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ABSTRACT

Objective: The objective of this work is to perform a bioactive analysis of Leishmania major Pteridine Reductase 1
inhibitors (LmPTR1) through in silico molecular docking studies. Method: The receptor and the ligands were
prepared using CHIMERA v. 13.1 suppressing all waste. The Lamarckian Genetic Algorithm (LGA) with global search
and pseudo-Solis and Wets with local search, were the methods used in molecular docking. Each simulation
consisted of 100 independent runs. The rest of the parameters were set to default values. Results: The main
molecular interaction between the ligand and the receptor obtained -7.05 kcal.mol' of binding energy for the
paromomycin, however the highest inhibition constant was obtained between the simulation of miltefosine with the
receptor, obtaining 58.21 pM of inhibition constant. Conclusion: The results reveal a reduced efficacy of the four
drugs tested in this study against Leishmaniasis, thus highlighting the need for novel bioactive antileishmania
alternatives.

Descriptors: Leishmaniasis; Molecular Biology; Molecular Docking Simulation.

RESUMO

Objetivo: O objetivo deste trabalho foi realizar uma analise bioativa dos inibidores da Leishmania major Pteridine
Reductase 1 (LmPTR1) através de estudos de acoplamento molecular in silico. Método: O receptor e os ligantes
foram preparados usando CHIMERA v. 13.1 suprimindo todos os residuos. O algoritmo genético lamarckiano (AGL)
com busca global e pseudo-Solis e Wets com busca local foram os métodos utilizados no encaixe molecular. Cada
simulacao consistiu em 100 corridas independentes. O restante dos parametros foi definido para os valores padrao.
Resultados: A principal interacao molecular entre o ligante e o receptor obteve -7,05 kcal.mol"' de energia de
ligacdo para a paromomicina, porém a maior constante de inibicao foi obtida entre a simulacdo de miltefosina com
o receptor, obtendo 58,21 pM de constante de inibicdo. Conclusao: Os resultados revelam uma eficacia reduzida
dos quatro medicamentos testados neste estudo contra a leishmaniose, destacando a necessidade de novas
alternativas bioquimicas contra a leishmaniose.

Descritores: Leishmaniose; Biologia Molecular; Simulacao de Acoplamento Molecular.

RESUMEN

Objetivo: El objetivo de este trabajo fue realizar un analisis bioactivo de los inhibidores de Leishmania major
Pteridine Reductase 1 (LmPTR1) mediante estudios de acoplamiento molecular in silico. Método: El receptor y los
ligandos se prepararon usando CHIMERA v. 13.1 suprimiendo todos los desechos. El algoritmo genético lamarckiano
(AGL) con busqueda global y pseudo-Solis y Wets con busqueda local, fueron los métodos utilizados en el
acoplamiento molecular. Cada simulacion consistio en 100 corridas independientes. El resto de los parametros se
establecieron en valores predeterminados. Resultados: La interaccion molecular principal entre el ligando y el
receptor obtuvo -7.05 kcal.mol"' de energia de union para la paromomicina, sin embargo, la constante de inhibicion
mas alta se obtuvo entre la simulacion de miltefosina con el receptor, obteniéndose 58.21 pM de constante de
inhibicion. Conclusion: Los resultados revelan una eficacia reducida de los cuatro medicamentos probados en este
estudio contra la leishmaniasis, lo que pone de relieve la necesidad de nuevas alternativas bioactivas
antileishmania.

Descriptores: Leishmaniasis; Biologia Molecular; Simulacion del Acoplamiento Molecular.
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INTRODUCAO

A leishmaniose é uma doenca endémica em mais
de 98 paises do mundo, com prevaléncia em
areas de climas tropicais e  paises
subdesenvolvidos." Embora estejamos no século
XXl, doencas negligenciadas causam caos na
saude publica em varios paises em
desenvolvimento, devido a falta de saneamento
basico e investimento do governo em acdes
preventivas contra o parasita. As estimativas
anuais de incidéncia alcancam 2,5 milhdes de
casos, com mais de 350 milhdes de pessoas
residindo em areas de risco.? A leishmaniose é
causada por um parasita cinetoplastideo da
familia Trypanosomatidae, pertencente ao
género Leishmania.

No Brasil, os casos de leishmaniose sao
observados em quase todos os estados, com um
crescimento gradual da incidéncia das duas
formas de diagnostico clinico: Leishmaniose
Tegumentar Americana (LTA) e Leishmaniose
visceral (LV). Esse crescimento esta relacionado
a falta de saneamento basico e a falta de
medidas de controle adotadas pelo Ministério da
Salde, principalmente porque o LTA nao possui
uma alta taxa de mortalidade e nao recebeu
atencao de autoridades publicas como a LV, que
apresenta uma taxa significativa. Ambas as
infeccOes estao entre as dez doencas endémicas
mais perigosas do mundo pela Organizacao
Mundial da Salde (OMS).> A taxonomia de
Leishmania é bastante complexa, com trinta
espécies de leishmaniose conhecidas, onde 21
espécies sao capazes de causar infeccao
humana.*

Leishmania major é geralmente

responsavel pela infeccao por leishmaniose
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cutanea (LC), causa da infeccao de 1 milhdo de
pessoas por ano.’ Ela se enquadra no quadro
clinico do LTA e pode se apresentar de trés
maneiras distintas: LC, que causa feridas simples
ou multiplas, geralmente apresentando Ulceras;
Leishmaniose mucocutanea (LM), caracterizada
pelo envolvimento das mucosas orais e nasais
que sao destruidas, causando deformacdes no
individuo e podem estar associadas a LC; e,
leishmaniose cutanea difusa (LCD), caracterizada
por muitas feridas nodulares sem ulceracoes.

O tratamento da doenca é composto por
varios medicamentos, como isionato de
pentamidina, miltefosina, paromomicina e ureia
estibamina. Todos esses medicamentos sao
potencialmente tdxicos e geram varios efeitos
colaterais para as pessoas em tratamento, além
de terem uma eficacia reduzida contra cepas
endémicas, conforme identificado no Nepal,
Brasil, india e Africa.® Esses casos esclarecem a
necessidade de buscar novos bioativos, como a
avaliacao de potenciais existentes para melhorar
seu potencial bioldgico, por meio de estudos que
medem suas taxas de inibicoes leishmanicidas.’

Uma alternativa para atingir esse
objetivo é explorar alvos terapéuticos essenciais
ao organismo parasita ou que sejam suficientes
para causar inibicdo seletiva do organismo.® As
espécies de leishmaniose sao autotroficas para
as pteridinas, livres ou conjugadas, permitindo
que o parasita use as pteridinas presentes no
hospedeiro por uma via bioquimica.’ Portanto,
organismos que fazem parte dessa Vvia
bioquimica de recuperacao de folato se tornam
alvos em estudos bioativos de novos compostos

com potencial bioldgico.™
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A pteridina redutase 1 (PTR1) realiza a
reducdo catalitica da biopterina para 7,8-di-
hidrobiopterina, além de possibilitar a reducao
catalitica do folato ao tetra-hidrofolato, além de
ter papel importante na metaciclologia das

espécies de Leishmania."® Tornando-o um alvo
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atraente para estudos antileishmania. A Figura 1
mostra o modelo tridimensional de PTR1 de L.
major. O objetivo deste trabalho é realizar uma
analise bioativa dos inibidores da L. major
Pteridine Reductase 1 (LmPTR1) através de

estudos de acoplamento molecular in silico.

Figura 1: Modelo tridimensional da Leishmania major Pteridina Redutase 1.

Fonte: Autor proprio, (2019).

METODO

A estrutura molecular do LmPTR1 em 3D foi
obtida através do banco de dados do Protein
Data Bank (PDB) com o cddigo de identificacao
5142. O LmPTR1 foi preparado usando o software
CHIMERA v.13.1, removendo todas as moléculas
de agua, ions e outros residuos contidos na
estrutura molecular, bem como a exclusao dos
D, C e B, deixando apenas a cadeia A, para que
os componentes moleculares testes de afinidade

podem ser aplicados incisivamente."
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As estruturas moleculares 2D dos

farmacos Pentamidina, Miltefosina,
Paromomicina e Ureia Estibamina foram obtidas
do banco de dados PubChem e projetadas em 3D
usando o software GaussView 5.0, apos
otimizacdées moleculares terem sido realizadas
usando o software Gaussian 16 no meu © all
Hartree-Fock Default Spin com base 6-31G ++ (d,
p) para cada estrutura molecular dos ligantes

(Figura 2).
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Figura 2: Ligantes otimizados no método Hartree-Fock: a) Paramomicina; b) Ureia estibamina; c)

Isionato de pentamidina; d) Miltefosina.

b)

Fonte: Autor proprio, (2019).

O encaixe molecular foi realizado usando
o programa Autodock Tools (ADT), versao
1.5.6."”> O receptor foi considerado rigido,
enquanto que cada ligante foi considerado
flexivel. As cargas parciais de Gasteiger foram
calculadas apos a adicao de todo hidrogénio. Os
atomos de hidrogénio nao polares de proteinas e
ligantes foram posteriormente misturados.

Uma caixa cubica de 60x60x60 pontos foi
gerada com uma resolucao de 0,357 A entre os
pontos da grade para todo o alvo do receptor. O
centro da grade de afinidade molecular foi
definido a partir das coordenadas do aminoacido
Asn109 da cadeia A. O Algoritmo Genético
Lamarckiano (AGL) com pesquisa global e
pseudo-Solis e Wets com pesquisa local foram os
métodos utilizados no acoplamento molecular.

Cada simulacao consistiu em 100 corridas
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independentes, "

o restante dos parametros foi
definido como valores padrao.

A analise de afinidade molecular focou
nos resultados de menor energia de ligacao, taxa
de constante de inibicao e formacao de ligacoes
de hidrogénio. Esses dados sao cruciais para
avaliar a atividade biologica de um aglutinante
em acao bioativa com um receptor através de
simulacdo molecular, pois prevé em 95% de
confianca o potencial que um aglutinante

possui. ™

RESULTADOS

A interacao molecular entre paromomicina e
LmPTR1 obteve uma energia de ligacao de -7,05
kcal.mol", conforme apresentado na Tabela 1, e
formou nove ligacoes de hidrogénio nos
aminoacidos Arg17, Asn109, Asp181, Asp232,
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Gly19, Gly225 e Ser227, onde aminoacidos
Asp232 e Ser227 formam duas ligacdes de
hidrogénio cada (Figura 3a). E no acoplamento
molecular entre a ureia estibamina e o LmPTR1
obteve um resultado de -6,13 kcal.mol' de
energia de ligacdo em seu parametro de
afinidade molecular e obteve constante de

inibicao de 31,87 pM (Tabela 1), formando 6
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ligacbes de hidrogénio nos aminoacidos Ala15,
His36, His38, Lys16 e Ser40, duas ligacoes de
sendo formadas em Unico
(Ser40).

Arg39, Gly13 e Tyr37 realizam as conexodes

hidrogénio um

aminoacido Os aminoacidos Arg17,
hidrofobicas proximas a base do local ativo
(Figura 3b).

Figura 3: Ancoragem molecular: a) paromomicina ligada ao sitio ativo de LmPTR1 e suas interacdes por

ligacoes hidrofdbicas e hidrogénio; b) ureia estibamina ligada no sitio ativo de LmPTR1 e suas

interacoes por ligacoes hidrofobicas e ligacoes de hidrogénio entre seus aminoacidos.
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Ja a interacdo molecular entre o
isetionato de pentamidina e o LmPTR1 obteve

uma taxa de -6,5 kcal.mol’ de energia de
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rio, (2019).

ligacao, mostrando que o ligante possui boa

afinidade molecular com o receptor. Essa

interacao resultou em uma constante de inibicao
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de 17,05 pM (Tabela 1). A interacao entre as
estruturas moleculares formou trés ligacoes de
hidrogénio, localizadas nos aminoacidos Asn109,
Asp65 e Asp142, responsavel por conter as
interacoes mais intensas do complexo molecular,

assim como podemos observar as interacdes e

Avaliacao de inibidores da enzima de Leishmania

distancias de cada hidrogénio. conexao de ponte
gerada. Os aminoacidos Ala110, Ala64, Arg39,
Gly13, His36, His38, Leu18, Leu66, Lys16,
Ser111, Ser112, Ser146, Ser40, Ser67 e Tyr37
realizam as interacoes hidrofdbicas (Figura 4a).

Figura 4: Acoplamento molecular: a) isionato de pentamidina ligado no sitio ativo da proteina LmPTR1

e suas interacoes, por ligacoes hidrofébicas e por hidrogénio; b) Miltefosina ligada ao sitio

ativo da proteina LmPTR1 e suas interacdes, por ligacoes hidrofobicas e por hidrogénio entre

aminoacidos.
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Fonte: Autor préprio, (2019).

A miltefosina foi a droga que obteve a
menor afinidade molecular com LmPTR1, com
energia de ligacdo -5,78 kcal.mol", porém
apresentou a maior taxa de inibicao constante

entre as drogas avaliadas neste estudo, obtendo

uma taxa de 58,21 pM (Tabela 1). A interacao
molecular entre o ligante e o receptor resultou
em duas ligacoes de hidrogénio localizadas
proximas ao local de ligacdo do LmPTR1, nos

aminoacidos Arg17 e Leu18 (Figura 4b).

Tabela 1: Parametros de afinidade molecular entre LmPTR1 e farmacos: paromomicina; ureia
estibamina; isionato de pentamidina e miltefosina.

a Nimero de Nimero de Aminoacidos que Aminoacidos
Complexo AGpind b . ~ . ) .
. Ki corridas de conformacde interagem através que realizam
(proteina- (kcal M l LY da lieacdo d . -
ligante) mol") (UM) - salto s no primeiro a ligacdo de l'nteralgqes
independentes cluster hidrogénio hidrofébicas
Arg17, Asn109
. ! ) Leu18, Leu226,
Paromomycin/ 7,05 6,83 100 6 Asp181, Asp232, Leu229,
LmPTR1 Gly19, Gly225,
Phe113, Ser111
Ser227
Urea .
. . Ala15, His36 Arg17, Arg39
stibamine/ -6,13 31,87 100 4 . ’ ’ ’ )
L mPTR His38, Lys16, Ser40  Gly13, Tyr37
Ala110, Alaé4,
Arg39, Gly13,
Pentamidine AS109, AspéS,  Leuts. Loubt
isethionate/ -6,5 17,05 100 6 A ,142p ’ Lvs16 ’S 111’
LmPTR1 SP ys1o, sertil,
Ser112, Ser146,
Ser40, Ser67,
Tyr37
Ala110, Ala15,
Arg39, Asn109,
Miltefosine/ ) Gly13, Gly19,
| mPTR1 5,78 58,21 100 9 Arg17, Leu18 His38, Leust,
Lys16, Met179,
Ser111, Ser40
DISCUSSAO acao inibitéria muito alta em comparacao com

Entre os farmacos avaliados, a paromomicina
tem a melhor interacao molecular com a
proteina LmPTR1, mesmo sendo um farmaco
utilizado para tratamentos do LV, observamos
sua acao inibitéoria em uma proteina bastante
importante no artigo de metaciclogénese da
Leishmaniose do género Leishmania major, com

uma taxa constante de inibicao de 6,83 pM. Uma
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alguns estudos na literatura.’ Mostrando que a
paromomicina em reacao com 6'-N-
acetiltransferase tem uma taxa de inibicao de
1,23 pM, uma taxa abaixo da relatada na reacao
com LmPTR1. A imagem tridimensional que
ilustra o encaixe molecular entre paromomicina

e LmPTR1 é mostrada na Figura 3a.
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A literatura apresenta a ureia estibamina
como uma das melhores alternativas para o
tratamento da leishmaniose, dentre elas a L.
donovani.'® Quando comparamos os resultados
da constante de inibicao em diferentes espécies
de Leishmania, notamos que a droga possui
atividade de eficacia com LmPTR1, tendo uma
constante de inibicao de 31,87 pM, enquanto a
mesma droga em reacao com uma enzima de
DNA de L. donovani tipo | da topoisomerase
exibe uma constante de inibicdo de 40 pM."” Isso
esta relacionado a afinidade molecular entre o
ligante e a macromolécula, que além de possuir
potencial bioativo antileishmania, possui boa
afinidade molecular com o receptor. A diferenca
nas constantes de inibicao entre os
medicamentos pode estar relacionada a
resisténcia das cepas e as caracteristicas
distintas de cada espécie de Leishmania. A
imagem tridimensional que ilustra o encaixe
molecular entre o scaffin de ureia e o LmPTR1 é
mostrada na Figura 3b.

Estudos do potencial biolégico do
isetionato de antileishmania da pentamidina, por
meio de ensaios in vitro em promastigotas e
amastigotas de L. donovani, mostram uma
inibicdo da acao de 8,31 pM para as formas
promastigotas e 2,7 pM para formas
amastigotas.' Podemos observar que o mesmo
medicamento indicado para os tratamentos LV
tem atividade contra espécies de L. major.
Através desses estudos in silico por acoplamento
molecular, obtemos resultados favoraveis,
mostrando o medicamento como uma possivel
alternativa contra espécies de L. major. Os
estudos in silico apresentaram uma taxa de

inibicdo  constante  superior aos valores
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apresentados em um estudo in vitro, onde
podemos observar a atividade bioldgica da
mesma droga em diferentes espécies de
Leishmania. A imagem tridimensional que ilustra
0o encaixe molecular do isetionato de
pentamidina no local ativo de LmPTR1 é
mostrada na Figura 4a.

A miltefosina foi a primeira droga oral
aprovada na india, com uma taxa de eficacia de
94% nos tratamentos com L. donovani, mas essa
taxa foi reduzida para 60%, o que esta
relacionado ao aumento da resisténcia de cepas
e as caracteristicas especificas do parasita.'
Estudos in vivo mostraram a eficacia reduzida do
potencial inibitério da miltefosina no tratamento
de camundongos infectados com cepas de L.
amazonenses durante 100 dias de avaliacao de
leishmanicida usando 20 mg/kg/dia de
miltefosina e a presenca de amastigotas
intracelulares amastigotas no organismo em 100
dias de tratamento, a sua eficacia so foi
observada apo6s 250 dias apds o tratamento no
organismo do rato, aumentando a concentracao
para 30, 40 e 50 mg/kg/dia. A cura clinica de
camundongos infectados com cepas de L.
donovani nas concentracoes de 30, 40 e 50
mg/kg/dia apds 250 dias de tratamento foi

confirmada em analises de qPCR.%°

CONCLUSAO

Evidenciou-se que os farmacos avaliados neste
estudo apresentam eficacia reduzida nos
tratamentos de Leishmania sp, isto esta
relacionado a resisténcia das cepas e as
caracteristicas distintas de cada espécie. Os
resultados

farmacos que  apresentaram

consideraveis de constante inibicao contra
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espécies de Leishmania major foram a ureia de
stibamina com 31,87 pM e a miltefosina com
inibicaio de 58,21 HM,

apresentando-os como possiveis alternativas nos

constante de

tratamentos de espécies de Leishmania major e
nao sendo aplicados apenas nos tratamentos de
LV.

Com esses resultados, enfatizamos a
necessidade de buscar novas alternativas de

compostos bioativos antileishmania, sejam eles

Avaliacao de inibidores da enzima de Leishmania

providos de recursos naturais ou sintéticos.
Também enfatizamos a importancia de estudos
de planejamento racional de medicamentos ja
disponiveis e disponiveis na industria, realizando
estudos que preveem locais em estruturas
quimicas que podem ser modificadas ou
substituidas por outras cadeias ou compostos
organicos para aumentar ainda mais seu

potencial bioldgico.
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