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RESUMO

O desenvolvimento de um novo farmaco pode levar muitos anos e diversas
abordagens computacionais sdo empregadas em diferentes estagios do processo de
desenvolvimento de forma a aperfeicoar a descoberta de novos compostos para tratar
diversas patologias, entre elas a leishmaniose, uma doenca negligenciada que carece de
medicamentos eficazes, menos toxicos e de baixo custo. Diante disso, foi realizada uma
revisdo bibliografica de compostos com atividade inibitéria da topoisomerase e arginase,
alvos enziméticos relacionados a leishmaniose, e foi possivel verificar quais caracteristicas
estruturais auxiliam nas interagbes com esses receptores. Para a topoisomerase, a
aromaticidade dos ligantes estd atrelada a uma maior afinidade pela enzima, mais
especificamente aumentando possibilidades de compostos atuarem por intercalagdo na
quebra da fita de DNA, pois 0s venenos de topoisomerase intercalantes sdo mais ativos
clinicamente como a camptotecina com valores de afinidade de -9,87 kcal/mol. No alvo
arginase, foi gerado um modelo por homologia (Leishmania amazonensis) que, de acordo
com os parametros utilizados na plataforma SWISS-MODEL, é confiavel e apto para a
utilizacdo no docking molecular, de acordo com os parametros QMEAN e GMQE com
respectivos valores -0,09 e 0,98. Na arginase had uma predominancia de interacdes
principalmente com os cofatores (Mn?*) e que sdo essenciais para a atividade desta enzima,
desta forma a inibicdo apresentada pelo acido cafeico com valor de afinidade de -11,56
kcal/cal € um bom exemplo. Este tipo de interacdo também foi observado na triagem virtual
realizada com os compostos da base de dados do NuBBE, pois as moléculas com melhores
afinidades com a arginase interagem com o0s cofatores, sendo que a funcdo acido
carboxilico € a predominante nessa interagdo. Com base nos resultados obtidos in silico,
foram planejados seis derivados do acido cafeico, sendo que o composto IV apresentou
melhor afinidade pela arginase do parasita e foi sintetizado em 35% de rendimento. Foram
realizados ensaios contra L.amazonenses e L. infantum, sendo que o composto IV
apresentou valores de Clso de 0,25 e 0,35 umol/L, respectivamente. Estes valores mostram
que IV € um composto promissor no desenvolvimento de novos candidatos a farmacos para
o tratamento de leishmaniose, j& que o0 ensaio de citotoxicidade realizado em células HepG2
apresentou CCsp de 2,00 pmol/L. Desta forma, o presente trabalho contribui
significativamente com o desenvolvimento de novas alternativas terapéuticas para o

tratamento da leishmaniose.

Palavras-chave: Leishmaniose. Docking molecular. Topoisomerase. Arginase.



ABSTRACT

The development of a new drug can take many years and several computational
approaches which were used at different stages of the process in order to improve the
discovery of new compounds to treat several pathologies, including leishmaniasis, a
neglected disease who needs of effective drugs, with low toxicity and cost. Thereby, a review
on the literature searching form compounds with inhibitory activity on topoisomerase and
arginase (targets related to leishmaniasis), was carried out, and so it was possible to verify
what are the main structural features responsible for the interactions with these receptors.
For topoisomerase, the aromaticity of the ligands improve their affinity for the enzyme, mainly
by increasing the possibilities of these compounds that may act in the intercalation of the
DNA strand break, since topoisomerase venoms that act as intercalating like camptothecin,
show high affinity values of -9.87 kcal/mol. In the arginase target, a model of homology
(Leishmania amazonensis) was generated according to the parameters used in the SWISS-
MODEL platform, that is reliable and suitable for use in molecular docking, according to the
parameters QMEAN and GMQE with respective values -0.09 and 0.98. Furthermore, in
arginase there is a predominance of interactions with cofactors (Mn?*) which are essential for
the activity of the enzime, thus the inhibition presented by the caffeic acid with an affinity
value of -11.56 kcal/cal, is a great exemplo. This kind of interaction was also observed in the
virtual screening performed with the compounds from NuBBE database, with the molecules
interacting with arginase through the cofactors, with the carboxylic acid function being
predominant. Based on in silico results, six derivatives of caffeic acid were designed, of
which the compound IV show better affinity for the parasite's arginase and it was synthesized
in 35% yield. Further, compound IV was evaluated against L. amazonenses and L. infantum,
and presented ICso values of 0,25 e 0,35 pmol/L, respectively. These values shows that IV is
a promising compound in the development of new candidates for drugs to treat leishmaniois,
since the cytotoxicity assay performed on HepG2 cells showed a CCsp of 2,00 pumol/L. In this
way, the present work contributes significantly to the development of new alternatives for the

treatment of leishmaniasis.

Keywords: Leishmaniasis. Molecular docking. Topoisomerase. Arginase.
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1 INTRODUCAO

1.1 LEISHMANIA SPP

A busca de novos compostos com atividade biolégica para tratar diversas
doencas é continua durante o percorrer da histéria (COME, 2019). Mesmo com 0s
avancos da tecnologia, algumas doencas se destacam por ndo terem ganho
financeiro significativo para a indastria farmacéutica, e, sendo assim ndo apresentam
tratamentos eficazes devido a falta de investimento em pesquisa e desenvolvimento.
Estas doencas s&o conhecidas como doencas tropicais negligenciadas, como a
leishmaniose, doenca de Chagas e a doenca do sono, afetando cerca de um bilh&do
de pessoas principalmente em paises em desenvolvimento (CHATELAIN; IOSET,
2011; ZUCCA; SCUTERA; SAVOIA, 2013; RAJASEKARAN; CHEN, 2015; FIEL et
al., 2017; IMAMURA, 2018; COME, 2019).

A leishmaniose € considerada pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS),
uma das doencas mais importantes no mundo causada por parasitas protozoarios
Leishmania spp da familia Trypanosomatidae (mais de 20 espécies conhecidas).
Transmitida pela picada de flebotomineos fémeas infectadas, popularmente
conhecidas como moscas de areia ou mosquito palha, a enfermidade pode ir de leve
para fatal (SINGH; KUMAR; SINGH, 2012; SYRJANEN et al, 2013;
RAJASEKARAN; CHEN, 2015; FIEL et al., 2017; CALVO, 2018; MENDONCA, 2018;
WHO, 2019). A doenca estd associada a desnutricdo, muito deslocamento
populacional (fornecendo fonte de sangue), moradia precaria (condicdes sanitarias
domésticas deficientes), sistema imunoldgico fraco e falta de recursos financeiros,
afetando principalmente paises em desenvolvimento. Esta doenca pode apresentar
3 formas principais: visceral, também conhecida como kala-azar (forma mais grave
da doenca); cutanea ou tegumentar (forma mais comum) e por ultimo mucocutanea
(SINGH; KUMAR; SINGH, 2012; OGUNGBE; NG; SETZER, 2013; RAJASEKARAN;
CHEN, 2015; SCOTTI et al., 2015; WHO, 2019).

A forma mais séria é a visceral e na maioria dos casos (95%) € fatal quando o
paciente ndo é tratado (WHO, 2019). Apresenta como caracteristicas a infeccédo
sistémica, causada predominantemente pela L. donovani e L. infantum, acomete de

crises irregulares de febre, perda de peso, aumento do figado e do baco, anemia e



também pode afetar a medula 6ssea (OLIVEIRA, 2010; SINGH; KUMAR; SINGH,
2012; SCOTTI et al., 2015; FIEL et al., 2017; CALVO, 2018). A leishmaniose
cutdnea, ou tegumentar, € a forma mais comum da doenca, apresentando como
caracteristicas les6es cutaneas, principalmente uUlceras em lugares expostos pelo
corpo. Geralmente € proveniente da infeccdo por L. major, L. mexicana, L.
brasiliensis, L. panamensis e L. amazonensis (SINGH; KUMAR; SINGH, 2012,
WHO, 2019). Por dltimo, a leishmaniose mucocutédnea tem como caracteristica a
destruicdo parcial ou total das membranas mucosas presente no nariz, boca e
garganta e, geralmente, a infeccdo € provida pela L. brasiliensis e L. mexicana
(MARTINS et al., 2011; WHO, 2019).

Os tratamentos atuais da leishmaniose contam com muitos obstaculos na sua
execucdo em pacientes infectados. Ainda ndo existem vacinas que possam
combater a infeccdo, mas existem quimioterapicos utilizados para o seu tratamento,
sendo alguns deles (Figura 1): Antimonial pentavalente (1 e 2), Pentamidina (3),
Anfotericina B e na sua forma lipidica (4), Miltefosina (5), Paromomicina (6),
Sitamaquina (7), Fluconazol (8), 8-aminoquinolina (9). (OGUNGBE; SETZER, 2013;
BERNAL; COY-BARRERA, 2014; PANDEY et al., 2016; TEJERIA et al., 2016;
RAJASEKARAN; CHEN, 2015).



Figura 1. Farmacos utilizados no tratamento atual da leishmaniose.
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De forma resumida, a Tabela 1 mostra os medicamentos frequentemente
utilizados atualmente, modo de acdo que caracterizam a atividade leishmanicida,

efeito colateral, dosagens utilizadas, modo de administracdo e por ultimo, seus

respectivos precos na época da publicacao.



Tabela 1. Atuais medicamentos leishmanicidas e suas caracteristicas.

. . ~ . Modo de
Medicamento Mecanismo de agéo Efeito adverso Dosagem L ~ Custo
administragéo
Comporta-se como um pré- - .
férmgco assando P or Arritmia cardiaca e US$ 70-
. e .p, . P hepatite, levando 20 100 por
Estibogluconato | redugdo biolégica a uma | | ~ . Intravenoso e
. . . . a redugdo ou | mg/Kg/dia . frasco
de sodio forma trivalente mais ativa / - A intramuscular.
o L . cessagao do por més de 100
téxica de antiménio que exibe
L o . tratamento. mL
atividade antileishmanial.
Inibe a biossintese | Dores articulares,
macromolecular em | dores musculares,
amastigotas, ossivelmente | nausea e voOmito,
. . ) 9 P = . 20 mg//Kg/ Intravenoso e
Antimoniato de | através de perturbacdo do | cefaleia, febre, .
. . . . intramuscular.
meglumina metabolismo energético, | anorexia, dia () *)
devido a inibicdo da glicélise e | alteragbes nos
da beta-oxidagdo dos &cidos | testes de funcéo
graxos. hepatica. (*)
Seletividade para 24 esterois .
substituidos P rincipalmente Tromboflebite;
» - principe toxicidades graves US$ 7.5
ergo esterol, o equivalente L 1
. . ocasionais, como . por
- primario de esterol em células ; L mg/Kg/dia
Anfotericina B p . miocardite; Intravenoso frasco
de mamiferos, ajudando a | . ; . por 15
. hipocalemia grave; . de 50
aumentar a seletividade do . ~ dias
. L disfuncéo renal e mL
farmaco em diregdo ao .
. . até morte.
microorganismo.
Acredita-se ser droga de US$ 18
Formulacéo ligacdo para precursores do | Febre com rigor, 1 por
lipidica ergosterol parasita, tais como | calafrios e | mg/Kg/dia Intravenoso frasco
(anfotericina B) | lanosterol, causando ruptura | nausea. por més de 50
da membrana do parasita. mL
Liga-se a subunidade
ribossémica 30S, interferindo
no |'n|C|0- da sintese de N USS$ 15
proteinas fixando o complexo | Ototoxicidade e 15 or
Paromomicina | ribossébmico  30S-50S  no | problemas na | mg/Kg/dia Intramuscular P
. . ~ » . tratamen
cédon de partida do mRNA, | fungdo hepética. for 21 dias to
levando ao acUmulo de
complexos de iniciacéo
anormais.
~ L . | Teratogenicidade
O modo de acdo principal é @ ra?/i dez deve
incerto; possivel inibicado da g . 2,5 mg/dia US$ 70
. . ~ . ser evitada
Miltefosina remodelacao do éter. durante o por 28 Oral por 56
Apoptose postulada e inibi¢cdo dias capsulas

da citocromo C oxidase.

tratamento e apos
2 meses).

Fonte: Adaptado de Rajasekaran e Chen, 2015 e Sanofi-Aventis Farmacéutica Ltda (2015).

10

Diante dessas informacdes, € possivel perceber a limitada disponibilidade de

farmacos (custo), a diversidade de efeitos colaterais indesejados e o modo de

administragdo predominantemente intravenoso e intramuscular que dificultam a

adesdo em paises pobres, além da falta de compreensdo do modo de acdo e a

resisténcia dos parasitas frente aos farmacos utilizados. Dessa forma, torna-se
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evidente a importancia da pesquisa e desenvolvimento de novos farmacos que
apresentem alvos moleculares especificos e uma melhor compreensdo do modo de
acado, para que assim possam contribuir para alternativas mais eficientes no
tratamento da Leishmaniose e de outras doencas negligenciadas (BERNAL; COY-
BARRERA, 2014; IMAMURA, 2018).

Por outro lado, a descoberta de um novo farmaco pode levar anos e diversas
abordagens computacionais sdo empregadas em diferentes estagios do processo de
desenvolvimento de farmacos até sua chegada no mercado farmacéutico
(RODRIGUES et al., 2012). Para isso, ha a necessidade do emprego de métodos
rapidos e relativamente precisos, capazes de identificar hits, pois existem muitos
compostos ja4 catalogados. A estratégia que mais se destaca, baseando-se na
utilizacdo de métodos computacionais, ou in silico, os quais ajudam na escolha
inicial de compostos promissores € a triagem e tais compostos, posteriormente, sao
otimizados para mostrar eficiéncia em um modelo celular (FIEL et al., 2017). Estas
técnicas in silico podem ser utlizadas como ferramentas de avaliacdo para
descoberta de medicamentos tanto para a industria farmacéutica como também para
academia (principalmente quando atrelados a ensaios in vitro e in vivo), devido a
suas versatilidades e caracteristicas sinergéticas (DAVIS; MURRAY; HANDMAN,
2004; FERREIRA et al., 2015). Além disto, € possivel obter informac6es moleculares
para auxiliar o entendimento sobre os mecanismos de acdo dos futuros farmacos
como também de farmacos ja utilizados para outros tratamentos.

Além de todas as preocupacdes e impactos causados pela leishmaniose, o
mundo se encontra no meio de uma pandemia de COVID-19 (virus SARS-CoV-2).
Em alguns paises a taxa de transmissdo ainda permanece alta e, no Brasil, o pefrfil
dos alvos mais afetados sdo as comunidades pobres (CARMO et al., 2020;
CARVALHO et al., 2020; PESSOA; TEIXEIRA; CLEMENTINO, 2020). Estudos sobre
relacbes entre Covid-19 e Leishmania visceral (LV) ainda s&o bem limitados,
entretanto Miotti e colaboradores (2020), publicaram um primeiro caso de Covid-19
em pacientes com LV na Italia. Neste caso, os resultados indicam que a
imunossupressao (reducdo da atividade ou eficiéncia do sistema imunoldgico)
causada pela LV pode ter contribuido na piora do curso clinico do paciente, podendo
apresentar vulnerabilidade do sistema imune contra a resposta antiviral. Os autores
desta publicacdo, reforcam as possiveis relacbes entre doencas tropicais

negligenciadas e a infeccdo por SARS-CoV-2 e a necessidade de serem
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consideradas e investigadas, ressaltando a importancia da pesquisa e
desenvolvimento de tratamentos mais eficazes para as “doencas antes do Covid-
19”.

1.2 RECEPTORES ENZIMATICOS ALVOS PARA TRATAMENTO DE
LEISHMANIOSE

1.2.1 Arginase

A sintese de poliaminas é essencial para a sobrevivéncia da Leishmania e
pode ser tratada como alvo no desenvolvimento de inibidores especificos desta via
(COME, 2019). As poliaminas mais comuns s&o espermidina, putrescina e
espermina, que sdo moléculas catidnicas que apresentam uma variedade de
funcdes celulares, como na proliferacéo, diferenciacéo, sintese de macromoléculas,
sintese de A&cidos nucléicos, transportadores de membrana e participam de
mecanismos antioxidantes na Leishmania (DOS SANTOS, 2019; COME, 2019).

A enzima inicial da sintese de poliaminas € a arginase, uma metaloenzima
contendo manganés, na forma trimérica, catalisa a hidrélise de L-arginina em L-
ortina e uréia, posteriormente ocorre outras reacbes cataliticas (ortina
descarboxilase, = S-adenosilmetionina  descarboxilase, espermidina  sintase,
tripanotiona sintase e tripanotiona redutase) que dao origem as poliaminas (CRUZ et
al., 2013; COME, 2019; FEITOSA et al., 2019).

A arginase (Figura 2) em microorganismos, plantas e invertebrados, esta
localizada nas mitocbndrias, apresentando uma UuUnica forma. Entretanto os
vertebrados e outros animais apresentam duas isoenzimas, sendo elas arginase |
(presente no citosol) e arginase Il (mitocondrial). A arginase | em mamiferos é
encontrado principalmente no figado; ja a arginase Il, esta presente em diversos
tecidos extra-hepaticos, como rins, prostata, intestino, glandulas mamarias e cérebro
(COME, 2019). As duas isoenzimas utilizam de mecanismos semelhantes, mesmo
cofator e mesmos metabdlitos formados. Os ions de manganés (essenciais para
atividade enzimatica) participam da ativacdo de moléculas de é&gua, formando

hidréxido, que atuam como nucledfilos, atacando o substrato L-arginina.



13

Figura 2. Enzima arginase 4ity

Fonte: Adaptado de D’Antonio et al., 2013.

1.2.2 Topoisomerase

As enzimas topoisomerase apresentam papeis importantes na resolucédo de
emaranhados de DNA (acido desoxirribonucleico) durante a replicacdo, transcri¢cao e
processos de reparo. Seu mecanismo de acdo se baseia em uma reacao de
transesterificacdo entre um residuo de tirosina presente nas topoisomerases e a
ligacdo fosfodiéster do DNA, induzindo quebras de fitas simples ou duplas
dependendo do tipo de topoisomerase, | e Il respectivamente (DAVIES et al., 2006;
POMMIER, 2006; JORGE, 2012; TEJERIA, 2016). Em especifico a enzima
topoisomerase IB (B é referente a uma subdivisdo do tipo |) presente em parasitas
da Leishmania s&o alvos promissores devido as seguintes razdes: i) sua expressao
aumenta durante o ciclo de divisdo da leishmania e ii) apresenta diferenca estrutural
guando comparada a enzima homoéloga do seu hospedeiro humano (DAVIES et al.,
2006; POMMIER, 2006; POMMIER, 2009; TEJERIA, 2016).

A inibicdo das topoisomerases pode ser classificada em dois grandes grupos:
0S venenos de topoisomerases e o0s inibidores cataliticos. Os venenos de
topoisomerases aumentam o tempo de meia vida do complexo DNA-topoisomerase
(Figura 3), consequentemente aumentando a ocorréncia de quebras no DNA,
interferindo na transcricdo, replicacdo e levando a mutagénese e morte celular
(POMMIER, 2006; POMMIER, 2009; JORGE, 2012); ja os inibidores cataliticos
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cessam a atividade das enzimas, inibindo a formacdo do complexo DNA-
topoisomerase (JORGE, 2012).

Figura 3. Complexo DNA-topoisomerase 2b9s.

Fonte: Adaptado de Davies et al., 2006.

Além das enzimas arginase e topoisomerase existem outros alvos, tais como
tripanotiona redutase, dihidrofolato redutase, cisteina-protease B, pteridina redutase
e entre outras (FIGUEIREDO et al.,, 2018). No entanto, para este trabalho foram
selecionados os dois alvos detalhados anteriormente.

Devido a relevancia da leishmaniose e seu impacto no Brasil, tanto a
orientadora (RODRIGUES, 2017; TAKAHASHI, 2019) quanto o coorientador
(ALECRIM, 2013) do trabalho tém trabalhado em estudos e desenvolvimento de
novos compostos para atuarem no tratamento da leishmaniose. Diante destes
trabalhos e estudos encontrados na literatura, torna-se evidente a importancia de
encontrar e compreender a atividade de novos farmacos com auxilio de estudos
computacionais para o tratamento da leishmaniose, destacando que uma das metas
da OMS é diminuir em 90% o numero de pessoas que precisam de tratamento para
doencas tropicais negligenciadas até o ano de 2030 (OMS, 2021). Este trabalho
visou estudar a relagédo estrutural com atividade biologica (estudo teorico) para
compostos que tem atividade contra Leishmania e compreensao dos mecanismos

de interacao ligante-receptor especificos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Revisdo bibliografica de compostos organicos ja descritos com atividade
antileishmania testados em ensaios in vitro. Compreender as interacdes ligante-
receptor utilizando compostos com atividade anti-Leishmania in vitro e as enzimas
arginase e topoisomerase, e planejar novos compostos que possam inibir essas
enzimas, onde serdo considerados como alvo para o desenvolvimento racional de

farmacos para a leishmaniose.

2.2 Objetivos especificos

Compreender as interacdes ligante-receptor por meio de ferramentas de
quimica computacional utilizando as enzimas topoisomerase e arginase (do
parasita e humana);

e Docking molecular do banco de moléculas NuBBE nos alvos enzimaticos;

e Desenho de novos compostos que possam atuar no tratamento da
leishmaniose (desenho de ligantes) como base nos dados obtidos no
presente estudo;

e Sintetizar e testar analago ao acido cindmico (molécula 31 NuBBE) e realizar

dindmica molecular para avaliagdo do comportamento conformacional ao

longo do tempo de simulacéo.
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3 METODOLOGIA

O presente estudo foi dividido em 6 etapas:

- Revisdo bibliografica de compostos j4 estudados que apresentam
atividade inibitéria contra arginase (Leishmania amazonensis) e contra
Topoisomerase (Leishmania infantum);

- Preparo dos ligantes para docking, otimizacdo de geometria por meio do
software Avogadro;

- Preparo das macromoléculas para docking, tanto arginase como
topoisomerase;

IV-  Estudos de docking molecular (somente o ligante é considerado como
flexivel) por meio dos dados obtidos dos estudos dos ligantes e das
macromoléculas;

V- Docking na arginase do banco de moléculas naturais e semi-sintéticas
dispostos na base de dados do NuBBE (Nucleo de Bioensaios Biossintese
e Ecofisiologia de Produtos Naturais).

VI-  Desenho de andélogo (possivel inibidor) para arginase, posteriormente
realizar sintese deste andlogo, ensaios biolégicos (antiparasitarios

citotoxicos) e simulagcédo de dinAmica molecular.

3.1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Revisdo bibliografica de compostos organicos com atividade leishmanicida
com atividade in vitro contra arginase do parasita Leishmania amazonensis e contra
Topoisomerase do parasita Leishmania infantum. A pesquisa foi realizada na
plataforma SciFinder (CAS) utilizando como palavras-chave Leishmania e
antileishmania juntamente com os respectivos alvos, topoisomerase e arginase, no

periodo entre 19 de marco a 31 de dezembro de 2019.
3.2 LIGANTES
Desenhos das estruturas dos ligantes 2D usando o software ChemDraw Ultra

12.0 (COUSINS, 2011), posteriormente convertido para o formato MOL para a leitura
do software de otimizacdo geométrica, Avogadro 1.2.0 (HANWELL et al., 2012).
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Nesta etapa de otimizacdo foi escolhido o campo de forca MMFF94, duas
otimizacdes por molécula foram realizadas a primeira com algoritmo Steepest
Descent e a segunda com algoritmo Conjugate Gradients. E esta etapa foi finalizada
convertendo os arquivos no formato pdbgt usado no software AutoDockTools 1.5.6

(SANNER, 1999) para realizar o docking molecular.

3.3 MACROMOLECULAS

3.3.1 Topoisomerase humana

A estrutura do complexo enzima-DNA foi obtida no PDB (BERMAN et al.,
2000) referente a Topoisomerase humana com seu respectivo codigo 1t8i. A
estrutura foi editada retirando as moléculas de agua e convertendo no formato pdbqt
para realizar o docking (AutoDock) nas etapas seguintes. E necesséario validar
utilizando a técnica de redock que consiste em retirar o ligante da estrutura cristalina
(estrutura PDB), aplicar o docking com mesmo ligante e, posteriormente, € realizada
uma sobreposicéo do ligante referente ao PDB (posicdo e comformacao encontrada
no banco de estruturas de enzimas) e o ligante apds aplicar docking molecular,
avaliando de acordo ao valor de RMSD (Root Mean Square Deviation) sendo este
parametro devendo ser inferior a 2 A (COLE et al., 2005), valor arbitrario mais
utilizado como parametro de avaliacdo. Para docking dos ligantes de referéncia
(compostos com atividade in vitro) foram geradas 100 conformacdes usando o
algoritmo de busca chamado de algoritmo genético e considerando somente o valor
de maior afinidade para cada complexo enzima-ligante. A caixa do docking
apresenta 0s seguintes valores de centro iguais a 22,477, -2,101 e 28,062,
dimensdes iguais a 70 x 70 x 70 A, e espacamento de 0,375 A.

Como existe dois modos de inibicdo da atividade das topoisomerases
(inibicdo enzimatica e veneno de topoisomerase) também foi utilizado a enzima
humana sem o DNA (editando o complexo enzima-DNA), usando 0s mesmos

parametros citados acima.
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3.3.2 Topoisomerase Leishmania donovani

A estrutura do complexo enzima-DNA foi obtida no PDB (BERMAN et al.,
2000) referente a Topoisomerase Leishmania donovani com seu respectivo cédigo
2b9s. A estrutura foi editada retirando as moléculas de agua e convertendo no
formato pdbqt para realizar o docking nas etapas seguintes. Nesta enzima néo é
possivel fazer a validacdo por redock, pois ndo apresenta ligante na estrutura
cristalina. Para o docking dos ligantes de referéncia foram geradas 100
conformacdes (ligante) usando o algoritmo de busca chamado de algoritmo genético
e considerando somente o valor de maior afinidade. A caixa do docking apresenta os
seguintes valores de centro iguais a 35,146; 47,627 e 8,988, dimensfes iguais a 126
x 126 x 126 A, e espacamento de 0,375 A.

Como existe dois modos de inibicdo da atividade das topoisomerases também
foi utilizado a enzima Leishmania donovani sem o DNA (editando o complexo

enzima-DNA), usando as mesmas configuragdes citadas acima.

3.3.3 Arginase humana

As estruturas das enzimas humanas foram obtidas no PDB (BERMAN et al.,
2000) referente a Arginase | e Arginase Il, seus cédigos sao respectivamente 6v7c e
4i06. Ambas as estruturas foram editadas retirando moléculas de &gua e
convertendo no formato pdbqt para realizar o docking. E necesséario validar
utilizando a técnica de redock, avaliando de acordo ao valor de RMSD. Foram
geradas 100 conformacgdes (ligante) usando o algoritmo de busca chamado de
algoritmo genético e considerando somente o valor de maior afinidade. A caixa do
docking apresenta os seguintes valores de centro iguais a 15,719; 4,734 e 22,792,
dimensbes iguais a 50 x 50 x 60 A, e espacamento de 0,375 A. E para a enzima 4i06
os valores do centro sdo 33,783; 85,821 e 71,396, e dimensdes de 40 x 40 x 50.

3.3.4 Arginase Leishmania amazonensis
Arginase do parasita Leishmania amazonensis ndo apresenta estrutura

definida no banco de estruturas (BERMAN et al., 2000), desta forma é necessario

utilizar a técnica de modelagem por homologia, onde é preciso ter uma estrutura da
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arginase elucidada (4ity) com alto grau de identidade, alinhamento de sequéncia de
aminoacidos maior ou igual a 25% (SANTOS FILHO; ALENCASTRO, 2003), com a
enzima amazonensis sem estrutura definida. Foi escolhido a enzima 096394,
referente ao coédigo da arginase amazonensis obtida no banco de sequéncias de
aminoacidos UNIPROT. A modelagem foi realizada na plataforma SWISS-MODEL, o
resultado analisado de acordo com os parametros utilizados pela propria plataforma
para avaliar a qualidade do modelo gerado.

O molde utilizado (4ity Leishmania mexicana) ndo tem nenhum ligante no sitio
ativo, 0 motivo para escolher esta estrutura esta relacionado a nao alteracdo na
conformacao da enzima, logo sem influéncia de um ligante gerando um bom modelo
tridimensional da arginase amazonensis. Entretanto, é necessario um ligante,
tratado como referéncia, no processo de validacédo (redock). Para a validacao foi
feito uma sobreposicao da estrutura cristalina do modelo gerado (amazonensis) com
outra estrutura de arginase mexicana (cédigo 5hja) com mesma sequéncia de
aminoécidos da enzima 4ity (mesma enzima), entretanto com um ligante. Desta
forma, € obtido um ligante tratado como referéncia na validacdo do docking
molecular (Figura 4) e somente o valor de maior afinidade é considerado. A caixa do
docking apresenta os seguintes valores de centro iguais a —22,983; 1,203 e —8,964,
dimensdes iguais a 60 x 60 x 60 A, e espacamento de 0,375 A. Foram geradas 100
conformacdes (ligante) para usando o algoritmo de busca chamado de algoritmo

genético.
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Figura 4. Esquema para obtencdo de um ligante de referéncia para redock.

HOMOLOGIA

Arg. L. mexicana 4ity Arg. L. amazoensis
Sem ligante

Arg. L. amazoensis Arg. L. mexicana Shja
Com ligante

@SOBREPOSI(}AO

Arg. L. amazonensis
Com ligante

Fonte: Autor, 2021.

3.4 DOCKING MOLECULAR DE REFERENCIA

ApoOs todas as enzimas terem sido validadas usando redock a préxima etapa
€ o docking molecular de todas as moléculas (tratadas como referéncia) encontradas
na literatura que apresentam atividade in vitro, levando em consideracdo as caixas
do docking com os valores de configuracéo ja citados e 100 conformacdes geradas
para cada ligante. Os resultados foram avaliados pelos valores de afinidade com a

enzima e as interacdes ligante-receptor.

3.5 DOCKING MOLECULAR DO BANCO DE MOLECULAS NUBBE

O banco de moléculas naturais e semi-sintéticas foi submetido submetidas ao
docking molecular na enzima arginase referente a leishmania amazonensis,
estrutura obtida da modelagem por homologia. As estruturas das moléculas foram
obtidas pela base de dados do NuBBE (VALLI et al., 2013; PILON et al., 2017), no
total de 2223 moléculas com diversidade de classes quimicas. Para considerar

diversidade quimica das moléculas do NuBBE néo foi utilizada nenhuma etapa de
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filtragem destas moléculas. Devido o numero elevado de moléculas apenas 10
conformacdes foram geradas para cada ligante, de forma a diminuir o custo
computacional. Apos a obtencdo das afinidades de todas as moléculas foram
filtradas somente as moléculas que apresentam valores de afinidade igual ou menor
que — 8 kcal/mol (com atividade in vitro) obtida no docking contra arginase L.
amazonensis, estas moléculas foram submetidas novamente ao docking, entretanto
gerando 50 conformacdes, de forma a melhorar a probabilidade de encontrar
conformacdes de minimos globais de afinidade. Para diminuir ainda mais o nimero
de moléculas foi utilizado outro filtro, este considerando moléculas com afinidades
igual ou inferior a —10 kcal/mol, as moléculas que passaram por esse filtro foram
ancoradas novamente com a arginase L. amazonensis e também contra as duas
arginases humanas, entretanto o nuimero de conformacdes geradas para cada
ligante nessa etapa foi de 100. Os valores de afinidades tratados como filtro séo
valores arbitrarios que apresentaram numero significativos de moléculas ap6s a
“passagem” do filtro, moléculas com afinidades superiores as moléculas de

referencia inibitoria contra arginase Leishmania amazonensis.

3.6 DESENHO DE INIBIDORES

Com os resultados de docking molecular € possivel compreender os modos
de interagcdo dos ligantes com seus respectivos receptores, indicando caracteristicas
estruturais (ligantes) que favorecem uma melhor interacdo ligante-enzima. Desta
forma, usando os dados obtidos, docking molecular referéncia (atividade enziméatica
comprovada) e docking do banco de moléculas NuBBE, € possivel propor estruturas
de possiveis inibidores, pensando em rotas sintéticas viaveis para suas sinteses.
Sendo assim, analogos ao acido cinamico (31 NuBBE) foram testadas em ensaios in
silico (docking molecular) para a validacdo dos possiveis inibidores. O parametro
utilizado para a escolha do analogo a ser sintetizado foi o valor de afinidade mais

negativo (maior afinidade) com a enzima arginase (L. amazonensis).
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3.6.1 Sintese do composto planejado racionalmente:

3.6.1.1 Reagentes e solvente:

e p-anisidina (CAS n° 104-94-4)

e Acido cinamico (CAS n° 140-10-3)

e 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC) (CAS n° 22572-40-3)
e DMAP (CAS n°1122-58-3)

e Cloroférmio HPLC (CAS n° 67-66-3)

e Acetato de Etila (PA) (CAS n°® 141-78-6)

e Hexano (PA) (CAS n° 110-54-3)

e Metanol (MeOH) (CAS n° 67-56-1)

3.6.1.2 Cromatografia:
3.6.1.2.1 Cromatografia em camada delgada (CCD):

Os experimentos de cromatografia em camada delgada comparativa (CCD)
foram realizados utilizando placas comerciais de silica gel 60 com indicador de
fluorescéncia (UV254) 0,20 mm de espessura (Macherey-Nagel). As placas foram
reveladas por inspecdo em camara de UV (254 nm).
3.6.1.2.2 Cromatografia em coluna:

O processo de coluna cromatogréfica foi realizado em coluna aberta utilizando
a silica gel (SiO2) para cromatografia flash (40-63um, didametro de poro 60 A —
Aldrich) como fase estacionaria e um gradiente de solvente entre hexano e acetato
de etila configurando a fase movel que promove a separacao.

3.6.1.3 Ressonéancia magnética nuclear:

As andlises de ressonancia magnética nuclear foram realizadas no 1Q-UFU,

campus de Santa Monica utilizando o equipamento: Espectrometro de ressonancia
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magnética nuclear (RMN) Bruker modelo AscendTM 400 Avance Il HD (9,2 Tesla)
do laboratério multiusuario do Instituto de Quimica da UFU, operando em
frequéncias de 400 e 100 MHz para 0s nucleos de hidrogénio e carbono,
respectivamente. Os experimentos foram realizados a 25 °C.

3.6.1.4 Metodologia para a sintese do composto IV

A metodologia geral de acoplamento a fim de obter amidas (Figura 5) se
baseia no trabalho de Kim e colaboradores (2005). Foram utilizados 150 mg de p-
metoxi-benzilamina (1,09 mmol), 323 mg de acido trans cinamico (2,18 mmol), 266
mg de DMAP (2,18 mmol), 423 mg de EDC (2,72 mmol), e cloroformio como
solvente. Os reagentes (exceto o EDC) foram adicionados em um baldo reacional
juntamente ao solvente, a mistura reacional foi entdo colocada sob vigorosa agitacao
até a completa dissolucao dos reagentes adicionados, apos a solubilizacdo da amina
juntamente com o acido carboxilico e 0 DMAP, a solucdo de EDC em cloroférmio foi
gotejada no meio reacional o qual foi submetido ao refluxo por 2 horas. A reacao foi
cessada com agua destilada e realizadas trés extracdes de 15 mL com acetato de
etila. O desenvolvimento da reacdo foi acompanhado por cromatografia em camada
delgada (CCD) utilizando silica como fase estacionaria e hexano/AcOEt (6:4) como
fase mével. As cromatoplacas foram analisadas por irradiacéo ultravioleta. O produto
obtido foi purificado por cromatografia em coluna utilizando silica como fase
estacionéria (15 x 2,5 cm, d.i.). A eluicao foi realizada em modo gradiente utilizando
hexano/AcOEt (9:1) até 100% de acetato de etila. Produto obtido em 35% de

rendimento.

Figura 5. Reacdo para obtencédo do produto IV.

(0]
EDC DMAP
NH, + HO 7
Clorofonmo refluxo, 35%
H3CO H3CO

Fonte: Autor, 2022.
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3.6.2 Ensaios de vibialidade em células HepG2 e parasitos do género

leishmania

Nos ensaios conduzidos utilizamos L. infantum cepa MCAN/BR/2002/BH401 e
L. amazonensis cepa MHOM/BR/1989/Bal99, referéncias da OMS e células
derivadas de um hepatoblastoma primario, HepG2 A16.

A concentracdo inibitéria (Clso) do composto para promastigotas de L.
infantum e L. amazonensis foi avaliada por ensaio de viabilidade celular a base de
resazurina (CORRAL et al., 2013). Promastigotas em fase logaritmica de
crescimento (2,5 x 10° parasitos/poco) foram semeadas em placas de 96 pocos em
meio a-MEM completo (Minimum Essential Medium Eagle (Sigma Aldrich Inc., EUA),
suplementado 20mM de HEPES, 10% de soro bovino fetal (SFB), 2mM de L-
glutamina, 100U/mL de penicilina e 100 ug/mL de estreptomicina) e incubadas a
26°C em atmosfera de 5% de CO2 (CO2 Incubator MCO-19IAUV-PA, Panasonic
Corp., Japao). O composto foi diluida em meio a-MEM completo na faixa de
concentracéo de 300 a 0,3 ug/mL, e a anfotericina b foi usada como controle positivo
de tratamento. Parasitos nao tratados foram utilizados para comparacdo de
viabilidade (controle negativo). Os compostos em contato com 0s parasitos foram
incubadas durante 48 h. Quatro horas antes do término da incubacéo, foi adicionada
solucéo de resazurina a 10% v/v (Sigma-Aldrich Inc., EUA) nos pocos e as placas
mantidas por mais 4h a 26°C em atmosfera de 5% de CO2. Em seguida, a
intensidade de fluorescéncia (Spectramax M2, Molecular Devices LLC, EUA) foi
determinada utilizando os seguintes comprimentos de ondas: 550 nm de excita¢édo e
590 nm de emissdo. A intensidade de fluorescéncia, expressa em unidades
arbitrarias, foi utilizada para o célculo da viabilidade celular.

A Clso € a concentracdo dos compostos testes capazes de gerar reducdo de
50% no crescimento dos parasitos, refletindo em uma reducéo de 50% no valor da
intensidade de fluorescéncia nos ensaios de resazurina, em relacdo ao controle
(parasitos incubados com a-MEM completo, considerado 100% de viabilidade),
calculada por analise de regressao.

A linhagem celular HepG2 A16, derivada de um hepatoblastoma primario
humano, foi incubada (37°C, 5% de CO2, 24 horas) em placa de 96 pocos, em
concentracdo ajustada para 5x10° células/poco em meio RPMI completo, para

aderéncia aos po¢os. Apos o periodo de incubacéo, o meio dos pocos foi esgotado e
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adicionado os compostos testes diluidos em RPMI completo nas concentracdes de
600 a 1pg/mL. As culturas de células permaneceram expostas a droga durante 48
horas (37°C, 5% de COz2). Apés o periodo de incubagédo, os pogos foram esgotados,
e foi adicionada solucdo MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazol) (Sigma
Aldrich Co, EUA) 50ug/poco. As placas foram incubadas por 1 hora e 30 minutos
(37°C, 5% de COz2). Passado esse periodo foi adicionado DMSO para solubilizar os
cristais de formazan gerados, e as placas foram submetidas a leitura em
espectrofotometro (570nm) (MOSMANN, 1983; DUTTA et al., 2005).

A concentracgéo citotoxica (CCso) corresponde a concentragdo dos compostos
testes capazes de gerar reducdo de 50% no crescimento das células, refletindo em
uma reducdo de 50% no valor da DO (densidade 6tica) nos ensaios de MTT em
relacdo ao controle, calculada por analise de regressao linear a partir dos dados
obtidos em cada experimento.

O indice terapéutico (IT) foi determinado pela razdo CCso/Clso.

3.6.3 Simulacédo de dinamica molecular: protocolo de simulagéao

Todas as simula¢cdes foram realizadas pelo pacote GROMACS versédo 2016.4
(ABRAHAM et al., 2015) e com campo de forca OPLS (JORGENSEN; MAXWELL,;
TIRADO-RIVES, 1996).

1. Os complexos provenientes do processo de ancoragem foram colocados em
uma caixa com 80A de lado e ions foram adicionados para garantir a
eletroneutralidade;

2. Um processo de otimizacdo de geometria foi realizado para eliminar possiveis
contatos indesejados entre os &tomos do sistema. Esse processo foi realizado
por 50000 passos ou até que a forca sobre os atomos fosse menor que 1000
kJ/mol/nm, com passos 0,01;

3. Com o sistema minimizado, dois processos de equilibracdo foram realizados:
um deles no ensemble NVT (numero de particulas, volume e temperatura
como variaveis de controle) e o outro no ensemble NPT (no qual o volume foi
trocado pela pressdo). Em ambos o passo de tempo foi de 0,0008ps e um
total de 125000 passos foram realizados; para o tratamento da parte
eletrostatica foi utilizado o método PME (DARDEN; YORK; PEDERSEN,
1993; ESSMANN; PERERA; BERKOWITZ, 1995) com raio de Coulomb de
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1,0nm; a temperatura foi elevada de OK a 300K em uma rampa de
aguecimento, para evitar a formacéo de hot spots no solvente, com tempo de
elevacdo de 0,5ps para cada Kelvin; a pressao foi mantida constante em 1bar
pelo barostato de Berendsen (BERENDSEN et al., 1984).

. ApOs os processos de equilibracdo, foi realizado o passo de producédo das
trajetérias em temperatura de 310K por 100ns, com passo de tempo de
0,001ps com o algoritmo leap-frog (HOCKNEY; GOEL; EASTWOOQOD, 1974); a
temperatura foi mantida constante pelo método acoplado de reescalador de
velocidades (BUSSI; DONADIO; PARRINELLO, 2007) e a pressado, pelo
barostato de Parrinello-Raman (PARRINELLO; RAHMAN, 1981).
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 REVISAO BIBLIOGRAFICA TOPOISOMERASE

Pela revisdo bibliografica foi possivel encontrar 17 moléculas com atividade
inibitéria da topoisomerase que estao representadas na Tabela A (ANEXO A), com
as seguintes informacdes: nome das moléculas, forma de obtencdo (sintética ou
natural), Clso, tipo de género parasitario e a referéncia utilizada. Todas as moléculas
foram testadas contra topoisomerase (docking molecular) do parasita Leishmania

donovani.

4.2 REVISAO BIBLIOGRAFICA ARGINASE

Pela revisdo bibliografica foi possivel encontrar 60 moléculas com atividade
inibitéria da arginase que estdo representadas na Tabela B (ANEXO B), com as
seguintes propriedades: nome das moléculas, forma de obtencdo (sintética ou
natural), Clso (metade da contracéo inibitéria méxima) e a referéncia utilizada. Todas
as moléculas foram testadas contra arginase (docking molecular) do parasita

Leishmania amazonensis e arginases humanas.

4.4 DOCKING MOLECULAR DE REFERENCIA

4.4.1 Topoisomerase

O resultado do redock da enzima topoisomerase humana de (1t8i) foi
satisfatorio, apresentando boa sobreposicdo com pequenas alteracbes na posicéo
da metila (Figura 6), indicando que o docking molecular para este receptor é preciso
guando comparado a posi¢cao do ligante obtido na cristalografia (RMSD de 0,28). A
camptotecina (molécula 17) ligante da estrutura cristalografica apresenta interacbes
ligante-receptor (Figura 7) com os seguintes residuos da enzima Arg364 e Asp533
interagindo por ligacdo de hidrogénio e Asn722 por ligacdo de hidrogénio néo
convencional, carbono parcialmente positivo se comportando como doador de
ligacdo de hidrogénio. Os acidos nucléicos que apresentam interacdes sdo DC112

(citosina) e DA113 (adenina), e os outros dois restantes, DT10 (timina) e DAl11l
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(adenina sem o grupo fosfato) sdo os acidos nucleicos que romperam entre si pela
atividade enzimatica da topoisomerase, onde o DT10 ficou ligado com o residuo de

Tyr723 responséavel pela quebra da fita do DNA.

Figura 6. Sobreposicédo referente ao ligante 17 (camptotecina) da enzima

topoisomerase | humana.

Referéncia: molécula de cor bege.
Docking: molécula de cor azul.
RMSD: 0,28.

Fonte: Autor, 2021.

Figura 7. Interacdes camptotencina com a enzima topoisomerase | humana.
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[ carbon Hydrogen Bond

Fonte: Autor, 2021.

Devido a limitacdo das estruturas elucidadas foi escolhida a enzima 2b9s do
PDB referente a enzima topoisomerase donovani, pois, no momento da analise, ndo
havia estrutura elucidada referente a Leishmania infantum. Entretanto como ambas
podem causar leishmaniose visceral, justifica-se a utilizacdo da enzima L. donovani

para 0S compostos encontrados na literatura com o0 objetivo de auxiliar na
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compreensao das interacdes ligante-receptor para futuros farmacos contra
leishmaniose visceral. A Figura 8 mostra todas as afinidades das moléculas ja

testadas in vitro contra topoisomerase |.

Figura 8. Valores do score dos dockings para a enzima topoisomerase | de

moléculas testadas in vitro.

B Hum. Com DNA  ® Hum. Sem DNA Leish. Com DNA Leish. Sem DNA
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Fonte: Autor, 2021.

As moléculas (1.1-12.1) ativas para topoisomerase foram testadas tanto para
leishmania quanto para sua homéloga humana (estudos in vitro), sendo que
somente cinco (2.1, 4.1, 5.1, 9.1 e 10.1) apresentaram seletividade para L. infantum
(Tabela 2, valores de Clso), ndo inibindo a enzima topoisomerase humana, de acordo
com Tejéria e colaboradores (2016). Quando comparados os valores de afinidade
pelo sitio ativo da enzima somente um dos casos (molécula 9.1) ndo apresentou
valor esperado para diferenciacdo da inibicdo. As outras quatro moléculas seletivas
para Leishmania topoisomerase apresentaram valores de afinidade (docking)
superiores em relacdo aos valores para topoisomerase humana. A molécula 6.1 na
enzima humana (com e sem DNA) apresenta valores proximos, e € a unica molécula
que tem mais afinidade pela enzima ao invés do complexo enzima-DNA tanto para
humana quanto para L. donovani, logo este resultado sugere a possibilidade de
inibicdo na forma enzimética e também na forma de veneno de topoisomerase,

ambas formas de inibi¢ao.



30

Tabela 2 Valores de Clso para as enzimas topoisomerase moléculas 1.1-12.1.

Moléculas Clso (umol/L) Clso (umol/L)
(grupo) Humana L. infantum
11 A 46,55 45,21
21 A nenhuma 48,96
3.1 A 22,35 60,59
41 A nenhuma 41,75
51 A nenhuma 21,77
6.1 A 10,72 100,01
7.1 B 87,69 14,66
81B 27,46 23,62
9.1 B nenhuma 29,5
10.1 B nenhuma 14,12
11.1B 31,56 42,32
12.1B 83,39 28,14

As moléculas de 1.1 a 12.1 podem ser separadas em dois grupos, como
mostrado na Figura 9: grupo A (1.1-6.1), das moléculas que apresentam dois anéis
aromaticos e um substituinte (R); e grupo B (7.1-12.1), das que apresentam duas
duplas a mais que o grupo A, resultando em trés anéis aromaticos. O segundo grupo
apresenta uma maior aromaticidade, logo moléculas mais planares em comparagao
ao primeiro. Comparando o tipo de grupo (A ou B) com a inibicdo (TEJERIA et al.,
2016) é possivel perceber que na inibicdo da enzima humana trés moléculas do
grupo A e duas do grupo B né&o tiveram inibicAo enzimatica e, na enzima
topoisomerase L. infantum ha melhores inibicdes no grupo B. Assim a aromaticidade
estd atrelada a uma maior afinidade pela topoisomerase mais especificamente
aumentando possibilidades de compostos atuarem por intercalagdo na quebra de
uma fita de DNA, pois 0s venenos de topoisomerase intercalantes sdo mais ativos
clinicamente (NITISS, 2009; POMMIER, 2016).
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Figura 9. Grupos das moléculas 1.1-12.1.
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Fonte: Adaptado de Tejéria et. al, 2016.

Nas trés moléculas, 7.1, 9.1 e 12.1 (classe B), os valores de afinidade para a
enzima topoisomerase L. infatum deveriam ser maiores do que foi obtido (se
existisse correlacdo direta entre score obtido e a resposta inibitéria), pois a inibicéo
(in vitro) foi maior (ICso menor) em comparagdo a humana. Estas moléculas estdo
dispostas na mesma regiao (Figura 10) em ambas as enzimas, enzima humana com
DNA e L. donovani com DNA. Na enzima humana sua interacdo € de intercalacéo
(Figura 11), de acordo com autor Jorge (2012), e interage entre as bases
nitrogenadas, onde ocorreu a quebra de uma das fitas do DNA. Possivelmente
essas moléculas se comportam como veneno de topoisomerase, aumentando o
tempo do complexo enzima-DNA, ja na enzima da Leishmania, apresenta interacdo
chamada de groove onde interagem com o0s sulcos do DNA (BARRA; NETTO;
2015).



Al)

Complexo enzima-DNA topoisomerase humana (1t8i) e L. donovani (2b9s), respectivamente.
A) Complexos com com ligantes sobrepostos. Al) Topoisomerase Humana. A2) Topoisomerase
Leishamia. B) Destaque nas sobreposi¢cdes. B1) Topoisomerase Humana. B2) Topoisomerase
Leishamia. C) Estruturas das moléculas.

Fonte: Autor, 2021.
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Figura 11. Interacdes ndo-covalentes com DNA.

Intercalagio Sulcos (groove) Eletrostatico

Fonte: Adaptado de Barra e Netto, 2015.

Devido a limitacdo das estruturas cristalogréaficas referente a enzima humana
e L. donovani estarem em momentos diferentes da catdlise para a inibicdo das
topoisomerases (enzima humana com a fita do DNA ja rompida e enzima
L. donovani a fita ndo foi rompida), espera-se que nestes casos (7.1, 9.1 e 12.1)
possam apresentar uma interacdo mais forte se tivéssemos a enzima L. donovani
com a fita de DNA rompida. Por essa limitacédo e a falta de um ligante de referéncia
na cristalografia, a caixa usada no docking apresenta dimensdes superiores (126 X
126 x 126 A) as outras enzimas com o objetivo de analisar as afinidades das
moléculas nas regides internas da enzima que tém contato com o DNA.

As moléculas 13.1-16.1 (Figura 12) sao derivadas de 3,3-(arilmetileno)bis(2-
hidroxinaftaleno-1,4-diona) que se destacaram nos valores de inibicdo para
L. donovani quando comparados as outras moléculas. Como mostrado na Figura 13,
as interacbes da molécula 16.1 com a L. donovani apresenta mais pontos de
interacbes de ligacdo de hidrogénio em comparacdo as outras moléculas, sendo
Arg188 e Arg190 residuos de aminoacidos da enzima e também os acidos nucleicos
DC111 e DA113, assim contribui no aumento do tempo de meia vida do complexo
DNA-topoisomerase podendo levar a mutagénese e morte celular do parasita. Todas
as 4 moléculas (13.1-16.1) estdo sobrepostas (Figura 14) entre si em uma regiao
interna no complexo enzima-DNA interagindo com ambas macromoléculas,
possivelmente este grupo se comporta como veneno de topoisomerase nhao

intercalante devido sua pouca planaridade.
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Figura 12. Estruturas das moléculas 13.1-16.1.

Valores obtidos de Clso(umol/L) para moléculas 13.1, 14.1, 15.1 16.1 foram 51,01; 37,50; 74; e 70
respectivamente.
Fonte: Autor, 2021.
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Figura 13. Interacdes da molécula 16.1 com a topoisomerase L. donovani.

DA
D:14
Interactions
[ conventional Hydrogen Bond [ Pi-Anion
I:l Carbon Hydrogen Bond I:l Pi-Alkyl
[ Fi-cation

Fonte: Autor, 2021.

Figura 14. Complexo L. donovani topoisomerase-DNA e as moléculas
13.1-16.1.

Superficie ciano: enzima.
Superficie amarela: DNA.
Fonte: Autor, 2021.

Devido as limitacdes da estrutura referente a enzima L. donovani ja citadas
anteriormente, as enzimas topoisomerase ndo foram utilizadas na triagem do banco
de moléculas NuBBE (VALLI et al., 2013; PILON et al., 2017).
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4.4.2 Arginase

O resultado do redock da enzima arginase humana | (cédigo PDB 6v7c) foi
satisfatorio, boa sobreposicdo (RMSD de 1,06) com algumas alteracdes como por
exemplo na disposicdo do oxigénio e a hidroxila da carbonila (Figura 15), com
rotacdo de ligacdo carbonila-carbono de aproximadamente 180°, assim o docking
molecular para este receptor é preciso quando comparado a posicao do ligante
obtido na cristalografia. O ligante do receptor 6v7c (humana I) apresenta interacoes
ligante-receptor com o0s seguintes residuos de aminoacidos Aspl28, Asnl130,
His141, Aspl181 e Glul86 interagindo por ligacdo de hidrogénio, His126 e His141
com interagcdo mais fraca e por Ultimo as interacdes com os ions de manganés

(cofator), (Figura 16).

Figura 15. Sobreposicao referente ao ligante da enzima arginase | humana 6v7c.

Referéncia: molécula de cor bege.
Docking: molécula de cor azul.
RMSD: 1,06.

Fonte: Autor, 2021.
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Figura 16. Interacdes ligante da enzima 6v7c arginase humana I.
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Fonte: Autor, 2021.

O resultado do redock da enzima arginase humana Il (codigo PDB 4i06) foi
satisfatorio, mostrando boa sobreposi¢cdao (RMSD de 1,70, Figura 17) com algumas
alteracdes como por exemplo na disposi¢cdo do carbono assimétrico e o anel de
cinco membros quando comparado ao ligante de referéncia. Desta forma, o docking
molecular para este receptor € preciso quando comparado a posicdo do ligante
obtido na cristalografia. O ligante do receptor 4i06 (humana Il) apresenta interacdes
ligante-receptor com os seguintes residuos de aminoacidos His145, Asp147, Asn149
e Hisl60 interagindo por ligacdo de hidrogénio, Asp200, Asp202 e Glu205 com
interacBes mais fraca e por ultimo as interacées com os ions de manganés (cofator),
(Figura 18).
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Figura 17. Sobreposicao referente ao ligante da enzima Arginase Il humana 4i06.

Referéncia: molécula de cor bege.
Docking: molécula de cor azul.
RMSD: 1,70.

Fonte: Autor, 2021.

Figura 18. Interagdes ligante da enzima 6v7c arginase humana I.
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Fonte: Autor, 2021.

O ligante da enzima (cédigo PDB 5hja) referente a L. mexicana apresenta
interacOes ligante-receptor (Figura 19) com os seguintes residuos de aminoacidos
His114, Aspl37, Aspl41, Asn143, Serl50, Asp243 e Asp245 interagindo por ligagéo
de hidrogénio, His139, His154, Alal92 e Vall93 com interagbes mais fraca e por

altimo as interagdes com os ions de manganés (cofator).
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Figura 19. Ligante de referéncia da enzima 5hja.
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Para a construgdo da estrutura tridimensional da enzima arginase
L. amazonensis, primeiramente fez-se o alinhamento das sequéncias de aminoacido
utiizando a enzima L. mexicana como molde (codigo PDB 4ity) com estrutura
tridimensional ja definida. Este alinhamento das sequéncias é importante para
guantificar a porcentagem de identidade entre as sequéncias. Neste caso, 0
resultado obtido foi de 99,37% de identidade calculado pela plataforma SIWSS-
MODEL indicando que as estruturas tridimensionais geradas sdo semelhantes entre
si. Como mostrado na Figura 20, os retangulos em azul destacam os aminoacidos
do sitio ativo que complexam com os ions de manganés, sendo eles Hisl14,
Aspl37, Aspl4l e Asp243. Os retangulos em vermelho mostram quais aminoacidos
sdo diferentes na enzima 4ity, os aminoécidos diferentes sdo Asp306 e Arg308.
Analisando esses Ultimos dois residuos na estrutura tridimensional da L.
amazonensis gerada, nota-se que estdo distantes do sitio ativo da enzima, logo esta

mudanca nao devera influenciar no sitio ativo.
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Figura 20. Alinhamento de sequéncias entre 4ity L.mexicana e L. amzonensis.

Target MEHVQQYKFYKEKKMSIVLAPFSGGQPHSGVELGPDYLLKQGLQQDMEKLGWDTRLERVFDGKVVEARKASDNGDRIGRV
4ity 1. A ------------ KKMSIVLAPFSGGQPHSGVELGPDYLLKQGLQQDMEKLGWDTRLERVFDGKVVEARKASDNGDRIGRV

Target KRPRLTAECTEKIYKCVRRVAEQGRFPLTIGG IALGTVAGVLSVHPDAGVIW H NTMSGTVSGNLHGCPLSI
4ity.1.A KRPRLTAECTEKIYKCVRRVAEQGRFPLTIGG TALGTVAGVLSVHPDAGVI H, NTMSGTVSGNLHGCPLSI

Target LLGLDRENIPECFSWVPQVLKPNKIAYIGLRAVDDEEKKILHDLNIAAFSMHHVDRYGIDKVVSMAIEAVSPKGTEPVMV
4ity.1.A LLGLDRENIPECFSWVPQVLKPNKIAYIGLRAVDDEEKKILHDLNIAAFSMHHVDRYGIDKVVSMAIEAVSPKGTEPVMV

Target S DTIDPLYVPATGTPVRGGLSFREALFLCERIAECGRLVALDVVECNPLLAATESHVNDTI IARCMMGETLL
4ity.1.A S DTIDPLYVPATGTPVRGGLSFREALFLCERIAECGRLVALDVVECNPLLAATESHVNDTI IARCMMGETLL

Target YTPHTSSKL
4ity.1.A YTPHTSSKL

Fonte: Adaptado de Waterhouse et al., 2018.

Para avaliar a qualidade do modelo tridimensional gerado a plataforma
SWISS-MODEL define alguns parametros com outras estruturas de enzimas do seu
banco de dados. A propriedade GMQE (Global Model Quality Estimation) é um valor
que estima a qualidade do modelo, neste caso a L. amazonensis combinando
propriedades do alinhamento das sequéncias e do modelo gerado. A pontuagao
resultante € expressa entre valores de 0 e 1, sendo que nimeros mais altos indicam
uma maior confiabilidade. O valor obtido para o0 modelo construido foi de 0,98.
QMEAN (Qualitative Model Energy Analysis) é uma propriedade que leva em
consideracdo propriedades geométricas e fornece como resultado a qualidade
absoluta global (toda a enzima, Figura 21) e locais por residuo de aminoacido
(Figura 22). O valor de QMEAN indica se o modelo é comparavel ao que se espera
de estruturas experimentais de tamanho semelhante na sua conformacdo nativa
(conformacdo que apresenta atividade bioldgica), resultados préximos de 0 séo
interpretados como bom acordo entre as estruturas experimentais, o valor obtido foi
de -0,09.

Na Figura 21 sdo mostrados os termos individuais de pontuacédo de qualidade
QMEAN globais. Estes termos individuais comparam o potencial de interacao entre
os atomos de Cf, de todos os atomos, de solvatagdo e o de angulo de torgao. A
area branca (valores proximos de 0) nos graficos de barra indica que as
propriedades sdo semelhantes as estruturas experimentais, area em azul indicam

valores superiores a zero e area em vermelho indicam valores inferiores a zero.
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Figura 21. Propriedade QMEAN global e seus termos individuais.
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Fonte: Adaptado de Waterhouse et al., 2018.

A qualidade local na Figura 22, mostra para cada residuo do modelo (eixo X)
a similaridade esperada em comparagdo com a conformacao nativa (eixo Y), valores
superiores a 0,6 sdo considerados pontuacdes de boa qualidade. Somente os
altimos residuos apresentaram valores inferiores a 0,6. Entretanto estes residuos
estdo distantes do sitio ativo, logo ndo influenciam no docking molecular. A Figura
23 faz comparacao de estruturas experimentais (obtidas do banco PDB) com suas
respectivas pontuacfes de valores normalizados de QMEAN (eixo Y do gréfico), o
eixo X do grafico mostra o comprimento da proteina, e por ultimo, o simbolo de uma
estrela vermelha representa o modelo gerado. Os pontos em preto representam
valores de QMEAN préximos do esperado para conformacdes nativas, e 0s pontos

em cinza representam pontuagcdes mais distantes do esperado.

Figura 22. Propriedade QMEAN local.
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Fonte: Adaptado de Waterhouse et al., 2018.
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Figura 23. QMEAN de proteinas do PDB e do modelo L. amazonensis.
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Fonte: Adaptado de Waterhouse et al., 2018.

Os graficos de Ramachandran do modelo estdo representados na Figura 24,
nele sdo mostrados os valores dos angulos ¢ (phi) e W (psi) dos residuos de
aminoacidos. O primeiro grafico representa as areas permitidas para todos os tipos
de residuo, o segundo representa os residuos que precedem residuos de prolina
(Pro) e por ultimo representa os residuos trans prolina. Os aminoacidos
identificados pertencentes a regides nao permitidas sao Argl91, Cysl56 e Pro253
representando somente 1% de toda sequéncia, nenhum destes residuos esta
presente no sitio ativo da arginase L. amazonensis, logo ndo diminui a confianca no

modelo para posterior utilizagdo no docking molecular.
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Figura 24. Graficos de Ramachandran referente ao modelo.
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Fonte: Autor, 2019.

O resultado do cross-docking usando o ligante da enzima 5hja (L. mexicana)
na enzima construida, arginase L. amazonensis homadloga, foi satisfatério com boa
sobreposicdo (RMSD de 1,65, Figura 25) com algumas alteragbes como por
exemplo no carbono assimétrico e nos dois anéis presentes quando comparado a
posicdo do mesmo ligante na enzima 5hja. O ligante apresenta interacdes ligante-
receptor (Figura 26) com os seguintes residuos de aminoacidos Aspl37, Aspl41,
Asnl43, Serl50, His1l54, Gly155, Glul97 e Thr257 interagindo por ligacdo de
hidrogénio, His139, Alal92 e Aspl194 com interacfes mais fraca e por ultimo as

interacdes com os ions de manganés (cofator).
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Figura 25. Sobreposicéao referente ao ligante (5hja) na arginase L. amazonensis.

Referéncia: molécula de cor bege.
Docking: molécula de cor azul.
RMSD: 1,65.

Fonte: Autor, 2021.

Figura 26. Docking do ligante (5hja) na enzima homologa L. amazonenis.
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Fonte: Autor, 2021.

Apés a validagdo da enzima homologa L. amazonensis, paréametros de
qualidade do modelo e cross-docking, € possivel afirmar que o modelo pode ser
utilizado para o docking molecular das moléculas encontradas na literatura com
inibicdo definida (estudos in vitro). Total de cinquenta e nove moléculas encontradas,
os resultados de afinidade encontrados estdo dispostos na Figura 27, tanto para

arginase L. amazonensis e para as duas enzimas homologas humanas arginase | e
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Il. Vale destacar que sessenta moléculas foram utilizadas, pois a molécula 18.2 néao
apresenta isomeria definida (E e Z), portanto foram desenhadas ambas isomerias
(18.2a-E e 18.2b-2).

Figura 27. Valores do score dos dockings para as enzimas arginase de moléculas

B Arg Leish B Arg1Hum Arg 2 Hum
NN N ~ ~ ~ N ~ !
N < o < o < o <
o~ o~ o (a2] < < wn wn

Fonte: Autor, 2021.
Com o objetivo de encontrar interacdes que favorecam a afinidade pela L.

testadas in vitro.
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amazonensis foi feito uma identificacdo de quais aminoacidos interagem por ligacao
de hidrogénio e com os ions manganés nas moléculas que apresentaram mais
afinidade pela L. amazonensis ao invés dos alvos humanos. As moléculas que
apresentaram maior afinidade sdo 4.2, 7.2, 9.2, 16.2, 17.2, 18.2a, 18.2b, 21.2, 28.2,
35.2, 38.2, 39.2, 41.2, 43.2, 44.2, 46.2, 47.2, 52.2 e 56.2 (Figura 28). Dos residuos
que se destacam, 68,42% interagem com os dois ions manganés, 47,37% com
Serl50 e 42,11% com Aspl4l. Todos presentes no sitio ativo no ligante de
referéncia, assim apontando para a importancia destes residuos para aumentar a

inibicdo enzimatica da arginase L. amazonensis.
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Figura 28. Frequéncia dos aminoacidos que interagem com as moléculas seletivas a

L. amazonensis.
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Fonte: Autor, 2021.

As moléculas 7.2, 9.2 e 18.2a (Figura 29) interagem com ions de manganés,
Aspl41 e Serl50, interacdes que mais aparecem nos casos de maior afinidade a
arginase L. amazonensis. Duas destas moléculas (7.2 e 18.2a) interagem com 0s
ions pela funcéo acido carboxilico e a outra (9.2) pela funcéo fenol. Na 18a ha uma
preferéncia de interacdo com o0s ions manganés pela funcdo organica &cido
carboxilico ao invés da funcdo fenol também presente na molécula. Ambas
moléculas que estdo em contato com os ions pelos atomos de oxigénio da funcéo
acido carboxilico exibem valores superiores de afinidade, 7.2 com afinidade de —9,04
kcal/mol e para 18.2a com valor de —9,27 kcal/mol e j4 a 9.2 apresenta afinidade
igual a —8,16 kcal/mol.



Figura 29. Interacdes molécula 7.2, 9.2 e 18.2a em L. amazonensis
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Fonte: Autor, 2021.

Das sessenta moléculas testadas, trinta e duas interagem com 0s ions

manganés pelas seguintes fung¢Bes organicas: uma molécula pelo oxigénio de

func@o amida, seis por oxigénios de acidos carboxilico, vinte e duas por oxigénio de

fenol, uma por oxigénio de éster, uma por nitrogénio de nitrila e por Gltimo uma por

interacdo pelo atomo de flior. A molécula 16.2 apresenta o melhor resultado de

afinidade pela L. amazonensis com valor de —-11,56 kcal/mol, suas interagbes

(Figura 30) com o sitio ativo da enzima s&o apenas com os cofatores e uma ligacao

de hidrogénio com o residuo Aspl4l. Essa informacdo reforca ainda mais a
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importancia dos ions manganés para uma maior afinidade de um ligante com o

receptor.

Figura 30. Intera¢des da molécula 16.2 em L. amazonensis.
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Fonte: Autor, 2021.

4.5 DOCKING MOLECULAR DO BANCO DE MOLECULAS NUBBE

A base de dados NUBBE (VALLI et al., 2013; PILON et al., 2017) foi escolhida
para a triagem virtual com o objetivo de identificar novos hits para tratamento da
leishmaniose. Ap6s a aplicacdo dos filtros, de acordo com os valores de afinidade
pela enzima L. amazonensis (inferiores a —10 kcal/mol), foram identificadas
cinquenta e trés moléculas, dezesseis destas ja com atividade leishmanicida descrita
na literatura. Todas essas moléculas estéo identificadas na Tabela C (ANEXO C). As
moléculas sem identificacdo de configuracao foram testadas todas as possibilidades,
desta forma acrescido uma letra ao seu numero de identificagcdo. Os valores de
afinidade e constantes de inibicdo, calculados pelo proprio Autodock, tanto para L.
amazonensis quanto para arginase | e Il humanas estéo identificados na Tabela C.

Das cinquenta e oito moléculas do NuBBE identificadas no docking, cinquenta
e sete interagem com o0s ions manganés pela funcdo organica acido carboxilico,
somente uma interage pelo grupo nitro (molécula 1727). Sendo assim, o acido
carboxilico € uma caracteristica predominante para encontrar moléculas com alta

afinidade para a L. amazonensis. As classificacbes presentes nas moléculas que
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apresentam atividade leishmanicida descrita na literatura sédo seis derivados
aromaticos, seis fenilpropandides, um terpeno e trés policetideos.

As moléculas sem atividade leishmanicida na literatura apresentam as
seguintes classificagfes, quinze derivados aromaticos, sete fenilpropandides, nove
terpenos, um alcaloide, trés policetideos e dois sem classificacdo. Todos estes
compostos estdo destacados na Tabela 3 mostrando quais sdo as fontes de
obtencdo e suas respectivas espécies, informacdes tiradas da base de dados
NuBBE.



Tabela 3. Moléculas do NuBBE com afinidade a arginase L. amazonensis sem

atividade na literatura.

ID ESPECIE FONTE

2 Piperaceae Piper crassinervium Planta

5 Piperaceae Piper crassinervium Planta
144 Scrophulariaceae Stemodia foliosa Planta
148 Piperaceae Piper gaudichaudianum Planta
149 Piperaceae Piper aduncum Planta
185 Myristicaceae Iryanthera juruensis Planta
186 Myristicaceae Iryanthera juruensis Planta
277 Valsaceae Phomopsis cassiae Microorganismo
289 Piperaceae Piper crassinervium Planta
290 Piperaceae Piper crassinervium Planta
342 Piperaceae Piper crassinervium Planta
433 Rubiaceae Rudgea jasminoides Planta
457 Fabaceae Cassia leptophylla Planta
631 Euphorbiaceae Alchornea glandulosa Semi-sintese
642 Myristicaceae Iryanthera juruensis Planta
949 Meliaceae Trichilia claussenii Planta
950 Meliaceae Trichilia claussenii Planta
975 Swinglea glutinosa Planta
1016 Hortia brasiliana Planta
1017 Hortia brasiliana e Hortia oreadica Planta
1018 Hortia brasiliana Planta
1022 Hortia oreadica, qutia bras_iliana e Rutaceae Planta

Hortia oreadica
1024 Hortia oreadica Planta
1043 Schinus terebinthifolius Semi-sintese
1202 Verbenaceae Vitex polygama Planta
1257 Cabralea canjerana Planta
1266 Rutaceae Citrus sinensis Planta
1655 Lauraceae Nectandra puberula Planta
1727 Meliaceae Cabralea polytricha Planta
Tipuana tipu, Orbignya martiana, Caryocar

1906 P corigceum egE?/aeis guineensis / Planta
1952 Rutaceae Zanthoxylum acutifolium Planta
2142 Orbignya martiana Planta
2144 Elaeis guineensis e Orbignya martiana Planta
2211 Compositae Calea cuneifolia; Planta
2391 Hymenea coubaril Planta
2392 Hymenea coubaril Planta
2393 Hymenea coubaril Planta

Fonte: Adaptado de Valli et al., 2013 e Pilon et al., 2017.
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4.6 DESENHO DE INIBIDORES

A molécula de &cido cafeico (16.2 e ID NuBBE 134) teve destaque em seu
valor (-11,56 kcal/mol) de afinidade pelo alvo arginase (L. amazonesis) e, de forma
similar, a molécula do NuBBE 31 (4cido 3,4,5-trimetoxicinamico) apresentou as
mesmas interacdes (Figura 31) com os ions de manganés (cofatores da enzima) e
com o residuo de aminoacido Aspl4l, além dessas interecdes, este composto
interage por ligacéo de hidrogénio com o residuo de Ser150, interagdo que aparece
em 47,37% das moléculas de referéncia e o valor de afinidade obtido foi de -12,23
kcal/mol. O acido 3,4,5-trimetoxicinamico tem atividade conhecida contra o parasita
L. amazonensis e L. brasiliensis (NOBREGA et al., 2019; CURY et al.,, 2015;
RODRIGUES et al., 2019).

Figura 31. Interacdo da molécula 31 em L. amazonensis.
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Fonte: Autor, 2022.

Dessa forma, foram planejados seis possiveis inibidores derivados do &cido
cindmico para arginase (L. amazonesis), considerando a viabilidade sintética,
disponibilidade de reagente e inexisténcia de dados na literatura relativos ao

potencial anti-Leishmania (I-VI, Figura 32). Estes compostos foram desenhados
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mantendo caracteristicas estruturais ao acido cafeico (16.2) e ao analogo ao acido
ciamico (molécula 31 NuBBE), afim de compreender as interacées de amidas com

as enzimas arginase L. amazonensis, humana 1 e humana 2.

Figura 32. Analogos ao acido cafeico e acido cinamico.

Joanaolioanas

Fonte: Autor, 2022.

Os resultados de docking molecular estdo dispostos na Tabela 4, o melhor
valor de afinidade obtido contra L. amazonensis foi referente a molécula IV com
valor de afinidade igual a -5,57 kcal/mol. As interacBes obtidas para este analogo
foram ligacGes de hidrogénio com os residuos Asnl143, Serl50, Asnl52 e Alal92
representadas na Figura 33. Os valores positivos obtidos para os alvos humanos
indicam a repulsdo das moléculas no sitio ativo da enzima, podendo assim ndo ter

interacdo com o alvo humano, algo extremamente promissor.
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Tabela 4. Valores do score dos dockings dos analogos em kcal/mol.

Moléculas analogas Leishmania | Humana 1 | Humana 2
\Y, -5,57 1,14 1,19
Il -5,54 0,84 0,89
I -5,44 0,85 0,89
VI -5,32 1,14 0,89
1] -5,24 0,84 0,89
Vv -5,23 0,84 0,89

Fonte: Autor, 2022.

Figura 33. Intera¢gBes do anélogo IV com o alvo L. amazonensis (2D e 3D).

Fonte: Autor, 2022.

4.6.3 Simulagdo dindmica molecular

A dinamica molecular se refere a uma das técnicas utilizadas para o estudo
de macromoléculas biolégicas, principal caracteristica esta realacionada a sua
versatilidade, as simulacdes tém comtribuido em diversas etapas no planejamento
racional de farmacos a um determinado alvo terapéutico (alvo biolégico de
interesse). Esta técnica é baseada nos principios da Mecénica Classica fornecendo
informacdes sobre o comportamento dindmico a nivel molecular de determinados
sistemas ao longo do tempo através da integracdo de equacdes de movimento
(NAMBA; SILVA; SILVA, 2008).

O primeiro resultado a ser analisado € a flutuacdo atdbmica dos ligantes
(RMSF, Root Mean Square Fluctuation) composto IV e 31 do NuBBE obtendo o
quanto cada atomo de uma estrutura se desvia dele mesmo, como é mostrado no

gréafico abaixo (Figura 34). O composto 31 seréa tratado como molécula de referéncia
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de inibicdo contra o parasita Leishmania amazonensis apresentando valor de Clso

igual a 0,608 pmol/L.

Figura 34. Flutoagédo atomica (RMSF).
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Fonte: Autor, 2022.

Pelo que pode ser visto o ligante produto IV apresenta uma flutuacao atbmica
mais intensa que o ligante 31, o que pode ser resultado de uma menor interacédo
com os residuos do sitio de ligacdo, sugerindo que esse ligante deve ter uma
variagdo conformacional mais intensa e, possivelmente, um menor numero de
ligacbes de hidrogénio ao longo da simulacdo. Com relacdo a variacdo estrutural, o
RMSD (Root Mean Square deviation) € apresentado abaixo (Figura 35), sendo
interpretado o desvio da estrutra inicial (antes da dinamica) com relacéo a estrutura
final obtida ao longo da dinamica molecular. O resultado apresentado confirma o que
foi observado no caso do RMSF (Figura 34), pois, apesar de os dois ligantes
mostrarem um comportamento sem aumento ou diminuicdo do RMSD, a flutuacao
apresentada pelo produto IV (em preto) € mais intensa, sugerindo que sua estrutura
estava mais "livre" no sitio de ligacdo, como é reforcado pelo comportamento medio

do RMSD dos complexos, mostrado na Figura 36 abaixo.
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Figura 35. RMSD dos lingantes.
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Fonte: Autor, 2022.

Figura 36. RMSD.
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Finalmente, a interacdo dos ligantes com os residuos do sitio de ligacao foi

avaliada através da ocupéancia da ligacdo de hidrogénio, ou seja, a porcentagem de

interacdo (Tabela 5) esta relacionada a taxa de permanéncia das ligacbes de

hidrogénios com determinados residuos de aminoacidos. Os resultados mostrados

pela simulagdo confirmam o sugerido pelas andlises da flutuacdo e movimentagéo

estrutural, ou seja, que o ligante 31 € mais estavel no sitio de interacéo, realizando
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mais interacbes e por tempos mais longos. Muitas outras interacdes de menor
duracdo nao foram contabilizadas, mas estdo mostradas apenas aquelas que
permaneceram por mais de 1% do tempo da simulacdo. A Figura 37 abaixo mostram
0S principais residuos interagentes com o ligante 31 e com o produto 1V,
respectivamente.

Tabela 5. Ligacdes de hidrogénio dos ligantes.

Ligante 31 | Interacdo | % deinteracdo | LigantelV | Interacdo | % de interacéo

ASP141 10,57 THR257 5,41
ASN152 7,43 ALA192 2,36
ASN143 3,68 HI1S28 1,82
GLU288 3,14 HIS139 1,50
GLY155 2,52 GLY256 1,24
THR257 1,69

HIS154 1,11

Fonte: Autor, 2022.

Figura 37. Interacdo dos resisudos para o ligante 31 e para o produto IV

respectivamente.
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Fonte: Autor, 2022.

4.7 SINTESE DO ANALOGO IV

Para a obtencdo do produto IV foi realizada a reacdo entre a p-
anisidina e o acido trans cinamico. Como acidos carboxilicos ndo possuem bom
grupo abandonador, para que a reagdo seja viavel, foi utilizado o agente de
acomplamento 4-dimetilaminopiridina (DMAP). O DMAP atua como base capturando o

hidrogénio do acido carboxilico e, em seguida o oxigénio do carboxilato atua como
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nucleodfilo atacando o carbono da diimida (EDC). Posteriormente a amina realiza um
ataque nucleofilico no carbono carbonilico para, finalmente, liberar um subproduto

analogo da ureia e o produto IV (Figura 38).

Figura 38. Proposta de mecanismo para obtencéo de IV.

Fonte: Autor, 2022.

ApG6s a purificagdo do produto 1V, que foi obtido como um sélido amarelo claro
e temperatura de fusdo de 112,8 °C, o mesmo foi submetido a analise de
Espectroscopia no Infravermelho (Figura 39). A molécula apresenta banda
caracteristica relativa a ligacdo N-H em 3297 cm™* e em 1652 cm™ é possivel
observar uma banda caracteristica de carbonila de amida. Além disto, as bandas em
1251 cm e 1024 cm foram atribuidas a deformacéao axial assimétrica de C-O-C.
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Figura 39. Espectro na regido do infravermelho do composto IV.
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A andlise do espectro de RMN de 'H (Figuras 40 e 41) apresentou o sinal
caracteristico de metoxila em 3,78 ppm (3H), um dupleto em & 4,48 e 4,49 (2H)
referente ao metileno, dois dupletos em & 6,41 (1H, d, J = 15,6 Hz) e 7,75 (1H, d,
J = 15,6 Hz) caracteristicos de hidrogénios metinicos em trans e um simpleto largo
em 6,09 ppm referente ao hidrogénio ligado ao nitrogénio da amida. Além disto
foram observados quatro sinais caracteristicos de hidrogénios aromaticos em & 6,85
(2H,d,J=8,7 Hz),5 7,24 (2H, m), 6 7,33 (3H, m) e 6 7,47 (2H, m).
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Figura 40. Espectro de RMN de *H de IV (400 MHz, CDCl3).
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Figura 41. Ampliacédo do espectro de RMN de 'H de IV (3 5,9-7,9).
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No espectro de RMN de 3C (Figura 42) foram observados dezessete sinais,
sendo um deles caracteristico da metoxila em & 55,3, um sinal em 43,3 ppm
referente ao carbono metilénico e em 0 165,7 o sinal caracteristico de carbonila de

amida.
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Figura 42. Espectro de RMN de *3C de IV (100 MHz, CDClz).
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As atribuicbes de hidrogénio e carbono estdo descritas na Tabela 6 e foram
baseadas nos mapas de contorno HSQC (Figuras 43, 44 e 45) e HMBC (Figuras 46,
47 e 48). A correlacdo observada entre o hidrogénio metilénico (6 4,48) e o carbono
da carbonila (& 165,7) (Figura 49) comprova o acoplamento realizado entre a amina

e o derivado de acido cinamico.
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Tabela 6. Dados de RMN de IV (CDClzs).

p 4\1’{;'3"5.
H

N N e
Posicdao = On2 (mb, J°) O0c? Posicdo  On2 (mP, J°) Oc?
1 - 165,7 1 6,09 (s) -
2 6,41 (d, 120,6 2’ 4,48 (d) 43,3
15,6)
3 7,65 (d, 141,3 3 - 130,3
15,6)
4 = 134,8 4 7,24 (m) 1288
5 7,47 (m) | 127,8 5’ 6,85 (d, 8,7) 114,2
6 7,33(m) 1293 6’ - 159,1
7 7,33(m) | 129,6 7 6,85 (d, 8,7) 114,2
8 7,33(m) 1293 8’ 7,24 (m) 1288
9 7,47 (m) | 127,8 9’ 3,78 (s) 55,3

a deslocamento quimico em ppm, em relacdo ao TMS como padrao interno
b multiplicidade
¢ constante de acoplamento em Hz



Figura 43. Mapa de contorno HSQC de IV.
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Figura 44. Ampliacdo do mapa de contorno HSQC de IV (5 1,2-4,7).
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Figura 45. Ampliacdo do mapa de contorno HSQC de IV (6 6,0-8,3).
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Figura 46. Mapa de contorno HMBC de IV.
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Figura 47. Ampliacdo do mapa de contorno HMBC de IV (& 3,6-8,0).
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Figura 48. Ampliagédo do mapa de contorno HMBC de IV (0 4,32-4,64).
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Figura 49. Principais correlagcdes H-C observadas no mapa de contorno HMBC de
V.
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4.8 ENSAIOS BIOLOGICOS PARA O COMPOSTO IV

Na Figura 50 é mostrado os resultados obtidos dos ensaios biologicos tanto
referente aos parasitas (L. amazonensis e L. infantum) como também para os
ensaios com células humana. Os resultados de Clso e de CCso foram obtidos por
meio de regressédo dos dados (Viabilidade versus Concentragcéo) para a obtencéo da

concentragdo de IV teste afetando 50% da viabilidade dos parasitas/células.
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Figura 50. Graficos de regressao dos resultados in vitro.
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Fonte: Autor, 2022.

A Tabela 7 mostra que IV apresentou efeito contra as duas espécies de

Leishmania que foram testadas e apresentou uma baixa citotoxicidade em células

HepG2 com valor de CCsp igual 2,00 umol/L. A anfotericina b foi utilizada como

controle positivo do experimento.

Tabela 7. Valores de CCso determinados para células HepG2, valores de Clso

determinados para formas promastigotas de L. infantum e L. amazonensis e indice

terapéutico (IT).

CCso Clso
(umol/L) (umol/L)
HepG2 L. amazonensis L. infantum
Produto IV 2,00 0,25 0,35
Anfotericina b 0,037 6,38 x 10 2,24 x 10*

Fonte: Autor, 2022.

IT
(CCs0o/Clsg)
L. amazonensis L. infantum
8,00 5,71
579,94 165,18
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Os resultados obtidos mostram que o composto IV ndo apresenta Clso
comparavel ao controle positivo (anfotericina b), porém o valor de citotoxidade do
produto IV (1999,31 umol/L) supera consideravelmente o valor da anfotericina b
(36,99 umol/L), que € bastante toxica. Desta forma, a janela terapéutica de IV é
maior, possibilitando a utilizacdo de doses maiores.

Cabe destacar que valores de Clso semelhantes aos obtidos neste trabalho
sdo considerados promissores como novas alternativas para o tratamento da
Leishmaniose. Flores e colaboradores (2009) realizaram ensaios antiparasitarios
contra arginase L. amazonensis na forma promastigota de derivados de acido
benzdico, alguns destes derivados estdo representados na Figura 51 (A, B e C).
Estes derivados apresentaram os seguintes valores de Clso: 0,13; 0,13 e 0,17

umol/L, respectivamente, valores proximos aos obtidos para IV.



Figura 51. Moléculas com Clso préximos ao produto V.
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Fonte: Autor, 2022.
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5 CONCLUSAO

A revisado bibliografica de compostos com atividade enzimética para os alvos
topoisomerase e arginase permitiu verificar quais caracteristicas que auxiliam nas
interacbes com esses receptores. No alvo topoisomerase, a aromaticidade esta
atrelada a uma maior afinidade mais especificamente aumentando possibilidades de
compostos atuarem por intercalacdo na quebra da fita de DNA, pois os venenos de
topoisomerase intercalantes sdao mais ativos clinicamente. No alvo arginase, o
modelo gerado na modelagem por homologia (L. amazonensis) é de confianca de
acordo com os parametros utilizados na plataforma SIWSS-MODEL, logo esta
enzima € apta para a utilizagdo no docking molecular. De acordo com a andlise das
interagbes das moléculas com mais afinidade com a L. amazonensis (maior
seletividade), os ions de manganés com 68,42%, Serl50 com 42,11% e Aspl4l
com 42,11% que aparecem nhas interacdes das moléculas seletivas ao alvo
Leishmania. Logo h4 uma predominancia de interacBes principalmente com os
cofatores e que sdo essenciais para a atividade das arginases, desta forma é
justificado a inibicéo realizada por essas moléculas. Esta caracteristica de interacao
com os cofatores aparece novamente na triagem da base de dados do NuBBE, pois
as moléculas com melhores afinidades com a arginase interagem com os cofatores,
e a funcao acido carboxilico é a predominante nessa interacao.

Com base nos resultados obtidos in silico, foi observado que a molécula de
acido cafeico (16.2 e ID NuBBE 134) teve destague em seu valor (-11,56 kcal/mol)
de afinidade pelo alvo arginase (L. amazonesis) e, de forma similar, também a
molécula do NuBBE 31 (acido 3,4,5-trimetoxicinamico), que tem atividade conhecida
contra o parasita L. amazonensis e L. brasiliensis (NOBREGA et al., 2019; CURY et
al., 2015; RODRIGUES et al., 2019). Desta forma, foram planejados seis derivados
do &cido cafeico/acido cinamico, sendo que o composto IV apresentou melhor
afinidade pela arginase do parasita e foi sintetizado em 35% de rendimento.

De acordo com os resultados obtidos na dinamica molecular o ligante 31 é
mais estavel no sitio de interacdo, realizando mais interacdes e por tempos mais
longos, esse resultado também apresenta mesmo comportamento nos valores de
docking molecular contra L. amazonensis obtidos, -12,23 kcal/mol e -5,57 kcal/mol
para o ligante 31 e produto IV, respectivamente.
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Os ensaios realizados contra L. amazonenses e L. infantum, mostraram
valores de Clso para IV de 0,25 e 0,35 pumol/L, respectivamente. Estes valores sédo
promissores, ja que 0 ensaio de citotoxicidade realizado em células HepG2
apresentou CCso de 2,00 pumol/L. Desta forma, o presente trabalho contribui
significativamente com o desenvolvimento de novas alternativas para o tratamento

da Leishmaniose.
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Tabela A. Docking de inibidores topoisomerase 1B L. infantum e L. donovani.

Estrutura:

Identificacédo
Nome
Obtencao
Clso
Contra

Fonte

Clso
Contra

Fonte

HN e
\ l”/lln,
N
/
Molécula 1.1

(6S,6aR,11bR)-6-fenil-6,6a,7,11b-tetrahidro-5H-indeno[2,1-c][1,5]naftiridina
Sintética
45,21 pmol/L
L. infantum topoisomerase 1B

TEJERA et al., 2016

46,55 pmol/L
Humana topoisomerase 1B

TEJERA et al., 2016



F
Estrutura: H
HN \\\\\\\u
\ /lIII,,“
N
Identificacéo Molécula 2.1
Nome (6S,6aR,11bR)-6-(4-fluorofenill)-6,6a,7,11b-tetrahidro-5H-indeno[2,1-c][1,5]naftiridina
Obtencéo Sintética
Clso 48,96 pmol/L
Contra L. infantum topoisomerase 1B
Fonte TEJERA et al., 2016
Clso Nenhuma inibicéo
Contra Humana topoisomerase 1B
Fonte TEJERA et al., 2016
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Estrutura:

Identificacédo

Nome

Obtencao

Clso

Contra

Fonte

Clso

Contra

Fonte

CF3

HN e

\ I”'llln
N
P
Molécula 3.1
(6S,6aR,11bR)-6-(4-(trifluorometil)fenil)-6,6a,7,11b-tetrahidro-5H-indeno[2,1-c][1,5]naftiridina
Sintética
60,59 umol/L

L. infantum topoisomerase 1B

TEJERA et al., 2016

22,35 umol/L
Humana topoisomerase 1B

TEJERA et al., 2016
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Y F
Estrutura: H
HN e
\ ”I”'ln
N
/
Identificacéo Molécula 4.1
Nome (6S,6aR,11bR)-6-(2,4-difluorofenil)-6,6a,7,11b-tetrahidro-5H-indeno[2,1-c][1,5]naftiridina
Obtencao Sintética
Clso 41,75 pmol/L
Contra L. infantum topoisomerase 1B
Fonte TEJERA et al., 2016
Clso Nenhuma inibigdo
Contra Humana topoisomerase 1B
Fonte

TEJERA et al., 2016
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Estrutura:

Identificacdo
Nome
Obtencéo
Clso
Contra

Fonte

Clso
Contra

Fonte

84

\CH3
HN e
\ Il”/lll,
/ N
Molécula 5.1

(6S,6aR,11bR)-6-(3-metoxifenil)-6,6a,7,11b-tetrahidro-5H-indeno[2,1-c][1,5]naftiridina
Sintética
21,77 pmol/L
L. infantum topoisomerase 1B

TEJERA et al., 2016

Nenhuma inibicao
Humana topoisomerase 1B

TEJERA et al., 2016



NO,
Estrutura: é
HN e
\ /I”’Iu,
N
/
Identificacdo Molécula 6.1
Nome (6S,6aR,11bR)-6-(4-nitrofenil)-6,6a,7,11b-tetrahidro-5H-indeno[2,1-c][1,5]naftiridina
Obtencgéo Sintética
Clso 100,01 pmol/L
Contra L. infantum topoisomerase 1B
Fonte TEJERA et al., 2016
Clso 10,72 pmol/L
Contra Humana topoisomerase 1B
Fonte

TEJERA et al., 2016
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F
Estrutura:
N zZ |
| N
/
Identificacdo Molécula 7.1
Nome 6-(4-fluorofenil)-7H-indeno[2,1-c][1,5]naftiridina
Obtencao Sintética
Clso 14,66 pmol/L
Contra L. infantum topoisomerase 1B
Fonte TEJERA et al., 2016
Clso 87,69 pumol/L
Contra Humana topoisomerase 1B
Fonte

TEJERA et al., 2016
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CF;
Estrutura:
N = |
| N
/
Identificacéo Molécula 8.1
Nome 6-(4-(trifluorometil)phenyl)-7H-indeno[2,1-c][1,5]naftiridina
Obtencéo Sintética
Clso 23,62 pmol/L
Contra L. infantum topoisomerase 1B
Fonte TEJERA et al., 2016
Clso 27,46 pmol/L
Contra Humana topoisomerase 1B
Fonte

TEJERA et al., 2016
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Estrutura:

Identificacdo
Nome
Obtencéo
Clso
Contra

Fonte

Clso
Contra

Fonte

88

Molécula 9.1

6-(3-metoxifenil)-7H-indeno[2,1-c][1,5]naftiridina
Sintética
29,50 pmol/L
L. infantum topoisomerase 1B

TEJERA et al., 2016

Nenhuma inibicao
Humana topoisomerase 1B

TEJERA et al., 2016



CHs,
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Estrutura:
N zZ |
| N
/
Identificacéo Molécula 10.1
Nome 6-(4-metoxifenil)-7H-indeno[2,1-c][1,5]naftiridina
Obtencéo Sintética
Clso 14,12 pmol/L
Contra L. infantum topoisomerase 1B
Fonte TEJERA et al., 2016
Clso Nenhuma inibicéo
Contra Humana topoisomerase 1B
Fonte

TEJERA et al., 2016
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NO,
Estrutura:
N Z |
| N
/
Identificacdo Molécula 11.1
Nome 6-(4-nitrofenil)-7H-indeno[2,1-c][1,5]naftiridina
Obtencgéo Sintética
Clso 42,32 pmol/L
Contra L. infantum topoisomerase 1B
Fonte TEJERA et al., 2016
Clso 31,56 pmol/L
Contra Humana topoisomerase 1B
Fonte

TEJERA et al., 2016
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Estrutura:

Identificacédo
Nome
Obtencéo
Clso
Contra

Fonte

Clso
Contra

Fonte
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F
N ’Q
| P

6-(naftaleno-2-il)-7H-indeno[2,1-c][1,5]naftiridina
Sintética
28,14 pmol/L
L. infantum topoisomerase 1B

TEJERA et al., 2016

83,39 pmol/L
Humana topoisomerase 1B

TEJERA et al., 2016



Estrutura:

Identificacéo
Nome
Obtencao
Clso
Contra

Fonte

(0] 0]
OHHO
(0] (0]
Molécula 13.1

3,3'-(phenilmetileno)bis(2-hidroxinaftaleno-1,4-diona)

Sintética

51,01 umol/L

L. donovani topoisomerase 1B

SHARMA et al., 2013
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Estrutura:

Identificacédo

Nome

Obtencao

Clso

Contra

Fonte

93

OHHO
(0] o}

Molécula 14.1
3,3'-((4-(dimetilamina)fenil)metileno)bis(2-hidroxinaftaleno-1,4-diona)
Sintética
37,50 umol/L
L. donovani topoisomerase 1B

SHARMA et al., 2013



Estrutura:

Identificacédo

Nome

Obtencao

Clso

Contra

Fonte

Estrutura:

Identificacéo

Nome

Obtencao

Clso

Contra

Fonte
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Molécula 15.1

3,3'-((4-hidroxi-3-metoxifenil)metileno)bis(2-hidroxinaftaleno-1,4-diona)
Sintética
74,00 umol/L
L. donovani topoisomerase 1B

SHARMA et al., 2013

OH

OHHO
O ¢}

Molécula 16.1
3,3'-((4-hidroxifenil)metileno)bis(2-hidroxinaftaleno-1,4-diona)
Sintética
70,00 pmol/L
L. donovani topoisomerase 1B

SHARMA et al., 2013



Estrutura:

Identificacéo
Nome
Obtencéo
Clso
Contra

Fonte

Molécula 17.1

Camptotecina

Sintética

4,19 pmol/L

L. donovani topoisomerase 1B

SHARMA et al., 2013

Fonte: Autor, 2021.
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ANEXO B

Estrutura:

Identificacédo
Nome
Obtencéo
Clso

Fonte

Estrutura:

Identificacédo

Nome

Obtencao

Clso

Fonte

96

Tabela B. Docking de inibidores arginase L. amazonensis.

F. F
N

\N
H

(0]

NH
H5;C O
Molécula 1.2

N-(2-(1,1-difluoro-2-oxo-2-(2-fenilhidrazinil)etil)fenil)acetamida

Sintética

11,99 pmol/L

LIMA et al., 2019

Molécula 2.2

N-(2-(1,1-difluoro-2-oxo0-2-(2-fenilhidrazinil)etil)-4-metilfenil)acetamida

Sintética

12,00 pmol/L

LIMA et al., 2019



Estrutura:

Identificacéo

Nome

Obtencéo

Clso

Fonte

Estrutura:

Identificacéo

Nome

Obtencao

Clso

Fonte

F. F
N
AN
\N N
H
0]
NH
H3C 0]
Molécula 3.2

N-(2-(1,1-difluoro-2-oxo-2-(2-(piridina-2-il)hidrazinil)etil)fenil)acetamida

Sintética

100,00 pmol/L

LIMA et al., 2019

F. F
HaC N
3 \
\N N
H
(0]
NH
H3C/KO
Mol2écula 4.2

N-(2-(1,1-difluoro-2-oxo-2-(2-(piridina-2-il)hidrazinil)etil)-4-metilfenil)acetamida

Sintética

99,99 pmol/L

LIMA et al., 2019
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Estrutura:

Identificacéo
Nome
Obtencao
Clso

Fonte

Estrutura:

Identificacéo

Nome

Obtencéo

Clso

Fonte

98

CF3
F. F
N

\N
H

(0]

NH
H,C 0
Molécula 5.2

N-(2-(1,1-difluoro-2-oxo-2-(2-(4-(trifluorometil)fenil)hidrazinil)etil)fenil)acetamida

Sintética

31,99 umol/L

LIMA et al., 2019

F. F
H
N
(0]
NH
H,C o)
Molécula 6.2

2-(2-acetamidafenil)-N-benzil-2,2-difluoroacetamida

Sintética

37,01 umol/L

LIMA et al., 2019



Estrutura:

Identificacédo

Nome

Obtencéo

Clso

Fonte

Clso

Fonte

HO

OH

/ OH

OH

OH
Molécula 7.2
Acido clorogénico
Natural
67,00 pmol/L

CRUZ et al., 2013.

8,30 pmol/L

DA SILVA et al., 2018
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OH

- OH

Estrutura:
OH
HO (0]
OH
Identificacéo Molécula 8.2
Nome (+) — catequina
Obtencéo Natural
Clso 66,01 pmol/L
Fonte CRUZ et al., 2013
Clso 1,69 pmol/L
Fonte DE SOUSA et al., 2014
Clso 0,76 umol/L

Fonte

DOS REIS et al., 2013
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OH
OH
Estrutura:
HO (6]
OH
OH
Identificacéo Molécula 9.2
Nome (-) — epicatequina
Obtencao Natural
Clso 62,01 pmol/L
Fonte CRUZ et al., 2013
Clso 1,58 umol/L
Fonte DE SOUSA et al., 2014
Clso 1,79 umol/L

Fonte

DOS REIS et al., 2013
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OH OH
”, OH
K W
(@)
OH 0] e OH
o}
Estrutura:
HO
OH
OH
Identificacéo Molécula 10.2
Nome Isoquercitrina
Obtencéo Natural
Clso 53,77 pmol/L
Fonte CRUZ et al., 2013
Clso 3,79 pmol/L
Fonte DA SILVA et al., 2012
Clso 2,00 umol/L

Fonte

DE SOUSA et al., 2014
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Estrutura:

Identificacdo

Nome

Obtencéo

Clso

Fonte

Estrutura:

Identificacédo

Nome

Obtencao

Clso

Fonte

Clso

Fonte

HO

OH

Molécula 11.2

Isovitexina

Natural

13,99 pmol/L

CRUZ et al., 2013.

Molécula 12.2

Quercetina

Natural

4,30 pmol/L

4,00 pmol/L

OH

DA SILVA et al., 2012

DE SOUSA et al., 2014

OH

OH
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[ e)
T

OH ) OH

Qwmnnil

Estrutura:
HO
OH
OH
Identificacdo Molécula 13.2
Nome Quercitrina
Obtencao Natural
Clso 9,99 umol/L
Fonte DA SILVA et al., 2012
Clso 9,99 umol/L
Fonte DA SILVA et al., 2019
Clso 12,20 pmol/L

Fonte

DE SOUSA et al., 2014
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Estrutura:

Identificacédo

Nome

Obtencao

Clso

Fonte

Clso

Fonte

Estrutura:

Identificacéo

Nome

Obtencao

Clso

Fonte

105

Molécula 14.2

Orientina

Natural

15,99 pmol/L

DA SILVA et al., 2015

15,99 umol/L

MANJOLIN et al., 2013

H NH
2
HN/ \’(
S
/N\N \
F3C—<
N/ /
N CH,

Molécula 15.2

2-(5-metil-2-(trifluorometil)-[1,2,4]triazol[1,5-a]pirimidina-7-il)hidrazinacarbotioamida

Sintética

16,51 pmol/L

DA SILVA et al., 2015



Estrutura:

Identificacéo
Nome
Obtencao
Clso

Fonte

Estrutura:

Identificacéo

Nome

Obtencéo

Clso

Fonte

106

HO

OH

Molécula 16.2

Acido cafeico

Natural

1,50 umol/L

DA SILVA et al., 2018

HO

HO OH

OH

Molécula 17.2

Acido rosmarinico

Natural

2,11 pymol/L

DA SILVA et al., 2018



Estrutura:

Identificacéo
Nome
Obtencéo
Clso

Fonte

Estrutura:

Identificacédo
Nome
Obtencao
Clso

Fonte

OH

OH 0
OH W OH

0]

Molécula 18.2
Acido cripto-clorogénico
Natural

11,01 pmol/L

DA SILVA et al., 2018

(0]
LOH
0 W
HO HO
(0]
/ W O H
HO 0 N
O H \\\\ ////’Iu

OH

OH

Qi

\\‘\
s OH

OH
Molécula 19.2
Acido Isoverbascosido
Natural
2,31 pmol/L

DA SILVA et al., 2018
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Estrutura:

Identificacéo
Nome
Obtencéo
Clso

Fonte

Estrutura:

Identificacéo
Nome
Obtencao

Clso

Fonte

108

OH O

OH

H,CO 0

OH

OH
Molécula 20.2
Ramnetina
Natural
5,50 pmol/L

DA SILVA et al., 2019

MMXe)
I
%

HO

\\\\\\\\

HO

Qumill
T

Molécula 21.2

Rutina

Natural

10,40 pmol/L

DA SILVA et al., 2019



Estrutura:

Identificacdo

Nome

Obtencéo

Clso

Fonte

Molécula 22.2

Avicularia

Natural

5,59 pmol/L

DA SILVA et al., 2019
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Estrutura:

Identificacdo
Nome
Obtencéo
Clso

Fonte

HO

HO

HO

\
\\\\\
HO"

MMe)

QO
T

Molécula 23.2

Guajaverina

Natural

6,91 pmol/L

DA SILVA et al., 2019

OH
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Estrutura:

Identificacdo

Nome

Obtencéo

Clso

Fonte

@)
T
Me)
I

OH O OH

Qi

OH
HO
OH
Molécula 24.2
Hiperosideo
Natural
5,10 pmol/L

DA SILVA et al., 2019
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HO

HO

Estrutura: (é)
HO = (0] OH
(0]
HO“\\\\\\ ////,I"/ °
OH OH
Identificacédo Molécula 25.2
Nome Quercetina—3—-0O—glicuronideo
Obtencao Natural
Clso 8,19 umol/L
Fonte DA SILVA et al., 2019
OH
HO 0
Estrutura: W OH
OH
OH (0]
Identificacédo Molécula 26.2
Nome Taxifolina
Obtencao Natural
Clso 1,61 umol/L

Fonte DA SILVA et al., 2019
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Estrutura:

Identificacédo

Nome

Obtencéo

Clso

Fonte

OH
OCH,
0]
O
O +OH
o) W
\‘\\\\\ /,/”h
HsC"* "OH
OH
Molécula 27.2

Mearnsetina

Natural

88,10 pmol/L

DE SOUSA et al., 2014
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OH
OH
HO O
OH
Estrutura:
(0]
OH O \\,OH
o W
\\\‘\\\\ //,I"n
H,;C OH
OH
Identificacédo Molécula 28.2
Nome Miricetina—3—O—a-rhamnosideo
Obtencao Natural
Clso 2,39 umol/L
Fonte DE SOUSA et al., 2014
OH
OH
Estrutura: HO o
strutura: OH
OH
OH 0]
Identificacéo Molécula 29.2
Nome Miricetina
Obtencao Natural
Clso 0,67 umol/L

Fonte DE SOUSA et al., 2014
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Estrutura:

Identificacédo

Nome

Obtencéo

Clso

Fonte

Estrutura:

Identificacéo

Nome

Obtencéo

Clso

Fonte

115

OH

HO O

OH

OH O

Molécula 30.2

Caempferol

Natural

54,99 pmol/L

MANJOLIN et al., 2013.

OAc

OAc

AcO 0}

OAc

OAc (0]

Molécula 31.2

Quercetina pentacetato

Natural

120,21 pmol/L

DE SOUSA et al., 2014



Estrutura:

Identificacéo

Nome

Obtencéo

Clso

Fonte

Estrutura:

Identificacéo
Nome
Obtencao
Clso

Fonte

OCHj
OCH;4
H5CO (0]
OCHj4
H3CO OCHg
OCHjy 0]
Molécula 32.2
3,4,6,7,3",4',5-heptametoxiflavona
Natural
127,91 pmol/L
DE SOUSA et al., 2014
OH

HO O

/,/,lll

OH +OH

0 W
\\‘\\\\\ /,/’"l,
Hs OH
OH

Molécula 33.2

Catequina—3—O—a-rhamnopiranosideo

Natural

35,08 pmol/L

DE SOUSA et al., 2014
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OH
OH
HO 0]
Estrutura:
//’/’h
‘OAc
OH
Identificacéo Molécula 34.2
Nome 3-acetilcatequina
Obtencao Natural
Clso 3,70 umol/L
Fonte DE SOUSA et al., 2014
OH
OH
AcO o
Estrutura:
///”I:
‘OAc
OAc
Identificacéo Molécula 35.2
Nome 3,5,7-Triacetilcatequina
Obtencao Natural
Clso 0,89 umol/L

Fonte DE SOUSA et al., 2014
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Estrutura:

Identificacéo
Nome
Obtencao
Clso

Fonte

Estrutura:

Identificacéo

Nome

Obtencao

Clso

Fonte

OAc

OAc

AcO (0]

W, ",
.

OAc
OAc
Molécula 36.2
Pentacetilcatequina
Natural
4,80 umol/L

DE SOUSA et al., 2014

OH

OH

OH OH

OH
HO O

OH

OH
Molécula 37.2
(—)—Epigalocatequina—3—galato
Natural
3,80 umol/L

DOS REIS et al., 2013
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(0]
HO
OH
Estrutura:
HO
OH
Identificacéo Molécula 38.2
Nome Acido gélico
Obtencao Natural
Clso 2,17 umol/L
Fonte DOS REIS et al., 2013
H NH
2
HN P \”/
S
2n N
O
Estrutura:
\N =
N
Identificacéo Molécula 39.2
Nome 2-(1-fenil-1H-pirazol[3,4-d]pirimidina-4-il)hidrazinacarbotioamida
Obtencao Sintética
Clso 11,99 pmol/L

Fonte

FEITOSA et al., 2019
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Estrutura:

Identificacédo

Nome

Obtencao

Clso

Fonte

Estrutura:

Identificacéo

Nome

Obtencao

Clso

Fonte

120

H NH
2
HN/ \”/
S
/Y N
N |
/
N N
F
Molécula 40.2

2-(1-(4-fluorofenil)-1H-pirazol[3,4-d]pirimidina-4-il)hidrazinacarbotioamida

Sintética

99,99 umol/L

FEITOSA et al., 2019

Cl

Molécula 41.2

2-(1-(4-chlorofenil)-1H-pirazol[3,4-d]pirimidina-4-il)hidrazinacarbotioamida

Sintético

100,01 pmol/L

FEITOSA et al., 2019



Estrutura:

Identificacédo

Nome

Obtencao

Clso

Fonte

121

Molécula 42.2

2-(1-(p-tolil)-1H-pirazol[3,4-d]pirimidina-4-yl)hidrazinacarbotioamida

Sintético

100,02 pmol/L

FEITOSA et al., 2019



Estrutura:

Identificacédo

Nome

Obtencéo

Clso

Fonte

Estrutura:

Identificacéo

Nome

Obtencao

Clso

Fonte

122

H NH
2
HN/ \”/
S
/N
N |
/
N N
NC
Molécula 43.2

2-(1-(4-cianofenil)-1H-pirazol[3,4-d]pirimidina-4-yl)hidrazinacarbotioamida
Sintética
99,99 pmol/L

FEITOSA et al., 2019

FsC

Molécula 44.2

2-(1-(4-(trifluorometil)fenil)-1H-pirazol[3,4-d]pirimidina-4-il)hidrazinacarbotioamida

Sintético

47,01 umol/L

FEITOSA et al., 2019



Estrutura:

Identificacéo

Nome

Obtencao

Clso

Fonte

Estrutura:

Identificacéo

Nome

Obtencao

Clso

Fonte

123

H NH
HN" \ﬂ/
S
N )\
J ~NT XN
Fs;C
— P
N N
Molécula 45.2
2-(2-(trifluorometil)-[1,2,4]triazol[1,5-a][1,3,5]triazina-7-il)hidrazinacarbotioamida
Sintética
16,50 pmol/L

FEITOSA et al., 2019

OH

HO O

O

Molécula 46.2
7,8-Dihidroxiflavona
Natural
12,00 pmol/L

MANJOLIN et al., 2013



Estrutura:

Identificacédo
Nome
Obtencao
Clso

Fonte

Estrutura:

Identificacéo

Nome

Obtencao

Clso

Fonte

Molécula 47.2

Isoorientina

Natural

9,01 umol/L

MANJOLIN et al., 2013

OH

OH

HO O

OH

O

Molécula 48.2

Fisetina

Natural

1,40 umol/L

MANJOLIN et al., 2013
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125

OH
OH
Estrutura: HO o
OH (0]
Identificacédo Molécula 49.2
Nome Luteolina
Obtencéo Natural
Clso 8,49 pmol/L
Fonte MANJOLIN et al., 2013
o]
. x N
Estrutura: H
HO
OH
Identificacé@o Molécula 50.2
Nome (E)-3-(3,4-dihidroxifenl)-N-fenetilacrilamida
Obtencao Sintético
Clso 6,88 umol/L

Fonte COME, 2019



Estrutura:

Identificacédo

Nome

Obtencéo

Clso

Fonte

Estrutura:

Identificacédo

Nome

Obtencéo

Clso

Fonte

126

OH
O /\/O/
\ "
H
HO
OH

Molécula 51.2
(E)-3-(3,4-dihidroxifenil)-N-(4-hidroxifenetil)acrilamida
Sintético
5,61 pmol/L

COME, 2019

OH
O /\/O:
\ N OH
H
HO/E;/\*
OH

Molécula 52.2
(E)-N-(3,4-dihidroxifenetil)-3-(3,4-dihidroxifenil)acrilamida
Sintético
1,81 umol/L

COME, 2019



Estrutura:

Identificacédo

Nome

Obtencéo

Clso

Fonte

Estrutura:

Identificacéo

Nome

Obtencao

Clso

Fonte

OH

O /\/@

~ N OH
H
HO/Q/\)‘\

OCH,

(E)-N-(3,4-dihidroxifenetil)-3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)acrilamida

OH
O /\ﬁ
WN OH
H
HO

(E)-N-(3,4-dihidroxifenetil)-3-(4-hidroxifenil)acrilamida

Molécula 53.2

Sintético

6,56 pmol/L

COME, 2019

Molécula 54.2

Sintética

2,51 pmol/L

COME, 2019
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128

OH
O /\/@[
H3;CO \
Estrutura: ” OH
H;CO

OCH;
Identificacéo Molécula 55.2
Nome (E)-N-(3,4-dihidroxifenetil)-3-(3,4,5-trimetoxifenil)acrilamida
Obtencéo Sintético
Clso 2,41 pmol/L
Fonte COME, 2019
OH
O /\/ij[
Estrutura; O/\)‘\H OH
Identificacé@o Molécula 56.2
Nome N-(3,4-dihidroxifenetil)cinamamida
Obtencao Sintética
Clso 1,31 pmol/L

Fonte COME, 2019



Estrutura:

Identificacéo
Nome
Obtencéo
Clso

Fonte

Estrutura:

Identificacéo

Nome

Obtencéo

Clso

Fonte

129

OH

Iz

HO

OH

Molécula 57.2

3,4-dihidroxi-N-(4-hidroxifenetil)benzamida

Sintética

17,78 pmol/L

COME, 2019

o—0

OH

Iz

HO

OH

Molécula 58.2

(E)-metil 3-(3,4-dihidroxifenil)-2-(3-(3,4-dihidroxifenil)acrilamida)propanoato

Sintético

4,21 pmol/L

COME, 2019



130

CH,
b o
O
Estrutura: \ N SH
H
HO
OH
Identificacéo Molécula 59.2
Nome (E)-metil 2-(3-(3,4-dihidroxifenil)acrilamida)-3-mercaptopropanoato
Obtencao Sintética
Clso 9,32 umol/L
Fonte COME, 2019

Fonte: Autor, 2021.

ANEXO C
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Tabela C. Moléculas promissores do banco NuBBE.

Estrutura:
Nome: Acido (13a,14p,170,20S,24Z2)-3-(hidroxiimino)-lanosta-7,24-dien-26-6ico
ID NuBBE: 1043
Ativ. leish.: n&o ha na literatura
Alvo: -
Fonte: -
Afin. Leish.: —14,62 kcal/mol
Ki leish.: 19,15 pM
Afin. Human.: Arg 1: —=12,37 kcal/mol; Arg 2: —13,30 kcal/mol

Ki hum.: Arg 1: 857,65 pM; Arg 2: 179,57 pM



Estrutura:

Nome:

ID NuBBE:

Ativ. leish.:

Alvo:

Fonte:

Afin. Leish.:

Ki leish.:

Afin. Human.:

Ki hum.:

CHj
CHj

Z cH,

HO @)
Acido eperua-7,13-dien-15-6ico
2391b

néo ha na literatura

—13,98 kcal/mol

56,82 pM

Arg 1: —11,89 kcal/mol; Arg 2: —12,17 kcal/mol

Arg 1: 1,92 nM; Arg 2: 1,20 nM
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Estrutura:

Nome:

ID NuBBE:

Ativ. leish.:

Alvo:

Fonte:

Afin. Leish.:

Ki leish.:

Afin. Human.:

Ki hum.:

H,C OH

Hs N CH,

CH,
Acido 5,6-dimetoxi-2,2-dimetil-2H-1-benzopiran-8-propandico
1017

néo ha na literatura

—13,92 kcal/mol
172,54 pM
Arg 1: —11,39 kcal/mol; Arg 2: —12,54 kcal/mol

Arg 1: 4,44 nM; Arg 2: 642,56 pM
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Estrutura:
Nome: Acido 5,8-dimetoxi-2,2-dimetil-2H-1-benzopiran-6-propanoico
ID NuBBE: 1022
Ativ. leish.: ndo héa na literatura
Alvo: -
Fonte: -
Afin. Leish.: —13,30 kcal/mol
Ki leish.: 177,67 pM
Afin. Human.: Arg 1: —11,49 kcal/mol; Arg 2: —11,61 kcal/mol

Ki hum.: Arg 1: 3,78 nM; Arg 2: 3,11 nM



Estrutura:

Nome:

ID NuBBE:

Ativ. leish.:

Alvo:

Fonte:

Afin. Leish.:

Ki leish.:

Afin. Human.:

Ki hum.:

CHj
CH,

F

10 CHj
Acido eperua-7,13-dien-15-6ico
2391a

nao ha na literatura

—13,30 kcal/mol

179,21 pM

Arg 1: —11,43 kcal/mol; Arg 2: —11,95 kcal/mol

Arg 1: 4,18 nM; Arg 2: 1,73 nM
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Estrutura:

Nome:

ID NuBBE:

Ativ. leish.:

Alvo:

Fonte:

Afin. Leish.:

Ki leish.:

Afin. Human.:

Ki hum.:

136

HO @]
Acido agético
2388
Atividade conhecida
Leishmania major Dihydrooratate Dehydrogenase
CHIBLI et al., 2018
—13,27 kcal/mol
-187,97 pM
Arg 1: —10,61 kcal/mol; Arg 2: —10,65 kcal/mol

Arg 1: 467,99 nM; Arg 2: 15,54 nM
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Estrutura:
Nome: Acido labdan-8B-ol-15-6ico
ID NuBBE: 2393
Ativ. leish.: n&o ha na literatura
Alvo: -
Fonte: -
Afin. Leish.: -13,27 kcal/mol
Ki leish.: -187,97 pM
Afin. Human.: Arg 1: -11,83 kcal/mol; Arg 2: —12,15 kcal/mol

Ki hum.: Arg 1: 2,15 nM; Arg 2: 1,25 nM



Estrutura:

Nome:

ID NuBBE:
Ativ. leish.:
Alvo:
Fonte:
Afin. Leish.:

Ki leish.:

Afin. Human.:

Ki hum.:

138

OH

7 N\

Acido pipérico
30

Atividade conhecida

Leishmania amazonensis; Leishmania donovani
FERREIRA et al., 2011; SINGH et al., 2010
—13,02 kcal/mol
283,66 pM

Arg 1: —11,75 kcal/mol; Arg 2: —11,30 kcal/mol

Arg 1: 2,42 nM; Arg 2: 5,22 nM



Estrutura:

Nome:

ID NuBBE:

Ativ. leish.:

Alvo:

Fonte:

Afin. Leish.:

Ki leish.:

Afin. Human.:

Ki hum.:

139

HO 0
CHj
o) o
CH o)
3 \

CH,4
Acido 3,4,5-trimetoxodihidrocinamico
343
Atividade conhecida
Leishmania amazonensis
CURY et al., 2015; FERREIRA et al., 2010
—13,01 kcal/mol
292,39 pM
Arg 1: -10,46 kcal/mol; Arg 2: —11,23 kcal/mol

Arg 1: 21,53 nM; Arg 2: 5,87 nM
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Estrutura:
Nome: Acido lab-13-en-8B-ol-15-6ico
ID NuBBE: 2392
Ativ. leish.: nédo ha na literatura
Alvo: -
Fonte: -
Afin. Leish.: —-12,92 kcal/mol
Ki leish.: 339,66 pM
Afin. Human.: Arg 1: —11,95 kcal/mol; Arg 2: —11,57 kcal/mol

Ki hum.: Arg 1: 1,73 nM; Arg 2: 3,33 nM



Estrutura:
H,C
Nome: Acido 5-metoxi-2,2-dimetil-2H-1-benzopiran-6-propandico
ID NuBBE: 1024
Ativ. leish.: nédo ha na literatura
Alvo: -
Fonte: -
Afin. Leish.: —12,56 kcal/mol
Ki leish.: 622,55 pM
Afin. Human.: Arg 1: -11,29 kcal/mol; Arg 2: —11,87 kcal/mol
Ki hum.: Arg 1: 5,33 nM; Arg 2: 1,99 nM
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Estrutura:

Nome:

ID NuBBE:

Ativ. leish.:

Alvo:

Fonte:

Afin. Leish.:

Ki leish.:

Afin. Human.:

Ki hum.:

142

Cabraleona

1727

néo ha na literatura

—12,55 kcal/mol

634,00 pM

Arg 1: —10,97 kcal/mol; Arg 2: —10,51 kcal/mol

Arg 1: 9,17 nM; Arg 2: 19,87 nM
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H5C
’ \O CHjy
(0]
Estrutura:
HO \
0]
Nome: Acido (E)-3,4-dimetoxicinamico
ID NuBBE: 1952
Ativ. leish.: ndo héa na literatura
Alvo: -
Fonte: -
Afin. Leish.: —12,55 kcal/mol
Ki leish.: 627,56 pM
Afin. Human.: Arg 1: —10,69 kcal/mol; Arg 2: —10,74 kcal/mol
Ki hum.: Arg 1: 14,54 nM; Arg 2: 13,41 pM
CHjy
HO,
Estrutura: NH
My,
“(CH3)1oCO,H
Nome: Leptofilina B
ID NuBBE: 457
Ativ. leish.: nédo ha na literatura
Alvo: -
Fonte: -
Afin. Leish.: —12,30 kcal/mol
Ki leish.: 969,13 pM
Afin. Human.: Arg 1: —10,86 kcal/mol; Arg 2: —12,63 kcal/mol

Ki hum.:

Arg 1: 10,87 nM; Arg 2: 554,18 pM




Estrutura:

Nome:

ID NuBBE:

Ativ. leish.:

Alvo:

Fonte:

Afin. Leish.:

Ki leish.:

Afin. Human.:

Ki hum.:

144

OH

31
Atividade conhecida
Leishmania amazonensis; L. braziliensis
NOBREGA et al., 2019; CURY et al., 2015 / RODRIGUES et al., 2019
—-12,23 kcal/mol
1,09 nM
Arg 1: -10,54 kcal/mol; Arg 2: —10,60 kcal/mol

Arg 1: 18,87 nM; Arg 2: 16,98 nM



Estrutura:
F
Nome: Acido alquenéico
ID NuBBE: 950
Ativ. leish.: ndo héa na literatura
Alvo: -
Fonte: -
Afin. Leish.: —12,16 kcal/mol
Ki leish.: 1,22 nM
Afin. Human.: Arg 1: —10,88 kcal/mol; Arg 2: —11,20 kcal/mol
Ki hum.: Arg 1: 10,67 nM; Arg 2: 6,20 nM
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Estrutura:
Nome: Acido eritro-5-metoxi-2,2-dimetil-4-(1,2-dihidroxi-2-metilpropil)-4H-1,3-benzodioxin-8-propandico
ID NuBBE: 1018
Ativ. leish.: nédo ha na literatura
Alvo: -
Fonte: -
Afin. Leish.: -12,12 kcal/mol
Ki leish.: 1,30 nM
Afin. Human.: Arg 1: —11,84 kcal/mol; Arg 2: —11,67 kcal/mol

Ki hum.: Arg 1: 2,08 nM; Arg 2: 2,80 nM



HO 0]

Estrutura:
CH
O/ ’
OH
Nome: Acido ferdlico
ID NuBBE: 135
Ativ. leish.: Atividade conhecida
Alvo: Leishmania amazonensis
Fonte: MORAES NETO et al., 2019.
Afin. Leish.: —12,10 kcal/mol
Ki leish.: 1,35 nM
Afin. Human.: Arg 1: -10,87 kcal/mol; Arg 2: —10,96 kcal/mol
Ki hum.: Arg 1: 10,79 nM; Arg 2: 9,30 nM
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HO O

Estrutura:
1,C CH
3 \O O/ 3
OH
Nome: Acido sinapico
ID NuBBE: 136
Ativ. leish.: Atividade conhecida
Alvo: Leishmania amazonensis
Fonte: MONZOTE et al., 2016
Afin. Leish.: —11,94 kcal/mol
Ki leish.: 1,78 nM
Afin. Human.: Arg 1: -10,81 kcal/mol; Arg 2: —10,68 kcal/mol
Ki hum.: Arg 1: 11,87 nM; Arg 2: 14,75 nM
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HO O

Estrutura:
OH
Nome: Acido p-cumarico
ID NuBBE: 633
Ativ. leish.: Atividade conhecida
Alvo: Leishmania donovani
Fonte: KAUR et al., 2010
Afin. Leish.: —11,90 kcal/mol
Ki leish.: 1,90 nM
Afin. Human.: Arg 1: =10,70 kcal/mol; Arg 2: —10,84 kcal/mol
Ki hum.: Arg 1: 14,33 nM; Arg 2: 11,40 nM
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Estrutura:

Nome:

ID NuBBE:

Ativ. leish.:

Alvo:

Fonte:

Afin. Leish.:

Ki leish.:

Afin. Human.:

Ki hum.:

Acido 5,7-dimetoxi-2,2-dimetil-2H-1-benzopiran-6-propanoico
1020
Atividade conhecida
Leishmania tarentolae adenine phosphoribosyltransferase
SILVA et al., 2003
-11,86 kcal/mol
2,04 nM
Arg 1: —-10,24 kcal/mol; Arg 2: —10,35 kcal/mol

Arg 1: 31,16 nM; Arg 2: 26,04 nM
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CH
O/ ’
X
Estrutura: CH,
(@)
CHj
HO (@]
Nome: Acido 5-metoxi-2,2-dimetil-2H-1-benzopiran-8-propandico
ID NuBBE: 1016
Ativ. leish.: n&do ha na literatura
Alvo: -
Fonte: -
Afin. Leish.: —11,85 kcal/mol
Ki leish.: 2,06 nM
Afin. Human.: Arg 1: —11,16 kcal/mol; Arg 2: —11,16 kcal/mol
Ki hum.: Arg 1: 6,61 nM; Arg 2: 6,64 nM
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HO O

Estrutura:
Nome: Acido w-fenil alcanéico
ID NuBBE: 949
Ativ. leish.: nédo ha na literatura
Alvo: -
Fonte: _
Afin. Leish.: —11,80 kcal/mol
Ki leish.: 2,23nM
Afin. Human.: Arg 1: -10,69 kcal/mol; Arg 2: —10,53 kcal/mol
Ki hum.: Arg 1: 14,62 nM; Arg 2: 19,07 nM

152



Estrutura:

Nome:

ID NuBBE:

Ativ. leish.:

Alvo:

Fonte:

Afin. Leish.:

Ki leish.:

Afin. Human.:

Ki hum.:

Oxido 6a-maloniloximanoil

144

nao ha na literatura

—11,78 kcal/mol

2,31 nM

Arg 1: -12,11 kcal/mol; Arg 2: —12,31 kcal/mol

Arg 1: 1,34 nM; Arg 2: 952,13 pM
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Estrutura:
CHs CHs CHs CHj
Nome: Acido 1,6-geranilgeranodi6ico
ID NuBBE: 1655
Ativ. leish.: nado ha na literatura
Alvo: -
Fonte: -
Afin. Leish.: -11,75 kcal/mol
Ki leish.: 2,45 nM
Afin.
Arg 1: —10,88 kcal/mol; Arg 2: —10,46 kcal/mol
Human.:

Ki hum.:

Arg 1: 10,52 nM; Arg 2: 21,35 nM




Estrutura:

Nome:

ID NuBBE:

Ativ. leish.:

Alvo:

Fonte:

Afin. Leish.:

Ki leish.:

Afin. Human.:

Ki hum.:

ZT

O
O
«OH
W
o) CHs
OH
OH

N-{2-[4-(2,3-dihidroxi-2-metil-butoxil6ico)fenilletil}benzamida
975¢c

nao ha na literatura

—-11,57 kcal/mol
3,29 nM
Arg 1: —9,73 kcal/mol; Arg 2: —10,12 kcal/mol

Arg 1: 73,89 nM; Arg 2: 38,33 nM
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Estrutura:
OH
OH
Nome: Acido caféico
ID NuBBE: 134
Ativ. leish.: Atividade conhecida
Alvo: Leishmania infantum arginase / Leishmania amazonensis arginase
Fonte: GARCIA et al., 2019/ DA SILVA et al., 2019
Afin. Leish.: —11,55 kcal/mol
Ki leish.: 3,44 nM
Afin. Human.: Arg 1: =10,97 kcal/mol; Arg 2: —10,95 kcal/mol
Ki hum.: Arg 1: 9,04 nM; Arg 2: 9,48 nM
HO CHj
Estrutura:
@)
Nome: Acido céaprico
ID NuBBE: 2142
Ativ. leish.: nédo ha na literatura
Alvo: -
Fonte: -
Afin. Leish.: —11,55 kcal/mol
Ki leish.: 3,45 nM
Afin. Human.: Arg 1: —10,26 kcal/mol; Arg 2: —10,16 kcal/mol

Ki hum.:

Arg 1: 30,38 nM; Arg 2: 35,94 nM
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HO o
\ CH,
Estrutura:
(0] (0]
CHj;

Nome: Acido acetilsarracinico
ID NuBBE: 2211
Ativ. leish.: ndo ha na literatura

Alvo: _

Fonte: -
Afin. Leish.: —11,53 kcal/mol

Ki leish.: 3,52 nM
Afin. Human.: Arg 1: —7,93 kcal/mol; Arg 2: —11,02 kcal/mol

Ki hum.: Arg 1: 1,53 uM; Arg 2: 8,33 nM

o)
O
Estrutura:
HO ()1 °
Nome: Acido 15'-(3,4-metilenedioxifenil)-pentadecandico
ID NuBBE: 642
Ativ. leish.: nédo ha na literatura
Alvo: -
Fonte: -
Afin. Leish.: —11,42 kcal/mol
Ki leish.: 4,23 nM
Afin. Human.: Arg 1: —10,93 kcal/mol; Arg 2: —9,55 kcal/mol

Ki hum.:

Arg 1: 9,78 nM; Arg 2: 100,39 nM




(@) OH
Estrutura: (o)
H;C P
H5;C /
CH3
Nome: Acido p-O-geranil-benzéico
ID NuBBE: 5
Ativ. leish.: n&o ha na literatura
Alvo: -
Fonte: -
Afin. Leish.: —11,33 kcal/mol
Ki leish.: 4,93 nM
Afin. Human.: Arg 1: -10,61 kcal/mol; Arg 2: —10,87 kcal/mol
Ki hum.: Arg 1: 16,83 nM; Arg 2: 10,84 nM
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) OH
OH
Estrutura: 0}
HsC G
HsC G
CHj
Nome: Acido 4-O-geranil-3-hidroxibenzéico
ID NuBBE: 2
Ativ. leish.: ndo ha na literatura
Alvo: -
Fonte: -
Afin. Leish.: —11,39 kcal/mol
Ki leish.: 4,45 nM
Afin. Human.: Arg 1: —9,54 kcal/mol; Arg 2: 9,29 kcal/mol
Ki hum.: Arg 1: 101,63 nM; Arg 2: 155,16 nM
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Ki hum.:

N
]

Estrutura:

Nome: N-{2-[4-(2,3-dihidroxi-2-metil-butoxilbico)fenil]etil}benzamida
ID NuBBE: 975d
Ativ. leish.: n&do ha na literatura

Alvo: -

Fonte: -
Afin. Leish.: —11,29 kcal/mol

Ki leish.: 5,33 nM
Afin. Human.: Arg 1: —8,13 kcal/mol; Arg 2: —9,32 kcal/mol

Ki hum.: Arg 1: 1,10 uM; Arg 2: 147,92 nM

HO (CH\2)10
Estrutura: T CHs
0]
Nome: Acido laurico
ID NuBBE: 2143
Ativ. leish.: Atividade conhecida
Alvo: Leishmania donovai, L. tropica
Fonte: CUNNINGHAM; KAZAN; KUWAHARA, 1972
Afin. Leish.: —11,27 kcal/mol
Ki leish.: 5,52 nM
Afin. Human.: Arg 1: -9,73 kcal/mol; Arg 2: 9,85 kcal/mol
Arg 1: 74,28 nM; Arg 2: 60,67 nM
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HO (CH2)12
Estrutura: T CH,
(0]
Nome: Acido miristico
ID NuBBE: 2144
Ativ. leish.: n&do ha na literatura
Alvo: -
Fonte: -
Afin. Leish.: —11,22 kcal/mol
Ki leish.: 5,98 nM
Afin. Human.: Arg 1: 9,77 kcal/mol; Arg 2: 9,75 kcal/mol
Ki hum.: Arg 1: 68,94 nM; Arg 2: 70,74 nM
o CHj,
CH;
Estrutura: o /
OH
Nome: Acido 2,2-dimetil-2H-cromen-6-carboxilico
ID NuBBE: 149
Ativ. leish.: nédo ha na literatura
Alvo: -
Fonte: -
Afin. Leish.: —11,19 kcal/mol
Ki leish.: 6,24 nM
Afin. Human.: Arg 1: —10,08 kcal/mol; Arg 2: —10,28 kcal/mol

Ki hum.:

Arg 1: 40,75 nM; Arg 2: 29,31 nM




Estrutura:

Nome:
ID NuBBE:
Ativ. leish.:
Alvo:
Fonte:
Afin. Leish.:
Ki leish.:
Afin. Human.:

Ki hum.:

Estrutura:

Nome:
ID NuBBE:
Ativ. leish.:
Alvo:
Fonte:
Afin. Leish.:
Ki leish.:
Afin. Human.:

Ki hum.:

HO (CH,)16 ©

Acido 17-(3,4-metilenedioxifenil)-heptadecandico
185

ndo ha na literatura

—10,94 kcal/mol
9,61 nM
Arg 1: 9,34 kcal/mol; Arg 2: —9,35 kcal/mol

Arg 1: 142,45 nM; Arg 2: 141,12 nM

Eichlerialactona

1257

ndo ha na literatura

—10,94 kcal/mol
9,52 nM
Arg 1: —11,26 kcal/mol; Arg 2: —9,24 kcal/mol

Arg 1: 5,58 nM; Arg 2: 168,16 nM
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OH

@]
Estrutura:
HO
Nome: Acido 2-hidroxifenilacético
ID NuBBE: 277
Ativ. leish.: nédo ha na literatura
Alvo: -
Fonte: -
Afin. Leish.: -10,89 kcal/mol
Ki leish.: 10,48 nM
Afin. Human.: Arg 1: 9,98 kcal/mol; Arg 2: —10,15 kcal/mol
Ki hum.: Arg 1: 48,20 nM; Arg 2: 36,10 nM
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Estrutura:

Nome:

ID NuBBE:
Ativ. leish.:
Alvo:
Fonte:
Afin. Leish.:
Ki leish.:
Afin. Human.:

Ki hum.:

Estrutura:

Nome:
ID NuBBE:
Ativ. leish.:
Alvo:
Fonte:
Afin. Leish.:
Ki leish.:
Afin. Human.:

Ki hum.:

HO o) H,C CH,

X

o) CH;
H,C

Acido 4-metoxi-3-(3',7'-dimetilocta-2'-E-6'-dienil)benzoico
349
Atividade conhecida
Leishmania amazonensis
CABANILLAS et al., 2012
-10,89 kcal/mol
10,36 nM
Arg 1: —9,08 kcal/mol; Arg 2: —8,92 kcal/mol

Arg 1: 219,10 nM; Arg 2: 287,11 pM

CHj3

HO /

Acido oleico
2145
Atividade conhecida (com combina¢ao com anfotericina B)
Leishmania major (in vivo)
PINHEIRO et al., 2016
-10,89 kcal/mol
10,39 nM
Arg 1: —9,75 kcal/mol; Arg 2: 9,74 kcal/mol

Arg 1: 71,17 nM; Arg 2: 72,06 nM
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CH,
Estrutura: O
CH;
OH
Nome: Acido metacrilico
ID NuBBE: 1202
Ativ. leish.: néo ha na literatura
Alvo: -
Fonte: -
Afin. Leish.: -10,86 kcal/mol
Ki leish.: 10,94 nM
Afin. Human.: Arg 1: 9,49 kcal/mol; Arg 2: —9,76 kcal/mol
Ki hum.: Arg 1: 109,93 nM; Arg 2: 70,31 nM
HO
Estrutura:
\ CH,
Nome: Acido linoleico
ID NuBBE: 2146
Ativ. leish.: Atividade conhecida
Alvo: Leishmania Donovan (in vivo)
Fonte: SAINI, 2020
Afin. Leish.: -10,85 kcal/mol
Ki leish.: 11,14 nM
Afin. Human.: Arg 1: -9,26 kcal/mol; Arg 2: 9,81 kcal/mol

Ki hum.:

Arg 1: 162,13 nM; Arg 2: 64,79 nM




Estrutura:

Nome:

ID NuBBE:

Ativ. leish.:

Alvo:

Fonte:

Afin. Leish.:

Ki leish.:

Afin. Human.:

Ki hum.:

166

OH Z cH,

o} OH
Acido 4-hidroxi-3-(3',7'-dimetilocta-2'-E-6'"-dienil)benzoico
357
Atividade conhecida
Leishmania amazonensis, L. brasiliensis e L. donovani
FLORES et al., 2009
-10,82 kcal/mol
11,79 nM
Arg 1: —9,87 kcal/mol; Arg 2: —10,61 kcal/mol

Arg 1: 58,03 nM; Arg 2: 16,71 nM
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Estrutura:
OH
Nome: Acido 3-(3',7 '-dimetil-2',6 "-octadienil)-4-metoxi-benzdico
ID NuBBE: 421
Ativ. leish.: Atividade conhecida
Alvo: Leishmania amazonensis, L. brasiliensis e L. donovani
Fonte: CABANILLAS et al., 2012; FLORES et al., 2009
Afin. Leish.: —10,79 kcal/mol
Ki leish.: 12,35 nM
Afin. Human.: Arg 1: -10,35 kcal/mol; Arg 2: —10,01 kcal/mol

Ki hum.: Arg 1: 25,72 nM; Arg 2: 45,97 nM



Estrutura:

Nome:

ID NuBBE:

Ativ. leish.:

Alvo:

Fonte:

Afin. Leish.:

Ki leish.:

Afin. Human.:

Ki hum.:

ZT

o
0
OH
0 L—CH,
‘OH
OH

N-{2-[4-(2,3-dihidroxi-2-metil-butoxil6ico)fenil]etil}benzamida
975a

néo ha na literatura

-10,76 kcal/mol
13,05 nM
Arg 1: —9,25 kcal/mol; Arg 2: —9,85 kcal/mol

Arg 1: 164,60 nM; Arg 2: 60,04 nM
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Estrutura:

Nome:

ID NuBBE:

Ativ. leish.:

Alvo:

Fonte:

Afin. Leish.:

Ki leish.:

Afin. Human.:

Ki hum.:

169

OH Z CH,

0] OH
Acido 4-hidroxi-(3',7'-dimetil-1'-oxo-octa-2'-E-6'-dienil)benzéico
289

nao ha na literatura

-10,67 kcal/mol
14,98 nM
Arg 1: —9,09 kcal/mol; Arg 2: —-9,19 kcal/mol

Arg 1: 218,28 nM; Arg 2: 183,55 nM



170

CH,

Estrutura:
CH,
0]
OH
HO @]
OH
Nome: Acido 4-hidroxi-3-(3',7'-dimetil-3'-hidroxi-1'-0x0-6'-octenil)benzdico
ID NuBBE: 290a
Ativ. leish.: ndo héa na literatura
Alvo: -
Fonte: -
Afin. Leish.: -10,59 kcal/mol
Ki leish.: 17,31 nM
Afin. Human.: Arg 1: —10,08 kcal/mol; Arg 2: —9,37 kcal/mol

Ki hum.: Arg 1: 40,67 nM; Arg 2: 135,19 nM



HO (CHy)16
Estrutura: \CH3
0]
Nome: Acido esteéarico
ID NuBBE: 1906
Ativ. Leish.: n&do ha na literatura
Alvo: -
Fonte: -
Afin. Leish.: —-10,57 kcal/mol
Ki leish.: 17,97 nM
Afin. Human.: Arg 1: -9,02 kcal/mol; Arg 2: —9,81 kcal/mol
Ki hum.: Arg 1: 245,22 nM; Arg 2: 64,58 nM
o 0]
Estrutura: )J\
HO (CH2)18 ©
Nome: Acido 19'-(3,4-metilenedioxifenil)-nonadecantico
ID NuBBE: 186
Ativ. Leish.: n&do ha na literatura
Alvo: -
Fonte: -
Afin. Leish.: -10,56 kcal/mol
Ki leish.: 18,20 nM
Afin. Human.: Arg 1: 9,18 kcal/mol; Arg 2: —9,49 kcal/mol
Ki hum.: Arg 1: 187,53 nM; Arg 2: 110,57 nM
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Estrutura:
Nome: Acido canérico
ID NuBBE: 433
Ativ. Leish.: nédo ha na literatura
Alvo: -
Fonte: -
Afin. Leish.: -10,55 kcal/mol
Ki leish.: 18,44 nM
Afin. Human.: Arg 1: —11,12 kcal/mol; Arg 2: —12,44 kcal/mol

Ki hum.: Arg 1: 7,09 nM; Arg 2: 759,83 pM



Estrutura:

Nome:

ID NuBBE:

Ativ. Leish.:

Alvo:

Fonte:

Afin. Leish.:

Ki leish.:

Afin. Human.:

Ki hum.:

173

CHj,

OH Z CH;

@) OH
Acido 4-hidroxi-(3',7'-dimetil-1'-oxo-octa-2'-Z-6'-dienil)benzoico
342

néo ha na literatura

—10,41 kcal/mol
23,57 nM
Arg 1: —10,08 kcal/mol; Arg 2: —9,91 kcal/mol

Arg 1: 40,53 nM; Arg 2: 54,22 nM
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Estrutura:
OH
Nome: Acido (2S)-2-metil-8-(3"-metilbut-2"-enil)-2-(4'-metilpent-3'-enil)-2H-cromeno-6-carboxilico
ID NuBBE: 148
Ativ. Leish.: nédo ha na literatura
Alvo: -
Fonte: -
Afin. Leish.: -10,31 kcal/mol
Ki leish.: 27,84 nM
Afin. Human.: Arg 1: —10,06 kcal/mol; Arg 2: —9,63 kcal/mol

Ki hum.: Arg 1: 42,30 nM; Arg 2: 87,37 nM



OH
= 0
Estrutura:
(0) (0] o
CHj
Nome: Buntasina
ID NuBBE: 1266
Ativ. Leish.: n&do ha na literatura
Alvo: -
Fonte: -
Afin. Leish.: -10,30 kcal/mol
Ki leish.: 28,13 nM
Afin. Human.: Arg 1: —8,77 kcal/mol; Arg 2: —10,72 kcal/mol
Ki hum.: Arg 1: 370,15 nM; Arg 2: 13,87 nM
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Estrutura:

Nome:

ID NuBBE:

Ativ. Leish.:

Alvo:

Fonte:

Afin. Leish.:

Ki leish.:

Afin. Human.:

Ki hum.:

176

HO 0

Acido 3,4,5-triacetoxibenzéico
631

nao ha na literatura

-10,28 kcal/mol
735,05 uM
Arg 1: —9,30 kcal/mol; Arg 2: —10,33 kcal/mol

Arg 1: 153,19 nM; Arg 2: 26,88 nM



OH
Estrutura:
) OH
Nome: Acido p-hidroxibenzéico
ID NuBBE: 1200
Ativ. Leish.: atividade conhecida
Alvo: Leishmania donovani
Fonte: KAUR et al., 2014
Afin. Leish.: -10,26 kcal/mol
Ki leish.: 30,22 nM
Afin. Human.: Arg 1: —9,58 kcal/mol; Arg 2: —9,67 kcal/mol
Ki hum.: Arg 1: 95,79 nM; Arg 2: 81,97 nM
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Estrutura:

Nome:

ID NuBBE:

Ativ. leish.:

Alvo:

Fonte:

Afin. Leish.:

Ki leish.:

Afin. Human.:

Ki hum.:

ZT

0
o)
OH
0 CH,
OH
OH

N-{2-[4-(2,3-dihidroxi-2-metil-butoxil6ico)fenil]etil}benzamida
975b

néo ha na literatura

-10,25 kcal/mol
30,90 nM
Arg 1: —8,90 kcal/mol; Arg 2: —9,20 kcal/mol

Arg 1: 299,70 nM; Arg 2: 179,21 nM
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Estrutura:

Nome:

ID NuBBE:

Ativ. leish.:

Alvo:

Fonte:

Afin. Leish.:

Ki leish.:

Afin. Human.:

Ki hum.:

HO

OH
Acido 4-hidroxi-3-(3',7'-dimetil-3'-hidroxi-1'-0x0-6'-octenil)benzoico
290B

néo ha na literatura

-10,07 kcal/mol
41,32 nM
Arg 1: —8,63 kcal/mol; Arg 2: —-8,11 kcal/mol
Arg 1: 474,82 nM; Arg 2: 1,13 uM

Fonte: Autor, 2021.
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