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A Leishmaniose ¢

uma doenca infecciosa que

Resumo

A Leishmaniose ¢ uma doenga infecciosa que ocasiona a morte de 26.000 a 65.000 pessoas anualmente, estima-se que
no ano de 2019 houve 700.000 a 1 milhdo de novos casos. Estes dados sdo preocupantes e esta relacionado a falta de
saneamento basico que favorece a proliferagdo dos vetores, além da auséncia de medicamentos eficientes com mecanismos
de agdo alternativos e com menos efeitos colaterais. Em meio a essa necessidade de novos agentes inibitorios, este estudo
teve como objetivo realizar uma predi¢ao computacional de alvos moleculares de Leishmania para um complexo metalico
de ruténio com epiisopiloturina e 6xido nitrico (Epiruno,). O processo de docking molecular foi realizado empregando-se
o sofiware Autodock Tools (ADT) versdo 1.5.6. As proteinas alvos foram consideradas rigidas, enquanto que o Epiruno,
foi considerado flexivel. A glicoproteina GP63 (11ml) representa mais de 1% da proteina total do parasito tendo em vista
que a llml é uma metaloprotease que predomina grupos funcionais em seu sitio ativo, torna-se um alvo atrativo em
estudos de atividade inibitoria. O docking molecular entre o Epiruno, e a 1Iml resultou na melhor conformagao de encaixe
deste estudo, com energia de G,; * de -8,05 Kcal.mol' e uma constante de inibigdo de 1,26 uM. Também foi observada a
formagao de quatro pontes de hidrogénio, demonstrando ser um forte candidato a farmaco antileishmania. Concluindo-se
que o composto Epiruno, ¢ clinicamente atrativo para estudos experimentais futuros ex vivo, in vitro ¢ in vivo, pois seus
resultados in silico apresentaram boas interagcdes moleculares para todas as proteinas alvo deste estudo.

Palavras-chave: atividade

antileishmanial.

Simulagdo de Acoplamento Molecular, Leishmaniose, Doenca Negligenciada,

Abstract

Leishmaniasis is an infectious disease that causes the death of 26,000 to 65,000 people annually, it is estimated that in
2019 there were 700,000 to 1 million new cases. These data are worrying and are related to the lack of basic sanitation that
favors the proliferation of vectors, in addition to the absence of efficient drugs with alternative mechanisms of action and
with less side effects. Amid this need for new inhibitory agents, this study aimed to perform a computational prediction
of Leishmania molecular targets for a ruthenium metal complex with epiisopiloturine and nitric oxide (Epiruno,). The
molecular docking process was performed using the Autodock Tools (ADT) software version 1.5.6. The target proteins
were considered rigid, while Epiruno, was considered flexible. The glycoprotein GP63 (1lml) represents more than 1%
of the total protein of the parasite, considering that 11ml is a metalloprotease that predominates functional groups in
its active site, it becomes an attractive target in studies of inhibitory activity. The molecular docking between Epiruno,
and 1lml resulted in the best fit conformation in this study, with Gbinda energy of -8.05 Kcal.mol-1 and an inhibition
constant of 1.26 uM. The formation of four hydrogen bonds was also observed, demonstrating to be a strong candidate for
antileishmania drug. In conclusion, the compound Epiruno, is clinically attractive for future experimental studies ex vivo,
in vitro and in vivo, as in silico results showed good molecular interactions for all the target proteins in this study.

Keywords: Molecular Docking Simulation, Leishmaniasis, Neglected Diseases, Antileishmanial activity.

de saneamento basico que favorece a proliferagao dos
vetores, além da auséncia de medicamentos eficientes
devido a falta de interesse das industrias farmacéuticas

ocasionaamorte de 26.000 a 65.000 pessoas anualmente,
estima-se que no ano de 2019 houve 700.000 a 1 milhao
de novos casos'. Estes dados sdo preocupantes, pois
em pleno século XXI possuimos numeros elevados
de casos de Leishmania, isso esta relacionado a falta

em produzir novas drogas com mecanismos de acgdo
alternativos e com menos efeitos colaterais, pois
grandes empresas farmac€uticas encerraram seus
programas de pesquisa contra doengas negligenciadas
e se concentraram em areas terapéuticas potencialmente
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mais lucrativas?.

Isso ocorre devido ao publico alvo, pois a doenca
se concentra em paises subdesenvolvidos e ndo possuem
poder econdmico de investir e financiar tratamento para
as pessoas diagnosticadas com a doenga. Deste modo,
cepas parasitarias se tornam cada vez mais resistentes e
os medicamentos diminuem sua eficacia, além de serem
potencialmente toxicos®. Pois os farmacos Glucantime,
antimoniato de meglumina e estiboglucnato de s6dio
(SSG), medicamentos de primeira linha contra a
leishmaniose estdo em uso desde a década de 1950
e ndo passaram por otimizagdes, em alguns casos a
eficacia destes farmacos chega a apenas 10% como foi
evidenciado em casos de Leishmania na india®.

Isso mostra a necessidade de desenvolver
novas substancias com novos mecanismos de agao
que apresente menos efeitos colaterais e alta eficacia.
Associado a isso, temos estudos disponiveis na literatura
sobre o uso de complexos metalicos para impulsionar
a atividade biologica de compostos organicos em
reagdo a uma proteina alvo, diversos medicamentos
usados atualmente no tratamento de infeccdes por
tripanossomatideos possuem em sua composiciao
metais, a exemplo do arsénico e antimdnio’. No
entanto, a compostos contendo outros metais, como
prata, paladio, platina e ruténio que vém apresentando
resultados promissores em inibir proteinas-chave de
Leishmania®’#,

Um estudo realizado por Araujo et al.> mostrou
que um complexo de ruténio com epiisopiloturina e
oxido nitrico (Epiruno,) obteve resultados atrativos
de afinidade molecular para a proteina Nucleoside-
diphosphate kinase de L. major. Baseando-se nestes
estudos, partimos da hipétese que o Epiruno, apresente
importante afinidade molecular para proteinas-chave
de Leishmania através de estudos por simulagdo
computacional.

Nesse sentido, a quimica computacional vem se
mostrando eficiente em analises de afinidade molecular
entre compostos organicos ou sintéticos e alvos
estratégicos de patogenos através do docking molecular’.
Uma ferramenta promissora em predizer a melhor
orienta¢ao de ajuste de encaixe de um ligante em uma
proteina alvo, permitindo observar o comportamento
dos compostos no sitio ativo de ligagdo dessas proteinas,
assim como, elucidar as interagdes moleculares geradas
pelo acoplamento. Este processo envolve predicdo da
conformagao, posi¢do e orienta¢do do ligante nos sitios
de ligagdo e analise da afinidade molecular'®.

Estes testes auxiliam na descoberta de novos
inibidores de proteinas estratégicas de patogenos, pois
avalia a afinidade molecular de compostos ligados
a proteinas alvo, e identifica os tipos de interagdes
geradas no local de ligagdo. Desta forma, auxilia na
escolha de candidatos promissores para testes em
laboratdrios economizando tempo e reagentes que

seriam desperdigados!!. Assim, este estudo teve como
objetivo realizar uma predigdo computacional de
alvos moleculares de Leishmania para um complexo
metalico de ruténio com epiisopiloturina e 6xido nitrico
(Epiruno,).

Materiais e Métodos

Obtencaodageometria molecular tridimensional
do Epiruno, empregando-se de calculos
quanticos computacionais

A estrutura quimica do Epiruno, foi desenhada
utilizando-se o software GaussView 5.01°, gerando as
matrizes de coordenadas cartesianas correspondentes,
para que seja gerado o arquivo de entrada e ser realizado
os calculos quanticos computacionais'®. Uma vez gerado
o arquivo de entrada, os célculos foram submetidos
no software Gaussian 09W', onde os calculos de
otimizagdo da geometria molecular e de frequéncias
vibragdes da estrutura foram realizados empregando-
se o método funcional DFT B3LYP, do conjunto de
funcdes de base 6-311G™(d,p), com o intuito de obter
a geometria molecular tridimensional que seja mais
proximo possivel da realidade.

Interacoes moleculares entre os alvos de L. major
com o Epiruno, por Docking molecular

As estruturas em 3D dos alvos de L. major foram
obtidas no banco de dados de proteinas PDB - Protein
Data Bank", onde foram selecionadas as proteinas
mais atrativas em estudos com complexos metalicos.
Em seguida, as proteinas alvos selecionadas foram
preparadas com a remogdo de todas as moléculas de
agua e outros grupos, como ions, empregando-se o
software CHIMERA v.13.1'°.

O processo de docking molecular foi realizado
empregando-se o software Autodock Tools (ADT) versdo
1.5.6". O protocolo de Rocha et al.'® Para docking
molecular com estruturas metalicas foi referéncia para
este estudo. As proteinas alvos foram consideradas
rigidas, enquanto que o Epiruno, foi considerado
flexivel. As cargas parciais Gasteiger'’ foram calculadas
apos a adicao de todos os hidrogénios. Os atomos de
hidrogénio nao polares de proteinas e ligantes foram
subsequentemente mesclados. Foi gerada uma caixa
cubica de 60 x 60 x 60 pontos com resolugdo de 0,375
A entre os pontos da grade para todo o alvo da proteina.
Os centros das grades de afinidade molecular foram
definidos a partir das coordenadas do sitio ativo de cada
proteina alvo selecionada.

O algoritmo genético Lamarckiano (LGA) com
busca global e pseudo-Solis ¢ Wets com busca local
foram os métodos utilizados no processo de docking
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molecular®. Cada simula¢do consistiu de 100 corridas
independentes. O restante dos parametros de docking
foi definido com os valores padroes?!-2.

Resultados e Discussao

A glicoproteina GP63 ou leishmanolisina (1Iml)
representa mais de 1% da proteina total do parasito
de Leishmania, tendo em vista que a 1lml ¢ uma
metaloprotease que predomina grupos funcionais em
seu sitio ativo, torna-se um alvo atrativo em estudos de
atividade antileishmania®. O docking molecular entre
o Epiruno, ¢ a proteina alvo 1lml, resultou em uma
energia de G,, * de -8,05 Kcal.mol"' e uma constante
de inibi¢do de 1,26 uM (Tabela 1). O complexo gerado
formou quatro pontes de hidrogénio nos residuos de
aminoacidos Glu265, His264, His268 e His334, onde
destacamos que além de apresentar afinidade molecular,
as interacdes por ligagdes de hidrogénio sdo os locais

em que agem as maiores forcas intermoleculares deste
complexo (Figura 1).

A proteina Dihidroorotate dehydrogenase ou
DHODH (4ef8) possui poucos analogos de pirimidina
como inibidores baseado em substrato que ligam no
sitio ativo de diidroorotato®. Os inibidores conhecidos
sao ligados a DHODH de classe II, que sdo ligadas em
um cofator de ubiquinina®. A maioria dos inibidores de
DHODH de classe 11, ndo ¢ eficaz contra a DHODH de
classe IA, ja que seu sitio de ligacdo ¢ a quinona. Esses
inibidores especificos apenas agem especificamente o
DHODH de classe 1A Lactococcus lactis e T. brucei
e analogos de orotato que apresenta inibi¢do contra 7.
cruzi e L. major*®*"2,

O Epiruno, apresentou bons resultados com esta
proteina, obtendo atividade inibitéria frente a DHODH
de L. major de classe IA com uma constante de inibi¢ao
de 2,17 uM, e uma energia de G, * de -7,73 Kcal.
mol! (Tabela 01). As interagdes mais eletronegativas
acontecem nos aminoacidos Arg105 e Asn133, onde sao

Tabela 1. Pardmetros de afinidade molecular do Epiruno, com as proteinas alvos de L. major.

Aminoacidos
Niimeio de Niimeio de que
Complexo AGypa ®
B Corridas de Conformacdes Interagem
(proteina-  (kealm KiP (uM) - . ] .
Encaixe no Primeiro Airaves de
ligante) ol
Independentes Cluster Ligacies de
Hidrogénio
Epimunoy/1lml  -8,05 1,26 uM 100 g Glu263,
His264,
His268,
His334
Epirunoy/4efs  -7.73 2,17 uM 100 7 Arglls,
Asnl33
Epirunoy/3142  -7.62 2,6 pM 100 7 Lys244
Epinuno./30gz -6.71 12,16 pM 100 5 Lys134
Epirunoy/3tue -6,58 14,91 pM 100 27 Aspd7, Phed0,
Vals1l
Epinmoy/2xed  -6,12 32,8 uM 100 1 Ala80, Asp78,
Leu§2

Nota: Epiruno; — Complexo de ruténio com epiisopiloturina e oxido nitrico; 1lml -
glicoproteina GP63 ou leishmanolisina; 4eff - Dihidroorotate dehydrogenase; 3142 -
Pteridine reductase 1; 3ogz - UDP-sugar pyrophosphorylase; 3te -

B Te =TSl L | bz Amma T

- e e
Polidaldasic, LACT - ULIEUPRCLALIGST 1.

tryparedoxin
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Figura 1. Docking molecular entre o Epiruno, e as proteinas alvo 11ml e 4ef3.

Nota: A) ancoragem no sitio ativo da proteina alvo 1lml; B) ancoragem no sitio ativo da proteina
alvo 4ef8; C) interagdo molecular entre o 1lml e o Epiruno,; D) interagdo molecular entre o 4ef8

€ o Epiruno,.

localizadas as pontes de hidrogénio, locais de maiores
forcas intermoleculares entre o DHODH de L. major de
classe IA e o Epiruno, (Figura 01).

O docking molecular do Epiruno, e a proteina
Pteridine reductase 1 de L. major ou LmPTRI1 (5142),
obteve uma energia de G, * de -7,62 Kcal.mol" e uma
constante de inibigdo de 2,6 uM. O complexo gerado
formou uma ligagdo de hidrogénio no aminoéacido
Lys244 (Tabela 1), local onde a for¢a intermolecular
do complexo ¢ mais intensa. A LmPTR1 ¢ um alvo
atrativo para descobertas de drogas antitrypanosomal
e antileishmanial®. A literatura mostra diferentes
arcabougos, como pteridina, pirrolopirimidina e
benzimidazol, onde relata que a ligacdo inibitoria da
atividade da PTR1 ¢ no biopterina***'-3233,

A proteina USP ¢ o homologo de artropodes
do receptor X retindide de vertebrados (RXRa, B, y;
NR2BI, 2, 3), moluscos e cnidarios*. A USP também ¢
uma proteina especialista em diferentes tipos de ligagdes
ao DNA classificada como heterodimerizagao, que é uni
presente para NRs classe I1*°. Em L. major, a UGP leva a
um fenotipo moderado associado a atividade residual da
UGP, que ocorre devido a USP*. A estrutura das UGPs
possui um arranjo estrutural comum que adotam uma
estrutura tripartida com um pequeno dominio catalitico
central, onde possui uma dobra em sanduiche o/p/a
semelhante a Rossmann ¢ um dominio C-terminal em
hélice (*738.

As UGPs de L. major e de plantas sdo semelhantes
em sua ativacdo, ambas sdo ativas como monomeros®,
que apos a ligacdo do Epiruno, a proteina UGP de
L. major mostra alteragdes em sua conformidade
envolvendo o dominio C-terminal em direg¢do ao sitio
ativo e rearranjos em alcas funcionais do dominio

catalitico* como observados na Figura 2. Os resultados
residuais do docking molecular da proteina UDP-
sugar pyrophosphorylase de L. major (30gz) com o
Epiruno, obteve uma energia de G,, * de -6,71 Kcal.
mol! e uma constante de inibi¢do de 12,16 uM (Tabela
1). O complexo formado resultou em uma ligagdo de
hidrogénio no residuo de aminoacido Lys134, local em
que acontece a ligacdo mais intensa deste complexo. Os
aminoacidos Argl127, Asp271, GIn270, Glu126, Gly122,
Gly123, His224, Leul24, Leul28 e Val120 realizam as
interagdes hidrofobicas (Figura 2 (D)).

O docking molecular do tryparedoxin peroxidase
de L. major(3tue)como Epiruno, apresentouumaenergia
de G, ;* de-6.58 Kcal.mol"' e uma constante de inibigao
de 14.91 puM (Tabela 01), mostrando possuir atividade
anti-tryparedoxin peroxidase de L. major. O 3tue tem
sido um alvo atrativo para pesquisas antileishmania
por conter um metabolismo hidroperdxido dependente
de tripanotiona, pois além desse parasita ndo conter
catalase, também possui peroxidases dependentes de
selénio, redutase da glutationa e da tioredoxina redutase
e por possuir uma defesa antioxidante baseada em
um sistema de enzimas dependente da tripanotiona
ditiol tinico (N1, N8-bis (glutationilo) espermidina, T
(SH)2)*'. Desta forma, tem levado cientistas a estudarem
seu metabolismo e desenvolver novas alternativas
de tratamento necessarias devido a baixa eficacia e
seguranga dos atuais medicamentos*. A ilustracdo do
docking molecular do complexo Epiruno,/3tue esta
disponivel na Figura 2 (B, E).

A oligopeptidase B (OPB) ¢ uma sirina peptidase
com dibasico especificidade do substrato. Podendo
ser encontrada restritamente em plantas, bactérias e
patdgenos tripanossomatideos, tornando-se um fator de

45



Araujo et al., 2020.

[Dl ::-T:ﬁt_ ||-_,]

as

B

Figura 2. Docking molecular entre o Epiruno, e as proteinas alvo 3ogz, 3tue e 2xe4.

Nota: A) ancoragem no sitio ativo da proteina alvo 30gz; B) ancoragem no sitio ativo da proteina alvo 3tue; C) ancoragem
no sitio ativo da proteina alvo 2xe4; D) interagdo molecular entre 0 30gz ¢ o Epiruno,; E) interagdo molecular entre o 3tue
e o Epiruno,; F) interagdo molecular entre o 2xe4 e o Epiruno,.

viruléncia atrativo em estudos farmacologicos*. A OPB
foi identificada em diversas espécies de Leishmania
incluindo as espécies de L. major e L. mexicana*.
Atualmente possuem apenas trés farmacos que inibem
a OPB de L. major, que sdo: pentamidina, diminazeno e
suramina**. O Epiruno, se apresenta como um agente
inibidor alternativo que apresentou uma interagdo
molecular interessante clinicamente’, possuindo uma
energia de G,, * de -6.12 Kcal.mol' e uma constante
de inibicdo de 32.8 uM. O complexo gerado formou
trés pontes de hidrogénio ligadas nos residuos de
aminoacidos Ala80, Asp78 e Leu82. Estas ligacdes
sdo responsaveis pelas interagdes de maiores forgas
intermoleculares do complexo Epiruno,/2xe4 (Tabela
1). Os aminoacidos Ala77, GIn81, 11e79, Lys719, Thr724
realizam as intera¢des hidrofobicas (Figura 2 (F)).

Conclusao

O composto Epiruno, se apresentou atrativo
para estudos experimentais futuros in vitro, ex vivo e
in vivo, pois seus resultados in silico apresentaram
boas interagdes moleculares para todas as proteinas
tridimensionais de L. major analisadas neste estudo.
Destacando-se o complexo Epiruno,/1lml gerado, que
resultou em uma excelente afinidade molecular com
energia de G, * de -8,05 Kcal.mol"'. Estes resultados in
silico apresentam o Epiruno, como possivel candidato
a farmaco contra a leishmaniose, porém este composto
deve ser submetido a testes experimentais para viabilizar
e comprovar sua atividade leishmanicida apresentada
neste estudo de predicdo computacional.
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