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RESUMO

Mosquitos vetores de doencas estdo entre um dos principais problemas
saude publica da humanidade, considerados responsaveis pela morte de
aproximadamente 1 milhdo de pessoas por ano. Dentre estes vetores podemos
destacar o Aedes aegypti, um dos protagonistas de quadros epidemiolégicos no
mundo. O Aedes aegypti é vetor das arboviroses, a dengue, chikungunya e zika,
causadas pelos virus DENV, CHIKV e ZIKV, respectivamente, sdo as
arboviroses mais comuns no atual cenario epidemiologico brasileiro. Apesar de
todos os esforcos e avancos relacionados ao controle do Aedes, esta tarefa
ainda é um desafio continuo, especialmente em paises em desenvolvimento. E
crescente o investimento em programas que visem o controle do vetor, porém
muitas vezes os resultados obtidos ndo séo satisfatorios. Atualmente, o controle
guimico ainda é a ferramenta mais aplicada, porém o continuo surgimento de
mecanismos de resisténcia e problemas ambientais e na saide humana, a busca
por novas moléculas se torna uma linha de pesquisas atual e importante. Este
trabalho buscou estudar, através de ferramentas da Quimica Computacional,
mecanismos de inibicdo de duas rotas metabdlicas essenciais para o
desenvolvimento do inseto, séo elas: a via da sintese do hormdnio juvenil e a via
da enzima kynurenina transaminase. Foi utilizada a triagem virtual, o docking
molecular, para investigacédo e filtragem de moléculas oriundas de dois bancos
de dados, a plataforma online ZINC databank e o conjunto de biomoléculas de
plantas nativas da Caatinga, pertencentes ao LAMAF, para emprego dos
mecanismos de encaixe molecular escolheu-se os softwares Chimera e
Autodock vina. Além disso, apds o elenco das moléculas com melhor perfil de
energia, foram realizadas as avaliagbes ADMEtox, ampliando o conhecimento
sobre o comportamento farmacocinético dos ligantes, através de variaveis como
biodisponibilidade, saturacdo, polaridade, flexibilidade molécula, o que propiciou
maior refino e interpretacao da atuacao fisico-quimica dos ligantes selecionados.
Os resultados obtidos permitiram elencar moléculas potenciais para aplicacédo
em estudos de bancada, como o ligante 51 pertencente ao banco de dados de
moléculas da caatinga, que demonstrou atuacao nos dois alvos moleculares de
estudo, potencializado a possibilidade de sucesso em testes in vivo. Dessa
forma, o estudo desenvolvido propiciou a contribuicdo para o delineamento de
novas alternativas para combate do vetor Ae. aegypti.

Palavras-chave: docking molecular, horménio juvenil, kynurenina transaminase.



ABSTRACT

Disease vectors are among one of the main public health problems of humanity,
considered responsible for the death of approximately 1 million people per year.
Among these vectors, we can highlight Aedes aegypti, one of the protagonists of
epidemiological situations in the world. Aedes aegypti is the vector of arboviruses,
dengue, chikungunya and zika, caused by the DENV, CHIKV and ZIKV viruses,
respectively, are the most common arboviruses in the current Brazilian
epidemiological scenario. Despite all the efforts and advances related to the
control of Aedes, this task is still an ongoing challenge, especially in developing
countries. Investment in programs aimed at vector control is increasing, but often
the results obtained are not satisfactory. Currently, chemical control is still the
most applied tool, but the continuous emergence of resistance mechanisms and
environmental and human health problems, the search for new molecules
becomes a current and important line of research. This work sought to study,
through Computational Chemistry tools, mechanisms of inhibition of two essential
metabolic pathways for the development of the insect, they are: the juvenile
hormone synthesis pathway and the kynurenine transaminase enzyme pathway.
Virtual sorting and molecular docking were used for investigation and filtering of
molecules from two databases, the online platform ZINC databank and the set of
biomolecules from native plants of the Caatinga, belonging to LAMAF, for the use
of molecular docking mechanisms. Chimera and Autodock vina software were
chosen. In addition, after the list of molecules with the best energy profile,
ADMEtox evaluations were carried out, expanding knowledge about the
pharmacokinetic behavior of ligands, through variables such as bioavailability,
saturation, polarity, molecule flexibility, which provided greater refinement and
interpretation. of the physicochemical performance of the selected ligands. The
results obtained allowed us to list potential molecules for application in bench
studies, such as ligand 51 belonging to the caatinga molecules database, which
demonstrated performance in the two molecular targets of study, enhancing the
possibility of success in in vivo tests. Thus, the study developed provided a
contribution to the design of new alternatives to combat the vector Ae. aegypti.

Keywords: molecular docking, juvenile hormone, kynurenine transaminase.
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l.Introducéo

O alto indice de doencas transmitidas por vetores continua sendo uma grande
problematica para a saude global. Em média anualmente sédo registradas cerca
de 1 bilh&o de infec¢des, resultando em uma estimativa de 1 milhdo de mortes
(WAMURA,2020).

Neste cenério, destacamos as doencas ocasionadas pela transmissédo de
Arbovirus (de “Arthropod Borne Viruses”), abrangendo multiplos virus de impacto
para saude publica, como os virus da Dengue, Zika e Chikungunya
(SIPPY,2020).

Um dos fatores mais preocupantes desses grupos virais esta associado ao
seu poder de disseminac¢do. A dengue, por exemplo, é causada pelo arbovirus
mais difundido no mundo, distribuida em quase todos os paises tropicais e
subtropicais, atingindo mais recentemente 0s paises do continente europeu,

expondo cerca da metade da populacdo mundial (ARDUINO,2019).

O crescimento acelerado nos indices de infestacdo pelos arbovirus se deve
principalmente pelo aumento populacional dos seus vetores, dentre eles 0 Aedes
aegypti, principal vetor quando considerado o0s ambientes urbanos
(ARDUINO,2019). Sua distribuicdo geografica facilitada esta relacionada ao tipo
de criadouro da espécie, que sdo os ambientes de clima quente e Umido e com
disponibilidade de agua para propiciar a eclosdo dos ovos do inseto
(LOPES,2019).

Tais caracteristicas reprodutivas e de adaptabilidade ao ambiente, torna cada
vez mais desafiador o controle deste vetor, requerendo um maior nimero de
estudos e a implementacdo de metodologias especificas, que consigam dar

suporte as medidas de vigilancia (ZARA et al., 2016).

Podemos elencar como ferramentas de vigilancia epidemioldgica o controle
biolégico, que envolve o emprego de modificacdes genéticas para a reducdo da
capacidade reprodutiva do inseto, reduzindo gradativamente a populagéo
selvagem (MAGALHAES,2020). O controle mecanico, por sua vez, atua

diretamente na eliminagao de criadouros, geralmente por agdes de saneamento
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basico mais efetivas. Ja o controle quimico se estabelece através da utilizacdo
de inseticidas atuantes nas fases do ciclo de vida do inseto (MAGALHAES,2020).

Dentre as ferramentas citadas acima, o controle quimico € a mais difundida;
porém, esta técnica possui limitacdes relacionadas aos mecanismos de
resisténcias desenvolvidos pelo inseto, apds o uso a longo prazo de uma mesma
substancia (MAGALHAES,2020). Além desta problemética, os inseticidas, em
sua maioria, podem ser constituidos de componentes téxicos ao ambiente ou
aos manipuladores. Tais probleméaticas tornam cada vez mais necessarios o
aumento na busca de moléculas bioativas capazes de atuar no controle de Ae.
aegypti (SOARES-DA-SILVA,2015).

Diante deste cenario, a quimica computacional surge como uma tecnologia
promissora na busca de inibidores de proteinas que possuam importancia
estratégica na sobrevivéncia de patégenos (ARAUJO,2020). Uma das
estratégias € a avaliacédo in silico da afinidade molecular de substancias naturais
ou sintéticas com esses alvos bioldgicos, através do docking molecular
(ARAUJO,2020).

Para Ae.aegypti, um dos alvos moleculares mais estudados s&o o0s
transportadores do horménio juvenil, que desenvolve papéis bioldgicos
importantes para o ciclo de vida do inseto, como a maturacdo dos ovos nas
fémeas, e no desenvolvimento reprodutivo (PARK,2020). Além deste, a busca
por potenciais ligantes da enzima 3-Hidroxikyrunenina Transaminase, mostra-se
promissora, sendo estad uma protagonista nas reacfes bioguimicas atreladas a
pigmentacdo das asas e dos olhos do mosquito, bem como atuante nos
diferentes estagios da vida do inseto (MACIEL, 2020).

Diante do potencial da Quimica Computacional foi utilizado um banco de
dados de espécies vegetais contidas no dominio morfocliméatico caatinga e o
banco de moléculas online ZINC, para a realizacdo de estudos de triagem virtual
e docking molecular que permitissem explorar e encontrar novas moléculas

bioativas capazes de controlar o Ae. aegypti.
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2. Referencial Tedérico
2.1 Aedes aegypti

O Aedes aegypti € um mosquito pertencente a familia Culicidae, originario da
regido africana com dispersdo global e maior capacidade de adaptacdo em
habitats urbanos, atualmente descrito como uma espécie de habitos
antropogénicos, o que torna facilitada a sua presenca e dispersdo em condi¢des
domiciliares (OLIVEIRA,2020).

Seu ciclo de vida é distribuido em quatro estagios: ovo, larva, pupa e adultos
(Figura 1). Os ovos, por sua vez, sdo colocados pelas fémeas em superficies
gue contenham agua e baixo teor de matéria organica, a ovoposi¢cao pode ser

feita em contato direto com a agua ou em proximidade (AMARAL,2018).

Figura 1. Representacéo do ciclo de vida de Ae. aegypti.

Z
= ADULTO
P4

Fonte: Adaptado de Centers For Disease Control and Prevention-CDC (2009).

Durante um periodo de trinta e seis horas 0s ovos passam pelo processo de
maturacao e embriogénese, para que posterior a este periodo e em contato com
a agua ocorra o processo de eclosao das larvas (AMARAL,2018). Ademais,
0s ovos de Ae. aegypti, possuem a capacidade de permanecerem por mais de
300 dias em sua forma quiescente, o que facilita sua dispersdo no ambiente e
dificulta o controle (AMARAL,2018).
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Ao atingir a fase larval, sdo transcorridos quatro estadios (L1, L2, L3 e L4), 0
desenvolvimento do inseto em cada um esta estritamente relacionado ao
funcionamento adequado do seu maquinario metabdlico, bem como a
disponibilidade de nutrientes, aos fatores ambientais e a densidade larval no
criadouro, que pode interferir no processo de trocas gasosas. Apds o quarto
estadio o inseto migra entdo para fase de pupa, iniciando sua metamorfose para
a fase adulta (CONSOLI; LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 1994; FORATTINI, 1996).

As fémeas de Ae. aegypti, possuem o comportamento hematofago e acabam
sendo a via transmissora dos arbovirus, uma vez que picam humanos e animais
para obtencdo do sangue, e reprodutibilidade dos ovos (TOKACHIL,2018).
Diferentemente dos machos da espécie, que utilizam fontes de carboidrato para

assegurarem a sua sobrevivéncia (TOKACHIL,2018).

Problematicas oriundas ao Ae. aegypti, como a dengue, zika, chikungunya e
a febre amarela e a dengue séo cotidianamente retratadas como maleficios para
saude e meio ambiente, sendo o vetor um dos maiores disseminadores das
patologias que promovem fragilidade na salde publica mundial, tendo como
cendrio mais propicio de atuacdo o0s paises que possuem clima quente
(SEGATA,2017).

Diante de tais fatores, a pesquisa sobre o Aedes aegypti € uma ferramenta
importante para possibilitar a prevencéo e reducao da transmisséo da dengue

através da implementacédo de novos mecanismos de controle do mosquito.

2.2. Principais Doencas Transmitidas

O Aedes aegypti € o vetor responsavel pela transmisséo de quatro tipologias
de arboviroses, a dengue, zika, chikungunya e febre amarela, que proporcionam
anualmente problematicas de saude publica devido suas sintomatologias e

doencas associadas (figura 2).

Apesar das tentativas de controle levantamentos realizados pela Organizacdo
Mundial de Saude (OMS), prospectam que 2,5 bilhfes de pessoas possuem
alguma vulnerabilidade socioambiental que as expdem ao risco de contrair a
dengue (COSTA et. al,2018).
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Figura 2. Sintomatologia das principais arboviroses transmitidas por Ae. aegypti.

Dengue Chikungunya Zika
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Fonte: UFC,2020.

2.2.1. Dengue

Elencada como uma das principais arboviroses transmitidas por Ae. aegypti,
a dengue trata-se de uma infeccdo viral aguda, que apesar da baixa taxa de
mortalidade, esta associada a fortes impactos socioeconémicos, requerendo alta
demanda dos recursos de saude publica, afligindo principalmente regides
tropicais e subtropicais, ganhando notoriedade por ser a arbovirose com maior

frequéncia de casos no mundo (BHATT et. al,2013).

Seu avanco expressivo pode ser verificado no continente asiatico, em que
estudos delineara crescimento de 400% no nimero de casos de dengue em um
periodo de 13 anos (2000-2013), através de tais avaliacbes a Organizacdo
Mundial da Saude (OMS) estimou que anualmente ocorra uma média de 100
milhdes de casos sintomaticos e 300 milhdes casos assintomaticos (HARAPAN
et. al.,2020).

Apesar de ja haver um bom volume de estudos a respeito dessa infec¢éo viral
direcionados para descoberta de medicamentos, o desenvolvimento de terapias
efetivas ainda nao foi alcancado. Na atualidade ndo se presencia o avango nas

ferramentas terapéuticas, e os tratamentos oferecidos continuam baseados em
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hidratac&o intravenosa, associados a observacéo da evolucao do quadro clinico
(Wilder-Smith,2019).

Com o surgimento de outras patologias com sintomatologias similares em
fases iniciais, como a COVID-19, e a possibilidade de surtos cruzados, reforca-
se cada vez mais a necessidade do controle eficiente do vetor.

2.2.2. Zika

Além da dengue, a Zika € outra arbovirose veiculada por Ae. aegypti, com
identificacdo datada do ano de 1950, na Africa Oriental, chegando efetivamente
ao Brasil e a outros paises do mundo no ano de 2015 (MA, Wengiang et
al.,2016).

Porém, diferentemente da dengue, para o virus da Zika foi identificada a sua
associacao com alteracdes do Sistema Nervoso Central (SNC), tornando-a uma
infecgdo viral mais grave e com sintomatologias de maior impacto e relevancia
(NASCIMENTO,2017).

Ao adentrar no Brasil, o virus da Zika foi responsavel pelo maior surto de
microcefalia j4 relatada na saude publica brasileira, com enfoque na regido
nordeste. Em termos econdmicos estima-se que a epidemia do virus Zika custou
entre US$ 7 bilhdes e US$ 18 bilhdes para paises da América Latina e do Caribe
no periodo de 2015 e 2017, e US$ 4,5 bilhdes para o Brasil, além do tratamento
direto, prejuizos por afastamento do trabalho e pela queda da produtividade
decorrentes das sequelas ocasionadas pela Zika, foram estimadas em cerca de
918 milhdes de dolares (FREITAS,2019).

2.2.3 Chikungunya

Mais uma das infecc¢des virais, a chikungunya € um alphavirus transmitido pela
picada de Aedes que quando comparada as demais patologias virais do vetor,
possui como agravante a presenca da fase subaguda da doenca, que pode
perdurar até trés meses no hospedeiro, ou ainda o estabelecimento de
patologias crbnicas, relacionadas ao desenvolvimento de inflamacdes nas
articulacdes (TRC,2021).

Assim como as demais infec¢des virais transmitidas por Ae. aegypti, ndo ha

um tratamento efetivo ou preventivo para chikungunya, a sua inser¢ao no Brasil
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deliberou 0 marco da coexisténcia de multiplas arboviroses, ampliando o alerta
para controle do vetor, a fim de minimizar as chances de ocorréncia de um surto

epidemioldgico simultadneo para os trés virus (SILVA,2018).
2.3. Ferramentas de Controle do Aedes aegypti

Sabendo dos inameros impactos trazidos pelo mosquito a saude publica
global, torna-se essencial mobilizar a sociedade com o objetivo de disseminar
politicas publicas e a¢fes praticas, visando a conscientizacdo e a supressao do
vetor (MOREIRA,2019).

Apesar de ja ser considerado um vetor de importancia para saude publica
desde o inicio do século XX, o seu controle ainda é desafiador, fator que esta
associado a falta de infraestrutura, coleta de lixo e saneamento da basico de

algumas cidades brasileiras (MAIA,2020).

Tais fatores além de dificultar a erradicacdo do vetor, também tornam mais
dificil a escolha do método mais eficaz para controle, para contornar tal
problematica se faz necesséario avaliar a populacdo local, levando em
consideracao fatores como a distribuicdo geografica e a diversidade genética
(MAIA,2020). Dessa forma, como principais metodologias séo aplicados o

controle quimico, mecéanico e biologico.

O controle mecéanico, refere-se a limpeza ou remoc¢do de depdsitos de agua
limpa e parada, com intuito de eliminar possiveis reservatérios que abriguem
ovos de Ae. aegypti, e é realizado por Agentes Comunitarios de Saude (ACS) e
Agentes de Combate a Endemias (ACE) (SANTOS,2018).

Além da ferramenta supracitada, destaca-se também o controle biolégico que
utiliza como vertentes a modificacdo genética, esterilidade induzida por radiacéo
ou o uso de patdégenos, dentre esses as bactérias sdo o grupo mais empregado
na reducao populacional de Ae. aegypti (COSTA,2018).

Os mecanismos biolégicos surgiram como alternativas favoraveis para
minimizar 0s impactos ambientais ocasionados pelo uso exacerbado de
substancias quimicas com atividade inseticida. Porém, em sua grande maioria

as técnicas biologicas possuem limitagbes relacionadas ao custo da
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empregabilidade em larga escala e o controle do seu efeito a longo prazo no
ambiente (COSTA,2018).

Diante disto, o controle quimico continua sendo a estratégia mais aplicada
para reducao populacional do mosquito. S&o utilizados inseticidas das classes
dos organoclorados, organofosforados, carbamatos, piretroides e os reguladores
do crescimento dos insetos (analogos do horménio juvenil e inibidores da sintese
de quitina, com o0s principais representantes elencados na Figura 3)
(ARAUJO,2013).

Figura 3. A - Principais classes de organoclorados, organofosforados, carbamatos e piretréides.

B - Principais representantes de compostos quimicos analogos de horménio juvenil.

A . B

*x

PYRPROXYEEN

Fonte: Adaptado de Pessoa,2018.

Apesar da abrangéncia significativa do uso de inseticidas para controle de Ae.
aegypti, tal ferramenta possui a limitacdo dos mecanismos de resisténcia
desenvolvidos pelos insetos. O uso dessas substancias promove ao longo do
tempo a selecdo dos individuos mais resistentes, eliminando os mais
susceptiveis, ou seja, a depender da frequéncia de aplicacdes de um inseticida,

a resisténcia pode néo ser reversivel (Figura 4) (VALLE,2015).

Figura 4. Representacdo esqueméatica do processo de selecdo de individuos resistentes a

aplicacéo de inseticidas.
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Fonte: Autoria propria.

Ja existem indicios de resisténcia em Ae. aegypti nas regibes do Sudeste
Asiético, Caribe, América do Norte, América Central e América do Sul, sendo
relatados principalmente mecanismos de resisténcia aos organofosforados,
relacionados a enzimas de resisténcia metabdlica, e aos piretroides, atrelados
as mutacdes na proteina do canal de sodio encontrada na membrana nervosa
do inseto (RODRIGUEZ,2020).

Para contornar tal problemética, uma tatica adotada é a alternancia de
inseticidas, evitando assim o uso continuo de um mesmo composto. Tal
alternativa faz com que seja requerido cada vez mais o desenvolvimento de
novos produtos (VALLE,2015).

2.4. Proteina de Ligacdo do Horménio Juvenil de Aedes aegypti

Os insetos possuem diversos horménios importantes para seu
desenvolvimento. No caso de Ae. aegypti, 0 horménio juvenil (JH) é um deles,
atuando na regulacdo do desenvolvimento e da reproducdo (CHOI,2017), no
mosquito adulto atua principalmente na maturacdo dos ovarios nas fémeas, e

comportamento reprodutivo dos machos (CHOI,2017).
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Diante do papel desempenhado pelo horménio juvenil, as vias metabdlicas de
JH tornaram-se alvos promissores para o desenvolvimento de novos inseticidas
com baixa toxicidade para outros organismos néo alvo, iSso porque possuem
alta especificidade para insetos, outros artropodes e ndo estdo presentes em
vertebrados (HERRERA-CALDERON, Oscar et al,2022).

Dentro da via de sinalizagdo, o alvo principal € a proteina de ligacdo do
hormonio juvenil, pertencente a familia de proteinas de ligacdo odorante (OBP),
encontradas nos tecidos quimiossensoriais do inseto, desenvolvendo atividades
relacionadas a modulacdo da sensibilidade, conducé&o de sinais e transporte de

ligantes.

Esse grupo de proteinas conduz e regula comportamentos alimentares, de
sobrevivéncia e reproducédo, além de coordenar a sinalizacdo de extintos para
localizac&o do hospedeiro e sua selecéo para realizacdo do repasto sanguineo.
Com isso, as antenas, glandulas salivares e tecidos reprodutivos masculinos,

s&o os locais em que ocorre sua maior expressédo (GROSSI,2021).

A proteina de ligagdo do hormdnio juvenil, possui semelhanca e realiza
interagdes com as proteinas salivares D7 que também fazem parte do grupo de
proteinas OBP, e por sua vez desempenham func¢des importantes no inseto,
como prevencao da resposta inflamatéria no hospedeiro no ato da alimentacao
sanguinea. Dessa forma a interacdo dessas proteinas também é um viés de
estudo significativo no ambito de desenvolvimento de novos inseticidas para Ae.
aegypti (GROSSI,2021).

Um dos inseticidas comerciais baseados em analogos do horménio juvenil é
o piriproxifeno, apresentando uma das menores estruturas quimicas dentre os
inseticidas no mercado. Seu modo de atuacao se da através do seu acumulo em
regibes em que ocorre a expressdo dos hormdnios juvenis, impedindo

diretamente a producéo da cuticula larval (RIBEIRO,2010).

Dessa forma, o piriproxifeno é um dos inseticidas modelo na busca de novas
moléculas e desenvolvimento de novos inseticidas, uma vez que consegue agir
em trés fases do ciclo de vida do inseto, na ecloséo das larvas, mudanca de larva
para pupa, e no bloqueio da emergéncia das pupas, impedindo que se tornem

mosquitos adultos em que ocorre a maior expressado (GROSSI,2021).
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2.5. Enzima 3-hidroxikyrunenina transaminase (HKT) de Aedes aegypti

Em mosquitos além da via de sinalizagcdo do horménio juvenil, uma importante
rota metabdlica € a da kynurenina, por ser a principal mediadora do catabolismo
do triptofano. Caso ndo seja catabolizado, o triptofano segue uma via de
oxidacdo e é transformado em acido xanturénico, acido quinolinico ou &cido
kynurénico, que estdo associados distarbios letais ao organismo
(MACIEL,2019).

Nos mosquitos a principal via de degradacao do triptofano é a rota precursora
da sintese do &cido xanturénico, mediada pela 3-hidroxikyrunenina (3-HK). O
acido xanturénico € obtido pela 3-HK em uma reacéo irreversivel mediada pela
enzima 3-hidroxikyrunenina transaminase (HKT), tornando a HKT a Unica
enzima responséavel pela regulacdo da 3-HK em mosquitos (MACIEL,2019).

A 3-HK, por sua vez, esta também relacionada a produgcdo de pigmentos
responséaveis pela coloracdo de asas e dos olhos do mosquito, seus maiores
picos de expressao sdo encontrados na fase de pupa e estagio adulto inicial, em
gue ocorre o acumulo de transporte nas vias sinalizadoras destes pigmentos
(OLIVEIRA,2013).

Com isso, compreender e inibir a via de conversdo da 3-HK em &cido
xanturénico na rota da kyrunenina é um dos novos mecanismos alvos para

controlar o desenvolvimento do vetor Ae. aegypti (MACIEL,2019).

2.6. Quimica Computacional e Docking Molecular

Durante o processo de desenvolvimento de novos produtos oriundos de
moléculas bioativas, séo requeridos diversos estudos pré-clinicos que permitem
mensurar e caracterizar os efeitos bioldgicos induzidos por uma molécula em
modelo animal (MIKOSVKI,2018).

Em bancada, os testes experimentais demandam um maior nimero de méao

de obra, além do uso de equipamentos e reagentes, muitas vezes com alto custo.
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Dessa maneira, ferramentas computacionais atreladas a quimica podem
contribuir de forma significativa na selecao, identificacao e otimizacdo de novas
moléculas que podem interagir com alto grau de afinidade por alvos moleculares
(MIKOSVKI,2018).

Uma das metodologias utilizadas pela quimica computacional é o docking ou
acoplamento molecular. De maneira geral, a utilizacdo desta técnica auxilia e
amplia as possibilidades no universo de descoberta de novas moléculas
bioativas, ndo sendo considerado um modelo linear, e sim um processo ciclico

complexo, que envolve a realizagdo de testes e validagao de resultados.

Funciona basicamente através da otimizacéo dos algoritmos de acoplamento,
e tornando livre 0 acesso sobre ligantes e seus alvos. Dessa forma, é possivel
compreender os locais de ligacdo de proteinas mais favoraveis para os ligantes,
reacdes potenciais adversas e novos alvos moleculares até entdo
desconhecidos (MIKOSVKI,2018).

O docking é uma ferramenta amplamente empregada em estudo para triagem
virtual de conjuntos de dados. Apesar de ser uma alternativa considerada
recente e muitas vezes pouco difundida, sua primeira utilizacdo foi realizada na
década de 80 (PHONG,2022), em que se mostrou uma metodologia promissora

para o estudo e desenvolvimento de novos farmacos.

Conforme ilustrado na figura 5, seu delineamento experimental se da
primeiramente através da identificacdo dos receptores, verificando a
disponibilidade da sua estrutura 3 D, preparo das proteinas e dos ligantes,
estabelecimento das energias minimas de ligacdo e avaliagdo dos resultados
(TRIPATH; KRISHNA, 2017).
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Figura 5. Representacdo esquematica da metodologia de aplicacdo do docking.
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Fonte: Da Silva, 2019.

Com isso, as metodologias de docking baseiam-se na busca de algoritmos de
pontuacéo (SCHULLER et al., 2021), que direcionam a avaliacao de diferentes
orientacdes e posicdes de encaixe que um ligante pode ter dentro do sitio ativo

de uma molécula alvo.

Elencando os métodos moleculares para triagem de compostos, verifica-se
gue o acoplamento molecular € o mais empregado. A abordagem molecular trata
em nivel atbmico o comportamento das interacdes de proteinas, moléculas de
agua, ligantes, e demais particulas que participem do sistema de interacéo,

regido por campos de forgas que derivam das leis newtonianas (ADELUSI,2022).
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2.7. AUTODOCK

De maneira geral, os mecanismos de simulacdo molecular atuam como
agentes que permitem inspecionar a estabilidade dos ligantes nos sitios ativos
dos alvos do receptor, fator que subsidia o embasamento tedrico necessario para
validar os métodos de triagem virtual (ADELUSI et al.,2022).

Baseado em algoritmos de busca descritos em trés tipos de metodologia, 0s
métodos sistematicos, métodos aleatérios e métodos de simulagdo. Dentre os
métodos aleatorios, existem os softwares baseados em algoritmos genéticos
como o Autodock, que usa como metodologia base a busca por minimos globais
(EBERHARGT et al.,2021).

Além disso, o Autodock também utiliza as funcdes de pontuacéo que projetam
os calculos de afinidade de ligacdo de um complexo proteina-ligante, atualmente
sdo empregados trés tipos principais de funcbes de pontuacado, sao elas as
pontuacbes baseadas em conhecimento, empiricas e de campos de forca
(PHAM et al., 2022).

Essas funcdes levam em consideracao as interacdes fisicas, eletrostéticas, de
Vander Waals, além das propriedades de angulo de ligacdo e suas tor¢cdes para
atingir a complementariedade de informacfes necessarias para 0s processos de
triagem virtual (PHAM et al., 2022).

2.8. Triagem Virtual

As metodologias de triagem virtual estdo relacionadas as ferramentas de
averiguacdo de bibliotecas de compostos, que fazem uso de modelos
computacionais e algoritmos, que permitem realizar a filtragem de moléculas a
partir de caracteristicas desejadas (SCHNEIDER, 2010).

Trata-se de um recurso bem consolidado e validado para os estudos que
envolvem o desenvolvimento de farmacos, ou de compostos que possam ter

atividade e/ou composicao perigosa para o meio ambiente (CARVALHO,2021).
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Através de seus mecanismos de busca e selecdo a triagem virtual se
tornou um método eficaz, rapido e viavel economicamente, uma vez que permite
a reducdo do numero de compostos que deverdo ser submetidos a uma
avaliacao experimental (CARVALHO,2021).

2.9. ADMEtox

Além da triagem virtual, através de ferramentas in silico € possivel prever
propriedades farmacodindmicas e farmacocinéticas importantes, como o
potencial de absorc¢éao, distribuicdo, metabolismo, excrecéo e toxicidade (ADME-

Tox) de uma molécula, parametros essenciais para elaboracdo de um farmaco.

As etapas inerentes a selecdo de um farmaco pode ser melhor ilustrada na
Figura 6. Iniciando com a formulacdo de uma hipotese base para um estudo,
percorrendo as etapas correlacionadas a escolha e definicdo das moléculas
alvos, teste em bancada, ajustes de formulacao, etapas de testes e regulacéo

para uso in vivo.

Figura 6. Representacdo esquematica do processo de elaboragéo e liberacao de farmacos.
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Fonte: Adaptado de Lombardino e Lowe (2004)
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Com base na avaliacdo dos estudos capazes de mensurar tais variaveis,
atualmente € possivel ter uma metodologia in silico mais completa, isso porque
as abordagens ADME-Tox permitem compreender propriedades que
correspondem a aproximadamente 60% das falhas de uma molécula quimica

com atividade bioldgica.

Diante dos custos e dos anos de estudos inerentes a triagem de moléculas
em bancada, diversos centros de pesquisa e grupos de estudo que utilizam
biomoléculas para desenvolvimento de novos compostos, vem aplicando a

metodologia in silico.

Estima-se que pesquisas para a elaboragcdo de novos produtos baseados em
moléculas bioativas, acarreta em custos que estdo na ordem de milhdes de
dolares, reforcando a necessidade do uso de metodologias que reduzam o
namero de moléculas que precisam ser avaliadas em bancada (TETKO et. al.,
2006).

Dessa forma, as avaliacbes de toxicidade in silico, se definem como o
conjunto de ensaios computacionais, experimentacdes mateméaticas e
abordagens da ciéncia de dados para compostos quimicos, que compilam um
conjunto de predicbes para fornecimento da atividade toxicologica, tornando

mais efetivo o processo de triagem para testes in vivo (KAVLOCK et. al., 2008).

3.0 Objetivo Geral

Buscar potenciais inibidores dos alvos biol6gicos Proteina do Horménio Juvenil
e Hidroxikyrunenina Transaminase de Aedes aegypti, nos bancos de dados da
Caatinga e ZINC, por meio de triagem virtual por docking molecular,

selecionando moléculas mais promissoras para controle quimico de Ae. aegypti.
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3.1 Objetivos Especificos

e Obter a estrutura 3D das proteinas alvos do estudo (enzima
hidroxikyrunenina transaminase de Aedes aegypti e proteina de ligacao

do hormdnio juvenil) através do banco de dados RCSB/PDB,;

e Avaliar as condicdes do algoritmo de docking que melhor representam as

caracteristicas de complexo original (redocking);

e Realizar uma triagem virtual de moléculas, provenientes de um banco de
dados proprio de compostos isolados de plantas da caatinga e do banco
de dados online ZINC, através do script automatico no programa
Autodock Vina;

e Elencar os compostos mais promissores, avaliando padrées moleculares,

modos de interacao e propriedades ADMEtox;

e Direcionar potenciais estruturas com atividade larvicida para estudos

posteriores in vitro e in vivo.

4. Materiais e Métodos

O desenvolvimento de metodologias in silico, requer um delineamento
experimental preciso, uma vez que a obtencdo de resultados finais eficazes

depende do refino e execugéao correta de todas as etapas.

Com isso, o desenvolvimento deste estudo envolveu etapas que vao desde
da escolha dos alvos proteicos, através do embasamento em literario e do
conhecimento adequado dos alvos de estudo, até ensaios in silico, como as
avaliacdes dos parametros ADMEtox, que permitiram subsidio para continuidade
da pesquisa e futuras aplicacdes in vivo, a sequéncia metodoldgica seguida é

ilustrada na figura 7.
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Figura 7. Esquema metodolégico para o desenvolvimento da pesquisa.
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4.1. Local de Estudo

Os estudos foram realizados no Laboratério de Modelagem Molecular
Aplicada a Farmacia (LAMMAF) da Universidade Federal do Vale do S&o
Francisco — Campus Centro na cidade de Petrolina-PE, possuindo cédigo de
cadastro no SISGEN: A62C7AD.

4.2. Banco de Dados de Moléculas da Caatinga

Um dos bancos de dados aplicados € o de moléculas da Caatinga, elaborado
pelo préprio Laboratério de Modelagem Molecular Aplicado a Farmacia,
constituido por 248 compostos isolados de multiplas espécies endémicas desse

dominio fitogeografico.
4.3. Banco de Dados ZINC 15

O outro banco de dados utilizado foi o ZINC, uma plataforma gratuita de

moléculas bioativas, disponiveis em 2D e 3D. Totalizando mais de 750 milhdes
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de alvos moleculares, agrupados em estados de protonacédo biologicamente

relevantes.

Estdo subdivididas através de caracteristicas como Log P, que se refere a
medida quantitativa de lipofilicidade de uma molécula bioativa, o peso molecular,
permitindo a aplicacéo de filtros baseados em caracteristicas fisico-quimicas que

propiciam maior seletividade do grupo de moléculas estudadas.

Para este estudo, as variaveis Log P e peso molecular, foram definidas a partir
das caracteristicas dos inibidores cristalograficos JHIIl e KY1 de cada alvo
molecular (proteina do horménio juvenil e hidroxikyrunenina transaminase de
Aedes aegypti) respectivamente. Apos a definicdo das caracteristicas fisico-
guimicas das quais os ligantes testes deverdo obter, foi possivel realizar o

download no banco de dados.

Com isso um arquivo compilado com todas as moléculas para cada proteina
foi obtido, ou seja, 10.500 ligantes com o Log P e o peso molecular na mesma
faixa do inibidor cristalografico KY1, referente a hidroxikyrunenina transaminase
de Aedes aegypti, e 11.671 ligantes com o log de p e o peso molecular na mesma

faixa do inibidor cristalografico JHII para a proteina do hormdonio juvenil.

Posteriormente, as moléculas obtidas foram individualizadas e convertidas
para o formato pdb, etapa necessaria para que fossem aplicadas na interface do

software Autodock, e entdo submetidas aos processos de docking.

4.4. Hidroxikyrunenina Transaminase de Aedes aegypti

Para obtencdo da macromolécula foi utilizado o banco de dados de estruturas
online PDB (www.rcsb.org), com posterior edicdo no software chimera.

Foram utilizadas duas proteinas, a proteina alvo do estudo (cédigo PDB:
6MFB), pertencente a Aedes aegypti, e a proteina que contém o agente inibidor
(codigo PDB: 2CH2) pertencente a Anopheles gambiae, representadas na Figura
8.
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Anopheles gambiae, € um mosquito pertencente ao género Anopheles, que ja
possui estudos referentes a enzima 3-HKT, com isso seu ligante contém a
cristalografia definida, ademais a proteina 2CH2 pertencente a este inseto,
possui mais de 70% de homologia com a 6 mfb de Ae. aegypti, permitindo sua

aplicacdo com seguridade.

Figura 8. Representacao tridimensional das proteinas 6mfb e 2ch2. A — Proteina 6mfb

pertencente a Ae. aegypti. B — Proteina pertencente a Anopheles gambiae

A

Fonte: Autoria prépria

Dessa forma tal metodologia foi aplicada, porque estudos de outros grupos de
pesquisa relatam que os ligantes se encaixam de forma otimizada no sitio ativo
da HKT de Anopheles gambiae. Ou seja, a reorientacdo do posicionamento das
cadeias da 6mfb de Ae. aegypti, de acordo com a 2CH2 de Anopheles gambiae,
aumentaria as chances de obtencédo resultados otimizados no processo de
docking (ALVES,2011).

Esse processo foi realizado com o propdésito de reorientar as cadeias da
proteina alvo de acordo com o direcionamento da proteina que contém o agente
inibidor, permitindo realizar os estudos de redocking na proteina 6mfb de Ae.

aegypti.
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No chimera foi aplicada a ferramenta modeller, com o objetivo de proporcionar
a edicdo e o alinhamento entre as duas proteinas, com posterior

complementacédo de residuos de aminoacidos.

Além disso, foi avaliado também o estado de protonacdo dos aminoéacidos,
estabelecendo como parametro o valor de 7,0 para o pH, mesma condi¢cdo
biol6gica encontrada na hemolinfa do mosquito e realizando a comparacdo com

um pH neutro.

4.5. Docking molecular 3-Hidroxikyrunenina Transaminase de Aedes

aegypti

Para edicdo e realizagdo dos célculos de docking e redocking foi utilizado o
programa Autodock Vina (MORRIS et al., 1998). Foram utilizados a proteina alvo

reorientada de Ae. aegypti e o inibidor cristalografico KY1.

Apoés a obtencédo dos resultados do redocking, foi realizada a triagem virtual
com as moléculas do banco de dados online ZINC e banco de dados de
moléculas da caatinga, este ultimo pertencente ao Laboratério de Modelagem
Molecular Aplicada a Farméacia da UNIVASF, os procedimentos foram feitos em

ambiente Windows, utilizando o médulo Vina do programa Autodock.

Para o banco de dados de plantas da Caatinga, foram utilizadas 248
moléculas. J& para o banco de dados ZINC foram aplicados filtros
farmacodinamicos baseados nos valores de Log P (1,5) e massa molar
(300g/mol), baseados nas caracteristicas da molécula do inibidor cristalografico
(KY1), sendo selecionadas 10.500 moléculas. O sitio de ligacdo no alvo (grid
box) foi definido com base na localizacao do ligante cristalogréafico (KY1) que
pertence a macromolécula 2CH2 de Anopheles gambiae, devidamente
redockado na proteina alvo de Aedes aegypti (6MFB). As dimensdes da grid box
adotadas, foram de 14x14x14 A, em relagédo ao centro do ligante e com

espacamento de 1.0 A, da grade interna.

Os potenciais calculados foram definidos pelo programa, com base nos tipos
de atomos do ligante. As melhores poses para cada molécula foram avaliadas

guanto a energia de interacdo e o desvio entre as geometrias obtidas.
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4.6. Proteina ligante do Hormdénio Juvenil

O segundo alvo de estudo, a proteina ligante do horménio juvenil, teve
sua estrutura obtida no banco de dados de estruturas online PDB
(www.rcsb.org),em que a estrutura da macromolécula foi obtida através do
codigo PDB 5V13 (Figura 9), com posterior edicdo no software Chimera, sendo

possivel a obtencao do inibidor cristalogréafico JH3.

Figura 9. Representacao tridimensional da proteina 5v13.

Fonte: Autoria propria. Obtido pelo software Chimera.

4.7. Docking Molecular Proteina ligante do Horménio Juvenil

Para aplicacdo do procedimento de docking na proteina ligante do hormonio
juvenil, foi realizada a obtencéo da sua estrutura, com o cédigo 5V13 e edicéo

no software chimera.

Com ligantes, foram empregadas 248 moléculas do banco de moléculas da
caatinga, e para os ligantes obtidos no banco de dados ZINC, foram aplicados
os filtros fisico-quimicos referentes ao Log P entre 4,5 e 5,0, peso molecular
entre 250 a 300 daltons, pH neutro e moléculas com dimensionamento das
proteinas em 3D, sendo extraidas 11.671 moléculas com caracteristicas

semelhantes ao ligante cristalogréafico JHIII.
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Assim como para o alvo molecular da HKT, para 5V13, foram empregadas as
ferramentas propka, para validar o estado de protonacdo dos aminoacidos da
estrutura na faixa de pH 7.0, equivalente ao meio biolégico na qual atua e esta
inserida, a hemolinfa de Ae. aegypti.

ApoOs as edicOes realizadas na proteina alvo, utilizou-se o ligante co-
cristalografico para emprego do redocking, através do procedimento foi possivel
obter o valor do RMSD (“Root Mean Square Desviation”), permitindo mensurar a

gualidade do processo de atracagem proteina-ligante.

Com a efetivacédo do redocking, foi possivel submeter os ligantes escolhidos
para triagem virtual ao processo de docking, realizado no script automatico do

software Autodock Vina.

4.8. Abordagem ADMETox

Complementando as avaliacbes de docking molecular, a abordagem ADME
prediz a farmacocinética e comportamento fisico-quimico de uma molécula

candidata a farmaco.

Devido a importancia desse tipo de avaliacao para filtragem de caracteristicas
fisico-quimicas em farmacos, as moléculas que obtiveram melhor score de
energia de ligacdo nos processos de docking molecular foram submetidas a
avaliacao do seu perfil ADME, através do uso da plataforma online SwissADME,

pertencente ao SIB - Swiss Institute of Bioinformatics.

A plataforma permitiu obter os valores de férmula e massa molar, ligagdes
rotacionaveis, aceptores e doadores de hidrogénio, Log P, solubilidade em agua,
absorcéo gastrointestinal, a possibilidade de inibicdo das enzimas do complexo

CYP, a permeacdo da pele e a acessibilidade sintética das moléculas.

Além disso foi possivel a obtencdo dos radares fisico-quimico de cada
ligantes, em que a area rosa representa a faixa ideal para que essa molécula
seja sintetizada, de acordo com cada propriedade (lipofilicidade: XLOGP3 entre
-0,7 e +5,0, massa molar entre 150 e 500 g/mol, polaridade: TPSA entre 20 e
130 A 2, solubilidade n&o superior a 6, e flexibilidade n&o superior a 9 ligacdes
rotativas (DAINA; MICHIELIN;ZOETE, 2017).
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5.0 Resultados e Discussdes

5.1 Triagem Virtual para 3-Hidroxikyrunenina Transaminase de Aedes
aegypti

A partir do ligante cristalografico, obtido a partir do banco de dados PDB, foi
realizado o célculo de redocking (Figura 10), tal procedimento permitiu a
obtencdo do valor de RMSD (Root-Mean-Square-Deviation), parametro de
mensuracdo da distancia entre os atomos de dois ligantes, que possibilita avaliar
a qualidade do docking. Para que o redocking possa ser validado, os valores
obtidos devem ser menores que 2 A, para o redocking da 6 mfb o valor obtido foi
de 1.085 A.

Figura 10 — InteragBes na proteina alvo, em roxo o ligante cristalogréfico e em verde o ligante

obtido através do redocking (energia de interacéo: -6.9 kcal/mol).

(

Fonte: Autoria Prépria.

A partir dos célculos realizados pelos programas de ancoragem molecular
foram obtidos valores de energias de ligagao para diversas posi¢cdes assumidas
pelos ligantes no sitio de interacdo com a macromolécula alvo. Dessa forma,
foram encontradas as melhores posicdes, considerando a menor energia de
ligacdo, uma vez que, estes sao os melhores valores de interacao obtidos para

as estruturas.

39



Para a confeccdo da Tabela 1, foram considerados os ligantes que
apresentaram valores de energia de interagéo =- 8,5 kcal/mol, que por sua vez
séo valores de energia de interacfes maiores que 0s obtidos no processo de
redocking do agente inibidor (KY1) na macromolécula (6MFB), equivalente a -
6.9 kcal/mol.

Tabela 1 — Melhores valores de energia de interacdo de moléculas obtidas no banco de dados
Bioma Caatinga.

Ligante (n°) Banco de Dados Estrutura2 D Energia de Interacao (kcal/mol)

51 Bioma Caatinga -9,2
HC

165 Bioma Caatinga AN -8,5
HN N I NH

30 Bioma Caatinga -8,5

Fonte: Autoria Prépria
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5.2. Avaliacdo ADMEtox para 3-Hidroxikyrunenina Transaminase de Aedes

aegypti

As avaliacoes ADMEtox foram estabelecidas e avaliadas de acordo com a
regra dos 5 de Lipinski ou “rule of five” (RO5), mecanismo desenvolvido a fim de
diminuir o namero de moléculas selecionadas em estudos que possuam

propriedades fisico-quimicas insatisfatorias (DA SILVA et al.,2017).

A RO5 descreve que a ma absorcdo ou permeabilidade torna-se mais
provavel quando a molécula possui mais que 5 doadores de ligacdo de
hidrogénio, mais que 10 aceptores de ligacdo de hidrogénio, peso molecular
maior do que 500 daltons e log P maior do que 5, sendo todos os parametros
multiplos de cinco (DA SILVA et al.,2017).

Em parametros da regra de Lipinski, observa-se que as trés moléculas
estudadas para 3-HKT, ndo possuem nenhuma inconformidade, estando dentro

dos limiares estabelecidos para as variaveis supracitadas.

Para as avaliagcdes estabelecidas de acordo com os filtros de caracteristicas
estruturais, filtros PAINS ("pan-assay interference compounds®) demonstram que
os ligantes obtidos no banco de dados caatinga ndo apresentam atividade

irregular ou instabilidade metabadlica.

O alerta de PAINS permite identificar moléculas quimicas com tendéncia a
expressar resultados falsos positivos em triagens virtuais de alto rendimento, tal
caracteristica deve-se a facilidade em estabelecer reagbes de caréater
inespecifico com seus alvos (DAHLIN et al. 2015).

O Unico ligante que possui 1 filtro indicativo de PAINS, é o ligante 51, porém
valores < 1, ainda elencam a estrutura de estudo com baixa probabilidade de

possuir instabilidade de ligacdo com seus alvos (MACARRON,2018).

Com relacao a inibicdo das isoenzimas do sistema CYP450, fator considerado
indicador para favorecimento de interacbes medicamentosas, toxicidade,
bioacumulacéo e efeitos adversos, observa-se que a molécula 30 ndo possui

nenhum fator de inibicéo.
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Enquanto que os ligantes 51 e 165, inibem a CYP1A2, a CYP2C9 e a CYP3A4,
diretamente ligada as reac0es de metabolismo de farmacos, indicativo de maior
necessidade de ensaios avaliativos de biotoxicidade para elaboracdo de

formulacdes utilizando essas moléculas.

Outra variavel importante fornecida pela avaliacdo ADME do Swiss é a
acessibilidade sintética. Leva-se em consideracdo a capacidade que um
composto possui de ser sintetizado em bancada, com escala de zero (facil
sintese) a 10 (dificil sintese), ou seja, quando menor o valor fornecido, mais facil

de sintetizar a estrutura.

Dessa forma, todas moléculas com melhor energia de ligacéo para 3-HKT,
possuem alta capacidade de sintese, com valores médios de pontuacao
menores que 3 (ERTL; SCHUFFENHAUER, 2009).

Ademais, todas as moléculas teor de solubilidade aquosa significativo, o que
permite prospectar maior facilidade no desenvolvimento de trabalhos em
bancada e no uso para formulacdes inseticidas, uma vez que isentam a

necessidade de um carreador.
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Tabela 2. Resultados obtidos através das avaliagbes ADMEtox no software SwissADME.

30 51 165
Férmula Molecular C14H18N402 C16H1404 Cl16H1404
Massa Molecular 274,32 g/mol  270.28 g/mol 270.28 g/mol
Ligacdes Rotacionaveis 5 4 4
Aceptores de Ligacdo de Hidrogénio 5 4 4
Doadores de Ligacdo de Hidrogénio 4 2 2
Log P 0,96 2,68 2,62
Solubilidade em Agua muito soltivel soluvel soluvel
Absorgéo GI alto alto alto
Inibidor da CYP1A2 nao Sim sim
Inibidor da CYP2C19 nao nao nao
Inibidor da CYP2C9 nao sim sim
Inibidor da CYP2D6 nao nao nao
Inibidor da CYP3A4 nao sim sim
Permeacéo da Pele (log Kp (cm/s)) -8,48 cm/s -5,53 cm/s -5,46 cm/s
Violagbes a Regra de Lipinski 0 0 0
Alerta PAINS 0 1 0
Acessibilidade Sintética 2,92 2,63 2,62

Fonte: Autoria propria.

Além disso foi possivel obter os radares de perfil fisico-quimico para as trés
moléculas em que seis propriedades fisico-quimicas foram levadas em
consideracgdo: lipofilicidade, tamanho, polaridade, solubilidade, flexibilidade e

saturagao.

Respeitando os intervalos ja estabelecidos em literatura, regido tragcada em
rosa, o grafico de radar de cada molécula deve estar inteiramente nessa faixa,
para que seja considerada mais facil de ser biodisponivel de forma oral, quando

avaliamos medicamentos formulados para humanos.

No caso de estudos voltados para desenvolvimento de inseticidas, leva-se
em consideragcdo que uma molécula com boa capacidade de ser administrada
oralmente, tem um potencial de absor¢do mais rapido e consequentemente sua

formulacdo e dosagem necesséria para atuacao é facilitada.

Dessa forma, observa-se que o ligante 30, trata-se de uma molécula com
maior grau de biodisponibilidade, fracdo de carbonos na hibridizacdo sp 3 ndo
inferior a 0,25, contemplando todas as variaveis fisico-quimicas estabelecidas,
conforme figura 11, enquanto que os ligantes 165 e 51 (figura 12 e figura 13),

possuem maior grau de saturacao.
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Figura 11. Radar fisico-quimico referente as propriedades do Ligante 30.

LIPO

FLEX SIZE

INSATU POLAR

INSOLU

Fonte: Autoria propria. Obtido pela plataforma SwissADME.
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Figura 12. Radar fisico-quimico referente as propriedades do Ligante 165.
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Fonte: Autoria prépria. Obtido pela plataforma SwissADME.

Figura 13. Radar fisico-quimico referente as propriedades do Ligante 51.

Fonte: Autoria propria. Obtido pela plataforma SwissADME.
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5.3. Triagem Virtual para Proteina ligante do Horménio Juvenil de Aedes

aegypti

Para os estudos realizados com a proteina ligante do horménio juvenil (5V13),
foi realizado o processo de redocking no complexado alvo-ligante, através dessa
avaliacdo foi possivel obter os resultados referentes ao célculo do RMSD,
conforme supracitado anteriormente, permitindo avaliar a qualidade do
procedimento de docking.

O célculo da pose cristalogréfica do ligante, redocking, resultou em um RMSD
de 0,302 A, e energia de interacdo de -9,0 Kcal/mol, realizado na interface do

modulo do Autodock Vina.

A partir do software Chimera foi possivel avaliar as interacdes obtidas com o
processo de redocking (Figura 14), em que a molécula de JHII estabelece uma

ligacdo com a proteina ligante do horménio juvenil na por¢cdo N-terminal.

Além disso, na constituicdo da sua cadeia proteica ocorre a dominancia de
cadeias laterais hidrofobicas ligadas por interac6es do tipo Van der Waals, pi-
alquil e pi-stacking. Também foi possivel visualizar as interacdes dos
aminoéacidos de grupamentos leucina, alanina, histidina e valina, presentes no

sitio de interagéo da proteina.
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Figura 14 — A- Visualizacéo do resultado de redocking do ligante localizado no sitio de interacao
da proteina ligante do horménio juvenil de Aedes aegypti, utilizando o médulo Autodock Vina. B-

Diagrama de interagdes ap6s redocking.
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Fonte: Autoria prépria. Imagens obtidas através dos softwares chimera e discovery,

respectivamente.
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Assim como para 6mfb, os dockings realizados para 5V13 foram a partir da
obtencéo de 12.013 moléculas, sendo 11.765 provenientes do banco de dados

online ZINC e 248 do banco de dados de moléculas bioativas da Caatinga.

A partir dos célculos realizados pelos programas de ancoragem molecular
foram obtidos valores de energias de ligacao para diversas posi¢cdes assumidas
pelos ligantes no sitio de interacdo com a macromolécula alvo. Dessa forma,
foram encontradas as melhores posicdes, considerando a menor energia de
ligacdo, uma vez que, estes sado os melhores valores de interacdo obtidos para

as estruturas.

Para a confeccdo da Tabela 3, foram considerados os ligantes que
apresentaram valores de energia de interagdo =- 10,0 kcal/mol para o banco de
dados de moléculas obtidas de plantas da caatinga =- 11,5 kcal/mol para o banco
de dados online ZINC.
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Tabela 3 — Melhores valores de energia de interacdo de moléculas obtidas no banco de dados

Bioma Caatinga e ZINC.

Ligante (n) Banco de Dados Estrutura2 D Energia de Interacao (kcal/mol)
i
||
AN
ZINC1676432 ZINC 5 X -12
\/ il
ZINC000067736687 ZINC O .. OO -11.9
“ 3
O~
ZINC000004003372 ZINC -11.8
|
7
ZINC000921263574 ZINC O O -11.7
51 Bioma Caatinga -10.3

Fonte:

Autoria propria.
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5.4. Avaliacdo ADMEtox para proteina ligante do Hormdénio Juvenil de

Aedes aegypti

As avaliacbes ADMEtox para o hormoénio juvenil também seguiram os
requisitos empregados por Lipinski. Partindo das observacdes realizadas
verifica-se que dentre as cinco moléculas elencadas com melhores valores de
energia, apenas uma viola os parametros estabelecidos por Lipinski, a
ZINC00067736697, pertencente ao banco de dados ZINC, por apresentar uma

das faixas de Log P expressas pelo swissdock proximas a 5.

Dentro da plataforma € possivel obter x faixas de Log P, que séo calculadas
por teorias fisico-quimicas diferentes, porém com valores relativos proximos.
Dessa forma a plataforma considera a avaliagdo de todas as faixas para

estabelecer possiveis desvios dos parametros estabelecidos por Lipinski.

Para as avaliagdes convencionadas aos filtros de caracteristicas estruturais
pertencentes aos filtros PAINS ("pan-assay interference compounds®)
demonstram que os ligantes com melhor energia obtidos para proteina 5V13,
ndo apresentam potencial para desenvolver atividades irregulares ou

instabilidade metabdlica, “falso-positivo”.

O alerta de PAINS permite identificar moléculas quimicas com tendéncia a
expressar resultados falsos positivos em triagens virtuais de alto rendimento, tal
caracteristica deve-se a facilidade em estabelecer reacdes de carater
inespecifico com seus alvos (DAHLIN & WALTERS 2015).

Assim como discutido anteriormente, o uUnico ligante que possui 1 filtro
indicativo de PAINS, é o ligante 51, porém valores < 1, ainda elencam a estrutura
de estudo com baixa probabilidade de possuir instabilidade de ligagdo com seus
alvos (CHAKRAVORTY,2018).

Em termos de acessibilidade sintética nota-se que todas as moléculas
possuem alta capacidade de serem sintetizadas, com apenas a molécula
ZINC1676432 com valor superior a 3, porém ainda considerada proxima a escala

Zero.

Enfatizando a abordagem ADMEtox para formulacdes inseticidas, outra

variavel importante € a de solubilidade dos compostos selecionados,
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averiguando sua capacidade de carreamento. Para os ligantes descritos na
tabela 4, todos possuem solubilidade em agua, facilitando sua utilizacdo em
bancada.

Tabela 4. Resultados obtidos através das avaliagdes ADMEtox no software SwissADME.

5l ZNCOO0S2263674  ZINCO0000003372  ZINCOO006T736687  ZINC1676432

Formula Molecular Cl6H1404 CIEH160 CI7HI3NO CI8H12 CIgH180

Massa Molecular 270.28 g/mol 24832 g'mol 24729 g/mn! 2829 g/mol 25033 g/mol
Ligagoes Rotacionaveis 4 1 2 0 2
Aceptores de Ligagdo de Hidrogénio 4 1 2 0 1
Doadores de Ligac3o de Hidrogénio 2 0 | 0 0
LogP 268 415 362 424 44

Solubilidade em Agua soivd  moderadamente solivel  moderadamente saivel  moderadamentesovel sole!
Absorgao Gl alo allo alo b ato
Inibidor da CYP1A2 sim nao Sim sim na
Inibidor da CYP2C13 e sim sim sim sim
Inibidor da CYP2C9 sm rao & rah sim
Inibidor da CYP206 nao sim Sim &0 a0
Inibidor da CYP3A4 sim i1 &0 &0 sim

Permeacdo daPele (logKp (emis)) 533 s 461 cms -4 30 cms -3.77 cms S5150ms
Violagdes 4 Regra de Lipinski 0 0 0 1 0
Alerta PAINS 1 0 0 0 0
Acessibilidade Sintética 26 276 215 24 3M

Fonte: Autoria prépria.

Assim como para a proteina 6mfb, para a 5V13 também foram obtidos os
radares de biodisponibilidade, permitindo tragar o fisico-quimico para as quatro
moléculas e o ligante 51, ja discutido anteriormente. Conforme estabelecido pela
plataforma SwissADME, foi considerada a lipofilicidade, o tamanho, polaridade,

solubilidade, flexibilidade e saturacdo de cada ligante.

Dessa forma, observa-se que o Ligante ZINC0004003372, trata-se de uma
molécula com maior grau de biodisponibilidade estando mais proxima de atender
todos os requisitos fisico-quimicos, conforme figura 15, enquanto que os ligantes
ZINC000921263574, ZINC000169599508 e ZINC000067736687 (figura 16,
figura 17 e figura 18, respectivamente), possuem maior grau de saturagao, com
fracdo de carbonos na hibridizacédo sp 3 inferior a 0,25, conferindo reducédo ao

seu potencial de biodisponibilidade.
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Figura 15. Radar fisico-quimico referente as propriedades do Ligante ZINC0004003372.
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Fonte: Autoria propria. Obtido pela plataforma SwissADME.

Figura 16. Radar fisico-quimico referente as propriedades do Ligante ZINC000921263574.
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Fonte: Autoria propria. Obtido pela plataforma SwissADME.
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Figura 17. Radar fisico-quimico referente as propriedades do Ligante ZINC000169599508.
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Fonte: Autoria propria. Obtido pela plataforma SwissADME

Figura 18. Radar fisico-quimico referente as propriedades do Ligante ZINC000067736687.
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Fonte: Autoria propria. Obtido pela plataforma SwissADME
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5.5. Ligante 51 pertencente ao Banco de Dados de espécies nativas da

Caatinga

Através das avaliacdes realizadas foi possivel observar que os dois alvos de
estudo possuem um ligante promissor para testes in vivo em comum. O ligante
51 (Tabela 3) pertencente ao banco de dados préoprio do laboratério, a estrutura
guimica esta associada ao grupo quimico das chalconas, moléculas precursoras
dos flavonéides que apresentam multiplas atividades biologicas, diante da sua
capacidade em atuar em diferentes alvos biologicos sua aplicacdo em areas

como controle de vetores e pragas tem sido crescente (GARRIDO et al.,2021).

Por ser um ligante promissor para os dois alvos de estudo da pesquisa, as
interac@es realizadas com as proteinas foram enfatizadas, propiciando que este
ligante seja o foco da pesquisa para testes de bancada.

Observando as interacdes realizadas com a proteina 5v13 (Figura 19), nota-
se que os valores obtidos de energia podem estar relacionados com a presenca
de anéis aromaticos em sua estrutura, induzindo assim a formacéo de ligacdes

mais fortes.
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Figura 19- A- Interacdes na cadeia B da proteina alvo 5V13 com o ligante 51, em preto, obtido
através do processo de docking no software Autodock (energia de interagdo: 10.3 kcal/mol). B-
Diagrama de interagédo de aminoécidos obtido no software Discovery.
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Fonte: Autoria prépria. Imagens obtidas através dos softwares chimera e discovery,

respectivamente.

Para a proteina 6mfb, verificou-se que o Ligante 51 do banco de dados Plantas
nativas da Caatinga (Figura 20) foi aquele que apresentou o melhor valor de
energia de interagao.

Através da avaliacdo do diagrama de interacao, nota-se que o ligante realiza
trés interagbes do tipo pi-Stacking (PHE D:1519, TYR C:1042 e PHE C:831),
dispostas pelas linhas verdes e uma do tipo pi-cation (ARG D:1528), configurada

pela linha vermelha.

Outro fator importante € que o ligante 51 nédo realiza interagcdes hidrofilicas no
seu sitio ativo, dessa forma, o valor de energia de interacéo obtido, pode estar
correlacionado a uma maior hidrofobicidade, quando comparado ao padréo de

ligacdo do ligante cristalografico.

Figura 20 — A- Interacdes na cadeia da proteina alvo 6mfb com o ligante 51, em azul, obtido
através do processo de docking no software Autodock (energia de interacdo: -9.2 kcal/mol). B-

Diagrama de interagdo de aminoacidos obtido no software Discovery.
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Fonte: Autoria Prépria. Imagens obtidas através dos softwares chimera e discovery,

respectivamente.

ApOs apreciacdo dos resultados, afim de subsidiar direcionamento para o
embasamento tedrico referente as potenciais plantas pertencentes ao dominio
fitogeogréfico da caatinga ricas em chalconas e, consequentemente, com perfil
promissor para estudo in vitro de atividade larvicida para Ae. aegypti, foi

realizada uma busca na literatura para compilacdo dessas espécies.

Dentre as espécies referenciadas, Myracrodruon urundeuva ou Aroreira do
sertdo, como é conhecida popularmente apresenta em estudos fitoquimicos
realizados uma fragao rica em chalconas, com maior teor expresso na casca do

caule, obtida através de fracionamento com extrato de acetato de etila em estudo
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realizado por Viana, Bandeira e Matos (2003), resultando em isolamento de trés

chalconas diméricas.

Outra espécie promissora € a Libidibia ferrea, denominada em ambito popular
como pau ferro ou jucaina, planta da caatinga que é caracteristica do estado do
Cear4, e apresenta potencial fitoquimico descrito em estudos como o realizado
por Gonzalez (2005), que direcionam a presenca de metabdlitos como a

chalconas.

Ademais, trata-se uma planta com alto potencial farmacologico estando
incluida na Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de interesse ao Sistema
Unico de Satde (SUS) — RENISUS, favorecendo a énfase de estudos com essa
espécie (DA SILVA, 2014).
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6.0 ConsideracgOes finais

Durante o desenvolvimento da pesquisa foi realizada uma triagem virtual com
as moléculas oriundas do banco de dados ZINC e de Plantas bioativas da
Caatinga. Apo6s o procedimento de redocking para ambos os alvos moleculares,
6mfb e 5v13, obteve-se resultados de RMSD menores que 2 A, possibilitando
assim a utilizacdo das proteinas e continuidade com os procedimentos de

docking.

Neste sentido, foi possivel avaliar que alguns grupos de moléculas
alcancaram resultados de interacdo melhores que a do ligante cristalografico.
Assim essas moléculas possuem potencial para serem utilizadas em testes

biologicos de bancada.

Em complemento a obtencdo de valores de energia de interacdo, o estudo
avaliou parametros fisico-quimicos que sdo considerados essenciais para o
funcionamento adequado em meio biolégico, bem como ao interagir com o meio
ambiente. As avaliacbes ADMEtox, permitiram ampliar a compreensao sobre
propriedades gerais do grupo de moléculas avaliadas in silico, fornecendo maior

subsidio e direcionamento para continuidade dos estudos em bancada.

Dessa forma, € possivel considerar que a pesquisa atingiu os objetivos preé-
estabelecidos, dando énfase para o ligante 51 do banco de dados de plantas
nativas da Caatinga, molécula considerada a mais promissora para realizacao
dos testes in vivo em Ae. aegypti. A mesma pertence ao grupo quimico das
chalconas, o qual é vastamente encontrado em plantas, possui relativa facilidade

sintética e preco acessivel por fontes comerciais.

Diante disso, o estudo desenvolvido viabiliza sobremaneira os estudos em
bancada visando aplicabilidade da pesquisa, etapa atualmente em andamento
no nosso laboratorio. Além de incentivar pesquisas que utilizem moléculas
pertencentes aos biomas brasileiros como possiveis fontes inseticidas, atrelados

ao uso de ferramentas computacionais.
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