilidade estrutural é fundamental para a funcao da proteina e pode ser um fator
importante na andlise de interacdes com ligantes ou na investigacdo de possiveis modificacdes
estruturais relevantes para sua atividade bioldgica.

Ap06s explorar a estabilidade global (RMSD), a flexibilidade local (RMSF) e a compac-
tacdo da proteina (Raio de Giro), a andlise da 4rea de superficie acessivel ao solvente (Surf)
complementa o entendimento da dindmica estrutural da DHFR-TS. A andlise da drea de superfi-
cie proteica acessivel ao solvente (SASA) complementa essa avaliagao, permitindo estabelecer a

conformidade estrutural dos modelos (Figura 12).
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Figura 12 — Area de superficie acessivel ao solvente (Surf) em angstroms quadrado para as duas réplicas
da DHFR-TS durante a simulagao.

No gréfico da superficie da enzima, observamos flutuacdes entre aproximadamente
23000 A2 e 26000 A2 ao longo dos 100 ns de simulagdo. Essa variacdo estd alinhada com a
flexibilidade estrutural detectada no RMSEF, especialmente nas regides de lacos, que tendem a
contribuir para mudancas na acessibilidade ao solvente e, consequentemente, na area superficial
da proteina. A curva magenta, que no RMSD apresentou maiores oscilacdes, também exibe
variacdes mais acentuadas na superficie, refor¢cando a hipétese de uma maior mobilidade em
uma das simulagdes.

A manutengao da superficie dentro de uma faixa relativamente estreita, sem grandes
expansoes ou colapsos abruptos, sugere que a proteina mantém uma estrutura funcional estavel ao
longo da simulacdo. Essa estabilidade € essencial para garantir que a enzima DHFR-TS conserve
sua capacidade de interagdo com ligantes e desempenhe sua funcao bioldgica de forma eficiente.
Assim, a andlise conjunta desses parametros fortalece a conclusdo de que ambas as dinamicas
moleculares produziram estruturas estaveis, com algumas varia¢des locais na flexibilidade que
podem ser relevantes para a atividade da proteina.

Com o intuito de obter um modelo representativo para as simulacdos de triagem virtual,
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foi realizada uma anélise por meio do método K-means'

, um algoritmo de clustering que
agrupa dados dos com base em suas semelhancas, minimizando a variacdo dentro de cada
grupo e maximizando a variagdo entre os grupos, para identificar padrdes nas simulacdes. Apos
determinar que dois clusters eram adequados, o K-means foi aplicado. Nas simulag¢des, os dois
representativos (rep) tiveram as seguintes porcentagens: Da primeira simulac@o por dindmica
molecular, rep.0 obteve 61,2% e rep.1 38,8%, enquanto na DM, rep.0 alcangou 90,8% e rep.1

9,2%. A ilustracdo dos representativos, tanto na forma de graficos quanto na estrutura em cartoon,

pode ser observada na figura 13.
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Figura 13 — Andlise de agrupamento (clustering) e distribuicdo das populagdes conformacionais para
duas simulacdes de DM.

Com os dois representantes que apresentaram as maiores porcentagens nas simulagoes
de Dinamica Molecular, foi realizada uma triagem virtual utilizando os compostos baixados do
DrugBank.As estruturas tridimensionais a direita mostram os modelos de proteinas gerados pelos
clusters. As estruturas sobrepostas em cinza representam os agrupamentos de menor porcentagem,
enquanto as de cores vibrantes correspondem aos de maior porcentagem. Visualmente, ha
pequenas variagdes entre as conformacdes representadas pelas cores laranja (Dinamica 1) e rosa

(hotpink) (Dinamica 2), sugerindo diferencas sutis entre as duas simulacdes.

1" k-meas é um algoritmo de agrupamento (clustering) que divide um conjunto de dados em grupos (clusters) com

base na similaridade entre eles
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Figura 14 — Alinhamento estrutural dos modelos representativos com maior porcentagens do cluster. a
ordem da DM estdo respectivamente representadas nas cores laranja e rosa.

Essas variagcdes menores nas estruturas tridimensionais indicam alteracdes sutis nas
conformacdes finais entre as duas dindmicas, possivelmente causadas por flutuacdes térmicas ou
por trajetdrias conformacionais ligeiramente distintas dentro de uma mesma faixa de energia.
Além disso, foi realizado um alinhamento entre os dois representantes com maior porcentagem,
resultando em um valor de RMSD de 1,694/&, considerado relativamente baixo. Isso indica que,
apesar das diferencas percentuais, as estruturas secunddrias permaneceram bastante semelhantes,

conforme j4 apontado nas andlises iniciais.

4.2 VIRTUAL SCREENING

A identificacdo de compostos com potencial atividade inibitéria contra a enzima em
estudo foi realizada através de uma abordagem computacional que combinou Triagem Virtual
(Virtual Screening, VS) e Docking Molecular. Esta estratégia permitiu avaliar sistematicamente
um grande nimero de moléculas, identificando aquelas com maior probabilidade de interagdo
estavel com o sitio ativo da enzima alvo. Os modelos estruturais utilizados no VS correspondem
as conformagdes mais populosas da enzima DHFR-TS, determinadas a partir de andlises de
dindmica molecular (DM). A selecdo desses modelos garante que as simulagdes de docking sejam
realizadas em estruturas proteicas representativas, considerando a flexibilidade conformacional
da enzima.

Os compostos candidatos foram obtidos da biblioteca DrugBank, um banco de dados
amplamente reconhecido que contém farmacos aprovados e moléculas bioativas em investigacao.

Esta selecao inicial foi submetida a um processo de filtragem em duas etapas consecutivas,
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visando identificar os ligantes mais promissores.

1. Selecdo por afinidade:

* Os compostos foram classificados com base em suas energias de interacdo com a

enzima alvo;

» Foram selecionadas as 50 moléculas com as menores energias de ligacao, indicando

maior estabilidade termodinamica no complexo proteina-ligante.
2. Taxa de sucesso () - Reprodutibilidade do Docking:

» Cada composto foi submetido a 100 simula¢des independentes de docking, avaliando

sua capacidade de atingir consistentemente uma conformac¢do de baixa energia;

* A taxa de sucesso (§) foi definida como a porcentagem de simula¢des em que o

composto alcangou uma energia proxima a minima encontrada;

* Apenas moléculas com () > 80% foram consideradas, garantindo que os resultados

fossem robustos e reprodutiveis.

Com base nesses critérios, foram selecionados os 10 melhores compostos para cada modelo

representativo da DHFR-TS. Estas moléculas foram caracterizadas de acordo com:

Cadigo de identificacdo (DrugBank 1D): Permite a recuperacio de informagdes farmacol6-

gicas e estruturais no banco de dados;

* Nuimero de dtomos pesados: Relaciona-se com o tamanho molecular e possiveis interacdes

com a proteina;

* Numero de tor¢des rotacionais: Indica a flexibilidade conformacional do ligante, influenci-

ando sua adaptacdo ao sitio ativo;
* Energia de ligacdo: Medida da afinidade termodinamica entre o ligante e a enzima;

* Taxa de sucesso (§): Confiabilidade do resultado de docking.

Os resultados detalhados encontram-se apresentados na Tabela 1, fornecendo uma visdo compa-

rativa das propriedades moleculares e desempenho no docking.
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Tabela 1 — Moléculas selecionadas pela triagem virtual. Sdo apresentados os dez primeiros compostos em
interagdo com os modelos da enzima DHFR-TS Leishmania amazonensis. Compostos comuns
as duas triagens estdo destacados por cores.

Classificagio Compostos Tor¢des Atomos Energia (kcal/mol) & (%)

1 DB12622 2 31 -10.5 100
2 DB11913 2 38 -10.3 85
3 DB12513 2 40 -10.2 92
_ 4 DB11829 2 35 99 100
L= 5 DB068SS 0 30 9.8 100
g 6 DB12480 4 33 9.8 99
7 DB07181 6 26 9.6 97
8 DB07220 4 32 9.6 83
9 DB14555 2 25 9.5 100
10 DB03383 6 31 8.1 92
1 DB12622 2 31 -10.4 100
2 DB04016 9 49 1104 98
3 DB11925 2 34 9.6 97
o 4 DB12513 3 40 9.5 98
= 5 DB11913 2 38 9.5 98
g 6 DB11799 4 32 9.4 95
7 DB06888 0 30 8.7 100
8 DB15588 3 33 -8.6 90
9 DB11829 2 35 8.5 100
10 DB08982 5 19 8.1 100

Os resultados do virtual screening apresentados na tabela 1 mostram o desempenho de
diferentes compostos para os dois modelos representativos, destacando moléculas que aparecem
nas duas andlises. Algumas caracteristicas desses compostos fornecem as propriedades neces-
sdrias para se ligarem a uma regido especifica da proteina, garantindo a estabilidade tanto da
conformacao obtida quanto do sitio ativo, favorecendo a inibi¢io da DHFR-TS.

As energias dos compostos selecionados com base no critério de afinidade apresentam
valores de -10,5 a -8,1 kcal/mol, para o primeiro modelo, e de -10,4 a -8,1 kcal/mol para o
segundo. Em ambos os casos, a taxa de sucesso selecionada foi superior a 80%. As moléculas
apresentam poucos atomos pesados, entre 19-49, e o niumero de ligagdes passiveis de tor¢cdo varia
de 0 a 9 angulos diferentes, o que pode aumentar ou diminuir as possibilidades conformacionais
dessas moléculas.

Entre os compostos listados na tabela 1, cinco se destacam por aparecerem em ambos mo-

delos, sendo eles: DB12622, DB11913, DB11829, DB06888 e DB12513. Todos esses compostos



56

obedecem a Regra de Lipinski, um conjunto de diretrizes amplamente utilizado na quimica
medicinal para prever a probabilidade de um composto ser farmacologicamente ativo com base
em suas propriedades fisico-quimicas. A Regra de Lipinski estabelece que, para um composto ter
boa absorc¢do e permeabilidade oral, ele deve atender a quatro critérios principais: (1) ndo mais
do que 5 grupos doadores de ligacdes de hidrogénio (NH ou OH), (2) ndo mais do que 10 grupos
aceptores de ligagdes de hidrogénio (N ou O), (3) um peso molecular inferior a 500 g/mol, e
(4) um coeficiente de parti¢do octanol-dgua (LogP) menor que 5 (Lipinski; Lombardo; Dominy;
Feeney, 2001). A conformidade desses cinco compostos com a Regra de Lipinski sugere que
eles possuem propriedades favordveis para a biodisponibilidade oral e o potencial de se tornarem
candidatos promissores para o desenvolvimento de farmacos. As interagdes foram avaliadas por
meio do software discovery studio.

O composto com o melhor desempenho com os dois modelos foi o Lupeol que tem como
codigo de identificacio DB12622 no Drugbank e tem sido investigado para o tratamento da acne.
Este composto pertence a classe dos triterpenoides, que sdo moléculas derivadas de terpenos,
contendo seis unidades de isopreno(Wishart et al., 2008). Em interacdo com a DHFR-TS os
valores de energia foram de -10,5 kcal/mol para o primeiro modelo de -10,4 kcal/mol com o
segundo modelo, a taxa de sucesso foi de 100% para os dois modelos. Além disso o lupeol
apresentou vdrias interacdes moleculares favordveis com a enzima, entre elas, destacam-se as
interacoes T-Alquil com os residuos PHE A-285, PHE A-428, PHE A-432, LEU A-428 e TRP
A-314, e uma interagcdo m-Sigma com o residuo ILE A-313. J4 as interacdes do tipo van der
Waals foram observadas com os residuos GLU A-292, ASN A-317, GLY A-429, ASN A-433,
LEU A-397, CYS A-400, TYR A-340 e HIS A-401 com o primeiro. E para o segundo modelo, as
interacdes van der Waals, acorreram com os residuos SER-429, PHE-425, ASN-426, GLU-285,
ILE-306 e LEU-286. Interagdes m-Alquil foram observadas com TRP-307, TYR-430, PHE-289,
LEU-390, TRP-337, ALA-379, TYR-333 e CYS-393. Também foram observadas interacdes
com residuos aromdticos como TRP-307 e PHE-289. Essas interacdes estdo ilustradas na figura

15.
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Figura 15 — Representacdo em 3D e 2D do composto DB12622 em interagdo com os receptores. A)
Modelo 1 e B) Modelo 2.

Os triterpenoides formam uma classe de compostos orgénicos originados de triterpenos,
hidrocarbonetos naturais compostos por seis unidades de isopreno, resultando em uma estrutura
molecular com 30 dtomos de carbono. Sao amplamente encontrados em plantas, fungos e alguns
organismos marinhos, e desempenham papéis importantes, como defesa quimica, estruturagdo das
membranas celulares e em processos metabolicos. Sua estrutura € altamente varidvel, podendo
incluir cadeias lineares ou anéis ciclicos, com grupos funcionais como hidroxilas, carboxilas ou
carbonilas, o que aumenta a diversidade quimica e funcional desses compostos (Liu et al., 2021).

Os triterpenoides podem ser classificados em varias subclasses, com base na organi-
zacgdo dos seus esqueletos carbdnicos, como lupanos, oleananos, ursanos e damaranos. Essa
diversidade estrutural estd diretamente associada as diferentes propriedades biolégicas dos com-
postos. Muitos triterpenoides apresentam atividades farmacoldgicas notdveis, como propriedades
anti-inflamatoérias, antioxidantes, antitumorais, antimicrobianas, hepatoprotetoras e imunomodu-

ladoras, o que os torna um composto importante para desenvolvimento de agentes terapéuticos
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(Saleem, 2009; Hill; Connolly, 2018).

Entre os triterpenoides mais conhecidos, destacam-se o dcido betulinico, com agdo
anticancerigena, e os dcidos oleandlicos e ursélico, que possuem propriedades anti-inflamatdrias
e hepatoprotetoras (Shanmugam et al., 2013). Esses compostos sdo encontrados em diversas
plantas, frutos, cascas de arvores e folhas, e t€ém sido usados em remédios tradicionais ao redor
do mundo. Além disso, alguns triterpenoides desempenham fungdes estruturais nas plantas,
ajudando a reduzir a perda de dgua e protegendo contra patdgenos (Thimmappa et al., 2014).

A biossintese dos triterpenoides ocorre a partir do esqualeno, um intermedidrio funda-
mental no metabolismo de esteroides e outros lipidios. Por meio de rea¢des enziméticas, como
ciclizacdes e modificagdes oxidativas, o esqualeno se transforma em uma variedade de estruturas
triterpenoides. Os avangos biotecnoldgicos tém permitido a manipulagcdo dessas vias biossin-
téticas para criar novas moléculas de interesse farmacoldgico e industrial (Augustin; Kuzina;
Andersen; Bak, 2011; Moses; Pollier; Thevelein; Goossens, 2013).

Além do potencial terapéutico humano, os triterpenoides sdo estudados para uso em
cosméticos, devido as suas propriedades antioxidantes e anti-envelhecimento, além de suas
aplicacdes na agricultura, como agentes naturais contra pragas e doengas (Bakrim et al., 2022).
Dada sua abundéncia na natureza e a ampla gama de funcdes que desempenham, os triterpe-
noides continuam a ser um foco importante de pesquisa em quimica organica, farmacologia e
biotecnologia (Saleem, 2009; Hill; Connolly, 2018).

O segundo composto com melhor desempenho foi o composto DB11913 , também conhe-
cido pelo nome genérico Ly2090314, que apresenta uma ampla gama de interacdes moleculares.
Na anélise de interacdo com o primeiro modelo o alor da energia foi de -10,3 kcal/mol e com
o segundo foi de -9,5kca/mol. Teve sua taxa de sucesso de 85% no primeiro caso e 98% no
segundo, apesar de apresentar uma pequena diferenca nos valores energéticos as inter¢des em
ambos os casos foram favoraveis a forte ligagdo com a enzima.

No primero modelo as intera¢des prevalentes foram as de van der Waals identificadas com
os residuos HIS-463, SER-423, GLY-429, LEU-397, ASN-317, PHE-432, PHE-285, GLU-292 e
CYS-400. Ligagoes de hidrogénio convencionais ocorreram com ASN-433, GLN-421 e CYS-
400. Observe-se ainda a presenga de ligacdes desfavordveis do tipo doador-doador envolvendo
GLN-421, ASN-433, ASN-317 e TYR-340, além de uma ligacao desfavoravel do tipo aceitador-
aceitador com TYR-340. Outras interagdes incluem II-Sulfur com CYS-400, IT—IT em forma
de T com PHE-432 e I1-Alquil com ILE-313.
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Ja com o segundo, as interacdes van der Waals envolveram LEU-286, ILE-306, PHE-425,
TRP-307 e GLU-285. Liga¢des de hidrogénio convencionais foram observadas com ASN-426,
ASP-418 e GLN-414, enquanto interagdes II-Alquil ocorreram com TYR-430, TRP-307 e PHE-
425. Destaca-se que interacdes comuns em ambas as andlises incluem interacdes van der Waals

com PHE-425 e interacdes I1-Alquil com TRP-307.
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Figura 16 — Representacido em 3D e 2D do composto DB11913 em interagdo com os receptores. A)
Modelo 1 e B) Modelo 2.

O DB11913 foi investigado em estudos secundarios ao tratamento de leucemia, cancer
avancado e cancer de pancreas. Ele pertence a classe de compostos organicos conhecidos como
1,4-benzodiazepinas , caracterizados por um anel benzénico fundido a um anel diazepinico
contendo dois 4tomos de nitrogé€nio nas posi¢des 1 e 4.

As 1,4-benzodiazepinas sdo exclusivamente reconhecidas por suas propriedades farmaco-
l6gicas, atuando como sedativos, ansioliticos, anticonvulsivantes e relaxantes musculares. Sua
estrutura basica pode ser modificada pela adi¢c@o de diferentes grupos funcionais, gerando uma

ampla diversidade de resultados com atividades bioldgicas especificas (Atkinson et al., 2015).
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Medicamentos como diazepam, lorazepam, clonazepam e alprazolam pertencem a essa
classe, diferenciando-se em poténcia, duragcao de acdo e periodicidade terapéutica. Por exemplo, o
diazepam € indicado para ansiedade, espasmos musculares e convulsdes, enquanto o clonazepam
¢ usado principalmente em transtornos convulsivos e ansiedade.

Embora tenham efeitos terapéuticos relevantes, as 1,4-benzodiazepinas apresentam li-
mitagdes, como o potencial de desenvolvimento de tolerancia, dependéncia e efeitos colaterais,
incluindo sobrecarga excessiva, prejuizo cognitivo e alteracdes motoras. Por isso, seu uso €
geralmente restrito a periodos curtos e supervisionado por profissionais de saide(Zhou et al.,
2024).

Além de sua relevancia clinica, as 1,4-benzodiazepinas continuam sendo objeto de
pesquisas quimicas e farmacoldgicas, devido a sua especificidade estrutural. Estudos buscam
resultados mais seletivos e eficazes, com menor risco de dependéncia, destacando o interesse
continuo nessa classe na quimica medicinal e na neurociéncia.

Diferentemente dos dois compostos anteriores que estdo em fase de investigacdo, o
DB12513 é um medicamento utilizado no tratamento de uma doenca hereditdria que afeta o
sistema nervoso e causa problemas de movimento e também estd em investigacao para outras
aplicacdes. Seu nome genérico € Omaveloxolona (RTA-408), um triterpenoide oleanano semis-
sintético com propriedades antioxidantes e anti-inflamatdrias (Jiang et al., 2022; Probst et al.,
2015). Omaveloxolona atua como um ativador do fator nuclear (eritroide-derivado 2)-like 2
(Nrf2), um fator de transcri¢do que ajuda a reduzir o estresse oxidativo (Zhou et al., 2024). Em
pacientes com ataxia de Friedreich, uma condi¢do genética que envolve disfun¢cdo mitocondrial,
a via Nrf2 € prejudicada, resultando em uma atividade Nrf2 reduzida. O uso de ativadores Nrf2,
como a omaveloxolona, é, portanto, uma abordagem terap€utica vantajosa para esses pacientes.

Em fevereiro de 2023, a FDA (Agéncia de Alimentos e Medicamentos dos Estados
Unidos) aprovou a omaveloxolona para o tratamento da ataxia de Friedreich em adultos e
adolescentes com 16 anos ou mais. No ano seguinte, em fevereiro de 2024, a EMA também
aprovou o medicamento para o tratamento da mesma condi¢do (Zesiewicz et al., 2020). A
omaveloxolona também foi avaliada para o tratamento de outras condi¢des relacionadas a
disfuncao mitocondrial e estresse oxidativo. O DB12513 apresenta valores energéticos foram
respectivamente de -10,2 e -9,5 kcal/mol com uma taxa de sucesso de 98% e 92% e uma série de
interacdes moleculares interessantes com os dois modelos. Entretanto com o modelo um além

de interacOes favordveis tiveram algumas interagdes desfavordveis como é possivel verificar
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na figuara 17, identificada pela andlise do discorevy studio e destacada em vermelho, mas
nada que desclasifique o omaveloxolona como um possivel candidato a droga de tratamento da

leishmaniose causada pela La.
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Figura 17 — Representacdo em 3D e 2D do composto DB12513 em interagdo com os receptores. A)
Modelo 1 e B) Modelo 2.

Com o primeiro modelo, foram observadas interacdes do tipo van der Waals com os
residuos PRO-392, ALLA-379, TRP-337, LEU-286, TYR-430, PHE-425, SER-429, SER-416,
CYS-417, ASP-418, GLY-422 e ILE-306. Além disso, interacdes II-Alquil ocorreram com
TYR-333, TRP-307, CYS-393, HIE-394 e PHE-289.

E no segundo modelo as interagdes do tipo van der Waals foram identificadas com
os residuos HIS A:312, LEU A:428, ILE A:313, PHE A:285, LEU A:397, HIS A:463, SER
A:423, CYS A:424 e GLN A:421. Ligacao de hidrogénio convencional foi observada com
CYS A:400, enquanto interagdes do tipo Alquil ocorreram com PHE A:296, TRP A:314 e PHE
A:432. Interacdes I1-Alquil foram identificadas com HIS A:401, TYR A:340, PHE A:285 ¢ PHE

A:432. Entre as interagdes comuns nas duas andlises, destacam-se as interagdes I1-Alquil com
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PHE A:285 e PHE-425. O composto DB11829, também conhecido como Ruboxistaurina, teve
valores de energia de -9,9 e -8,5 kcal/mol e sua taxa de repeti¢ao foi de 100% nos dois casos
como € possivel notar no na figura 18. A parte A mostra interagdes com o modelo 1 do tipo
van der Waals com os residuos TYR-465, HIS-463, LEU-428, PHE-432, GLY-429, GLU-292,
TYR-340, CYS-424, ASN-433 e HIS-401. Além disso, foram detectadas ligacdes de hidrogénio
convencionais com os residuos ASN-433, GLN-421, CYS-400 e ASP-425. Interagcdes adicionais
incluem uma interagdo Pi-Anion com ASP-425, uma interagao Pi-Sulfur com CYS-400 e uma
interagdo Pi-Alquil com ILE-313.

No modelo 2 as intera¢cdes foram mais variadas. CYS-393 apresentou uma interacdo I1-
Sulfur, enquanto ASN-310 e ASN-426 formaram ligacdes de hidrogénio eletrostaticas. Observou-
se também interagdes I1-Alquil com TYR-333 e LEU-390. Outros residuos, como GLY-309,
ILE-306, TRP-307, GLY-422, PHE-425, PRO-392 e HIE-394, formaram interacdes van der Waals
com o ligante, evidenciando a complexidade das interacdes que contribuem para a estabilizacao

do complexo.

-9.9 Kcal/mol K255

LEU
A428

—a_ ILE

-8.5 Kcal/mol o

GLY
422

PHE
425

HIE \N
394 b

s LEU
TYR TRP
= 333 307 =

PRO
392

Interagoes

Van der Waals Pi-Anion
Hidrogénio Convencional Pi-sulfur
carbono Hidorgénio Pi-Alqui

Figura 18 — Representacdo em 3D e 2D do composto DB11829 em interagdo com os receptores. A)
Modelo 1 e B) Modelo 2.
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Ruboxistaurina tem sido alvo de investigacdo na pesquisa sobre diabetes mellitus tipo 1 e
tipo 2. Este composto pertence a classe das macrolactamas, um grupo de compostos organicos
caracterizados pela presenca de um anel lactimico macrociclico. A estrutura dessas moléculas é
formada pela unido de um grupo carboxila com um grupo amina, resultando em uma amida ciclica.
Normalmente, esses compostos apresentam anéis com 12 ou mais dtomos, e sua diversidade
estrutural é ampliada devido a diferencas no tamanho do anel e na presencga de grupos funcionais
ou cadeias laterais (Zhou et al., 2024).

Esses compostos apresentam uma vasta gama de atividades bioldgicas, como a¢des antimi-
crobianas contra bactérias resistentes, atividades antitumorais, munossupressoras, antiparasitarias
e antivirais. Modificacdes estruturais ou o desenvolvimento de andlogos de macrolactamas tém
sido estratégias eficazes para melhorar sua atividade terapéutica e reduzir efeitos colaterais
(Ladage et al., 2011).

E como o ultimo dos cinco componetes que tiveram interacdo com os dois modelos,
temos 0 DB06888, pertencente a classe das quinoxalinas, um quimico organico caracterizado por
um sistema biciclico que combina um anel benzénico fundido a um anel pirazinico. A férmula
molecular bésica da quinoxalina é CgHyN,. Sua estrutura é composta por dois anéis de seis
membros fundidos, o que confere estabilidade aromética e permite modifica¢des funcionais
em diversas posi¢cdes, possibilitando a obtencao de derivados com propriedades especificas. A
sintese de quinoxalinas é frequentemente realizada pela reacdo de uma 1,2-diamina aromética
com um composto dicarbonilico, como benzil ou glicol aldeido, em condi¢gdes dcidas ou neutras.
Este método é amplamente utilizado devido a sua simplicidade e eficiéncia (Berman et al., 2000).
Os valores energeticos alcangados pelo DB06888 foram de -9,8 kcal/mol com o modelo 1 e
de -8,7 kcal/mol com o segundo. Além disso suas taxa de sucesso foram 100% nos dois casos.
O que indica que mesmo com o valores de energias maiores que os outros ele ainda pode ser

cogitado como possivel alvo de estudo no combate a Leishmania amazonensis.
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Figura 19 — Representacdo em 3D e 2D do composto DB06888 em interacdo com os modelos obtidos da:
A) Modelo 1 e B) modelo 2.

Para os dois modelos da enzima DHFR-TS utilizados na triagem virtual, os residuos de
aminodcidos que tiverdo interacdo foram diferenca, porém em sua maioria os tipos de interacdes
foram favoraveis a fixacdo do composto na regido de citio ativo da enzima. Com o primeiro
representativo, interagdes apresentadas foram do tipo van der Waals com os residuos HIS-463,
LEU-428, TYR-465, PHE-432, GLY-429, GLU-292, TYR-340, CYS-424, ASP-425, CYS-400,
ASN-433 e HIS-401. Além disso, foram observadas liga¢des de hidrogénio convencionais com
ASN-433, GLN-421, SER-423, enquanto uma ligacao de hidrogénio desfavoravel foi observada
com GLN-421. Foi identificada também uma interagcdo II-Alquil com os residuo ILE-313 e
CYS-400.

Ja com o segundo representativo, as interagdes do tipo van der Waals envolveram os
residuos PRO-391, PHE-289, CYS-393 e LEU-390. Ligacodes de hidrogénio convencionais
ocorreram com GLU-285 e ASN-426, enquanto interacdes I1-Alquil foram observadas com TRP-
307, HIE-394, ILE-306 e LEU-390. A ligacao de hidrogénio com GLU-285 foi particularmente
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importante para a estabilizacdo do complexo.

As quinoxalinas possuem um vasto espectro de aplicagdes, especialmente devido as
suas atividades bioldgicas. No campo medicinal, muitos compostos dessa classe exibem pro-
priedades antimicrobianas (bactericidas e fungicidas) e estdo sendo investigados como agentes
anticancerigenos, antivirais, antiparasitarios, anti-inflamatdrios e antioxidantes. No setor de
materiais avangados, as quinoxalinas sdo utilizadas em dispositivos luminescentes e materiais
semicondutores devido as suas propriedades Opticas. Além disso, algumas quinoxalinas sdo
empregadas como pesticidas e herbicidas no setor agricola (Fernandes, 2020).

Adicionalmente, as quinoxalinas sao frequentemente utilizadas como intermedidrios na
sintese de outros compostos, devido as suas propriedades estruturais. A introducao de grupos
funcionais em posi¢des especificas do anel pode alterar significativamente as propriedades
quimicas e bioldgicas desses compostos, tornando-os valiosos para o desenvolvimento de novos
materiais e medicamentos (Fernandes, 2020).

A andlise das interagdes entre diferentes compostos e os residuos de aminoacidos da
proteina alvo revelou informagdes importantes sobre a estabilidade e afinidade dos ligantes
no sitio de ligacao. Os cinco compostos avaliados, DB12622, DB11913, DB12513, DB11829
e DB06888, apresentaram diferentes energias de interagdo e padrdes de ligacao, fornecendo
informacdes sobre sua viabilidade como potenciais inibidores.

Dentre os compostos analisados, DB12622 destacou-se por apresentar a menor energia
de interagcdo, com valores de -10,5 kcal/mol na primeira réplica e -10,4 kcal/mol na segunda
réplica. Esse resultado sugere uma interacdo mais estavel entre esse ligante e a proteina, o que
pode indicar uma afinidade superior. Em contrapartida, DB11829 apresentou a maior energia de
interacao, com valores de -9,9 kcal/mol e -8,5 kcal/mol, o que pode sugerir uma ligacdo menos
favordvel em comparagdo com os demais compostos. A eficiéncia de acoplamento (§ %) variou
entre 85% e 100%, indicando que a maioria dos compostos manteve interagdes significativas
com a proteina ao longo da simulagdo.

As interacdes observadas abrangem diferentes tipos de forcas intermoleculares, sendo
predominantes as interacdes de Van der Waals e os contatos carbono-hidrogénio, que desem-
penham um papel crucial na estabilizacdo do complexo proteina-ligante. Além disso, foram
identificadas interacdes m-Sigma e m-Alquil, principalmente envolvendo residuos arométicos
como PHE 432 e TRP 314, o que sugere um papel fundamental das interacdes m-eletronicas na

estabilizacdo do complexo. Também foram observadas interacdes mt-Anion e 7t-Sulfur, particular-
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mente em residuos sulfurados como CYS 393 e CYS 400, indicando a relevancia dessas forcas
na estabilidade do sistema. Conforme pode-se observar na ilustracdo da tabela 20 que apresenta

um resumo de todas as interagcdes citadas anteriormente, mas de maneira grafica.
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Figura 20 — Diagrama de interacdo de 16 compostos comuns a todas as cinco réplicas, ordenados por
pontuacdo de energia (da mais alta para a mais baixa) pela classificagdo dos resultados da
primeira dindmica molecular.

Adicionalmente, foi detectada a presenca de interacdes halogénio envolvendo dtomos
de fldor, evidenciada pela colorag@o azul no grafico da figura 20. Essa observagdo sugere que
compostos fluorados podem desempenhar um papel significativo no fortalecimento da interacao
entre os ligantes e a proteina-alvo. As interacdes halogénio, particularmente com flior, sdo
frequentemente associadas a uma contribuicdo eletrostédtica favoravel, uma vez que o flior,
apesar de ser altamente eletronegativo, pode atuar como um aceitador de densidade eletronica
em certos contextos moleculares, estabilizando assim o complexo proteina-ligante.

Contudo, paralelamente a essas interacOes benéficas, também foram identificadas inte-
racoes desfavordveis do tipo doador-doador, representadas pela coloracdo vermelha no gréfico.
Essas interacdes podem ser atribuidas a repulsdes eletrostaticas entre regides de alta densidade
eletrbnica, como pares de elétrons ndo ligantes ou grupos funcionais carregados negativamente.
Tais repulsdes podem comprometer a estabilidade de alguns compostos, reduzindo sua afinidade
de ligacdo ou induzindo conformagdes menos favordveis no sitio ativo. Esse fendmeno ressalta
a importancia de um equilibrio cuidadoso entre atracdo e repulsdo no design de moléculas
bioativas.

A andlise dos residuos envolvidos nas interagdes revelou que ASN 426, ASP 425, GLN
421, HIS 401, PHE 432 e TYR 340 foram os mais recorrentes nas ligagdes com os compostos

estudados. Esses residuos parecem desempenhar um papel critico na estabilizag¢do dos ligantes,
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atuando como pontos de ancoragem por meio de diferentes tipos de interacdes ndo covalentes.
Por exemplo, residuos como ASP 425 e HIS 401, que possuem grupos funcionais carregados ou
polarizaveis, podem participar de ligagdes de hidrogénio ou intera¢des idnicas, enquanto residuos
aromaticos como PHE 432 e TYR 340 podem contribuir com interagdes do tipo stacking ou
efeitos hidrofébicos.

Além disso, a localizacdo desses residuos em regides flexiveis da proteina, proximas
ao sitio ativo, reforca sua relevancia na modulagdo da atividade enzimética. A flexibilidade
conformacional dessas regides pode permitir ajustes estruturais que facilitam a ligacdo de
diferentes classes de inibidores, tornando-os alvos estratégicos para o desenvolvimento de
farmacos.

No contexto geral, os resultados indicam que os compostos analisados apresentam
padrdes de interacdo promissores, com destaque para o ligante DB12622, que demonstrou maior
afinidade pelo alvo bioldgico. Essa maior afinidade pode ser atribuida a predominancia de
interagdes estaveis, como forcas de Van der Waals e ligacdes de hidrogénio, que sdo essenciais
para a formac@o de complexos proteina-ligante robustos.

No entanto, a presenca de interacdes desfavoraveis, como as repulsoes doador-doador
mencionadas anteriormente, sugere que ajustes estruturais podem ser necessarios para otimizar
a afinidade dos ligantes e minimizar efeitos indesejados. Por exemplo, a introdu¢do de grupos
substituintes que reduzam a densidade eletronica em regides criticas ou a modificagdo da
geometria molecular para evitar sobreposicoes desfavordveis pode melhorar significativamente o
perfil de ligacdo.

Essas informacdes sdo fundamentais para o refinamento racional dos ligantes e para
orientar futuras investiga¢des no desenvolvimento de inibidores mais eficazes. A compreensao
detalhada dos mecanismos de interacdo, tanto favordveis quanto desfavoréveis, permite a elabo-
racdo de estratégias mais precisas no design de farmacos, aumentando as chances de sucesso
em estdgios posteriores de validagdo experimental. Estudos adicionais, como simulacdes de
dindmica molecular e ensaios de afinidade, podem ser realizados para validar essas hipoteses e

aprimorar ainda mais a eficdcia dos candidatos terapéuticos.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

A Leishmaniose, classificada como uma Doenca Tropical Negligenciada (DTN), continua
representando um grave desafio a satde publica global, especialmente nas regides tropicais e
subtropicais. Causada por parasitas do género Leishmania, a doenga manifesta-se em formas
cutanea, mucocutanea e visceral, afetando milhdes de pessoas e impondo elevado custo social,
econOmico e sanitdrio. Embora os tratamentos atualmente disponiveis oferecam algum grau de
eficécia clinica, eles apresentam sérias limitagdes, como alta toxicidade, custo elevado, regimes
terapéuticos prolongados e, cada vez mais, a emergéncia de cepas resistentes. Tal cendrio reforca
a necessidade urgente de novas abordagens terapéuticas mais eficazes, seguras e acessiveis.

Nesse contexto, a enzima diidrofolato redutase-timidilato sintase (DHFR-TS) destaca-se
como um alvo molecular altamente promissor para o desenvolvimento de agentes quimioterdpicos
inovadores. Sua importancia decorre da funcao essencial que desempenha na biossintese de
folatos, fundamentais para a sintese de nucleotideos e, consequentemente, para a replicacao do
DNA do parasita. A peculiaridade estrutural da DHFR-TS em Leishmania amazonensis — uma
enzima bifuncional tinica, em contraste com as enzimas separadas em humanos — confere a
esse alvo terapéutico uma elevada especificidade, favorecendo o desenvolvimento de inibidores
seletivos com menor risco de toxicidade para o hospedeiro.

Este estudo foi conduzido em trés etapas metodoldgicas interdependentes. A primeira
consistiu na modelagem por homologia da estrutura tridimensional da DHFR-TS de L. amazo-
nensis, seguida por simula¢des de dindmica molecular (DM) de 100 ns, com o objetivo de refinar
e estabilizar a conformacdo da proteina. Na segunda etapa, realizou-se uma triagem virtual
utilizando a técnica de ancoragem molecular (docking) com um conjunto de 9.213 compostos
do banco de dados DrugBank, composto por farmacos aprovados ou em desenvolvimento. Essa
andlise possibilitou a identificacdo de 10 candidatos com alto potencial de interacdo com o sitio
ativo da enzima. Entre esses, cinco compostos (DB12622, DB11913, DB11829, DB06888 e
DB12513) se destacaram por sua recorréncia em diferentes conformacdes da enzima, sugerindo
maior robustez nos resultados e uma provavel eficdcia inibitoria.

A terceira etapa consistiu na andlise qualitativa e quantitativa das interagdes proteina-
ligante, com destaque para os residuos de aminoédcidos mais relevantes nas ligacdes e os tipos

de interacdes quimicas envolvidas (pontes de hidrogénio, for¢as de Van der Waals, interagdes
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hidrofébicas, entre outras). Esses dados fornecem subsidios importantes para o desenho racional
de inibidores mais potentes, seletivos e com melhor perfil farmacolégico.

Os resultados obtidos demonstram que a integracdo de ferramentas computacionais
avancadas, como modelagem molecular, simula¢des de dindmica e triagem virtual, € uma
abordagem vidvel e eficaz para a identificagdo de potenciais candidatos terapéuticos contra a
Leishmaniose. Essa estratégia ndo apenas reduz os custos e o tempo envolvidos nas fases iniciais
do desenvolvimento de farmacos, mas também maximiza a assertividade na escolha de moléculas
promissoras, que podem ser posteriormente validadas em ensaios bioldgicos in vitro e in vivo.

Este trabalho, portanto, contribui de forma relevante para o campo da descoberta racional
de farmacos contra doengas negligenciadas. Ao propor uma metodologia reprodutivel e eficiente,
voltada a identificagdo de inibidores da DHFR-TS de L. amazonensis, o estudo amplia as
perspectivas para o desenvolvimento de terapias mais eficazes contra a Leishmaniose Tegumentar.
Espera-se que os compostos identificados possam ser objeto de futuras validacdes experimentais,
abrindo caminho para solucdes terapéuticas mais acessiveis e sustentiveis.

Por fim, ressalta-se que os avancos aqui apresentados ndo apenas fortalecem o conhe-
cimento cientifico sobre os mecanismos moleculares da Leishmaniose, mas também apontam
caminhos para a inovacao tecnoldgica no enfrentamento de doengas que historicamente t€ém sido
negligenciadas pelos sistemas tradicionais de pesquisa e desenvolvimento farmacéutico. Assim,
este trabalho reforca o papel da ciéncia como instrumento de transformacao social, contribuindo
para a melhoria da qualidade de vida de populagdes vulnerdveis e para a constru¢ao de politicas

publicas mais eficazes no combate as DTNGs.
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