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Resumo

A leishmaniose é uma doenca negligenciada sendo considerada uma das maiores endemias do mundo. Os parasitas
causadores da doenga desenvolveram resisténcia contra os medicamentos utilizados na farmacoterapia da doenca.
Devido a isso, novos compostos precisam ser planejados para tratar com eficacia essa parasitose. Sendo assim, neste
paper utilizamos abordagens de modelagem molecular para planejar novos inibidores da enzima Diidroorotato
desidrogenase (DHODH), alvo molecular contra leishimaniose. Inicialmente utilizamos modelagem molecular por
homologia para construir a enzima DHODH, posteriormente o Metronidazol e Benzonidazol foram utilizados como
arcabougos moleculares para desenvolvimento dos novos compostos. Em seguida, 0 método de docking molecular foi
aplicado para avaliar 0 modo de interacdo dos compostos com o sitio de ligagdo da enzima. O modelo enzimético
obteve 96% de seus residuos em regides favoraveis durante seu processo de validagdo. Nas simulagGes de docking, os
compostos foram capazes de interagir favoravelmente com o local de ligagéo e exibiram intera¢des com residuos da

proteina.
Palavras-chave: Leishmaniose; DHODH; Novos inibidores; Nitroderivados.

Abstract

Leishmaniasis is a neglected disease and is considered one of the greatest endemic diseases in the world. The disease-
causing parasites developed resistance against the drugs used in the disease's pharmacotherapy. Because of this, new
compounds need to be devised to effectively treat this parasitosis. Therefore, in this paper we use molecular modeling
approaches to design new inhibitors of the enzyme Dihydroorotate dehydrogenase (DHODH), a molecular target
against leishmaniasis. Initially we used molecular modeling by homology to build the DHODH enzyme, later
Metronidazole and Benznidazole were used as molecular frameworks for the development of new compounds. Then,
the molecular docking method was applied to evaluate the interaction mode of the compounds with the binding site of
the enzyme. The enzymatic model obtained 96% of its residues in favorable regions during its validation process. In
the docking simulations, the compounds were able to interact favorably with the binding site and exhibit interactions

with protein residues.
Keywords: Leishmaniasis; DHODH; New inhibitors; Nitro derivatives.

Resumen

La leishmaniasis es una enfermedad desatendida y se considera una de las mayores enfermedades endémicas del
mundo. Los parasitos causantes de la enfermedad desarrollaron resistencia contra los farmacos utilizados en la
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farmacoterapia de la enfermedad. Debido a esto, es necesario disefiar nuevos compuestos para tratar eficazmente esta
parasitosis. Por lo tanto, en este articulo utilizamos enfoques de modelado molecular para disefiar nuevos inhibidores
de la enzima Dihidroorotato deshidrogenasa (DHODH), un objetivo molecular contra la leishmaniasis. Inicialmente
usamos el modelado molecular por homologia para construir la enzima DHODH, luego se usaron metronidazol y
benznidazol como marcos moleculares para el desarrollo de nuevos compuestos. Luego, se aplico el método de
acoplamiento molecular para evaluar el modo de interaccion de los compuestos con el sitio de unién de la enzima. El
modelo enzimatico obtuvo el 96% de sus residuos en regiones favorables durante su proceso de validacién. En las
simulaciones de acoplamiento, los compuestos pudieron interactuar favorablemente con el sitio de union y exhibir
interacciones con residuos de proteinas.

Palabras clave: Leishmaniasis; DHODH; Nuevos inhibidores; Derivados nitro.

1. Introducéo

A leishmaniose é considerada uma das maiores endemias mundiais atingindo cerca de 98 paises, dentre os quais 72
sdo classificados como paises em desenvolvimento. Segundo a Organizacdo Mundial da Saide (OMS) séo registrados
anualmente cerca de 700.000 a 1 milh&o de novos casos da doenca (WHO, 2020). Essa doenca é causa por protozodrios da
familia Trypanosomatidae que fazem parte do género Leishmania e sua transmissdo pode ocorrer pela picadura de insetos do
género Phlebotomus ou Lutzomyia (Thakur et al., 2020).

Vinte e uma espécies de Leishmania sdo registradas como causadoras de leishmaniose em humanos, sendo que a
doenca pode ser categorizada de acordo com os locais do corpo que sdo afetados, como leishmaniose tegumentar, que ataca a
pele e mucosas e leishmaniose visceral, que ataca 6rgaos internos (Akhoundi et al., 2016).

A leishmaniose tegumentar apresenta como sintomas classicos o surgimento de um pequeno nddulo no local da picada
do inseto que pode se transformar numa pequena ferida. Essas pequenas feridas possuem caracteristicas que as distingue de
outras feridas comuns da pele, como: sua consisténcia é endurecida, suas bordas sdo elevadas e seu fundo é avermelhada
(Limeira et al., 2019).

A leishmaniose visceral possui como sintomas febre intermitente que se estendem por vérias semanas e atingem
temperaturas de aproximadamente 38°C, outros sintomas sdo: inchago e dores na regido abdominal devido ao aumento de
tamanho do figado e baco, perda de pesa, ndédulos linfaticos inchados, problemas respiratérios e diarreia (Arenas et al., 2017).

Na Amazonia Legal (Pard, Maranhao, Rondénia, Tocantins e Amazonas), Nordeste (Bahia), Sudeste (Minas Gerais e
Sdo Paulo), Centro-Oeste (Goias) e Sul (Parana) observou-se que a leishmaniose é causada principalmente pelo parasita
Leishmania amazonensis (Ministério da Saude, 2017).

O diagnostico da doenca pode ser realizado de diferentes maneiras, por exemplo, exame de laminas a partir de
material bioldgico obtido em biopsia ou raspagens dérmicas, crescimento de Leishmania em cultura, PCR para deteccdo do
parasita e testes soroldgicos para detecgdo de anticorpos contra Leishmania (CDC’s Division of Parasitic Diseases and Malaria,
2014).

Para o tratamento da leishmaniose a farmacoterapia é limitada, basicamente h& dois medicamentos para seu
tratamento, sendo os Antimoniais pentavalentes (SbV) e Anfotericina B. Atualmente ndo had vacina disponivel para o
tratamento da leishmaniose, embora potenciais vacinas estejam em fases de teste pré-clinicos e clinicos (No, 2016).

Os medicamentos Antimoniais usados na farmacoterapia contra a leishmaniose sdo altamente téxicos e ha também o
surgimento de espécies de Leishmania sp. que possuem resisténcia as drogas usadas (Mandlik & Singh, 2016). Devido isso, é
necessario 0 desenvolvimento de novas drogas com menor toxicidade e que para as quais 0s parasitas ndo apresentem
resisténcia.

Segundo o Ministério da Sa(de, o uso de antimonial pentavalente deve ser a droga de primeira escolha para o
tratamento de leishmaniose. Ha relatos de que o Antimoniato de meglumina é capaz de induzir toxicidade renal e cardiaca apés

sua administracdo (Oliveira et al., 2017). Também ha& um relato que uma paciente do sexo feminino, de 58 anos, lavradora,
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procedente da area rural do Municipio de Cianorte, Parand evoluiu a 6bito, dentre outros fatores, devido aos efeitos toxicos
causados pela administracdo de antimoniato de N-metil glucamina para o tratamento da leishmaniose (M. V. N. de Lima et al.,
2007).

De acordo com alguns relatos as proteinas Tiol-redutase dependente (TDR) SbhV-AsV redutase (LmACR2) e a
proteina de membrana aquagliceroporina estao relacionadas com o mecanismo de resisténcia de espécies de Leishmania sp. As
proteinas TDR e SbV-AsV estdo relacionadas com a conversdo do ShV em antimonial trivalente (Sblll), se essa conversdo nao
ocorrer, ndo havera o tratamento efetivo da leishmaniose ocasionado por essa droga (Ponte-Sucre et al., 2017). Paralelo a isso,
a resisténcia aos antimoniais também esta associado aos baixos niveis de Sblll intracelular nos parasitas. A baixa expressao de
aquagliceroporina ocasiona baixos niveis intracelulares de Sblll, assim é possivel inferir que essa proteina também possui
influencia no mecanismo de resisténcia do parasita (Moreira et al., 2018).

Para o desenvolvimento de medicamentos contra a leishmaniose novos alvos moleculares do parasita devem ser
descobertos. A enzima Diidroorotato desidrogenase (DHODH) tem sido relatada como um promissor alvo para acdo de
compostos antiparasitarios. Pois essa enzima é encontrada em parasitas da familia Trypanosomatidae da qual fazem parte o
Trypanosoma sp. e Leishmania sp. (Chibli et al., 2018; Reis et al., 2015).

A DHODH participa da quarta etapa da via de sintese de novo de pirimidinas. Essa via de sintese é essencial para
esses parasitas, sendo assim, se uma de suas enzimas sofrer inibi¢do o crescimento e/ou sobrevivéncia do parasita pode ser
comprometida (Weetall et al., 2019).

Recentemente estudos de knockout e knockdwn foram realizados para, respectivamente, impedir a expressdo do gene
de DHODH de Tripanossoma cruzi que levou a inviabilidade celular do parasita (Liu et al., 2017); e para reduzir a expressao
do gene DHODH de T. brucei que levou a diminuicéo do crescimento do parasita (Wu et al., 2018).

Abordagens de modelagem molecular tem sido utilizadas com sucesso para o planejamento de novos compostos
(Aradjo et al., 2020; da Silva Junior et al., 2021; Ledo et al., 2020; Neto et al., 2020; M. S. de Oliveira et al., 2020). Dessa
forma, neste artigo, usamos métodos in silico para propor a estrutura tridimensional da enzima DHODH, além de novos
compostos nitroderivados. Esses novos compostos foram construidos utilizando o Metronidazol e Benzonidazol (Figura 1)
como arcaboucos moleculares. Justifica-se a escolha desses farmacos, devido eles apresentarem atividade antimicrobiana e
antiparasitéria (Alves et al., 2020; Hof, 1989; Oliveira et al., 2018; Pelozo et al., 2021; Raether & Hénel, 2003). Além disso,
eles possuem como mecanismo reagdo a oxirredugdo, mesmo mecanismo encontrado na via de sintese de novo da DHODH.

Também avaliamos 0 modo de interagdo desses compostos com o local de ligagdo da proteina.

Figura 1. Estrutura molecular do (A) Metronidazol e (B) Benzonidazol.
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2. Metodologia
2.1 Modelagem molecular por homologia

A construcdo de proteinas com estrutura tridimensional desconhecida a partir de modelos de homologia é importante
ferramenta para o estudo das interacGes, proposta de novos inibidores e mecanismos cataliticos, na finalidade de promover o
estudo de novos farmacos (Neves Cruz et al., 2020; Ramos et al., 2020; Santos et al., 2020). Assim, o primeiro passo deste
estudo foi localizar a sequéncia fasta da DHODH de Leishimania amazonensis. A sequéncia fasta dessa proteina pode ser
acessada no Uniprot a partir do cédigo QINL74. A construcdo da proteina foi baseada na identidade e similaridade entre as
enzimas DHODH de Leishmania major (PDB:3TQO) e Leishimania amazonenses. A estrutura tridimensional da proteina foi
construida utilizando o SWISS-MODEL (Costa et al., 2020; Santana de Oliveira et al., 2021).

2.2 Design dos compostos e docking molecular

O design dos compostos MTZ1 e MTZ2 foi realizado a partir da combinagdo de estruturas privilegiadas do
Metronidazol e Benzonidazol. Esses estruturas privilegiadas sdo as principais regifes da molécula que sdo responsaveis pela
sua atividade biolégica. A selecdo dessas regides foi realizada a partir de estudos anteriores que relatam a importancia desses
grupos moleculares para funcéo bioldgica (Moreno-Herrera et al., 2020; Patel et al., 2021; Ramya, 2016; Yerragunta et al.,
2014). Para avaliar a estrutura e reatividade dos derivados foram utilizados calculos computacionais para avaliar as regies de
HOMO, LUMO e GAP dos compostos (Figura 3).

Figura 3. Estrutura molecular do derivado (A) MTZ 1 e (B) MTZ 2.
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Fonte: Autores.

A partir da analise estrutural e eletrdnica é possivel determinar as regides envolvidas em interagdes eletrostéticas e em
mecanismos de transferéncia de carga entre os compostos estudados e receptores biologicos. Os mapas de HOMO e LUMO
indicam as regides nucleofilicas e eletrofilicas, respectivamente.

Neste trabalho utilizamos o software Molegro Virtual Molegro 5.5 (Almeida et al., 2021; Castro et al., 2021; A. R. J.
A. de M. Lima et al., 2020; Thomsen & Christensen, 2006) para avaliar a interacdo dos analogos do MTZ e BNZ com o local
de ligacdo da proteina. A funcéo de pontuagio MolDock Score (GRID) sera utilizada com Grid resolution de 0.30 A e raio de

7 A englobando todo o local de ligacao.
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3. Resultados e Discussao
3.1 Modelagem molecular por homologia

Inicialmente foi realizado o alinhamento entre a sequéncia priméaria da enzima de Leishmania amazonensis e a
sequéncia primaria da enzima DHODH de Leishmania major (PDB: 3TQO0) publicada no banco de dados de proteinas (PDB)
(Cheleski et al., 2010).

A partir dos resultados gerados pelo alinhamento no ALINE, observa-se na Figura 4 que a sequéncia primaria de
Leishmania amazonensis apresenta identidade de 83.9% e similaridade de 86.5% com a sequéncia primaria de Leishmania
major. Isso é corroborado pelo fato de a Dihidroorotato desidrogenase das espécies de Leishmania possuirem seus dominios
conservados (Marchler-Bauer et al., 2017). Na literatura encontra-se um valor de identidade sequencial para que possa ser
executada a modelagem molecular por homologia, como significante um valor acima de 30 % de identidade sequencial entre a

proteina-molde e a proteina-alvo (Xu et al., 2008).

Figura 4. Alinhamento entre as sequéncias priméarias de DHODH de Leishmania amazonensis e Leishmania major (3TQO0)

fornecido pelo programa ALINE.

laa 14
Jrqo 48
laa 62
J1q0 96
laa 110
Jrqo 144
laa 158
3190 192
laa 208
31q0 240
laa 254
Jiqo 288
laa 302
Jiq0 336
laa D 313

Jigo I R G K i . 346

Fonte: Autores.

Se o grau de identidade for igual ou superior a cerca de 25% entre as estruturas primérias das proteinas-molde e da
proteina alvo, com nimeros de residuos superior a 80, existe grande probabilidade de que estas proteinas tenham estruturas
tridimensionais semelhantes, e pode-se construir um modelo para a proteina alvo (Santos Filho & Alencastro, 2003).

Apos alinhamento da estrutura primaria de Leishmania amazonensis e Leishmania major foi construido o modelo
tridimensional para a enzima DHODH de Leishmania amazonensis, esse modelo foi gerado no programa SWISS-MODEL
(Costa et al., 2020; Santana de Oliveira et al., 2021), os loops foram otimizados através das derivadas das restrices
estereoquimicas para buscar modelos energeticamente mais estaveis (Figura 5). Além disso, o modelo foi avaliado na intencéo

de determinar qual o melhor modelo gerado na homologia.
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Figura 5. Modelo tridimensional de DHODH de Leishmania amazonenesis gerado pelo SWISS-MODEL.

Fonte: Autores.

A Figura 5 apresenta 0 modelo gerado apds a modelagem molecular por homologia, este modelo apresenta 311
residuos, dispostos entre a Metionina 1 e Leucina 311. A enzima modelada apresenta 9 estruturas secundarias a-hélices, 12
estruturas secundarias p-folhas, completando o modelo regides de algas interligando as a-hélice e as B-folhas.

A avaliacdo estereoquimica do modelo foi feita através do grafico de Ramachandran do servidor RAMPAGE. O
nimero de residuos localizados em regiGes com angulos favoraveis, dados em porcentagem, para o modelo foi considerado
satisfatério, 0 modelo gerado do dominio catalitico apresentou 96% dos residuos previstos dentro da regido favoravel, 4%
regides permitidas e O residuos em regido de outlier (Figura 6). Esta é uma analise estatistica dos de aminoacidos em cada
regido e permissdes, e isto é visualizado também para residuos de prolina e glicina (tridngulo), mesmo que estes apresentem

permissdes diferentes em relagdo aos demais aminoécidos, devido as suas flexibilidades (Lovell et al., 2003).

Figura 6. Grafico de RAMACHANDRAN obtido atravées do servidor Rampage para validacdo do modelo 3D da LaDHODH.
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Fonte: Autores.
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O grafico de ANOLEA (Atomic Non-Local Environment Assessment), também disponivel pelo SwissModel, calcula o

somatorio da interagdo dos atomos, para cada um dos aminoacidos resultando na obtencdo da energia potencial de uma

proteina, demonstrando se o ambiente quimico ao redor do atomo contribui ou ndo para sua estabilidade. A partir disso é

gerada uma pontuacdo para cada aminodcido que é analisado graficamente, podendo determinar assim zonas com elevada

energia, geralmente relacionadas a erros estereoquimicos e choques ou interacfes indevidas (Melo & Feytmans, 1998).

O grafico de ANOLEA & apresentado na Figura 7 acima é usado para avaliar a qualidade do modelo, € mostra a

energia de interacdo de cada residuo de uma cadeia de proteina podendo determinar assim zonas com elevada energia,

geralmente relacionadas a erros estereoquimicos e choques ou interag6es indevidas. O grafico mostra como resultado que mais

de 96% dos residuos se apresentam em regides favoraveis energeticamente. O eixo y representa a energia para cada

aminoéacido (eixo x) da cadeia de proteina. Valores negativos (em verde) apresentam ambientes energeticamente favoraveis

(Melo; Feytmans, 1997).

Figura 7. Grafico de ANOLEA obtido através do servidor SWISS-MODEL para validacdo do modelo 3D da enzima DHODH.
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Fonte: Autores.

3.2 Design dos compostos e docking molecular

A anélise de HOMO e LUMO demonstram as regides que contribuem para a formacdo destes orbitais e quanto

contribuem para a nucleofilicidade e eletrofilicidade, respectivamente. Portanto, 0 comportamento redox desta molécula esta

relacionado a doacdo ou abstracdo de elétrons com estas regifes, 0s quais sdo responsaveis pela estabilizacdo dos elétrons
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desemparelhados. Os valores de HOMO, LUMO e GAP podem ser observados na Tabela 1. As regiées de HOMO e LUMO

podem ser visualizadas na Figura 8.

Tabela 1. Valores dos orbitais de HOMO, LUMO, GAP.
HOMO LUMO

Compostos (eV) (V) Gap
MTZ1 -5.98 -2.47 351
MTZ2 -5.85 -2.41 3.44

Fonte: Autores.

Figura 8. Anélise gréafica dos coeficientes dos orbitais moleculares de HOMO e LUMO dos derivados.

HOMO LUMO

MTZ1

MTZ2

Fonte: Autores.

O acoplamento molecular ou docking proporciona o conhecimento bdasico das interagdes ligante-receptor,
demonstrando uma estimativa de afinidade para futura otimizagéo do ligante. Estudos anteriores demonstraram a identificacéo
de novas regiBes a partir do bolso do sitio ativo da DHODH potencialmente capazes de acomodar ligantes, o que afetariam de
forma direta na capacidade catalitica da enzima (Cheleski, 2010). Logo, € possivel a acoplar novos ligantes com peso
molecular e estruturas diferentes que o substrato. Os resultados obtidos para a energia de afinidade dos ligantes com o sitio

receptor da DHODH podem ser visualizados na Tabela 2.

Tabela 2. Pardmetros obtidos no docking para o EJZ, BNZ, MTZ, BNMTZ e derivados.

Compostos MolDock Score
MTZ1 -80.7144
MTZ2 -63.6399

Fonte: Autores.
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Observa-se que para 0 MTZ1 o orbital LUMO encontra-se na porgao nitroimidazdlica, e se caracteriza como uma
regido eletrofilica, com boa capacidade de acepcdo de elétrons. De fato, sabe-se que a atividade bioldgica de alguns
nitrocompostos esta diretamente relacionada com o potencial de redugdo do grupo nitro (Rozenski, 1995).

Os orbitais de HOMO estéo presentes na porcédo do estireno para os derivado MTZ1, além de mostrar uma discreta
distribuicdo ao longo da estrutura. Esta regido esta relacionada ao ataque nucleofilico da molécula ou o0 aumento da afinidade
por seus alvos (Grant & Pickup, 1997). Para os derivados de MTZ1 e 2, observa-se que as substituicdes no anel aromatico
foram feitas apenas por doadores de elétrons. De um modo geral os derivados estiril-nitroimidazélicos apresentaram melhores
valores de HOMO. Compostos com alta energia de HOMO possuem também alto potencial quimico. Neste caso a tendéncia do
composto é a de doar elétrons, mas também pode estar vinculado a maior capacidade de estabilizar o radical nitroxil ap6s a
acepcao de um elétron (Pfaendner, 2006).

A andlise do docking para o derivado MTZ1 nos permite observar a manutengdo das liga¢des: Ligacéo do nitrogénio
do anel nitroimidazolico deste composto com a Asn 195 (2,7 A); Ligacio do oxigénio do grupo nitro com a Leu 72 (3,2A);
Ligago do nitrogénio doanel nitroimidazélico e do oxigénio da cadeia lateral com o cofator FMN (3,0 e 2,8 A), e interagdes
adicionais da hidroxila fenélica com uma Ser 66 (3,0 A). A analise do docking para o derivado MTZ2 nos permite observar a
manutencéo das ligacdes: Ligacdo do nitrogénio do anel nitroimidazélico deste composto com a Ans 195 (2,8 A); Ligagéo do
oxigénio do grupo nitro com a Cys 131 (2,5 A); Ligago do nitrogénio do anel nitroimidazélico e do oxigénio da cadeia lateral

com o cofator FMN (3,1 e 3,3 A). Além de interagdes adicionais da hidroxila fendlica e metoxila com uma Ser 66 (3,0 A).

4. Concluséao

Em relacdo ao modelo construido por homologia molecular, os gréficos demonstraram que mais de 96% dos residuos
se apresentam em regides energeticamente favoraveis, demonstrando que a homologia foi satisfatéria para a construcéo da alca
no sitio ativo da LaDHODH, demonstrando a validacdo do método. Os ligantes foram capazes de interagir de maneira
favoréavel com o local de ligacdo da proteina, conforme observado nos resultados de docking. O derivados MTZ1 e 2 de um
modo geral apresentaram valores de HOMO e LUMO que estdo intimamente relacionados com sua atividade biologicas.
Compostos com alta energia de HOMO possuem também alto potencial quimico. Neste caso a tendéncia do composto é a de
doar elétrons, mas também pode estar vinculado a maior capacidade de estabilizar o radical nitroxil apds a acep¢do de um

elétron.
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