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RESUMO

As chalconas sdo metabdlitos secundarios largamente encontrados no reino vegetal
que podem ser facilmente sintetizados em laboratério. Seus derivados possuem
diversas atividades biolégicas como anti-inflamatoéria, antioxidante, antitumoral,
antileishmanial, contra diabetes, HIV, tuberculose, malaria dentre outras que o0s
tornam de grande interesse para a area da farmacognosia, uma vez que esses
metabalitos sdo possiveis fontes para a fabricacdo de farmacos com maior eficacia e
menor toxicidade aos usuarios. Segundo a OMS a leishmaniose € uma doenca
infecciosa negligenciada com um histérico de 12 milhdes de casos de infecgdo que
ocorre em sua maioria na Africa, Asia e Américas, principalmente em paises com
comunidades carentes que vivem em péssimas condi¢cdes sanitarias, favorecendo a
sua propagacédo. Os medicamentos utilizados atualmente em seres humanos como o
Glucantime® possuem alta toxicidade e sua eficiéncia bastante variada. Portanto, a
busca por um metabdlito secundario que possua alta eficiéncia frente ao protozodrio,
baixa toxicidade ao paciente e substitua os medicamentos ja existentes ainda é um
desafio para os cientistas; e a Quimica Computacional pode ser uma importante
ferramenta para auxiliar na descoberta desse novo candidato. Com isso, visando a
grande variedade de atividades biolégicas, busca-se estudar com o software
AutoDock Vina o acoplamento de derivados de chalconas e outros potenciais
candidatos a droga a um alvo proteico responsavel pela sobrevivéncia e multiplicacao
da Leishmania, com o objetivo de inibi-lo e consequentemente matar o parasita. Varias
estruturas de compostos pertencentes a diferentes classes apresentaram resultados
significativos quando acoplados ao sitio ativo do alvo proteico, sendo os cinco
melhores pertencentes a classe dos flavonoides. Esses achados contribuem para
estudos mais avancados na busca de novos compostos que possam ser utilizados
como quimioterapicos para o tratamento da leishmaniose considerando seus
potenciais efeitos antioxidante, antiparasitario, anti-inflamatorio, dentre outros ja

reportados na literatura.

Palavras-chave: metabolitos secundarios, atividade antileishmanial, docking

molecular, quimioterapicos.



ABSTRACT

Chalcones are secondary metabolites widely found in the plant kingdom that can be
easily synthesized in the laboratory. Its derivatives have several biological activities
such as anti-inflammatory, antioxidant, anti-tumor, antileishmanial, against diabetes,
HIV, tuberculosis, malaria, among others that make them of great interest to the
pharmacognosy area, since these metabolites are possible sources for manufacturing
of drugs with greater efficacy and less toxicity to users. According to the WHO,
leishmaniasis is a neglected infectious disease with a history of 12 million cases of
infection that mostly occurs in Africa, Asia and the Americas, mainly in countries with
poor communities that live in poor sanitary conditions, favoring its spread. The drugs
currently used in humans such as Glucantime® have high toxicity and their efficiency
is quite varied. Therefore, the search for a secondary metabolite that has high
efficiency against the protozoan, low toxicity to the patient and substitutes the existing
drugs is still a challenge for scientists; and Computational Chemistry can be an
important tool to assist in the discovery of this new candidate. With this, aiming at the
great variety of biological activities, we seek to study with the AutoDock Vina software
the coupling of chalcone derivatives and other potential candidates to the drug to a
protein target responsible for the survival and multiplication of Leishmania, with the
objective of inhibiting it and consequently kill the parasite. Several structures of
compounds belonging to different classes showed significant results when coupled to
the active site of the protein target, the five best belonging to the class of flavonoids.
These findings contribute to more advanced studies in the search for new compounds
that can be used as chemotherapy for the treatment of leishmaniasis considering its
potential antioxidant, antiparasitic, anti-inflammatory effects, among others already

reported in the literature.

Keywords: secondary metabolites, antileishmanial activity, molecular docking,

chemotherapy.
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1. INTRODUCAO
1.1.Leishmaniose

A leishmaniose é uma doenca infecciosa causada por um parasita
pertencente ao sub-reino Protozoa, familia Trypanosomatidae e género Leishmania.
Esse sub-reino € composto por cerca de 30 mil espécies das quais 53 pertencem ao
género Leishmania, sendo algumas dezenas infecciosas aos seres humanos (VITOR,
2004; AKHOUNDI et al., 2016).

Conforme Michalick (2004) e Vitor (2004), o parasita causador da doenca é
um organismo protista, unicelular e eucarionte, possuindo duas formas principais:
promastigota, se encontrado no intestino médio e anterior do hospedeiro invertebrado;
e amastigota, se encontrado na pele, baco, figado, rins, intestino, pulmé&o, medula

Ossea e linfonodos do hospedeiro vertebrado (Fig. 1).

Figura 1 - Formas do protozoério: (a) promastigotas e (b) amastigotas.

- ' b:
s .
, ‘.
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‘\. ‘ .
Fonte: BRASIL, 2014.

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude, a leishmaniose esta entre as 17

doencas tropicais negligenciadas (DTNs), colocando 350 milh&es de pessoas em risco

e com um historico de 12 milhdes de casos de infec¢cdo (AKHOUNDI et al., 2016).

Sua transmissdo (Fig. 2) se da pelo repasto sanguineo de fémeas de
flebotomineos infectadas (Fig. 3) conhecidas popularmente como mosquito palha,
tatuquira, dentre outras denominacdes dependendo da regido do pais em que se
encontram (TEIXEIRA, et al., 2005).



Figura 2 - Ciclo biolégico da Leishmania.
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Esses habitos hematofagicos ocorrem porque o sangue de vertebrados como

0os seres humanos, tatus, tamanduas, preguicas, caes, gatos, ratos, gambas e

macacos sdo a principal fonte de aminoacidos e proteinas necesséarias para a

maturacdo dos ovos (REIS, 2004; WILLIAMS & DIAS, 2004).

Figura 3 - Fémea adulta de um flebotomineo.

Fonte: BRASIL, 2014.

De acordo com o Ministério da Saude, houve uma modificacdo na forma de

transmissdo dessa tripanossomiase, a qual antigamente era quase que em sua
totalidade ocorrida em zonas mais distantes dos centros urbanos e proximas a areas

silvestres.



Atualmente, por diversos fatores como desmatamento, periferizacdo de
grandes centros urbanos, criacdo de comunidades carentes que vivem em péssimas
condi¢cBes sanitarias e em contato proximo aos vetores da doenca, a propagacao da

leishmaniose para as grandes cidades aumentou significativamente (BRASIL, 2011).

Essa tripanossomiase se espalha nas areas tropicais e subtropicais dos
continentes europeu, americano, asiatico e africano; atingindo atualmente cerca de 98
paises, 700 mil a 1 milhdo de pessoas anualmente, e custando muito dinheiro aos
cofres publicos (ALVAR et al., 2012; WHO, 2020).

Ela é classificada em Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) e
Leishmaniose Visceral Americana (LVA) dependendo das células infectadas,
possuindo periodos de incubacdo no homem de 2 semanas a 2 anos e de 10 dias a
24 meses, respectivamente (BRASIL, 2017).

A Leishmaniose Tegumentar Americana (Fig. 4) € dividida em cuténea e
mucocutanea. A primeira acomete anualmente entre 600 mil a 1 milh&o de pessoas,
sendo responsavel pelo aparecimento de lesGes na pele, principalmente Ulceras. Ja a
segunda é responsavel pelo aparecimento de lesGes na pele, mucosa da boca e nariz,
com evolugcédo cronica que pode causar deformidades e sequelas (REIS, 2004;
WHO,2020).

Figura 4 - Leishmaniose Tegumentar Americana em seres humanos.

Fonte: BRASIL, 2007.

Nos animais domésticos (Fig. 5), o Ministério da Saude afirma que a

manifestacdo da doenca € analoga a dos seres humanos, criando feridas

principalmente nas mucosas da boca e do nariz do animal.



Figura 5 - Forma cutanea e mucocutanea em animais domésticos.

Fonte: BRASIL, 2007.

A Leishmaniose Visceral Americana (LVA) é a forma mais grave, acometendo
anualmente entre 50 a 90 mil pessoas em todo o mundo, apresentando-se como
lesdes na pele e desencadeando febre, aumento anormal do figado e do baco (Fig.
6), anemia - podendo levar a morte se ndo tratada (STEVERDING, 2017; WHO, 2020).

Figura 6 - Estagios de desenvolvimento da LVA.

Fonte: BRASIL, 2014 (adaptado).

A sua forma canina (Fig. 7) acomete um numero grande de animais, sendo
considerada mais preocupante que a forma clinica humana. Isso ocorre porque, de
acordo com dados do IBGE e atualizados pela inteligéncia comercial do Instituto Pet
Brasil, em 2018 havia no pais cerca de 54,2 milhdes de caes de estimacdo — os quais
fazem parte do grupo dos hospedeiros vertebrados e podem ser infectados
(MICHALICK, 2004).



Figura 7 - Leishmaniose Visceral Canina em animais domésticos.

Fonte: BASTOS et al., 2015 (adaptado).

Existem atualmente 18 espécies de Leishmania patogénicas aos seres
humanos, das quais 11 sao encontradas nas Américas e 7 identificadas no Brasil. As
mais importantes sé@o: Leishmania (Viannia) braziliensis - causadora da forma cutanea
e mucosa-, Leishmania (Viannia) guyanensis e Leishmania (Leishmania)
amazonenses - responsaveis pela forma cutanea-, e Leishmania (Leishmania)
infantum - conhecida como Leishmania (Leishmania) chagasi -, causadora da forma
visceral da doenca (BRASIL, 2007, 2011).

Algumas espécies de flebotomineos séo responsaveis pela disseminacao de
formas clinicas de espécies americanas de leishmanioses infecciosas aos seres
humanos. O Quadro 1 traz algumas dessas relacdes que foram extraidas de obras

presentes na literatura.

Quadro 1 - Espécies de Leishmania que acometem os seres humanos no Brasil, seus respectivos
hospedeiros e outras localidades onde ocorrem (adotadas e modificadas de acordo com WILLIAMS
& DIAS, 2004; WHO, 2010; STEVERDING, 2017).

Subgénero Leishmania

Espécie de Forma Espécie do Ocorréncia
. . clinica flebotomineo
Leishmania
Leishmania LC, LMC L. nociva Brasil, Venezuela e Bolivia
amazonenses

L. flaviscutellata

Leishmania infantum LV L. cruzi Norte da Africa e Europa, Sudeste
da Europa, Oriente Médio, Asia
Central, Norte, México, Venezuela,

L. evansi Brasil e Bolivia

L. longipalpis




Quadro 1 - (Continuacéo).

Leishmania mexicana LC L. olmeca EUA, Equador, Venezuela e Peru
L. anthophora
Leishmania LC n. i Norte da América do Sul e
venezuelensis Venezuela
Subgénero Viannia
Espécie de Forma Espécie do Ocorréncia
Leishmania clinica flebotomineo
Leishmania LC, LMC L. pessoai Bacia Amazonica Ocidental,
braziliensis L. anglesi Guatemala, Venezuela, Brasil,
L. ovallesi Bolivia e Peru
L. spinicrassi
L. youngi
L. harfmanni
L. intermedia
L. amazonenses
L. chagasi
L. hirsuta
L. llanosmarfinsi
L. paraenses
L. maripaensis
L. sguamiventris
L. wellcomei
L. yucumensis
L. carrerai
L. shawi
Leishmania LC, LMC L. anduzei Guiné Francesa, Suriname, Brasil e
guyanensis L. umbratilis Bolivia
L. whitmani
Leishmania LC L. ubiquitalis Brasil, Bolivia e Peru
lainsoni
Leishmania LC n.i Brasil
lindenbergi
Leishmania naiffi LC L. ayrozai Brasil e Guiné Francesa
Leishmania LC, LMC L. panamensis Panam4, Coldmbia, Venezuela,
panamensis L. ylephiletor Brasil
L. trapidoi
L. gomezi
L. sanguinaria
Leishmania peruviana LC, LMC L. peruensis Peru e Bolivia
Leishmania shawi LC n.i Brasil

Abreviaturas: L. Lutzomyia, LC Leishmaniose Cutanea, LMC Leishmaniose Mucocutanea, LV
Leishmaniose Visceral, n. i. ndo identificado




De acordo com dados da Organizacdo Pan-Americana Da Saude (OPAS), no
ano de 2016 o Brasil correspondeu a 96% da incidéncia de leishmaniose visceral em
todo o territorio brasileiro, sendo as regides Norte e Nordeste as areas mais afetadas,
possuindo a maior taxa de mortalidade em relacdo aos demais continentes com um
indice de 7,9% (GONTIJO & MELO, 2004). No ano seguinte, houve um aumento de
novos casos, permanecendo no topo dos paises com as maiores incidéncias,
passando para mais de 97% dos casos ocorridos nas Américas (BRASIL, 2018;
WHO,2020).

Em 2018, os novos casos dessa forma clinica alcancaram entre 3.376 e 3.466
infectados, indice considerado muito intenso (5,05 casos/100.000 habitantes), com as
regides norte, nordeste, sudeste, sul e centro-oeste apresentando cerca de 755,
1.926, 514, 9 e 172 casos confirmados, respectivamente (BRASIL, 2018; WHO,2020).

Figura 8 - Densidade de leishmaniose visceral por municipio, Brasil - 2018.
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[ -1.12 --0,10 [Baixo]

Fonte: OPAS/ OMS, 2018

Em comparagéo com os dados da OPAS, entre 2016 e 2017, o Brasil teve um
aumento de 4.836 casos de Leishmaniose cutadnea e mucocutanea, passando de
intenso (13,0 casos/ 100.000 habitantes) para muito intenso (17,7 casos/ 100.000

habitantes), com o acometimento de 17.526 pessoas.

Vale ressaltar que em 2018, embora esses numeros tenham diminuido,
ficando entre 16.432 a 17.119, o pais continuou como um dos mais intensos com 15,8

cas0s/100.000 habitantes. O nimero de novos casos para as regides norte, nordeste,
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centro-oeste, sudeste e sul foram de 8.188, 4.218, 2.382, 2.093 e 238,
respectivamente (BRASIL, 2018; WHO,2020).

A figura que se segue traz a comparagdo entre as ocorréncias de
leishmaniose tegumentar americana (LTA) nas regifes brasileiras nos anos 2016 e
2018.

Figura 9 - Densidade de casos de LC e LMC por municipio, Brasil - 2016 e 2018.
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Fonte: OPAS/ OMS, 2018
Essa forma tegumentar foi tratada por muito tempo com tartaro emético,
alternativa de medicamento introduzida em 1912 pelo cientista brasileiro Gaspar
Vianna. Esse tratamento foi essencial até o aparecimento de novos meios de

tratamento com farmacos mais potentes (REIS, 2004).

Existem atualmente trés farmacos para o tratamento da leishmaniose no
Brasil (Fig. 10). O antimoniato de N-metilglucamina (Glucantime®) inibe o metabolismo
do protozoério, sendo 0 mais agressivo principalmente para idosos, podendo levar a
morte por cardiotoxicidade. As outras duas drogas sdo Anfotericinas B, sendo a
Fungizone® de toxicidade intermediaria que pode substituir o antimoniato no
tratamento da doenca e a AmbBisome®, que embora seja um antiflingico, apresenta
um bom resultado e € indicada para substituir o Glucantime® e a Fungizone® (BRASIL,
2018).



Figura 10 - Moléculas de Glucantime® e Anfotericina B.
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Antimoniato de N-metilglucamina
O Quadro abaixo apresenta a dose, via de aplicagdo e efeitos colaterais
desses medicamentos no tratamento da Leishmaniose Tegumentar Americana e

Leishmaniose Visceral.

Quadro 2 - Tratamento da leishmaniose com guimiotergpicos mencionados.

Antimoniato de N-metil glucamina

Apresentacdo | Ampolas de 5mL contendo 1.500mg (300mg/mL) de antimoniato de N-metil glucamina,
equivalentes a 405mg (81mg/mL) de antimdnio pentavalente (Sb*5).

LV: 20 mg/Sb*> /kg/dia por via endovenosa ou intramuscular, uma vez ao dia, durante 30
dias. A dose prescrita refere-se ao antiménio pentavalente (Sb*®). Dose maxima de 3
ampolas ao dia.

Dose eviade | LTA: O esquema terapéutico é preconizado para as diversas formas clinicas a seguir:

aplicacédo
Leishmaniose cutanea: 10-20mg/Sb*5/Kg/dia por 20 dias (recomenda-se a dose de
15mg/Sb*5/Kg/dia).
Leishmaniose difusa: 20mg/Sb*>/Kg/dia por 20 dias.
Leishmaniose mucosa: 20mg/Sb*5/Kg/dia por 30 dias.
Efeitos Artralgias, mialgias, inapeténcia, nauseas, vOmitos, plenitude gastrica, epigastralgia,
colaterais pirose, dor abdominal, dor no local da aplicacdo, febre, arritmia cardiaca grave,

hepatotoxicidade, nefrotoxicidade e pancreatite.

Desoxicolato de anfotericina B

Apresentacdo | Frasco com 50 mg de desoxicolato sédico de anfotericina B liofilizada.

LV: 1mg/kg/dia por infusdo venosa durante 14 a 20 dias. A decisdo quanto a duragdo do
tratamento deve ser baseada na evolucéo clinica, considerando a velocidade da resposta
e a presenca de co-morbidades.

Dose eviade | pose maxima diaria de 50mg.

aplicacdo
LTA: Inicio — 1mg/Kg/dia diariamente ou em dias alternados, com dose diaria maxima de
50mg. Deve ser administrada até atingir as seguintes doses:

Forma cuténea: 1 a 1,5g.

Forma mucosa: 2,5 a 3g.




Quadro 2 - (Continuacéo).

Efeitos Febre, cefaleia, nauseas, vomitos, hiporexia, tremores, calafrios, flebite, cianose,
colaterais hipotensé@o, hipopotassemia, hipomagnesemia, comprometimento da funcdo renal e
disturbios do comportamento.

Anfotericina B lipossomal

Apresentacdo | Frasco/ampola com 50mg de anfotericina B lipossomal liofilizada.

LV: 3mg/kg/dia, durante 7 dias ou 4mg/kg/dia, durante 5 dias em infusdo venosa, em uma

) dose diéria.
Dose e viade

aplicacédo LTA: 1 a 4mg/Kg/dia diariamente por infusdo venosa, em dose Unica, sem limite de dose
diaria até atingir as seguintes dose totais:

Forma cuténea: 1 a 1,59

Forma mucosa: 2,5 a 3g

Efeitos Febre, cefaleia, nauseas, vomitos, tremores, calafrios e dor lombar.
colaterais

Fonte: BRASIL, 2006; PELISSARI et al., 2011 (modificado).

Vale ressaltar que embora as eficacias do antimoniato pentavalente, das
anfotericinas B e outros farmacos utilizados fora do pais para o tratamento dessa
tripanossomiase sejam significativas, suas toxicidades sdo elevadas aos pacientes,
sendo necessaria a tentativa de esquemas terapéuticos para a obtencédo da melhor
concentracdo de administracdo (REIS, 2004; PELISSARI et al., 2011).

1.2. As plantas medicinais no tratamento de doencas

O principal problema enfrentado atualmente € que 0s quimioterapicos
utilizados para o tratamento da leishmaniose possuem alta toxicidade. Essa
caracteristica torna essencial a busca por novas substancias potencialmente ativas
que possuam alta eficiéncia frente ao protozoério e baixa toxicidade ao paciente para

substituir esses medicamentos.

Uma das principais fontes de substancias biologicamente ativas vem de
produtos de origem natural e vegetal como plantas, fungos, organismos marinhos,
dentre diversas outros que podem ser encontradas na biodiversidade brasileira pois,
segundo o Ministério do Meio Ambiente, o Brasil abriga mais de 20% do total de
espécies do mundo além de possuir uma costa marinha de 3,5 milhdes de km?2
(BARREIRO & BOLZANI, 2009).
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Os primeiros indicios da utilizacdo de plantas no tratamento de enfermidades
gue acometiam os seres humanos e o0s animais vém de 5.000 a.C. com os
documentos sumeérios descrevendo principalmente as atividades biologicas
caracteristicas do Opio (LIMA, 2013).

Atualmente a utilizacdo de plantas para fins terapéuticos continua em alta,
embora a industria farmacéutica tenha desenvolvido diversos medicamentos para o
tratamento de uma gama de doencas. Em 1995 cerca de 80% da populacdo mundial
ainda utilizavam plantas medicinais, segundo dados da Organizacdo Mundial de

Saude, e acredita-se que atualmente esse numero permanega elevado (LIMA, 2013).

Embora possuam propriedades curativas, a utilizacado de plantas medicinais
sem o devido controle de qualidade pode trazer riscos a saude como descreve Zeni

et al. (2017) em sua obra:

“[...] existe a possivel toxicidade intrinseca a planta, a contaminag@o por
agentes externos, como parasitas capazes de ocasionar doengas
infecciosas, a contaminacgao por metais pesados e pesticidas, além da adicao
de farmacos com o propoésito de prolongar o efeito das ervas, riscos
assumidos quando estas sao adquiridas em feiras livres, mercados publicos

ou lojas de produtos naturais”.

Portanto, embora algumas substancias sejam toxicas dependendo da
quantidade, a identificacdo e o isolamento daquelas com atividades biolégicas pode
ser um importante passo para a descoberta de novos farmacos menos agressivos,

eliminando os componentes toxicos aos seres humanos.
1.3. Desenvolvimento cientifico e o isolamento de substancias

A partir do século XVIII, com o desenvolvimento cientifico e a introducdo dos
métodos espectroscopicos, de extracdo e isolamento, foi possivel isolar e identificar

diversas substancias ativas de produtos vegetais (PINTO et al., 2002).

Esses compostos quimicos de origem natural atualmente séo os principais
medicamentos utilizados ou compostos de partida para o design de novas moléculas.
Um bom exemplo é a morfina (Fig. 11), poderoso analgésico utilizado em casos

especiais - isolada em 1804 por Friedrich Wilhelm Adam -, com sua posterior utilizacao
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como composto de partida para a sintese do derivado 4-carbonilado - um
hipnoanalgésico muito potente (BARREIRO & BOLZANI, 2009; PIMENTEL et al.,
2015).

Figura 11 - Molécula de Morfina e seu derivado 4-carbonilado.
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Embora o Brasil seja um pais com uma grande biodiversidade e uma potente
fonte de compostos quimicos para a formulacdo de novas drogas, o incentivo em
pesquisa é baixo e a producédo cientifica voltada a essa area é ainda menor. Essa
caracteristica fica evidente quando se verifica que de 162 espécies de plantas
medicinais registradas pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA,
apenas 10 sdo fontes da biodiversidade brasileira (GUILHERMINO et al., 2012).

Assim sendo, a Quimica Farmacéutica e a Quimica de Produtos Naturais tém
um longo desafio pela frente com grande chance de encontrar moléculas com
estruturas complexas, dificeis de serem sintetizadas em laboratério, com atividades
bioldgicas importantes e que ainda ndo tenham sido utilizadas para a formulacéo de

novas drogas.
1.4. Chalconas

1,3-diaril-2-propan-1-ona, popularmente conhecida como chalconas, sao
metabdlitos secundarios precursores de flavonoides de cadeia aberta, largamente
encontrados no reino vegetal e que podem ser facilmente sintetizados em laboratorio.
S&o encontradas em pétalas de flores e se caracterizam pela pigmentacdo amarelada,
a qual é responsavel por atrair insetos e ajudar na polinizagédo do vegetal (DIMMOCK
et al., 1999).

As chalconas sao cetonas q, B-insaturadas contendo um sistema carbonilico
conjugado com dois anéis aromaticos ligados por um fragmento enona, podendo ter
estereoisomerias cis e trans (Fig. 12) (FONSECA, 2012; RAMOS, 2016).

12



Figura 12 - Estereoisomerismo das moléculas de Chalcona.

/
trans

Esse composto e seus derivados possuem diversas atividades biolédgicas ja
relatadas na literatura, tais como: anti-inflamatéria (HERENCIA et al., 1998),
antioxidante (SHENVI et al.,, 2013), antitumoral (MODZELEWSKA et al., 2006),
antileishmanial (GUPTA et al., 2014), contra diabetes, HIV, tuberculose e malaria
(SINGH et al., 2014) dentre outras que os tornam de grande interesse para a area da

quimica farmacéutica e outras afins.

Além das atividades biolégicas, as chalconas possuem uma estrutura
privilegiada para a quimica medicinal e por isso sao alvos de diversas pesquisas, uma
vez que 0s metabolitos secundarios de plantas sdo possiveis fontes para a fabricacédo
de farmacos com maior eficacia e menor toxicidade aos usuarios (ARAUJO & LEON,
2001; ESTEVAM et al., 2018).

1.5. Glicoquinase

Apos a inoculacdo de promastigotas na pele do hospedeiro vertebrado,
aquelas que invadem os macréfagos sao transformadas em amastigotas, utilizando a
D-Glicose como principal fonte de carbono e energia para sua sobrevivéncia e
multiplicacdo em diferentes tecidos (LIPOLDOVA & DEMANT, 2006; RODRIGUEZ-
CONTRERAS et al., 2007).

Diversas proteinas como arginase, glicerol-3-fosfato desidrogenase, di-
hidroorotato desidrogenase, glicoquinase e hexoquinase (via glicolitica), nucleosideo
difosfato cinase B, ornitina descarboxilase (via das poliaminas), desoxiuridina trifosfato
nucleotido-hidrolase, pteridina redutase, tripanotiona redutase e glioxalase (via de
desintoxicacdo oxidativa), piruvato cinase dentre outras estdo envolvidas na
sobrevivéncia e multiplicagdo da Leishmania, se tornando potenciais alvos para
estudos (OGUNGBE & SETZER, 2014, 2016; MATADAMAS-MARTINEZ et al., 2019).
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A resposta imunoldgica do hospedeiro contra essa infeccdo causada pelos
parasitas se da por meio do estresse oxidativo resultante de espécies reativas de
oxigénio (ERO) e oxido nitrico (NO) que desencadeiam a producao de peroxinitrito
(ONOO), responsavel pela morte parasitaria (ESCRIVANI et al., 2019).

O mecanismo de defesa utilizado pelos parasitas intracelulares de Leishmania
contra o ataque de espécies reativas ERO e NO é feito pelo controle redox baseado
no NADPH. Essa molécula é gerada pelo PPP através do metabolismo da D-Glicose,
atuando também na producéo de precursores de DNA e RNA (BUECHNER et al.,
2019).

As principais responsaveis por esse processo sao a glicoquinase e a
hexoquinase, enzimas transferases que estdo intimamente ligadas a fosforilacdo
intracelular da D-Glicose em Glicose-6-fosfato (G6P), utilizando ATP e ADP como
doadores de fosforila (KAWAI et al., 2005; BUECHNER et al., 2019).

O monbmero de glicoquinase de Leishmania braziliensis (LbGIcK) € composto
por um dominio a + 3 (residuos 157 - 383) e a/ B (residuos 1 - 142 e 384 - 398) cujo
sitio ativo € formado pelos residuos Prol04, Proll5, Phell6, Asnl42, Aspl43,
Leuld4, Glu200, Glu262, Ser223, Glu220, Met364 e Phe368 (BUECHNER et al.,
2019).

Figura 13 - Superposi¢éo do sitio ativo da LbGlcK (residuos indicados em preto) com o da TcGlcK
ligada ao BENZ-GIcN (residuos indicados em azul).
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Fonte: BUECHNER et al., 2019.
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Portanto, pelo fato da D-Glicose ser a principal fonte de carbono e energia
para o protozoario - auxiliando em sua sobrevivéncia e diferenciacéo celular -, e pela
glicoquinase ser uma das responsaveis por esse processo, torna essa enzima
glicolitica de suma importancia para o desenvolvimento de farmacos antiparasitarios
(D’ANTONIO et al., 2015).

1.6. Design de drogas

Antigamente os compostos biologicamente ativos se davam de forma nao
planejada, ou seja, a maioria das vezes na sintese de um composto para se ter uma

melhor atividade biologica se obtinha outro com propriedades totalmente diferentes.

Atualmente € possivel predizer se um composto tem capacidade em se tornar
um farmaco utilizando-se métodos como a triagem virtual, o docking molecular e a
regra dos cinco Lipinski. Esses métodos sédo utilizados na indastria e ja colaboraram
para a projecdo de diversos medicamentos que sédo vendidos hoje em dia (Fig. 14)
como o antiglaucoma dorzolamida, o antiviral saquinavir e o anti-hipertensivo
aliscireno (RODRIGUES et al., 2015).

Figura 14 - Drogas projetadas com o auxilio da Quimica Computacional.
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Com os avancos cientificos e tecnoldgicos houve diversas aplicacbes de
computadores no ramo da pesquisa envolvendo a busca por novos farmacos. Dentre
essas aplicacdes esta o design de drogas in silico, metodologia que utiliza diversos

softwares para prever as relagdes quantitativas entre estrutura e atividade (QSAR)
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através da triagem virtual e do docking molecular (LIMA, 2007; RODRIGUES et al.,
2015).

Os estudos séao realizados para comparar os efeitos terapéuticos de uma
droga acoplada a uma proteina com as demais outras drogas de interesse contidas
em bancos de dados. Através dessas comparacfes entre estrutura e atividade, as
drogas com melhores potenciais séo pré-selecionadas para estudos mais avangados
de acoplamento molecular, in vitro e in vivo até se chegar a formulacdo de um farmaco
(SALUM, 2007; PICCIRILLO & AMARAL, 2018).

No acoplamento molecular séo verificadas afinidade, seletividade, energia de
ligagéo e propriedades de ADME/Tox (Absorcéo, Distribuigdo, Metabolismo, Excregéo
e Toxicidade) para pré-selecionar os compostos com propriedades de interesse e
eliminar os demais, sendo as principais abordagens baseadas na estrutura do
receptor (SBDD) e na estrutura do ligante (LBDD) (GUIDO et al., 2010; DIAS et al.,
2013).

A introducdo do design de drogas no ramo farmacéutico foi necessaria por
essa técnica conseguir prever os problemas farmacocinéticos e de toxicidade
apresentados pelos compostos antes mesmo dos estagios finais de sua formulacao,
sendo possivel buscar métodos de otimizacao da geometria molecular para soluciona-
lo e assim diminuir o nUmero de pesquisas interrompidas nos estagios finais, evitando

mais gastos em pesquisa e desenvolvimento (P&D) (RODRIGUES et al., 2015).
1.7. Design de drogas como ferramenta educacional

Sempre existiu grande dificuldade por parte dos professores de Quimica em
ensinar essa matéria devido a resisténcia apresentada pelos alunos. Por ser uma
ciéncia que engloba o estudo de diversos sistemas microscopicos como atomos,
moléculas, reacfes etc., exige habilidades de imaginacdo e assimilacdo com o0s
sistemas macroscopicos para que haja através dessa relacdo um melhor

entendimento, e consequentemente uma aprendizagem concreta do conteudo.

Conforme defende a visdo construtivista, a aprendizagem é um processo
dindmico e continuo estabelecido pelas rela¢cdes que ocorrem entre os individuos de
uma sociedade e suas relagcées com o meio em que estdo inseridos; relacbes essas
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que exigem a todo momento a desconstrucdo e reconstru¢cdo dos conceitos ja
internalizados por eles (BRAATHEN, 2012).

Por ser um processo fruto das relacdes sociais, € importante que o professor
as estimule trabalhando na zona de desenvolvimento proximal do estudante e
fornecendo, quando necessario, auxilio para que ele alcance seu desenvolvimento
real. Dessa forma ele ira internalizar os conceitos de forma autbnoma e adequada a
sua realidade pois conforme a perspectiva vygotskiana, esse € o principal caminho
para se chegar ao conhecimento (COELHO & PISONI, 2012; NASCIMENTO &
AMARAL, 2012).

O Ministério da Educacdo e os Parametros Curriculares Nacionais (PCNSs)
propéem que no ensino médio os professores de Quimica tém que trabalhar os
conteudos de forma contextualizada e interdisciplinar, levando em consideracdo

também a correlagéo entre teoria e prética.

Embora a transversalidade seja essencial para ocorrer o aprendizado,
diversos professores ndo a utilizam, sendo muitas vezes apresentados exemplos
contidos nos livros que nao fazem muito sentido para a maioria dos alunos (ZANON
et al., 2004; ROCHA & VASCONCELOS, 2016).

Para Silva e Rizzo, 2013:

“A sala de aula tem se tornado um rito de passagem, uma pirueta no palco
de um espetaculo de apoteose cada dia menos deslumbrante. Para além dos
muros penitenciarios da escola a vida segue 0 seu curso normal, sem pressa,
sob o ritmo dos interesses e circunstancias de toda ordem que n&do constam
nos curriculos. E como se nossas criangas mudassem de canal toda vez que
entrassem na sala de aula, para sintonizar uma faixa sem conexao direta com

a realidade (p.27).”

Essa falta de correlacdo com as atividades extracurriculares vivenciadas pelos
alunos, a utilizacdo de varios termos técnicos e o despreparo em motivar o estudante
a aprender significativamente estimulam a resisténcia com a matéria por se tratar de

algo abstrato e sem aplicagcdo no mundo real (BRAATHEN, 2012).
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Contudo se sabe que a quimica esta presente nos alimentos e medicamentos
que consumimos, nas reacbes metabdlicas que ocorrem nos seres Vvivos e que Sao
essenciais para sua sobrevivéncia e protecdo, nas sinapses enviadas do cérebro ao
restante do corpo, ou seja, em tudo. Ela também fornece contribuicdes significativas
para diversas areas como a fisica, a biologia e a farmacologia, evidenciando que sua
contextualizagdo dentro de sala de aula pode ser feita de varias formas e,

principalmente, correlacionada as outras matérias (ZUCCO, 2011).

Para Coelho & Pisoni, (2012); Silva et al., (2013) e Rocha & Vasconcelos,
(2016) uma alternativa para dinamizar a aula e obter total atengéo do estudante para
haver uma aprendizagem significativa € utilizar as novas tecnologias ou jogos,
proporcionando assim o enlace da teoria com a préatica de forma descontraida, mais
interessante e estimulando a criatividade, autonomia e condicdo de sujeito ativo do

aluno.

Existem algumas universidades brasileiras que utilizam novas tecnologias
criadas para o design de drogas como ferramenta para o ensino de matérias como a
Quimica Medicinal. Essa disciplina engloba as areas de Quimica, Biologia, Medicina,
Farmécia e geralmente € ministrada do meio para o final dos cursos (RODRIGUES et
al., 2015).

Um dos principais objetivos dessa matéria € ensinar aos alunos os métodos
de modelagem molecular e de relacdo quantitativa estrutura/atividade (QSAR) como
triagem virtual, identificacdo de alvo proteico, otimizacdo da geometria molecular,
docking molecular entre proteina e farmaco, previsbes farmacocinéticas e de
toxicidade, dentre outras que sédo fundamentais na busca e desenvolvimento de novos
farmacos (LIMA, 2007; RODRIGUES et al., 2015).

Por ser um ensino focado na dualidade entre teoria e pratica cujo principal
objetivo € o do aluno alcancar uma compreensédo dos aspectos teéricos de forma
significativa, os softwares e servidores da Web utilizados nessas universidades séo
gratuitos e podem ser instalados em qualquer instituicdo equipada com maquinas que
possuam acesso a Internet (RODRIGUES et al., 2015; TAVARES et al., 2016).
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O AutoDock Tools é um dos softwares utilizados, o qual foi projetado para
desenhar, converter e realizar o docking molecular entre o alvo proteico e o ligante.
Esse software também é de codigo aberto, pode ser instalado em qualquer maquina
e possui uma interface grafica que possibilita a visualizacdo em trés dimensoes,
possibilitando uma maior compreensédo dos efeitos estereoquimicos, eletrénicos e da
relacéo estrutura/atividade (SAR) do complexo cocristalizado (TAVARES et al., 2016;
HELGREN & HAGEN, 2017).

Véarias obras presentes na literatura descrevem a utilizacdo do design de
drogas em turmas de quimica e farmacia como ferramenta auxiliar nas aulas de
quimica medicinal para uma melhor compreenséao por parte dos alunos. Rodrigues et
al. (2015) recorrem a uma série de laboratérios de informatica para ensinar aos seus

alunos os métodos utilizados pelos quimicos computacionais na busca de farmacos.

Tavares et al. (2016) demonstraram aos seus alunos as diferentes
seletividades dos ligantes ibuprofeno e celecoxib com as ciclooxigenases 1 e 2 por
causa do efeito estérico que impede a entrada de qualquer ligante no sitio ativo da
proteina. Helgren & Hagen (2017) também utilizaram softwares de codigo aberto para
demonstrar aos seus alunos a seletividade do indazol e alguns de seus derivados

obtidos a partir do crescimento de fragmentos com a enzima alvo cinase tipo 2.

Todos os autores relataram que seus alunos conseguiram associar melhor os
conceitos depois de utilizarem o software e a aprendizagem melhorou
significativamente depois da aplicacao dessa ferramenta em seus cursos. Entretanto,
dentre os artigos uma minoria esté voltada para alunos que ndo sejam de graduacao
e pos-graduacdo, evidenciando que embora sejam excelentes ferramentas suas

aplicacdes na Quimica do ensino médio ainda sao raras.

Daina et al. (2017) desenvolveram um workshop capaz de ser ministrado
desde a uma pessoa sem qualquer conhecimento prévio em quimica organica até um
estudante de pds-graduacao. Essa ferramenta gratuita apresenta conceitos do design
de medicamentos e possui interface modificada com o intuito de torna-la simples para
0s participantes que ndo séo da area, principalmente no momento da avaliacdo dos

dados obtidos sobre o potencial da droga.
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Essas iniciativas sdo essenciais para ensinar os alunos de forma ludica e
significativa, além de desenvolver nos mesmos desde cedo o desejo em se tornarem
pesquisadores tanto da area de descoberta de farmacos quanto de qualquer outra

area afim.

Os softwares também podem ser utilizados no ensino de conteildos em que a
visualizacdo em trés dimensbes é necessaria como na estereoquimica. Esse
conteudo aborda os estereoisdmeros, 0s quais séo divididos em diastereocisdbmeros e
enantidmeros, sendo esse segundo grupo responsavel pelo estudo da quiralidade de
moléculas e que exige do aluno diversas habilidades de conversfes de estruturas de
2D para 3D e vice-versa.

Outros assuntos em que os softwares podem ser utilizados como facilitadores
€ no estudo da isomeria constitucional estatica, que € dividida em isomeria funcional,
isomeria esqueletal e isomeria posicional. Também pode auxiliar no estudo da
isomeria constitucional dindmica - conhecida como tautomeria -, das reacdes de

adicao, substituicdo e eliminacao, dentre diversos outros.
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral

Investigar a atividade antileishmanial de chalconas e outros candidatos a

drogas por meio de docking molecular.

2.2. Especificos
v" Buscar um alvo proteico de Leishmania;
v Selecionar diversos candidatos a droga;

v" Promover o docking molecular entre os candidatos e o alvo proteico;

v Interpretar os resultados e determinar o potencial dos compostos em se

tornarem farmacos.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Esquematizagédo do procedimento experimental

Abaixo esta a esquematizacdo do processo de busca dos 5 melhores
candidatos encaixados a proteina de glicoquinase de Leishmania braziliensis
(LbGIcK).

Figura 15 - Esquematizacdo do procedimento experimental.

?

3.2. ldentificacdo dos candidatos a drogas

Para o docking molecular, foram selecionadas 70 estruturas de ligantes
pertencentes a diferentes classes. Essas estruturas foram extraidas de artigos
cientificos presentes na literatura que tiveram como foco principal o estudo da

leishmaniose e da doenca de Chagas, causada pelo Trypanosoma cruzi.

O primeiro encaixe foi realizado com o substrato natural da glicoquinase de
Leishmania braziliensis, alfa-D-Glicose, e posteriormente foram acopladas 12
estruturas de inibidores de Glck patenteados para a fabricagdo de medicamentos para
o tratamento de tumores (Fig. 16) (BOARD & NEWSHOLME, 1995).
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Figura 16 - Ligantes patenteados com atividade inibitoria de GlcK.
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Os cinco ligantes pertencentes a série GLK2 (Fig. 17) foram estudados por

Mercaldi et al. (2019) contra a glicoquinase do Trypanosoma cruzi (TcGlcK). A

principal estratégia adotada pelos autores foi inibir as principais vias metabdlicas do

protozoario - responsaveis pela glicélise e pela via da pentose fosfato (PPP) -,

obtendo-se resultados significativos com os compostos dessa série, eliminando o

parasita a 80 uM e apresentando niveis de citotoxicidade in vitro comparados aos do

medicamento utilizado para o tratamento da doenca, o Benznidazol.
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Figura 17 - Série de inibidores de TcGlcK.
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Por serem largamente encontradas no reino vegetal, possuir diversas

atividades bioldgicas relatadas na literatura e serem facilmente sintetizadas em

laboratério, 21 estruturas de chalconas e seus derivados (Fig. 18) — algumas delas

sintetizadas, elucidadas e estudadas com relacdo as suas propriedades fotofisicas

através do uso da técnica de fluorescéncia por Alves (2017) - foram ligadas a

glicoquinase de Leishmania braziliensis no presente estudo.

Figura 18 - (E)-Chalcona e seus derivados.
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Figura 18 - (Continua¢&o).
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A curcumina € um importante metabdlito secundario presente na Curcuma
longa L. e largamente utilizada como tempero na culinéria brasileira, heranca advinda
da gastronomia indiana, cuja estrutura foi determinada por Roughley e Whiting em

1973 (ARAUJO & LEON, 2001). A utilizacido desse metabdlito secundario ndo se
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restringe somente as suas propriedades gustativas uma vez que existem relatos da
utilizacdo da curcuma para o alivio de dores e no tratamento de diferentes tipos de
doencas (LAMEIRA & PINTO, 2008). Segundo Araujo & Leon (2001), esse
componente e seus derivados possuem diversas atividades biolégicas como
antimicrobiana, antioxidante, antitumoral, anti-inflamatério e antileishmanial. Sendo
assim, foram selecionadas 5 estruturas de curcumina e seus derivados (Fig. 19) para

serem estudadas no docking molecular.

Figura 19 - Curcumina e seus derivados.
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As estruturas dos metabdlitos secundarios da imagem a seguir foram retiradas
de Ogungbe & Setzer (2016). Esses autores desenvolveram estudos in-silico para
investigar o poder de diversos metabdlitos secundarios de plantas contra diferentes
alvos moleculares de parasitas causadores de doencas negligenciadas, incluindo

leishmaniose e doenca de Chagas.

Figura 20 - Estruturas retiradas de OGUNGBE & SETZER (2016).

‘ - ) ] - I.____',_.,;:A _CHy

(=)-Catechin (-)-Epicatechin Ladanein

26



Figura 20 - (Continuacao).
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Benznidazol e Nifurtimox s&o as drogas utilizadas no tratamento
antiparasitario da doenc¢a de Chagas enquanto que CBZ-GIcN, BENZ-GIcN e HPOP-
GIcN sao inibidores analogos da glucosamina, os quais foram estudados por D'antonio
et al. (2015) contra a glicoquinase do T. cruzi (TcGlcK). Segundo os autores, CBZ-
GlcN foi determinado como o inibidor de glicoquinase mais forte conhecido até o
momento, o qual diminui severamente o fluxo metabdlico do protozoério responséavel
pela glicélise e pela via da pentose fosfato (PPP). As estruturas estdo na imagem que
se segue.

Figura 21 - Drogas utilizadas no tratamento da doenca de Chagas e inibidores analogos da
glucosamina.
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Mutlu (2014) utilizou um modelo de homologia de tripparedoxina peroxidase
de L. donovani (Ld TXNPx) como alvo molecular para fazer o encaixe de cinco
diferentes compostos (Fig. 22), sendo o] composto 1-[3-[(3-
isopropylphenoxy)methyl]phenyl]-6,6-dimethyl-1,3,5-triazine-2,4-diamine 0 que

apresentou melhor pontuacao de ancoragem em relagéo aos demais.
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Figura 22 - Compostos extraidos de Mutlu (2014) para o encaixe com a LbGIcK.
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As Ultimas 10 estruturas escolhidas (Fig. 23) para o encaixe com a LbGIcK

foram estudadas quanto as suas atividades antimicrobianas por Flambé6 (2013). Os

flavonoides sdo uma importante classe de metabdlitos que além da atividade

antimicrobiana, apresentam outras atividades

relatadas na

literatura como

antioxidante (VITERI ESPINOZA et al., 2020; FERREIRA et al.,, 2021) e anti-

inflamatoria (IGNOATO et al., 2012).

Figura 23 - Flavonoides encaixados a LbGlcK.
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Figura 23 - (Continuacao).
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3.3. Docking molecular entre candidato e alvo proteico

Para que a etapa do docking molecular entre os 70 compostos escolhidos e o
alvo molecular fosse possivel, fez-se necessério o download da interface grafica
AutoDock Tools, utilizada principalmente no preparo dos ligantes e do receptor para

as etapas posteriores.

: : . , ] A
Com o software baixado e instalado na maquina, clicou-se no icone «# para

gue fosse aberta a tela inicial do ADT (Fig. 24).
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Figura 24 - Tela inicial da interface grafica AutoDock Tools.
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Com a tela aberta, foi necessario demonstrar ao ADT o diretério que seria
utilizado durante todo o trabalho. Para isso, com ele ja criado e denominado Docking

Glucokinase, clicou-se em File -> Preferences -> Set... (Fig. 25).

Figura 25 - Escolha do diretorio.
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Apos clicar em Set..., com a caixa de dialogo aberta, foi copiado o caminho
do diretério (Fig. 26) e colado em Startup Directory, clicando-se em seguida em Make

Default e Dismiss, respectivamente (Fig. 27).
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Figura 26 - Caminho do diretdrio.

Figura 27 - Caixa de dialogo.
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Com o software conhecendo o diretorio a ser trabalhado, foi realizado o
download em formato .pdb, no RCSB Protein Data Bank, da estrutura cristalizada da
glicoquinase de Leishmania braziliensis (codigo PDB: 6EDI). Abrindo-a em seguida

clicando em File -> Read Molecule e selecionando na caixa de dialogo (Fig. 28).

Figura 28 - Etapas para abrir a molécula de Glicoquinase.
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As proteinas importadas do Protein Data Bank devem ser modificadas antes

do docking molecular, sendo necessario remover fragmentos que possam interferir no
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resultado do acoplamento como moléculas de agua, tampdao ou outros ligantes, caso
haja. Atomos polares de hidrogénio devem ser ligados a cada residuo e adicionadas

as cargas de Kollman a cada atomo presente em sua estrutura (HELGREN & HAGEN,
2017).

Por conseguinte, com a proteina aberta no AutoDock Tools, clicou-se em
Select -> Select From String. Na caixa de dialogo, foi selecionada a cadeia B e

apertou-se em Add e posteriormente em Dismiss (Fig. 29).

Figura 29 - Selecionando cadeia B para ser excluida da molécula.

Depois da cadeia B marcada em amarelo, clicou-se em Edit -> Delete ->

Delete Selected Atoms e posteriormente em Continue (Fig. 30).

Figura 30 - Excluindo cadeia B.

Para remover as moléculas de agua presentes na estrutura cristalizada da
cadeia A, clicou-se em Edit -> Delete Water.
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Figura 31 - Deletando moléculas de agua presentes na estrutura.
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Clicou-se em Edit -> Hydrogens -> Add e escolheu-se a op¢éo Polar Only para

adicionar apenas hidrogénios polares na estrutura cristalizada (Fig. 32).

Figura 32 - Adicionando hidrogénios polares.

Adicionou-se a estrutura final as cargas de Kollman clicando-se em Edit ->

Charges -> Add Kollman Charges e apertou-se em Ok na caixa de dialogo (Fig. 33).

Figura 33 - Adicionando Cargas de Kollman.
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A estrutura foi salva em formato .pdbqt para posteriormente determinar o Grid

Box. Para isso clicou-se em Grig-> Macromolecule -> Choose (Fig. 34).

Figura 34 - Salvando estrutura em formato PDBQT.
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ApGs aparecer a caixa de didlogo Choose Macromolecule, salvou a estrutura
como o nome receptor (Fig. 35).

Com a estrutura salva em formato .pdbqt, modificou-se a representacédo da
molécula para uma melhor visualizag&o, selecionando o circulo abaixo da letra R e
desmarcando o circulo abaixo da letra L (Fig. 36).

Figura 35 - Nomeando a estrutura para o Grid Box.
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Figura 36 - Representacéo em estrutura terciaria.
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Em seguida foi aberta a caixa de ligacédo clicando em Grid -> Grid Box... e
selecionado o sitio ativo da glicoquinase de Leishmania braziliensis que se desejava
estudar os dockings entre os ligantes e ela (Fig. 37).

Figura 37 - Determinando o Grid Box.
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Com o Grid Box determinado, foi salva as coordenadas e dimensdes do grid

clicando em File -> Output grid dimensions file, e salvou em formato .txt como
dimensao_grid (Fig. 38).
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Figura 38 - Salvando dimensdes do Grid Box.
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Finalmente abriu-se o documento de texto dimensao_grid e transferiu-se os
valores da ultima linha para o documento de texto confi. Para os valores das
dimensdes, colocou-se a metade dos valores de dimensado grid, e salvou as

alteracdes feitas também em formato .txt (Fig. 39).

Figura 39 - Salvando as coordenadas e dimensfes para o docking.
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Para preparar o ligante para o docking molecular, foi feito o download da alfa-
D-Glicose pelo banco de dados PubChem BioAssay do NCBI

(https://[pubchem.nchi.nim.nih.gov/), e salva a estrutura tridimensional em formato de

arquivo .sdf no diretorio (Fig. 40).
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Figura 40 - Estrutura da Glicose no PubChem.
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Para converter a extensao .sdf em outra foi necessario utilizar outro software,

o Avogadro (http://avogadro.cc/). Com o Avogadro baixado, instalado e aberto, clicou-

se em File -> Open, selecionando-se a Glicose (Fig. 41).

Figura 41 - Abrindo a Glicose no Avogadro.
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Com a Glicose aberta no software, clicou-se em File -> Save As... e salvou a

estrutura em formato .pdb.

Figura 42 - Salvando a estrutura em formato .pdb.
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Depois que a estrutura foi salva no formato .pdb, ela foi aberta no AutoDock

Tools clicando-se em Ligand -> Input -> Open... (Fig. 43).
Figura 43 - Abrindo a Glicose no ADT.
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Para encontrar o centro de rotacdo da molécula clicou-se em Ligand ->

Torsion Tree -> Detected Root..., sendo a esfera verde o indicador (Fig. 44).

Figura 44 - Centro de rotacdo da Glicose.

sde oy B0 Sk dAC PRy _=mp e

Lt Hontte Bamtar St Do ~o .

A2 =2
- o SNNNNS
SN

Em seguida clicou-se em Ligand -> Torsion Tree -> Choose Torsions... para
visualizar as ligacdes rotaveis e sua quantidade, e as ligacdes nao rotaveis (Fig. 45).

Figura 45 - Detecc¢do das ligacdes rotaveis.
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Finalmente se salvou a estrutura em formato .pdbqt, a fim de ficar pronta para

o docking molecular, clicando-se em Ligand -> Output -> Save as PDBQT... (Fig. 46).

Figura 46 - Salvando a Glicose em .pdbqt para o docking.
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Para o inicio do docking molecular, apertou-se as teclas de atalho Windows +
R e com a caixa de didlogo aberta, escreveu-se cmd e clicou-se em Ok para abrir 0

Prompt de Comando do Sistema Operacional Windows (Fig. 47).

Figura 47 - Caixa de didlogo do atalho Windows + R.
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Com o Prompt de Comando aberto, copiou-se o caminho do diretorio e

especificou conforme as duas primeiras linhas da imagem abaixo.

Figura 48 - Determinando o diretério utilizado.

W O Wmdoe oystem il cmd e - o

39



Posteriormente escreveu-se a terceira linha de comando para o AutoDock

Vina fazer o docking entre a Glicose e o receptor conforme demonstrado abaixo.

Figura 49 - Comando e carregamento do docking molecular.

Apbs o carregamento ser concluido, foi aberta uma tabela (Fig. 50) com todos
os valores de energia de ligacdo das 20 conformacdes que a molécula de Glicose

realizou durante o docking.

Figura 50 -Valores obtidos com o docking molecular.

Escreveu-se a ultima linha de comando para que todas as 20 conformacdes
fossem abertas separadamente do arquivo de saida Glicose_out.pdbqgt (Fig. 51) e

escolhida aquela com melhor energia para a analise das interacdes.

Figura 51 - Separando as conformacdes obtidas.
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Para a visualizagdo das interacdes entre os ligantes e a glicoquinase de
Leishmania braziliensis (LbGIcK), utilizou-se o software Discovery Studio Visualizer

(https://discover.3ds.com/discovery-studio-visualizer-download). Esse processo foi

realizado para todas as 70 estruturas de compostos estudadas neste trabalho e as

imagens obtidas estdo nos Resultados e Discussoes.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1. Pesquisade drogas para aleishmaniose

A melhor energia de ligacdo de cada composto, gerada pelo AutoDock Vina,
foi ranqueada (Tabela 1) e as 5 melhores foram escolhidas para uma analise mais

aprofundada de seus respectivos ligantes com os residuos da proteina.

Analisando a tabela, verifica-se que os compostos halogenados da série
GLK2 obedecem ao comportamento observado em TcGlcK por MERCALDI et al.
(2019), possuindo maior potencial de inibicdo do protozoario em comparacdo aos hao

halogenados.

Porém, dentre os melhores do ranking, nenhum pertence as estruturas de
inibidores de Glck patenteadas para o tratamento de tumores, nem menos a série
GLK2 - que possuem resultados significativos contra a glicoquinase do Trypanosoma
cruzi (TcGlcK).

Essa caracteristica é bastante interessante uma vez que o sitio de ligacao
determinado para o docking; é - segundo Buechner et al. (2019) - o sitio ativo da

proteina ao qual se liga o substrato natural alfa-D-Glicose.

Ainda segundo Buechner et al. (2019), esse sitio ativo da LbGIcK possui todos
os residuos conservados em comparacdo a TcGIcK, o que era de se esperar que as
drogas responsaveis por inibir a proteina do T. cruzi apresentassem resultados

melhores para a proteina de Leishmania.

Outro composto promissor, determinado como o inibidor de glicoguinase mais
forte conhecido até o momento por D'antonio et al. (2015), que nédo ficou no topo do
ranking foi a CBZ-GIcN. Os demais compostos estudados pelo autor também nao
apresentaram valores de energias suficientes para ocuparem melhores posi¢des na

tabela.

Vale ressaltar que todos esses compostos ocuparam posi¢cdes superiores a
da alfa-D-Glicose, ou seja, desempenharam seus papéis de inibidores de GlcK e

também ficaram acima dos quimioterapicos utilizados para o tratamento do T. cruzi.
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Entretanto, ocuparam posi¢cdes inferiores a de outros compostos que também foram

ligados ao sitio ativo da proteina.

Os 5 ligantes que apresentaram melhores energias na ligagdo com o sitio ativo

da glicoquinase de Leishmania braziliensis (LbGIcK) séo pertencentes ao grupo dos

flavonoides, e suas interac6es com os residuos de aminoacidos foram demonstradas

e discutidas.

Tabela 1 -Resultados do docking molecular em kcal/mol.

Energia
Rank Nome de
Ligacéo
1 Proanthocyanidin A2 -8.4
2 Kaempferol-7-rhamnoside -8.1
3 Myricetin 3-O-glucuronide -8.0
4 Catechin 7-O-apiofuranoside -7.8
5 Taxifolin -1.7
6 Quercetin -7.6
7 (+)-Catechin -7.6
8 Galangin -7.5
9 Myricetin -7.5
10 GLK2-005 -7.3
11 Hesperetin -7.3
12 3-(Naphthalen-2-yloxy)-1,2-benzothiazole 1,1-dioxide -7.3
13 Kaempferol -7.2
14 (-)-Epicatechin -1.2
15 Geissoschizol -7.1
16 7,8-Dihydroxyflavone -7.0
17 1-[3-[(3-isopropylphenoxy)methyl]phenyl]-6,6-dimethyl-1,3,5-triazine-2,4- -7.0
diamine
18 7-[(1,1-Dioxo-1,2-benzothiazol-3-yl)sulfanyl]-4-methylchromen-2-one -7.0
19 GLK2-004 -6.9
20 1-(9-anthryl)-2-benzoylethylene -6.9
21 5'-nitrocurcumin -6.8
22 D-Glucoheptose -6.7
23 GLK2-003 -6.7
24 (2E)-1-(2,3-dihydroxy-4-methoxyphenyl)-3-(4-hydroxyphenyl)prop-2-en-1-one -6.7
25 CBZ-GIcN -6.7
26 HPOP-GIcN -6.6
27 N-(4,6-dimethylpyrimidin-2-yl)-4,5,7-trimethylquinazolin-2-amine -6.5
28 Bisdemethoxycurcumin -6.5
29 4'-Nitrochalcone -6.5
30 (2E)-3-(4-nitrophenyl)-1-[4-(2-oxopropyl)phenyl]prop-2-en-1-one -6.5
31 2',4,4'6'-Tetrahydroxychalcone -6.5
32 4-chloro-4'-nitrochalcone -6.5
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Tabela 1 - (Continuagdo).

33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70

4-nitrochalcone
GLK2-001
BENZ-GIcN
Ladanein
2'-hydroxychalcone
4-chlorochalcone
4-chloro-4'-methoxychalcone
4-aminochalcone
Curcumin
GLK2-002
Demethoxycurcumin
D-Mannoheptulose
(2E)-1-(2-aminophenyl)-3-phenylprop-2-en-1-one
(2E)-1-(2-aminophenyl)-3-(4-chlorophenyl)prop-2-en-1-one
4-methoxychalcone
N-acetyl-beta-D-glucopyranosyl amine
Nifurtimox
Benznidazole
4'-(dimethylamino)chalcone
(2E)-1,3-bis[4-(dimethylamino)phenyl]prop-2-en-1-one
2',4,4'-Trimethoxychalcone
Dimethoxycurcumin
3-Methoxy-5-(3-methylsulfanyl-1,2,4-triazin-5-yl)-1,2,4-triazine
4'-chloro-4-dimethylaminochalcone
1-methyl-N-acetylglucopyranosil amine
(E)-Chalcone
N-acetyl-alfa-D-glucosamine
R-Diethyl ester substituent of beta-D-Glicose
S-Diethyl ester substituent of alfa-D-Glicose
S-Diethyl ester substituent of beta-D-Glicose
Beta-D-mannose
N-acetyl-beta-D-glucosamine
R-Diethyl ester substituent of alfa-D-Glicose
Alfa-D-Glicose
4-(dimethylamino)chalcone

3-[4-(dimethylamino)phenyl]-1-(4-methoxyphenyl)prop-2-en-1-one

D-Pinitol
Alfa-D-mannose

-6.5
-6.5
-6.4
-6.4
-6.4
-6.3
-6.3
-6.3
-6.3
-6.2
-6.2
-6.1
-6.1
-6.1
-6.1
-6.1
-6.0
-6.0
-6.0
-5.9
=58
-5.9
-5.8
-5.8
-5.8
-5.8
-5.8
-5.8
-5.7
-5.7
-5.7
-5.7
-5.7
-5.7
-5.6
-5.6
-5.3
-5.2

Como o objetivo é inibir as principais vias metabdlicas do protozoario,

responsaveis principalmente pela glicolise, as energias de ligacdes das estruturas

escolhidas serdo comparadas com as dos inibidores, cujas atividades inibitérias ja

foram comprovadas e determinadas contra a glicoquinase.
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Juntamente as energias de ligacdo, os residuos que interagem com o0s
ligantes também serdo analisados com o objetivo de verificar se algum deles faz parte

do grupo dos que se ligam a alfa-D-Glicose.

ApoOs o docking, percebeu-se que a conformacdo mais estavel para a alfa-D-
Glicose realiza seis ligacdes de hidrogénio e uma ligagao carbono-hidrogénio, sendo
trés delas ligagbes com os residuos determinados por Buechner et al. (2019) como
pertencentes ao sitio ativo da proteina (Fig. 52).

Sendo assim, pode-se concluir que o encaixe molecular esta ocorrendo de
acordo com os parametros determinados inicialmente e as interagbes estdo sendo

feitas conforme o esperado.

Figura 52 - InteracBes da alfa-D-Glicose com LbGIcK em 2D e 3D. Liga¢Bes de hidrogénio sdo
representadas em verde enquanto que ligagdes carbono-hidrogénio séo representadas em cinza.
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A Proanthocyanidin A2 foi o ligante que possuiu maior energia de ligacao
dentre os 70 estudados. Ela realizou seis interacdes com residuos de aminoécidos,

mas apenas um deles faz interagdo com o substrato natural (Fig. 53).

O que pode explicar o alto valor de energia € que trés dos seis residuos

pertencem ao sitio ativo da glicoquinase de Leishmania braziliensis (LbGlcK).
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Figura 53 - Intera¢cdes da Proanthocyanidin A2 com LbGIcK em 2D e 3D. Ligacdes de hidrogénio sao
representadas em verde, de van der Waals em verde claro, carbono-hidrogénio em cinza, em rosa
ligacédo m-alquil e em vermelho doador desfavoravel.
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O segundo colocado apresentou energia de -8.1 kcal/mol interagindo com
sete residuos e realizando seis ligacdes de hidrogénio. Esse composto se ligou a
Gly105, Asp143 e Asnl42 que também sdo responsaveis pela ligacdo da alfa-D-
Glicose no sitio ativo da proteina (Fig. 54). Porém por apresentar duas interacdes
desfavoraveis, sendo uma delas com o residuo Asnl142, sua energia de ligacdo pode

ter sido prejudicada com uma consequente diminui¢do no valor.

Figura 54 - Interacbes do Kaempferol-7-rhamnoside com LbGIcK em 2D e 3D. Liga¢6es de hidrogénio
s8o representadas em verde, de van der Waals em verde claro, ligagao de hidrogénio m-doador em
cinza, em rosa ligagdo m-alquil e em vermelho doador e receptor desfavoravel.
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A Myricetin 3-O-glucuronide ficou com pontuacgéo de -8.0 kcal/mol ocupando
a terceira posicédo. Ela foi a que fez interacdes com o maior nimero de residuos, sendo
qgue Gly105, Asp143 e Ser202 também se ligam ao substrato natural da proteina (Fig.
55). Os residuos Asp143, Val200 e Glu220 pertencem ao sitio ativo determinado por

Buechner et al. (2019).
46



Figura 55 - Intera¢des da Myricetin 3-O-glucuronide com LbGIcK em 2D e 3D. Ligac¢6es de hidrogénio
séo representadas em verde, de van der Waals em verde claro, carbono-hidrogénio em cinza, em
laranja ligagdo m-anion e em vermelho receptor desfavoravel.

Catechin 7-O-apiofuranoside se liga aos residuos Gly201, Asn142 e Asp143
responsaveis por ligar a Glicose e também ao residuo Pro104 do sitio ativo da proteina
LbGIcK (Fig. 56).

Figura 56 - Interacdes do Catechin 7-O-apiofuranoside com LbGIcK em 2D e 3D. Ligacdes de
hidrogénio sdo representadas em verde, de van der Waals em verde claro, carbono-hidrogénio em
cinza, em rosa liga¢do m-alquil, em laranja ligagdo 1m-anion e em vermelho doador desfavoravel.
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Taxifolin foi o quinto composto do ranking ficando com o valor de -7.7 kcal/mol.
Suas interacfes se deram com os residuos Gly105, Asn142 e Aspl143 que se ligam a
Glicose, além dos residuos Val200 e Glu220, pertencentes ao sitio ativo (Fig. 57).

Analisando as intera¢fes da alfa-D-Glicose e dos 5 compostos com melhores
resultados, foi possivel determinar que Asp143 foi o residuo que mais interagiu com
as estruturas estudadas, ndo ligando apenas a Proanthocyanidin A2.
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Os residuos Prol104, Gly105, Asnl142 e Glu220 também foram importantes
nas interagdes, se ligando trés vezes cada um. J& Leul44 e Val200 se ligaram duas

vezes engquanto que Gly201 e Ser202 ligaram apenas uma vez.

Os demais residuos Prol15, Phel16, Glu262, Ser223, Met364 e Phe368 -
determinados por por Buechner et al. (2019) como componentes do sitio ativo - ndo
participaram de interagbes com qualquer um desses ligantes.

Figura 57 - Intera¢6es do Taxifolin com LbGIlcK em 2D e 3D. Liga¢Bes de hidrogénio séo representadas
em verde, de van der Waals em verde claro, ligagdo de hidrogénio m-doador em cinza e em laranja
ligag&o m-anion.
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Para complementar os resultados do docking molecular, foram estudadas
algumas propriedades ADME interessantes para o processo de formulacdo de uma

nova droga.

Propriedades farmacodinamicas como poténcia, afinidade e seletividade, e
farmacocinéticas de absorc¢ao, distribuicdo, metabolismo e excre¢cdo (ADME) séo de
grande importancia na determinacao da atividade de um farmaco (DIAS et al., 2013;
SANTOS-GARCIA et al., 2018).

A regra dos cinco de Lipinski € um conjunto de parametros utilizados para
avaliar as propriedades ADME que estdao diretamente relacionadas a
biodisponibilidade oral tedrica de um composto para estimar seu potencial
farmacoldgico (SANTOS-GARCIA, et al., 2018; TRINDADE et al., 2020).

Para uma boa biodisponibilidade oral, o composto deve apresentar peso

molecular < 500 g/mol, niumero de atomos doadores de ligacdo de hidrogénio < 5,

48



namero de atomos aceitadores de ligacdo de hidrogénio < 10 e cLogP < 5, nao
podendo violar mais do que um desses parametros (LIPINSKI et al.,2001 apud
SANTOS et al., 2017).

As drogas sdo metabolizadas pelas enzimas hepaticas, principalmente as da
familia do citocromo P-450. Sendo, portanto, necessario apresentar boa
lipossolubilidade para se difundir através de membranas celulares (STEVENS, 2014).

O logaritmo do coeficiente de particdo octanol/agua (clogP) € quem determina
esse parametro, ou seja, se tera boa permeacdo ou absorcédo - sendo que valores
acima de 5 podem manter as moléculas retidas na membrana devido a alta afinidade
ao meio oleoso (LEONARDI, 2018).

Os parametros para regra dos cinco de Lipinski juntamente com a solubilidade
aguosa (logS), area de superficie polar topologica (TPSA) e pontuacgéo de drogas (DS)
foram calculados utilizando 0s programas online Molinspiration

(https://www.molinspiration.com/) e OSIRIS Property Explorer

(http://www.cheminfo.org/Chemistry/Cheminformatics/Property explorer/index.html).

Os resultados obtidos para os parametros da regra dos cinco de Lipinski, bem

como o numero de violagBes estdo na Tabela 2.

Tabela 2 - Parametros ADME.

FW . ~
Rank Nome cLogP HBD HBA  Violagoes
(g/mol)
1 Proanthocyanidin A2 2.57 576.51 9 12 3
2 Kaempferol-7-rhamnoside 1.39 432.38 6 10 1
3 Myricetin 3-O-glucuronide -0.78 494.36 9 14 2
4 Catechin 7-O-apiofuranoside -0.13 422.39 7 10 1
5 Taxifolin 0.71 304.25 5 7 0

Abreviaturas: clogP - coeficiente de particdo octanol/agua, FW - peso molecular, HBD - atomos
doadores de ligagdo de hidrogénio e HBA - atomos aceitadores de ligagao de hidrogénio.

Analisando-se a tabela, verifica que os compostos das posi¢des 1 e 3 violaram
mais do que um parametro, o que pode acarretar numa diminuicdo de sua absorcao

oral.
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O valor de clogP < 2 para os quatro ultimos colocados também pode interferir
na atividade bioldgica desses compostos uma vez que valores baixos assim fazem

com que exista grande dificuldade para a droga permear a membrana celular.

Outros parametros foram determinados e os resultados estdo na Tabela 3.

Tabela 3 - Demais par@metros que determinam a absorc¢éo e distribuicdo de um composto.

Rank Nome Ar\ltgénl?ls (kca:_lllfnol) log S T(ZE;A DS ?,2?
1 Proanthocyanidin A2 42 -0,20 -2,95 209.75 0,35 36,64
2 Kaempferol-7-rhamnoside 31 -0,26 -3,18  170.05 0,49 50,33
3 Myricetin 3-O-glucuronide 35 -0,23 -1,88 247.80 0,49 23,51
4  Catechin 7-O-apiofuranoside 30 -0,26 -1,51 169.30 0,82 50,59
5 Taxifolin 22 -0,35 -1,94 12744 0,89 65,03

Abreviaturas: Atomos n&o H - atomos que n&o sejam hidrogénios, log S - solubilidade aquosa, TPSA -
area de superficie polar topoldgica, DS - pontuacao de drogas, ABS - absorcao [ABS = 109 - 0,345 x
TPSA] e LE - eficiéncia do ligante [LE = AGbind / atomos nao H].
Segundo o OSIRIS Property Explorer, mais de 80% dos farmacos aprovados
possuem solubilidade aquosa maior que -4. Analisando a tabela pode-se inferir que
todos estdo dentro desse parametro, caracteristica que contribui para uma melhor

absorcao e distribuicdo desses compostos.

A area de superficie polar topolégica (TPSA) esta relacionada a absorcéo
intestinal humana, permeabilidade de monocamadas de células do carcinoma do
cllon (Caco-2) e a penetracao da barreira hematoencefalica (MOLINSPIRATION). Ela
permite a previsdo das propriedades de transporte da droga, sendo valores inferiores
ou iguais a 140 A2 considerados bons (ERTL et al., 2000; LIPINSKI, 2004 apud
TRINDADE et al., 2020).

Dentre os compostos, apenas Taxifolin apresenta TPSA < 140 A2. Os valores
de pontuacéao de drogas (DS) para os cinco compostos variam de 0,35 a 0,89 cujas

absorc¢des variam de 23 a 65%.

Proanthocyanidin A2 e Myricetin 3-O-glucuronide s&o os compostos com as
menores absorc¢des e justamente os que ndo obedecem mais do que um parametro

da regra dos cinco de Lipinski.
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A eficiéncia do ligante (LE) determina a for¢a da ligacdo entre o composto e a
molécula alvo (STEVENS, 2014). Os resultados variam de -0,20 a -0,35 sendo que o
composto com maior energia de ligacao ficou com o menor valor de LE e o composto
gue ocupou a quinta colocacéo do ranking de energia de ligacéo ficou com o melhor
LE.

A regra dos cinco de Lipinski € bastante comum entre os estudos in silico
relacionados a descoberta de drogas. Embora esses parametros sejam importantes
na verificacdo da biodisponibilidade oral de um medicamento, existem compostos que

fogem a essa regra e ainda atuam como farmacos.

Segundo Stevens (2014), esses compostos atravessam a membrana celular
por transporte ativo ou facilitado, sendo a eritromicina (Fig. 58) um exemplo dentre os

antibioticos macrolideos, apresentando FW = 734 g/mol, HBA = 15 e HBD = 6.

Figura 58 - Estrutura da eritromicina.

HC MG OH
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Como o objetivo do presente trabalho foi fazer o reporposing de drogas ja
existentes, sendo algumas delas até patenteadas por sua eficacia na inibicdo de
glicoquinases de diferentes tipos, o principal parametro a ser levado em consideracao

é a energia de ligacgéo.

Os demais parametros analisados no trabalho estéo relacionados a proposta
de modificagcbes estruturais de compostos para otimizar seus resultados, como por
exemplo a verificacdo do clogP apds a adicdo de um anel benzénico na estrutura do

ligante.
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O docking molecular serve justamente para guiar a descoberta de novos

compostos com atividades bioldgicas interessantes de maneira mais confiavel.

4.2. Propostaeducacional

Com as habilidades adquiririas na utilizacdo de programas ao longo do
trabalho de pesquisa, foi possivel correlaciona-las com a docéncia no Ensino Médio e
para tal propde-se uma aula inspirada no artigo “Drug Design Workshop: A Web-
Based Educational Tool To Introduce Computer-Aided Drug Design to the General
Public’, com a finalidade de apresentar aos alunos do 3° ano conceitos de

estereoquimica.

O conteudo de estereoquimica costuma causar muita confusdo nos alunos
por se tratar do estudo do arranjo espacial de moléculas. Esse assunto requer que 0
aluno possua habilidades de visualizacao suficientes para transformar representacées
em duas dimensfes apresentadas nos livros e no quadro para trés dimensdes, ou
seja, projetar as moléculas para fora do plano em que estdo desenhadas (GILBERT,
2005).

Com essa confusdo o aprendizado ndo € alcancado, desencadeando uma
série de fracassos quando € preciso visualizar a relacdo que uma molécula tém com
a sua imagem especular, na determinacdo de sua quiralidade ou mesmo quando
necessario fornecer a nomenclatura Cahn-Ingold-Prelog, pois para isso é necessario
rotaciona-la para deixar o substituinte com menor prioridade para tras do plano em

gue ela esta representada.

Enfim, existem diversos obstaculos que devem ser superados dentro do
ensino de quimica e a utilizacdo de ferramentas educacionais como modelos
moleculares ou até mesmo um software capaz de transformar representacdes em 2D
para 3D podem tornar o aprendizado algo concreto, de forma ludica e descomplicada
(TASKER & DALTON, 2006).

Raupp et al. (2009) e Silva, et al. (2019) sao alguns exemplos de artigos
presentes na literatura que estéo relacionados a implementacdo do ChemSketch no
ensino de quimica, mais especificamente no que tange a isomeria geométrica. Ambos

0s autores tiveram resultados positivos em suas aplicagbes, e ao final das aulas os
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alunos demonstraram uma evolucdo significativa na diferenciagcdo espacial de

iIsdmeros em comparacao a antes, sem o uso da ferramenta.

O objetivo desta proposta de aula é levar um ensino contextualizado, ludico,
transversalizado e correlacionado da estereoquimica com outras matérias estudadas
pelo aluno, utilizando como ferramentas o ChemsKetch e uma plataforma educacional
que apresenta conceitos basicos do design de drogas de forma simplificada (DAINA
et al., 2017).

Ambas as ferramentas educacionais, ChemsSketch e Drug Design Workshop,
estdo disponiveis gratuitamente na Internet e servirdo para facilitar no aprendizado
dos assuntos abordados de quiralidade e nomenclatura Cahn-Ingold-Prelog, também

conhecida como nomenclatura R e S.

Para que seja possivel ministrar a aula utilizando essas ferramentas

educacionais € necessario fazer o download apenas do ChemSketch
(http://www.acdlabs.com/resources/freeware/chemsketch/), utilizado para o desenho

e otimizacdo de estruturas moleculares em 2D, conversdo e representacdo de
estruturas em 3D, fornecimento de nomenclatura, conformacéo, formula molecular,

massa molecular dentre uma infinidade de outras opc¢des.

Ao clicar na URL o usuario sera redirecionado para a pagina de download do
ChemSketch (Fig. 59) e deve escolher a opcdo Download Free Version (destacada

em vermelho).
Figura 59 - Pagina ACD Labs para download da verséo gratuita do Chemskectch.

2
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o
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Logo apoés o clique, terd de criar uma conta no ACD Labs para finalizar o
download (Fig. 60). Finalmente € sO abrir o arquivo e seguir as instru¢cdes de

instalacdo na maquina.
Figura 60 - Cadastro necessario para o download.

Download ACDTChemSkotch

Rz Name
e Name
email
LMD .'
Country” Fleaze zalec:
Frou State

NOTE: ChamGhetoh = oompal bis with Windows 64-bit 1),

Para acessar a segunda ferramenta educacional, basta seguir a URL:

http://www.drug-design-workshop.ch/. Ao clicar no link o usuario sera redirecionado

para a pagina inicial do Drug Design Workshop (Fig. 61).

Figura 61 - Pagina inicial da ferramenta educacional Drug Design Workshop.

ENS NF | :
a 2 oo vt Drug Design Workshop
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Essas etapas podem ser realizadas somente pelo professor, utilizando as
ferramentas educacionais em seu computador pessoal e projetando a tela para a
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turma assistir as animacdes realizadas por ele e associarem com o que esta sendo

explicado.

Elas também podem ser realizadas em um laboratorio de informética, caso a
escola possua, para que os alunos tenham a oportunidade de manusearem as
moléculas e participarem ativamente desde o momento da criagdo de um composto
até a busca pelo entendimento de como ele se liga a uma enzima para atuar como um

farmaco.

Por mais simples que pareca, uma aula desse modelo instiga no aluno a
curiosidade e a vontade de aprender, tornando possivel a busca pelas respostas dos
questionamentos que vém a sua cabeca. Dessa forma ele pode construir o
conhecimento de forma autbnoma, internalizando as representacdes e as conversdes
de 2D para 3D e vice-versa, cabendo ao professor trabalhar como um mediador
instigando na busca ao conhecimento e auxiliando somente quando necessério
(RAUPP et al., 2010).

A fim de elucidar melhor a explicacdo para a turma, o professor pode utilizar
o ChemsKetch para desenhar a molécula e a sua imagem especular. Para isso deve-

se abrir o programa e desenhar qualquer molécula quiral simples (Fig. 62).

Vale lembrar que ndo € necessario desenhar a estrutura com os angulos
corretos e os tamanhos das ligac6es também, pois existe um botdo responsavel por
reordenar a estrutura e deixa-la 0 mais proximo possivel de sua representacao

correta, bastando clicar no botado Clean Structure (marcagdo vermelha).

Figura 62 - 2-clorobutano.
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Feito isso, deve-se otimizar a estrutura desenhada com o objetivo de prepara-

la para a representacdo em trés dimensdes. Portanto basta clicar em Select/Move

(marcacdo alaranjada), selecionar a molécula e em seguida clicar na opcdo 3D

Optimization (Fig. 63) marcada em azul.

Figura 63 - 2-clorobutano com estrutura reordenada.
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Apos clicar no botdo 3D Optimization a molécula sofrera novamente algumas

modificacdes em sua representacao (Fig. 64).

Figura 64 - Molécula de 2-clorobutano otimizada.
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Para gerar a representacdo da molécula em 3D deve-se clicar em 3D Viewer

(Fig. 65) marcada em rosa.
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Figura 65 - Botdo para visualizacdo em 3D.
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Apos isso, o0 ChemsKetch abrira uma nova janela com a representacdo em

trés dimensdes da molécula desenhada (Fig. 66).

Figura 66 - Representacdo em 3D do 2-clorobutano.
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Para obter a imagem especular do 2-clorobutano, basta clicar com o0 mouse

no botdo Mirror, especificado na imagem acima (marcacdo verde). ApOs iSsO O

ChemsKetch dara a imagem especular da molécula desenhada (Fig. 67).
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Figura 67 - Imagem especular da molécula de 2-clorobutano.
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Colocando-se as duas moléculas de frente em um editor de texto, percebe-se
que realmente ndo ha possibilidade de sobreposicéo entre elas (Fig. 68).

Figura 68 - 2-clorobutano e sua imagem especular (refletida no espelho).

Um professor de quimica ao olhar a imagem acima ja enxerga que se tratam
de dois enantibmeros, entretanto um aluno do ensino médio ndo possui tantas

habilidades para rotacionar uma das moléculas no plano e sobrepor a outra.

Logo propde-se que sejam feitas as rotagcdes de uma das moléculas no eixo
horizontal e depois no eixo vertical, sempre copiando e colando em um editor de texto
para a sobreposicéo. Prefere-se utilizar o editor de texto porque se o aluno errar em
alguma etapa do desenho da molécula n&o precisa voltar e desenhar a partir do zero,
basta clicar duas vezes na imagem que esta colada no Word e a molécula sera aberta

no ChemsKetch para correcéo.
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Portanto, da Figura 68 escolhe-se a molécula da esquerda para ser fixa e a
sua imagem especular para sofrer as rotagdes no plano. A figura abaixo mostra a

comparacao entre a molécula fixa e a primeira rotagéo da sua imagem especular.

Figura 69 - Rotacdo da imagem especular e sobreposicao.
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Ao final da sobreposicao entre as rotacées da imagem especular e a molécula
fixa (Fig. 70), o aluno percebera que realmente se tratam de dois enantidmeros,

absorvendo de forma concreta o conceito abordado pelo professor.

Figura 70 - Estudo da sobreposi¢do dos enantibmeros.
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Visto isso, o professor pode explicar que por essa diferenga no arranjo
espacial entre esses dois enantiomeros a luz plano polarizada sofre um desvio em
seu plano de vibracdo quando atravessa suas estruturas moleculares. Explicando que
o desvio pode ocorrer no sentido horario (dextrogiro) ou anti-horario (levogiro) com a
mesma intensidade, e 0 porqué que uma mistura racémica ndo apresenta essas
propriedades (FONSECA, 2016).

Outra caracteristica importante € que em alguns enantibmeros que possuem
atividades biologicas, elas se tornam distintas devido a essa diferenca em seus
arranjos espaciais, cabendo frisar que nem toda molécula quiral apresenta efeitos
farmacolégicos (COELHO, 2001).

A atividade biolégica de um farmaco é caracteristica de apenas uma de suas
orientacdes espaciais (eutbmero), sendo, portanto, a sua conversao responsavel pela
diminuicdo ou inativacdo do seu potencial curador. Pode-se explicar também que em
uma sintese é impossivel obter 100% de rendimento, sempre ficando resquicios da

outra configuracdo presente no produto (COELHO, 2001).

Deve-se explicar aos alunos que a presenca da configuracdo indesejada
(distbmero) em quantidades iguais com o eutdmero pode fazer com que o0 composto
indesejavel apresente ou nao efeitos colaterais ou ainda ele e o eutdbmero apresentem
atividades biologicas distintas (JUNIOR, 2014).

Como o entendimento das configuracdes € essencial para esse processo, o
professor pode aproveitar a ferramenta para ensinar os conceitos necessarios para a

total compreenséao do sistema R,S.

Para isso ele deve desenhar a molécula no ChemsKetch, e seguir 0s passos
anteriores para a transformacdo da molécula em estrutura 3D. Com essas etapas
concluidas deve-se numerar os substituintes em ordem de prioridade e depois colocar

aquele com menor prioridade para traz do plano (Fig. 71).
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Figura 71 - Molécula com grupo de menor prioridade para tras do plano.
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Feito isso deve-se ver qual € o sentido da prioridade para determinar se é R
ou S. Depois de determinada pelo aluno, ele é convidado a voltar para o0 ChemsKetch

e fechar a aplicacéo atual, a qual volta automaticamente para a janela anterior (Fig.
72).

Figura 72 - Guia anterior com a estrutura otimizada.
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Apertando o atalho Ctrl + Z duas vezes, ele volta para a representacgéo inicial

da molécula. O aluno deve clicar no botdo Select/Move (marcacdo vermelha) e
selecionar a molécula (Fig. 73).
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Depois clicar em Tools, Generate e Stereo Descriptors (Fig. 74).

Figura 74 - Passos para determinacdo da configuracdo absoluta.

Figura 73 - Molécula de 2 — clorobutano selecionada.
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Seguindo esses passos 0 programa determinara qual é a configuracdo

absoluta da molécula (Fig. 75) e com isso ele pode verificar se acertou ou errou em

sua determinagéo.

Figura 75 - Configuracdo dada pelo ChemsKetch.
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Outra ferramenta boa para o aluno é a geragdo de nomenclatura. Para isso
deve-se selecionar a molécula e clicar em Tools, Generate e finalmente em Name for
Structure (Fig. 76).

Figura 76 - Nomenclatura R/S dada pelo ChemSketch.
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Logo conclui-se que dessa maneira 0s conceitos serdo internalizados mais
facilmente pois o software é uma excelente ferramenta para auxiliar o aluno na
transformacdo de estruturas 2D em 3D e vice-versa, tornando o aprendizado

prazeroso e ludico.

Talvez um questionamento que todos ja tenham feito na vida € sobre o
funcionamento de um farmaco. No entanto deixaram essa ideia de lado ao se
depararem com artigos contendo uma linguagem bem técnica e de dificil
compreensao ou até mesmo nem chegaram a pesquisar, achando ser algo complexo

e longe do seu entendimento.

O Drug Design Workshop é uma plataforma Web de facil manipulacdo que
permite o entendimento de conceitos basicos do design de um farmaco por parte de
qualquer usuario (DAINA et al., 2017).

As metodologias utilizadas nessa plataforma sao uma forma simplificada de
apresentar aos alunos aquelas utilizadas na Industria Farmacéutica no momento de
arquitetar e avaliar compostos candidatos a se tornarem potenciais drogas (DAINA et
al., 2017).
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Ao acessa-la clicando no link disponibilizado anteriormente, o usuario se
depara com um pequeno video intitulado “Como os pesquisadores projetam as drogas
do amanh&?”. Nele é explicado ao usuério por meio de animacdes, 0s processos de
interacdo droga e proteina e também os passos para se obter uma nova droga no

mercado (Fig. 77).

Logo depois de assistir o video o usuério é encorajado a criar uma nova droga,
sendo apresentadas trés opcdes de tratamento: anti-inflamatorio, contra cancer de

pele e contra cancer.

Por se tratarem de drogas bastante conhecidas pelos brasileiros, os anti-
inflamatdrios sdo uma boa opc¢éo a ser estudada. Contudo fica a critério do professor
qguando for trabalhar a contextualizacdo do conteddo abordado em sala de aula com

os alunos.

Figura 77 - Pagina inicial do Drug Design Workshop.
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Para isso deve-se clicar na opcéo anti-inflammatory (COX) sendo
redirecionado automaticamente para uma nova pagina (Fig. 78).
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Figura 78 - Guia do design de anti-inflamatorios.
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How do scientists design an anti.inflammatory drug without side effects on the stomach?

This bioinformatics toal can predict how a drug-candidate molecule binds t0 3 protein involved in inflammation (COX2) and to another
similar protein (COX1)

Nessa pagina sao apresentadas diversas drogas como lbuprofeno,
Diclofenaco, Nimesulida dentre outras, sendo também oferecida ao usuario a opcao
de desenhar sua propria molécula, bastando clicar em Design your own molecule

(marcacao azul).

A droga escolhida para a simulacao foi o Ibuprofeno e a proteina serd a
Ciclooxigenase-2 (COX2). O Ibuprofeno é um anti-inflamatério ndo esteroidal (AINE)
nao seletivo que ird atuar ligando-se a bolsa catalitica da COX2, que € responsavel
pela conversdo do acido araquidénico em prostaglandinas, sendo essa segunda a

principal responsavel pela cascata inflamatéria (TAVARES et al., 2016).

Com a finalidade de acabar com essa inflamacao, deve-se evitar a ligacéo
entre COX2 e o acido araquiddnico. Para isso, necessita-se de uma molécula pequena
o suficiente e que tenha mais afinidade com a COX2 do que o acido para se ligar ao
sitio primeiro. Essa ligagédo fard com que o acido araquiddnico nédo se ligue a proteina

e consequentemente inibird a inflamacéo (Fig. 79).
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Figura 79 - llustragcdo da cascata inflamatoria e do farmaco como inibidor.
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Prostaglandina
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Dentro dessa explicacao o professor deve enfatizar que o Ibuprofeno € uma
droga cuja molécula é quiral, ou seja, possui um carbono assimétrico e que por iSso
ela e sua imagem refletida no espelho nédo serdo sobreponiveis, classificar a molécula
com a nomenclatura R/S e deixar claro que somente a configuragdo S possui o efeito

analgésico enquanto a R é inativa (JUNIOR, 2014).

Para iniciar o estudo da simulacdo do design de uma droga, no caso o
Ibuprofeno, o usuario deve arrasta-lo para cima da COX2. Ao fazer isso sera aberta
uma nova guia apresentando o modo de ligacdo computado do complexo proteina-
ligante e com o auxilio do mouse é possivel rotacionar, reduzir e ampliar a

apresentacao em trés dimensdes (Fig. 80).

Abaixo da representacdo em trés dimensdes do complexo ha uma barra que
fornece o potencial da droga em se ligar a proteina com valores indo de 0 a 15,
notando-se que o Ibuprofeno fica com 7,5 e perde para quatro outras drogas com

melhores afinidades do que ele.

Novamente o professor pode aproveitar a oportunidade e explicar que a bolsa
catalitica da ciclooxigenase 1 se diferencia da 2 em apenas um aminoacido, sendo a
Isoleucina 523 da primeira substituida pela Valina 509 na segunda, fazendo toda a

diferenca nas ligac6es que ocorrem nesses sitios.
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Figura 80 - Modo de ligacdo computado do complexo proteina-ligante.
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Por ser uma droga pequena e nao seletiva, o Ibuprofeno pode se ligar a ambas
as proteinas. Esse comportamento causa tanto um efeito terapéutico ao se ligar a
COX2 e inibir a inflamacao quanto um efeito colateral ao se ligar & COX1 e impedir
sua funcdo gastroprotetora. Justamente para corrigir essa caracteristica que se
formulou o Celecoxib, um AINE seletivo que s6 consegue ocupar a bolsa catalitica da
COX2 e tratar a inflamagao sem interferir no funcionamento da COX1 (TAVARES et
al., 2016)

Posteriormente os alunos podem prever possiveis alvos do Ibuprofeno
clicando em Predict possible protein targets with SwissTargetPrediction (seta azul na

figura acima).

Clicando no campo sera aberta uma nova guia (Fig. 81) na qual é apresentada

a molécula de Ibuprofeno, um grafico de pizza relacionando todas as classes de alvos
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do Ibuprofeno e mais abaixo uma analise detalhada desse gréfico contendo a
probabilidade de interacdo das proteinas com o ligante.

Figura 81 - Possiveis alvos do farmaco.

SwiccTargotPradiotion

[ 44
SwissTargetPrediction
Swiss Institute of

Bioinformatics Home FAQ Halp Downlosd Contact Disclaimer

Query Molecule Target Classes

Top 15

CHy u
)\ Top 25 57%
HyC Top 50 h B 200%

HoLo

Export results: [B :@ B B B

Show [15 V| entries Search: | |

Known

Target C:f:;!:n U":g"" ChEMEL ID Target Class Probability* actives
(2Di2D)

¥

&

@ &

Logo, com a contextualizagao realizada utilizando a ferramenta computacional
Drug Design Workshop € possivel trabalhar conceitos de enantiomerismo, quiralidade
e configuracdo absoluta que foram vistos em sala de aula. Essa metodologia
possibilita fornecer aos alunos a oportunidade de aprenderem de forma significativa
sem a mera decoragcao desconexa de conceitos que deixam a aula macante e criam

a ideia de que a quimica é uma matéria chata, dificil e sem aplicabilidade.
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5. CONCLUSOES

Em sintese foram encaixadas 70 estruturas de compostos pertencentes a
diferentes classes no sitio ativo da glocoquinase de Leishmania braziliensis (LbGIcK)

com o auxilio do AutoDock Vina.

Uma boa parte das estruturas demonstraram valores superiores aos dos
inibidores de glicoquinase, ocupando posi¢cdes superiores. Dentre 0S compostos, 0s
cinco melhores classificados foram selecionados para estudos complementares de
farmacocinética e farmacodinamica, sendo que apenas trés deles obedeceram a regra

dos 5 de Lipinski.

Por essa regra estar intimamente relacionada a biodisponobilidade oral da
droga, 0s compostos que ndo apresentaram 0S pardmetros necessarios para

satisfazé-la obtiveram valores de absorcéo abaixo da média.

Embora a regra de Lipinski seja uma importante ferramenta na descoberta de
novas drogas, existem compostos que fogem totalmente dos parametros

determinados por ela e continuam apresentando boa atividade bioldgica.

Portanto deve-se levar mais em consideracao os valores do docking molecular
pois serdo eles quem determinardo a afinidade do composto com sitio ativo da
proteina, sendo os estudos complementares importantes na determinacdo da
atividade apés o composto sofrer algum tipo de modificacao estrutural como a adicao

de uma cadeia.

Esses achados contribuem para estudos mais avancados na busca de novos
compostos que possam ser utilizados como quimioterapicos para o tratamento da
leishmaniose considerando seus potenciais efeitos antioxidante, antiparasitario, anti-

inflamatorio, dentre outros ja reportados na literatura.
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