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RESUMO

A leishmaniose é uma doenga infecciosa cronica, ocasionada em humanos pela picada de um
mosquito infectado classificado como flebotomineo. Apds a infec¢do, os parasitas
metaciclicos de Leishmania, irdo interagir principalmente com células fagocitdrias que irdo
infectar e atingir os tecidos e 6rgdos, a depender da espécie de Leishmania e da interacdo
imune e genética do hospedeiro. A L. major possui caracteristicas unicas dentro do seu
género, que a diferencia da T. brucei e T. cruzi metabolicamente. Além de terem
caracteristicas proprias dentro do seu genoma, também apresentam organelas particulares tais
como os glicossomos, que funcionam como reservatérios de enzimas glicoliticas e
cinetoplasto. A Quimica Quantica Computacional disponibiliza de dados algoritmos que nos
permite localizar e decifrar estado de transicdo em transformacdes quimicas nos fornecendo
informacdes relevantes sobre interacdes moleculares de um potencial biolégico, onde os
resultados quanticos sao de 95% de confianca. O presente trabalho tem como objetivo realizar
testes de docking molecular e avaliacdo da atividade antileishmania in vitro de um complexo
metdlico de ruténio com epiisopiloturina e O6xido nitrico (Epiruno;). As estruturas das
proteinas em 3D dos alvos de L. major foram obtidas no banco de dados Protein Data Bank
(PDB) com os cddigos le7w (Pteridine reductase), Snzg (UDP-glucose Pyrophosphorylase),
5g20 (Glycyl Peptide N-tetradecanoyltransferase), 5c7p (Nucleoside diphosphate kinase),
lezr (Nucleoside hydrolase), 1lml (Leishmanolysin), 4ef8 (Dihydroorotate Dehydrogenase),
5142 (Pteridine reductase 1), 3ogz (UDP-sugar pyrophosphorylase), 3tue (Tryparedoxin
peroxidase) e 2xe4 (Oligopeptidase B). Foi gerada uma caixa cubica de 60 x 60 x 60 pontos
com resolucdo de 0,35 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 dos dtomos dos
seguintes residuos Asnl09, Lys380, Asn376, Gly91, Aspl5, His264, Asnl33, Arg287,
Lys134, Thr49 e Arg83, respectivamente. Os resultados mais promissores de interacdo
molecular foram alcangados nas espécies Snzg e le7w, deste modo, o complexo Epiruno,
demonstrou boa atividade bioldgica nos testes por docking molecular, demonstrando possuir
melhor pardmetro de afinidade para os alvos 1e7w e 5nzg. Além desses dois alvos, constatou-
se que o complexo possui boa taxa de energia de interacdo molecular no sitio ativo das demais
proteinas de Leishmania analisadas. Os ensaios in vitro, comprovam a atividade bioldgica do
complexo Epiruno, em promastigotas de espécies de L. major com inibicdes de crescimento
significativas, podendo concluir através de estudos in silico por docking molecular e ensaios
in vitro que o Epiruno, possui atividade antileishmania.

Palavras - chave: docking molecular; doencas negligenciadas; Leishmania major.



ABSTRACT

Leishmaniasis is a chronic infectious disease caused in humans by the bite of an infected
mosquito classified as a sand fly. After infection, Leishmania metacyclic parasites will
interact primarily with phagocytic cells that will infect and reach tissues and organs,
depending on the Leishmania species and the host's immune and genetic interaction. The L.
major has unique characteristics within its genus, which differentiates it from T. brucei and T.
cruzi metabolically. In addition to having their own characteristics within their genome, they
also have particular organelles such as glucosomes, which function as reservoirs of glycolytic
and kinetoplast enzymes. Computational Quantum Chemistry provides data algorithms that
allow us locate and decipher transition state in chemical transformations providing us with
relevant information about molecular interactions of a biological potential, where quantum
results are 95% reliable. The present work aims to perform molecular docking tests and
evaluation of in vitro antileishmania activity of a ruthenium metal complex with
epiisopiloturin and nitric oxide (Epiruno,). The 3D protein structures of L. major targets were
obtained from the Protein Data Bank (PDB) database with codes 1e7w (Pteridine reductase),
Snzg (UDP-glucose Pyrophosphorylase), 5g20 (Glycyl Peptide N-tetradecanoyltransferase),
5¢7p (Nucleoside diphosphate kinase), lezr (Nucleoside hydrolase), 1lml (Leishmanolysin),
4ef8 (Dihydroorotate Dehydrogenase), 5142 (Pteridine 3-phasease) sugar Tryparedoxin
peroxidase) and 2xe4 (Oligopeptidase B). A 60 x 60 x 60 dot cubic box with 0.35 A
resolution was generated between grid points for any protein target. The centers of the
molecular affinity grids were defined from the atom coordinates of the following residues
Asnl09, Lys380, Asn376, Gly91, Aspl5, His264, Asnl133, Arg287, Lys134, Thr49 and
Arg83, respectively. The most promising results of molecular interaction were achieved in
species Snzg and le7w, thus the Epiruno, complex showed good biological activity in
molecular docking tests, demonstrating to have better affinity parameter for 1e7w and Snzg
targets. In addition to these two targets, it was found that the complex has a good rate of
molecular interaction energy at the active site of the other Leishmania proteins analyzed. The
in vitro assays prove the biological activity of the Epiruno, complex in promastigotes of L.
major species with significant growth inhibitions. It can be concluded from molecular silica
docking studies and in vitro assays that Epiruno, has antileishmania activity.

Key words: molecular docking; neglected diseases; Leishmania major.
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1. INTRODUCAO

Os tripanossomatideos sdo uma familia de protozodrios uniflagelados que inclui
parasitas dos géneros Leishmania e Trypanosoma (PINTO et al., 2013). Estes agentes sdo
responsaveis por ocasionar trés tipos de doengas humanas: a tripanossomiase sul-americana
(doengas de chagas) derivada pelo T. Cruzi; tripanossomiase africana ou doenga do sono,
causada por T. brucei; e a leishmaniose que agrega um conjunto de espécies. Essas trés
doengas sdo consideradas pela Organizacdo Mundial da Saide (OMS) como patologias
negligenciadas, que atingem milhdes de pessoas em paises subdesenvolvidos, representando
um problema de saide publica e afetando a economia desses paises em desenvolvimento
(STUART et al., 2008).

A leishmaniose é uma doenca que atinge mais de 98 paises no mundo, sendo relatado
cerca de 1,5 a 2 milhdes de casos por ano, com uma taxa anual de 50 mil mortes (ALVAR et
al.,, 2012). H4 varias maneiras da doenca se manifestar, podendo se apresentar de forma
cutanea, mucocutanea e visceral. A infeccdo por espécies de leishmaniose do género de L.
major possui evolucdo cronica, que acomete as estruturas da epiderme e cartilaginosas da
nasofaringe de forma localizada ou difusa (SCOTT; NOVAIS, 2016).

O ciclo parasitario decorre da abundéncia de carboidratos na superficie de Leishmania,
onde inclui lipofosfoglicanos, proteinas ancoradas a lipideos glicosilfosfatidilinositol e
proteofosfoglicanos (LLG, 2000). Essas glicoproteinas fazem parte do glicocalix da forma
infecciosa promastigota, que € o processo mais importante na infectividade do hospedeiro
(DESCOTEAUX; TURCO, 1999) e na interagdo flebotominica (SACKS, 2001). Apds a
infeccdo, os parasitas metaciclicos de Leishmania irdo interagir principalmente com células
fagocitdrias que irdo infectar e atingir os tecidos e Orgdos, a depender da espécie de
leishmaniose e da interacdo imune e genética do hospedeiro. Essa infec¢do se apresenta de
varias formas distintas, tais como a leishmaniose tegumentar americana (LTA) e a
leishmaniose visceral (LV). A caracteristica clinica apresentada da LTA em humanos sdo:
cutanea disseminada (LCD); cutanea difusa (LCd); e mucosa (LM) (SAMPAIO; RIVITTI,
2008).

A L. major possui caracteristicas unicas dentro do seu género, onde dois genes
intimamente relacionados (ImjF33.1740 e LmjF33.1750) e cujas proteinas possuem dominio
de fator inibitério de macréfagos (FIM) com cerca de 30 a 40% de identidade homologas de

FIM. (MURRAY et al., 2005). Além de possuirem caracteristicas proprias dentro do seu
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genoma, também apresentam organelas particulares tais como os glicossomos que funcionam
como reservatorios de enzimas glicoliticas e cinetoplasto (IVES et al., 2005).

O tratamento da doenca é composto por diversos farmacos como o antimonial
pentavalente que é potencialmente t6xico e em muitos casos ineficaz, mas € o medicamento
de primeira linha no tratamento de diversas espécies de leishmania. Além dos medicamentos
de segunda linha como o AmBisomew, lipossomal, anfotericina B, miltefosina e a diamidinas
(pentamidina) que também apresentam diversos efeitos colaterais as pessoas submetidas ao
tratamento (CROFT; COOMBS, 2003; BRASIL, 2014).

H4 décadas, pesquisadores desenvolvem novas formulagdes de farmacos e
medicamentos alternativos em prol de um tratamento eficiente para esta doenca, como:
formulacao tépica (RUIZ et al., 2014); nanoesferas (CARVALHO, 2013; LIMA, 2014);
microemulsdo (BUTANI et al., 2014); nanoemulsdo (CALDEIRA et al., 2015); microtubos
para liberagdo topica (SALERNO et al., 2013) entre outros métodos ja observados em
diversos paises (CROFT; SEIFERT, 2005).

A Quimica Quantica Computacional tem proporcionado diversas ferramentas que
predizem propriedades moleculares relacionadas a um potencial farmacoldgico. Utilizando
das leis da Quimica Quantica e de varias técnicas de programacdo que sdo capazes de prever
estado de energia, estruturas moleculares, frequéncias vibracionais de sistemas atomicos e
moleculares, propriedades moleculares. Pople et al., (1976), demonstra a utilidade de métodos
computacionais para pesquisas de Quimica Quantica Computacional, pois elas geram
informacdes cruciais a cerca das suas propriedades e estruturas moleculares. Algoritmos
complexos sdao desenvolvidos para determinar as vibragdes moleculares e espectro de
infravermelho, desenvolvendo modelos virtuais economizando tempo e materiais que seriam
desperdi¢ados em experimentos no laboratorio (HEHRE et al., 1986; FIGUEIREDO, K.A et
al., 2018).

Esta metodologia renovadora foi disponibilizada na década de 70 por Pople para a
comunidade académica. O programa computacional Gaussian-70 realiza diversos cdlculos de
propriedades moleculares, gerando resultados coerentes qualitativamente e quantitativamente
com simulacOes experimentais, proporcionando confian¢a nos resultados (RAPPOPORT;
FURCHE, 2010).

O complexo metdlico de ruténio com epiisopiloturina e 6xido nitrico (Epiruno,)
(Figura 01) fo1 sintetizado a partir de um alcaloide pilocarpus, a Epiisopiloturina (EPI). A EPI
€ uma substancia isolada da espécie Pilocarpus microphyllus Stapf, onde possui uma base

isomérica ao invés do lado usual pilosina alcaloides, além da pilocarpina alcaloide principal.
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(VOIGTLANDER et al., 1978). Esta substancia foi descoberta na década de 70, a partir de
entdo, sua atividade bioldgica antiparasitdria é estudada (GUIMARAES et al., 2014).
Considerando a presente literatura sobre atividade bioldgica do complexo de Ru
(GARBIN et al., 2015) este trabalho tem como objetivo, estudos de docking molecular e
avaliacdo da atividade antileishmania in vitro do complexo metédlico de ruténio com

epiisopiloturina e 6xido nitrico.

Figura 01: Complexo Epiruno,.
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral:
Docking molecular e avaliacdo da atividade anti-leishmania in vitro de um complexo

metalico de ruténo com epiisopiloturina e 6xido nitrico (Epirunos).

2.2. Especificos:
e Realizar uma prospecc¢ao de proteinas de L. major no banco de dados do PDB.
e Determinar docking molecular no sitio ativo das proteinas de L. major pelo complexo
metélico de ruténio com epiisopiloturina e 6xido nitrico (Epiruno,);
e Analisar os efeitos do complexo metdlico de ruténio com epiisopiloturina e 6xido

nitrico (Epiruno,) contra formas promastigotas de L. major.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Prospeccao de Proteinas do PDB

Realizou-se uma busca de enzimas da espécie L. major, utilizando o banco de dados
do Protein Data Bank (PDB) como predi¢do para estudos antiparasitdrios. As estruturas
tridimensionais dos principais alvos identificados foram obtidas no banco de dados PDB

(http://www.rcsb.org/) (BERMAN et al.,, 2000). Essas enzimas vém sendo cada vez mais

utilizadas pelos cientistas em estudos in silico, onde € possivel determinar a interacao
molecular com substincias bioativas, antecedentes a testes experimentais. O estudo
prospectivo de proteinas de Leishmania serviu como base para testes de docking molecular e

estudos de atividades bioldgicas, através de ensaios in vitro.

3.2. Docking molecular

As estruturas em 3D dos alvos de L. major foram obtidas no banco de dados de
proteinas PDB com os cddigos: 4ef8 (Dihydroorotate Dehydrogenase); 5g20 (Glycyl Peptide
N-tetradecanoyltransferase); Snzg (UDP-glucose Pyrophosphorylase); 5142 (Pteridine
reductase 1); 5c¢7p (Nucleoside diphosphate kinase); 3ogz (UDP-sugar pyrophosphorylase);
le7w (Pteridine reductase); lezr (Nucleoside hydrolase); 1lml (Leishmanolysin GP63); 2xe4
(Oligopeptidase B); e 3tue (Tryparedoxin peroxidase). Os docking’s foram realizadas
utilizando o programa Autodock Tools (ADT) (http://autodock.scripps.edu/), versdao 1.5.6
(GOODSELL; MORRIS, 1996; GOODSELL, 2005; MORRIS et al., 2008). Em seguida, os

arquivos de proteinas foram preparados pela remocdo de todas as moléculas de dgua e outros
grupos, como ions, usando o software CHIMERA v.13.1 (https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/)
(PETTERSEN et al., 2004).

As proteinas e ligantes foram preparadas com a remoc¢do de todas as moléculas de
agua e outros grupos, como fons usando o software CHIMERA v.13.1 (PETTERSEN EF et
al., 2004). O receptor foi considerado rigido, enquanto que cada ligante foi considerado
flexivel. As cargas parciais Gasteiger (GASTEIGER & MARSILI, 1980) foram calculadas
apo6s a adi¢do de todos os hidrogénios. Os dtomos de hidrogénio ndo polares de proteinas e
ligantes foram subsequentemente mesclados. Foi gerada uma caixa cubica de 60 x 60 x 60
pontos com resolucdo de 0,35 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 dos


http://www.rcsb.org/
http://autodock.scripps.edu/
https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/
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atomos dos residuos Asnl33, Asn376, Lys380, Arg287, Gly9l, Lys134, Asnl09, Aspls5,
His264, Arg83 e Thr49 respectivamente.

O algoritmo genético Lamarckiano (AGL) com busca global (MORRIS et al., 1998) e
pseudo-Solis e Wets com busca local (SOLIS, 1981) foram os métodos utilizados na docking
molecular. Cada simulacao consistiu de 100 corridas independentes (RAMOS et al., 2012). O
restante dos parametros do docking molecular foi definido com os valores padrdes. As
andlises foram concentradas nos grupos de menor energia. A conformacdo de menor energia
combinada com inspec¢ao visual foi escolhida para uma andlise mais detalhada (ROCHA et

al., 2018).

3.3. Ensaios in vitro

3.3.1. Parasitos

Foram utilizadas cepas da espécie L. major MHOM/IL/80/Friedlin mantidas no
Laboratorio de Atividade Antileishmania, localizado no Nicleo de Pesquisas em Plantas
Medicinais da Universidade Federal do Piaui e cultivados em meios Schneider’s (Sigma,
EUA), suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) (Sigma, EUA e penicilina-
estreptomicina 10.000 UI/10 mg (Sigma, EUA) a 26 °C em estufa de demanda bioldgica de
oxigénio (BOD).

3.3.2. Atividade antileishmania de um complexo metilico de ruténio com

epiisopiloturina e 6xido nitrico em fragoes sobre formas promastigotas de L. major.

Formas promastigotas em fase logaritmica de crescimento foram semeadas na
quantidade 1x10° parasitas por poco, em microplaca de cultivo celular de 96 pocos, contendo
meio Schneider’s suplementado e a substincia em diluicdo seriada, atingindo as
concentracoes de 800 a 6,25 ug/mL. As placas foram incubadas em estufa BOD a temperatura
de 26 °C. Ap6s 48 h foi adicionado resazurina (1 mM) e incubou-se novamente a placa por
6h. Apos, foi realizada a leitura em espectofotdmetro para obtencido da densidade 6tica a 550
nm. O controle negativo foi realizado com meio Schneider’s a 0,2% de DMSO e considerado
como 100% de viabilidade dos parasitos. Anf. B na concentragdo de 2 ug/mL foi utilizada

como controle positivo para validagcdo do experimento (CARNEIRO et al., 2012).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Prospeccio de Proteinas do PDB

As enzimas e respectivos codigos prospectadas de L. Major foram inseridas na Tabela
01. Foram encontrados no banco de dados do PDB, 180 cddigos de identificacdo e 66

proteinas desta espécie.

Tabela 01: Cdédigos das enzimas depositadas no banco de dados do PDB com o termo L.
major até o ano de 2018.

Enzimas Identificacao PDB
Adenosylhmocysteinase 3G1U
ADP-Ribosylationfactor 2xXT77

Ap- Endocuclease 2J63
Ascorbate peroxidase 5AMM, 5AL9, 5ALA, 4GED, 4GED,
3RIV, 3RIW
Aspartateaminotransferase 4H51

Coproporphyrinogen III oxidase 3DWR, 3DWS, 2QT8, 1VJU
Cytochrome c 4DY9
Cysteinesynthase 4AIR

Class I phospodiesterase PDEB1
Dihydroorotatedehydrogenase

Dutpase

Glycylpeptide n-tetradecanoyltransferase

UDP-glucose pyrophosphorylase

Peptidyl-prolylci-transisomerase

2R8Q
4EFS, 4EF9, 3TJX, 3TRO, 3TQO,
3MHU, 3MJY, 3GZ3, 3GYE
2YAY, 2YAZ, 2YBO, 2CJE
5G20, 5G21, 5A27, 5A28, SAG4,
5AGS, 5AG6, SAG7, 5AGE, 4UCM,
4UCN, 4UCP, 4CYP, 4CYN, 4CYO,
4CYQ, 4C7H, 4C71, 4CGL, 4CGM,
4CGN, 4CGO, 4CGP, 4A2Z, 4A30,
4A31, 4A32, 4A33, 2WSA, 3H5Z
5NZG, 5NZH, 5NZI, 5NZJ, 5NZK,
SNZL, SNZM, 4718, 4M28, 4M2A,
4M2B, 20EF, 20EG
2HQJ



Possible 3-mercaptopyruvate Sulfurtransferase
Proteintyrosinephosphatase-likeProtein

Pteridinereductase 1

Prostaglandin f2-alpha synthase
ProbableUbiquitinfoldmodifierConjugatingenzyme
Proteinkinase, putativeGlycogenSynthasekinase
Putative C-1-tetrahydrofolate Synthase,
cytoplasmic
Putativeeukaryotictranslationinitiationfactor
Putativephosphoglucomutase
Putativeprolyl-tRNAsynthetase
Putativeselenophosphate
Putativeaminopeptidase
Putativeuncharacterizedprotein
Pseudoperoxidase
Pteridinereductase
ProbableeukaryoticD-aminoAcidtRNAdeacylase,
LMAJO005534AAA
Ribonuclease MAR1
Tyrosyl-tRNAsynthetase
Thymidinekinase
Tubulinbindingcofactor
Trypanothionesynthetase
Tryparedoxin peroxidase
Threonineoldolase
Trypanothione-dependentglyxalase |
FBP protein
Fumaratehydratase
Farnesylpyrophosphatesynthase
Integron gene cassetteprotein

Macrophagemigrationinhibitory
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10KG
3540
5LA2, SLAN, 3H4V, 2QHX, 2BF7,
2BFA, 2BFM, 2BFO, 2BFP, IWO0C,
1E92, IETW
4G5D, 4F40
3KPA
3E3P
4A26

5WBS, SWBS
4QGS
SXIL
5L16
SNTH
3M3I
SVIA

1WO0C, 1ETW
1TC5

1XN4
3POH, 3POI, 3POJ
4UXH, 4UXI, 4UXJ
SAJS, 4CQI
2VOB, 2VPM, 2VPS
4K1F, 3TUE, 2S9F
ISVV
2C21
SOEY, 5OEZ, 50FU
S5L2R
4K10, 412X, 4JZB
4ANWR
3FWU, 3FWT, 3B64



Malatedehydrogenase
MSE Ouervon MSE
Mix1
Methionyl-tRNAsythetase
Mevalonatekinase, putative
Mitogen-activatedproteinkinase

Nucleosidediphosphatekinase

Nucleosidehydrolase
Oligopeptidase B
SB(V)-AS(V) Reductase
SAS-6

Superoxide dismutase

UTP-glucose-1-phosphate uridylytransferase 2

UDP-sugar pyrophosphorylase

Uncharacterizelprotein
Ubiquitin Carrier protein 4
Heatshockprotein 83-1
Hypotheticalprotein

Initiationfactor 2B

Leishmania Major Homologofprogrammedcell

Leishmanolysin

Lmaj004091AAA
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4H7P
3LJN
3HA4
3KFL

2HFS, 2HFU

3UIB, 3PGl1

5C7P,5CAA, 5CAB, 3NGR, 3NGS,

3NGT, 3NGU
1EZR
2XE4
2J6P

4CKM, 4CKP
4F2N

20EF, 20EG

30GZ, 30HO, 30H1, 30H2, 30H3,

30H4

SIUM, 3KSV
1YF9

3U67, 3Q5J, 3Q5K, 3Q5L, 3HJC, 3H80
2ARI1, IR75, 2B4W, 1YQF

2A0U
1Y1X
1LML

1XTP, 1Y63

4.2. Docking molecular

Os critérios de avaliacdo foram definidos pelos resultados de liga¢cdes de hidrogénio,

ligacGes hidrofébicas e menor energia de ligacdo. Com base nesses critérios, foram escolhidos

os alvos que possuem maiores afinidades moleculares com o complexo Epiruno, para ensaios

biolégicos. Todos os resultados de docking molecular estdo disponiveis na Tabela 02.
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Tabela 02: Parametros de afinidade molecular do complexo metélico Epiruno, com proteinas de L. major.

Complexo AGpina® Ki® (uM) Numero de Numero de Aminoacidos Aminoacidos que Fazem Interacoes Hidrofébicas
(proteina- (kcal Corridas Conformacoes que Interagem
ligante) mol'l) de Encaixe  no Primeiro Através de
Independe Cluster Ligacoes de
ntes Hidrogénio
Epiruno,/1e7w  -10,68 14,8 nM 100 7 Asp232, Lys198, Argl7, Asnl09, Aspl81, Gly225, Leul8, Leul88,
Serl11, Ser227 Leu226, Leu229, Met179, Met233, Phel13, Pro224,
Tyr194, Val180, Val228
Epiruno,/5nzg  -10,51 19,74 nM 100 6 Asp221, Gly220, Ala355, Asn219, Asn82, Glu190, Glu284, Glu353,
Lys95 Gly256, Gly84, His191, Leu81, Lys380, Ser285, Thr354,
Thro6
Epiruno,/5g20  -9,65 83,81 nM 100 81 0 Ala343, Arg231, Asn376, Asp83, Gly397, His219,
Leu227, Leu341, Phe88, Phe90, Ser221, Ser330, Tyr217,
Tyr345, Val374
Epiruno,/5¢7p -8,22 935,7 nM 100 43 Argl04, Asnl14, Alal08, Arg87, Asp110, Asp97, His117, Leu54, Leu63,
Ser98 Lys11, Phe59, Tyr51, Vall09, Vallll
Epiruno,/lezr -8,19 996,06 nM 100 4 Prol1, gln40 Asnl168, Asn39, Aspl0, Aspl4, Aspl5, Asp241, Glul66,
Gly12, His240, Met152, Phel67, Tyr225, Tyr229, Val45
Epiruno,/11ml -8,05 1,26 uM 100 8 Glu265, His264, Ala225, Ala346, Ala348, Ala349, Glu221, Gly222,
His268, His334 Gly329, Leu224, Phe451, Pro347, Ser330, Val223,
Val261
Epiruno,/4ef8 -1,73 2,17 uM 100 7 Argl05, Asnl33 Alal46, Asn107, Cys131, Cys150, GIn149, Gly101,
Leul02, Met104, Pro132, Ser103, Vall134, Vall140
Epiruno,/5142 -7,62 2,6 uM 100 7 Lys244 Ala288, Arg287, GIn186, His241, Leul88, Leul89,
Pro187, Thr286, Tyr283
Epiruno,/30gz -6,71 12,16 uM 100 5 Lys134 Argl27, Asp271, GIn270, Glul26, Gly122, Gly123,
His224, Leul24, Leul28, Val120
Epiruno,/3tue -6,58 1491 uM 100 27 Asp47, Phe50, Argl28, Leud6, Met147, Phe48, Pro45, Thr49
Val51
Epiruno,/2xe4  -6,12 32,8 uM 100 1 Ala80, Asp78, Ala77, Asp78, GIn81, 11e79, Lys719, Thr724

Leu&2
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A Pteridine reductase (PTRI1) (le7w), exerce uma funcdo de reduzir pterinas
conjugadas e ndo conjugadas, um exemplo é a biopterina a diidrobiopterina (DHB), em
seguida a 5,6,7,8-tetra-hidrobiopterina (THB) ou de folato a DHF e THF. Ela € a udnica
proteina conhecida por reduzir a biopterina em Leishmania, mostrando ser essencial para o
crescimento in vivo através de estudos knockout genéticos (NARE; HAEDY e BEVERLEY,
1997). A PTR1 possui em sua estrutura 288 residuos que contém um unico dominio o/f3 com
topolégica tipica de redutase de cadeia curta (SDR) baseada na dobra de Rossmann
(TANAKA et al., 1996). O docking molecular do complexo 1e7w/Epiruno, obteve a menor
energia de ligacdo dentre as docagens realizadas neste estudo, com uma taxa de -10.68
Kcal.mol! e uma constante de inibicio de 14,8 nM. Essa energia de ligacdo indica uma
potente interacdo entre a macromolécula e o ligante, podendo observar fortes interacdes
moleculares nas quatro pontes de hidrogénio ligadas aos aminoacidos Asp232, Lys198,
Serl11 e Ser227, locais em que agem as maiores forcas intermoleculares (Tabela 02). Os
aminodcidos Argl7, Aspl81, Asp232, Leul8, Leul88, Leu226, Leu229, Lys198, Metl179,
Met233, Phell3, Pro224, Ser227, Vall80, Val228 realizam as interagdes hidrofébicas
(Tabela 02). A imagem ilustrativa da docking molecular entre o Epiruno,/le7w estd
disponivel na Figura 02.

O acoplamento molecular da UDP-glucose Pyrophosphorylase (5nzg) obteve uma
energia de ligacdo de -10,51 Kcal.mol' que também possui uma potente interacio entre o
receptor € o ligante. Isso pode esta relacionado a UGP, que catalisa a sintese da forma ativada
de glicose, UDP-Glc, de uridina trifosfato (UTP) e glicose-1-fosfato (Glc-1p). Como a reagdo
de UDP-GIc ¢é fundamental na produ¢do de carboidratos, como glicanos de superficie celular
e outros processos de organismos patogénicos (FU HRING et al., 2013) se tornam alvos
atrativos em estudos de inibi¢cdo molecular (LAMERZ et al., 2006). A Ki® foi de 19,74 nM,
nos mostrando a forte atividade bioldgica da Epiruno, em reagdo com a UDP. Isso nos indica
a alta interac@o molecular entre ligante e macromolécula e tal afinidade molecular pode ser
comprovada com a formagdo de trés pontes de hidrogénios nos aminodcidos, Asp211,
Gly220, Lys95 (Tabela 02), onde a forca intermolecular entre a proteina Snzg e a Epiruno,
sd0 mais intensas. Os aminodcidos Ala355, Asn82, Asn219, Glu284, Glu353, Gly84, Gly256,
His191, Lys380, Ser285, Thr96 e Thr354 realizam as interagdes hidrofébicas (Tabela 02). A
imagem ilustrativa da docking molecular entre o complexo Epiruno,/5Snzg esta disponivel na

Figura 02.
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Figura 02: Docking molecular. Epiruno,/1e7w: a) ancoragem no sitio ativo do receptor, b)
interacdo molecular entre o receptor e o ligante no sitio de ligacdo; Epiruno,/Snzg: c)
ancoragem no sitio ativo do receptor, d) interacdo molecular entre o receptor e o ligante no
sitio de ligacdo.
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Me233(A)

Lys380(A)

GlyS4(A)
yr194(A)

AsnS2(A)

A interacdo molecular entre a Epiruno, com a proteina Glycyl Peptide N-
tetradecanoyltransferase (5g20) obteve uma importante energia de ligacao de -9,65 Kcal.mol™
e uma constante de inibicdo de 83,81 nM. O complexo ndao obteve nenhuma interacdo por

ligacdo de hidrogénio em nenhum dos aminodcidos (Tabela 02). Os aminodcidos Ala343,
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Arg231, Asn376, Asp83, Gly397, His219, Leu227, Leu341, Phe88, Phe90, Ser221, Tyr217,
Tyr345 e Val374 fazem as interacdes hidrofdbicas (Tabela 02). A N-tetradecanoyltransferase
cumpre a funcdo de selecionar a transferéncia da cadeia de 4cido graxo Cj4 de misistoil
coenzima (A) para residuos de glicina N-terminal de proteinas substrato (JOHNSON et al.,
1994). Essa modificacdo desempenha uma func¢do central em variedade de processos
celulares, como coordenadas de ancoragem reversivel de proteinas a membranas (WRIGHT et
al., 2010). A estabilidade da estrutura tercidria faz parte de elementos de reconhecimento que
facilitam nas interacdes moleculares entre a proteina e o ligante (CHOW et al., 1987). A
imagem ilustrativa da interagdo molecular entre o complexo Epiruno,/5g20 estd disponivel na
Figura 03.

As Nucleoside diphosphate kinase (NDKs; EC 2.7.4.6) sdo proteinas importantes e
indispensaveis para a manuten¢do dos niveis intracelulares de nucleosideos trifosfatos (NTP).
Eles transportam o grupo y-fosforil de uma NTP para um nucleosideo difosfato (NDP) através
de um esquema funcional denominado como ping-pong que envolve a fosfohistidina
intermedidria covalente. Os NDKs eucariéticos sdo compostos por subunidades de 15 a 18
KDA com semelhangas em suas estruturas gerais e um sitio ativo conservado (LASCU E
GONIN, 2000; SOUZA et al., 2011). A estrutura de Leishmania Nucleoside diphosphate
kinase (5¢7p) ancorada ao ligante Epiruno, obteve uma energia de ligacdo de -8,22 Kcal.mol™
e uma constante de inibi¢do de 935,7 nM. O complexo formou trés ligagdes de hidrogénio nos
aminoacidos Argl04, Asnll4 e Ser98 que interagem com maior for¢a intermolecular nas
moléculas (Tabela 02). Os aminoacidos Alal08, Arg87, Argl04, Aspl110, His117, Leu63,
Lys11, Phe59, Ser98, Vall09 e Vallll fazem as interagdes hidrofébicas (Tabela 02). A
imagem ilustrativa do acoplamento molecular entre o complexo Epiruno,/5¢7p esta disponivel
na Figura 03.

A Nucleoside Hydrolase pode ser identificada em extratos livres de células do parasita
de Leishmania, onde também h4 existéncia de nucleoside hydrolase em diversos protozoarios
parasitdrios, ela se caracteriza por ser uma enzima util em infec¢des parasitarias (PARKIN et
al., 1997). A nucleoside hydrolase mais abundante em células, € a IU1- nucleoside hydrolase,
ela catalisa a hidrdlise eficiente de ambos os nucleosidos de purina e pirimidina (PARKIN et
al.,, 1991). A sua inibicdo é fundamental para o tratamento de L. major, onde a busca por
novos compostos bioativos é fundamental (BERMAN et al., 1996; CROFT et al., 1997). O
Epiruno, apresentou forte interagcdo molecular com a Nucleoside hydrolase de L. major (1ezr),
obtendo uma energia de ligacdo de -8,19 Kcal.mol” e uma constante de inibicdo de 996,06

nM. As interagdes de menor energia acontecem nos residuos Prol1 e GIn40, as duas pontes de
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hidrogénio geradas (Tabela 02). Os aminodcidos Asn39, Aspl0O, Aspl4, AsplS, Asp241,
Glyl12, His240, Metl152, Phel67, Tyr225, Val45 fazem as interacdes hidrofébicas (Tabela
02). A imagem ilustrativa da docking molecular entre o complexo Epiruno,/lezr estd

disponivel na Figura 03.

Figura 03: Docking molecular. Epiruno,/5g20: a) ancoragem no sitio ativo do receptor, b)
interacdo molecular entre o receptor e o ligante no sitio de ligacdo; Epiruno,/5c7p: c)
intera¢do molecular entre o receptor e o ligante no sitio ativo; Epiruno,/lezr: d) ancoragem no
sitio ativo do receptor, e) interacdo molecular entre o receptor e o ligante no sitio de ligagao.
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A glicoproteina GP63 ou leishmanolisina (1lml) representa mais de 1% da proteina
total do parasito (JAFFE; DWYER, 2003). Tendo em vista que a 1Ilml € uma metaloprotease
que predomina grupos funcionais em seu sitio ativo, torna-se um alvo muito interessante em
estudos de docking molecular como uma alternativa para surgimento de novos farmacos. O
docking molecular entre o complexo Epiruno,/1lml, resultou em uma forte interacdo

molecular, com uma energia de ligacdao de -8,05 Kcal.mol™' e uma constante de inibicdo de
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1,26 uM. O complexo formou quatro pontes de hidrogénio nos aminodcidos Glu265, His264,
His268 e His334, onde destacamos que além da 6tima interagdo molecular entre as moléculas,
existem quatro ligacdes onde agem as maiores forcas intermoleculares, que sdo os locais de
ligacdes mais intensas (Tabela 02). Os aminodcidos Ala348, Glu221, Glu265, Gly222,
Phe451, Pro347, Val223, Val261 realizam as interacdes hidrofébicas (Tabela 02). A imagem
ilustrativa do docking molecular estd disponivel na Figura 04.

A Dihidroorotate dehydrogenase (DHODH) possui poucos andlogos de pirimidina
como inibidores baseado em substrato que ligam ao sitio ativo de diidroorotato (DEFREES et
al., 1988). Os inibidores conhecidos sdo ligados a DHODH de classe dois, que s@o ligadas em
um cofator de ubiquinina (VYAS; GHAT, 2011). A maioria dos inibidores de DHODH de
classe 2, ndo € eficaz contra a DHODH de classe 1A, ja que seu sitio de ligagdo € a quinona.
Esses inibidores especificos apenas agem especificamente o DHODH de classe 1A
Lactococcus lactis (PALFEY; BJIORNBERG; JENSEN, 2001) e T. brucei (ARAKAKI et al.,
2008) e andlogos de orotato que apresenta inibi¢do contra 7. cruzi e L. major (CHELESKI et
al., 2010).

A Epiruno, apresentou bons resultados in silico por docking molecular, mostrando que
possui atividade biolégica contra a DHODH de L. major (4ef8) de classe 1A, obtendo uma
constante de inibi¢do de 2,17 uM, e uma energia de ligacdo de -7,73 Kcal.mol™'. A interacdo
mais eletronegativa acontece nos aminodcidos Argl05 e Asnl33, onde sdo localizadas as
pontes de hidrogénio, locais de maiores forcas intermoleculares entre 0 DHODH de L. major
e o Epiruno,. Os aminodcidos Alal46, Cys131, Cys150, GIn149, Gly101, Leul02, Met104,
Pro132, Ser103, Vall34 e Val140 fazem as interacdes hidrofébicas (Tabela 02). A imagem
ilustrativa do docking molecular entre o complexo Epiruno,/4ef8 estd disponivel na Figura
04.

O docking molecular do complexo Epiruno, e a proteina Pteridine reductase 1 de L.
major (LmPTR1) obteve uma energia de ligacdo de -7,62 Kcal.mol e uma constante de
inibicao de 2,6 uM. O complexo formou uma ligacdo de hidrogénio no aminodcido Lys244
(Tabela 02), local onde a forca intermolecular do complexo € mais intensa. Os aminoacidos
Ala288, His241, Leul88, Leul89, Pro187 e Thr286 fazem as interagdes hidrofébicas (Tabela
02). A PTR1 é 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 inibitéria da atividade da PTR1 € no biopterina

(CAVAZZUTI et al., 2008; TULLOCH et al., 2009; MPAMHANGA et al., 2009; KHALAF
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et al., 2014). A imagem ilustrativa do docking molecular entre a Epiruno,/5142 esta disponivel

na Figura 04.

Figura 04: Docking molecular. Epiruno,/1lml: a) ancoragem no sitio ativo do receptor, b)
interacdo molecular entre o receptor e o ligante no sitio de ligacdo; Epiruno,/4ef8: c)
ancoragem no sitio ativo do receptor, d) interacdo molecular entre o receptor e o ligante no
sitio de ligacdo; Epiruno,/5142: e) ancoragem no sitio ativo do receptor, f) interacdo molecular
entre o receptor e o ligante no sitio de ligacao.
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A proteina USP é o homdlogo de artrépodes do receptor X retindide de vertebrados

(RXRa, B, y; NR2B1, 2, 3), vertebrados, moluscos e cnidarios (LAUDET e GRONEMEYER,

2002). A USP também ¢é uma proteina especialista em diferentes tipos de ligagdes ao DNA
classificada como heterodimerizacdo, que € uni presente para NRs classe II (BRELIVET el
al., 2004). Em L. major, a UGP leva a um fendtipo moderado associado a atividade residual

da UGP, que ocorre devido a USP (LAMERZ et al., 2010). A estrutura das UGPs possui um
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arranjo estrutural comum que adotam uma estrutura tripartida com um pequeno dominio
catalitico central, onde possui uma dobra em sanduiche o/f/a semelhante a Rossmann e um
dominio C-terminal em hélice p (ARAGAO et al., 2007; ROEBEN et al., 2006).

As UGPs de L. major e de plantas sdo semelhantes em sua ativa¢ido, ambas sao ativas
como mondmeros (LAMERZ et al., 2006), que apds a ligacdo do complexo Epiruno, a L.
major UGP mostra alteracdes em sua conformidade envolvendo o dominio C-terminal em
direcdo ao sitio ativo e rearranjos em alcas funcionais do dominio catalitico (SETEINER et
al., 2007) como observados na Figura 05. Os resultados residuais do docking molecular da
proteina L. major UDP-sugar pyrophosphorylase (30gz) com o Epiruno, obteve uma energia
de ligacdo de -6,71 Kcal.mol™ e uma constante de inibicdo de 12,16 uM. O complexo resultou
em uma ligacdo de hidrogénio no aminoédcido Lys134, local em que acontece a maior
interacao molecular (Tabela 02). Os aminodcidos Asp271, GIn270, Glul26, Gly122, Gly123,
His224, Leul24 e Vall120 fazem as interacdes hidrofébicas (Tabela 02). A imagem ilustrativa
do docking molecular do complexo Epiruno,/30gz esta disponivel na Figura 05.

O docking molecular do tryparedoxin peroxidase de L. major (3tue) com o Epiruno,
apresentou uma energia de ligacio de -6.58 Kcal.mol™ e uma constante de inibi¢do de 14.91
uM (Tabela 02), mostrando atividade anti-tryparedoxin peroxidase de L. major. O 3tue tem
sido um alvo atrativo para pesquisas in silica por conter um metabolismo hidroperéxido
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 tnico (N1, N8-bis (glutationilo) espermidina, T (SH),) (FLOHE, 2012).
Mesmo sendo um alvo atrativo, pesquisas de novas alternativas de drogas sdo necessdrias
devido a baixa eficicia e seguranca dos medicamentos combinado com a resisténcia aos
medicamentos existentes (MALTEZOU, 2009). A imagem ilustrativa do docking molecular
do complexo Epiruno,/3tue esta disponivel na Figura 05.

A oligopeptidase B (OPB) é uma sirina peptidase com dibésico especificidade do
substrato. Podendo ser encontrada em plantas, bactérias e patégenos tripanossomatideos,
tornando-se um fator de viruléncia e um alvo atrativo de pesquisas de compostos bioativos
(BURLEIGH, 2002). A OPB de L. major (2xe4) contém dois domios, onde um é domio
catalico e o outro € domio de hice. Eles sdo ligados entre si por uma regi de charneira
(MCLUSKEY et al., 2010). S3o conhecidas apenas trés drogas que inibem esta OPB de L.
major, a pentamidina, diminazeno e suramina (MORTY et al., 1998; MCLUSKEY et al.,

2010). A Epiruno, se apresenta como um agente bioldgico alternativo, onde demonstrou uma
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interacdo molecular com a OPB de L. major com uma energia de ligacdo de -6.12 Kcal.mol™!

e uma constante de inibicdo de 32.8 uM. O complexo formou trés pontes de hidrogénio

ligadas nos aminodcidos Ala80, Asp78 e Leu82 que é os locais que acontecem as maiores

forcas intermoleculares da ligacdo (Tabela 02). Os aminodcidos Ala77, Ala80, Asp78, 1le79,

Leu82, Lys719, Thr724 fazem as interacdes hidrofébicas (Tabela 02). A imagem ilustrativa

da docking molecular entre a proteina 2xe4 e o Epiruno, estd disponivel na Figura 05.

Figura 05: Docking molecular. Epiruno,/30gz: a) ancoragem no sitio ativo do receptor, b)
interagcdo molecular entre o receptor e o ligante no sitio de ligacdo; Epiruno,/3tue: c)
ancoragem no sitio ativo do receptor, d) interacdo molecular entre o receptor e o ligante no
sitio de ligacdo; Epiruno,/2xe4: e) interacdo molecular entre o receptor e o ligante no sitio de

ligacdo.
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Os melhores resultados de interacdo molecular foram definidos pelo menor valor de
energia de ligacdo através dos testes de docking molecular, onde os complexos Epiruno,/5nzg
e Epiruno,/le7w obtiveram energias de ligacdo de -10,51 e -10,68 Kcal.mol!
respectivamente, mostrando uma afinidade molecular gigantesca com os receptores de L.
major, onde constam com uma constante de inibicao de 19,74 nM e 14,8 nM. Além dessas
duas proteinas, foi observado que o Epiruno, possui interacdo molecular com todos os alvos
analisados de espécies de L. major. Também destacamos a 5g20 que obteve um resultado
considerdvel, com uma energia de ligacdo de -9,65 Kcal.mol™! e uma constante de inibicao de
83,81 nM. Esses alvos com maiores afinidades moleculares foram escolhidos para a

realizacdo dos ensaios in vitro.

4.3. Ensaios in vitro da atividade antileishmania de um complexo metalico de ruténio
com epiisopiloturina e éxido nitrico contra formas promastigotas de L. major.
Nestes ensaios foram avaliados os efeitos leishmanicida do complexo metdlico

Epiruno, em parasitas de L. major na forma promastigota.

Tabela 03: Valores de IC-50 de promastigotas de L. major em presenga de um complexo
metalico Epirunos.

EPIRUNO,

L. major 800 pg/mL

I1C50 1103,896

O complexo Epiruno, inibiu 50,53% do crescimento das promastigotas a uma
concentracdo de 800 pg/mL (Figura 06), uma redugdo significativa, analisando a
concentracdo inibitéria média (Clsp), onde o Epiruno, atinge essa taxa de inibi¢do com a
concentracdo de 1103,896 (Tabela 03).

Observa-se, que os resultados in silico sdo mais promissores que os resultados in vitro.
Isso pode estar relacionado a drea de superficie polar topoldgica (TPSA), que utiliza de
grupos funcionais obtidos por um banco de dados de estruturas, evitando célculos de
estruturas 3D do ligante ou a confirmagdo de qual conformagdo bioldgica € relevante, esse

método é usado em estruturas 2D para 14 conjuntos de diversos dados de atividades

farmacoldgica. Essa metodologia é promissora dos descritores 2D cldssicos, como LogP
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calculado (ClogP) e refratividade molar calculada (CMR) na literatura 2D-QSAR
(PRASANNA; DOERKSEN, 2009).

A avaliacdo mostrou que o complexo Epiruno, possui atividade antileishmania, onde
induziu uma reducdo significativa no crescimento do parasito da espécie de L. major, obtendo
o percentual inibitério, com média de 30,26 a 50,53% (Figura 06) de inibicdo, com

concentracoes de 400 ug/mL e 800 ug/mL, respectivamente.

Figura 06: Média percentual de inibicdo do crescimento de promastigotas de L. major em
presenca do complexo metélico Epiruno,.
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A descoberta de novos compostos quimicos de ac¢ao bioldgica antileishmania ja vem
sendo realizada hd muito tempo a partir de isolamento de extratos vegetais. J4 existem
diversos extratos que comprovaram sua ac¢do antileishmanicida sobre forma promastigotas e
amastigotas de Leshmania spp em ensaios in vitro. A terpendides contém atividade
antileishmania comprovada (SUAVAIN et al., 1996; CAMACHO et al., 2000),
aminoglicosterdides e minosterdides (KAM et al., 1998), naftoquinonas (KAAYSER et al.,
2000), chalconas (CHEN et al., 1993; BOECK et al., 2006), glicosidios iridéides (MITTAL et
al., 1998), flavonodides (ARAIjJO et al., 1998), lignas (BARATA et al., 2000; Royo et al.,
2003) e alcaléides (MAHIOU et al., 1994; FOURNET et al., 1996; QUEIROZ et al., 1996),

todos esses compostos demonstram efeitos inibitdrios contra leishmaniose.
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Apesar dos vérios estudos microbioldgicos, ainda sdo necessdrias diversas andlise de
novos compostos extraidos de recursos naturais e sintéticos, pois a busca por novos potenciais
ativos leishmanicida tem sido importante, jid que as drogas existentes no mercado
farmacoldgico possuem diversos efeitos colaterais, além da resisténcia do parasita aos
antimoniais (SAMPAIO; SAMPAIO; MARSDEN et al., 1985; SCHNEIDER et al., 1992).

Esses resultados comprovam a atividade bioldgica antileishmania do complexo
Epiruno,, que apresentou atividade bioativa contra espécies de L. major tanto em estudos in

silico por docking molecular quanto por estudos microbioldgicos através de ensaios in vitro.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Evidenciou-se que o complexo metdlico Epiruno, possui melhor parametro de
afinidade para as proteinas le7w e 5Snzg. Além desses dois alvos, foram constatado que o
complexo possui boa taxa de energia de interacdo molecular no sitio ativo das demais
proteinas de leishmania analisadas.

Os ensaios in vitro, comprovam a atividade bioldgica do complexo em promastigotas
de espécies de L. major com inibi¢des de crescimento significativas, podendo concluir através
de estudos in silico por docking molecular e ensaios in vitro que o Epiruno, possui atividade
antileishmania.

Estudos futuros serdo realizados para avaliar o potencial terapéutico do Epiruno; no

tratamento da leishmaniose cutinea em modelo experimental.
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